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RESUMEN

El cancer es la segunda causa de muerte en paises desarrollados y el dolor por cancer
es sumanifestacidon clinica mas frecuente. Entre ellos el cancer 6seo es aquel que genera
uno de los dolores cronicos mas intensos. La inyeccién intrafemoral de células
tumorales es una técnica validada para el estudio del dolor oncoldgico 6seo y permite
estudiar la efectividad de diversos farmacos como resveratrol. Resveratrol es una
fitoalexina abundante en el vino y otros frutos con demostradas propiedades
antioxidantes, antitumorales, analgésicas, antiresortivas y como protector
cardiovascular. Sin embargo, su uso en el dolor oncoldgico 6seo no ha sido evaluado.
Junto a lo anterior, un potencial blanco intracelular de resveratrol es la deacetilasa
SIRT1 que ha sido involucrada en procesos biolégicos como supervivencia celular,
diferenciacion, inflamacion y metabolismo. Ademas, SIRT1 se ha implicado en la
inactivacion del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NF-kB), un factor clave en la resorcion ésea. Nuestra hipotesis propone un
efecto antihiperalgésico y antiresortivo presentado por resveratrol en el modelo de
dolor oncoldgico 6seo, el que seria mediado por la participacion de SIRT1. El modelo de
dolor éseo se generd por la inyeccion de células B/3Z neoplasicas en una perforacion
realizada en el fémur distal de una rata sana. Las células B/3Z implantadas generaron
una masa tumoral que increment6 de tamafo, produjo resorcion 0sea e hiperalgesia en
los animales estudiados. La administracion de resveratrol en dosis Unica o repetida
produjo un efecto antihiperalgésico mecanico y mejor6é la funcionalidad de la
extremidad afectada por el cancer. El efecto antinociceptivo de resveratrol se suprimio
ante la administracion de selisistat, un antagonista de SIRT1. El uso de resveratrol no
tuvo impacto en la expresion de marcadores astrociticos ni microgliales. La
administracion de resveratrol no modifico la expresion de SIRT1 en la médula espinal.
Estos datos sustentan el potencial uso que podria tener resveratrol en el manejo del

dolor por cancer 6seo en humanos.



SUMMARY

Cancer is the second leading cause of death in developed countries and cancer pain is
its most frequent clinical manifestation. Among them, bone cancer is one that generates
one of the most severe chronic pain. Intrafemoral injection of tumor cells is a validated
technique for the study of bone cancer pain and allows to study the effectiveness of
various drugs such as resveratrol. Resveratrol is an abundant phytoalexin in wine and
other fruits with proven antioxidant, antineoplastic, analgesic, antiresorptive and
cardiovascular protective properties. However, its use in bone cancer pain has not been
evaluated. Along with the above, a potential intracellular target of resveratrol is SIRT1
deacetylase, which is involved in biological processes such as cell survival,
differentiation, inflammation and metabolism. In addition, SIRT1 has been implicated
in the inactivation of the nuclear factor enhancing the kappa light chains of activated B
cells (NF-«xB), a key factor in bone resorption. Our hypothesis proposes that resveratrol
has antihyperalgesic and antiresorptive effects in the bone cancer pain model, which
are mediated by the participation of SIRT1. The bone pain model was generated by the
injection of neoplastic B]J3Z cells in a perforation performed in the femur of a normal
rat. The implanted BJ3Z cells generated a tumor mass that increased in size, and
produced bone resorption and hyperalgesia in the animals studied. The administration
of resveratrol in single or repeated doses, produced a mechanical antihyperalgesic
effect and improved the functionality of the limb affected by cancer. The antinociceptive
effect of resveratrol was suppressed upon administration of selisistat, an antagonist of
SIRT1. The use of resveratrol had no impact on the expression of astrocytic or
microglial markers. The administration of resveratrol had no effect on the expression
of SIRT1 in the spinal cord. These data support the potential use that resveratrol could

have in the management of bone cancer pain in humans.



INTRODUCCION

El cancer es la segunda causa de mortalidad en paises desarrollados y es responsable
de 9.6 millones de muertes. De hecho, a nivel global, 1 de cada 6 muertes se debe al
cancer (WHO, 2018). En Chile, el afio 2013, murieron 24.592 personas por tumores
malignos, a una tasa de 139 por 100.000 habitantes (DEIS, 2013). El dolor es una de las
manifestaciones mas frecuentes del cancer y éste se puede producir por la infiltracion
directa del tumor en el tejido, metastasis en distintos tejidos, post quirdrgico,
tratamiento quimioterapéutico y radiacion recibida como tratamiento. Entre el 75 y el
95% de los pacientes con cancer localizado en la médula dsea, ya sea primario o
metastasico, experimentan una fuerte percepcion de dolor (Mantyh y cols., 2005).
Actualmente se conoce que el dolor producido en el cancer 6seo puede ser causado por
una expansion tumoral local, la secrecion de moléculas inflamatorias o la infiltracion de
plexos nerviosos (Mantyh, 2013). El dolor por cancer éseo se divide en dos tipos: uno,
es un dolor persistente, de caracter sordo, y progresivo en intensidad; el otro, es un
dolor agudo, debilitante que puede o no estar asociado al movimiento y que se percibe
en ausencia de una causa precipitante (Lozano-Ondoua y cols., 2013). La intensidad de
la percepcion dolorosa varia segin la sensibilidad del individuo, el tipo de cancer y la
ubicaciéon de la lesion (Slosky y cols, 2015). A pesar de que existe un amplio
conocimiento de la fisiopatologia del cancer, los farmacos disponibles para su
tratamiento analgésico presentan una baja efectividad (Delaney y cols., 2008). Por lo
tanto, el estudio de los mecanismos neurobioldgicos asociados a la percepcion del dolor
en el cancer 6seo, son claves para disefiar nuevas terapias adecuadas para su alivio.

La terapéutica del dolor por cancer se ha basado en un tratamiento gradual siguiendo
la recomendacién de la "escalera analgésica" propuesta originalmente por la
Organizacion Mundial de la Salud en 1986. Esta escalera se encuentra formada por 3
peldafios, comenzando por medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES),
siguiendo con la transicion a AINES mas un opioide débil (tramadol o codeina) y
finalmente cuando el dolor se vuelve severo, se propone adicionar un opioide fuerte

como morfina (Meldrum, 2005). Ademas, a estos peldafios pueden sumarse otros



farmacos conocidos como coadyuvantes, entre los que se encuentran los antiepilépticos
(gabapentina, pregabalina, carbamazepina) y los antidepresivos (amitriptilina,
imipramina, venlafaxina), entre otros (Desandre y Quest, 2009). Actualmente, el
concepto de “escalera analgésica” ha sido sustituido en algunos casos por el de
“ascensor analgésico”, proponiendo que es mejor pasar o subir directamente al piso
requerido para tratar el dolor de acuerdo con su origen y evitar la necesidad de pasar
por todos los peldafios, lo que ahorra tiempo y molestias al paciente (Torres y cols.,
2002). Ahora, a pesar de que esta metodologia logra un alivio cercano al 75% de los
pacientes con dolor por cancer, los actuales medicamentos presentan efectos adversos
que limitan su uso, tales como hepatotoxicidad a dosis altas del paracetamol, el
sangrado gastrointestinal de la aspirina, las reacciones alérgicas y el dafio renal en el
caso del ibuprofeno y de los otros AINES. En cuanto a utilizar opioides débiles, como
tramadol o codeina, sus efectos adversos a nivel gastrointestinal limitan también su uso
a dosis altas y para opioides fuertes en el tratamiento del dolor severo, el farmaco
estandar es la morfina. Lamentablemente, tanto el rapido ascenso de dosis como la
tolerancia y dependencia que presenta la morfina son un problema en si mismo, que no
se ha podido controlar. Por este motivo ha sido de vital importancia la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos para lograr una mejor efectividad y menores efectos
adversos en tratamientos para los dolores de cancer, particularmente para el de tipo

6seo (Colvin y Fallon, 2008; King y Porreca, 2010; Slosky y cols., 2015).

Neurobiologia del dolor agudo y crénico.

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, del inglés International
Association for the Study of Pain) define al dolor como “una experiencia sensorial y
emocional desagradable, asociada al dafio tisular real o potencial de los tejidos o
descrito en términos de dicho dafio” (Merskey y Bogduk, 1994).

Frente a un dafio tisular o a una estimulacioén nociceptiva (nociva o dolorosa), nuestro
sistema de proteccion se activa generando la percepcion de una sensacion de dolor,
localizada en el sitio de la lesion o estimulo, y graduada de acuerdo con la intensidad

del estimulo. La percepcion de un estimulo doloroso se inicia cuando un receptor de
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membrana transforma un estimulo fisico nocivo en un estimulo biolégico o potencial
de accidon, proceso conocido como nocicepcidon. Posteriormente, la informacion
nociceptiva, en forma de potenciales de accidn, es conducida hacia la médula espinal a
través de fibras nerviosas de mediano y pequenio calibre (fibras A mielinizadas y fibras
C amielinicas) (D'Mello y Dickenson, 2008). En la médula espinal la informacion
nociceptiva pasa a una segunda neurona de proyeccion que conduce esta informacion
hacia centros nerviosos superiores a través de diversas vias, una directa al talamo
(tracto espinotalamico) y otras indirectas (tracto espinoreticulotalamico y tracto
espinohipotalamico) que incluyen sinapsis en la formacion reticular y en el nucleo
parabraquial del tronco encefalico (Todd, 2002). Finalmente, la informacion
nociceptiva es conducida desde el tdlamo hacia la corteza por una tercera neurona. Esta
via sensorial distribuye la informacién nociceptiva hacia las cortezas cerebral
somatosensorial primaria, secundaria, corteza cingulada anterior, corteza prefrontal,
hipotalamo, amigdala y corteza insular, lugares donde ocurre la integracion de la
informacion nociceptiva y se identifica el lugar de la lesidn, la intensidad de ella, la
asociacién con emociones y la memoria para futuras percepciones. Es decir, se alerta al
cerebro sobre la potencial amenaza y éste genera los patrones conductuales para
evitarla (Todd, 2002). Adicionalmente a las neuronas de proyeccion ascendentes,
existen vias descendentes inhibitorias desde el cerebro que llegan al asta dorsal de la
meédula espinal, donde modifican la transmision sinaptica mediante sefiales quimicas
que incluyen opioides endoégenos, serotonina y norepinefrina (Cheng, 2010). La
conduccién de la informacion dolorosa, desde el sitio de la lesién a la corteza cerebral,
es conocida como la via nociceptiva. La activacién de esta via es dependiente de la lesion
inicial, y una vez que el dafio tisular ha sido reparado, el dolor desaparece. Este tipo de
dolor se conoce como dolor agudo (Lundemberg y Ekholm, 2002).

En ocasiones la sensacién de dolor persiste incluso después que la lesion que lo origin6
ha sido reparada, o la sensacidn de dolor aparece y se mantiene sin una lesion aparente.
En estos casos el dolor se denomina dolor crénico y es considerado como una patologia.
El dolor croénico pierde totalmente su funcién fisioldgica. En los humanos, se considera
que un dolor es cronico cuando persiste al menos tres meses (Threede y cols., 2015). El

dolor cronico se puede clasificar dependiendo del tipo de lesion que lo causa; en efecto,
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si es generado por inflamacion en el tejido periférico o si es producto de una lesion
directamente en el sistema nervioso, se conocen como dolor cronico de tipo
inflamatorio o neuropatico respectivamente. El dolor neuropatico, generado frente a
una lesion directa del sistema somatosensorial es muy similar al que generan tumores
en expansion en territorios ricamente inervados como la médula 6sea (Mantyh, 2013).
En el dolor cronico se ha observado que el tejido nervioso, tanto periférico como
central, presenta multiples alteraciones o adaptaciones patologicas que ayudan a
mantener el dolor crénico en el tiempo, asi como aumentar la sensibilidad a los
estimulos. En su conjunto este fendmeno es conocido como sensibilizacion central o
periférica dependiendo de donde se origine. La sensibilizacidn central se caracteriza
por modificaciones neuronales a nivel molecular, sinaptico y de redes neurales, cuya
consecuencia es el incremento de la comunicacion sinaptica nociceptiva e
hiperexitabilidad neuronal (Havelin y cols., 2017).

Una de las modificaciones mas estudiadas en las ultimas décadas es la activacion de
células gliales tales como los astrocitos y microglia. Los astrocitos y la microglia
participan en la transmision sinaptica nociceptiva espinal, adquiriendo relevancia
principalmente en la modulacién de la informacidn nociceptiva en el estado de dolor
cronico (Cao y Zhang, 2008). La activacion de las células gliales implica aumento de
citoplasma y prolongaciones citoplasmaticas, secrecion de gliotransmisores, liberacion

de citoquinas, sintesis de filamentos intermedios y divisidn celular (Mika y cols., 2013).

Dolor y cancer en hueso.

Los avances en la deteccion y tratamiento del cancer, ademas del aumento en la
sobrevida, han llevado a enfocar el problema en la mejoria de la calidad de vida. Para
muchos pacientes el dolor puede ser el primer signo de enfermedad y el 30 al 50% de
los pacientes experimentaran dolor moderado a severo (Mercadante y Arcuri, 1998;
Portenoy y cols., 1999). El dolor por cancer puede ocurrir practicamente en cualquier
momento del desarrollo de la enfermedad. Ademas, este tipo de dolor va a ser frecuente
e intenso mientras mas sitios sean involucrados y va a depender del mecanismo por el

cual se genere este dolor (Mantyh, 2013). Varias tipos de cancer tienen predileccion por
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el tejido 6seo como el de mama, prdstata, pulmon que son los mas frecuentes, pero
también mieloma, cancer renal, melanoma, vejiga y tiroides (Coleman, 2006).

En lineas generales el hueso estd compuesto por médula 6sea, hueso mineralizado que
se compone de un compartimiento cortical y medular, y una capa fibrosa que recubre
el hueso llamada periostio. El tejido 6seo esta siendo constantemente remodelado de
manera concertada por células éseas. El osteoclasto se encarga de resorber hueso
mientras que el osteoblasto ejecuta la formacion de hueso. Otro tipo de célula, el
osteocito, funciona como mecanosensor y orquestador del proceso de remodelacion
Osea. Este proceso esta bajo control de factores locales, como factores de crecimiento y
citoquinas, y bajo factores sistémicos como calcitonina y estrogenos los cuales en
conjunto contribuyen a la homeostasis 6sea (Florencio-Silva y cols., 2015). Todos los
componentes del hueso, como la médula ésea, el hueso mineralizado y el periostio,
estan inervados por fibras sensitivas, pero con distinta densidad de inervacion. Por
cada 100 fibras que van a inervar periostio, 2 inervan médula 6sea y 0,1 hueso
mineralizado (Mantyh, 2013). El hueso esta inervado por fibras Ad positivas para TrkA
y fibras C, las que se activan cuando hay un dafio en el hueso, generando unas
estructuras tipo neuroma que pueden gatillar actividad espontanea (Sevcik y cols.,
2005). Esta diseminacién de fibras y generacion de neuromas esta directamente
relacionada con el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el receptor TrkA. Se ha
demostrado que la inhibicion de este factor disminuye la diseminacion y formacién de
neuromas sin afectar el proceso de resorcion del hueso (Ghilardi y cols., 2010).
Diferentes mecanismos han sido involucrados en la generacion de dolor por cancer
0seo, entre ellos la acidosis inducida por el tumor, fracturas patolégicas y la secrecion
de moléculas inflamatorias. La acidosis en el ambiente estromal implica la accién de
protones sobre canales sensibles a protones como TRPV-1 y ASIC (Olson y cols., 1998;
Guo y cols., 1999; Julius y Basbaum., 2001). El tejido necrdtico, las células apoptdticas y
las células inflamatorias que circundan la zona con cancer también favorecen el
ambiente acido. Por otra parte, los osteoclastos cuando resorben hueso también
generan un pH acido (4,0-5,0) en la interfaz entre el hueso y el osteoclasto, generando
también estimulos nociceptivos (Sabino y Mantyh, 2005). En una situaciéon normal, la

resorcion dsea osteoclastica esta en equilibrio con la formacién 6sea mediada por los
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osteoblastos. En procesos neoplasicos, tanto osetoliticos como osteogénicos, la
actividad osteoclastica esta aumentada. La destruccion del tejido 6seo mediante los
osteoclastos genera dolor al destruir fibras sensitivas y hueso, lo que genera una
predisposicion a fracturas (Sevcik y cols., 2004, Mantyh, 2013). Por otro lado, las
células neoplasicas metastasicas liberan moléculas como IL-1, IL-6, TNF-a, endotelina,
EGF, TGF-B, PDGF y péptidos similares a la hormona paratiroidea (rPTH), todas las
cuales han sido implicadas en la modulaciéon de los procesos nociceptivos. Las
prostaglandinas secretadas por las células neoplasicas, producto del aumento de la
expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2), estan involucradas en la sensibilizacién y/o
excitacion directa de nociceptores al unirse a sus receptores presentes en las fibras
sensitivas (Vasko, 1995). Las células neoplasicas también liberan otras moléculas,
como iones de potasio, bradicininas y factores activadores de osteoclasto, que pueden
incrementar la percepcion dolorosa (Sabino y Mantyh, 2005; Lozano-Ondoua y cols.,
2010; Lozano-Ondoua y cols., 2013). Adicionalmente, las células neoplasicas secretan
una proteina denominada RANK-L, la que se une a su receptor RANK en el osteoclasto,
produciendo un aumento en su proliferacion y resorcion oOsea. En condiciones
fisiologicas la actividad del receptor RANK se encuentra regulada por la proteina
osteoprotegerina (OPG), que, al unirse a RANK, lo bloquea e impide su activacion por
su ligando endogeno, es decir RANK-L (Honore y cols., 2000). Esta situacién queda en
evidencia en experimentos donde la administracion de OPG, a murinos con cancer 6seo,
produce la disminucion de la proliferacion osteoclastica y también la disminucién de la
conducta nociceptiva (Honore y cols., 2000).

El tumor 6seo, ya sea primario o una metastasis, no solo esta compuesto por células
cancerosas, sino que también tiene células estromales asociadas. Mas aun, estas células
son las que predominan en nimero en estas lesiones y estdn compuestas por células
endoteliales, fibroblastos, células del sistema inmune, entre ellas macroéfagos,
mastocitos, neutréfilos y linfocitos T. Tanto las células tumorales como las células
asociadas son capaces de secretar varios factores que estan relacionados directamente
con la generacion de dolor por cancer (Mantyh, 2013).

A nivel espinal también se han descrito modificaciones en neuronas y glia involucradas

en la inervacion dsea en presencia de tumores. Por ejemplo, se ha descrito un aumento
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de la expresion de c-Fos y dinorfina tanto en neuronas como en glia. También se ha
reportado hipertrofia astrocitaria y aumento de marcadores de dafo en el ganglio
dorsal como factor de transcripcidn activante (ATF, del inglés Activating Transcription
Factor) y galanina (Schwei y cols., 1999). Ademas, se han observado fenémenos de
hipersensibilidad, aumento del campo receptivo y generacion de actividad espontanea,
producido por el aumento de la relacidon entre neuronas nociceptivas y neuronas de
rango dinamico amplio (WDR del inglés wide dinamic range), asi como la disminucién

de sus umbrales de activacion (Gordon-Williams y cols., 2007).

Manejo farmacologico del dolor 6seo.

Una gran variedad de fairmacos y anticuerpos han sido propuestos para el tratamiento
del dolor producto del cancer 6seo, entre ellos, los bifosfonatos, antagonistas del
receptor TRPV;, inhibidores selectivos de la COX-2, agonistas del receptor de
cannabinoides CB2 y anticuerpos contra NGF.

Los bifosfonatos han sido usados fundamentalmente para la osteoporosis con buenos
resultados. Alendronato, un farmaco de esta familia, fue probado en el modelo de tumor
06seo murino mostrando disminucion del dolor y disminucion de la resorcion dsea
comparado con el placebo (Sevcik y cols., 2004). Ibandronato, otro bifosfonato mostré
buenos resultados en cuanto a disminuciéon del dolor, remodelaciéon 6sea, necrosis
tumoral y sensibilizacion central (Halvorson y cols., 2008). Sin embargo, la esofagitis,
nefrotoxicidad y la osteonecrosis de la mandibula limitarian su uso crénico en
humanos.

El uso del anticuerpo monoclonal anti-factor de crecimiento nervioso (anti-NGF),
tanezumab, ha mostrado analgesia en distintos modelos animales de dolor, como en el
de artritis reumatoide, fractura femoral, pancreatitis y dolor oncolégico éseo. Este
anticuerpo, administrado en el dia 6 y 11 post inyeccion tumoral ha mostrado buenos
resultados en cuanto a la reduccion de la conducta dolorosa en ratones y
sensibilizacion, tanto periférica como central, sin embargo, no mostré impacto en la
progresion tumoral (Sevcik y cols., 2005). Este anticuerpo monoclonal ha sido utilizado

con éxito en pacientes con cancer metastasico, mostrando utilidad en pacientes
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usuarios de opioides de manera crénica (Sopatay cols., 2015). Por otro lado, ARRY-470,
antagonista del receptor tirosina-kinasa A (TrkA), receptor del factor de crecimiento
neuronal (NGF); mostré una reduccién del dolor inducido por cancer 6seo y reduccion
en la formacidn de estructuras similares a neuroma por cancer éseo, pero no tuvo un
efecto significativo sobre el crecimiento del tumor o la remodelacién (Ghilardi y cols.,
2010).

La administracion de antagonistas del receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1)
también ha mostrado disminuciéon de la conducta dolorosa y de la sensibilizacion
periférica correlacionado con la disminucion de la expresion de c-Fos en las laminas I-
Il a nivel de L3-L4 en ratones (Ghilardi y cols., 2005).

La administraciéon aguda y crénica de un inhibidor selectivo de la COX-2 (NS398)
disminuyo la conducta dolorosa inducida por el movimiento y por la palpaciéon. Ademas,
redujo la expresion de c-Fos en la médula dorsal, y disminuy6 la hipertrofia y
proliferacién osteoclastica. Estos experimentos muestran la relevancia de la sintesis de
prostaglandinas por el tumor y la posibilidad de revertir este proceso
farmacol6gicamente (Sabino y cols., 2002).

El uso de AM1241, un agonista cannabinoide del receptor CB2, en ratones con tumor
0seo, demostro disminuir el dolor, la resorcidn y el tamafio tumoral del sarcoma murino
(Lozano-Ondouay cols., 2010). Otro agonista del receptor cannabinoide CB2 (JWHO015),
atenuo significativamente la remodelacion 6sea, alivio el dolor espontaneo y disminuy6
la carga tumoral primaria en cancer de mama humano (Lozano-Ondoua y cols., 2013).

Pese a toda la evidencia expuesta y a pesar de que se ha avanzado en la investigacion
de la fisiopatologia del dolor por cancer y se ha comprendido algunos de los
mecanismos fisiopatologicos involucrados, aun es necesario investigar nuevas y

mejores terapias para tratar el dolor oncolégico éseo.

Resveratrol como alternativa terapéutica.

Resveratrol es una fitoalexina que esta presente en la uvay el vino, y que se sintetiza en
plantas en respuesta a noxas como estrés, luz solar excesiva, radiacion ultravioleta o

una infeccion fungica (Tomé-Carneiro y cols., 2013). La informacidén existente muestra
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que resveratrol tiene variados efectos bioldgicos beneficiosos como antioxidante,
analgésico, antiinflamatorio y antiresorcion 6sea entre otras. La primera evidencia de
utilidad del resveratrol tiene relacion con la paradoja francesa en la que personas del
sur de Francia, con alto consumo de grasas, presentan menor riesgo cardiovascular que
personas de otros lugares de ese pais.

Desde el punto de vista de la terapia contra el dolor, el resveratrol ha mostrado efecto
analgésico y antiinflamatorio en distintos modelos animales.

En modelos de dolor tipo inflamatorio, resveratrol ha mostrado un efecto
antihiperalgésico medido por vocalizacidn en ratas en la prueba de carragenina, sin
embargo, no hay diferencias en cuanto a disminuciéon del edema generado por
carragenina en respuesta a las distintas dosis de resveratrol (Gentilli y cols., 2001). El
efecto antihiperalgésico a nivel molecular es mediado por la reduccion de la sintesis de
prostaglandinas (PGEz) y la reduccion de la expresion de la COX-2, tanto bilateralmente
en los ganglios dorsales como en la médula espinal. Ademas, el efecto de resveratrol se
asocia a la disminuciéon de la expresion de c-Fos en laminas superficiales (I y 1) y
profundas (IVy V) (Pham-Marcou y cols., 2008). En otro articulo, 1a administracion oral
de resveratrol mostré una disminucidon de la conducta algésica en respuesta a la
inyeccion intraplantar de capsaicina o glutamato. En el mismo articulo, la
administracion de resveratrol intratecal e intracerebroventricular sélo tuvo efecto
antinociceptivo en el modelo de carragenina, tanto en la disminucion de la expresion de
COX-2 como en la expresion de c-Fos en la médula espinal (Bazzo y cols., 2013).

En el modelo de neuropatia diabética inducida por la administracién de
estreptozotocina (STZ) en ratdn, se evidencié que el tratamiento con resveratrol de
manera crénica disminuy6 significativamente la hiperalgesia térmica asociada a la
disminucion del TNF-a sérico y a la liberacidn de 6xido nitrico (NO) cerebral de manera
dosis dependiente (Sharma y cols., 2007).

En el modelo neuropdtico de constriccion de nervio espinal se demostré que
resveratrol tiene un efecto antialodinico que se correlaciona con la restauracion de la
expresion de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y el restablecimiento de la
funcion de las NOS dependientes de calcio, ipsilateral a la constriccidon de nervio espinal

(Pérez-Severiano y cols., 2008).
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En el modelo neuropadtico de constriccion de nervio cidtico en ratones, se observd
que resveratrol present6 un efecto antihiperalgésico térmico mediado por receptores
serotoninérgicos 5HT7. Adicionalmente, resveratrol presenté un efecto antidepresivo
que es bloqueado por SB-258719, un antagonista del receptor 5HT1a (Zhao y cols,,
2014). En el mismo modelo, en ratas, se evidencié que resveratrol administrado de
manera repetida por catorce dias via intraperitoneal, disminuye la alodinia mecanica e
hiperalgesia térmica. Ademas, se demostré que al final del tratamiento, la expresion de
receptores de citoquinas antiinflamatorias IL-1R2 y IL-4Ra asi como del antagonista
del receptor IL-1 (IL-1RA) aumentaron en médula espinal (Xu y cols., 2018).

En el modelo neuropadtico de constriccion del nervio infraorbitario se demostré que
la administracion oral de resveratrol tuvo un efecto antinociceptivo mediado por la
disminuciéon de la activacidon glial, evaluado por la reduccién en la producciéon de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B y la fosforilacion de MAPK via la
activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK; adenosine monophosphate-
activated protein kinase) (Yang y cols., 2016).

En el modelo de dolor post quirdrgico la inyeccion local de resveratrol indujo un
efecto antialodinico mecanico. Ademas, en neuronas en cultivo del ganglio trigeminal
de ratén se mostro que el efecto de resveratrol esta mediado por la activacion de la via
AMPK vy la inhibicién de la via mTOR y ERK, siendo esta modulaciéon concentraciéon
dependiente, tiempo dependiente y reversible (Tillu y cols., 2012).

En el modelo de cdncer éseo inducido por la inyeccién intradsea de células de
carcinoma de glandula mamaria, se observé que la administracion intratecal de
resveratrol reduce la hipersensibilidad de las ratas, asi como reduce la expresion de

CX3CR1y la activacidn de las células de la glia espinal (Cheng y cols., 2014).

Segun la evidencia reportada en estudios preclinicos, resveratrol administrado en
forma aguda o cronica tiene accién antihiperalgésica en diferentes modelos de dolor
agudo o croénico, y dicho efecto puede ser mediado por cambios en los niveles de
prostaglandinas, citoquinas inflamatorias, 6xido nitrico, receptores de glutamato,
TRPV1 y el sistema de serotonina. Ademas, entre los blancos del resveratrol han sido

implicadas las células gliales y moléculas como AMPK, mTOR, ERK y sirtuinas (Tillu y
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cols., 2012; Shao y cols., 2014; Yang y cols., 2016). Todas estas moléculas son
mensajeros intracelulares que han mostrado jugar un rol importante en procesos
fisiologicos y fisiopatolégicos como diabetes, enfermedad cardiovascular, cancer y
neurodegeneracion. En el caso de las sirtuinas, estas son enzimas del tipo deacetilasa
dependiente de NAD (nicotinamide adenine dinucleotide) que actuan sobre las
histonas, afectando al metabolismo celular mediante la regulacion epigenética de la
expresion de genes especificos. Dentro de las sirtuinas, existe creciente evidencia que
involucra a SIRT1 en la fisiologia de la percepcion dolorosa. En un modelo de
constriccion ciatica se ha observado que el aumento de la expresion de SIRT1 mediado
por troxerutina se correlaciona con la disminucién de la hiperalgesia y alodinia. Este
efecto ha sido correlacionado con la disminucion de TNF-a, IFN-y e IL-1f3 espinal (Gui y
cols., 2015). Parte del efecto antihiperalgésico de resveratrol se produce debido a que
se une al extremo amino terminal de SIRT1 aumentando su actividad (Denk y cols.,
2013). En un modelo de dolor por quemadura, en la pata derecha en ratones, la
administracion de resveratrol intratecal disminuy6 la conducta algésica y aumento la
expresion de SIRT1, lo que fue antagonizado por el antagonista especifico selisistat
(EX527) (Cheng y cols., 2016). Un efecto antinociceptivo similar presenta resveratrol
en el modelo de constriccidn ciatica en ratas (Yin y cols., 2013). Ademas, en este mismo
modelo, resveratrol disminuy6é la expresion y actividad SIRT1, como también
disminuy6 NAD y aumento la nicotinamida (Vitamina B3), lo que resulta ser revertido

con selisistat (Shao y cols., 2014).

Resveratrol tiene propiedades antiinflamatorias, analgésicas, antioxidantes y de
proteccion cardiovascular (Xia y cols., 2017). Estos efectos han sido estudiados en
distintos modelos y evaluados distintos mecanismos. De acuerdo con la evidencia
presentada, resveratrol tiene efecto antinociceptivo que ha sido probado en modelos
de dolor agudo y cronico, como los de neuropatia periférica y los modelos de dolor por
cancer 60seo. Sin embargo, el mecanismo por el cual este efecto es generado no esta del
todo estudiado. Mas aun, la relacidn del SIRT1 y el dolor por cancer 6seo nos permitira
acercarnos un poco mas a un tratamiento mas especifico del dolor en este tipo de

cancer.
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HIPOTESIS

Resveratrol presenta un efecto antinociceptivo modulando la enzima SIRT1 en un

modelo de cAncer dseo murino.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y caracterizar un modelo de dolor crénico en ratén inducido por cancer

0seo, y estudiar si los efectos analgésicos del resveratrol son producto de la activacion

de la enzima SIRT1.

1)
2)

3)

4)

5)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un modelo oncol6gico 6seo en ratén (Balb/c).

Caracterizar la conducta algésica y la activacion de las células de la glia en el modelo
de dolor por cancer 6seo en ratones.

Evaluar el efecto antinociceptivo por la administracion crénica de resveratrol en
un modelo de dolor por cancer 6seo en ratones.

Identificar si el efecto antinociceptivo agudo de resveratrol se produce en el
sistema nervioso central o periférico.

Evaluar la participacion de SIRT1 en el mecanismo antinociceptivo del resveratrol

en un modelo oncolégico murino.

20



MATERIAL Y METODOS

Animales.

Se utilizaron ratones de la cepa Balb/c de 22-35 gramos, provenientes del Bioterio de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los ratones se mantuvieron bajo
ciclos de luz/oscuridad 12:12 (08:00-20:00 luz) y se alimentaron e hidrataron ad-
libitum. Todas las pruebas conductuales fueron realizadas entre las 9:00 y las 13:00 los
lunes y jueves de cada semana. Los protocolos experimentales se realizaron de acuerdo
con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NIH, 2011), el Comité de
directrices para publicaciones cientificas que involucran estudios en animales
(Committee on Guidelines for Scientific Publications Involving Animal Studies, 2011) y
la publicacion titulada “Practicas para una mejor reproducibilidad de los datos y un
mejor bienestar animal en estudios de dolor” (Carbone y Austin, 2016). Ademas, los
protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética Animal de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, bajo el protocolo niimero CBA 0721
FMUCH desde enero de 2015 hasta enero de 2018. El grupo “naive” mencionado en el

objetivo 2 y figuras 1, 2 y 3 representan ratones sin intervencion alguna.

Induccion del cdncer dseo.

Linea celular (BJ3Z): Las células neoplasicas utilizadas para generar el modelo de
cancer Oseo fueron obtenidas a partir células mamarias estromales murinas
transformadas (BJ3Z), las cuales expresan la proteina fluorescente verde ZsGreen. Esto
se logré mediante la transduccion viral y seleccidon de células mediante citometria de
flujo (Pinto y cols., 2010; Pinto y cols., 2014). Debido a que las células utilizadas en la
tesis expresan la proteina ZsGreen pueden ser facilmente identificadas con la tecnologia
apropiada. La linea celular BJ3Z-ZsGreen fue facilitada gentilmente por el Dr. Mauricio
Pinto. Las células B]3Z-ZsGreen fueron incubadas en medio DMEM (dulbecco modified
Eagles minimal essential médium, por sus siglas en inglés) mas suero fetal bovino al

5%, a 37°C,a 5% de CO2y 95% de aire ambiental. El medio de cultivo fue cambiado dos
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veces por semana. Esto se realiz6 el Centro de Medicina Integrativa y Ciencia Innovada

(CIMIS).

Inyeccion intradsea: La generacion del modelo de cancer 6seo es una modificacion del
protocolo reportado por Honore y colaboradores el afio 2000. El cancer dseo fue
desarrollado mediante la inyeccion de células neoplasicas del tipo BJ3Z-ZsGreen en una
perforacidn intercondilea femoral izquierda en el raton. Para esto los ratones fueron
anestesiados via intraperitoneal con ketamina (50 mg/Kg) y xilacina (10 mg/Kg). Se
realizé un corte de la piel al nivel de la rodilla izquierda, se ubicé el musculo cuadriceps
femoral y se realiz6 una incisién de 2 mm en su unién con la rétula. Luego se desplazé
lateralmente el ligamento rotuliano quedando visible la region intercondilea del fémur.
A continuacion, se realizé una perforacion mediante una fresa redonda de 1 mm,
montada en una “pieza de mano”, en un micromotor Foredom, generando una muesca
sin perforar hacia el espacio medular. Usando aguja de 27G se creé un espacio dentro
del hueso y con una aguja de 29G se inyect6 15 pL de una soluciéon que contenia
250.000, 500.000 o 1.000.000 células neoplasicas B]3Z-ZsGreen, o medio de cultivo
como control (sham). Por ultimo, se obturd la muesca realizada con ionémero de vidrio,
se reposiciono el ligamento rotuliano, y se sutur6 la musculatura y piel de forma
independiente (Honore y cols. 2000). Una vez terminado el procedimiento se

administré ketoprofeno 50 mg/Kg intraperitoneal (i.p.) en el post operatorio.

Resorcion ésea: La evaluacion de la resorcidn ésea fue realizada con rayos X, con el
equipo IN-VIVO MS FX PRO (Carestream, EUA) facilitado por el Laboratorio de
Nanoparticulas de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas que dirige el Dr.
Marcelo Kogan. Los ratones fueron evaluados los dias 3, 10, 17, 24 y 31 post cirugia.
Previa anestesia con ketamina (50 mg/Kg) y xilacina (10 mg/Kg), los ratones se
introducen en el equipo en posicion prono con las caderas en semiflexion, rotacion
externa y con las rodillas en flexiéon en 90 grados. Se graba la imagen de rayos X y se
procede al analisis segun la codificacién explicitada (Tabla 1). Al finalizar el
experimento, el dia 31, los ratones fueron eutanasiados mediante sobredosis de

pentobarbital y los fémures fueron extraidos para evaluar el avance del dafio 6seo
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producido por el tumor, mediante rayos X con el hueso desnudo utilizando la misma

escala antes descrita (Tabla 1).

Evaluacion del crecimiento tumoral por inoculacién de células neopldsicas.

El crecimiento de la masa tumoral fue evaluada al dia 31 por luminiscencia observada
con el equipo IN-VIVO MS FX PRO (Carestream, EUA), debido a que las células BJ3Z-
ZsGreen expresan la proteina verde fluorescente ZsGreen. Los fémures de ambas patas
fueron extraidos, desde los animales eutanasiados, para medir la luminiscencia debido
a que el equipo IN VIVO no presenta la sensibilidad necesaria para detectar la
fluorescencia desde el interior del hueso cuando se encuentra in situ en el animal. Las
imagenes fueron adquiridas a una excitaciéon a 490 nm, y a una emision a 510 nm, y la
imagen se obtiene después de 5 minutos de exposicion. El numero de cuentas se evalu6
en un area fija de la porcion distal de ambos fémures de cada ratén (383 pixeles). En
cada caso se compard la pata tratada con la respectiva pata contralateral de cada raton

Figura 12 y 1B).
g y

Evaluacion de la alodinia mecdnica.

La evaluacion de la alodinia mecanica se realizd con el algesiometro “Von Frey
electronico” (“e-VF Handheld Electronic Von Frey of original design”, code 38450, Ugo
Basile, Italia), similar a lo realizado por Civi y cols. en 2016. Este experimento fue
realizado con un pre-acondicionamiento tres dias antes y el dia de la inyeccion de
células neoplasicas (dia 0), y a posterior se realizaron los dias 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24y
28 desde la inyeccion. Cada dia experimental, los ratones se colocaron en celdas
rectangulares de acrilico de 10 x 8 centimetros con una malla metalica en la base con
celditas de 4 x 4 milimetros en la superficie inferior por 30 min como aclimatacidn.
Cuando el raton esta apoyado en sus cuatro patas se incide verticalmente con el
algesiometro en la pata izquierda hasta que el raton levante la pata estimulada. El valor
(unidad de fuerza) cuantificado corresponde al umbral de retirada de la pata del ratén
que se interpreta como la menor fuerza aplicada que induce nocicepcion en el ratén y
que produce el retiro reflejo o levante de la pata estimulada. Este proceso se realiza por

cinco veces separadas por 1 minuto, cada dia de evaluacion.
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Evaluacion de la hiperalgesia térmica.

La evaluacién de la hiperalgesia térmica se realiz6 con el equipo Hot plate (Hot/cold
plate, Ugo Basile, Italia) tres dias antes y justo antes de realizar la inyeccion de las
células neoplasicas (dia 0), asi como los dias 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24 y 28 posterior a la
inyeccion de las células tumores. Los ratones se posicionan sobre una plancha metalica
a una temperatura de 50 grados Celsius y limitada por una celda cilindrica de acrilico
de 20 centimetros de diametro. El tiempo 0 comienza desde el momento en que el
animal toma contacto con la plancha. Cuando el ratén evaluado se lame alguna de sus
patas o salta, el crondmetro se detiene y se registra el tiempo (latencia). El tiempo
maximo de exposicion en la tabla es de 20 segundos (cut-off) para evitar algiin dafio en

las patas.

Evaluacioén de la funcionalidad dindmica.

La evaluacion de la funcionalidad dinamica se realiza con la maquina Rotarod (Digital
rotarod, hecho en India). Este experimento se llevd a cabo tres dias antes de la inyeccion
de las células neoplasicas, el dia de la inyeccion de las células previo a la intervencion
quirurgica (dia 0) asi como los dias 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24 y 28 posterior a la inyeccion
de las células. Los ratones se colocan en un rodillo giratorio a 20 ciclos por minuto. Los
ratones son entrenados previamente a lo menos durante dos sesiones, antes del primer
registro. En este experimento se evaluda la funcionalidad de acuerdo alo que se resume
en la tabla 2 (Honore y cols., 2000). El tiempo de permanencia maxima del ratén en el

rodillo giratorio fue de 180 segundos (cut-off).

Tratamiento farmacoldgico.

En el tercer objetivo, los ratones fueron inyectados diariamente por siete dias, via i.p.
entre los dias 14 y 20 post cirugia con alguno de los siguientes farmacos: resveratrol
(R5010, Sigma-Aldrich) 30, 100 y 200 mg/Kg, metadona (Biosano) 2,5 mg/Kg o DMSO
10% v/v en un volumen de 100 pl por cada 10 gramos de raton. En el cuarto objetivo
los ratones fueron inyectados via i.p. en el dia 14 por una vez con resveratrol 200
mg/Kg, metadona 2,5 mg/Kg, o DMSO 10% en un volumen de 100 pL por cada 10

gramos de ratdn, o alternativamente via intratecal (i.t.) con resveratrol 100 pg o DMSO
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10% en un volumen de 5 pL. En el quinto objetivo, desde el dia catorce post inyeccion
de células neoplasicas, se administro diariamente por 7 dias via i.p. resveratrol 100
mg/Kg o DMSO 10%. Junto a lo anterior, el dia 14 post operacion, los animales fueron
implantados con una bomba ALZET (modelo 1007D, ALZET, USA) subcutanea la cual
libera selisistat o DMSO 10% a un flujo de 0,5 pL/hora por 7 dias. Quince minutos antes
de la implantacién de la bomba ALZET, a los ratones se les inyecté 10 mg/Kg de
selisistat ip. para realizar los experimentos agudos (Figura suplementaria 1). Las
bombas fueron extraidas el dia 20. La administracion de DMSO como vehiculo esta

respaldada por trabajos anteriores (Cheng y cols. 2014; Zhu y cols., 2017).

Western Blot.

Los animales fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital previo a la inyeccion
de las células (dia 0) y los dias 7, 14, 21 y 28 post inyeccién de células. La porcion
izquierda de la médula espinal a nivel de L4-L5 fue disecada, removida, lavada en PBS
3 veces y guardada inmediatamente a una temperatura de - 802C. Los tejidos fueron
homogenizados en buffer de lisis RIPA (TRIS-HCI 1M pH 7,6, NaCl 150 mM, EDTA 5mM,
triton 100x 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%) y un conjunto de inhibidores de
proteasas y fosfatasas (cOmplete™, Mini, EDTA-free, protease inhibitor cocktail tablet,
Roche). El homogenizado fue centrifugado a 15.000 rpm por 20 minutos a 42C y el
sobrenadante fue recolectado para determinar la concentracidon de proteinas mediante
la técnica del acido bicincoinico (Bicincoinic acid kit, Sigma-Aldrich).

Alicuotas conteniendo 50 pg de proteina fueron cargadas en un gel de poliacrilamida
10% (Mini-protean) y una electroforesis se corrié a 60 volt por media hora y luego
100 volt por 2 horas utilizando una fuente de poder Bio-Rad (BIORAD, USA). Se realizé
una transferencia semi-seca de las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa
(Trans blot turbo mini nitrocelulose transfer packs, BIORAD) usando el equipo
Transwell (BIORAD, USA) durante 7 minutos.

Se utilizaron los anticuerpos primarios SIRT1 (1:1000, Abcam , n2Ab110304), GFAP
(1:10000, Abcam, n2Ab68428), Ibal (1:2500, Abcam, n2Ab178847,) y B-actina (1:2000,
ABcam, n2Ab8226) para detectar SIRT1, GFAP como marcador de astrocitos, Ibal como

marcado de microglia y PB-actina como proteina de referencia, respectivamente.
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Anticuerpos secundarios apropiados fueron usados: para SIRT1 un anticuerpo
monoclonal anti-ratén (1/1000; Jackson Immunoresearch, n2115035174), para GFAP
anticuerpo anti-conejo (1/20000; Jackson Immunoresearch, n2111035003), para
Iba- 1 un anticuerpo anti-conejo a (1/10000; Jackson Immunoresearch, n2111035003)
y para [-actina un anticuerpo anti-ratén (1/10000; Jackson Immunoresearch,
n2115035174). A las membranas incubadas con los respectivos anticuerpos y
posteriormente lavadas, se les agreg6 200 pL del reactivo de revelado
quimioluminiscente (Supersignal, Thermofisher SCIENTIFIC) y fueron visualizadas y

analizadas usando el equipo Chemiscope.

Analisis Estadistico.

Se calculé un tamafio de la muestra de n=6 segun la siguiente formula: n=2*(Za +
7Zb)2*S2/d2, en donde S=desviacion estandar, d=variabilidad poblacional,
Za=significancia del test y zb=diferencia entre la poblacién. En los experimentos
iniciales se consider6 un 25% de fallo en la implantacién tumoral, por lo que se aumento
a n=8 los ratones con inyeccion de células neoplasicas. Los datos fueron presentados
como media + SEM. Para la comparacion entre dos valores se utilizé t de Student; para
mas de dos valores se utilizo ANOVA de una via seguido del test post hoc de Bonferroni,
y para los test en que se tuvo dos variables se utilizo ANOVA de dos vias seguido de test
post hoc de Bonferroni. Un valor de p < 0,05 fue aceptado como estadisticamente
significativo. El analisis estadistico y los graficos se realizaron con GraphPad Prism 7.0

(Graph Pad Inc, San Diego, CA).
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RESULTADOS

1. Desarrollo de un modelo oncolégico 6seo en la cepa Balb/c murina.

1.1. Evaluacion de la resorcion 6sea a distintas concentraciones de células.

La generaciéon del modelo de cancer 6seo murino se bas6 en los modelos de inyeccion
tumoral directa de xendgrafos en el fémur del ratdn basado en trabajos publicados por
los investigadores Schwei y Honore (Schwei y cols., 1999; Honore y cols., 2000). En
ratones previamente anestesiados se realizd6 una artrotomia, se perfor6 la region
intercondilea femoral, se introdujo células neoplasicas (B]3Z-ZsGreen) en la médula
0sea femoral y se finaliz6 con la oclusion de la perforacion. Esto permite el desarrollo
de un tumor sin la posibilidad de generar diseminacion fuera de la médula 6sea, durante
la fase inicial del crecimiento tumoral. Para la eleccion de la concentracion de células a
utilizar se tomaron en cuenta dos elementos. El primero es que la resorcién 6sea sea
evaluable mediante rayos X. El segundo es que la resorcién 6sea no sea tan severa como
para invalidar cualquier tratamiento a utilizar. Para los experimentos preliminares se
eligio tres concentraciones de células neoplasicas B]3Z-ZsGreen: 250.000, 500.000 y
1.000.000 de células. La inyeccion intra-femoral de las 3 concentraciones de células
neoplasicas generd lesiones Oseas evaluadas mediante rayos X con una escala de
resorcion 6sea conocida (Honore y cols., 2000) (Tabla 1). En los tres grupos se observo
un aumento progresivo del dafio 6seo hasta el dia 31. En general no hubo una
proporcionalidad entre la cantidad de células inyectadas y la resorcién ésea. En el grupo
con 1.000.000 de células la resorcion dsea fue mayor que los otros dos grupos a partir
del dia 10 y significativa respecto al dia cero (p<0,05), aunque en dias posteriores no
hubo diferencias entre los grupos (Figura 1C; Tabla 3). Este es el principal motivo por
el cual se decidio6 utilizar la inyeccidn de 1.000.000 células para realizar los estudios. El
peso promedio de cada grupo aumento6 en los 28 dias de experimento, excepto el grupo
de 500.000 células, el cual no varié de manera significativa su peso inicial. (Figura 1D;

Tabla 5).
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Figura 1: Evaluacion de la presencia y progresion tumoral en ratones Balb/c.

(A) Fusion de la radiografia y la luminiscencia de los ratones 5 y 6 del grupo de
1.000.000 de células; (B) Cuantificacion de la luminiscencia en la pata afectada vs. pata
contralateral de cada grupo estudiado; (C) Progresion de la resorcién 6sea en cada
grupo estudiado; (D) Cambio de peso respecto al peso inicial de cada grupo. Los datos
fueron presentados como media + SEM. Para la comparacion entre dos valores se utilizd
t de Student y para los test en que se tuvo dos variables se utiliz6 ANOVA de dos vias
seguido de test post hoc de Bonferroni. Un valor de p<0,05 fue aceptado como
estadisticamente significativo. “*” representa diferencia significativa entre BJ3Z y

contralateral en B y representa la diferencia intergrupo contra tiempo 0 en C.
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1.2. Evaluacion de la emision de luminiscencia de las células BJ3Zg en fémur del
raton.

La presencia de células neoplasicas se realizo utilizando el equipo IN-VIVO MS FX PRO
el cual permitié captar la luminiscencia emitida por las células neoplasicas BJ]3Z-
ZsGreen (que expresan la proteina ZsGreen luminiscente; Pinto y cols., 2014) en el
fémur tratado y extraido al dia 31 en el raton post-mortem (Figura 1A). La visualizacion
in situ de la presencia de células marcadas no fue posible debido a que la presencia de
pelo del animal interfiri6 con la sefial emitida por las células.

La luminiscencia se cuantifico seleccionando un area de 383 pixeles en la porcidn distal
de cada fémur, misma area en todos los fémures evaluados, tanto inyectados como
controles. En cada una de las patas inyectadas con células hubo un aumento de la
luminiscencia comparado con la pata contralateral de cada animal (Figura 1B; Tabla 4).
Unicamente en el grupo de 1.000.000 de células se observé un aumento significativo
(p<0,05) de la luminiscencia ipsilateral (izquierdo) comparado con la pata contralateral

(derecho) en el area seleccionada.

2. Caracterizacion de la conducta algésica y la activacion de la glia en el modelo
de color por cancer 4seo en ratones.

2.1 Caracterizacion de la conducta algésica.

Las células neoplasicas implantadas en el fémur generaron un cuadro de hiperalgesia
que se mantuvo hasta el final del experimento. Tres pruebas, dos algesiométricas y una
de coordinacién neuromuscular, se utilizaron para caracterizar el cuadro de
hiperalgesia generada por el cancer 6seo, el test de alodinia tactil conocido como el
test de Von Frey, el test de plancha caliente conocido como “hot plate” y un tercer test
conocido como test de marcha forzada o “Rotarod” para identificar problemas de
coordinaciéon neuromuscular en animales de experimentacidon y en este trabajo en

particular, para cuantificar la claudicacion de la pata inoculada con cancer.

Conducta algésica en el test de alodinia tactil. La evaluacién nociceptiva usando el
test de alodinia tactil en la pata de ratones con inoculacion de células B]J3Z-ZsGreen y

en los sham mostr6 una disminucion en el umbral de retiro de la pata a partir del dia 3,
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llegando a los valores mas bajos el dia 7. Posteriormente, el umbral nociceptivo de
animales controles/sham retorno a valores normales el dia 14. Los umbrales
nociceptivos de los grupos de animales implantados con células neoplasicas
permanecieron bajos hasta el dia 28 de experimentacion, excepto el grupo que fue
implantando con 500.000 células en el que su umbral nociceptivo incrementé a niveles
normales justo el dia 28 (Figura 2A; Tabla 6). Para comparar el efecto nociceptivo de la
inyeccion de células en el hueso se cuantifico el area bajo la curva entre el dia 14 y el
dia 28. Se obtuvo que en los tres grupos inyectados con células hubo una menor area

bajo la curva comparado con sham (Figura 2B; Tabla 6).

Conducta algésica en el test de marcha forzada. Esta prueba se realiz6 en forma
paralela a la de la plancha caliente, valorando el grado de lesidn (cojera) de la pata
afectada. Los tres grupos inyectados con células neoplasicas presentaron un aumento
del puntaje de cojera, lo que representa una menor funcionalidad desde el dia 3 hasta
el final del estudio (dia 28) a diferencia del grupo sham que present6 una recuperacion
al dia 7 (Figura 2C; Tabla 8) que se mantuvo hasta terminada la observacion. Al
comparar el area bajo la curva de los tres grupos vs. sham se observo que en los tres
grupos hay un aumento de la algesia, siendo significativos los grupos de 250.000 y

1.000.000 de células (Figura 2D; Tabla 8).

Conducta algésica en el test de la plancha caliente. La evaluacion de la sensibilidad
térmica se realizo en la plancha caliente siguiendo el mismo esquema temporal que el
de alodinia tactil. Los tres grupos inoculados con células neoplasicas mas el grupo sham
mostraron una disminucién en el tiempo de retiro de la pata (Figura 2E; Tabla 7). Al
comparar el area bajo la curva entre los grupos inoculados vs. sham no hubo diferencias

(Figura 2F; Tabla 7).

30



A B

-e- Naive (n=6)
-e- Sham (n=7)

> 81 == BJ3Z 2,5 x 105 (n=5) —
= - BJ3Z 5x 105 (n=6) ©
© -e- BJ3Z 108 (n=9) =S
yol < 100 A
@©
= S 80
-+ o E
9 g % -k#
o B 60- #
© = *#
© [
= E 20
)
> 0 T O 0-
0 7 14 21 28 2
Dias
C D
5' —
_ ©
T 44 S 30+
ie] © 4 *#
. 5
2 204
L 2
5 2 “#
6] & 10+
o o 6 7
a
O
= 0
<
Dias
E F
0 ~
© ©
o =
'g o 400 1
o ®
8 '@ 300 ~
g 3 200+
C
S 5 ®©
= © 100 -
| (0]
0 T y y y ©
0 7 14 21 28 = 0-
' 2
Dias 2

Figura 2: Determinacion de la conducta algésica en ratones Balb/c con inyeccion
de células neoplasicas a distintas concentraciones celulares. (A) Test de alodinia
tactil; (B) ABC Test de alodinia tactil; (C) Test de marcha forzada; (D) ABC Test de

marcha forzada; (E) Test de la plancha caliente; (F) ABC Test de la plancha caliente. Los
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datos fueron presentados como media + SEM. Para la comparacion entre dos valores
se utilizé t de Student; para mas de dos valores se utilizo ANOVA de una via seguido del
test post hoc de Bonferroni y para los test en que se tuvo dos variables se utilizo ANOVA
de dos vias seguido de test post hoc de Bonferroni. Un valor de p<0,05 fue aceptado
como estadisticamente significativo. “*” representa diferencia significativa comparado
contra vehiculo; “#” representa diferencia significativa comparado contra sham. “ABC”

representa area bajo la curva; “u.a.” representa unidades arbitrarias.

2.2. Evaluacion de la expresion de las proteinas gliales GFAP e Iba-1 en el modelo
de cancer 6seo murino.

En este estudio se evalud la relacion entre la glia y el desarrollo de dolor 6seo inducido
por la inyeccién de células neoplasicas, antes (dia 0) y los dias 7, 14, 21 y 28
pos inyeccidon de células neoplasicas. La evaluacion de la relacion entre el dolor por
cancer 0seo sobre las células gliales se realiz6 cuantificando la expresion de proteinas
de células de la glia espinal, la proteina GFAP caracteristica de astrocitos y la proteina
Ibal caracteristica de microglia. Para la extraccion de la muestra se tomé en
consideracion el segmento medular correspondiente a la aferencia de fibras sensitivas
del territorio somatico (Hald y cols., 2009) y se proces6 solamente el segmento hemi-
medular. La expresion de la proteina GFAP se utiliz6 como marcador de astrocitos y la
proteina Iba-1 como marcador de la microglia. La expresion de la proteina GFAP no se
modifico en el grupo de ratones inoculados con las células neoplasicas en ninguno de
los tiempos estudiados, siendo ademas no significativamente diferentes a los del grupo
sham, a pesar de que los graficos muestran una tendencia a la disminucién (Figura
suplementaria 2A-B). En los animales sham, la expresion de Iba-1 en médula espinal
aumento los dias 4 y 7 dias, sin diferencias a posterior con ratones sanos al dia 0.
Ademas, la expresion de Iba-1 en el grupo de ratones inyectados con células neoplasicas
observo un incremento al dia 21 disminuyendo hacia el final del experimento (Figura

suplementaria 2C-D).
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Tomando en cuenta los estudios de caracterizaciéon de la hiperalgesia observados en
ratones con cancer 4seo, se decidio utilizar, de aqui en adelante, la cantidad de 1 mill6n

de células neoplasicas para generar el modelo de dolor por cancer 6seo.

3. Evaluacion del efecto antinociceptivo por la administracion créonica (repetida)

de resveratrol en un modelo de dolor por cancer 6seo en ratones.

3.1. Efecto de resveratrol sobre la alodinia tactil desarrollada en el modelo de
cancer 0seo murino.

Resveratrol comenz6 a ser administrado 14 dias posterior a la inoculacion de células
neoplasicas debido a que a partir de ese dia se disocia el comportamiento algésico entre
los animales controles (sham) y aquellos con cancer 6seo. El efecto antihiperalgésico de
la administracion i.p. repetida (siete dias) de resveratrol 30, 100 y 200 mg/Kg,
metadona 2,5 mg/Kg (control positivo) y/o DMSO 10% (vehiculo) fue evaluado entre
los dias 14 y 21 post-induccion del cancer 6seo. La administracion resveratrol (30, 100
y 200 mg/Kg i.p.) entre los dias 14 y 21, aumento el umbral nociceptivo en el test de
alodinia tactil desde el dia 17 hasta el dia 24. Mientras que la administracion de DMSO
10% y metadona 2,5 mg/Kg i.p. no modificaron el umbral nociceptivo (Figura 3A; Tabla
9). Los efectos de resveratrol acumulados en el tiempo, que se obtienen desde el area
bajo la curva (ABC) entre los dias 17 y 21, mostraron que las 3 dosis de resveratrol
evaluadas tienen un efecto antinociceptivo significativamente mayor respecto a la

administraciéon de DMSO 10% o metadona (Figura 3B; Tabla 9).

3.2. Efecto de resveratrol sobre la marcha forzada en modelo de cancer dseo
murino.

El estudio de resveratrol sobre la coordinaciéon neuromuscular o deterioro de la
funcionalidad generado por la inoculacion de células neoplasicas intrafemoral mostré
que las administraciones repetidas, una vez al dia por 7 dias consecutivos, de
resveratrol (30,100 y 200 mg/Kg i.p.) generd una mejoria en la funcionalidad de la pata
en los tres grupos. En el grupo de resveratrol 100 mg/Kg el efecto persistio hasta al

menos el dia 28 (Figura 3C; Tabla 10) y en los grupos de 30 y 200 mg/Kg el efecto
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persistio hasta el dia 24. Al determinar el area bajo la curva del efecto total de
resveratrol sobre la funcionalidad de la pata afectada, en los tres grupos evaluados se
observd una disminucion del area bajo la curva de funcionalidad, sin embargo, s6lo los
dos grupos de mayor dosis mostraron significancia estadistica contra vehiculo. Las
diferentes dosis utilizadas no mostraron diferencias significativas. Sin embargo, al igual
que en los experimentos de alodinia tactil, metadona no mostré un efecto significativo
en la funcionalidad de la pata con la dosis utilizada de 2,5 mg/Kg i.p. (Figura 3D; Tabla
10).
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Figura 3: Efecto de la administracion repetida de resveratrol en el modelo de
cancer 6seo murino. (A) Test de alodinia tactil; (B) ABC test de alodinia tactil; (C) Test
de marcha forzada; (D) ABC test de marcha forzada. Los datos fueron presentados como
media + SEM. Para la comparacién de mas de dos valores se utilizo ANOVA de una via

seguido del test post hoc de Bonferroni y para los test en que se tuvo dos variables se
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utiliz6 ANOVA de dos vias seguido de test post hoc de Bonferroni. Un valor de p<0,05
fue aceptado como estadisticamente significativo. “*” representa diferencia
significativa comparado contra vehiculo; “#” representa diferencia significativa
comparado contra sham. “ABC” representa area bajo la curva; “u.a.” representa

unidades arbitrarias.

3.3. Expresion de proteinas gliales como GFAP e Iba-1 ante la administracion

repetida de resveratrol.

La administracion de resveratrol a concentracion de 100 mg/Kg no mostré cambios en
los niveles de expresion de GFAP (Figura suplementaria 3A y 3B) ni de Iba-1 (Figura
suplementaria 3Cy 3D).

4. Identificacion del sitio de accion de resveratrol: central o periférico

La identificacion del sitio de accién del efecto antihiperalgésico de resveratrol se realiz6
estudiando los efectos de la administracion a nivel periférico a través de la via i.p.y a
nivel central a través de la via i.t, en dosis unica y estudiamos los cambios en la
hiperalgesia durante las 3 h siguientes. Estos estudios se realizaron 14 dias posteriores
a la administracion de las células neoplasicas. Resveratrol administrado por via i.p.
mostro un efecto antihiperalgésico entre 1y 2 horas posterior a la inyeccion, mientras
que metadona tuvo un efecto antihiperalgésico inmediato y se mantuvo por 1,5 h. Por
otro lado, una inyeccion i.t. de resveratrol mostré un efecto antihiperalgésico que se
mantuvo los primeros 45 minutos (Figura 4A). Al analizar el area bajo la curva de la
administracion de los farmacos i.p. e i.t.,, se observo que resveratrol i.p. fue superior a
DMSO (Figura 4B) y a metadona i.p.. En forma similar, también resveratrol i.t. fue
superior al vehiculo it. (Figura 4C) en lo que respecta a la evaluaciéon de la
antihiperalgesia (Tabla 11).

Ademas, se determino el efecto de resveratrol i.p. e i.t. en la funcionalidad. Se obtuvo
que el efecto de resveratrol i.p. fue mejor que DMSO 10% y metadona i.p. (2,5 mg/Kg).
Ademas, se observo que resveratrol 100 pg via i.p. mejoro la funcionalidad respecto a

DMSO (Figura 4D). Al evaluar el area bajo la curva de ambas vias de administracion
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tanto la via i.p. (Figura 4E) como i.t. (Figura 4F) se observo que se genera una mejoria
en la funcionalidad (Tabla 12). Por ultimo, se compararon las curvas efecto vs tiempo
de cada via de administracion. Se determind que el efecto antinociceptivo de la
administracion i.t. fue mas rapido que su efecto por la via de administracion i.p. en el
test de alodinia tactil (Von Frey) (tmax i.p.>i.t.) y en el test de marcha forzada (tmax

i.p.>i.t).
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Figura 4: Efecto de una dosis unica de resveratrol en el modelo de cancer 6seo en
el dia 14 experimental via i.p. e i.t. (A) Test de alodinia tactil; (B) ABC de la
administracion i.p. de resveratrol en el test de alodinia tactil; (C) ABC de la

administracion i.t. de resveratrol en el test el test de alodinia tactil; (D) Test de marcha
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forzada; (E) ABC de la administracion i.p. de resveratrol en el test de marcha forzada;
(F) ABC de la administracion i.t. de resveratrol en el test de marcha forzada. Los datos
fueron presentados como media * SEM. Para la comparacion de dos valores se utilizo t
de Student. Un valor de p<0,05 fue aceptado como estadisticamente significativo. “*”

representa diferencia significativa. “ABC” representa area bajo la curva; “u.a.

representa unidades arbitrarias.

5. Participacion de SIRT1 en el mecanismo antinociceptivo del resveratrol en un

modelo cancer 6seo en raton.

5.1. Inhibicion del efecto antihiperalgésico de resveratrol por selisistat, un
antagonista de SIRT1.

Selisistat (EX527), un antagonista de SIRT1 (Cheng y cols. 2016), fue administrado por
via subcutanea (s.c.) (10 mg/Kg/dia) mediante bomba ALZET entre los dias 17 y 21
posinduccion del cancer 6seo. Antes de la implantacion de la bomba ALZET, se
administrd selisistat 10 mg/Kg s.c. Esto permitio realizar un estudio agudo, el primer
dia de administracion y estudios cronicos, en los 7 dias siguientes. La administracion
de selisistat (10 mg/Kg s.c.) 5 minutos previo a la primera inyeccidon de resveratrol
(100 mg/Kg i.p.), suprimié su efecto antihiperalgésico en el test de alodinia tactil. El
area bajo la curva del umbral de retiro de pata, durante las 3 h de estudio, mostr6 que
selisistat eliminé el efecto antihiperalgésico mostrado por resveratrol (Figura 5A-B;
Tabla 13). Ademas, cuando se evalu6é la funcionalidad, se evidencid6 que la
administracion de selisistat disminuy¢ el area bajo la curva del efecto de resveratrol y
retardo el efecto maximo del farmaco. (Figura 5C-D; Tabla 14). En el modelo de dosis
repetida de resveratrol a 100 mg/Kg i.p. por siete dias, la administracion de selisistat a
10 mg/Kg/dia s.c. administrado de forma continua mediante bomba ALZET desde el dia
catorce, abolid el efecto antihiperalgésico de resveratrol disminuyendo el area bajo la
curva en el grupo que se administrd selisistat comparado con el grupo que se
administrd solo resveratrol (Figura 6A-B; Tabla 15). Cuando se evalu6 la funcionalidad
se observé una supresion del efecto de resveratrol cuando se administré selisistat en

infusion continua (Figura 6C-D; Tabla 16).
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Figura 5: Efecto de selisistat (EX527) en la administracion unica de resveratrol.
(A) Test de alodinia tactil; (B) ABC del test de alodinia tactil; (C) Test de marcha forzada;
(D) ABC del test de marcha forzada. Los datos fueron presentados como media + SEM.
Para la comparacion de mas de dos valores se utilizo ANOVA de una via seguido del test
post hoc de Bonferroni. Un valor de p<0,05 fue aceptado como estadisticamente
significativo. “*” representa diferencia significativa. “ABC” representa area bajo la

curva; “u.a.” representa unidades arbitrarias.
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Figura 6: Efecto de selisistat en la administracion repetida de resveratrol. (A) Test
de alodinia tactil curva dosis respuesta; (B) ABC del test de alodinia tactil; (C) Test de
marcha forzada; (D) ABC del test de marcha forzada. Los datos fueron presentados
como media * SEM. Para la comparacion de mas de dos valores se utilizo ANOVA de
una via seguido del test post hoc de Bonferroni. Un valor de p<0,05 fue aceptado como
estadisticamente significativo. “*” representa diferencia significativa. “ABC” representa

area bajo la curva; “u.a.” representa unidades arbitrarias.
5.2. Evaluaciéon de la expresion medular de SIRT1 en el modelo de dolor

oncoldgico 6seo murino y el efecto de resveratrol sobre la expresion de SIRT1.

Para evaluar la expresiéon de SIRT1 en relacién a la administracidon de resveratrol de
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manera cronica se realizé western blot para SIRT1 al dia 14, 21 y 28 post induccion

tumoral. La administracion de resveratrol de manera repetida por siete dias no genera

cambio en la expresion de SIRT1 (Figura7A'y 7B).
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Figura 7: Expresion de SIRT1 ante la administracion repetida de resveratrol. (A)

Expresion de Sirtl al administrar resveratrol de manera repetida. (B) Cuantificacion de

Sirtl respecto a B-actina. Los datos fueron presentados como media + SEM. Para la

comparacion de mas de dos valores se utilizo ANOVA de una via seguido del test post

hoc de Bonferroni.
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DISCUSION

En este trabajo se demostrd que resveratrol tiene propiedades antihiperalgésicas en un
modelo de dolor por cancer 6seo, y ademas que en este efecto antihiperalgésico
participa la via de SIRT1. Se reprodujo exitosamente un modelo de cancer éseo en el
raton (Honore y cols., 2000; Ducourneau y cols., 2014; Sabino y cols., 2002). El uso de
ratones para implementar el modelo de cancer 6seo se basa en la facilidad para la
manipulacion, la tecnologia disponible y los menores costos asociados a la compra y
mantencion de esta especie. Respecto al estado inmunitario del ratén, el modelo de
dolor 6seo inducido por cancer se divide en dos tipos: inmunocomprometido e
inmunocompetente. En los ratones inmunocomprometidos, ya sea el modelo de ratones
atimicos o bien con inmunodeficiencia severa combinada, el cancer se induce por la
inoculacién de células humanas, lo que permite estudiar la biologia del cancer de
estirpe humana, pero al carecer de sistema inmune, el control de la proliferacion e
inflamacion, el proceso algésico se ve totalmente modificado, ya que las células del
sistema inmune son importantes en los procesos inflamatorios y en dolor crénico. A
diferencia, en el modelo de ratéon inmunocompetente el microambiente que se
desarrolla alrededor del tumor representa una manera mas fidedigna de estudiar esta
patologia (Goldstein y cols., 2010). La inoculacién directa de células neoplasicas y la
posibilidad de sellar el sitio de inyeccién permite que el tumor permanezca confinado
al espacio medular, asi el tumor prolifera dentro del hueso e inicialmente no invade los
tejidos blandos adyacentes. Una inyeccion tumoral sin sello permitiria la invasién de
tejidos circundantes, generaria sitios de metastasis secundarios y destruiria fibras

sensitivas generando dolor neuropatico (Sabino y cols., 2002).

En el modelo de cancer 6seo se estudi6 la conducta algésica mediante tests
algesiométricos, con los que se evalu6 la generacion de alodinia tactil, hipersensibilidad
térmica y funcionalidad. En las pruebas de alodinia tactil y funcionalidad se obtuvo una
respuesta algésica progresiva y constante durante todo el tiempo distinto al grupo

sham a partir desde el dia catorce. Al evaluar el area bajo la curva en el test de alodinia
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tactil (Von Frey) y de marcha forzada se observé una conducta hiperalgésica
cuantificable y distinta al grupo sham. Ademas, no hubo una relacién directa entre la
cantidad de células inyectadas y el area bajo la curva de nocicepcion. Respecto a la
evaluacion de la hiperalgesia térmica, hubo una disminucion de la latencia de la pata
afectada en los tres grupos estudiados, sin embargo, al calcular el area bajo la curva

ningun grupo mostro diferencia con el grupo sham.

Las mediciones de comportamiento nociceptivo no solo deben detectar respuestas
nociceptivas sino que deben ser consistentes con la experiencia clinica de dolor. La
utilizaciéon de pruebas (test) que miden respuestas reflejas y que determinan umbrales
algésicos han sido utilizadas ampliamente. Sin embargo, como el dolor es una
experiencia multisensorial, hay otras mediciones que implican la valoracién de
conductas espontaneas y procesamiento cortical. Es sabido que en modelo de dolor
0seo por cancer hay afectacion tanto de la sensibilidad mecanica como térmica, dolor
gatillado por la palpacion y dolor evocado por el movimiento (Gregory y cols., 2013).
Los métodos utilizados para medir nocicepcion se dividen en gatillado por estimulo y
no gatillado por estimulo. El primero esta representado en este trabajo por el test de
Von Frey, el que representa una respuesta espinal ante un estimulo algésico y cuyos
resultados obtenidos en el modelo de dolor mostrado en esta investigaciéon son
similares a los presentados por otros autores (Lozano-Ondoua y cols.,, 2013). El
segundo es el test de marcha forzada en el cilindro rotatorio. En este test la alteracion
de la marcha y la cojera se considera como un equivalente de nocicepcién y tipicamente
se cataloga como independiente de estimulo o no provocado, al igual que otras pruebas
que evaliian marcha como el analisis de marcha (Adams y cols., 2016). Estas pruebas
miden respuestas no evocadas, tienen una mayor concordancia con lo que ocurre con
el ser humano, lo que ha llevado a un aumento de la implementacidn de estas pruebas.
Al utilizar el test de marcha forzada, se puede evaluar la marcha en un ratén con cancer
0seo, permite utilizar un fArmaco y observar una respuesta que dara mayor certeza de
que tal farmaco podria ser utilizable en humanos. Este test no sélo involucra conductas
reflejas de retiro, sino que ademas conductas moduladas en sistemas superiores. La

aplicacion de un estimulo térmico esta representado por el test de la plancha caliente.
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Este test no sOlo representa una respuesta refleja, sino que considera la integracion de
respuestas supraespinales. Ademas, considera respuesta nociceptiva no solo el levantar
la pata o el lenglieteo, sino que también adquirir una postura algésica o saltar (Espejoy
Mir, 1993). Otro elemento es que el raton puede estar apoyado en sus cuatro patas mas
la cola, afectando la respuesta medida en modelos que generen dolor de manera local.
Un factor que incrementa la complejidad de la interpretacion de los resultados es que
el raton puede aprender una conducta que puede disminuir el tiempo de latencia (Plone
y cols., 1996). Por estos motivos, el test de plancha caliente puede generar datos con
gran variabilidad. En este trabajo se observo que hay una disminucion de la latencia en
el test de plancha caliente, sin embargo, no fue diferente estadisticamente del grupo
sham. Es posible que el dafio generado por la cirugia sea equivalente al estimulo
generado por el cancer 6seo en lo que se refiere a hiperalgesia térmica en esta cepa de
ratones. Otros estudios han mostrado una disminucion de la latencia en ratones con
cancer 6seo en el test de Hargreaves, otro tipo de test térmico (Guo y cols., 2016; Wei y

cols., 2017).

Los astrocitos son las células mas abundantes en el sistema nervioso central y juegan
un rol relevante en el desarrollo del dolor por cancer éseo. Al activarse cambian su
forma y tamafio. La proteina GFAP, expresada en los astrocitos, en la actualidad es
considerada como marcador neuroquimico de nocicepcién y de astrogliosis. Cuando se
evalud la expresidn proteica de GFAP en el segmento de médula correspondiente, se
observo que no hay diferencia entre el grupo inyectado con células neoplasicas vs sham.
Las primeras observaciones de activacidn astrocitica medular medido por GFAP se
hicieron en ratones inyectados con células de sarcoma en fémur (Honore y cols., 2000).
En concordancia, se ha visto que existiria un aumento de GFAP en el dia 8, 14 y 21 post
inyeccion tumoral evaluado por inmunohistoquimica (Hald y cols.,, 2009). En este
trabajo, no solo hay activacién en el segmento medular en donde llegan las aferencias,
sino que también hay propagacion a segmentos medulares superiores e inferiores. En
otro trabajo, la inyeccidn intrafemoral de células NCTC 2472 aumentd la expresion de
GFAP medular (Pevida y cols., 2013). Sin embargo, otros autores, han demostrado que

no siempre hay activacidén astrocitica. En el modelo de cancer 4seo en ratas utilizando
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células MRMT-1, se demostro6 que no hay diferencia respecto a la expresion medular de
GFAP en la pata inyectada con células neoplasicas vs el grupo control, ni vs la pata
contralateral en los dias 3, 7, 10, 14, 17 y 21 post cirugia, evaluado por
inmunohistoquimica. Tampoco hubo diferencias en la cuantificacion de mRNA ni de
proteinas por Western blot (Ducourneau y cols., 2014). Por otro lado, se ha visto que la
expresion de GFAP no es un prerrequisito para la generacion de gliosis reactiva (Pekny
y cols., 1995). En este sentido, es posible generar un modelo de dolor por cancer, con
expresion algésica alodinica e hiperalgésica, sin que haya expresion de marcadores de
astrogliosis. Esto implica que la astrogliosis no es siempre esencial en el desarrollo del
dolor, o bien, no siempre la astrogliosis se relaciona con la expresion de GFAP. Es
posible, que los astrocitos liberen sustancias implicadas en la sensibilidad térmica y
mecanica que no han sido evaluadas, y que no necesariamente se correlacionen con

expansion glial.

Paralelamente, la microglia representa el sistema inmune en el sistema nervioso
central. Tiene una proporcion reducida (5-20%), y habitualmente en el modelo de
cancer 0seo aumenta en numero, cambia su morfologia y cambia la expresion de
proteinas en su superficie. Cuando se evalud la expresion proteica de Iba-1 en la médula
espinal, se evidenci6 una diferencia significativa al dia 21 entre el ratén con cancer vs
sham. Desde la primera observacidon de microgliosis en médula espinal en modelo de
cancer 0seo (Zhangy cols., 2005) se ha publicado informacidn contrapuesta. En ratones,
la inyeccion intrafemoral de células NCTC 2472 aumenta la expresion de Iba-1 medular
(Peviday cols., 2013). En otros trabajos se ha visto que en el modelo de dolor por cancer
0seo no hay un aumento de la expresion de Iba-1 evaluado por inmunohistoquimica en
los dias 8, 14 y 21 post cirugia (Hald y cols., 2009). En otra publicacién, en ratones
inyectados con células neoplasicas MRMT-1, no hubo diferencias en la expresion de
Iba- 1 al dia 21 post cirugia comparado con sham evaluado por inmunohistoquimica
(Ducourneauy cols., 2014). Esta evidencia respalda que no siempre hay una correlaciéon
entre el desarrollo de dolor por cancer y activacién microglial. Esto no significa que no
haya activacion de estas células. Es posible que la activacion de sefiales intracelulares

no sea evidenciable por cambios morfologicos como la activacion de la via PI3K/Akt
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(Guan y cols., 2015) y el sistema NF-«B (Xu y cols., 2014) o liberacion de moléculas
implicadas en la generacion de alodinia e hiperalgesia como IL-1, IL-6 o TNF-a (Mao-

Ying y cols., 2012), lo cual no fue evaluado en este estudio.

Se eligid metadona como alternativa de opioide a morfina por su mayor vida media (que
es 22-48 horas en administracion repetida), corta latencia y efectividad. Ademas,
estudios recientes han mostrado que metadona tiene un similar perfil analgésico que
morfina a un menor costo (Nicholson y cols., 2017). Es posible que la administracion
continua de metadona hubiese podido generar un perfil analgésico mas permanente
que intermitente. Por otro lado, es probable que la administracion de metadona de

forma continua genere desensibilizacion y tolerancia (Cahill y cols., 2016).

En este trabajo se pudo demostrar que resveratrol tiene un efecto antinociceptivo
disminuyendo tanto la alodinia mecanica y mejorando el puntaje de funcionalidad. Se
observa que hay un efecto dosis dependiente, en lo que respecta a alodinia mecanica.
Mas aun, resveratrol tiene un efecto post administracion del farmaco. En cancer éseo se
han postulado algunos mecanismos de accion de resveratrol. La administracion de
resveratrol en el modelo de cancer 6seo en ratas disminuye la expresion del receptor
de fractalkina CX3CR1, que esta sobre expresado en este modelo en médula espinal. En
ese trabajo, se demostré que la disminucion de la expresion de CXC3R1 tiene relacion
con la atenuacion de la respuesta de astrocitos y microglia (Cheng y cols., 2014). La
disminucién de la nocicepcion generada por resveratrol se asocia a disminucion de
moléculas proinflamatorias como NF-xB y TNF-o (Moon y cols., 2006). El efecto
antinociceptivo de resveratrol también se asocia a disminucién de la expresion de
moléculas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a y al aumento de IL-10 (Tao y cols,,
2016). En el modelo, estas moléculas contribuirian a la sensibilizacidon periférica de
neuronas sensitivas llevando a una serie de cambios, entre ellos, a la activacion
microglial. Otros autores han postulado que el efecto de resveratrol tiene relaciéon con
la activacion de AMPK en el modelo de cancer dseo. La administracion de resveratrol

via oral en ratas genera antinocicepcion que es revertida con compuesto C, un inhibidor
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de AMPK. Al estudiar la médula espinal se demostré que resveratrol aumenta la
fosforilacion de AMPK y que esta enzima se localizaria junto a neuronas, astrocitos y
microglia. Ademas, la administracién de resveratrol disminuye la expresién medular de
IL-1B, TNF-a y la fosforilacion de la kinasa PKC y su blanco NR1 también en médula
espinal (Song y cols. 2015). Resveratrol no sélo tendria mecanismos centrales de
antinocicepcion. Uno de los elementos que explica el dolor 6seo es la sensibilizacion
periférica. Recientemente se estudio la relacién entre el efecto antinociceptivo de
resveratrol con la funcién de ASIC3. Se demostro6 que la administracion de resveratrol
a dosis de 0.3, 1 y 3 mg/Kg i.p. genera antinocicepcion. En el mismo trabajo, la
administracion de resveratrol en células SH-SY5Y disminuy¢ la expresion de ASIC3 en
la membrana celular (Zhu y cols., 2017). Los trabajos concuerdan en que resveratrol
tiene un efecto antinociceptivo disminuyendo la inflamacién medular mediada por
citoquinas como IL-13 y TNF-a con cierta participacion de la glia. El mecanismo preciso
por el cual resveratrol ejerce su efecto en el modelo de cancer 6seo permanece sin

dilucidar.

Cuando se administro el resveratrol de manera unica, se obtuvo antinocicepcion en
ambos test evaluados con un efecto maximo alas 1,5 horas y cese del efecto alas 3 horas
y comparable con metadona. Al inyectar de manera Unica resveratrol via i.t. se obtuvo
un efecto antinociceptivo en ambos test, pero con un perfil mas rapido de accién, con
un efecto maximo a los 30 minutos y cese de este efecto a la hora. En este sentido, se
puede afirmar que el efecto farmacolégico tiene un componente en el sistema nervioso
central. En otros trabajos se ha visto, que la administracion de resveratrol i.t, previene
de manera aguda el efecto nociceptivo de la administracion de fractalkina intratecal,
evidenciando que en parte puede ser que este efecto agudo este mediado por
receptores microgliales como CX3CR1 (Cheng y cols., 2014). Rio abajo, este receptor
puede generar la secrecion de varias moléculas desde la glia, interleuquinas como IL-
1B o TNF-a, amplificando el efecto inflamatorio (Cao y Zhang, 2008). El efecto
antinociceptivo agudo de resveratrol también ha sido ligado a la via opioide. La
administracion de trans-resveratrol via i.p. fue revertido con naloxona intraperitoneal

en un modelo de hiperalgesia inducida por carragenina (Gupta y cols., 2004). La via de
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las sirtuinas también ha sido implicada en modelos agudos. En un modelo de
quemadura en ratas, se demostré que la administracion de resveratrol i.t. revierte
parcialmente y de manera aguda la alodinia mecanica. Este efecto se anula al
administrar un inhibidor selectivo de SIRT1 (Cheng y cols., 2016). A pesar de que la
evidencia apunta a que resveratrol tiene efectos antinociceptivos modulando la

inflamacion, el mecanismo por el cual lo hace atn no ha sido dilucidado.

Con los datos obtenidos, se demostro que el efecto antinociceptivo de resveratrol es
suprimido por el inhibidor selisistat en el modelo oncolégico 6seo murino. En este
contexto se pueden obtener dos conclusiones. La primera es que SIRT1 podria ser un
blanco directo o indirecto de resveratrol. Esto esta respaldado por datos recientes que
indican que, por un lado, resveratrol es un activador alostérico directo de SIRT1 in vivo
e in vitro a través de la unién al dominio de activacién amino-terminal de SIRT1
(Sinclair y cols., 2014) y, por otro lado, resveratrol influiria en la activacién de AMPK
que a su vez activaria de manera indirecta SIRT1 (Kulkarni y Cantd, 2015). La segunda
conclusion tiene relacion con que la inhibicion de SIRT1 por selisistat puede
antagonizar el efecto de resveratrol en el modelo de cancer 6seo, lo que sugiere que
SIRT1 y sus sustratos median la transduccion de sefiales implicadas en la generacion
del dolor. Es probable que el acoplamiento mecanico entre la activacion de SIRT1 y las
respuestas nociceptivas reducidas en cancer de hueso dependa de la sefalizacion de
SIRT1 corriente abajo, incluida la regulacién de la expresion génica en el nivel
transcripcional al influir en la remodelacién de la cromatina actuando sobre la
deacetilacidn de histonas junto con la modulacidon directa de las proteinas mediante la
eliminacién de los grupos funcionales acetilo (Zhang y cols.,, 2010). Los sustratos
probables para la deacetilacion mediada por SIRT1 podrian ser algunos mediadores
pronociceptivos como NF-«B, IL-6, TNF-a y iNOS. Se ha encontrado que los niveles de
expresion de lamédula espinal de estos mediadores se reducen después de la activacién
de SIRT1 en un modelo de rata con neuropatia, junto con la disminucién paralela de la
alodinia mecanicay la hiperalgesia térmica (Guiy cols., 2015). Otro posible objetivo rio
abajo de SIRT1 podria ser la region promotora Grm1/5 de los genes que codifican la

transcripcion de los receptores metabotropicos glutamatérgicos mGluR1/5. Se sabe
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que estos receptores juegan un papel clave en la sensibilizacion central y el dolor
neuropatico. Se ha encontrado que el nivel de expresion espinal de estos receptores
disminuye después de la activacion de SIRT1, en conjunto con la existencia de niveles
reducidos de acetilacion H3 en las regiones promotoras de Grm1/5 en la médula espinal
de animales diabéticos neuropaticos (Zhou y cols., 2017). La funcién de SIRT1 se ha
relacionado también con apoptosis neuronal. La activacion de SIRT1 con SRT1720 i.t,,
un agonista especifico de SIRT1, reduce la expresion de Drpl. Ademas, regula Bcl-
2/BAX, disminuye la activacion de caspasa-3 y previene la fision mitocondrial (Liy cols.,
2018). Recientemente se demostro que la administracion de SRT1720 i.t. disminuye la
alodinia mecanica, lo que se correlaciona con el aumento de la expresion de SIRT1 y
disminucién de la expresion de mGluR1/5 en la médula espinal. Ademas, la
administracion de SIRT1-shRNA indujo disminucién del umbral mecanico y aumento
de la expresion de mGluR1/5. Esto sugiere que SIRT1 tiene un rol clave en el desarrollo
y mantenimiento del dolor 6seo en este modelo (Yang y cols, 2019). La via
CREB/CRTC1 ha sido relacionada previamente con el desarrollo de inflamacién y dolor
neuropatico. Estos mismos autores demostraron que el efecto SRT1720 se relaciona
con la disminucion de la expresiéon de p-CREB (pero no t-CREB) y su coactivador CRTC1,
lo que lleva a pensar que parte del efecto antinociceptivo de SRT1720 y, por ende, la
funcién de SIRT1, tiene relacidn directa con la via de sefializaciéon de CREB/CRTC1

(Yangy cols., 2019).

En este trabajo la expresion de SIRT1 no se modifico ni con la induccion de cancer 6seo,
ni con el tratamiento con resveratrol. En otros estudios, la expresion de SIRT1 si se ha
modificado. En un modelo neuropatico de constriccion ciatica en ratas, se mostré que
al dia 7, hay una disminucion de la expresion de SIRT1 en médula espinal, lo que se
revierte parcialmente por la administracion de resveratrol i.t. evaluado por Western
blot e inmunohistoquimica (Yin y cols., 2013). En un modelo de cancer 6seo en ratas, se
demostré que resveratrol disminuye la hiperalgesia al dia 21 y que el tratamiento con
resveratrol en dosis nanomolar a células SH.SY5Y aumenta la expresion de SIRT1 (Zhu
y cols., 2017). En contraposicion, en un modelo de quemadura cutanea, se ha visto que

la expresion de SIRT1 aumenta al dia 21 post noxa térmica. Se postula como mecanismo
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a un feedback positivo que estimularia la expresion de SIRT1 como compensacion
(Cheng y cols., 2016). En modelos celulares, se ha visto que la activacion de SIRT1 por
resveratrol aumenta su actividad y deacetila Fox01, el cual viaja al nucleo actuando
como factor de transcripcion para la sintesis de mRNA de SIRT1, como modelo de
autofeedback positivo (Xiong y cols., 2011). Sin embargo, esto no ha sido estudiado en
cancer 0seo. Otra forma de acercarse al problema es medir la actividad de SIRT1. Una
forma es evaluar el efecto de la deacetilasa sobre blancos rio abajo. En un modelo de
neuropatia por constriccion de nervio ciatico, se demostré que el tratamiento con
resveratrol aumenta la acetilacion de la histona H4-K en la posiciéon 16 (Shao y cols,,
2014). Puede ser que, en este trabajo, los cambios de la expresién de SIRT1 no sean
relevantes en cancer 6seo o bien no sean cuantificables. Por otro lado, puede ser que lo
mas importante sea la medicion de la actividad de la enzima midiendo acetilacion de

histonas u otros blancos rio abajo, no realizados en este trabajo.

En este sentido resveratrol y el efecto directo de este farmaco sobre SIRT1, en el
contexto de busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento del dolor por cancer 6seo
primario o bien metastasis 6sea, puede ser una alternativa efectiva, de bajo costo, con
escasas reacciones adversas para el manejo de este sintoma. Es un farmaco conocido
con mecanismo de accién novedoso, con un perfil pleiotropico y con multiples efectos
farmacologicos en distintas vias metabolicas, con efecto analgésico, antiinflamatorio,
antiresortivo y antioxidante que puede ser muy importante a futuro para el manejo del

cancer con metastasis 6sea o bien cancer 6seo primario (Figura 8).
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Figura 8: Representacion de la via nociceptiva, componentes celulares asociados,

efecto de resveratrol sobre SIRT1 y las proteinas reguladas rio debajo de SIRT1.
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CONCLUSIONES

El modelo de cancer 6seo en ratones es reproducible en el laboratorio.

La técnica de radiografia permite evaluar la resorcién 6sea en ratones con cancer
0seo.

La técnica luminiscencia permite evaluar la presencia tumoral utilizando células
BJ2Z marcadas con proteina fluorescente verde en ratones.

El dafio 6seo genera nocicepcién factible de medir en el laboratorio mediante los
test conductuales disponibles.

No hay astrogliosis medida por GFAP en los dias evaluados en el modelo de cancer
0seo en ratones.

Hay microgliosis medida por iba-1 al dia veintiuno de inyeccion tumoral en el
modelo de cancer 6seo.

Resveratrol tiene un efecto antinociceptivo en ratones tanto en administracion
Unica como repetida en ratones con cancer 0seo.

El efecto de resveratrol esta relacionado con la dosis administrada en cancer éseo
en ratones.

El efecto de las dosis repetidas persiste al menos tres dias post administracion del
farmaco.

Resveratrol no tiene efecto sobre la glia en el modelo de cancer 6seo en ratones.

El efecto de la administracion de resveratrol intratecal es mas rapido y potente que
el efecto de la administracién intraperitoneal en ratones con cancer gseo.

El blanco molecular de resveratrol esta ubicado predominantemente en el sistema
nervioso central.

Resveratrol tiene un efecto antinociceptivo en ratones en el modelo de cancer 6seo
a través de activacion de SIRT1, directa o indirectamente, tanto en administracion
Unica como repetida.

Resveratrol no aumenta la expresion de SIRT1 en la médula espinal en ratones con

cancer 0seo.
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Figura suplementaria 1: Esquema temporal de experimentos de los cinco

objetivos. (A) Objetivo 1; (B) Objetivo 2; (C) Objetivo 3; (D) Objetivo 4; (E) Objetivo 5.
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Figura suplementaria 2: Expresion de proteinas gliales en médula espinal de
raton con cancer 6seo. (A) GFAP; (B) Cuantificacion GFAP/B-actina; (C) Iba-1; (D)
Cuantificacion Iba-1/ B-actina. Los datos son presentados como media + SEM. Para
comparar mas de dos valores se utilizo6 ANOVA de una via seguido del test post hoc de

Bonferroni.
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Figura suplementaria 3: Expresion de marcadores gliales ante la administracion
repetida de resveratrol. (A) Expresion de GFAP; (B) Cuantificacién de la expresion de
GFAP respecto a -actina; (C) Expresion de Iba-1; (D) Cuantificacion de la expresion de
Iba-1 respecto a B-actina. Los datos son presentados como media + SEM. Para comparar

mas de dos valores se utilizo ANOVA de una via seguido del test post hoc de Bonferroni.
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1: Erosiones dseas (1-3),
0: Hueso Normal. (flechas).

g

3: Pérdida de hueso medular (area)

2: Pérdida de hueso medular y erosion de una cortical (flecha).

(area).

4: Pérdida completa de una
cortical (flecha).

5: Fractura completa (flecha).
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Figura suplementaria 4: Ejemplos de distintas puntuaciones de lesiones
osteoliticas en fémur derecho de raton Balb/c con inyeccién intradsea de

1.000.000 de células B]3Z.
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TABLAS

Tabla 1: Codificacion del daiio oseo.

0: hueso normal, sin signos de destruccion.

1: pequeiias lesiones radio-lucidas indicativas de destruccién 6sea (1-3 lesiones).

2: namero aumentado de lesiones radio-lucidas (3-6) y pérdida de hueso medular.

3: pérdida de hueso medular y erosion del hueso cortical.

4: pérdida de hueso cortical.

5: pérdida de hueso bi-cortical y fractura desplazada de fémur.

Tabla 2: Codificacién funcional dinamica de la pata con cancer.

: el ratén mueve la pata donde se inocularon células neoplasicas, normalmente.

: cojera minima en la pata lesionada.

: cojera sustancial.

: cojera sustancial y el raton esconde parcialmente la pata.

: cojera sustancial y el raton esconde totalmente la pata.

gl | W N = O

: el ratén no utiliza la pata afectada.
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Tabla 3: Puntuacion radioldgica de la resorcion dsea generada por el tumor a
distintas concentraciones de células en el fémur inyectado (izquierda) y control

(derecha).

Dia BJ3Z 106 (n=9) BJ3Z 5x 105 (n=6) BJ3Z 2,5x 10° (n=6)
Izquierda Derecha Izquierda Derecha Izquierda Derecha

3 0,00 +0,00 0,00 £ 0,00 | 0,00 0,00 0,00 +0,00 | 0,00+0,00 0,00 +0,00

10 2,67+0,28%#,+ | 0,00+0,00 | 0,83+0,16* | 0,00+0,00 | 1,00+ 0,00* 0,00 £ 0,00

17 2,89 +0,30%# 0,00 +0,00 | 2,00+0,00* | 0,00+0,00 |3,33+0,21* 0,00 +0,00

24 2,88+0,26%#,+ | 0,00+0,00 | 2,16 +0,16* | 0,00+£0,00 | 3,66+0,21* 0,00 £ 0,00

31 4,22 +0,22* 0,00+0,00 | 3,66+0,21* | 0,00+0,00 | 4,66+0,21* 0,00 +0,00

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia
intragrupo de cada punto contra el dia 3. Los “#” representan la diferencia intergrupo
entre BJ3Z 10¢ vs BJ3Z 5x10° y + representa la diferencia entre BJ3Z 106 vs BJ3Z
2,5x105. Se consider6 como significativo “*”, “#” y “+” p < 0,05. Se utiliz6 ANOVA de dos

vias cuando hubo dos variables a analizar con test post hoc de Bonferroni.

Tabla 4: Resultados de luminiscencia en el fémur inyectado en la unidad cuentas

de los tres grupos de ratones con sus respectivos controles.

BJ3Z 2,5x105 Contralateral BJ3Z 5x105 Contralateral BJ3Z10¢ Contralateral
(n=3) (n=3) (n=6) (n=6) (n=9) (n=9)
46,03 +10,03* | 27,09 +2,89 70,04 +15,07 * 38,09 +6,05 |51,75 +14,18* |32,34+7,26

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia entre
el grupo inyectado versus su control. Se consider6 como significativo * p<0,05. Se utiliz6

t de Student para la comparacién entre dos grupos.
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Tabla 5: Peso y su evolucion durante los 28 dias de experimento en cada grupo.

Dia sham BJ3Z x 106 BJ3Z5x 105 BJ3Z2,5x10°
(n=7) (n=9) (n=6) (n=5)

0 31,4+1,6 34,7+ 0,8 40,1+£0,7 229+04
3 30,0+1,8 32,7+0,8 37,7+0,7 22,8+0,4
7 309+1,7 31,9+0,7 37,3+0,7 27,0+£0,8
10 31,4+1,6 33,6+0,6 38,2+0,7 28,4+0,5
14 351+19 34,3+0,9 38,1+0,7 29,5+0,2
17 356+1,5 34,3+1,2 38,4+0,5 29,7+£1,0
21 31,4+1,6 354+1,1 38,7+0,6 31,5+£0,7
24 32,3+1,7 36,7+1,0 38,2+0,5 32,3+0,3
28 32,7+1,8 37,2+0,7 38,2+0,5 32,8+0,1

Los datos fueron presentados como media + SEM.
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Tabla 6: Valores del test de Von Frey en los cinco grupos experimentales durante

los 28 dias.
Dia naive sham BJ3Z x 106 BJ3Z 5x 105 BJ3Z 2,5 x 105
(n=6) (n=7) (n=9) (n=6) (n=6)

0 52+0,3 54+04 58+0,1 54+0,1 5,46 £ 0,13
3 55+04 3,8+0,6* 2,3+0,1%# 2,4+0,2* 2,6 £ 0,2%,#
7 55+0,3 2,9 +0,3* 2,6 £0,1* 2,4 +0,1%# 2,5+ 0,4%#
10 55+0,2 3,4+0,4* 2,2+0,2%# 3,0 £ 0,4*# 3,5+ 0,2%#
14 58+0,2 43+0,3 2,4+0,1%# 2,5+ 0,2%# 2,4 +0,6%,#
17 52+0,1 4,8+0,6 2,4 £0,2%# 3,8+0,4* 3,3+0,5%#
21 57+0,2 6,1+0,5 2,7 £0,2%# 2,8+0,1* 3,0 £0,6%#
24 54+04 54+0,2 2,8+0,2%# 43+0,2 2,8 +0,2%#
28 53+0,2 56+0,2 2,4+0,1%# 52+04,# 2,5+ 0,5%#

ABC 76,3+ 2,4 73,0+2,6 359 +1,6# 52,3+ 1,9# 40,4 +4,0#

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia
intragrupo. Los # representan la diferencia intergrupo. Se considera significativo * o #
<0,05. Se utilizé ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a
analizar con test post hoc de Bonferroni. Se utilizo ANOVA de dos vias cuando hubo dos
variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 7: Valores del test de plancha caliente en los cinco grupos experimentales.

Dia naive sham BJ3Z x 106 BJ3Z5x 105 BJ3Z 2,5 x 105
(n=6) (n=7) (n=9) (n=6) (n=6)

0 21,7+ 0,4 22,3+0,6 22,8+0,8 229+0,5 19,2+1,2
3 219+0,2 18,9 £ 1,6* 19,0 £ 0,8* 19,6 +1,2 19,21 +£1,2
7 21,1+0,5 16,1 £ 0,9* 17,5+ 0,8* 17,0+ 1,2 20,5+1,5
10 19,7+ 0,6 16,3 £1,3* 16,44 + 0,9* 172+1,1 15,9 £ 0,6#
14 20,4+0,6 14,8 £ 1,2* 17,4 £ 0,8* 16,7+ 0,8 13,9 £ 0,9*
17 20,5+0,7 16,4 £ 1,6* 14,5 £ 1,2* 19,7+ 1,0 15,6 +1,2
21 20,5+0,5 16,4 £ 1,6* 14,6 £ 0,9* 17,8+ 1,0 17,1+£1,5
24 20,8+ 0,5 16,4 £ 1,6* 13,6 £ 1,0* 18,6 £ 0,8 15,6 +1,2
28 20,1+0,5 16,4 £ 1,6* 14,3 £ 0,6* 18,5+ 1,0 17,4 +£0,5

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia
intragrupo. Los # representan la diferencia intergrupo. Se considera significativo * o #
p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a
analizar con test post hoc de Bonferroni. Se utiliz6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos
variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 8: Valores del test de marcha forzada en los cinco grupos experimentales.

. naive sham BJ3Z x106 BJ3Z 5x 105 BJ3Z 2,5x 105
bia (n=6) (n=7) (n=9) (n=6) (n=6)
0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
3 0,0£0,0 0,9 +0,3* 2,8 +0,3%# 1,5+ 0,3* 2,5+0,3%#
7 0,0£0,0 04+0,2 1,1+0,3* 1,3 £0,2%# 2,2+0,2%#
10 0,0£0,0 0,0£0,0 1,3 +£0,2%# 1,5+ 0,3*# 2,2 +0,4%#
14 0,0£0,0 0,0£0,0 1,3 +£0,2%# 1,0 £ 0,0%,# 2,2 +0,4%#
17 0,0£0,0 0,0£0,0 1,8 £0,1*# 0,3+0,2 1,0 £ 0,3*#
21 0,0£0,0 0,0£0,0 1,4 £ 0,2%# 0,5+0,2 1,7 £ 0,4%#
24 0,0£0,0 0,0£0,0 1,4 £ 0,2%# 0,7+0,2 1,3 £0,4%#
28 0,0£0,0 0,0£0,0 1,4 £ 0,2%# 1,0 £ 0,0%,# 1,2 £ 0,4%#
ABC 0,0£0,0 0,0£0,0 21,2 +£3,0# 8,6 +2,4# 19,7 + 2,2#

Los datos fueron presentados como media + SEM

.. Los * representan la diferencia

intragrupo respecto al dia 0. Los # representan la diferencia con el grupo control

(sham). Se considera significativo * o # p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando

hubo una variable y mas de dos grupos a analizar con test post hoc de Bonferroni. Se

utiliz6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos variables a analizar con test post hoc de

Bonferroni. “ABC” representa area bajo la curva.
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Tabla 9: Test de Von Frey en administracion crdonica de resveratrol ip, it o

metadona ip.

resveratrol 30 resveratrol resveratrol metadona 2.5
sham vehiculo
Dia mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg mg/Kg
(n=7) (n=6)
(n=8) (n=7) (n=7) (n=6)
14 4,3+0,3 1,7+0,1 1,6+0,1 1,9+0,1 1,7+0,1 1,5+0,0
17 4,8+0,3 1,8+0,1 2,2+0,1 2,5+0,1* # 3,1+0,1*# 1,7+0,0
21 6,1+0,4 1,6+0,1 3,4+0,1* # 3,9+0,2* # 4,3+0,1*# 1,6+0,0
24 5,4+0,2 1,7+0,1 2,7+0,1* # 3,4+0,2*% # 3,1+0,2*% # 1,6+0,0
28 5,6%0,2 2,0+0,1 2,2+0,1 2,1+0,1 1,8+0,1 1,6+0,0
ABC 77,8+5,5 24,2+1,1 35,8+1,2# 41,2+2,1# 43,0+1,8# 22,7+0,6

Los datos fueron presentados como media

SEM. Los * representan la diferencia

intragrupo respecto al dia 14. Los # representan la diferencia con el grupo control

(sham). Se considera significativo * o # p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando

hubo una variable y mas de dos grupos a analizar con test post hoc de Bonferroni. Se

utiliz6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos variables a analizar con test post hoc de

Bonferroni. “ABC” representa area bajo la curva.

77




Tabla 10: Test de rotarod en administracion crdonica de resveratrol i.p., i.t. o

metadona i.p.

resveratrol 30 resveratrol resveratrol metadona
sham vehiculo
Dia mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg 2.5 mg/Kg
(n=7) (n=6)
(n=8) (n=7) (n=7) (n=6)
14 0,0+0,0 2,3%0,2 2,6%0,2 2,1+0,4 1,9+0,3 2,5+0,2
17 0,0+0,0 1,8+0,3 1,5+0,1* 1,1+0,4* 0,7+0,3*# 2,0+0,3
21 0,0+0,0 2,0+0,3 0,6+0,3*# 0,8+0,3*# 0,7+0,2* # 2,2+0,3
24 0,0+0,0 1,7+0,2 0,6+0,3*# 0,8+0,3*# 0,7+0,3*# 1,8+0,3
28 0,0+0,0 2,0+0,3 1,6+0,3* 1,6+0,3* # 1,7+0,2 2,0+0,3
ABC 0,0+0,0 26,8+3,1 16,8+3,4# 13,6+4,3# 13,7+3,3# 28,8+3,4

Los datos fueron presentados como media

SEM. Los * representan la diferencia

intragrupo de cada punto contra tiempo cero. Los # representan la diferencia

intergrupo de cada grupo contra vehiculo. Se consider6é como significativo “*” o “#”

p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a

analizar con test post hoc de Bonferroni. Se utiliz6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos

variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 11: Test de Von Frey en administracion aguda de resveratrol i.p., i.t. o

metadona i.p.

resveratrol metadona 2,5 mg/Kg resveratrol 100
vehiculo i.p. vehiculo i.t.
Hora | 200 mg/Kgi.p. ip. ng/sulit.
(n=6) (n=6)
(n=8) (n=6) (n=6)
0 1,64 + 0,06 1,63+ 0,07 1,53 + 0,04 1,47 + 0,04 1,44 + 0,03
0,25 1,68 + 0,06 1,52 +0,05 283+0,17* 2,42 +0,08* 1,69 £ 0,06
0,5 1,86 + 0,07 1,59 + 0,04 3,28+0,08* 3,23+0,22* 1,57 £ 0,06
0,75 1,85+ 0,02 1,59 + 0,05 305+0,12* 2,25+0,17 * 1,43+ 0,07
1 2,25+0,06* 1,57 £ 0,07 2,79+0,07 * 1,57 £ 0,05 1,48 £ 0,09
1,5 2,48+ 0,07 * 1,53 +0,01 2,37+0,08*
2 2,40+0,13* 1,53+ 0,04 1,95+0,11*
2,5 1,75+0,03 1,53 +0,05 1,77 + 0,04
3 1,60+ 0,03 1,56 £ 0,05 1,54 + 0,05
ABC 6,1+0,1 4,3+0,0 63+0,1 23+0,1 1,6+0,2

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia

intragrupo de cada punto contra tiempo cero. Los # representan la diferencia

intergrupo de cada grupo contra vehiculo. Se consider6é como significativo “*” o “#”

p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a

analizar con test post hoc de Bonferroni. Se utilizo6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos

variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 12: Test de rotarod en administracion aguda

metadona i.p.

de resveratrol i.p,, i.t. o

resveratrol 200 metadona 2,5 resveratrol 100
vehiculo i.p. vehiculo i.t.
Hora mg/Kg i.p. mg/Kgi.p. ug/sulit.
(n=6) (n=6)
(n=8) (n=6) (n=6)
0 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,25 -0,25 + 0,25 0,00 £ 0,00 -0,16 0,16 * -0,83+0,30* 0,33+0,21
0,5 -0,50 £ 0,26 -0,16 £ 0,30 -0,50+0,22* -1,16 £ 0,16 * 0,16 + 0,30
0,75 -1,25+0,36 * 0,00 + 0,00 -0.33+0,21* -1,83+0,16 * 0,33+0,21
1 -1,37+0,37 * -0,16 £ 0,16 -0,33+0,21* -0,66 + 0,33* 0,16+ 0,16
1,5 -1,87 £ 0,29 * 0,33 +0,21 -0,16+0,16*
2 -1,75+0,25* -0,16 £ 0,30 -0,33+0,21*
2,5 -0,50 + 0,42 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
3 -0,12 £ 0,22 0,33 +0,21 0,00 + 0,00
ABC 0,5+0,2 1,6 £0,0 -3,1+0,8 0,4+04

Los datos fueron presentados como media + SEM.. Los * representan la diferencia

intragrupo de cada punto contra tiempo cero. Los # representan la diferencia

intergrupo de cada grupo contra vehiculo. Se consider6é como significativo “*” o “#”

p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a

analizar con test post hoc de Bonferroni. Se utilizo6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos

variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 13: Test de Von Frey en administracion aguda de resveratrol i.p. o vehiculo

y selisistat s.c. o vehiculo.

selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
s.c. + resveratrol 100 resveratrol 100
Hora s.c. + vehiculo i.p. . . vehiculo i.p.
mg/Kg i.p. mg/Kg i.p.
(n=6) (n=6)
(n=6) (n=6)
0 1,53+ 0,04 1,63+ 0,07 1,48 + 0,05 1,62 + 0,05
0,25 1,37 £ 0,04 1,63 +0,05 1,55+ 0,07 1,58 £ 0,06
0,5 1,46 + 0,04 1,48 £ 0,07 2,18+ 0,09 * # 1,45+ 0,08
0,75 1,41+ 0,04 1,5+0,05 2,61+0,02* # 1,67 £ 0,07
1 1,46 + 0,06 1,47 £ 0,06 2,83+0,02* # 1,55+ 0,07
1,5 1,27 £ 0,03 1,48 £ 0,08 292+0,01% # 1,46 + 0,07
2 1,50 £ 0,06 1,48 + 0,04 2,53+0,02* # 1,60 £ 0,07
2,5 1,44 + 0,08 1,39 £ 0,04 1,68 +0,01 1,50 £ 0,05
3 1,53 +0,07 1,63+ 0,07 1,48 + 0,05 1,62 + 0,05
ABC 57+0,2 6,0+0,2 9,1+0,2# 6,2+0,1

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia
intragrupo de cada punto contra tiempo cero. Los # representan la diferencia
intergrupo de cada grupo contra vehiculo. Se consider6é como significativo “*” o “#”
p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a
analizar con test post hoc de Bonferroni. Se utilizo6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos
variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 14: Delta rotarod en administracion aguda de resveratrol

selisistat sc o vehiculo.

ip o vehiculo y

selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
s.c. + resveratrol 100 resveratrol 100
Hora s.c. + vehiculo i.p. . _ vehiculo i.p.
mg/Kg i.p. mg/Kgi.p.
(n=6) (n=6)
(n=6) (n=6)
0 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
0,25 -0,33+0,21 0,5+0,22 -0,33+0,21 0,16 +0,31
0,5 -0,16 £ 0,17 -0,16 + 0,40 -0,66 = 0,49 -0,16 £ 0,31
0,75 0,00 £ 0,26 0,00 +0,26 -0,83+0,31% # 0,16 +0,17
1 0,00 £ 0,26 -0,33 +0,21 -1,16 +0,31 °* -0,33+0,33
1,5 0,00 £ 0,00 -0,66 + 0,33 -0,66 £ 0,21 -0,33+0,21
2 0,16 +0,31 -0,33+0,33 -0,66 + 0,33 -0,33+£0,42
2,5 0,16 +0,31 -0,16 £ 0,17 -0,33+0,21 0,00 £ 0,26
3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
ABC 0,3+0,2 0,8+0,2 1,7 +0,2# 05+0,2

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia
intragrupo de cada punto contra tiempo cero. Los # representan la diferencia
intergrupo de cada grupo contra vehiculo. Se consider6é como significativo “*” o “#”
p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a
analizar con test post hoc de Bonferroni. Se utilizo6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos
variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 15: Test de Von Frey en administracion repetida de resveratrol i.p. o

vehiculo y selisistat s.c. o vehiculo.

selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
s.c. + resveratrol 100 resveratrol 100
Dia s.c. + vehiculo i.p. _ _ vehiculo i.p.
mg/Kgi.p. mg/Kgi.p.
(n=6) (n=6)
(n=6) (n=6)

0 4,90+0,11 4,47 £ 0,07 52+0,13 5,03+0,13
14 1,57 £ 0,07 1,63 +0,07 1,48 + 0,05 1,62 +0,05
17 1,63 +0,10 1,48 + 0,06 327+0,18*% # 1,49 + 0,08
21 1,50+ 0,03 1,56 + 0,05 334+0,12% # 1,44 + 0,06
24 1,61+ 0,04 1,73 +0,06 2,58+0,07 % # 1,54 + 0,06
28 1,39+ 0,05 1,53 +0,06 1,60 + 0,05 1,60 + 0,04

ABC 21,8+0,3 22,8+0,4 37,7 £ 0,6# 21,3+0,2

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia
intragrupo de cada punto contra tiempo cero. Los # representan la diferencia
intergrupo de cada grupo contra vehiculo. Se consider6é como significativo “*” o “#”
p<0,05. Se utiliz6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a
analizar con test post hoc de Bonferroni.. Se utiliz6 ANOVA de dos vias cuando hubo dos
variables a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la

curva.
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Tabla 16: Test de rotarod en administracion repetida de

vehiculo y selisistat s.c. o vehiculo.

resveratrol i.p. o

selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
selisistat 10 mg/Kg vehiculo s.c. +
s.C. + resveratrol resveratrol 100
Dia s.c. + vehiculo i.p. vehiculo i.p.
100 mg/Kg i.p. mg/Kg i.p.
(n=6) (n=6)
(n=6) (n=6)
0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
14 3,00+0,36 2,50 +0,56 3,00+0,36 3,16 +0,30
17 2,50 +0,22 1,83 £ 0,40 0,83+0,30* # 2,16+0,16*
21 2,33+0,21 2,66 +0,33 1,16 £ 0,47 * 2,00+0,25*
24 2,16 £0,16 1,83 +0,16 1,6+0,33* 2,00+0,25*
28 2,83 +0,30 2,50 +0,22 2,00+0,44* 2,5+£0,22
ABC 34,7+25 309+38 204 +32# 31,1+15

Los datos fueron presentados como media + SEM. Los * representan la diferencia

intragrupo de cada punto contra tiempo cero. Los # representan la diferencia

intergrupo de cada grupo contra vehiculo. Se consider6 significativo “*” o “#” p<0,05.

Se utilizé6 ANOVA de una via cuando hubo una variable y mas de dos grupos a analizar

con test post hoc de Bonferroni. Se utilizo ANOVA de dos vias cuando hubo dos variables

a analizar con test post hoc de Bonferroni. “ABC” representa area bajo la curva.
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