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1 Resumen

El dolor en la region de la boca, cara y parte de la cabeza, también conocido
como dolor orofacial, codificado y conducido por las neuronas trigeminales, constituye
un fenémeno sensorial complejo asociado a varias patologfas tales como neuralgias
del trigeémino, migrafias y dolor dental. En el contexto del dolor inflamatorio, el factor de
necrosis tumoral o (TNF-), una importante citoquina pro-inflamatoria, juega un papel
fundamental en este proceso. Las neuronas frigeminales expresan receptores para
TNF-ay responden a esta citoquina sensibilizando los nociceptores, sin embargo el
mecanismo aln no esta totalmente dilucidado. Por esta razén, nuestro grupo ha
generado un raton fransgénico condicional {cTg) el cual sobreexpresa TNF-o
especificamente en tejido nociceptivo. Por otro lado, anteriores estudios de nuestro
laboratorio han establecido que la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) y su
activador p35 cumplen un papel relevante en las vias de sefalizacion del dolor, e
interesantemente la actividad quinasa de Cdk5 es regulada por TNF-ainn vitro. El
objetivo de este Seminario de Titulo consiste en la caracterizacién genotipica y
fenotipica y en la validacion de este modelo animal a través de la confirmacién de la
sobreexpresion de TNF-o, evaluando su impacto en la homeostasis inmune local y
sistémica para, en estudios posteriores, caracterizar la regulacién in vivo de Cdk5
mediada por TNF-a ¥ su implicancia en el dolor facial. Para esto, ratones transgénicos
que expresan GFP flanqueado por sitios loxP seguido por la secuencia de TNF-« bajo
el promotor de B-actina fueron cruzados con ratones transgénicos que expresan la
recombinasa Cre bajo el promotor de SNS, especifico de neuronas nociceptivas. Los

ratones cTg y controles fueron genotipados a partir de DNA genémico con partidores




especificos para GFP y Cre mediante PCR. El peso corporal de los animales fue
medido durante 3 meses sin encontrarse diferencias entre ratones cTg y controles. Se
determinaron los niveles de TNF-o y de varios mediadores inflamatorios mediante RT-
PCR y ELISA, a partir de ganglios trigeminales (TG) y de cerebro a 1 y 3 meses de
edad. Los niveles de mRNA y de proteina de TNF-u fueron mayores a 1 y 3 meses de
edad en los TG de los ratones ¢Tg comparados con ratones controles. Asimismo, el
nivel de los mRNA de IL-6 y MCP-1, moduladores inflamatorios relevantes en dolor,
aumentaron en los TG de los ratones cTg, mientras que no hubo cambio en tejido
cerebral. Ademas, se evaluaron los niveles de Cdk5 y p35 mediante RT-PCR y
Western blot. Los niveles de mRNA de p35 no cambiaron en los ratones cTg, sin
embargo la expresion proteica de p35 muestra una tendencia al alza a 1 y 3 meses de
edad en ratones cTg comparados con ratones controles. Por su parte, los niveles de
mRNA y proteinas de Cdk5 no cambiaron en estos animales. Paralelamente, se evalud
el perfil inflamatorio sistémico a partir de suero sanguineo por medio de ELISA y
Cytometric Bead Array (CBA). Aunque los niveles proteicos de TNF- fueron mayores
en los ratones ¢Tg comparados con los controles a los 3 meses de edad, esta
concentracion esta dentro de un rango fisiologico. Ademas, la sobreexpresion de TNF-
a no cambia la concentracion de seis mediadores inflamatorios criticos a nivel
sistemico en ratones cTg comparade con los controles medido por CBA, sugiriendo
que la homeostasis sistémica no fue alterada. En conclusién, la caracterizacién de los
ratones ¢Tg realizada en este Seminario de Titulo valida nuestro nuevo modelo murino
para el estudio de las interacciones neuro-inmunes relacionadas con el fenémeno del

dolor u ofros fenémenos de interés gatillados por TNF-« en el tejido nociceptivo.




2 Abstract

Pain in the mouth, face and part of the head, also known as orofacial pain,
encoded and transmitted by trigeminal neurons, is a complex sensory phenomenon
linked to several pathologies like frigeminal neuralgias, migraines and tooth pain. In the
context of inflammatory pain, tumor necrosis factor o« (TNF-o), an important
proinflammatory cytokine, plays a key role during this process. Trigeminal neurons
express TNF-u receptors and respond fo TNF-a sensitizing the nociceptors, however
the mechanism is not fully elucidated. For this reason, our group has generated a
conditional transgenic mouse (cTg), which overexpresses TNF-o specifically in
nociceptive tissues. On other hand, previous works from our group have established
that cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5) and its activator p35 play a relevant role in pain
signaling, and interestingly, TNF-o regulates Cdk5 kinase activity in vitroe. The aim of
this Degree Seminar consists in the genotypic and phenotypic characterization and
validation of this mouse model! through the confirmation of TNF-« overexpression in the
trigeminal ganglia (TG), assessing its impact in the local and systemic immune
homeostasis in order to characterize, in future studies, the in vivo TNF-o-mediated
regulation of Cdk5 in the orofacial pain. For this purpose, transgenic mice that express
floxed GFP sequence followed by the TNF-« sequence under the B-actin promoter were
crossed with transgenic mice that express Cre recombinase under the SNS promoter,
specific for nociceptive neurons. The cTg and control mice were genotyped by PCR
using genomic DNA and specific primers for GFP and Cre sequences. The body weight
of animals was measured for 3 months without finding any differences between ¢Tg and

control mice. The expression levels of TNF-a and several inflammatory mediators were




measured by RT-PCR and ELISA from TG and brains at 1 and 3 months-old mice. The
mRNA and protein levels of TNF-o were increased at 1 and 3 months-old on cTg mice
as compared to confrols mice. Also, mRNA levels of IL-8 and MCP-1, relevant
inflammatory mediators in pain, were increased in the TG of cTg mice, while there was
no changes in the brain tissues of these mice. Moreover, Cdk5 and p35 levels were
measured by RT-PCR and Western blot. The mRNA levels of p35 did not change in
cTg, however, its protein levels shown a clear upward trend in cTg mice at 1 and 3
months-old. On the other hand, mRNA and protein levels of Cdk5 did not change in
cTg. At the same time, the systemic inflammatory profile was assessed from blood
serum by ELISA and Cytometric Bead Array (CBA). Although the TNF-« protein levels
were increased in ¢Tg mice compared to control mice at 3 months old, its concentration
was within a physiological range. Moreover, TNF-a overexpression do not change the
concentration of six critical systemic inflammatory mediators measured in ¢Tg and
control mice by CBA suggesting that systemic immune homeostasis was not altered. In
conclusion, the characterization of cTg mice done in this Degree Seminar validates this
new mouse model for the research of neuro-immune interactions related to the study of

pain or in another interesting TNF-a-driven phenomena in nociceptive tissue.




3 Introduccién

En el presente Seminario de Tltulo se caracterizé genética y fenotipicamente un
modelo murino de sobreexpresion del factor de necrosis tumoral o (TNF-c) en la regién
orofacial, especificamente en neuronas nociceptivas, las cuales estan encargadas de
censar y transmitir los estfmulos nocivos hacia el sistema nervioso central. El fin dltimo
de la linea de investigacion en la que se enmarca este Seminario de Titulo, es el
estudio de la regulacion mediada por TNF-a de la actividad de la quinasa dependiente
de ciclina 5 (Cdk5) y su funcién en las vias de sefalizacion del dolor facial. Para
abordar esta tematica, es necesario entender el fendmeno biolégico del dolor, la

arquitectura celular del tejido nociceptive y la importancia de su estudio.

3.1 El dolor como fenémeno biolégico

El fenémeno del dolor se considera como una sensacién de malestar debido a
una situacion fisicamente peligrosa y/o sufrimiento sicolégico (International Association
for the Study of Pain, IASP, 2012). Por lo tanto, constituye un fenémeno complejo con
una componente tanto sensorial, dada por el funcionamiento del sistema nervioso y
otros tejidos, como por una componente sicolégica, dada por la experiencia y el estado
mental del individuo. Se piensa que la funcitn evolutiva del dolor corresponderfa a un
mecanismos de proteccién frente a algin estimulo nocivo (Scholz y Woolf 2002).
Ademas de la funcién protectora, también tiene una funcién reparadora al sensibilizar
tejidos ya dafiados, disminuyendo asf{ su exposicién frente a nuevos estimulos
perjudiciales (Woolf 2010). La prevalencia del dolor varia segtin el pais y el tipo de

estudio, pero se estima que entre el 12 y el 80% de la poblacién aduita mundial ha




experimentado algun tipo de dolor crénico en algin momento de su vida (Abu-Saad
Huijer 2010). Ademés, el dolor esta asociado a varias patologfas de alta prevalencia a
nivel mundial, como el céncer, la diabetes y las enfermedades coronarias {(Kuner
2010). Ademas, en determinados casos la sensacién dolorosa puede ser alterada
generando hiperalgesia (una sensacién aumentada de dolor frente a estimulos
nocivos); hipoalgesia (una sensacién disminuida de dolor frente a estfmulos nocivos); o
alodinia (una sensacién de dolor provocada por estimulos que no son nocivos)

(www.IASP-pain.org).

A nivel fisiologico, el primer evento durante el fenémeno doloroso es levado a
cabo por las neuronas nociceptivas especializadas del sistema nervioso periférico, las
cuales expresan distintos tipos de receptores y canales i6nicos, modulados por
estimulos mecanicos, quimicos, térmicos o por combinaciones de estos, denominados
nociceptores, los cuales transducen estos estimulos permitiendo la despolarizacion
neuronal (Scholz y Woolf 2002) (Figura 1). En general, estas neuronas se caracterizan
por poseer un alto umbral de respuesta frente a estos estimulos, gatillando un potencial
de accidn en caso de eventos nocivos potencialmente peligrosos (Basbaum y col.

2009).
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Figura 1. Esquema de neuronas nociceptivas y algunos canales i6nicos responsables de la
transduccién nociceptiva. Los canales iénicos (en morado) de las neuronas nociceptivas (en verde)
pueden responder cuando censan estimulos caléricos (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TREK-1), quimicos
(TRPV1, ASIC, DRASIC), fisicos (MDEG, DRASIC, TREK-1) o bajas temperaturas (TRPMS),
transformandolos en un potencial de accién que viaja por la neurona nociceptiva hasta la médula espinal y
posteriormente a los centros superiores del cerebro. DRG: ganglio de la raiz dorsal. Modificado de (Scholz

y Woolf 2002).

La poblacion de neuronas nociceptivas es heterogénea en cuanto a tamafos
celulares y a los canales que expresan en sus terminales nerviosos, lo que otorga
distintas propiedades electrofisioldgicas y especificidad frente a determinados tipos de
estimulos (Scholz y Woolf 2002; Basbaum y col. 2009; Hendrich y col. 2012). Sin
embargo, la morfologia de las neuronas nociceptivas es comun para todas ellas y se

denomina pseudounipolar, consistente en un axén que emerge desde el cuerpo celular




y que, posteriormente, se bifurca generando dos terminales axonales a partir de un
solo axon. Uno de ellos se establece como terminal libre en la periferia, ya sea
subcutanea o visceralmente, y el otro terminal establece una sinapsis en el asta dorsal
de la médula espinal o en el tallo encefalico con las denominadas neuronas de

segundo orden (Mantyh 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la morfologia pseudounipolar de las neuronas nociceptivas y las células
adyacentes. En la periferia, rodeando los somas neuronales se encuentran células satelitales gliales.
Rodeando los axones hay células de Schwann mielinizantes y no mielinizantes dependiendo del tipo de
neurona. Células del sistema inmune también se encuentran en las cercanias tanto de los somas como de
los axones. En el asta dorsal de la médula espinal ocurre la primera sinapsis de los nociceptores con
neuronas de segundo orden que transmiten el impulso nervioso hasta los centros superiores del cerebro.

Modificado de (Mantyh 2006).




Los cuerpos neuronales de las neuronas nociceptivas se agrupan en tejidos
denominados ganglios nerviosos, los cuales estan envueltos en tejido conectivo (Kidd y
Urban 2001; Basbaum y col. 2009). Segun su disposicién anatémica y las regiones
corporales que son inervadas por sus neuronas nociceptivas, podemos discriminar
entre dos tipos de ganglios nerviosos: los ganglios trigeminales (TG, por las siglas en
inglés de trigeminal ganglia), encargados de censar y transmitir los estimulos recibidos
en la region de la cara y parte de la cabeza (Figura 3); y los ganglios de la raiz dorsal
(DRG, por las siglas en inglés de dorsal root ganglia), encargados de censar y

transmitir los estimulos recibidos en las regiones del torso, visceras y extremidades.
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Figura 3. Dermatoma y esquema de la disposicién anatémica de los ganglios trigeminales murinos.
Los TG (Solo se dibuja un ganglio encerrado en rojo para simplificar el esquema), se encuentran ubicados
uno a la izquierda y otro a la derecha de la parte baja de la béveda craneal de donde se proyectan nervios
hacia la cara y parte de la cabeza. En el esquema se presenta un dermatoma (superficies de piel
inervadas por un tejido nervioso) de los TG donde se sefalan las zonas V1 (dermatoma morado), V2
(dermatoma beige) y V3 (dermatoma azul), correspondientes a las ramas oftalmica, maxilar y mandibular
del ganglio trigémino, respectivamente. Las agrupaciones de los somas neuronales dentro del ganglio
trigémino cuyos axones dan origen a las distintas ramas reciben la misma denominacién de V1, V2 y V3.
Modificado de recurso online http://picsbox.biz/key/rat%20trigeminal%20ganglion#, visitado el 6 de

Diciembre de 2013.




El presente Seminario de Tltulo estd enfocado en la caracterizacién de un
nuevo modelo animal para el estudio del dolor inflamatorio en la region orofacial, El
dolor orofacial esta asociado a varias patologias, tales como los dolores de cabezas,
migrafias, neuralgias, dolor dental, malestares temporal-mandibulares, dolor neoplasico
y dolor idiopético (Benoliel y col. 2007; Shinal y Fillingim 2007). Las neuronas
nociceptivas de los TG son las encargadas de censar y codificar las sefiales dolorosas
de esta region, inervando posteriormente al ntcleo frigémino espinal, el cual a su vez
transmite la informacion a través del tallo encefélico por la via trigémino-talamica,
pasando por el talamo, y llegando finalmente a la corteza cerebral (Basbaum vy col.
2009). Segtin la IASP, el dolor orofacial representa la segunda causa mas comin de
consultas médicas, después del dolor de espalda. Solo en Chile, el diagnéstico de las
patologias que tienen asociado dolor orofacial tiene una prevalencia del 8% (Zegpi y
col. 2008). Por lo tanto, entender los mecanismos moleculares y celulares del dolor
orofacial tiene un alto impacto en nuestra sociedad dada la prevalencia de este tipo de
dolor a nivel mundial. Ademas, la investigacion en esta area es relevante para el

desarrollo de nuevos farmacos y terapias para disminuir o eliminar el dolor.

3.2  El dolor inflamatorio

Durante un dafio tisular, una infeccién bacteriana o viral, se desencadenan
procesos inflamatorios mediados por diferentes tipos celulares localizados en las
inmediaciones del evento. Estos liberan distintos moduladores inflamatorios tales como
guimioquinas, purinas, protones, prostaglandinas, factores de crecimiento y citoquinas,
entre otros, fonmmando lo que se ha denominado la “sopa inflamatoria® (Moalem y
Tracey 2006; Basbaum y col. 2008) (Figura 4). Las fuentes celulares de estas

moléculas en los tejidos periféricos son principalmente las células del sistema inmune
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innato, destacandose macréfagos, mastocitos y neutrsfilos (Moalem y Tracey 2006;
Scholz y Woolf 2007; Serhan y col. 2008), y células gilales presentes en los tejidos del
sistema nervioso periférico, principalmente células satelitales gliales (Scholz y Wooif
2007; Thalakoti y col. 2007). Asimismo, las neuronas nociceptivas expresan receptores
para una gran variedad de mediadores inflamatorios, en particular para citoquinas y
quimioquinas {Marchand y col. 2005; Basbaum y col. 2008). De esta forma se produce
una conversacién cruzada enfre células gliales, inmunes y neuronas, como se ha
descrito en varios modelos de dolor y de enfermedades neurodegenerativas (Hohifeld
2008; Savarin y Bergmann 2008; Kerschensteiner y col. 2010). Esta conversacion entre
distintos tipos celulares mediada por citoquinas y quimioquinas son dependientes de
las concentraciones, localizacion y duracién de las sefiales moleculares intercelulares

(Scholz y Woolf 2007).
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Figura 4. Mediadores celulares y moleculares del dolor inflamatorio. Frente a dafio tisular o
infecciones por patégenos, las células inmunes son reclutadas, liberando mediadores inflamatorios como
citoquinas, quimioquinas, bradiquininas, éxido nitrico, protones, ATP, entre otros, que pueden actuar
directamente sobre las neuronas nociceptivas (en verde) que expresen sus receptores modificando la
cantidad, localizacion y funcionamiento de distintos canales involucrados en la nocicepcién. Se destaca la
acciéon de TNF-a por su contribucién a la formacién de la denominada “sopa inflamatoria”. B1/B2:
receptores de bradiquinina. COX2: ciclooxigenasa 2. ERK1/2: quinasa regulada por sefiales
extracelulares1/2. EP/IP: receptores de prostaglandinas. Nav: canal de sodio. NGF: factor de crecimiento
neuronal. NO: éxido nitrico. PGs: prostaglandinas. PKA: proteina quinasa A. PKC: proteina quinasa C.

TrkA: receptor tirosina quinasa de NGF. Modificado de (Marchand y col. 2005).

Algunos de estos mediadores inflamatorios pueden actuar directa o
indirectamente sobre los nociceptores, generando sensibilizacion de los terminales

nerviosos que puede durar horas, dias, o incluso meses en pos de mantener la zona
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lesionada Iejos de peligro mientras sana (Woolf 2010). Dentro de estos moduladores
inflamatorios, las citoquinas juegan un papel fundamental en la sensacién de dolor
(Mika y col. 2013). Las citoquinas son protelnas solubles y de membrana de diversas
familias, con efectos pleiotrépicos sobre distintas poblaciones celulares del sistema
inmune y de ofros tipos de tejidos, dependiendo del microcontexto tisular (Ellis y
Bennett 2013). El efecto sobre las neuronas nociceptivas de citoquinas
proinflamatorias, tales como IL-1B, IL-6, IL-12, efc; y de algunas quimioquinas, tales
como MCP-1 (proteina quimioatractante de monocitos 1), fractalquina, Regulated on
Activation Normal T Celf Expressed and Secreted (RANTES), etc. ha sido ampliamente
estudiado (White y col. 2005; Moalem y Tracey 2006). La mayoria de los efectos
observados en distintos modelos corresponden a la modulacién de los nociceptores y
el aumento de la actividad eléctrica neuronal tante in vitro como in vivo, causando
hiperaigesia o alodinia in vivo (Obreja y col. 2002; Verri y col. 2005; Zelenka y col.
2005; Moalem y Tracey 2006; Basbaum y col. 2009). Por otro lado, la citoquina anti-
inflamatoria iL~10 actda disminuyendo la actividad de los nociceptores y provocando
efectos analgésicos in vivo en modelos animales de inflamacién inducida (Milligan y

col. 2012; Wang y col. 2012),

3.3  Participacion de TNF-a en dolor inflamatorio

Una de las citoquinas mas estudiada en dolor es TNF-co. (Utreras y col. 2009;
Shen y col. 2012; Wu y col. 2013). Miembro de [a familia de los TNF, esta proteina es
producida inicialmente como una proteina de transmembrana de tipo Il de 235
aminoacidos en ratones, principalmente por macréfagos activados, aunque también

puede ser expresada por diversos linajes celulares incluyendo neuronas (Chu 2013).
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Cuando se encuentra unido a membrana, TNF-a conforma homotrimeros estables que
pueden sufrir un corte proteclitico por la enzima metaloproteasa convertidora de TNF-o
(TACE, también conocida como ADAM17) liberando los monémeros de 17 kDa que
pueden establecer un homofrimero de 51 kDa, formando la citoquina bioactiva (Chu
2013). TNF-a puede unirse a su receptor TNFR1 (p55/60), expresado en casi todos los
tipos celulares, o a su receptor TNFR2 (p75/80), expresado en células del sistema
inmune y en algunas poblaciones neuronales (Zhang y col. 2011; Yang y col. 2012).
TNFR1 puede unir tanto a la forma soluble como de membrana de TNF-o. con igual
eficacia, y posee dominios de muerte al que pueden unirse ofras proteinas
adaptadoras. Por otra parte, TNFR2 une con mayor eficacia la forma de membrana de
TNF-o. y no posee dominios de muerte. TNFR1 puede gatillar apoptosis o necrosis en
determinados contextos. Sin embargo, la via candnica de sefializacién de TNF-a
consiste en la activacion de cualquiera de estos receptores desencadenando la
activacién de IKK, promoviendo la fosforilacién de p65, miembro del heterodfmero del
factor nuclear kappa B (NF-xB), el cual se transloca al niicleo activando la transcripcion
de varias citoquinas, gquimioquinas y factores de sobrevivencia celular. Ademas, TNF-c
también puede inducir la activacién de las MAP quinasas, ya sea de p38 y JNK (Chu
2013), o de ERK1/2 (Utreras y col. 2009).

Desde su descubrimiento en 1975 (Carswell y col. 1975), ha sido ampliamente
estudiada la importancia de la citoquina TNF-o. en diversos fenémenos inflamatorios
(Tracey y col. 1986; Tracey y Cerami 1992; Chu 2013; Ramseyer y Garvin 2013), TNF-
o participa en el inicio de las respuestas inmunes, activando a la mayorifa de los tipos

celulares, promoviendo la expresién de otras citoquinas y mediadores inflamatorios,
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generando asf un efecto sinérgico (Watkins y col. 1999; Cunha y col. 2005; Moalem y
Tracey 2006; Chu 2013). Ademds, TNF-c es altamente tdxico a concentraciones
elevadas y su acumulacién en el torrente sanguineo promueve reacciones agudas de

inflamacién sistémica que pueden finalizar en shock séptico (Tracey y Cerami 1992).

El papel de TNF-o en el fenomeno del dolor ha sido ampliamente estudiado
utilizando diferentes modelos animales. Por ejemplo, Ia inyeccién directa de TNF-o en
la pata de ratas produce hiperalgesia mecanica. Ademds, en el mismo trabajo, la
induccién de inflamacién con carragenina en la pata aumenta la expresién temprana de
esta citoquina, en cambio el tratamiento con suero anti TNF-u disminuye la
hiperalgesia (Cunha y col. 1892), sugiriendo que TNF-« es fundamental para el inicio y
mantenimiento del dolor inflamatorio. Ademas, se ha reportado el efecto de TNF-a
sobre la regulacion del canal fransient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1), uno de
los principales canales catidnicos involucrados en el fendmeno del dolor (Caterina y
col. 1997). TNF-a puede sensibilizar directamente las neuronas nociceptivas a través
del aumento transcripcional de TRPV1 (Hensellek y col. 2007). Similarmente, TNF-o.
aumenta la cantidad de neuronas que responden a capsaicina, agonista del canal
TRPV1y ademas aumenta la amplitud de las corrientes evocadas por este agonista en
cultivos neuronales primarios de DRG (Nicol y col. 1997). Por otro lado, ratones knock-
out para TNFR1 no presentan hiperalgesia en un modelo de dolor inflamatorio inducido
por la inyeccién intraplantar de carragenina (Cunha y col. 2005). En este mismo estudio
se comprobd que la expresidn de TNF-o aumenta post-inyeccién, antecediendo al
aumento de IL-1p y la quimioguina derivada de queratinocitos (KC). Alternativamente,

la ausencia de TNFR2 provoca analgesia térmica en un modelo de cancer murino
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(Constantin y col. 2008) y el tratamiento con anticuerpos contra TNF-o reduce la
hiperalgesia térmica y mecanica en modelos de dafio al nervie cidtico en ratas

(Sommer y col. 2001).

Especificamente en dolor orofacial, se ha reportado que TNF-a se encuentra
sobreexpresado en los TG en un modelo murino de migrafia hemiplégica familiar
(Franceschini y col. 2013). Ademés, los niveles proteicos de TNF-o estdn aumentados
en la vena yugular humana en los inicios de un ataque de migrafia (Paola y col. 2008).
Asimismo, TNF-o. puede activar la via de MAPK p38 en los nociceptores meningeos,
induciendo un estado de sensibilizacion en los TG que podria explicar las bases
moleculares de la migrafia (Zhang y col. 2011). La expresién neuronal del péptido
relacionado con el gen de calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés), involucrado
directamente en dolores de cabeza y dolores temporal-mandibulares, puede ser
gatillada directamente por TNF-a en neuronas trigeminales via MAPK p38 (Bowen y
col. 2006). En conjunto, todos estos antecedentes han establecido que TNF-q es una
molécula clave en el inicio y la mantencion de las interacciones neurc-inmunes que

promueven la hiperalgesia durante el dolor inflamatorio.

3.4 Bases moleculares del dolor

Una vez que los estimulos nocivos son censados y transducidos por las
neuronas nociceptivas, se gatilla un potencial de accién y paralelamente varias vias de
transduccioén de sefiales son activadas o inhibidas dependiendo de la naturaleza del
estimulo y/o la presencia de mediadores inflamatorios. La consecuencia de Ia

activacion de distintas vias de transduccion de sefiales es la modulacién de la actividad
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de los terminales nerviosos a través del frafico y las propiedades electrofisiologicas de
los nociceptores (Kuner 2010). Interesantemente, se ha reportado la participacién de
varias proteinas quinasas en diversas cascadas de transducciones de sefiales
relacionadas con el dolor, tales como las MAP quinasas (Ji y col. 2007), ia proteina
quinasa C (PKC) (Veldzquez y col. 2007), Ia calcio/calmodulina quinasa It (CamK-II)
(Luo y col. 2008), la protefna quinasa A (PKA) (Aley y Levine 1999), la protelna quinasa
B (PKB) y la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (Xu y col. 2007).

Hace un tiempo, nuestro laboratorio reporté que Cdk5 cumple un papel clave en
las vias de sefalizacién del dolor (Pareek y Kulkarni 2006; Utreras y col. 2009). Cdk5,
es una proteina quinasa que pertenece a la familia de quinasas dependiente de ciclinas
y que fosforila proteinas en serinas o freoninas dirigidas por prolina (Dhavan y Tsai
2001; Bérquez y col. 2013). Aunque su participacién no es trascendental en la
regulacién del ciclo celular, se le han atribuido vatias funciones claves en el desarollo
y funcionalidad del sistema nervioso. De esta manera se ha reportado que Cdk5
participa en migracion neuronal, liberacién de neurotransmisores, plasticidad neuronal,
memoria, aprendizaje, adiccion y apoptosis, entre otros procesos (Dhavan y Tsai 2001;
Lalioti y col. 2010). Cdk5 se expresa ubicuamente, sin embargo es inactiva y necesita
de la unibn de sus co-activadores p35 o p39, los cuales son expresados
mayoritariamente en neuronas post-mitaticas, formando asi un complejo con actividad
quinasa (Lalioti y col. 2010). Ademas, se ha reportado varias funciones para Cdk5 en

células no neuronales (Contreras-Vallejos y col. 2012; Utreras y col. 2013).

En conjunto con otros grupos, nuestro laboratorio ha reportado que Cdk5 y p35

se expresan en DRG y TG de roedores (Yang y col. 2007; Utreras y col. 2009;
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Haenchen y col. 2010). Interesantemente, ensayos conductuales para medir dolor
mediante estimulacion térmica o mecanica demostraron que ratones knock-out para
p35 (p35 KO), los cuales poseen una disminuida actividad quinasa de Cdk5, muestran
una menor sensacion dolorosa. En confraste, en ratones transgénicos para p35
(Tgp35), los cuales tienen una mayor actividad quinasa de Cdk5, presentan una mayor
sensacion dolorosa (Pareek y col. 2006; Prochazkova y col. 2013). La induccién de
inflamacién con carragenina o adyuvante completo de Freund (CFA) en la pata de
roedores indujo un aumento de los niveles proteicos de p35 y un aumento en la
actividad de Cdk5 en las neuronas sensoriales primarias (Pareek y col. 2006; Yang y
col. 2007). Con respecto a los blancos moleculares de la quinasa Cdk5 que participan
en nocicepcién, se destaca el canal TRPV1, el cual puede ser fosforilado en la treonina
407, modificacién que aumenta su conductancia en presencia de capsaicina (Pareek y
col. 2007; Utreras y col. 2012; Utreras y col. 2013). Ademas, se reportd que Cdk5
regula el trafico intracelular de este canal a través de la fosforilacién en la treonina 506
del motor molecular KIF13B (kinesin-3 family member 13B) el cual une TRPV1. De esta
forma, la fosforilacién promueve su transporte anterégrado, aumentando la cantidad de
canales en Ia periferia y contribuyendo a la hiperaigesia térmica en ratas (Xing y col.
2012). También se ha reportado que Cdk5 fosforila al receptor de delta-opicide (DOR1)
en la freonina 161, disminuyendo su localizacion en membrana y, de esta forma,
atenuando el efecto de tolerancia a la morfina en ratas (Xie y col. 2009). Estos
antecedentes dan cuenta del emergente interés por estudiar el papel de Cdk5 en las
vias de sefializacion del dolor, tanto por sus blancos moleculares como por su

regulacion rio arriba.
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3.5 Propuesta de un nuevo modelo murino de sobreexpresién de TNF-. tejido
especifica para el estudlo de la funcién de Cdk5 en dolor

Recientes estudios de nuestro laboratorio demostraron que TNF-o incrementa
la expresion de p35 con un subsequentemente aumento en la actividad quinasa de
Cdk5 en células PC12 (Utreras y col. 2009). El tratamiento con TNF-o activé ia via
ERK1/2 y el aumento del factor de transcripcién Egr-1 (early growth response protein
1), el cual se ha descrito como el regulador maestro de la expresién de p35 (Harada y
col. 2001), en células PC12. Finalmente, los niveles de mRNA de TNF-a aumentaron
en la pata inflamada con carragenina, y los niveles de mRNA de Egr-1 y p35
aumentaron en los DRG correspondientes de las patas inflamadas en ratones (Utreras
y col. 2008). Por ofro lado, se demostré que el resveratrol, un polifenol del vino tinto,
con conocidas propiedades analgésicas (Bertelli y col. 2008), disminuyg la expresion
de p35 y la actividad quinasa de Cdk5, bloqueando el efecto de TNF-o sobre Cdk5 en
lineas celulares y en cultivo primario de neuronas de DRG (Utreras y col. 2011 ). Estos
antecedentes, en conjunto con los reportes de hipo e hiperalgesia en ratones P35 KO o
Tgp35, respectivamente (Pareek y col. 2006; Prochazkova y col. 201 3); y los reportes
de que CdkS fosforila TRPV1 aumentando su funcionalidad y transporte hacia Ia
membrana celular (Pareek y col. 2007; Xing y col. 2012), sugieren que TNF-¢ podria

regular la actividad de Cdk5 in vivo y, consecuentemente, |a percepcién del dolor.

En consideracién de estos antecedentes, el proyecto Fondecyt Iniciacién del Dr.
Utreras, en el cual se enmarca este Seminario de Titulo, pretende estudiar la
regulacion de la actividad quinasa de Cdk5 in vivo mediada por la sobreexpresion de
TNF-a, especificamente en tejido nociceptivo, y su implicancia en las vias de

sefalizacion del dolor. Para ello, utilizando la tecnologla de recombinacion CrefioxP se
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generé un ratdn transgénico condicional disefiado para sobreexpresar TNF-o
especificamente en tejido nociceptivo (TG y DRG). La estrategia experimental consiste
en cruzar ratones fransgénicos portadores del vector TNF-a-pCle con ratones
transgénicos que expresan la recombinasa Cre bajo el control del promotor del gen
SNS (también conocido como Nav1.8, Scn10a o PN3, Gene ID: 20264) (Figura 5). El
gen SNS codifica para un canal de sodio especifico de neuronas nociceptivas
presentes en los TG y DRG (Abrahamsen y col. 2008; Chiu y col. 2013). Cabe sefialar
que la estrategia experimental utilizada en este trabajo fue anteriormente probada en la
generacion de un ratén transgénico condicional que sobreexpresa la citoquina TGF-B1

especificamente en las glandulas salivales {Hall y col. 2010).
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Figura 5. Estrategia utilizada para sobreexpresar TNF-o. dependientemente de Cre. A: Esquema del
vector pCle utilizado en la linea transgénica TNF-a-pCle. Posee una region reguladora de la transcripcion
con elementos enhancers de CMV mas un promotor constitutivo de B-actina. La secuencia de EGFP mas
una secuencia de poliadenilacién se encuentran floxeadas por sitios loxP. Posteriormente se encuentra el
sitio de clonamiento donde fue insertado el cDNA de TNF-o. de Mus musculus. B: En las neuronas
nociceptivas donde se expresara Cre dependientemente del promotor del canal SNS, la secuencia de
EGFP sera escindida dando paso a la transcripcion de TNF-u. bajo la regulacién del promotor constitutivo

de B-actina (modificado de Bradley, Hyun y col. 2007).

3.6 Implicancias inmunes del modelo murino propuesto

Debido a la relevancia que tiene TNF-a en los procesos inflamatorios y al
impacto terapéutico que se puede obtener al investigar la regulacion in vivo de Cdk5
durante la transduccion del dolor, es imperativo caracterizar el nivel de producciéon de
TNF-o. en el tejido deseado, como también entender que sucede a nivel local y
sistémico en un organismo completo al sobreexpresar esta citoquina. Para esto, a nivel
de los TG se analizara el perfil de expresion génica de varias citoquinas y quimioquinas

que han sido relacionadas al fenémeno del dolor tales como IL-12p40 (parte del
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heterodimero de IL-12), IFN-y, MCP-1, IL-6, IL-1p, IL-10, TGF-p1, LIF y OSM
{Morikawa y col. 2004; Basbaum y col. 2009; Mika y col. 2013). E! andlisis de los
posibles efectos sistémicos se evaluara utilizando el ensayo Cytometric Bead Array
{CBA), con el cual es posible cuantificar, la expresién proteica de seis moduladores
inflamatorios de suma importancia en la homeostasis inmune del organismo en una
misma muestra (IL-12, TNF-o, IFN-y, MCP-1, IL-6 e IL-10). El andlisis de las
concentraciones séricas de estos moduladores inflamatorios permite dar cuenta del
estado inmune del animal, ya que son moléculas criticas en el desarrollo, mantencién
y/o término de respuestas inflamatorias (Xu y col. 2013). Cambios significativos en la
expresion local y/o sistémica de algunos de estos modulares constituirian una nueva
fuente de informacidén para el estudio de la inmunomodulacién sobre la funcién

neurcnal,

En resumen, con la caracterizacion funcional de los ratones transgénicos
condicionales seguida de una evaluacién de la homeostasis inmune local (en los TG) y
sistémica (en el cerebro y suero sanguineo) se espera validar y sustentar nuestro
nuevo modelo animal para su posterior utilizacion en estudios de la regulacién in vivo
de TNF-a sobre la actividad quinasa de Cdk5 y de su funcién en la transduccién de

sefiales del dolor.
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4 Hipodtesis
Los ratones dobles transgénicos (TNF-a-pCle/SNS-Cre) sobreexpresan TNF-a

en los ganglios trigeminales sin causar un desbalance inmune sistémico.

5§ Objetivos

51  Objetivo general:

Evaluar la sobreexpresién de TNF-a en los ganglios trigeminales de los ratones
transgénicos condicionales, y su efecto sobre la homeostasis inmune local y sistémica,
para validarlos como modelo de estudio in vivo de transduccién de sefiales del dolor

mediada por esta citoquina.

5.2  Objetivos especificos:

1. Evaluar la estrategia de sobreexpresién de TNF-c transfectando los
vectores TNF-o-pCle mas CMV-Cre en Ia linea celular de neuroblastoma de ratén N2a.

2. Genotipificar los ratones obtenidos del cruce entre ratones TNF-a-pCle y
SNS-Cre, mediante PCR a partir de DNA obtenido de biopsias de colas.

3. Cuantificar la expresién de TNF-q, tanto a nivel de mensajero como
proteina, en los TG,

4, Evaluar el perfil inflamatorio local de los TG mediante RT-PCR e
inmunofluorescencia de mediadores inflamatorios de interés.

5. Evaluar el perfil inflamatorio sistémico del modelo murino, mediante la

cuantificacion de la expresién proteica de los mediadores inflamatorios IL-12, TNF-c,

IFN-y, MCP-1, IL-6 e IL-10 en el suero sanguineo.
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6 Materiales y métodos

6.1 Materiales

6.1.1 Animales transgénicos

Ratones de la cepa C57BL/6 portadores del constructo SNS-Cre fueron
generados en el laboratorio de la Dr. Rohini Kuner (Institute for Pharmacology,
University of Heidelberg, Alemania) (Agarwal y col. 2004) y generosamente
proporcionados al Dr. Elias Utreras. Estos animales expresan la recombinasa Cre bajo
el control del promotor del canal SNS, especifico de tejido nociceptivo. El sitio de

insercién y nimero de copias del transgen estd indeterminado.

Ratones de la cepa FVB/N portadores del constructo TNF-a-pCle fueron
generados por el Dr. Elfas Utreras en el laboratorio del Dr. Ashok Kulkarni (Laboratory
of Cell and Developmental Biology, National Institute of Dental and Craniofacial
Research, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland). El vector pCle utilizado
en este constructo fue generado por Bradley, Hyun y colaboradores (Bradley y col.
2007} y consiste en una regién reguladora de la transcripcién con elementos enhancers
de CMV mas un promotor constitutivo de B-actina. Posteriormente, posee un intron
seguido de la secuencia del ¢cDNA de EGFP con una secuencia de poliadenilacion
flanqueadas por sitios loxP. Después del dltimo sitio loxP, posee un sitio de clonacién
en ef cual fue insertado el cDNA de TNF-a de Mus musculus entre los sitios EcoRl y
Nhel para generar el vector TNF-a-pCle seguido de una secuencia de poliadenilacién.

Por lo tanto, EGFP se expresara constitutivamente en todas las células del animal. En
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presencia de la recombinasa Cre, EGFP serd escindido y TNF-o se expresard
constitutivamente bajo el mando del promotor de p-actina (Figura 5). El transgen se
integrd en un solo sitio del genoma pero se desconoce la cantidad de copias insertadas

en tdndem (datos no publicados).

Todos los animales fueron mantenidos y cruzados en el Bioterio Central de la
Facuitad de Medicina de la Universidad de Chile. Durante su mantenimiento, cruce y
sacrificio se sigui6 el protocolo de manipulacién establecido por el Comité de Etica del

Departamento de Biologla de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

6.1.2 Lineas celulares

Para comprobar la estrategia de sobreexpresién de TNF-o se usé Ia linea
celular N2a (nimero ATCC: CCL-131), proveniente de un neuroblastoma de ratén,
cultivadas a 37°C con CO; al 5% en medio DMEM, suplementadas con suero fetal
bovino (SFB) al 5%, mas la mezcla comercial antibidtico—antimicético (Gibco, Life

Technologies) consistente de penicilina, estreptomicina y anfotericina B.

6.2 Métodos

6.2.1 Transfeccién de la linea celular

Los niveles de expresion del vector TNF-a-pCle fueron analizados en células
N2a co-transfectadas con el vector CMV-Cre en una proporcién 1:4 empleando
lipofectamina (Life Technologies) en medio Optimem (Gibco, Life Technologies)

durante 48 h a 37°C. Las células fueron observadas en microscopio de
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epifluorescencia (Zeiss, modelo Axiovert 200M) para analizar la expresion de GFP del

vector TNF-a-pCle.

6.2.2 Generacidn de un ratén transgénico condicional para TNF-a

Ratones TNF-a-pCle heterocigotos fueron cruzaron con ratones SNS-Cre
heterocigotos, obteniendo cuatro posibles genotipos: ratones transgénicos
condicionales (cTg) (TNF-a-pCle'?*; SNS-Cre'?"); ratones controles que solo presentan
el constructo TNF-o-pCle (TNF-u-pCle'?*; SNS-Cre™*); ratones controles que solo
presentan el constructo SNS-Cre (TNF-a-pCle™; SNS-Cre'?*); y ratones controles que
no presentan ninguno de los dos constructos (TNF-a-pCle”*; SNS-Cre**); donde la
notacion tg/+ corresponde a la forma heterocigota del transgen; y la notacién +/+
corresponde a la forma silvestre del genotipo (Figura 6). A los 10 dias de nacidos, se

obtuvo biopsias de cola de las progenies para analizar su genotipo mediante PCR.

AN s
TNF-a pClete SNS-Creto*

\ J
: J

<0 0 & <

TNF-a pCle's™*;SNS-Cre'e* TNF-o pClete*;SNS-Cre** TNF-a pCle**;SNS-Cre9* TNF-a pCle**;SNS-Cre**
cTg Control Control Control

Figura 6. Generacion del ratén transgénico condicional para TNF-a en tejido nociceptivo. Al cruzar
ratones heterocigotos portadores del constructo TNF-a-pCle con los ratones transgénicos portadores del
constructo SNS-Cre se espera obtener cuatro posibles genotipos en la progenie. Los ratones portadores
de los dos constructos transgénicos se denominan transgénicos condicionales (cTg), en tanto, los ratones

que expresan uno o ninguno de los constructos son considerados controles.
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6.2.3 Obtencion de DNA genémico

Biopsias de colas (de 1 cm aproximadamente) fueron digeridas con 8 pl de
proteinasa K (20 mg/mL) en 500 pl de buffer de digestidn de colas (Tris 50 mM pH 8.3,
NaCl 100 mM, EDTA § mM, SDS 0,8%(v/v)) incubando a 1.000 rpm a 55°C por 3 h.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min a 4°C. Se
transfirié el sobrenadante a nuevos tubos, descartando el pellet. Se agregé 750 pl de
isopropanol 100% y se incubd por 2 min mezclando por inversidn ocasionalmente
hasta observar un ovillo blanco. Se centrifugé a 14.000 rpm por 10 min a 4°C. Se
descarté el sobrenadante y el pellet de DNA se lavé con 750 ul de etanol 70%,
vortexeando brevemente y centrifugando a 14.000 rpm por 3 min a 4°C. Se descart6 el
sobrenadante y se dejo secar al aire por 10 min. El pellet de DNA fue resuspendido en
100 ui de agua bidestilada e incubado a 65°C por 10 min. Finalmente, fue mantenido a

-20°C hasta su posterior utilizacién,

6.2.4 Genotipificacion de la progenie mediante PCR

Para analizar la presencia o ausencia del constructo TNF-a-pCle en la progenie
murina, se realizd una PCR a partir de DNA gendmico utilizando los siguientes
partidores contra la secuencia de EGFP: partidor sentido 5'-AAA TTC ATC TGC ACC
ACC G-3'; partidor antisentido 5-TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG- 3; generando un
amplicén de 173 bp. Ademas, se utilizaron los siguientes partidores universales como
control intero de que hubo reaccién: partidor sentido 5-CTA GGC CAC AGA ATT
GAA AGA TCT-3'; partidor antisentido 5-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-

3'; generando un amplicon de 324 bp. La mezcla de reaccién utilizada fue: 1,2 pl de

buffer Tag 10X con KCI (Thermo Scientific); 0,96 pl de MgCl, 25 mM; 0,96 pl de mix
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dNTPs 2,5 mM; 1,2 pul de cada partidor contra EGFP 10 mM; 0,6 nl de cada partidor
contra la secuencia control 10 mM; 1 pl de Taq polimerasa (Thermo Scientific); 3 pl de
DNA en un volumen final de 12 pl. El programa utilizado fue de: 1 ciclo de denaturacion

a 94°C por 2 min; 35 ciclos de denaturacidn a 94°C por 30 s, hibridacién a 60°C por 1

min, elongacion a 72°C por 1 min; 1 ciclo de elongacién final 72°C por 2 min.

Para analizar la presencia o ausencia del constructo SNS-Cre se realizb una
PCR a partir de DNA gendmico utilizando los siguientes partidores contra la secuencia
de Cre: partidor sentido 5'-GCA CTG ATT TCG ACC AGG TT-3'; partido antisentido 5'-
GAG TCA TCC TTA GCG CCG TA-3'; generando un amplicon de 421 bp. La mezcla
de reaccidn utilizada fue: 2ul de buffer Taq 10X con KCl (Thermo Scientific); 2,5 ul de
MgCl, 25mM; 2 ul de mix dNTPs 2,5 mM; 1 uf de cada partidor 10 mM; 1 ul de Taq
polimerasa (Thermo Scientific); 2 pl de DNA en un volumen final de 25 pl. El programa
utilizado fue: 1 ciclo de denaturacion a 97°C por 3 min; 30 ciclos de denaturacion a
84°C por 1 min, hibridacién a 60°C por 30 s, elongacién a 72°C por 1 min; 1 ciclo de

elongacion final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR fueron mezclados con buffer de carga de DNA 6X (xileno
cianol 0,25% (p/v); glicerol 30% (v/v)) y sometidos a electroforesis en geles de agarosa

al 2% en buffer TAE 1X a 100V por 1 h en presencia de bromuro de efidio 1 pg/ml.

6.2.5 Analisis de ganancia de peso
Los pesos de los ratones fueron medidos cada dos dias a partir de los 21 dias

de edad (fecha de destete de las camadas). Para analizar la ganancia de peso de cada

28

]




genotipo, se generaron curvas de peso en gramos en funcién de la edad en semanas.

Los valores de ganancia de peso obtenidos fueron comparados por género y genotipo.

6.2.6 Obtencion de los ganglios trigeminales y otros tejidos de interés

Los ratones fueron sometidos a eutanasia utilizando una dosis letal de ketamina
al 10% mas xilacina al 2%. Rapidamente se procedid a diseccionar la cavidad toracica
para exponer el corazén y obtener suero sanguineo, como se detalla en la seccién
6.2.7 (Obtencidn de suero sanguineo). Posteriormente se diseccioné el craneo
exponiendo completamente el cerebro y los bulbos olfativos. El cerebro fue recolectado
dejando los ganglios trigeminales a la vista. Estos fueron cuidadosamente removidos
evitando desgarrar el inicioc de cada una de las tres ramas (oftélmica, maxilar y
mandibular) donde se agrupan los cuerpos neurcnales. Posteriormente, se procedio a
recolectar bazo para utilizarlo como tejido control para los experimentos de expresion
de citoquinas mediante RT-PCR. Todos ios tejidos fueron mantenidos a -20°C hasta su

posterior analisis.

6.2.7 Obtencién de suero sanguineo

Antes de la extraccidn de cualquier tejido, a los ratones sacrificados se les
realizd una diseccion tordcica, exponiendo el corazén. Se procedié a realizar una
puncion a los ventriculos y se recolectd [a sangre con una jeringa tuberculina 1 ml. Se
traspaso la sangre a tubos eppendorf de 1,5 ml y se incubaron a temperatura ambiente
por 1 h o hasta que la sangre coagulara. Las muestras coaguladas fueron incubadas

por 5 min en hielo y posteriormente centrifugadas a 3.500 rpm por 20 min a 4°C. EI
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sobrenadante fue traspasado a nuevos tubos y guardados a -80°C hasta su posterior

analisis.

6.2.8 Exfraccién de proteinas

Los ganglios frigeminales y el cerebro fueron homogenizados utilizando
homogenizadores de vidrio en buffer T-PER (Thermo Scientific) més una pastilla de
inhibidores de proteasas (Roche) y una pastilla de inhibidores de fosfatasas (Roche)
por cada 10 ml de buffer. Ei homogenizado se incubé en hielo por 5 min y
posteriormente se centrifugé a 14000 pm por 20 min a 4°C. El sobrenadante fue
recolectado y guardado a -80°C. El pellet obtenido fue rapidamente homogenizado en
reactivo de TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA} para la posterior extraccion de

RNA total.

Los extractos de proteinas fueron cuantificados ufilizando el método de
Bradford usando albtimina de suero bovino (BSA) para generar la curva de calibracion
(Bradford 1976). Cincuenta a 75 ug de proteinas fueron preparados con buffer de carga
5X (Tris-HCI 60 mM, glicerol 25%(v/v), SDS 2%(pfv), B-mercaptoetanol 14,4 mM, azul
de bromofeno! 0,1%(p/v), pH 6,8) y calentadas a 95°C por 5 min en themomixer

(Eppendori).

6.2.9 SDS-PAGE y Western blot
Se prepararon geles separadores de poliacrilamida al 12% con 380 mM Tris-
HCI pH 8,8, 12% acrilamida-bis-acrilamida, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonio y

0,06% TEMED. Los geles de apilamiento al 4,5% fueron preparados con 60 mM Tris-
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HCI pH 6,8, 4,5% acrilamida-bis-acrilamida, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonio y
0,06% TEMED. Las muestras se sometieron a electroforesis en buffer de corrida (Tris-
HCI 25 mM,; glicina 200 mM y SDS 0,1%) a 80 V por 10 min seguido de 120 V hasta

que se resolvieran las bandas entre 25 y 70 kDa.

Las protelnas electroforadas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
en buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM; glicina 200mM y metanol 20% viv) en frio a
100 V por 1 h. Las membranas fueron bloqueadas en leche descremada al 5% en TBS-
T 0,05% durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se
incubaron con anticuerpos anti-p35/p25 1:500 (C64B10, Cell Signaling); anti-Cdk5
1:500 (J3, Santa Cruz Biotechnology); y anti a-Tubulina 1:10.000 (Sigma) en solucién
de anticuerpos en leche descremada 1% en TBS-T 0,05% toda la noche en agitacion a
4°C. Las membranas fueron lavadas 3 veces con TBS-T 0,05% durante 10 min por
cada lavado y se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados a HRP 1:5000
(Santa Cruz Biotechnology) contra IgG de ratén o conejo segun el anticuerpo primario
utilizado, durante 60 min a temperatura ambiente en agitacién. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas 3 veces con TBS-T 0,05% durante 10 min por cada lavado.
Finalmente, las membranas fueron reveladas utifizando el sustrato ECL (Thermo
Scientific) incubando 2 min a temperatura ambiente y exponiendo a peliculas
fotograficas Super HR-U (Fujifilm). Las pelfculas fueron escaneadas y la intensidad
densitométrica de cada banda fue cuantificada utilizando el software ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Los datos fueron normalizados contra

a-tubulina como control de carga y expresados como relativos a los ratones controles.

4
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6.2.10 Extraccién de RNA y tratamiento con DNAasa

El pellet obtenido después de ia obtencién de protefnas fue homogenizado con
el reactivo de TRIzol utilizando 1.000 pl o 500 pl para cerebro o ganglios trigeminales,
respectivamente. La solucién se incubdé por 5 min a temperatura ambiente y
posteriormente se agregd 200 pl de cloroformo, por cada 1000 pl de reactive de TRIzol
utilizado, y se agitd vigorosamente por 15 s dejandose incubar por 3 min a temperatura
ambiente. Los tubos fueron centrifugados a 12.000 g por 15 min a 4°C y el
sobrenadante se transfiri6 a nuevos tubos. Luego, se agregd 500 ul de isopropanol
100%, por cada 1.000 p de reactivo de TRIzol utilizado, y se incubd por 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifugé a 12.000 g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se
descartd y el pellet se lavé con etanol 75% {preparado en agua tratada con DEPC)
vortexeando brevemente y centrifugando a 7.500 g por 5 min a 4°C. El sobrenadante
se descartd y el pellet se dejé secar al aire a temperatura ambiente por 10 min. El RNA
fue resuspendido en 20 pl de agua DEPC e incubado a 60°C durante 10 min. Se
cuantificé la concentracidn y pureza del RNA (relacion de absorbancia a 260nm
dividida por la absorbancia a 280nm mayor a 1,8) en nanodrop (Thermo Scientific).
Ademas, se comprobé su integridad mediante electroforesis en geles de agarosa al
0,8% en presencia de bromuro de etidio 1 pg/ml. De 5-10 pg de RNA total fueron
tratados con DNAsa utilizando el protocolo descrito para la Turbo DNasa (Ambion, Life

Technologies, CA). Posteriormente se volvié a cuantificar el RNA tratado.

6.2.11 RT-PCR
cDNA fue sintetizado a partir de 5 pg de RNA libre de DNA utilizando la

transcriptasa reversa M-MLV 200 U/pL (Life Technologies, Carlsbad, CA) en una
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mezcla final de reaccién consistente en: 1 pl de oligo(dT),y 5'-fosfato 50 uM; 1 ul de mix
dNTPs 10mM; 4 pl de 5X first strand buffer; 2 pl de DTT 0,1 M en un volumen final de
20 pl, usando el siguiente programa en termociclador: incubar 5 min a 65°C con la
muestra de RNA mas oligo(dT)z y dNTPs; enfriar a 4°C por 3 min; agregar 5X first
strand buffer y DTT,; incubar a 37°C por 2 min y enfriar a 4°C por 3 min; agregar la
transcriptasa reversa M-MLV e incubar a 37°C por 50 min. Terminar la reaccién a 70°C

por 15 min.

Mediante PCR se amplifico el cDNA de TNF-a, [L-12p40, IFN-y, MCP-1, IL-8,
IL-1B, TGF-B1, LIF, OSM, p35, Cdk5 y S29. La mezcla de reaccion consistio de: 2,5 pl
buifer Tag 10X con KCl (Thermo Scientific); 2 pl de MgCly; 2 ul de mix dNTPs 2,5 mM;
1 pl de cada partidor 10 mM; 1 pt de Taq polimerasa (Thermo Scientific); 2 ul de
producto de reaccion de sintesis de cDNA (10% del volumen final de reaccién de
sintesis) en un volumen final de 25 ul. Se uso el siguiente programa de amplificacién: 1
ciclo de denaturacion a 95°C por § min; 35 ciclos de denaturacién a 95°C por 30 s
seguido por hibridacion a 60°C (Tm) por 30 s y elongacion a 72°C por 1 min; 1 ciclo de

elongacién final 2 72°C por 10 min.

En la amplificacién del cDNA de IL-10 se uiilizé una Tm de 66°C. Todas las
secuencias de los partidores utilizados y el tamafio de los amplicones esperados se
detallan en la Tabla |. Los partidores fueron disefiados para hibridar con distintos
exones de los genes para evitar contaminacién con DNA gendmico. Todas las PCR

fueron inicialmente optimizadas utilizando muestras de cDNA obtenidos de bazo.

33




Tabla |. Secuencia de partidores utilizados para RT-PCR.

Blanco Referenciade | Tamafic Secuencia de los partidores Numero de
partidores* del acceso
amplicén GeneBank
TNF-a {Utreras y cal. 255 F: 5-GATCTCAAAGACAACCAACTAGT-3' | NM_013693
2009) R: 5-CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG-3'
IL-12p40 | Disefiados para 209 F: 5-GACATCATCAAACCAGACCCG-3' NM_008352
este trabajo R: 5-TTCTCTACGAGGAACGCACC-3'
IF N"Y Disefiados para 119 F: 5-CGGCACAGTCATTGAAAGCC-3' NM_008337
este trabajo R: 5B-TGTCACCATCCTTTTGCCAGT-3'
MCP-1 (Zager 2005) 250 F: 8-TCACCTGCTGCTACTCATTCACCA-3' | NM_011333
R: §-AAAGGTGCTGAAGACCCTAGGGCA-3
IL-6 Disefiados para 546 F: 5-TCCTCTCTGCAAGAGACTTCC-3' NM_031168
este trabajo R: 5-GCCACTCCTTCTGTGACTCC-3'
IL-1p {Utreras y col. 152 F: 5-CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG-3] NM_008361
2013) R: 5'-GATCCACACTCTCCAGCTGCA-3'
IL-10 Disefiados para 351 F: 5-ACTGGCATGAGGATCAGCAG-¥ NM_010548
este trabajo R: 5-GAGAAATCGATGACAGCGCC-3
TGF-1 {Utreras y cal. 119 F: 5-GCAGTGGCTGAACCAAGGAG-3’ NM_011577
2013) R: 5-CCCGACGTTTGGGGCTGATC-3'
LIF {Utreras y col. 103 F: 5-ACGGCAACCTCATGAACCA-3' NM_008501
2013) R: 5'-GGAAACGGCTCCCCTTGA-3
OSM (Utreras y col. 230 F: 5-TGTGGCTTICTCTGGGGATAC-3 NM_0010133
2013) R: 5-GAAGGTCTGATTTTGCGGGAT-3' 65
Cdk5 (Utreras y cal. 228 F: 5-GGCTAAAAACCGGGAAACTC-3 NM_007668
2012) R: §-CCATTGCAGCTGTCGAAATA-3'
p35 (Utreras y col. 113 F: 8-GCCCTTCCTGGTAGAGAGCTG-3' NM_009871
2012) R: 5-GTGTGAAATAGTGTGGGTCGGC-3'
§29 (Utreras y col. 108 F: 5-GGAGTCACCCACGGAAGTTCGG-3' NM_009093
2012) R: 5-GGAAGCACTGGCGGCACATG-3'

*. Los partidores disefiados especlificamente para este trabajo fueron obtenidos ufilizando la

herramienta NCBI Primer Blast (hitp:/Amww.ncbinlm.nih.gov). F. partidor sentido; R: partidor

antisentido.
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6.2.12 ELISA anti TNF-a

A partir de los homogenizados de proteinas de ganglios trigeminales en buffer
T-PER, 25 pg de proteinas fueron llevados a un volumen final de 50 wl y analizados
utilizando el Mouse TNF-a ELISA kit (Life Technologies, Carlsbad, CA) siguiendo las
instrucciones del manufacturador. Los datos obtenidos fueron nommalizados dividiendo
por la cantidad total de proteinas cargadas y fueron expresados como pg de TNF-a« por

mg de proteinas totales en la muestra de ganglios trigeminales.

Para analizar la concentracion sistémica de TNF-a se utilizaron 50 pl de suero
sanguineo diluido en 50 pl de buffer de dilucion incluido en el Mouse TNF-o ELISA kit,
siguiendo las instrucciones del manufacturador. Los datos obtenidos fueron comregidos

por el factor de dilucién y se expresaron como pg de TNF-o por mil de suero sanguineo.

6.2.13 Histologia de ganglios trigeminales

Para analizar la morfologia celular, estructura, expresién y localizacién de
marcadores moleculares de interés dentro de los TG, se realizaron analisis histologicos
a partir de tejidos congelados. Para esto, un animal ¢Tg y uno control, ambos de 3
meses de edad, fueron sacrificados como se detalié anteriormente en la seccién 6.2.6.,
y los TG fueron diseccionados cuidadosamente bajo lupa (Olympus SZ51) para
mantener la integridad del tejido. Posteriormente, cada par de TG de cada animal
fueron puestos en una solucién fijadora de paraformaldehido 4% en PBS 1X durante 24
h. Posteriormente, se cambiaron los TG a una solucidn de crioproteccién de sacarosa
30% en PBS 1X, durante toda la noche. La completa incorporacion de la solucién de

crioproteccion fue comprobada al observar la precipitacion del tejido al fondo del tubo.
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Los TG fueron puestos en criomoldes de biopsias 10x10x5 mm (Sakura
Finetek), embebidos en medio Optimal Cutting Temperature (OCT) (Sakura Finetek) y
congelados a -80°C. Se realizaron cortes de 14 um en criostato (Microm HM 525),
siendo recibidos en portaobjetos Super Frost Plus'™ (Fischer Scientific) condicionados

para [a correcta adhesién de cortes de blogues de OCT.

Para analizar la morfologfa celular y estructura del ganglio trigeminal, se realizd
una tincién de hematoxilina y eosina, de acuerdo al siguiente protocolo: cubrir las
secciones con solucion de hematoxilina de Mayer 0,1% durante 1 min. Lavar con agua
2 veces hasta remover el exceso de hematoxilina. Cubrir las secciones con solucién de
eosina durante 30 s. Lavar abundantemente con agua. Deshidratar las secciones
sumergiendo los portaobjetos en soluciones con porcentajes crecientes de etanol:
50%, 75%, 95% y finalmente 100%, durante 1 min por cada solucion. Sumergir en xilol
100% durante 1 min. Montar las secciones con medio de montaje Entellan (Merck

Millipore).

Para analizar la expresidn y localizacion de marcadores moleculares de interés,
se realizé inmunofluorescencia en las secciones de los TG, Se incubaron las secciones
con solucién de permeabilizacion/bloqueo consistente en Triton X-100 al 0,3% mas
BSA al 5% en PBS 1X, durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavé
las secciones 5 veces con PBS 1X més BSA al 1%, durante 5 min por cada lavado. Se
incubé las secciones con solucién de anticuerpos primarios en PBS 1X mas BSA al
1%, durante toda la noche a 4°C, empleando anti NeuN 1:100 hecho en pollo (Aves),

anti TNF-a 1:50 hecho en conejo (#3707, Cell Signaling), anti Iba1 1:500 hecho en
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conegjo (018-19741, Wako Rabbit), anti p35 1:100 hecho en conejo (C64B10, Cell
Signaling), anti Cdk5 1:100 hecho en conejo (C-8, Santa Cruz Biotechnology), anti
fosfo-TRPV1 1:100 hecho en conejo (Pareek y col. 2007) y anti plll-Tubulina hecho en
conejo (T3952, Sigma-Aldrich). Al siguiente dia, se lavd las secciones 5 veces con
solucién de PBS 1X mas BSA al 1%, durante 5 minutos por cada lavado. Las
secciones se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con solucion de TO-PRO
3 ioduro 1:800, para tefiir material genético, mas anticuerpos secundarios anti-conejo,
ratén o pollo, dependiendo de los anticuerpos primarios utilizados, conjugados a
fluoréforos Alexa Fluor 488 o Alexa Fluor 546 1:500 {(Molecular Probes, Life
Technologies). Posteriormente, las secciones fueron lavadas 5 veces con PBS 1X mas
BSA 1%, seguido de 2 lavados con agua destilada filtrada. Finalmente, las secciones

fueron montadas con medio de montaje FluorSave (Merck Millipore).

Las secciones teflidas con hematoxilina y eosina fueron observadas utilizando
microscopio optico (AmScope). Las secciones tefiidas con anticuerpos conjugados a
fluoréforos fueron observadas utilizando microscopia confocal (modelo LSM 510 Meta,
Carl Zeiss Microscopy) y procesadas con el software LSM image Browser (Carl Zeiss
Microscopy). Para comparar cualitativamente las intensidades de fluorescencia, los
cortes de TG de los ratones controles y cTg fueron embebidos y seccionados en el
mismo bloque y tratados con las mismas soluciones del protocolo de
inmunofluorescencia. Las imégenes presentadas en cada figura fueron tomadas en la
misma sesion, bajo las mismas condiciones de potencia de los lasers y ganancia de los

detectores.
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6.2.14 Cytometric Bead Array

Para analizar la concentracion de IL-12p70, TNF-a,, IFN-y, MCP-1, IL-10, IL-6 en
suero sanguineo, se realizd un ensayo Cyfometric Bead Array (CBA) utilizando el
mouse inflammation kit (BD Biosciences) el cual permite cuantificar estas seis
moléculas en una misma muestra utilizando citometria de flujo. Este ensayo fue
realizado por la Dra. Maria Rosa Bono en el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Chile. El ensayoc CBA consiste en incubar las
muestras de suero con seis poblaciones de esferas, cada una cubierta con anticuerpos
de captura contra uno de los analitos, ademas de incubar con anticuerpos de deteccion
conjugados a ficoeritrina (PE) contra las seis proteinas. Cada poblacién de esferas
posee una fluorescencia caracteristica y distinta de las ofras cinco. Por lo tanto, a partir
de los dot plots generados es posible analizar por separado cada poblacién de esferas
para cada analifo dentro de la mezcla total. Comparando las intensidades de
fiuorescencia de PE contra una curva de calibracién para cada analito es posible
obtener su concentracién absoluta. Los resultados se expresan como pg de analito por

ml de suero sanguineo.

6.2.15 Analisis estadisticos

Los datos son mostrados como promedio de las réplicas + SEM. Se utilizd test
de Student de dos vias no pareado, asignando valores de p<0,05 como significativos.
Los valores de p y la cantidad de réplicas de cada experimento se detallan en cada
leyenda. Se utilizé el software GraphPad Prism 6.1 para los andlisis estadisticos yla

generacién de los graficos.
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7 Resultados

7.1 Caracterizacién in vitro del vector TNF-c-pCle

Para analizar el correcto funcionamiento de la estrategia de recombinacion y los
niveles de expresion del vector TNF-a-pCle, se fransfectd la linea celular N2a,
correspondiente a un neuroblastoma de ratédn, con el vector TNF-o-pCle mas el vector
CMV-Cre, que expresa la recombinasa Cre constitutivamente bajo el control del
promotor CMV. Después de 48 h post transfeccién, se comprobé la presencia del
vector TNF-a-pCle mediante microscopia de flucrescencia, observando la emision de
GFP (Figura 7, A). Las células fransfectadas con ambos veciores expresan alrededor
del doble de TNF-o comparadas con las células sin transfectar, determinado por RT-

PCR (Figura 7, By C).
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Figura 7. Evaluacién de la expresion in vitro del vector TNF-a-pCle. A: Células N2a transfectadas e
incubadas 48 h expresan la proteina GFP del vector TNF-a-pCle. B: Gel de agarosa representativo de la
expresion de TNF-a en células controles y transfectadas determinado por RT-PCR. Hubo un aumento de
aproximadamente el doble de los niveles de mRNA de TNF-a comparado con las células sin transfectar.
C: Cuantificacion de los RT-PCR. ST: sin transfectar. Los datos se muestran como el promedio + SEM.

Prueba t-Student, **: p < 0,01.
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7.2 Generacion de la linea transgénica condicional TNF-u-pCle x SNS-Cre

Para producir los ratones transgénicos condicionales (denominados ¢Tg) que
expresen TNF-a especificamente en tejido nociceptivo, se cruzaron ratones machos
poseedores delf constructo TNF-a-pCle con hembras portadoras del constructo SNS-
Cre que expresan la recombinasa Cre bajo la actividad del promotor del canal de sodio

SNS presente solo en TG y DRG, también denominado Nav1.8.

La progenie esperada de los cruces se encuentra detallada en la seccion 6.2.2
de Materiales y Métodos. Se realiz6 la genotipificacién a partir de biopsias de colas
realizando PCR conira la secuencia de GFP, obteniendo un producto de reaccién de
173 bp para los animales positivos, ademas de un producto de control interne de 324
bp que indica que hubo amplificacion exitosa (Figura 8, A). Para la secuencia de Cre, el
producto de PCR obtenido se encuentra en los 421 bp (Figura 8, A). Los ratones que
expresan ambas secuencias se consideraron ratones ¢Tg, mientras que los ratones
poseedores de uno de los constructos o ninguno de ellos se consideraron ratones
controles. Ademas, se analizo la presencia de la protefna GFP mediante Western blot a
partir de muestras de cerebro de animales confroles y transgénicos para confirmar la
presencia del constructo TNF-a-pCle {Figura 8, B). En resumen, se observd la
amplificacion de la secuencia de GFP mediante PCR de biopsias de cola y la proteina
de GFP visualizada por Westem blot de muestras de cerebro de los ratones cTg, ya
que la recombinacion de la secuencia de GFP solo deberia ocurrir en neuronas del

tejido nociceptive y no en el tejido cerebral.
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Figura 8. Genotipificacion de la descendencia obtenida del cruce entre ratones TNF-a-pCle y SNS-

Cre. A: Fotografias representativas de los productos de PCR para GFP y Cre. La banda superior en la
electroforesis de GFP corresponde al control interno de reaccién (324 bp); la banda intermedia
corresponde al constructo de GFP (173 bp); la banda inferior corresponde a los partidores. El producto de
PCR para Cre corresponde a la Unica banda observada (421 bp). La numeracién de los carriles
corresponde al nimero del individuo. B: Western blot representativo para confirmar la presencia del
constructo TNF-a-pCle mediante la expresion de GFP en muestras de cerebro de ratones anteriormente
genotipificados por PCR. Se utilizé un ratén positivo y negativo para GFP como controles. a-Tubulina se

utilizé como control de carga.
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En un primer analisis por inspeccién visual los ratones cTg fueron viables,
fértiles y no presentaron sintomas de enfermedad en curso o fenotipos deletéreos
aparentes (Figura 9, A), viviendo hasta 5 meses, edad méxima de sacrificio para
analisis bioquimicos, sin desarrollar sintomas que los distinguieran de sus comparieros
de camada controles. Interesantemente, no hube diferencias en la ganancia de peso
de los ratones tanto para machos como para hembras c¢Tg comparado con los

controles dentro de los primeros 3 meses de vida (Figura 9, B).
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Figura 9. Comparacion fenotipica y patrén de ganancia de peso de los ratones controles y cTg. Por

inspeccion visual no se observan diferencias de tamafo ni sintomas de enfermedad en curso entre los

ratones controles y cTg al menos hasta 5 meses de edad. A: imagen representativa de un ratén control

comparado con un cTg ambos machos de 1 mes de edad. B: ganancia de peso en gramos de los ratones

controles comparados con los ¢Tg separados por machos y hembras. No se observan diferencias entre

ambos genotipos para ninguno de los géneros. Los datos se muestran como el promedio + SEM. Prueba t-

Student miiltiple. n: Machos, control = 3-15, ¢Tg = 3-6; Hembras, control = 3-11, cTg = 2-8.
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7.3 Confirmacién de la sobreexpresion de TNF-a en los ganglios trigeminales
Para corroborar la integridad y la morfologia celular de los TG extraidos (Figura
10, A), se realizé6 una tincion de hematoxilina y eosina (H&E), ademas de
inmunoflucrescencias a partir de cortes histoldgicos de 14 pm de TG congelados de
ratones controles de 3 meses de edad (Figura 10). Mediante la tincién H&E es posible
observar que el tejido nervioso de los TG esta conformado por distintas poblaciones
celulares, destacandose tres regiones densamente pobladas por cuerpos celulares de
mayor tamarfio correspondientes a las neuronas trigeminales (Figura 10, B y C). Estas
tres regiones son las agrupaciones neuronales de las cuales se proyectan las ramas
oftdlmica (V1), maxilar (V2), y mandibular (V3). Ademas, se observan otros tipos
celulares rodeando a estas neuronas, las cuales corresponderian a células satelitales

ghiales y macréfagos, principalmente (Figura 10, C).
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Figura 10. Estructura y poblaciones celulares del ganglio trigémino. A: Vista dorsal de los TG de raton
dispuestos en la base de la béveda craneal, expuestos al remover el cerebro. Es posible observar la
morfologia caracteristica del par de ganglios (ganglio izquierdo encerrado en linea punteada blanca),
destacandose las tres zonas donde se agrupan los somas de las neuronas trigeminales (V1, V2 y V3
marcadas en el ganglio derecho). También se observan los ojos (O) y parte de los nervios dpticos que
quedan al remover el cerebro (NO). El largo promedio de un ganglio trigémino de ratén adulto es de 5 mm.

B: Imagen reconstituida con dos fotografias de un corte histolégico de 14 um de espesor de un ganglio

46




trigéminc proveniente de un ratén control de 3 meses de edad tefiido con hematoxilina y ecsina visto en
microscopio dptico. Cada fotografta fue iomada con el objetivo 4X. Se sefialan las zonas V1, V2 y V3,
correspondientes a las agrupaciones neurcnales que dan origen a las ramas oftdlmica, maxilar y
mandibular, respectivamente. Se puede observar parte de la rama lateral que emerge desde V3 (rama
mendibular). Barra de tamafio; 300 pm. C: Se observa con mayor aumento (10X) las zonas V1 més V2
(arriba), ¥ la zona V3 (abajo) de [a imagen en B. Los somas neuronales comresponden a los cuerpos
celulares més grandes tefiidos con hematoxilina (flachas blancas). Se pueden observar pequefios nicleos
alargados a lo largo de todas ias fibras del tgjido, que corresponderian a células de Schwann (flechas
negras). Bamas de tamafio: 100 pm D: Imagen reconstituida con 20 fotograflas de un corte histolégico de
14 pm de un ganglio trigeminal de un ratén control obtenidas por microscopia confocal utilizando sf
objetivo 10X y marcado contra la protelna neuronal TRPV1 en su epitope fosforilado en la treonina 407
(pTRPV1) en verde y TO-PRO en azul. La marca en rojo corresponds a fa unién de anticuerpo secundario
anti IgG de ratén conjugado a Alexa Fiuor 546, que reconoceria inmunogiobulinas enddgenas presentes
en el tejido. Se sefialan las zonas V1, V2 y V3. Barra de tamario: 500 pm. E: Se muestra una tincién de
otro corte de ganglio trigémino control en fa zona V2 contra el marcador neuronal flll-Tubulina (en verde)
mas TO-PRO {en blanco}, utilizando el objetivo 40X. Se pueden distinguir al menos fres poblaciones
celulares discriminando por la marca de plll-Tubulina y por morfologia nuclear: neuronas (flecha blanca),
células satelitales gliales o macréfagos (flecha roja) y células de Schwann, de niicleos més alargados
(flecha amarilla). Se observa la disposicién caracteristica de algunas células (principalmente células

satelitales gliales) rodeando los cuerpos neuronales (flecha roja). Barra de tamafio: 50 pm.
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Para confirmar la sobreexpresion tejido-especifica de TNF-a se realizé RT-PCR
para amplificar el cDNA de TNF-o de muestras de TG de los ratones cTg y controles.
Tanto al mes como a los 3 meses de edad se observé un aumento de expresion

relativa de TNF-o de alrededor del doble en los ratones cTg con respecto a ratones

controles (Figura 11).
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Figura 11. Expresién relativa de mRNA de TNF-c. en los TG a 1 y 3 meses de edad. Mediante RT-PCR

se determind que la expresion de mRNA de TNF-u es de alrededor del doble enratones cTg con respecto
a ratones controles a 1 y 3 meses de edad. En el panel inferior se muestran los geles de agarosa
representativos de los RT-PCR a 1 y 3 meses donde el primer camil corresponde a una muestra control y
el segundo a una muestra ¢Tg. Los datos corresponden al promedio + SEM. Prusba t-Student, *: p < 0,05,

= p<0,001.
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Para analizar los niveles proteicos de TNF-o en los TG, se realizé ELISA a
partir de 25 pug de extractos de proteinas. Se observé que la cantidad de TNF-o fue
aproximadamente 4 veces mas en los ratones ¢Tg con respecto alos controles a1y 3
meses de edad (Figura 12). En resumen, con estos resultados se concluye que los
ratones cTg sobreexpresan TNF-« tanto a nivel de mensajero como proteico en los TG

a 1y 3 meses de edad.
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Figura 12. Concentracidn de TNF-x en los TG a1 y 3 meses de edad. Se observé un aumento cercano
a 4 veces en la concentracion proteica de TNF-a en los TG de los ratone ¢Tg a 1 y 3 meses de edad. No
existe diferencia entre la cantidad de TNF-c en los TG de los ratones controles ni entre ratonescTga 1y 3
meses de edad. Los datos corresponden al promedio + SEM. Prueba {-Student, **: p < 0,01, ***: p < 0,001.

n.s.: no significativo.
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Ademas, los niveles de TNF-u fueron analizados mediante inmunofluorescencia
de los TG congelados de un ratén control y ofro ¢Tg a los 3 meses de edad.
Cualitativamente, se observé una mayor inmunoreactividad contra TNF-o en los TG del

raton ¢cTg en comparacion con el raton control (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion cualitativa de la inmunoreactividad contra TNF-a en el ganglio trigémino.
Se observé un aumento en la inmunoreactividad contra TNF-a en la seccién V3 del ganglio trigémino de
un ratén cTg en comparaciéon con un control a los 3 meses de edad. Se utilizo NeuN como marcador
neuronal y TO-PRO como marcador nuclear. Las fotografias fueron obtenidas con el objetivo 40X. Barras
de tamario: 50 pm.
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7.4 Evaluacién del potencial inflamatorio de los ratones cTg en los ganglios
trigeminales

Para comparar los posibles desbalances inflamatorios locales producidos por la
sobreexpresién de TNF-a se analizaron, tanto en los TG como en cerebro, los niveles
de transcritos de distintos mediadores inflamatorios de interés en dolor inflamatorio
entre los cuales estan: TNF-o, IL-12, IFN-«y, MCP-1, IL-6, IL-1p, IL-10, TGF-B, LIF y
OSM (Basbaum y col. 2009). Todos los RT-PCR para estos mediadores fueron
optimizados a partir de RNA total obtenido de bazo, ya que se sabe que en este tejido
se expresan mediadores inflamatorios en condiciones basales (Athanassakis y
lconomidou 1996; Yamasaki y col. 2003; Al-Banna y col. 2012). A los 3 meses de edad,
el perfil de expresién inflamatorio en los TG de los ratones ¢Tg fue distinto a los
ratones controles (Figura 14 A y B). Asi, ademas de la sobreexpresion de TNF-, se
observé un aumento significativo en la expresién de IL-6 y MCP-1, ambos mediadores
asociados a eventos proinflamatorios (Valliéres y Rivest 1999; Xia y Sui 2009). Por el
contrario, no se cbservaron cambios en la expresiéh de ofros mediadores anti-
inflamatorios, tales como IL-10 o TGF-p1 (Figura 14, A y B). Como se esperaba, no se
observé ningtin cambio en todas las citoquinas y quimioquinas analizadas en el
cerebro de animales controles y cTg (Figura 14, A y C). Estos resultados indican que la
sobreexpresién tejido-especifica de TNF-o, producida por modificacién genética, altera
solo la expresién local de mediadores proinflamatorios (MCP-1 y IL-6), a nivel de

mRNA, sin alterar el perfil de expresion inflamatorio del tejidc cerebral.
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Figura 14. Perfil de expresién de mRNA de mediadores inflamatorios en TG y cerebro de ratones a
los 3 meses de edad. Se observé un aumento de 1L-6 y MCP1 en los TG de los rafones cTg comparados
con controles (A y B). Sin embargo, este desbalance no se observd en el tejido cerebral {A y C). A: Geles
representativos de los amplicones obtenidos por RT-PCR. Se utilizé ¢cDNA de bazo a modo de confrol
positivo. B y C: Cuantificacién de las bandas de los distintos amplicones analizados en muestras de TG (B)
y de cerebro (C). Los datos corresponden af promedio + SEM de ratones de 3 meses. Prueba t-Student, *;

p < 0,05; **: p < 0,01. n: control = 3-7, cTg = 3-5. Bz: Muestra de cDNA de bazo de ratén controt.
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Se ha reportado que un aumenio en la expresién de lbal, marcador especifico de
macréfagos/microglias, ocurre en contextos proinflamatorios {Utans y col. 1995; Kéhier
2007). Por lo tanto, se analizd la expresién de Iba1 como un indicador del desbalance
del potencial inflamatorio en los ratones cTg. Para esto, se analizaron las distintas
regiones V1, V2 y V3 en cortes de TG de ratones c¢Tg y control mediante
inmunofluorescencia contra ibal. Se observé un aumento en [a cantidad de células
Ibat positivas en las tres regiones del ganglio trigémino de un ratén ¢Tg comparado
con el control. Se obtuvo fotograflas y se compararon las regiones V3 de cada ratén
(Figura 15). Ademas, se observd diferencias en la distribucion de la marca de las
células Ibal positivas, pasando de una marca relativamente homogénea en el
citoplasma a un patrén punteado, en el TG de un ratén ¢Tg comparado con el control

(inserto magnificado en Figura 15).
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Figura 15. Comparacion cualitativa de la inmunoreactividad contra Iba1 en el ganglio trigémino. Se
observd un aumento en la inmunoreactividad contra Iba1 en la zona V3 del ganglio trigémino de un ratén
¢Tg en comparacién con un ratén control, a los 3 meses de edad. Ademas, el patron de la sefial de Iba1
cambia de relativamente homogéneo en el citoplasma (control) a uno menos homogéneo pero mas intenso

(cTg) (inserto magnificado en el panel de Iba1). Las fotografias fueron obtenidas con el objetivo 40X.
Barras de tamario: 50 um.
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7.5 Impacto de [a sobreexpresién de TNF-a en los TG sobre Ia via de Cdk5/p35
Como primera aproximacion sobre el estudio de la regulacion de la actividad de
Cdk5 in vivo mediada por TNF-c, los niveles de mRNA y de proteina de Cdk5 y p35
fueron analizados en los TG de los ratones ¢Tg y controles mediante RT-PCR vy
Western blot, respectivamente (Figura 16). Se enconiré que los niveles de mRNA de
Cdk5 y p35 no variaron en los ratones cTg comparados con los controles a 1y 3
meses de edad. Por su parie, los niveles proteicos de Cdk5 no varian, sin embargo, se
observd una tendencia al aumento en los niveles proteicos de p35 en los TG de los

ratones c¢Tg con respecto a los controles a 1 y 3 meses de edad (Figura 16, D).
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Figura 16. Expresién Cdk5 y de p35 en los TG en ratones cTg y controles a 1 y 3 meses de edad.
Cuantificacién de RT-PCR y Western blots contra Cdk5 y p35 a partir de extractos de TG. A: La expresién
de mRNA de Cdk5 no varia entre los ratones cTg y controles a 1 y 3 meses de edad. B: La expresién de
mRNA de p35 no varia entre ratones ¢Tg y contrales a 1 y 3 meses de edad. Se presentan imagenes de
geles de agarosa representativos de los productos de PCR para Cdk5 y p35. 529 se utilizé como control
de carga. El primer caril de cada imagen representativa (A y B) corresponde a una muestra control; el
segundo corresponde a una muestra ¢Tg. C: Los niveles proteicos de Cdk5 no cambian entre ratones cTg
y controles a 1 y 3 meses de edad. D: Los niveles proteicos de p35 muestran una tendencia al alza en los
TG de ratones ¢Tg comparado con los controles a 1 y 3 meses de edad. Se presentan Western blots
representativos para cada condicién. El primer carril de cada imagen representativa (C y D) corresponde a
una muestra de TG de ratén control y el segundo a una muestra de TG de ratén cTg. Se utilizo el Western

blot de a-tubulina como control de carga. Los datos se muestran como promedio + SEM. Prueba t-Student.
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Se compar6 cualitativamente la inmunoreactividad contra Cdk5 y p35 en
secciones  histolégicas de TG de ratones c¢Tg y controles mediante
inmunofluorescencia (Figura 17). A los 3 meses de edad se observd un aumento en la
expresion de Cdk5 y p35 (en verde) en la zona V3 de los TG de ratones ¢Tg en
comparacion con el iejido control. Ademas, se observo una diferencia en ia localizacién
subcelular de p35 en los ¢Tg desde una zona nuclear/perinuclear en el control hacia la

membrana neuronal en el ¢Tg (Figura 17, B).
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Figura 17. Comparacion cualitativa de la inmunoreactividad contra Cdk5 y p35 en TG de ratones
cTg y controles. A: La inmunoreactividad de Cdk5 estaba aumentada en los TG del ratén cTg en
comparacién con el control, a los 3 meses de edad. B: La inmunoreactividad contra p35 también estaba
aumentada en los TG del ratén cTg en comparaciéon con el control. Ademés, se observé un cambio de
localizacion subcelular desde una zona nuclear/perinuclear en el control (flechas rojas), hacia una
acumulacién en la membrana en el cTg (flechas blancas). Las fotografias corresponden a la zona V3
obtenidas con el objetivo 40X. Barras de tamafio: 50 um.




7.6 Evaluacién del potencial inflamatorio sistémico del ratén cTg

En consideracidn del aumento en la expresién de TNF-oc en los TG y de su
impacto en la expresion de otros mediadores inflamatorios, se analizé la posibilidad de
que la sobreexpresién de esta citoquina en el tejido nociceptivo aumentara su
concentracion sérica y provocara un desbalance inmune sistémico en los ratones c¢Tg.
Para esto, la concentracién de TNF-a en suero sanguineo fue medida por ELISA. Los
niveles de TNF-a en el suero de animales de 1 mes de edad no mostraron diferencias
entre los ratones cTg y controles (Figura 18). Sin embargo, a los 3 meses de edad se
observé un aumento de aproximadamente 2,5 veces mas en la concentracion de esta

citoguina en ratones ¢Tg comparado con los ratones control {Figura 18).
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Figura 18. Concentracién sérica de TNF-« en los ratones ¢Tg y controles medida por ELISAa 1y 3
meses de edad. A 1 mes de edad no se observaron diferencias en los niveles sistémicos de TNF-u enire
ratones ¢Tg y controles. Sin embargo, a 3 meses de edad se observd un aumento en la concentracion
sérica de TNF-c en los ratones cTg comparado con los controles. Los datos corresponden al promedio &

SEM. Prueba t-Student, **: p < 0,01. n.s.: no significativo.
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Dado el aumento en la concentracion sérica de TNF-a a los 3 meses de edad
en los ratones cTg, se evalué mediante CBA la concentracion de TNF-a, IL-12, IFN-y,
MCP-1, IL-6 e iL-10, seis mediadores inflamatorios importantes a nivel sistémico cuyo
balance representa una medida de la homeostasis inmune del organismo, ya que son
proteinas fundamentales en la regulacién del inicio y de ia mantencién de respuestas
inmunes frente a distintos tipos de alteraciones patoldgicas (Xu y col. 2013).
Interesantemente, no se observaron diferencias de concentracion de ninguna de estas
moléculas entre ratones c¢Tg y control, incluyende TNF-¢, mediante esta técnica
(Figura 19). La concentracién de IL-10 en los ratones cTg y control no pudo ser

detectada dada su baja concentracion.
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Figura 19. Concentracién sérica de varios mediadores inflamatorios a los 3 meses de edad,
determinada por CBA. A los 3 meses de edad no se observaren diferencias entre ratones cTg y controles
en ninguno de estos seis mediadores criticos en la homeostasis inmune sistémica. Los niveles de IL-10 no

pudieron ser detectados dada su baja concentracién. Los datos corresponden al promedio + SEM. Prueba

t-Student. n: control = 5-8, cTg = 4-5.
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En consideracién de los ensayos a nivel sistémico, los resultados indican que a
los 3 meses de edad existe un aumento en la concentracién sérica de TNF-aen
ratones c¢Tg, medido por ELISA, que no es detectado por CBA y que no aitera la
concentracion sistémica de IL-12, IFN-y, MCP-1, IL-6 e IL-10; o que se correlaciona
con la observacion visual de ningtin fenotipo asociade a enfermedades en curso y la

misma ganancia de peso entre ratones ¢Tg y controles.

66




8 Discusién y conclusiones

Varias han sido las herramientas utilizadas para comprender la participacién de
TNF-o en el fenémeno del dolor: por ejemplo existen modelos murinos de inflamacién
provocada por [a inyeccion de CFA, carragenina o formalina; modelos genéticos de
migrafias hemiplgjicas familiares; modelos de administraciéon de TNF-a a nivel
intratecal, administracion periférica subcuténea, administracién en meninges craneales
in vivo, etc (Zelenka y col. 2005; Moalem y Tracey 2006; Xu y col. 2010; Zhang v col.
2011; Franceschini y col. 2013). Sin embargo, se ha hecho necesaria la incorporacion
de nuevos modelos genéticos para responder a preguntas mas especificas sobre el
mecanismo doloroso gatillado por TNF-c.. En este trabajo se generd y caracterizé un
nuevo modelo transgénico condicional que sobreexpresa TNF-a en los TG, tejidos
claves en la transduccién y transmision de estimulos nocivos, para estudiar la
conversacion molecular local entre las vias de TNF-o y Cdk5, y asi aportar con una
nueva herramienta in vivo para diseccionar [os mecanismos de accién de TNF-o en

fenomenos de dolor.

8.1 Sobreexpresion de TNF-o in vitro e in vivo utilizando el vector TNF-a-pCle
Para generar este nuevo modelo se utilizaron ratones fransgénicos portadores
del vector TNF-a-pCle (Figura 5). Este vector fue generado por el Dr. Elias Utreras en
el laboratorio del Dr. Ashok Kulkami (Laboratory of Cell and Developmental Biology,
National Institute of Dental and Craniofacial Research, National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland) a partir del vector base pCle disefiado por Bradley, Hyun y

colaboradores, para sobreexpresar ubicuamente la proteina HIP1 humana en ratones
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knock-out para HIP1 y HiP1r (Bradley y col. 2007) y que se utilizd con éxito en Ila
sobreexpresion de TGF-B1 especificamente en glandulas salivales de ratén (Hall y col.
2010). Nuestra estrategia consistidé en cruzar esta linea transgénica con ofra que
expresa la recombinasa Cre bajo el control del promotor del gen SNS, que solo se
expresa en neuronas nociceptivas de los TG y DRG (Agarwal y col. 2004; Abrahamsen
y col. 2008; Chiu y col. 2013), promoviendo asf la escisién de la regibn EGFP
flanqueada por sitios loxP, y dejando la expresion de TNF-o bajo el control del

promotor constitutivo de p-actina mas los elementos enhancers de CMV (Figura 5).

El primer objetivo de este trabajo fue corroborar in vifro el funcionamiento de la
estrategia de sobreexpresién de TNF-o mediada por estos dos constructos genéticos,
pero utilizando un vector que expresa Cre constitutivamente bajo el promotor CMV. Al
transfectar la linea celular N2a de neuroblastomna de ratdén, con ambos vectores, se
observé un aumento en la expresion de mRNA de TNF-o a [as 48 h (Figura 7). Esto se
condice con resultados preliminares obtenidos por el Dr. Elfas Utreras utilizando la
linea celular PC12, de feocromocifoma de médula adrenal de rata, donde se observa el
mismo fendmeno (datos no publicados). Ademas de la sobreexpresion de mRNA de
TNF-o, se analizaron musstras de sobrenadante de los cultivos por ELISA anti TNF-c,
donde los datos de las células fransfectadas con ambos vectores sobrepasaba el limite
superior de la curva de calibracion (1000 pg/mL.) por lo gue no pudo ser cuantificado
(datos no mostrados). Las células no transfectadas no presentaban TNF-a en el medio
(datos no mostrados). Esto indica que existe secrecién de TNF-« al medio de cultivo en
el sistema de N2a a las 48 h post transfeccion. No se repitieron estas mediciones para

ocupar las reacciones de ELISA restantes en las muestras de animales. Por lo tanto,
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en estas lineas celulares, estos vectares permiten la sobreexpresién del mensajero de
TNF-o ¥ la secrecién de la proteina al medio, avalando esta estrategia genética de

sobreexpresion de TNF-o en células de neuroblastoma de raton.

Posteriormente, para !a generacion de los ratones cTg se cruzaron los ratones
TNF-a-pCle con los ratones SNS-Cre. Ambas lineas transgénicas transportan el
constructo solo en un alelo (heterocigosis) para evitar posibles efectos deletéreos en la
expresion de otros genes si se encontrasen en homocigosis, ya que la insercion de los
fransgenes en el genoma fue al azar y se desconocen sus sitios especificos. De esta
forma, si la insercion irrumpe algtn gen o sitio de regulacion génica, su efecto podria
ser enmascarado por la copia silvestre de ese locus. Ademas, dado que se desconoce
el niumero de copias de los transgenes insertos y que [a transcripcidn de los genes de
interés esta gobernada por promotores constitutivos (f-actina a lo largo del desarrollo y
toda la vida del organismo; SNS desde perinatal), se asume que la presencia del
constructo en heterocigosis es suficiente para garantizar los niveles de expresion

deseables.

En cuanto a la caracterizacion fenotipica de los ratones ¢Tg, mediante
inspeccidn visual no se observaron cambios aparentes en la salud, viabilidad o
fertilidad de los ratones cTg comparados con sus compafneros de camada controles
(Figura 9, A). Los rafones cTg, tanto machos como para hembras, no presentan signos
ni sinfomas de algin tipo de enfermedad inflamatoria en curso hasta los 5 meses de
edad, fecha en la cual se sacrificaron los animales mas longevos. Mas aun, no existen

diferencias en la ganancia de peso de los ratones cTg comparados con los ratones
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control (Figura 9, B). Esta primera inspeccién sugiere que no hay efectos sistémicos

asociados a la sobreexpresion de TNF-a en [os tejidos nociceptivos.

Posteriormente, se confirmd la sobreexpresion local de TNF-o en los TG de los
ratones cTg a 1 y 3 meses de edad. Los niveles de mRNA de TNF-o. aumentaron al
doble en comparacién con los ratones controles a ambas edades analizadas (Figura
11). Ademas, los niveles proteicos de TNF-a aumentaron aproximadamente cuatro
veces en los TG de los ratones ¢Tg comparados con los controles (Figura 12),
comprobandose que la sobreexpresién del mRNA conl!jeva un aumento en la expresién
de la proteina. A pesar que la relacion mRNA/proteina no necesariamente debe ser
igual a 1:1, la medicién de los niveles de mRNA a través de RT-PCR clasico podria
estar subestimando fa cantidad de mensajero de TNF-o.. Esto debido a que se miden
los niveles en un determinado nimero de ciclos, en cambio un analisis mediante real-
time PCR podria entregar valores en un rango dindmico, haciendo méas exacta la
medicién de la cantidad de TNF-o sobreexpresada. Dada la intensidad de la banda del
producto de PCR para TNF-u, es esperable que una cuantificacién por real-time PCR
entregue una relacion de sobreexpresion mayor que 2 veces (cTg sobre controles)

como se determiné por RT-PCR clasico.

Por otro lado, no se observaron cambios en la expresién de TNF-a ni de otros
mediadores inflamatorios a nivel de mRNA en tejido cerebral (Figura 14, C) lo que
sugiere que la sobreexpresion local de TNF-a en los TG, no afecta la expresion de
mediadores inflamatorios en el sistetna nervioso. Conjuntamente, se observé un

aumento cualitativo en la inmunoreactividad contra TNF-o en cortes histoldgicos de los
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TG de un ratén cTg en comparacién con un control a 3 meses de edad (Figura 13).
Cabe sefialar que la expresion de la recombinasa Cre que esta bajo el promotor de
canal de sodio SNS (Nav1.8) corresponde a la totalidad de las neuronas nociceptivas
de pequefio diametro y a un pequefio porcentaje de neuronas de diametro grande, los
cuales representan solo a un subconjunto de todas las neuronas de los TG (Agarwal y
col. 2004). Adicionalmente, en datos no publicados de nuestro laboratorio, se
determiné que las neuronas nociceptivas representan aproximadamente un 10% de las
células totales en un cuitivo primario de células trigeminales de raton. Por lo tanto, se
espera que los niveles de expresion y secrecién de TNF-a sean discretos y confinados
dentro de los TG.

Dentro de los ofros tipos celulares presenies en los TG se encuentran
principalmente las células satelitales gliales, los macrofagos, las células de Schwann
mielinizantes y no mielinizantes (Figura 2 y 10) (Thalakofi y col. 2007).Dado el
importante papel que desempefia TNF-o en el inicio y mantencion de los evenfos
inflamatorios, es de esperar que la exposicidén cronica sobre estos fipos celulares

desencadene distintas respuestas y afecte el perfil de expresién inflamatorio Jocal.

8.2 Desbalance del perfil inflamatorio en los ganglios trigeminales de los
ratones cTg

Se ha descrito gque en modelos murinos de migrafia o dafio al tejido nociceptivo
(TG y DRG), ocurre un aumento de la expresion de TNF-a y de ofras citoguinas pro-
inflamatorias y quimioquinas (Cunha y col. 2005; Moalem y Tracey 2006; Basbaum y
col. 2009; Franceschini y col. 2013). Las citoquinas que aumentan con mayor

frecuencia dentro de los distintos modelos de estudios fueron TNF-¢, IL-6, MCP-1, e IL-

1B (Cunha y col. 2005; Moalem y Tracey 2006; Mitchell y col. 2008; Franceschini y col.
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2013). Esto no es de extrafiar ya que estos mediadores inflamatorios juegan un papel
fundamental en el inicio y en el mantenimiento de una respuesta inflamatoria frente a
algun dafio celular o tisular. En nuestro modelo encontramos que la expresion de los
moduladores inflamatorios IL-6 y MCP-1 estaba aumentada en los TG de ios ratones
cTg en comparaciéon con los controles a 3 meses de edad (Figura 14, A y B).
Coincidentemente, se reportd que la expresion de estas proteinas también aumentan
durante la inflamacién en los TG (Franceschini y col. 2013). Se sabe que IL-6
contribuye a la generacion de dolor y a la hiperalgesia en modelos animales (Arruda y
col. 1998; Obreja y col. 2002; Cunha y col. 2005), como también lo hace MCP-1 (White
y col. 2005; Hackel y col. 2013). Ademas, IL-6 podria actuar directamente sobre la
actividad de Cdk5 ya que se ha reportado que induce la expresion de p35 en cultivos
de neuronas hipocampales de rata (Quintanilla y col. 2004). El aumento de IL-6 y MCP-
1 mediado por TNF-c en los TG de los ratones cTg podrfa deberse directamente a la
sobreexpresion de TNF-a, ya que se ha reportado que TNF-o. media el aumento de
estas citoquinas en ofros modelos (Kurokouchi y col. 1998; Langert y col. 2013). En el
contexto de estos antecedentes, el aumento en la expresion de estos dos agentes
proinflamatorios en nuestro modelo sugieren la generacion de hiperalgesia en la regién
orofacial. Es necesaria la realizacién de ensayos conductuales de dolor orofacial para

dar cuenta de este asunto.

A diferencia del patron de expresion de las citoquinas mencionadas en los
estudios anteriores, en nuestro modelo no ocurre aumento de IL-1p e IL-10 (Figura 14,
A y B). Estas diferencias podrian deberse a los distintos mecanismos celulares y

moleculares involucrados en el fenémeno doloroso, o a la temporalidad de los
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estfmulos en el tejido nervioso, ya que en nuestro modelo la exposicién a TNF-c ocurre
crénicamente dando tiempo a que mecanismos de compensacion y regulacion puedan
aplacar la pérdida de la homeostasis inmune local. En este sentido, experimentos a
estadios mas tempranos, complementados con estos resuitados, podrian dar cuenta de
la evolucidn del perfil inflamatorio y corroborar si existen o no mecanismos anti-
inflamatorios de regulacion en este modelo. A su vez, también es necesario considerar
que los patrones de expresion corresponden a nivel de mensajero y no representan
necesariamente lo que ocurre con la cantidad de protelna de los TG, sin embargo,
constituyen una primera aproximacién que guie el curso de las siguientes lineas de

investigacion que se quieran realizar utilizando estos animales.

La poblacion celular en los TG es heterogénea y la pérdida de la homeostasis
inmune puede desencadenar distintos eventos en macrdfagos, glias y neuronas
(Moalem y Tracey 2006; Franceschini y col. 2013). Aumento de los niveles de TNF-«
inducen una activacion de macréfagos, es decir, un cambio fenotipico que favorece Ia
fagocitosis, presentacion de antigenos, hiperalgesia y reparacion tisular, evidenciada
principalmente por dos caracteristicas histologicas: cambios morfoldgicos, donde los
macréfagos aumentan su volumen y disminuye su nimero de procesos; y un aumento
del numero de este tipo celular, que son positivos para el marcador Iba1, proteina
involucrada en transduccién de sefiales mediadas por calcio especificamente en
microglia y macréfagos, y que aumenta su expresién en células estimuladas con
agentes proinflamatorios (Deininger y col. 2002; Franceschini y col. 2013). En nuestro
estudio se observé un aumento cualitativo en la cantidad de sefial de Ibal en cortes

histolégicos de TG del ratén ¢Tg comparado con el control, donde la distribucion de la
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marca cambia de relativamente homogénea en el citoplasma a una menos homogénea
pero mas intensa que dificulta la observacion de células Unicas (insertos magnificados
Figura 15). A pesar de que no se puede distinguir con claridad un aumento de
superficie celular en los cortes dpticos, estas diferencias en el patrén de la marca de
Ibal sugieren un cambio metabdlico que evidenciaria la activacién de los macréfagos
dentro de este tejido nervioso y representaria una medida de la pérdida de la
homeostasis inmune en los TG de los ratones ¢Tg. Este punto debe ser confirmado
aumentando el nimero de animales y cuantificando. También se sugiere realizar un

analisis de z-sfack para analizar cambios en volumen.

A su vez, las células satélites gliales, presentes en gran nimero en los TG
pueden responder a TNF-a. Se ha demostrado que son capaces de liberar mas TNF-a
e IL-1p, contribuyendo a eventos hiperalgésicos (Takeda y col. 2009), punto que queda
disponible para ser analizado en futuros experimentos utilizando marcadores

especificos de células satelitales gliales.

Por ofra parte, las neuronas nociceptivas son capaces de responder a TNF-¢t y
a otras citoquinas sensbilizando los nociceptores a través del cambio en las
propiedades electrofisiologicas, expresién y/o frafico intracelular de canales y otras
proteinas moduladoras (Moalem y Tracey 2006; Basbaum y col. 2009). En este nuevo
modelo de dolor inflamatorio se caracterizd el impacto de la sobreexpresién de TNF-a
sobre la via de Cdk5/p35 en la poblacion neuronal, ya que anteriormente se determiné
que TNF-o es capaz de aumentar la expresion de p35 y subsequentemente la actividad

de Cdk5 en célutas PC12 (Utreras y col. 2009, Utreras y col. 2009; Utreras y col. 2011).
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En este sentido, se determiné que la expresién de mRNA de Cdk5 y p35 no presenta
diferencias en los TG de los ratones cTg comparados con los controles (Figura 16, A y
B). Sin embargo, se recomienda realizar real-time PCR para esclarecer los niveles de
expresion de mRNA de p35 ya que es el tinico gen analizado en este trabajo que tiene
un solo exén. Todos los ofros partidores fueron disefiados para hibridar con exones
distintos con el fin de poder discriminar y no sobreestimar la eventual existencia de
alguna contaminacion de DNA gendmico, ya que la secuencia en este DNA incluye las
regiones intronicas entre los exones aumentando el largo del producto de PCR. Por lo
tanto, si hubo alguna contaminacion presente en las muestras de RT-PCR de p35, no
se podrfan excluir de la cuantificacién ya que los productos son del mismo largo que el
cDNA. Si bien en los antecedentes de cultivos celulares existe un aumento en la
expresién de p35 al tratar con TNF-o (Utreras y col. 2009; Utreras y col. 2011), en el
organismo vivo existe la presencia de ofros factores intra e intercelulares que podrian
interactuar en esta via de sefializacién, ya que las neuronas trigeminales son distintas
a las células PC12 (diferencias intracelulares) y que se encuentran en presencia de
otros tipos celulares (diferencias intercelulares). Por otro lado, el curso temporal de los
experimentos también es un factor a2 considerar. Los tratamientos con TNF-« in vifro
son del orden de horas-dlas, a diferencia de nuestro modelo de exposicién crénica a
TNF-o, lo que podria dar tiempo a la accién de mecanismos de compensacién y/o

desensibilizacién.

Se determind que la cantidad de protelna de Cdk5 tampoco varia en los TG de

los ¢Tg comparados con controles (Figura 16, C), a_pesar de que se observd un

aumento cualitative en la inmunoreactividad contra Cdk5 en TG de un ratdén ¢Tg en
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comparacion con un control a los 3 meses de edad (Figura 17, A). Como se observé en
células PC12 tratadas con TNF-a (Utreras y col. 2009), es esperable que los niveles de
Cdk5 se mantengan constantes frente a este estimulo, como se observa en los
resultados de RT-PCR y Western blot. Sin embargo, las diferencias cualitativas
observadas en la inmunofluorescencia dan cuenta de un aumento en la
inmunoreactividad contra Cdk5 en las neuronas trigeminales. Esto se podria explicar
por el efecto de dilucion en los homogenizados para Western blot, ya que las neuronas
estan poco representadas. Por su parte, el hecho de que los niveles de mRNA no
cambien, implicarfa que en la condicién ¢Tg existe una menor degradacion de la
protefna y/o mayor traduccion del pool de mRNA para Cdk5. Nuevas tinciones de
inmunoflucrescencia debe ser realizadas para aclarar si existe un aumente en los
niveles de Cdk5 en las neuronas frigeminales, haciendo interesante el tratar de
esclarecer los mecanismos diferentes a las células PC12 que darian cuenta de dicho

aumento.

Por otro lado, se observé una tendencia de aumento en los niveles proteicos de
p35 en los TG de los ratones ¢cTg comparados con controles a 1 y 3 meses de edad
(Figura 16, D). Asimismo, la inmunoreactividad contra p35 demosiré un aumento
cualitativo en las neuronas y un cambio en su localizacion celular en los TG del ratén
¢Tg comparado con el control a 3 meses de edad (Figura 17, B). Esto sugiere que la
sobreexpresion de TNF-o podria estar afectando la expresion de p35 y por
consiguiente la actividad de Cdk5 tal como se reporté tempranamente (Utreras y col.
2009; Nohara y col. 2011). Dada la baja cantidad de células neuronales representadas

en los homogenizados de los TG, lo que podria estar ocumriendo en los resultados de
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RT-PCR y de Western blot sobre la expresion de p35 es un efecto de dilucién lo que
haria dificil detectar diferencias en estos tejidos. Por lo tanto, los analisis de
inmunofiuorescencia se erigen como buenas alternativas para zanjar el impacto de la
sobreexpresion de TNF-o sobre la via de Cdk5/p35. Finalmente, si el aumento de los
niveles de p35 y su cambio de localizacion subcelular en las neuronas es diractamente

desencadenado por TNF-c, se podria comprobar en cultivos primarios de neuronas de

TG silvestres en presencia de TNF-o mas antagonistas de sus receptores.

Las células endoteliales del sistema vascular constituyen una cuarta poblacién
celular que puede responder frente a este cambio del perfil inflamatorio a nive! de TG.
Se ha reportado que MCP-1, [a cual aumenta su expresién en los TG de los ratones
¢Tg (Figura 14, B), actia sobre células endoteliales favoreciendo la vasodilatacion y
pemeabilizacion del endotelio (Weber y col. 1999; Stamatovic y col. 2003). Estas
cascadas de sefializacién favorecen el reclutamiento y la extravasacién de células
inmunes. En los eventos inflamatorios periféricos en general, destaca Ia infiltracién de
células del sistema inmune innato como macréfagos y monocitos cuyas funciones
residen en proteccion y reparacion tisular, entre otras (Serhan y col. 2008). En este
sentido, andlisis histolégicos utilizando el marcador CD11b, el cual es expresado por
varias células involucradas en respuestas inmunes innatas tales como granulocitos,
monocitos, macréfagos y natural killers, podrian responder la pregunta sobre si existe o
no una infiliracién de células inmunes en este tejido {Solovjov y col. 2005; Franceschini

y col. 2013). Esto podria constituir una interesante ifnea de investigacion sobre la

comunicacion neurona-sistema inmune iniciada por TNF-a en los tejidos nociceptivos.
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Es esperable que el conjunto de todos estos resultados sean extrapolables a lo
que sucede en los DRG a lo largo de la columna vertebral, ya que el promotor SNS
también se expresa en e! tejido nociceptivo de estos ganglios nerviosos. Serfa
interesante analizar si en estos tejidos ocurre el mismo desbalance en el perfil
inflamatorio que en TG y cual seria la contribucién de TNF-a en ese sistema. De existir
mecanismos diferenciales entre TG y DRG activados por TNF-¢, este modelo murino
serviria para el estudio de analgésicos que sean especificos para una regién del

cuerpo {orofacial o dermatoma especifico de algin conjunte de DRGs).

8.3 Impacto de la sobreexpresion local de TNF-o en la homeostasis inmune
sistémica

Uno de los aspectos de mayor preocupacién en la utilizacién de este modelo
consistia en la posibilidad de que los ratones cTg sufrieran un desbalance inflamatorio
sistémico dada la produccién crénica de TNF-o, cuyo papel activador de varios eventos
inflamatorios y en varios tipos celulares ya ha sido demostrado (Tracey y Cerami 1992;
Chu 2013; Ramseyer y Garvin 2013). Para evaluar esta posibilidad, se realizaron los
experimentos de ELISA anti TNF-a y CBA en muestras de suero sangufneo de
animales. Los ensayos de ELISA muesfran que no existe diferencia en la
concentracién sérica de TNF-c. a 1 mes de edad. Sin embargo, a los 3 meses de edad
se evidencia un aumento en la concentracion de TNF-o en los ratones c¢Tg bordeando
los 15 pg de TNF-a por miI (Figura 18). Una posible explicacion a este fenémeno podria
ser que parte de la produccién de TNF-a en los tejidos nociceptivos actie localmente y

la otra parte difunda hacia la circulacién, acumulandose a lo largo del tiempo. No se
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descarta la posibilidad de que mecanismos enddgenos de regulacién destinados a
disminuir los niveles de TNF-a, como el clivaje y solubilizacién de sus receptores
(Westlund y col. 2012}, estén actuando y se vean sobrepasados a tiempos extensos,
como 3 meses de produccién cronica. De todas formas, los niveles absolutos de
concenfracién de TNF-a en suero, tanto de los ratones control como ¢Tg, son similares
a los reportados en ratones C57BI/8 en condiciones basales, los cuales no superan los
30 pg por ml (Zhao y col. 2012). Adicionalmente, se ha reportado que ratones BALB/c
en condiciones basales poseen alrededor de 10 pg de TNF-o por ml en suero (Yang vy
col. 2011). En modelos de inflamacién inducida por LPS, las concentraciones séricas
de TNF-a entran en el orden de ng por ml (Rosas-Ballina y col. 2008). Por lo tanto, si
bien hay un aumento en la concentracién de TNF-o a los 3 meses de edad en los
ratones cTg, entra en un rango fisiolégico y no se espera que sea patoldgico, como se
deduce de los perfiles inflamatorios sistémicos por CBA. Siguiendo esta linea, los
resultados obtenidos por CBA demuestran claramente que no existe una pérdida de Ia
homeostasis inmune en los ratones ¢Tg a los 3 meses de edad (Figura 19). Mediante
esta técnica no se regisiraron diferencias en los niveles de IL-12, TNF-a, IFN-y, MCP-1
e IL-6, entre ratones cTg y controles. Estos seis modulares son claves en procesos
inflamatorios sistémicos, y su concentracion representa una medida indirecta del
estado inmune del organismo (Xu y col. 2013). Los niveles de IL-10 no fueron
detectables en ninguna de las dos categorfas genotipicas debido a su baja
concentracion. Interesantemente, a pesar de que los valores promedios de
concentracion de TNF-a son semejantes entre las técnicas de ELISA y CBA, mediante
esta Ultima no pudimos detectar una diferencia significativa en la concentracién de

TNF-o entre los ratones cTg y controles como si se observa en los resultados
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obtenidos por ELISA, donde en ambas técnicas los valores obtenidos estan sobre el
limite de deteccién (>3 pg/ml. para ELISA; > 7,3 pg/mL para CBA). Esta diferencia
podria afribuirse a distintas variaciones intraensayo (se realizaron en paralelo a las

mismas muestras) y/o a la sensibilidad de cada técnica.

En este seminario de tftulo se evalud un nuevo modelo transgénico condicional
que sobreexpresa TNF-o especificamente en tejido nociceptivo para estudiar procesos
de dolor inflamatorio gatillados por esta citoquina. Se confirmé la sobreexpresién local
de TNF-a, que ademés promueve la expresion de IL-6 y MCP-1 en los TG. Se sugiere
que esta sobreexpresion podria inducir la activacién de una poblacién de macréfagos
en los TG. Este desbalance local del potencial inflamatorio no afecta los tejidos
cerebrales. Si bien los ratones ¢Tg acumulan mas TNF-o en el suero que sus
compafieros de camada confroles a los 3 meses de edad, estos niveles no serian
patolégicos ya que queda evidenciado al no existir cambios en la concentracidn sérica
de otros mediadores claves en eventos inflamatorios, que son promovidos por TNF-a.
Ademas, la ganancia de peso y la inspeccion visual apoyan la conclusidén de que la
homeostasis inmune sistémica no esta alterada en los ratones ¢Tg. Por lo tanto, los
ratones cTg poseen un desbalance local pero no sistémico del potencial inflamatorio, y
constituyen una nueva herramienta para la investigacion del papel de Cdk5 en dolor,
ademas del estudio de otros mecanismos moleculares y celulares involucrados en la

interaccién neuro-inmune gatilladas por TNF-c.
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