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1. RESUMEN

El dafio axonal produce cambios funcionales en las neuronas sensoriales
primarias.  Estos cambios incluyen una descarga anormal de impulsos
nerviosos, tanto espontaneos como evocados, que causan alteraciones en la
percepcion de estimulos ambientales, tales como la hipersensibilidad dolorosa al
frio inocuo (sensibilidad dolorosa aumentada frente a un estimulo de frio no
doloroso), una forma comun de dolor neuropético. Esta forma de dolor, es un
sintoma frecuente e inhabilitante en neuropatias que siguen al dafio post-
quirargico de nervios periféricos, neuralgia post-herpética, diabetes 0
quimioterapia en cancer y es en gran medida refractaria al tratamiento con
analgésicos y antinflamatorios tradicionales. Algunos de los determinantes
celulares y moleculares asociados al desarrollo de hipersensibilidad dolorosa al
frio inocuo son hasta ahora desconocidos. Las neuronas somatosensoriales
primarias sensibles al frio (NsSSF) expresan una gran variedad de canales
iGnicos, tanto de transducciéon como dependientes de potencial, implicados en al
respuesta al frio. Entre estos canales i6nicos destaca el canal termosensible
TRPMS8, principal entidad molecular responsable de la generacion del potencial
de receptor despolarizante que induce el aumento de la frecuencia de disparo
ante un descenso de la temperatura en las neuronas sensibles al frio inocuo.
Otro canal implicado en la termotransduccion del frio es el TRPAL, el cual esta
presente en nociceptores y se activa con frio lesivo. Por otro lado, los canales
de K" tipo Shaker Kvl.1 y Kv1.2, responsables de la corriente de freno Ixp,
actian como freno de excitabilidad en neuronas sensoriales primarias, ajustando
su sensibilidad al frio en condiciones fisioldgicas. El objetivo general de este
trabajo de tesis fue determinar el papel de la corriente Ixp en la hipersensibilidad
dolorosa al frio inocuo en neuronas sensoriales primarias lesionadas de ganglios
raquideos. La hipdtesis de trabajo de esta tesis es que la hipersensibilidad
dolorosa al frio de las neuronas primarias sensoriales lesionadas resulta, en
gran medida, de una reduccién en la expresién funcional de los canales i6nicos

Kv1.1y Kvl.2, responsables de la corriente de freno Ixp en respuesta a lesion.



Utilizamos la lesidn cronica constrictiva del nervio ciatico (LCC) como modelo de
dafo axonal periférico que induce hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo, en
combinacion con las técnicas de imagen de calcio y patch clamp en neuronas
disociadas de ganglios raquideos L3, L4 y L5. Estudiando las NsSF por imagen
de calcio, hemos encontrado un incremento en la fraccion de NsSF en los
cultivos provenientes de animales lesionados. Este incremento viene
acompafnado de un desplazamiento en el umbral medio de temperatura de 2.4 +
0.3°C hacia temperaturas mas altas. En las NsSF control, la supresion
farmacoldgica de la corriente de freno Ikp con 4-aminopiridina (4-AP) 6 a-
dendrotoxina (a-DTx) desplaz6 el umbral mas de 2°C hacia temperaturas mas
altas. Este desplazamiento no fue observado en NsSF del grupo lesionado,
sugiriendo que la corriente Ikp estd disminuida en estas neuronas. Este
resultado fue confirmado analizando la amplitud de la corriente Ixp por la técnica
de patch clamp. Encontramos que la densidad promedio de la corriente Ixp esta
reducida en las NsSF del grupo lesionado, comparado con las NsSF de
animales control. Adicionalmente, encontramos una subpoblacién de neuronas
insensibles al frio (NsIF), que se transformaron en neuronas sensibles al frio
luego de la supresion farmacoldgica de la corriente de freno Ixp con 4-AP. Este
fendmeno se encuentra reducido en neuronas somatosensoriales primarias del
grupo lesionado, apoyando la idea que la corriente Ixp se encuentra disminuida
en estas neuronas producto de la lesion axonal. Asi, los resultados obtenidos
durante el desarrollo de esta tesis, sugieren que la hipersensibilidad dolorosa al
frio inocuo postlesién axonal podria estar relacionado con una reduccion de la
expresion funcional de la corriente de freno Ixp en neuronas somatosensoriales

primarias lesionadas.
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2. INTRODUCCION

2.1. Fisiologia de las neuronas termorreceptoras de frio de alto y bajo
umbral

En condiciones fisiologicas, la exposicion de areas del cuerpo a reducciones en
la temperatura puede evocar una amplia variedad de sensaciones térmicas, que
van desde el confort refrescante y el frio moderado hasta el dolor intenso (1-4),
dependiendo de la intensidad del estimulo. EI frio es detectado por
termorreceptores cutaneos especificos, que incluyen las fibras aferentes
primarias C amielinicas y las fibras pobremente mielinizadas Ad (5-8). La
transduccion del frio en impulso eléctrico propagado ocurre en las terminaciones
libres de estas fibras termorreceptoras, que corresponden a los axones de las

neuronas sensibles al frio de los ganglios trigémino y raquideos (Figura 1).
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Figural. Organizacion funcional y anatémica del sistema somatosensorial. A. Los nervios espinales
son formados por la union de raices aferentes (sensoriales) y eferentes (motoras) y son los responsables
de la inervacién periférica de la piel, masculo esquelético, visceras y glandulas. Las flechas indican la
direccion de entrada sensorial (café) y salida de impulsos motores (negra). Los cuerpos celulares de las
neuronas motoras se encuentran en el asta ventral de la médula espinal. Los cuerpos celulares de las
neuronas somatosensoriales se localizan en los ganglios raquideos. Dentro de los ganglios existen
subclases de neuronas sensoriales conocidas como propioceptivas (azul), mecanosensores de bajo umbral
(rojo) y neuronas sensibles a temperatura y estimulos potencialmente dolorosos (verde). Estas neuronas se
proyectan centralmente a las interneuronas del asta dorsal y periféricamente a los tejidos blanco. B. Las
neuronas sensibles a temperatura y nociceptores (verde) presentan terminaciones libres y se encuentran en
todas las capas de la piel, vasos sanguineos y cerca de foliculos pilosos. C. Inmunoflurescencia para el
marcador neuronal PGP9.5 (en verde) en seccién transversal de piel que muestra las terminaciones
nerviosas libres de las neuronas termorreceptoras y nociceptores. Modificado de Patapoutian et al 2003 (9).

Las neuronas sensibles al frio muestran un amplio rango de umbrales de
temperatura capaces de evocar una respuesta eléctrica, y pueden ser
clasificadas de acuerdo a la intensidad del estimulo en neuronas sensibles al frio
inocuo y neuronas sensibles al frio lesivo, estas Udltimas con un papel de
deteccién de frio doloroso en condiciones fisiologicas. A la temperatura normal
de la piel (34-35°C), los receptores sensibles al frio inocuo o moderado
presentan actividad eléctrica espontanea, principalmente en un patron de
descargas en estallido de potenciales de accion de impulsos nerviosos que
aumenta su frecuencia en respuesta a reducciones en la temperatura incluso
menores a 1°C (10). Esta respuesta es suprimida por calentamiento y
potenciada por mentol (11-13). En contraste con los receptores de frio inocuo,
los nociceptores que responden al frio lesivo estan silentes en reposo y
comienzan a disparar en respuesta a reducciones mayores en la temperatura
(14;15). Este subgrupo de neuronas nociceptoras sensibles al frio responde
también a otras modalidades de estimulos mecanicos lesivos (14;14-16), y se

cree que su activacidon subyace a la sensacion de frio doloroso (2;17).
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Debido a la dificultad de registrar directamente desde los terminales de las
neuronas sensibles al frio presentes en la piel, se ha utilizado entre otros el
cultivo primario de los somas de las neuronas de ganglios raquideos y trigémino

como modelo de la terminal.

2.2. El canal termosensible TRPM8 como receptor de frio en neuronas
somatosensoriales primarias

Las neuronas termorreceptoras de frio expresan una gran variedad de canales
i6nicos tanto de transduccién como dependientes de potencial, cuya activacion
puede modificar su excitabilidad. Entre estos se encuentran principalmente los
canales de la superfamilia TRP TRPM8 y TRPAL, canales de K de fuga (o
canales de background) como TREK-1 y TRAAK, y canales de K* tipo Shaker

Kv1.1-1.2 (Figura 2).
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Figura 2. Representaciéon esquematica de la funcion de TRPM8 y otros canales de iones en la
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axon). Modificado de Latorre et al., 2011 (18).

ugponpsuel|

uoIoR|I9SO



La transduccién del frio en impulsos eléctricos propagados, ocurre en las
terminaciones libres de las fibras termorreceptoras. El canal termosensible
TRPMS, identificado inicialmente como una proteina que se sobreexpresa en
células de cancer de prostata (19), fue clonado simultdneamente por dos grupos
independientemente en 2002 (20;21). Este canal, pertenece a la superfamilia
de los canales TRP (de Transient Receptor Potential), es una conductancia
catidnica no selectiva, permeable al calcio, activada por frio, por sustancias que
generan sensacion de frio como el mentol, y por voltaje. Este canal i6nico es
considerado la principal entidad molecular responsable de la sensibilidad al frio
inocuo Yy lesivo en neuronas sensoriales primarias del sistema somatosensorial.
TRPMS8 se expresa en el 10-15% del total de neuronas en el ganglio trigémino y
en el 5-10% del total de neuronas en los ganglios raquideos (22), principalmente
en una subpoblacion de neuronas sensibles al frio de diametro pequefio (23).
Evidencias recientes muestran que la poblacién de neuronas que expresan
TRPM8 no conforman una poblacion homogénea (23). Estudios utilizando
ratones nulos para TRPM8 indican que en estos animales existe una reduccién
de neuronas sensibles al frio tanto de alto como de bajo umbral, relacionando
asi a este canal con la sensibilidad tanto al frio inocuo como al frio lesivo (23-
25). TRPMS8 tiene un umbral de activacion por temperatura en sistemas de
expresion heterdloga de ~25°C, mientras que en los sistemas nativos su umbral
de activaciéon es de ~29°C (26;27). Esta diferencia se debe a un desplazamiento
de su curva de dependencia de potencial hacia valores hiperpolarizantes en los

sistemas nativos, lo que se traduce en una diferencia en el umbral de excitacion
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de la neurona sensorial primaria respecto del sistema heterélogo (27;28). Esta
diferencia en la sensibilidad al frio observado en los sistemas nativos como
consecuencia del desplazamiento en el umbral de respuesta hacia temperaturas
mas altas es fisiologicamente relevante. Los gradientes térmicos a través de la
piel frente a un estimulo de frio extremo (como aplicar hielo sobre la piel), evitan
descensos bruscos en la temperatura intradérmica (donde se encuentran las
terminales libres), la cual implica que la temperatura en esta region no
descendera mas alla de los 8°C por debajo de su temperatura normal (29;30).
Esto implica que, frente a disminuciones leves de la temperatura del medio, una
conductancia cuyo umbral de activacion se encuentre lejos del valor de
temperatura normal de la piel no podria dar cuenta de la extraordinaria

sensibilidad térmica de las terminales de frio inocuo.

2.3. El canal termosensible TRPA1 como receptor de frio nocivo en
neuronas sensoriales primarias

Luego del descubrimiento de TRPM8, fue identificado y clonado en el afio 2003
otro canal TRP sensible a frio, el canal TRPA1 (31). Este canal responde a frio
en sistemas de expresion heteréloga a temperaturas cercanas a los 17°C, muy
por debajo del umbral de TRPM8. TRPAL es un canal catiénico no selectivo,
permeable a Ca®*, activado por sustancias irritantes como la icilina y el
cinamaldehido (32) y por agentes oxidantes (33;34). Este canal se coexpresa
junto con TRPV1 en una subpoblacion de nociceptores, sugiriendo su
participacion en la activacion de neuronas somatosensoriales que responden a

frio intenso (35). Evidencias recientes sugieren que la sensibilidad al frio intenso
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no depende Unicamente del canal TRPA1 (36). Madrid y colaboradores, han
propuesto que la expresion diferencial de canales iGnicos con efectos opuestos
sobre la excitabilidad neuronal puede explicar la sensibilidad a frio extremo de
las neuronas sensoriales, sin la participacion significativa de TRPAL (36). Sin
embargo, se ha reportado que existen cambios en la expresién funcional de
TRPAL relacionados con el desarrollo de hipersensibilidad dolorosa al frio post-

lesion en axones periféricos (37-39).

2.4. TRPV1, un canal expresado en neuronas somatosensoriales primarias
gue participa en latransduccion de estimulos térmicos

El canal termosensible TRPV1 es un canal cationico no selectivo, permeable al
calcio, activado por capsaicina (el compuesto vaniloide irritante presente en ajies
y pimientos), por calor nocivo (>42°C) y por protones (40), entre otros. TRPV1
es regulado por una variedad de mediadores inflamatorios como la bradiquinina
y la prostaglandina E2, y por neuroreguladores como el factor de crecimiento
nervioso (NGF). Este canal es un importante blanco molecular que jugaria un
papel fundamental en la sensibilizacién neuronal causada por mediadores de la
inflamacion y dafio nervioso periférico (41;42). TRPV1 colocaliza con TRPAL en
una subpoblacion de nociceptores y podria ser activado por mediadores

inflamatorios y dafio nervioso (37;43).

2.5. Modificaciones en la transduccion sensorial y expresion de canales
inducidas por lalesion de axones periféricos
En los ultimos afios, se ha logrado obtener evidencia experimental importante

acerca de las propiedades electrofisiologicas de las terminaciones libres en las
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neuronas somatosensoriales primarias sensibles al frio. Esto ha permitido en
buena medida identificar los mecanismos moleculares implicados en la
transduccion del frio y en la génesis del patron de disparo de impulsos nerviosos
caracteristico de las neuronas sensibles al frio (18;44). Sin embargo, aun se
desconocen en gran parte las modificaciones celulares y moleculares que
subyacen a los cambios en la capacidad transductora y la actividad espontanea,
y que aparecen tras el dafio de las terminaciones periféricas o del axén de
neuronas nociceptoras y de bajo umbral. En principio, este cambio en la
excitabilidad podria ser el origen de sensaciones patoldgicas (disestesias) y de
dolor neuropatico postlesion de origen periférico (45). La excitabilidad
aumentada de las neuronas sensoriales dafiadas estaria relacionada con
cambios en la expresion de receptores y canales iénicos, asi como también a
modificaciones en sus propiedades funcionales tanto en el cuerpo celular como
en los terminales axotomizados (46-49). Por ejemplo, se han reportado cambios
en la expresién de canales de sodio dependientes de voltaje, encargados de la
iniciacion y propagacion de los impulsos nerviosos a través del axon y cuerpo
neuronal (50;51). EI dafio axonal produce un aumento en la expresion de un
canal de Na' antes silente, Nav1.3, y una reduccion en la expresion de los
canales Navl.8 y Navl.9 (50-52). Esto determina una modificacién en las
corrientes de Na* que favorece el desarrollo de descargas ectopicas atipicas en
los neuromas traumaticos (tumores benignos de tejido nervioso que surgen

luego de procesos de dafio axonal) que se forman en las zonas lesionadas (53).

17



Por otro lado, se ha propuesto que algunos tipos de canales de Ca**
también participarian en la regulacion del dolor neuropatico (54). Los canales de
Ca?* tipo N (Cav2.2) se expresan sbélo en neuronas, serian criticos en la
neurotransmision del dolor (54). Se ha reportado que la delecion de este gen
que codifica para los canales de Ca?* tipo N reduce el dolor inflamatorio y el
dolor neuropatico (54). El bloqueo de la liberacion de neurotransmisores
regulada por canales de calcio tipo N es determinante en la supresion del dolor
neuropético en estos modelos de dolor neuropatico en ratdon. Los canales de
Ca?' tipo R (Cav2.3) también tendrian un papel importante en la transmision del
dolor en neuronas sensoriales periféricas (55). En el caso de los canales de
Ca?" tipo T, que se expresan principalmente en la lamina superficial de la
medula espinal y en los ganglios raquideos, parecen tener un papel prominente
en la regulacion de la excitabilidad espinal que sigue a la estimulacion repetitiva
de las fibras C (56). Adicionalmente, la hipersensibilidad neuronal inducida por
dafio se reduce en presencia de etosuximida, un bloqueador de canales de Ca**
tipo T, el que también inhibe la alodinia mecanica en algunos modelos de dolor
neuropatico (57). Ademas, se ha relacionado otros canales de Ca®* tipo T
(Cav3.2) con el desarrollo de dolor neuropatico (58). La evidencia del papel de
Cav3.2 proviene de estudios realizados en ganglios raquideos de ratas con
neuropatia diabética y en ganglios raquideos provenientes de ratas sometidas a
lesion constrictiva cronica del nervio ciatico, evidenciandose en ambos modelos
un incremento significativo de la corriente dependiente de estos canales de Ca**

tipo T (58;59). Por otro lado, ratones knockout de Cav3.2 sometidos a pruebas
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conductuales en presencia de estimulos agudos de tipo mecéanico, quimico y
térmico, muestran una marcada disminucion de sus respuestas nocifensivas en
comparacion con individuos silvestres (55).

Por otra parte, se han descrito cambios en los niveles de expresion de
varios tipos de canales de potasio en respuesta a lesion axonal (60-64). Los
canales de potasio TREK-1 y TRAAK, que se encuentran abiertos a la
temperatura de la piel (34°C) impidiendo la activacion de nociceptores, sufren
modificaciones en sus niveles de expresion postlesion (63;64). Se ha reportado
gue ratones dobles nulos para TREK-1 y TRAAK, sometidos a lesion constrictiva
en terminales periféricas de ganglios raquideos, muestran hipersensibilidad al
frio en pruebas conductuales (65). Asi mismo, otro estudio ha establecido que la
percepcion dolorosa a frio en pacientes sometidos a quimioterapia, resulta de la
modulacién en la expresion ejercida por oxaliplatino (agente antineoplasico)
sobre TREK-1 y TRAAK (66). Este farmaco, induce una disminucion en los
niveles de mMRNA de los canales TREK-1 y TRAAK asi como también un
aumento en los niveles de mRNA del canal i6nico activado por hiperpolarizacion

HCN 1 (66).

2.6. Papel de TRPMS8 en la hipersensibilidad al frio inducida por lesién en
los axones periféricos

TRPM8 es considerado actualmente como la principal entidad molecular
encargada de la termotransduccion del frio en neuronas somatosensoriales
primarias (18). Estudios recientes han demostrado que la expresion de TRPMS8

no esta limitada Unicamente a neuronas sensibles al frio inocuo o de bajo
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umbral, sino que ademas este canal se expresa en neuronas sensoriales
primarias sensibles al frio de alto umbral conectadas con rutas nociceptivas (49).
Estos hallazgos sugieren la participacion de TRPM8 en la deteccién de frio
doloroso en condiciones fisiologicas. Se ha descrito un aumento en la expresion
de TRPMS8 luego de lesiones nerviosas periféricas asociado al desarrollo y
mantenimiento de la hipersensibilidad dolorosa al frio (67-69). Xing vy
colaboradores, utilizando el modelo de constriccion cronica del nervio ciatico en
ratones, han reportado un aumento en la expresion de TRPM8 mediante
inmunohistoquimica en los ganglios raquideos a nivel de L5, respecto a los
ganglios L5 de animales control (69). Sin embargo, este estudio no analiza
posibles cambios en la distribucién de umbrales de respuesta en las neuronas
sensibles al frio o cambios en las propiedades biofisicas de las neuronas
lesionadas. Por otro lado, evidencia mas reciente ha sugerido que la
hipersensibilidad dolorosa al frio no estaria relacionada con modificaciones
significativas en la expresion del canal TRPM8 (70-72). En 2009, Caspani y
colaboradores reportaron una disminucién en la expresion funcional de TRPM8
en un modelo de lesién axonal periférica equivalente al utilizado en el trabajo de
Xing de 2007 mencionado previamente (71). Estos resultados disimiles dejaron
abierta la pregunta acerca del papel de TRPM8 en el desarrollo y mantenimiento
en la hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo en respuesta a lesion. Por otra
parte, en humanos la hipersensibilidad al frio inducida por el dafio axonal
periférico no parece estar relacionada a TRPM8 ni a TRPAl (73). Estos

resultados sugieren que los cambios en la expresion de los canales
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termosensibles de la superfamilia TRP, por si solos, no son suficientes para
explicar la aparicion de los cuadros de hipersensibilidad dolorosa. Por lo tanto,
estos cambios podrian estar asociados a modificaciones en otros canales
ionicos implicados en la respuesta al frio, los cuales no han recibido la atencion
necesaria y probablemente sean la clave para entender estos resultados
contradictorios y finalmente el mecanismo de la alodinia o hipersensibilidad

dolorosa al frio.

2.7. La corriente de freno Ikp como determinante molecular en la
hipersensibilidad dolorosa al frio post-lesion

Diversos canales de K* sensibles a voltaje juegan un rol en la excitabilidad de
las neuronas somatosensoriales primarias. Utilizando herramientas de
electrofisiologia y biologia molecular, se ha encontrado una reduccion en los
niveles de expresion de estos canales luego de la lesion periférica de axones ,
sugiriendo una participacion en los procesos fisiopatologicos implicados en la
termo transducciéon del frio (60-64;74;75). En 2009, Madrid y colaboradores,
demostraron la influencia de una corriente de potasio tipo Shaker sobre la
sensibilidad al frio en neuronas primarias del sistema somatosensorial (36).
Esta corriente, denominada lxp y asociada a heteromultimeros de canales de
potasio Kvl.1 y 1.2, es una corriente de activacién rapida e inactivacion lenta,
sensible a bajas concentraciones de 4-aminopiridina (4-AP). Esta conductancia
estd presente en las neuronas sensibles al frio y en neuronas de otras
modalidades sensoriales (76) y funciona como un freno a la excitabilidad en

neuronas sensoriales primarias (36;76). La corriente Ixp se activa a potenciales
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de membrana subumbrales al disparo de potenciales de accién, una
caracteristica relevante para el control de la respuesta al frio en neuronas
sensoriales primarias. De este modo, la activacion de esta corriente por
despolarizacién se opone al efecto despolarizante de TRPM8, que se activa ante
un descenso en la temperatura. Por lo tanto, la corriente de freno Ixp amortigua
al aumento del valor del potencial de membrana desde el valor de reposo (-50 a
-60 mV) hacia desvalores de potencial de membrana umbral al disparo de
potenciales de accion (~-38 mV en las neuronas sensibles al frio) (36). En este
mismo trabajo, Madrid y colaboradores encontraron una correlacion entre el
umbral térmico y el nivel de expresion de la corriente Ixp, concluyéndose que las
neuronas sensibles al frio con alto umbral de respuesta expresaban altos niveles
de Ikp Y bajos niveles de corriente dependiente de TRPMS8 (36). Por el contrario
las neuronas que presentan una mayor corriente de frio dependiente de TRPM8
y baja densidad de corriente Ixp presentan umbrales de activacién mas bajos, es
decir, se activan ante descensos menores en la temperatura respecto de la
temperatura normal en la piel (34°C). Estos datos sugieren que la expresion
funcional tanto de ltrpms, COMO de Ikp €s critica en la determinacion del umbral
de temperatura en las neuronas sensibles al frio. Asi, el umbral térmico de las
neuronas termorreceptoras de frio dependeria en buena medida de un balance
en la expresion funcional de canales TRPMS8 y canales de potasio Kv1.1-1.2.
Asi, tanto TRPM8 como Kv1.1-1.2, canales ionicos cuya activacion tiene
efectos contrapuestos sobre la excitabilidad neuronal, podrian sufrir

modificaciones en su expresion luego de procesos de lesion axonal periférica.
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Estas modificaciones podrian tener una contribucion central en la aparicion y
mantenimiento de los cuadros de hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo, cuyas
bases celulares y moleculares aun no han sido completamente aclaradas.
Basados en la evidencia actual y los antecedentes presentados, planteamos la

siguiente hipotesis de trabajo:

3. HIPOTESIS

La hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo, inducida por lesion en las
neuronas sensoriales primarias, resulta en gran mediada, de una reduccion
en la expresiéon funcional de los canales de potasio tipo Shaker Kv1.1-1.2,

responsables de la corriente de freno Ikp.

Para el desarrollo de este trabajo de tesis, se definieron los siguientes objetivos:

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de la corriente Ixp en la hipersensibilidad dolorosa al

frio inocuo postlesidon en neuronas sensoriales primarias.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Poner a punto un modelo para la generacion de dafio axonal periférico e

inducciéon de cuadros alterados de sensibilidad al frio en ratones.
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2. Determinar por imagen de calcio las alteraciones en la respuesta a frio

(umbral y amplitud) de las neuronas sensoriales primarias control y

lesionadas en cultivo.

Caracterizar, utilizando imagen de calcio, los diferentes tipos de
neuronas sensoriales involucrados en la hipersensibilidad dolorosa al frio
inocuo, mediante el uso de agonistas y antagonistas especificos de

canales ionicos de interés (TRPM8, TRPAL, TRPV1).

Determinar la densidad de corriente Ixp y de la corriente de frio
despolarizante dependiente de TRPM8 en neuronas provenientes de
animales control y lesionados, con el fin de establecer un correlato
electrofisiolégico de los cambios en la excitabilidad de las neuronas
sensibles a frio con las modificaciones en su sensibilidad a estimulos

quimicos y fisicos.
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6. MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue realizado utilizando 48 ratones (24 controles y 24 lesionados)
adultos jovenes (P21) de la cepa BalbC. Los animales fueron mantenidos en
jaulas con un maximo de 4 ratones por caja, y alimentados ad libitum, con un
régimen de luz de 12 horas con temperatura regulada. EIl manejo, cuidado y
realizacion de los experimentos con animales se realizé siguiendo las normas
bioéticas de la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnologica de
Chile (CONICYT) y con la aprobacion del Comité de Bioética de la Universidad
de Santiago de Chile. Se adjunta formulario de protocolo para manejo y cuidado

de los animales de laboratorio y carta de aceptacion del comité.

6.1. Modelo de hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo inducida por dafio
axonal

Se utilizé la constriccidon crénica del nervio cidtico como modelo para inducir
hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo en la superficie plantar de la pata trasera
derecha del raton. Previa asepsia y antisepsia, se aplicO anestesia
intraperitoneal con 80 mg/Kg de ketamina y 10 mg/Kg xilazina. Posteriormente
se realiz6 una incisién en piel y se separaron las cabezas del masculo biceps
femoral para exponer el nervio ciético. El nervio fue liberado del tejido conectivo
que lo rodea aproximadamente 7-8 mm. Luego, se realiz6 una doble constriccion
del nervio con sutura no absorbible 8-0, con una separacion de 5 mm entre
ambas constricciones, localizadas 5 mm proximales a la bifurcacion tibio-
peroneal. La constriccion fue realizada bajo lupa con una reduccion del diametro

del nervio de aproximadamente 20%. Con el fin de prevenir la pérdida de
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presion de la sutura atada al nervio a cada circunferencia se le realizaron dos
contranudos. En el grupo de los ratones control se llevo a cabo el mismo
procedimiento que en los ratones lesionados, donde se avanz6 hasta la
exposicion del nervio y liberacion del tejido conectivo, para posteriormente cerrar
con sutura el musculo y la piel. Una vez terminado el procedimiento, se aplico
analgesia con buprenorfina al 10%, 0.02-0.05 mg/Kg y luego se continu6 el
tratamiento analgésico cada 6 horas por 3 dosis durante las primeras 24 horas.
En el dia uno, la analgesia se aplico cada 8 horas, y en los dias 2 y 3 cada 12
horas. Posteriormente, los animales fueron vigilados respecto a una correcta
ganancia de peso y conducta de acuerdo al Protocolo de Morton y Griffiths 1985,

modificado para lesion del nervio ciatico.

6.2. Evaluacion de la conducta mediante la prueba de acetona

La estimulacién con frio inocuo de los animales se realizé mediante la prueba
de acetona, que consiste en la aplicacion de una gota de acetona sobre la piel
del raton en la region de interés, cuya evaporacién produce un enfriamiento local
a nivel de la piel. Los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacién de
30 minutos sobre la rejilla de evaluacion de conducta, la cual permitia un facil
acceso a la region plantar de la pata del animal. Luego se aplic6 una gota de
acetona de 30 pL con una jeringa de 1 mL, con extremo romo para evitar
punciones, a través de la base de rejilla. Este procedimiento se realizo tanto en
la pata lesionada (ipsilateral) como en la no lesionada (contralateral) en animales
control y lesionados. Cada raton se evaluo tres veces en cada pata, con una

separacion de 5 minutos por cada ensayo. La respuesta fue evaluada y
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puntuada en base a la escala de Choi y colaboradores (77). El puntaje dado
segun la conducta del raton luego de la aplicacién de la acetona en la pata fue
de 0 a 3, donde 0 corresponde a la ausencia de respuesta; 1 a la retirada ligera
de la pata; 2 a la retirada ligera de la pata y movimiento repetido de ésta; 3

movimiento repetido de la pata asociado a lamido o no apoyo de la extremidad.

6.3. Preparacion de neuronas disociadas de los ganglios raquideos

A los 7 dias luego del procedimiento de lesion, cada pareja de ratones (control y
lesionado) fue sacrificada por inhalacion de CO,. Posteriormente, se procedio a
extraer los ganglios raquideos lumbares ipsilaterales a la lesién (L3, L4, L5)
mediante extraccion de la columna lumbrar y toracica completa, y posterior
extraccion de los ganglios de la raiz dorsal lumbar (L3, L4, L5) bajo campana.
La extraccibn se realiz6 fracturando con un Dbisturi las vértebras
correspondientes, luego removiendo la medula espinal y posteriormente
traccionando los ganglios a través de los orificios vertebrales. Los ganglios
fueron recibidos en tampén fosfato salino (PBS) frio, retirando luego tejido
conectivo y mielina, y se incubaron posteriormente a 37°C por 40 minutos en
colagenasa tipo Xl (650 Ul/mL; sigma) y dispasa (5Ul/mL, GIBCO) en una
solucion INC-mix (en mM: 155 NacCl, K,HPO4 1.5, HEPES 10, Glucosa 5, pH:
7.4), bajo CO, al 5%. Después de este tiempo, los ganglios fueron disociados
mecanicamente utilizando una pipeta Pasteur de vidrio pulida, y la suspension
celular resultante se centrifugd a 2000 rpm (450 g) por 10 minutos. El pellet
celular fue resuspendido y la suspension fue aplicada sobre cristales de 6 mm

de diametro y 50 um de espesor (#00) (Menzel-Glaser) recubiertos previamente
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con poli-L-lisina. Luego de 4 horas, las placas de cultivo conteniendo los
cristales fueron rellenadas con 2 mL de medio MEM (Earle’s salts, GIBCO)
suplementado con MEM-vit (GIBCO), 10% suero bovino fetal (FBS-Invitrogen),
200 pg/mL de estreptomicina, 125 pg/mL penicilina, 17mM de glucosa y factor
de crecimiento nervioso (NGF) 100 ng/mL. Los cultivos celulares se dejaron a
37°C para ser utilizados al cabo de 12 horas. Los cultivos neuronales fueron
estudiados simultaneamente por parejas (1 control, 1 lesionado) alternando

siempre cristales de ambos grupos.

6.4. Imagen de Caz"

En los experimentos de imagen de calcio, las neuronas fueron preincubadas a
37°C con 5 uM de fura-2 AM (Invitrogen) disuelto en solucion extracelular
estandar suplementada con 0.02% de acido plurénico (Invitrogen) durante una
hora. La solucién estandar del bafio contenia (en mM): 140 NacCl, 3 KCI, 1.3
MgCl,, 2.4 CaCl,, 10 HEPES, 10 glucosa, (298mOsm/Kg, pH 7.4 ajustado con
NaOH). Las mediciones de fluorescencia fueron hechas utilizando el programa
HClImage v3.0 (Hamamatsu) con un microscopio invertido Nikon modelo Ti
equipado con una camara refrigerada ORCA C8484-03G02 CCD (Hamamatsu)
de 12 bit. El Fura-2 fue excitado a 340 nm y 380 nm con un monocromador
Polychrome V (Till photonics), con tiempos de exposicidn no mayores a 40 ms.
La temperatura del bafio (ver descripcidbn detallada mas adelante) fue
muestreada simultaneamente mediante un termdémetro con microsonda
Physitemp BAT-12 (Physitemp Instruments) suplementado con una termocupla

(IT-18), usando el software Clampex 10.3 (Molecular Devices). Los umbrales de
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temperatura fueron estimados como describen Madrid y colaboradores (2009),
interpolando la temperatura que se encuentra justo en el punto medio del Ca**
basal y el primer punto donde éste aumenta 4 veces por sobre la desviacién
estandar de la linea base (36). Se tomd como respuesta positiva al frio cuando
el cambio en la razén de fluorescencia (6 Ratio) 340 nm / 380 nm fue mayor a
0.05. En las NsSF, el aumento de la [Ca?"] intracelular observado en respuesta
a un descenso en la temperatura es debido a la entrada de Ca** a través de los
canales de Ca®" dependientes de voltaje, que son activados durante el disparo

de potenciales de accion (26;76).

6.5. Electrofisiologia

Los registros de potencial o corriente de membrana se llevaron a cabo por la
técnica de patch clamp en la configuracion de célula-completa, simultaneamente
con el registro de la temperatura. La solucion estandar del bafio contenia (en
mM): 140 NaCl, 3 KCI, 1.3 MgCl,, 2.4 CaCl,, 10 HEPES, 10 glucosa,
(298m0Osm/Kg, pH 7.4 ajustado con NaOH). Las pipetas de registro (4-5 MQ
para registros de célula-completa convencional) fueron confeccionadas
empleando un estirador SUTTER P-87, con vidrio capilar de borosilicato
(GC150F-7.5, Harvard Apparatus Ltd, UK). Las pipetas fueron llenadas con
solucion intracelular que contenia (en mM): 105 gluconato de K*, 35 KCI, 8.8
NaCl, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 4 NaATP, 0.4 NaGTP, (300 mOsm/kg y pH 7.4,
ajustado con KOH). Las sefiales de corriente y voltaje fueron registradas con un
amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices). Los protocolos para los

registros de corriente y de voltaje y la adquisicion de datos fueron hechos con el
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software pClamp 10.3 (Molecular Devices). EI umbral térmico de las neuronas
sensibles al frio fue establecido previamente en todos los casos en condiciones
no invasivas mediante imagen de Ca*".

Para los experimentos electrofisiologicos, luego de la determinacion del
umbral de temperatura mediante imagen de Ca®', se paso a caracterizar la
corriente Ikp en las neuronas de los ganglios raquideos en mayor detalle, las
neuronas en cultivo fueron registradas en la configuracion de célula completa
bajo voltaje controlado, donde la corriente de mantenimiento fue de -50 mV, un
pulso hiperpolarizante a -120 mV fue aplicado antes de alcanzar el potencial de
membrana sub-umbral de -40 mV. La cuantificacién de la corriente se realiz6 un
segundo después de iniciado el pulso a -40m, como han descrito Madrid y
colaboradores (36). Para el registro de la corriente de frio, las células fueron
mantenidas a -60 mV, se hacia un descenso en la temperatura de 34 + 1°C a 20
+ 1°C; una vez alcanzados los 20°C, la temperatura era mantenida constante. La
diferencia entre la corriente de mantencibn a ambas temperaturas fue
considerada como la corriente sensible al frio (l#o). La corriente maxima
dependiente de TRPM8 se tomd como la corriente hacia el interior potenciada

por 100 uM de mentol a 20 °C (ltrio+mentol)-

6.6. Estimulacion de las neuronas sensoriales primarias en cultivo con
temperatura

Los cristales con las neuronas disociadas, fueron dispuestos en una
microcamara continuamente perfundida (~1 mL/min), con la solucion estandar de

bafio anteriormente descrita, a 34°C. La temperatura fue ajustada con un
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dispositivo Peltier refrigerado por agua, controlado por un dispositivo de
retroalimentacion y con su salida muy cerca al campo de la imagen. Las
neuronas sensibles al frio fueron identificadas mediante un descenso en la
temperatura hasta los 19°C, de una duracion aproximada de 40 segundos, a
partir de los 34°C. Este estimulo teérmico fue aplicado tanto en situacion control

como en presencia de diferentes agentes farmacolédgicos de interés.

6.7. Protocolo experimental para la estimulacion con diferentes agentes
farmacoldgicos

Se utilizé el protocolo de cambio de temperatura descrito anteriormente y de
manera simultanea se monitorizé la [Ca**] intracelular, identificando de esta
manera las neuronas sensibles al frio. Luego de la identificacion de las NsSF de
ambos grupos, se aplicé 4-aminopiridina (4-AP) 100 uM 6 a-DTx 500 nM, ambos
bloqueadores de los canales de potasio de interés, durante 90 segundos.
Posteriormente, se realizé un segundo descenso en la temperatura, con el fin de
observar el efecto sobre el umbral de respuesta a frio en las neuronas sensibles
a este estimulo, seguido de un lavado de 5 minutos. Luego de esto se aplico
mentol (activador del canal TRPM8) 100 uM durante 60 segundos, y se hizo un
tercer descenso en la temperatura, seguido de un lavado de 5 minutos.
Posteriormente se aplicé AITC (un activador del canal TRPAl) a una
concentracion de 100 uM durante 60 segundos, seguido de un lavado de 5
minutos. Luego se aplicé capsaicina (activador del canal TRPV1) 100 nM

durante 60 segundos seguido de un lavado. Por ultimo se aplicé estimulo de
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alto K™ (30mM KCI) para estimar el nimero total de neuronas funcionales en el

campo estudiado.
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7. RESULTADOS

7.1. La constriccion cronica del nervio ciatico (LCC) en ratones como
modelo de lesién axonal que genera hipersensibilidad al frio inocuo

En esta tesis se utilizd la constriccion crénica del nervio ciatico (LCC) como
modelo de dolor neuropatico (Figura 3A). Esta forma de lesion axonal periférica
genera hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo en respuesta al dafio axonal de
las neuronas sensoriales primarias. Este modelo ha sido ampliamente utilizado
para el estudio de cuadros de hipersensibilidad dolorosa al frio en roedores
(69;71;78). La Figura 3B muestra que los animales sometidos a LCC desarrollan
conductas nocifensivas, incluso a tiempos tan cortos como un dia después la
lesion, frente a la estimulacion con frio inocuo de acuerdo al ensayo de acetona
descrito en detalle en el apartado de Metodologia. EI 87.5% de los ratones
sometidos a LCC (21/24) mostraron respuestas de hipersensibilidad a la
estimulaciéon con frio inocuo, tales como lamido, aislamiento, 0 movimientos
repetitivos de la pata. Estas respuestas alcanzaron su valor maximo en el tercer
dia (p=0.003, prueba t) y se mantuvieron estables al menos por 14 dias, siendo
significativamente mayor que en los ratones control (Figura 3B). Los

experimentos que siguen fueron hechos al séptimo dia luego de la lesién axonal.
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Figura 3. Conducta nocifensiva en ratones lesionados en respuesta a la estimulacién con
frio inocuo mediante el modelo de constriccion crénica del nervio cidtico. A. Esquema que
representa el modelo de lesién constrictiva del nervio cidtico. B. Curso temporal de la respuesta
alodinica a la prueba de acetona en ratones control (n=24, linea y puntos negros) y lesionados
(n=24 linea y puntos rojos), descrita en métodos. Los asteriscos corresponden a una p=0.001
para el dia 1, p=0.001 para el dia 3, p=0.002 para el dia 7 y p=0.003 para el dia 14 (prueba t).

7.2. Las neuronas somatosensoriales primarias de animales lesionados
muestran mayor sensibilidad individual y poblacional al frio que las
neuronas de animales control

Con el fin de caracterizar la respuesta al frio de las neuronas sensoriales
primarias provenientes de animales control y lesionados, utilizamos la
metodologia de imagen de calcio. Utilizamos el indicador de Ca** Fura-2 en
cultivos primarios de neuronas provenientes de los ganglios raquideos (L3-L5),
ganglio sensoriales que retnen los somas de las neuronas somatosensoriales
primarias que proyectan en el nervio cidtico. La Figura 4A muestra una
respuesta al frio tipica de una neurona termorreceptora en cultivo de ganglios
raquideos control. El trazo superior muestra que la concentraciéon de Ca*

intracelular aumenta radpidamente ante el descenso en la temperatura del bafio
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(representado en el trazo inferior) y que se recupera a niveles basales luego de
unos segundos. La temperatura umbral promedio de las respuestas al frio de
los termorreceptores en cultivo de los animales control y LCC se muestra en la
Figura 4B. La temperatura umbral promedio de respuesta al frio en las NsSF del
grupo control fue de 28.2 £ 0.3°C (n= 112), mientras que el umbral medio de
respuesta al frio en las NsSF del grupo LCC fue de 30.6 £ 0.3°C (n= 119)
(p<0.001, prueba t). En la Figura 4C se representa el grafico acumulativo de la
poblacion activa de NsSF de acuerdo a intervalos de temperatura umbral, frente
a un descenso en la temperatura. La distribucion de la temperatura umbral de
las NsSF de animales con LCC muestra un desplazamiento significativo de
aproximadamente dos grados Celsius hacia temperaturas mas altas, comparada
con la distribucion de umbrales de las NsSF del grupo control. Adicionalmente,

se analizd la amplitud de las respuestas al frio en ambos grupos de NsSF,

) )

evaluadas por la diferencia entre la [Ca“"]i basal y la [Ca“"]; en el punto maximo
de las respuestas al frio. La respuesta maxima proporcional a la frecuencia de
disparo de la neurona termorreceptora (26). Las respuestas sobrepuestas de
112 NsSF de animales control y 119 de animales lesionados frente a un
descenso de la temperatura son mostradas en la Figura 4D. Encontramos que
la respuesta maxima en las NsSSF provenientes de animales lesionados es
mayor, con un valor de 306 + 19 nM (n=112) en las neuronas control y 436.88 +
18 nM (n=119) respecto de las neuronas provenientes de animales control

(p<0.05, prueba t) (Figura 4E). Estos resultados sugieren que, a nivel individual,

las NsSF provenientes de animales sometidos a LCC presentan un incremento
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en la concentracién de Ca®' intracelular mayor en respuesta a frio que las
neuronas control, debido a una mayor frecuencia de disparo de potenciales de
accién que activan canales de Ca** dependientes de voltaje (26). Para evaluar
posibles cambios en la fraccion de NsSF presentes en los cultivos de neuronas
somatosensoriales provenientes de los dos grupos experimentales, se cuantificd
el nimero de NsSF respecto al nUmero total de neuronas analizadas por imagen
de calcio. La Figura 4F (panel superior), muestra que existe un aumento
significativo en el porcentaje de NsSF en el grupo LCC comparado con los
animales control (8.1%, n=112 de 1385 neuronas control, versus 11.4%, n=119
de 1044 neuronas LCC; p<0.05, prueba X?). Las NsSF presentan un amplio
rango de umbrales de activacion frente a un descenso en la temperatura, tanto
in vivo como in vitro, y pueden ser clasificadas operacionalmente en NsSF de
bajo y alto umbral (36;79). En este trabajo se clasificaron como NsSF de bajo
umbral (NsSF-BU) a aquellas neuronas cuyo umbral de activacion fue igual o
mayor a 26.5°C. La Figura 4F (panel inferior) muestra que en los animales
control las NsSF-BU representaron el 74.1% (n= 83) del total de la poblacion de
NsSF (umbral medio= 29.5 = 0.2°C). El resto de ellas (25.9%, n=29)
corresponden a NsSF de alto umbral (NsSF-AU), con un umbral medio de
respuesta de 24.0 + 0.3°C. Por su parte, en los animales con LCC, el 90.7%
(n=108) de las NsSF (p<0.05, prueba X?) corresponden a NsSF-BU, con un
umbral medio de 31.1 + 0.2°C, mientras que soélo el 9.3% (n=11) fueron NsSF-
AU, con un umbral medio de 24.9 £+ 0.5°C (Figura 4F), evidenciando un aumento

importante de las neuronas sensibles al frio de bajo umbral en los ratones LCC.
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En su conjunto, estos resultados sugieren que los mecanismos periféricos de
hipersensibilidad dolorosa al frio en los animales LCC no incluyen sdélo una
mayor sensibilidad individual a los descensos en la temperatura, reflejado en el
desplazamiento del umbral hacia temperaturas mas altas, sino también un
aumento en la poblacion total de NsSF a partir de NsSF-AU. Una subpoblacion
de estas NsSF-AU, que sefializan frio intenso y doloroso, se transformarian en

neuronas de bajo umbral sensibles a frio en el rango inocuo.
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Figura 4. Sensibilidad al frio en las neuronas sensoriales primarias control y lesionadas.
A. Respuesta ratiométrica de la [Ca®']i en respuesta a enfriamiento (panel central) en una NsSF
control, registrada simultaneamente con la temperatura del bafio (panel inferior). En el panel
superior se muestra la imagen de transmision (a;, en b y ¢ se muestran las imagenes en
pseudocolor de la respuesta ratiométrica de la [Ca”’]i que corresponden con b y ¢ en el panel
central. B. Grafica de barras que representa el umbral medio de la respuesta al frio obtenido
mediante imagen de Ca** en las neuronas raquideas en cultivo, control (barra negra) lesionadas
(barra roja) Se indica el nimero total de neuronas en cada condicion. (p<0.001, prueba t). C.
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Distribucién acumulativa del umbral de temperatura de las neuronas sensibles al frio activadas
durante un descenso en la temperatura. En linea y puntos negros el grupo conrol (n=112), en
linea y puntos rojos el grupo lesionado (n=119). D. Respuesta media ratiométrica de la [Ca2+]i
(arriba) durante un descenso en la temperatura (abajo) en 112 NsSF control (panel izquierdo,
negro) y en 119 NsSF lesionadas (panel derecho, rojo). F Gréafica de barras que representa la
magnitud promedio de la respuesta inducida por frio en el grupo control (barra negra, n=112) y el
grupo lesionado (barra roja, n=119), (p<0.05, prueba t). H. Gréfica circular de distribucion de la
poblacion de las NsSF provenientes de animales control (izquierda) y lesionados (derecha).
NSF-AU indica neuronas sensibles al frio de alto umbral, NSF-BU indica neuronas sensibles a
frio de bajo umbral. NIF corresponde a neuronas insensibles a frio.

7.3. El umbral de las respuestas de frio de las NsSF lesionadas no se
modifica al bloquear la corriente de freno Ixp

Se ha reportado que el umbral de temperatura de las neuronas sensibles al frio
es determinado en gran medida por actividad de la corriente de potasio Ikp (36).
Esta corriente, de activacion rapida e inactivacion lenta, sensible a 4-
Aminopiridina (4-AP), actia como freno de la excitabilidad en las neuronas
sensoriales primarias (36;76). Con el fin de determinar la contribucion de la
corriente Ikp en la determinacion del umbral de respuesta al frio en las NsSF
raquideas control y lesionadas, se evalu6 el efecto de la aplicacion de 4-AP y a-
Dendrotoxina (a-DTx), ambos bloqueadores de la corriente Ixp (36;76). En la
Figura 5A, se muestra un registro representativo del efecto de la supresion
farmacolégica de la corriente de freno Ixp por 4-AP sobre la respuesta a un
estimulo de frio, en una neurona sensible a frio del grupo control. En presencia
de 4-AP, el umbral de la respuesta al frio se desplaza mas de dos grados hacia
temperaturas mas altas (Figura 5A). Este desplazamiento del umbral hacia
temperaturas mas altas en respuesta a 4-AP, no fue observado en NsSF del
grupo lesionado, tal como se muestra en la Figura 5B. Los umbrales de

activacion de las NsSF del grupo control fueron desplazados hacia temperaturas
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mas altas en el 83.3% de las células (20/24), en presencia del bloqueador de la
corriente Ixp (Figura 5C). Sélo en una de las 24 neuronas, 4-AP desplazo el
umbral de respuesta a frio hacia temperaturas mas bajas (Figura 5C). En las
NsSF del grupo control, el umbral promedio de respuesta al frio fue de 27.2 +
1.3°C (n=24). En presencia del bloqueador de la corriente de freno, su umbral
medio de activacion fue desplazado hacia temperaturas mas altas (29.5 £+ 0.5°C)
(p= 0.007, prueba t pareada) (Figura 5E). En 25 NsSF del grupo lesionado
estudiadas en las mismas condiciones, el umbral promedio de activacion se
mantuvo practicamente inalterado luego de la aplicacion de 4-AP, mostrando
incluso una tendencia a desplazar el umbral hacia temperaturas mas bajas, la
cual sin embargo no fue estadisticamente significativa (30.5 + 0.5°C contra 29.4
+ 0.7°C; p= 0.678, prueba t pareada) (Figura 5D y E). Sdlo en el 16% de las
NsSF (4/25), la 4-AP desplaz6 el umbral de respuesta al frio hacia temperaturas
mas altas, mientras que el 64% de las NsSF (16/25) no presentaron cambios en
el umbral, y en el 20% de las NsSF (5/25) su umbral de respuesta a frio fue
desplazado a temperaturas mas bajas (Figura 5D).

Resultados similares fueron obtenidos utilizando a-DTx (Figura 5F),
donde el umbral medio de respuesta a frio en las NsSF del grupo control fue
26.1 £ 1.1°C (n= 11), y en presencia de a-DTx fue de 29.5 + 1.0°C (p=0.03,
prueba t pareada), mientras que en las NsSF lesionadas, el umbral medio de
respuesta al frio fue de 27.5 + 1.4°C (n= 9) y en presencia de a-DTx fue de 26.6
+ 1.5°C (p= 0.69, prueba t pareada). La ausencia de desplazamiento del umbral

por 4-AP o a-DTX en las neuronas lesionadas sugiere que la corriente Ixp esta
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fuertemente disminuida en este grupo de neuronas, lo que podria dar cuenta de
la hipersensibilidad térmica observada respecto de las neuronas control.

En su conjunto, estos resultados son consistentes con la idea que el
aumento en la sensibilidad térmica de los animales LCC estd ligado a una
reduccion de la expresion funcional de la corriente sensible a 4-AP y a-DTx (lkp)

en respuesta al dafio axonal.
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Figura 5. Efecto de la supresién farmacoldgica de la corriente Ixp sobre el umbral térmico
de la respuesta al frio en NsSF control y lesionadas. A. Respuesta ratiométrica de la [Ca®"]i
en una NsSF control durante dos descensos consecutivos en la temperatura, el primero con
solucién control y el segundo en presencia de 100 uM de 4-Aminopiridina. En esta neurona el
umbral de respuesta a frio fue desplazado hacia temperaturas mas altas, de 27.5 a 29.8°C
(puntas de flecha negras). B. Respuesta ratiométrica de la [Ca*]i de una NsSF del grupo
lesionado durante dos descensos consecutivos en la temperatura, el primero con solucién control
y el segundo en presencia de 100 uM de 4-AP. En esta neurona el umbral de respuesta a frio no
fue afectado por la aplicacién del bloqueador (30.2 contra 301°C, puntas de flecha negras). C.
Efecto individual de 100 uM de 4-AP en el umbral de temperatura para 24 NsSF del grupo
control. D. Efecto individual de 100 pM de 4-AP en el umbral de temperatura para 25 NsSF del
grupo lesionado. E. Gréfica de barras que representa el umbral medio de respuesta al frio en
NsSF control (barra negra), control + 4-AP (barra achurada negra), lesionadas (barra roja) y
lesionada + 4-AP (barra achurada roja). Notese que el umbral medio de temperatura de
respuesta a frio en las NsSF del grupo lesionado no es afectado por la presencia del inhibidor de
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la corriente lxp. F. Gréafica de barras resumen del umbral medio de respuesta al frio en NsSF
control (barra negra), control + a-DTx (barra achurada negra), lesionadas (barra roja) y lesionada
+ a-DTx (barra achurada roja). N6tese que el umbral medio de temperatura de respuesta a frio
en las NsSF del grupo lesionado no es afectado por la inhibicién de la corriente Ixp por la toxina.

7.4. La fraccion de neuronas insensibles al frio que son transformadas en
neuronas sensibles al frio por supresion de la corriente Ixp estd reducida
en neuronas provenientes de animales lesionados

Se ha reportado que la supresion farmacoldgica de la corriente Ixp induce
sensibilidad al frio en una subpoblacibn de neuronas somatosensoriales
primarias insensibles al frio (76). Si efectivamente la corriente Ixp esta
disminuida en las neuronas sensibles a frio en respuesta al dafio axonal, es
razonable suponer que el fendmeno de reclutamiento de neuronas insensibles
gue se vuelven sensibles a frio por el bloqueo de la corriente de freno sera
menos frecuente en los cultivos de neuronas lesionadas. Nuestros resultados
muestran que, efectivamente, en cultivos de neuronas control, la supresion de la
lkp por 4-AP indujo el reclutamiento de una subpoblaciéon de NsIF que se
transformaron en sensibles al frio (Figura 6). En la Figura 6A se muestra un
trazo representativo de una NIF control, la cual se transforma en una neurona
sensible al frio frente a un segundo descenso de la temperatura en presencia de
4-AP. El aumento en la [Ca®]; en respuesta a frio en estas células es también el
resultado del disparo de potenciales de accion de la neurona transformada,
como se confirmd por registros de patch clamp en la modalidad de célula
completa y corriente controlada (Figura 6B). La Figura 6B muestra el registro de
potencial de membrana de una neurona que inicialmente era insensible a frio y

gue luego de la aplicacion de la supresion de la corriente de freno Ixp respondio
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a un segundo descenso en la temperatura con un tren de potenciales de accion.
La Figura 6C muestra que el fendmeno de reclutamiento descrito anteriormente,
esta menos representado en cultivos de neuronas lesionadas. En cultivos
control, el 7.9% (21/266) de las NsIF, respondieron a un estimulo de frio luego
de 4-AP. En cambio, en los cultivos de neuronas lesionadas, la aplicacion de
100 uM de 4-AP sélo transforma el 2.5% de las NsIF (3/120) en neuronas
sensibles al frio (Figura 6C) (p<0.05). En el grupo control, la amplitud media de
las respuestas obtenidas durante la estimulacion con frio previa a la aplicacion
de 4-AP fue de -11 + 17 nM, mientras que la respuesta inducida por frio en
presencia de 4-AP fue de 101 + 10 nM (n= 21) (p< 0.001, prueba t pareada)
(Figura 6D panel izquierdo). El umbral medio de respuesta a frio de las NsIF
que se transforman en sensibles al frio es de 24.4 + 0.5 °C. En el grupo LCC, la
amplitud media de las respuestas al frio previo a la aplicacion de 4-AP fue de -18
+ 23 nM, mientras que la respuesta inducida por frio en presencia de 4-AP fue
de 194 + 23 nM (n= 5) (p< 0.005, prueba t pareada) (Figura 6D panel derecho).
El umbral promedio de respuesta al frio de las neuronas LCC insensibles a frio
gue se transforman en sensibles fue de 24.6 =+ 1.2°C. Resultados similares
fueron obtenidos al suprimir la Ixp con 500 nM de a-DTx, otro bloqueador
especifico de la corriente Ixp en neuronas sensoriales primarias (36). La Figura
6E muestra como la perfusion con a-DTx recluta neuronas insensibles al frio de
forma analoga a la que lo hace la 4-AP.

En conjunto, estos resultados son consistentes con la idea que la

corriente Ikp estaria disminuida en las neuronas sensoriales primarias
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provenientes de animales lesionados. Asi, neuronas insensibles a frio de otras
modalidades sensoriales que se hacen sensibles a frio por la reduccion de la
corriente de freno, podria contribuir a la hipersensibilidad sensibilidad dolorosa al

frio inocuo observada en animales lesionados.
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Figura 6. Modulacion térmica de las neuronas insensibles a frio por la supresidon de la
corriente de freno Ixp. A. Curso temporal de la elevacion de la [Ca2+]i en una NIF control
transformada en una NSF en respuesta a la supresién farmacolégica de la Ixp por 100 uM 4-AP.
B. Registro simultaneo del potencial de membrana (trazo superior) y temperatura del bafio (trazo
inferior) durante dos descensos consecutivos en la temperatura en una neurona en cultivo
control registrada bajo corriente controlada (I,oq= 0 pA), transformada en una NSF en presencian
de 4-AP. C. Grafica de distribucién de la poblacién total de neuronas sensoriales primarias, que
muestra el porcentaje de NsSF (azul), NsIF (blanco)y neuronas reclutadas por 4-AP en neuronas
control y lesionadas (achurado negro). Nétese la reduccién en la poblacién de NsSF-AU y
reclutadas por 4-AP en el grupo lesionado. D. Grafica de barras que muestra el valor medio de la
respuesta de ca” enla poblacién entera de las neuronas reclutadas por 4-AP en ratones del
grupo control (izquierda) y lesionado (derecha). E. Grafica de barras que muestra el valor medio
de la respuesta de ca”enla poblacién entera de las neuronas reclutadas por aDTx en ratones
del grupo control (izquierda) y lesionado (derecha).
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7.5. La densidad de la corriente Ixp esta reducida en las NsSF de animales
lesionados

Como se describi6 anteriormente, las NsSF provenientes de animales
lesionados presentan un umbral medio de respuesta al frio desplazado mas de
2°C hacia temperaturas mas altas. Este desplazamiento en el umbral es muy
similar al observado luego de la supresion farmacolégica de la corriente Ixp en
NsSF del grupo control, fenédmeno no observado en las NsSF lesionadas. Esto
sugiere que la corriente de freno Ixp podria estar disminuida luego del dafio
axonal. Para complementar los resultados obtenidos por experimentos de
imagen de calcio con un correlato electrofisiologico, se determind la densidad de
corriente Ixp directamente por la técnica de patch clamp en la modalidad de
célula completa en las NsSF de ambos grupos de neuronas, como se describe
en Métodos. La Figura 7A muestra dos registros representativos de corriente
obtenidos en dos NsSF, una proveniente del grupo control (panel izquierdo) y
una proveniente del grupo lesionado (panel derecho). Los trazos de corrientes
muestran el desarrollo de una corriente de salida cuando el potencial de
mantencion se lleva a -40 mV después de un pulso hiperpolarizante a -120 mV,
corriente que corresponde a la corriente de potasio tipo Ixp (36;76). La corriente
de entrada con cinética de activacion lenta activada por el prepulso
hiperpolarizante (requerido para remover la inactivacion de la corriente Ixp)
corresponde a la corriente Iy y que esta involucrada en dar forma a los patrones
de descarga de potenciales de accion de las neuronas sensibles al frio en el

sistema somatosensorial (80). Al normalizar la amplitud de la corriente Ixp por la
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capacidad de cada célula registrada, se determiné la densidad de corriente en
neuronas control y lesionadas. La Figura 7B muestra que la densidad promedio
de la corriente Ixp esta disminuida en las NsSF lesionadas respecto a las
neuronas del grupo control, al comparar neuronas con similar umbral de
activacion por frio de ambos grupos experimentales, 29.5 + 1.2 °C para las
neuronas control y 29.4 + 1.5 °C para las neuronas sensibles al frio lesionadas.
La densidad media de Ixp en las NSSF provenientes de animales control fue de
4.6 £ 1.2 pA/pF (n=22) y de 2.5 £ 0.4 pA/pF (n=20) en NsSSF de animales LCC
(p<0.05, prueba t).

El conjunto de estas evidencias, permiten sugerir que la expresion
funcional de los canales responsables de la corriente de freno Ixp esta reducida
en las NsSF provenientes de animales sometidos a LCC, lo que podria explicar
la aparicion de hipersensibilidad dolorosa al frio luego del dafio axonal en los

animales lesionados.
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Figura 7. Densidad de corriente Ixp en neuronas sensibles al frio control y lesionadas. A.
Registro de patch clamp en modalidad ce célula completa (voltaje controlado) de la corriente Ixp
en una NSF control (umbral 28.5°C, panel izquierdo) y de una NSF lesionada (umbral 28.7°C,
panel derecho). El voltaje de mantenimiento fue de -50 mV, y la corriente Ixp fue estimada un
segundo después de aplicar un pulso a -40 mV precedido de un prepulso a -120 mV. B. Gréfica
de barras que representa la densidad promedio de corriente Ixp en 22 NsSF del grupo control
(barra negra) y 20 NsSF del grupo lesionado (barra roja).
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7.6. La sensibilidad a agonistas quimicos de los canales TRPM8, TRPA1,

TRPV1 no se ve modificada en las NsSF de los animales LCC

Respecto al cambio en la sensibilidad al frio observado en las neuronas
lesionadas, éste puede involucrar la participacion de NsSF-AU que aumentan su
sensibilidad al frio, es decir, transformadas en NsSF-BU, y también el
reclutamiento de nociceptores polimodales de tipo-C transformados en NsSF
(37). Una subpoblacién de nociceptores polimodales expresa los canales
termosensibles TRPV1 y TRPAL, los que pueden ser usados como marcadores
moleculares de este subtipo de neuronas somatosensoriales primarias que
sefalizan dolor (81). Con el fin de caracterizar el fenotipo de las neuronas
sensibles al frio en cultivos de neuronas raquideas provenientes de animales
lesionados y control, se analizaron las respuestas de las NsSF de ambos grupos
a activadores de TRPM8 y de los canales termoTRP TRPA1 y TRPV1 (Figura
8A). Para estimar la fraccion de neuronas que expresan TRMP8, se estudiaron
las respuestas a la aplicacion de 100 uM mentol, agonista quimico de canales
TRPM8. La Figura 8B (panel izquierdo) muestra el total de neuronas que
respondieron a mentol en el grupo control. El 66.6% (20/30) de las NsSF del
grupo control respondieron sélo a la aplicacibn de mentol, mientras que en el
grupo lesionado la respuesta s6lo a mentol fue de 34.3% (11/32) (p>0.05, prueba
F). Por otro lado, para estimar la fraccibn de neuronas sensibles al frio que
expresan TRPAL, se analizaron las respuestas a la aplicacion de 100 uM AITC,
agonista de canales TRPA1l. La Figura 8B muestra que el 10% de las NsSF

control (3/30) y 21.8% (7/32) de las neuronas provenientes de animales LCC
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mostraron respuestas a mentol y AITC con aumentos en el calcio intracelular
(p>0.05, prueba F). Analogamente, con el fin de evaluar la poblacién de
neuronas que expresan TRPV1, se estudiaron las respuestas inducidas por 200
nM capsaicina, agonista especifico de este canal. La Figura 8B muestra que el
23.3% de las NsSF en el grupo control (7/30) respondieron a mentol y
capsaicina, mientras que el 37.5% (12/32) de las neuronas provenientes de
animales lesionados mostraron este fenotipo (p>0.05, prueba F). En el grupo
lesionado el 6.25% de las neuronas respondieron tanto a mentol como AITC y
capsaicina, conformando una subpoblacion de neuronas TRPMB8(+)
ITRPV1(+)/ITRPAL(+). Esta poblacion de neuronas no fue observada en el
grupo control (p >0.05, prueba F). Aungue se observaron leves diferencias en
las respuestas a activadores de los canales TRPM8, TRPA1, TRPVL1 entre las
NsSF lesionadas y las neuronas sensibles al frio del grupo control, las
diferencias no resultaron estadisticamente significativas. Estos resultados
sugieren que la lesion constrictiva del nervio ciatico no produce cambios
significativos en la expresion de los canales TRPM8, TRPAl y TRPV1 en las
neuronas sensoriales primarias sensibles al frio, y que el fenbmeno de
hipersensibilidad dolorosa al frio estaria relacionado en mayor parte con
cambios en la excitabilidad y umbral de respuesta al frio en estas neuronas, mas

gue con cambios en los niveles de expresion de los canales termoTRP.
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A Figura 8. Sensibilidad a

agonistas de canales
6007 4-AP  Mentol AITC KCI termoTRP en neuronas
sensoriales primarias
sensibles al frio control y
lesionadas. A. Protocolo de
registro por imagen de Ca*,
en una neurona sensorial
control sensible al frio en
cultivo, en presencia 4-AP
(inhibidor de la corriente Iyp),
de mentol 100 uM (agonista

Control 62;/00 de TRPM8), de AITC 100 uM

25355 . EEEEEE%EWP (agonista de TRPA1) y de
438°/n_TRPMBE+;/TRPA1E+;/TRPV1(+) capsaicina 200 nM (agonlSta

de TRPV1). Un pulso de KCI

37.5% (30mM) se aplicé al final del

1% , protocolo con el fin de
oork evaluar viabilidad celular en

21.88% el cultivo. La neurona en la

figura muestra sensibilidad a

4-AP, mentol y capsaina y no

responde a AITC. B. Grafico circular de la poblacion de neuronas de frio TRPM8(+) en blanco,

TRPMS8(+)/TRPAL(+) en gris, TRPM8(+)/TRPV1(+) en negro y TRPM8(+)/TRPAL(+)/TRPV1(+)

en rojo, tanto en condiciones control (n=30) (panel derecho) como lesionado (n=32) (panel
izquierdo).

7.7. No son necesarios cambios en la expresion funcional de canales
TRPM8 para el desarrollo de hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo en
respuesta alesion

Los canales TRPMS8 son los responsables de la principal corriente excitatoria en
respuesta al frio en las neuronas sensoriales primarias (18;44;82). Se han
reportado evidencias contrapuestas respecto a cambios en la expresion de
TRPMS8 y su relacion con el desarrollo y mantenimiento de la hipersensibilidad
dolorosa al frio inocuo luego del dafio nervioso periférico (23;67;69;71-73;83;84).
Para evaluar posibles cambios en la expresion de canales TRPM8 que podrian

contribuir a la hipersensibilidad térmica inducida por LCC, se determind la
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densidad de corriente TRPMS8 por la técnica de patch clamp en la modalidad de
célula completa en las NsSF de ambos grupos. La Figura 9A muestra un
registro representativo de corriente de una neurona sensorial primaria que ha
sido estimulada con pulso mantenido de frio y luego perfundida con 100 pM
mentol, para estimar la amplitud de la corriente maxima dependiente de canales
TRPMS8. Al normalizar la amplitud de las corrientes dependientes de frio y de
frio en presencia de mentol (corriente maxima dependiente de TRPM8) por la
capacidad de cada célula, se determind la densidad de corriente en neuronas
control y lesionadas con el mismo umbral de respuesta al frio (27.9 £ 0.6°C en
control versus 28.2 £ 0.6°C en las neuronas LCC) (p>0.05, prueba t). La Figura
9B muestra que la densidad de corriente TRPM8 en las NsSF provenientes de
animales lesionados es similar a la de las neuronas del grupo control. La
densidad de corriente de frio (lso) fue de -3.4 £ 1.2 pA/pF (n=18) mientras que
en las NsSF del grupo lesionado fue de -3.5 £ 0.6 pA/pF (n=17) (p=0.756,
prueba t) (panel izquierdo). La corriente en respuesta a frio mas mentol
(Ifrio+mentol) €N las NSSF control fue de 16.0 £ 3.0 pA/pF (n=18), frente a 15.3 + 4.6
pA/pF (n=17) en las NsSSF provenientes de animales lesionados (p=0.956,

prueba t) (Figura 9B) (panel derecho).
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Figura 9. Densidad de corriente TRPM8 en neuronas sensibles al frio control y lesionadas.
A. Registro simultaneo de la corriente de membrana (trazo superior) y la temperatura del bafio
(trazo inferior) durante un descenso de la temperatura desde 34°C hasta 20°C, en combinacion
con mentol. B. Grafica de barras que representa la densidad promedio de corriente Iy, Y €n Igrio

+ MenToL €n 21 NsSF del grupo control (barra negra) y 23 NsSF del grupo lesionado. (Van = -60
mV).

Estos resultados sugieren que no son necesarios cambios en los niveles de
expresion funcional de TRPM8 para el desarrollo de hipersensibilidad dolorosa al
frio inocuo en respuesta al dafio axonal. Estos resultados son acordes a los
obtenidos por imagen de Ca?*, ya que la sensibilidad a mentol tanto en neuronas

sensibles al frio control como lesionadas, no mostroé diferencias significativas.
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8. DISCUSION

En este trabajo de tesis, presentamos evidencia que soporta la idea que la
hipersensibilidad dolorosa al frio esta ligada a una reduccién en la expresion
funcional de la corriente de freno Ikp en las neuronas sensoriales primarias.
Estos datos proporcionan evidencias para un nuevo mecanismo molecular que
podria explicar la hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo que sigue al dafio
axonal en neuronas somatosensoriales primarias. Una representacion
esquematica de la sensibilidad térmica de las neuronas somatosensoriales

primarias antes y después del dafio axonal se muestra en la Figura 10.

Intacto Lesionado

203G 357G
oG oG
25°C . Dolor
- Receptor de frio &
o TRPMS |de alto umbral 35°C L YReceptor de frio ® Dolor
_Jf‘ | & o TRPMg | g8 alto umbral
i 7. KD o % +
155G z o &+
@ i o
15°¢ b E
®-
IG Receptor de frio
- TRPMS de bajo umbral EERY (" Receptor de fiio
)7 Eial > - de bajo umbral
N Eal® ® 4 |TRPMS .
B ~ 7 1 Frio >
= S gf- KD &
[ Neuronas 25°C = i &
Terminaciones X ) - _ “
nerviosas periféricas il sensoriales secundarias Teminaciones Neuronas
Neuronas nerviosas periféricas (o’ sensoriales secundarias
sensoriales primarias Neuronas
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Figura 10. Representaciéon esquemética de la sensibilidad térmica de las neuronas
somatosensoriales primarias sensibles al frio antes y después de la lesién. Luego del dafio
axonal, la reduccion en la expresiéon funcional de lxp produce un aumento en la sensibilidad al
frio en las neuronas de alto umbral que sefalizan disconfort por frio y frio doloroso. Estas
neuronas ahora tienen la capacidad de activarse en el rango de temperaturas correspondientes
al frio inocuo, gatillando la hipersensibilidad dolorosa al frio. Este modelo incluye la posibilidad
de que receptores polimodales normalmente activados por frio extremo a temperaturas que
causan dolor sean reclutados por la reduccion de la Ixp luego del proceso de lesion.
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8.1. La lesion cronica constrictiva del nervio ciatico (LCC) como modelo de
hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo

Como mencionamos anteriormente, la sensibilidad al frio puede verse alterada
producto de la lesion de las neuronas encargadas de la termotransduccion y
nocicepcion, trasformando la integracion de estimulos de frio inocuo a nivel
periférico en una sefial que luego es integrada como dolorosa a nivel central. En
nuestro trabajo, hemos utilizado el modelo de LCC y estudios de imagen de
calcio y patch clamp in vitro de las neuronas sensibles a frio de los ganglios
raquideos L3, L4 y L5 ipsilaterales a la lesién. Hemos usado el modelo de lesién
constrictiva cronica del nervio ciatico por tratarse de un modelo ampliamente
utilizado en el estudio del dolor neuropatico. Mdltiples autores en el campo
emplean este modelo para la induccién de cuadros de hipersensibilidad dolorosa
al frio inocuo (57;69;71;78;85;86). Este es un modelo que induce rapidamente
cuadros de hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo, como lo evidencian
nuestros resultados. Asi, incluso desde el primer dia, se observaron conductas
nocifensivas con aumento de los reflejos de retirada en respuesta a la prueba de
acetona. Este comportamiento nocifensivo alcanzé un maximo al tercer dia y se
mantuvo hasta al menos 14 dias luego de la lesion, proporcionandonos una
ventana amplia de tiempo para trabajar en la que elegimos el dia siete para
realizar los experimentos en todos los animales utilizados. Otra de las razones
para emplear este modelo de lesién es su alta eficiencia y reproducibilidad; el
87.5% de los ratones (21/24) presentaron conductas nocifensivas luego de la

lesion, confirmando que también en nuestras manos este modelo es altamente
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eficiente para la induccién del fenotipo sensorial alterado de interés. En general,
los resultados obtenidos con este modelo de lesion son similares tanto en su
magnitud como en su curso temporal a los observados en trabajos anteriores en
animales sometidos a este tipo de lesion (69;71;77), validando el uso de esta
aproximacion como modelo de lesiobn periférica con desarrollo de

hipersensibilidad al frio a utilizar en este trabajo de tesis.

8.2. La LCC produce un desplazamiento del umbral de temperatura hacia
temperaturas mas altas y un aumento en la poblacién de las neuronas
sensibles al frio de bajo umbral

La temperatura en la superficie de la piel (especificamente en la epidermis) en
humanos en condiciones normales oscila entre los 33 y 34°C (30). Ante
descensos bruscos de la temperatura en la epidermis hasta por ejemplo -5°C, el
cambio de la temperatura en la capa inmediatamente inferior (dermis), donde
estan localizadas buena parte de las terminales sensibles al frio, no es tan
marcado, alcanzando temperaturas que no descienden mas alla de los 23°C
(30). Incluso desde los 28°C en esta regidn de la piel, la sensacién evocada es
de frio doloroso (30). Esto no es un asunto trivial. Debido a los gradientes
térmicos a través de la piel y los poderosos reflejos termorreguladores que
controlan la irrigacion cutanea, incluso frente a un estimulo de frio extremo
(como el que resulta de la aplicacion de hielo sobre la piel), la temperatura en la
region intracutanea no descendera mas alla de unos pocos grados Celsius por
debajo de la temperatura normal (29;30). Como se mencioné en resultados, las

NsSF lesionadas presentaron un desplazamiento del umbral medio fue de
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~2.4°C hacia temperaturas mas altas, este desplazamiento indica que estas
neuronas lesionadas requieren descensos mucho menores de la temperatura en
la capa méas superficial de la piel para alcanzar su umbral de temperatura y
activarse. Este fendmeno de sensibilidad aumentada al frio en las neuronas
lesionadas, se suma al aumento en el porcentaje de neuronas sensibles al frio
inocuo, algunas de las cuales antes de la lesion eran de alto umbral y
sefalizaban frio intenso y doloroso. Esto abre la posibilidad de que luego del
dafio axonal los estimulos de frio en el rango inocuo sean detectados por estas
neuronas y sefialicen frio intenso e incluso doloroso. Basados en nuestros
resultados, podemos proponer que los procesos de lesién nerviosa periférica
producen entonces un desplazamiento en el umbral de temperatura asociado a
la conversion de neuronas de alto umbral que sefializan frio intenso y doloroso
en neuronas de bajo umbral que se activan ante descensos de la temperatura en
el rango inocuo. La combinacion de estos factores gatilla la integracion alterada
de los estimulos de frio en el rango inocuo, que podrian ser interpretados como
molestos e incluso dolorosos, desencadenando en cuadros de hipersensibilidad

dolorosa al frio inocuo.

8.3. Una disminucion en la expresion funcional de los canales
responsables de la corriente de freno Ikp se relaciona con la
hipersensibilidad al frio inocuo en respuesta a lesion

Como se mencion6 anteriormente, la evidencia actual muestra que varios
canales de potasio dependientes de potencial cambian sus patrones de

expresion funcional en respuesta al dafio axonal (60-62;62;63;74;75), incluyendo
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una reduccion importante de los niveles de expresion de canales Kvl1.1-1.4 (64).
Interesantemente, los ratones nulos para Kvl.1 muestran un disparo
permanente de potenciales de acciébn en los nervios motores mielinicos en
respuesta al frio (87). Sin embargo, la posibilidad de que estos canales i6nicos
puedan influir en la sensibilidad térmica de las neuronas termorreceptoras de frio
0 nociceptores sensibles al frio reclutados luego del dafio axonal no habia sido
estudiada en detalle, incluso no se les habia asociado con un cambio especifico
sobre un subgrupo funcional claramente definido de neuronas sensoriales
primarias. Partiendo de la base que los canales heteromultiméricos Kv1.1-1.2
corresponden a la entidad molecular responsable de la corriente de freno Ixp en
las neuronas sensibles al frio (36), nuestro razonamiento incluyo la idea que el
dafio axonal llevaria a una regulacion a la baja de los niveles de expresion de los
canales responsables de la Ixp en estas neuronas. Este fendmeno produciria un
efecto similar sobre la sensibilidad térmica dolorosa al observado por la
inhibicion farmacoldgica selectiva de la Ikp in vivo (36). En este contexto,
utilizamos en nuestro modelo experimental inhibidores de los canales de K" tipo
Shaker dependientes de voltaje Kvl.1 y 1.2, responsables de la corriente de
freno Ikp. Nuestro razonamiento fue que si las neuronas sensibles al frio
lesionadas tienen disminuida la Ikp, entonces el efecto de estos bloqueadores
debia estar disminuido en estas células, a diferencia de lo esperado para las
neuronas control. Asi, el desplazamiento del umbral medio de respuesta al frio
observado en NsSF del grupo control fue evidente al exponerlas a los

inhibidores de la corriente de freno, comportamiento previamente descrito en
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neuronas trigeminales y reportado por primera vez en neuronas raquideas en
esta tesis (36;76). Este fendmeno se vio fuertemente reducido en neuronas
provenientes de animales lesionados, sugiriendo que la expresién de los blancos
moleculares de los inhibidores de la corriente Ixp se encuentra fuertemente
reducida en animales sometidos a lesién crénica constrictiva del nervio citico.
El correlato electrofisiologico confirmd que en el grupo lesionado la densidad la
corriente de freno es menor a la observada en las neuronas control sensibles al
frio, apoyando idea que estas neuronas sufren cambios a nivel celular que

resultan en una regulacion a la baja de los canales de potasio Kvl.1y 1.2.

8.4. Los canales termosensibles de la superfamilia TRP vy la
hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo en respuesta a lesion

Aunque nuestros resultados apuntan a una disminucion de la corriente Ixp luego
de procesos de lesion axonal, nos preguntamos si la aparicién de los cuadros de
hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo estaba relacionada con un aumento en
la expresion funcional de TRPMS, la principal entidad molecular responsable de
la sensibilidad al frio en las neuronas somatosensoriales primarias y que ha sido
también involucrado en este fendbmeno de hipersensibilidad térmica postlesion.
Xing y colaboradores en 2007, utilizando el mismo modelo de estudio para la
hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo inducido por constriccion crénica del
nervio ciatico en ratas, encontraron que el dafio periférico resultaba en un
aumento significativo en el porcentaje de neuronas sensibles a mentol y frio, y
en una mejoria substancial de las respuestas de estas neuronas tanto a mentol

como al frio. Estos cambios ocurrieron en neuronas sensibles a capsaicina, una
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subpoblacion de neuronas tipo nociceptor polimodal (69). Lamentablemente los
autores no se extendieron en su estudio en puntos cruciales que pudieran hacer
inequivoca la interpretacion de sus resultados, tales como la descripcién de la
distribucion de las umbrales de temperatura de la poblacion de NsSF, o las
propiedades biofisicas activas o pasivas de la membrana, que permitieran
determinar si las neuronas que sobre expresan TRPM8 de hecho corresponden
a neuronas sensibles al frio de alto umbral que coexpresan TRPV1, o0 a
receptores polimodales como ellos concluyen en su estudio. En este trabajo, al
igual que lo que indican nuestros resultados, los aumentos del Ca?* intracelular
inducidos por frio en las neuronas lesionadas fueron mucho mayores que en
condiciones control, lo que los autores atribuyen al aumento en la expresion de
TRPMS8. Sin embargo, este hallazgo podria ser explicado por un aumento en la
frecuencia de disparo en las neuronas lesionadas, independiente de un cambio
en la expresion de TRPMS, y que presentaran el mismo umbral de disparo. Si
este fuera el caso, esto implicaria cambios substanciales en la expresion de
canales dependientes de voltaje que determinan la excitabilidad de las
neuronas, y podrian estar reflejando una importante reduccion en la capacidad
de freno de la corriente Ikp, como indican nuestros resultados. Nosotros no
encontramos diferencias en los niveles de expresion de los canales TRPMS8 en
experimentos electrofisiologicos ni por imagen de calcio. Es mas, nuestros
resultados sugieren que probablemente el dafio axonal induce una reduccion en
la densidad de corriente, en concordancia con los resultados de Heppenstall y

colaboradores (71). En este ultimo trabajo, los autores observaron que la LCC
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resulta en hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo, con una reduccion en la
densidad de corriente de TRPM8 y TRPAL, aunque nuevamente no ahondan en
otros posibles mecanismos moleculares que puedan explicar el fenomeno.
Nuestros resultados en este contexto podrian responder a las aparentes
contradicciones a la literatura respecto del papel de algunos canales termoTRP
en este fenomeno.

Por otro lado, el canal TRPAL, el principal sensor molecular de frio
nocivo y sustancias imitativas en el sistema somatosensorial, también ha sido
sindicado como con un papel relevante en la hipersensibilidad dolorosa al frio en
respuesta a lesion. Este canal colocaliza con TRPV1 en una subpoblacion de
nociceptores polimodales (37;43) y su expresion aumenta ante dafio neuronal o
produccién de mediadores proinflamatorios, gatillando una sensacion de dolor
guemante inducida por frio (37). Katsura y colaboradores estudiaron la
incidencia de la hipersensibilidad dolorosa al frio y los cambios en la expresion
de TRPAL1 y TRPM8 en neuronas provenientes de los ganglios raquideos L4-L5,
seguido de la ligacién del nervio espinal L5 (LNE) (38). Usando la LNE en ratas,
los autores observaron un aumento en la expresion de mRNA de TRPA1 en
neuronas trk-A positivas de mediano a pequefio diAmetro cercanas al nervio L4
no lesionado. La sobreexpresion de TRPA1l en este modelo estaba
directamente relacionada con el desarrollo y mantenimiento de la
hipersensibilidad al frio, sin cambios en la expresion tanto del RNAm de TRPMS,
como en la proteina a nivel de L4. Interesantemente, la expresion tanto de

TRPM8 como de TRPAL estaba reducida en el ganglio raquideo lesionado (L5).
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La administracion intratecal del oligonucleétido antisentido de TRPAL, pero no
de TRPMS8, suprimio la hiperalgesia al frio inducida por LNE a nivel de L5,
sugieriendo una importante contribucion de TRPAL, pero no de TRPMS, en la
hipersensibilidad al frio en este modelo de dolor neuropéatico (38). En otro
estudio, la inhibicion farmacolégica de TRPAL en una subpoblacién de neuronas
sensoriales primarias reverso la hipersensibilidad dolorosa al frio causada por la
inflamacion y el dafio nervioso periférico (37). Frederick y colaboradores,
emplearon un ensayo de proteccion de ribonucleasa mdltiple que permitio la
cuantificacion de los mensajeros de diferentes proteinas simultdneamente, para
determinar los niveles de expresion de mdultiples canales TRP en ganglios
raquideos de ratén luego del dafio neuronal periférico inducido por la
constriccion cronica unilateral del nervio ciatico. EI RNAm de TRPAL, TRPV2 y
TRPM8 mostraron un leve aumento luego de la lesion periférica del nervio (67).
Interesantemente, en humanos la hipersensibilidad al frio inducida luego del
dafio axonal periférico no parece estar relacionada con alteraciones en los
niveles de expresion de los canales i6nicos TRPM8 &6 de TRPAl (73),
demostrando que el incremento en el porcentaje de neuronas que expresan un
Unico canal termosensible al frio no es suficiente para explicar el fendbmeno
detrds de la hipersensibilidad dolorosa al frio inocuo. Como mencionamos
anteriormente, en nuestras condiciones experimentales, nuestros resultados no
evidenciaron cambios en la densidad de corriente dependiente de TRPM8 ni en
la respuesta medida por imagen de Ca®* de las neuronas sensibles al frio a los

activadores especificos para TRPALl y TRPV1 en ambos grupos. Sin embargo,
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el numero de células utilizado en nuestro trabajo para estudiar por imagen de
calcio la respuesta a activadores de canales termoTRP en las neuronas de frio
es relativamente bajo y son necesarios mas experimentos para dirimir con

claridad este punto.

9. CONCLUSION

En resumen, nuestros resultados apoyan la idea que la hipersensibilidad
dolorosa al frio es una propiedad resultante de un desbalance en la expresion de
los canales iénicos presentes en la terminal axonal, donde los canales Kv1.1-1.2
sufren una regulacion a la baja que puede ser independiente de las
modificaciones en la expresion funcional de TRPM8, responsable de la corriente
despolarizante en respuesta a frio. En este trabajo de tesis, se presentan
evidencias que apoyan la idea que la hipersensibilidad dolorosa al frio esta
ligada a una reduccién en la expresion funcional de la corriente de freno Ixp en
las neuronas de frio de alto umbral y en una subpoblacién de neuronas de frio
de otras modalidades sensoriales que se transforman en sensibles a frio inocuo
por reduccién de la corriente de freno, proporcionando un mecanismo molecular
qgue podria explicar el desarrollo de esta alteracion sensorial luego del dafio

axonal periférico.
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