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Resumen

El dolor neuropético se desencadena por lesiones o enfermedades del sistema
nervioso, y se caracteriza por la presencia de dolor espontaneo y dolor inducido por estimulos
inocuos (alodinia) o nocivos (hiperalgesia). Se estima que entre 2 y 3% de la poblacién
mundial sufre de dolor neuropatico. Entre una de las causas se encuentran las lesiones de
médula espinal de origen traumatico. Tanto el diagndstico como el tratamiento del dolor
posterior a la lesion siguen constituyendo un desafio clinico. No hay un tratamiento médico o
quirdrgico que haya probado ser totalmente eficaz para la prevencién o reduccion del dolor.

Previamente, se ha demostrado que la progesterona (PG), un esteroide
neuroactivo, podria representar una opcion terapéutica para prevenir el desarrollo de dolor
neuropatico luego de una lesién espinal. Por otra parte, maltiples estudios han revelado la
presencia y actividad bioldgica de importantes enzimas sintetizadoras de esteroides en el asta
dorsal de la médula espinal. Esta informacion sugiere que los neuroesteroides generados en el
asta dorsal, podrian controlar la integracion de los mensajes somatosensoriales, incluyendo las
sefiales nociceptivas. Por lo tanto, los objetivos de este trabajo fueron: estudiar los cambios
temporales en la expresion de las proteinas translocadoras y las enzimas esteroidogeénicas,
moléculas clave para la sintesis de esteroides y la regulacién de los circuitos nociceptivos a
nivel espinal, y analizar su posible modulacion por PG en un modelo experimental de dolor
cronico.

Ratas macho Sprague-Dawley controles (CTL) o con hemiseccion espinal
(HX) fueron sacrificados a diferentes dias post lesion (1 dia, 14 dias, 28 dias). A su vez, un
grupo de animales hemisectados fue inyectado diariamente con PG (16 mg/kg sc; HX+PG) y
sacrificado a 28 dias post lesion. La conducta neuropatica (alodinia) se evalud utilizando los
tests de von Frey y Choi. Los niveles de ARNm de TSPO, StAR, 5a-R | y Il se determinaron
por RT-PCR en tiempo real. En los animales HX se observd un aumento temprano en la
expresion de TSPO (p<0.05 vs CTL a 1d y 14d) y de Sa-RIl (p<0.05 vs CTL a 1d; p<0.01 vs
CTL a 14d), mientras que en la fase crénica, y coincidiendo con la conducta alodinica (28d),
se observo una disminucion significativa en la expresion de 5a-RI (p<0.01 vs CTL) y SaRedII
(p<0.05 vs CTL). Por otra parte, a 28d, el grupo HX+PG mostré un marcado aumento en los
niveles de ARNm de TSPO (p<0.001 vs HX y CTL), StAR (p<0.05 vs HX y CTL), 50-RI
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(p<0.01 vs HX) y 5a-RII (p<0.001 vs HX y CTL). De acuerdo con datos previos, los animales
lesionados tratados con PG no desarrollaron alodinia.

Nuestros resultados sugieren que en la etapa aguda post lesion, el incremento
en la expresion de TSPO y 5a-RI1 podria representar una respuesta protectora del tejido frente
a la injuria, que no se mantiene en la fase alodinica. La PG favoreceria la expresion de TSPO,
StAR vy la produccion de metabolitos reducidos, posibles responsables de los efectos

antialodinicos observados en animales con injuria tratados con PG.
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Abstract

Neuropathic pain is triggered by lesions or diseases of the nervous system and
IS characterized by the presence of both spontaneous pain and pain induced by innocuous
(allodynia) and noxious (hyperlagesia) stimuli. It has been estimated that between 2 and 3%
of the world population suffers from neuropathic pain. One of the main causes is traumatic
spinal cord injury. Both the diagnosis and the treatment of pain following injury remains a
clinical challenge. No medical or surgical treatment has proven to be totally effective in
preventing or reducing neuropathic pain.

Previous studies have shown that progesterone (PG), a neuroactive steroid,
could be an interesting option for the treatment of neuropathic pain after spinal cord injury.
On the other hand, multiple studies have revealed the presence and biological activity of
important steroid synthesizing enzymes in the dorsal horn of the spinal cord. This information
suggests that neurosteroids generated in the dorsal horn could control the integration of
somatosensory messages including nociceptive signals. Therefore, the objectives of this work
were to study the temporal changes in the expression of translocator proteins and
steroidogenic enzymes, key molecules for steroid synthesis and regulation of nociceptive
circuits in the spinal cord; and to analyze their possible modulation by PG in an experimental
model of chronic pain.

Male Sprague-Dawley controls rats (CTL) or with spinal hemisection
(HX), were sacrificed at different days after injury (1 day, 14 days, 28 days). Another
group of animals was daily injected with PG (16 mg / kg sc; HX+PG) and sacrificed at 28
days after injury. Neuropathic behavior (allodynia) was evaluated using von Frey and
Choi tests. The mRNA levels of TSPO, StAR, 5a-RI and Il were determined by real time
RT-PCR. It was observed that HX animals showed an early increase in the expression of
TSPO (p <0.05 vs CTL at 1d, 14d) and 5a-RII (p <0.05 vs CTL at 1d, p <0.01 vs CTL at
14d), whereas in the chronic phase, coinciding with the allodynic behavior (28d), a
significant decrease in the expression of 5a-RI (p <0.01 vs CTL) and SaRedII (p <0.05 vs
CTL) was observed. In addition, at 28d, the HX+PG group showed a marked increase in
the mRNA levels of TSPO (p <0.001 vs HX and CTL), StAR (p <0.05 vs HX y CTL),
50-RI (p <0.01 vs HX) and 5a -RIl (p <0.001 vs HX and CTL). Consistent with previous

data, HX+PG animals did not develop allodynia.
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Our results suggest that in the acute phase after injury, the increased
expression of TSPO and 5a-RIlI may represent a protective response against tissue injury,
which is not maintained in the allodynic phase. PG may favor TSPO and StAR
expression and the production of reduced metabolites, possibly responsible for the

antiallodynic effects observed in hemisected animals treated with PG.
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Apéndice

30-HSOR: 3a- hidroxiesteroide oxido-reductasa
3B-HSOR: 3B- hidroxiesteroide oxido-reductasa
30,50-THP: 30,50-tetrahidro-progesterona
3B,5a-THP: 3pB,5a-tetrahidro-progesterona
3B-HSD: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
50-DHP: 5a-dihidro-progesterona

5a-R: So-reductasa

ASIC: canales idnicos sensibles a acidos

AMP¢: adenosin monofosfato ciclico

BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro
Cyc B: ciclofilina B

COX-2: ciclooxigenasa-2

CRAC: consenso aminoacidico de reconocimiento de colesterol
Ct: Ciclo umbral

CTL: animales control, sin cirugia ni tratamiento
DEPC: dietil-pirocarbonato

DHDOC: dihidro-deoxicorticosterona

DHEA: dehidro-epiandrosterona

E: eficiencia

GABA: acido gamma-aminobutirico

Glu: glutamato

Gly: glicina

HX: animales con hemiseccion espinal

HX+PG: animales con hemiseccion espinal tratados con progesterona
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IL: interleugquina

iNOS: sintasa inducible del 6xido nitrico

MAP-2: proteina 2 asociada a microtabulos
MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno
MME: membrana mitocondrial externa

MMI: membrana mitocondral interna

mPR: receptor de membrana de progesterona
NMDA: N-Metil-D-Aspartato

P450scc: enzima de corte de la cadena lateral P450
PAP7: proteina 7 asociada a PKARIa

PG: progesterona

PGRMCL1: componente 1 del receptor de membrana de progesterona
PI3K: fosfoinositol 3-quinasa

PKA: proteina kinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico
PKARIa: subunidad RIa de la PKA

PKCy: proteina kinasa C gamma

PR: receptor intracelular de PG

PREG: pregnenolona

SNC: sistema nervioso central

SNP: sistema nervioso periférico

StAR: proteina reguladora esteroidogénica aguda
TNFa: factor de necrosis tumoral o

TRPs: receptores de potencial transitorio

TSPO: proteina translocadora de 18 kDa

VDAC: canal aniénico dependiente de voltaje
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“Imaginate un dolor enloquecedor cada vez que la ropa toca tu piel,
una sensacion de guemazon espontanea como agua hirviendo, una
andanada de alfileres y agujas en tus pies al caminar, un dolor
abrasador alrededor de todo tu cuerpo.”

(Costigan et al., 2009)

Estos son solo algunos de los sintomas devastadores que experimentan los
pacientes con dolor neuropatico. Lamentablemente no existen terapias efectivas para el
tratamiento de este dolor crénico por lo que resulta imperioso encarar estudios que permitan

definir posibles blancos terapéuticos, asi como evaluar abordajes novedosos.
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1. Introducciéon

La nocicepcidn es el proceso neuronal mediante el cual se detectan y codifican
los estimulos potencialmente dafiinos para los tejidos. EI dolor nociceptivo funciona como
sefial de alarma que advierte sobre la existencia de una injuria tisular real o potencial y activa
respuestas destinadas a evitarla. Una vez resuelto el dafio tisular el dolor se detiene (Basbaum
et al., 2009; Costigan et al., 2009).

Luego de una lesion o enfermedad del sistema nervioso, el sistema
somatosensorial sufre cambios maladaptativos que conducen a un aumento de la excitabilidad
de los circuitos nociceptivos y a una amplificacion de la sefial de dolor y como consecuencia
las respuestas tanto a estimulos inocuos como nocivos son patolégicamente amplificadas,
generando dolor neuropético (Ducreux et al., 2006; Dworkin et al., 2003). De este modo, el
dolor neuropético se caracteriza por la presencia de dolor espontaneo (dolor en ausencia de
estimulo), alodinia (dolor causado por estimulos inocuos) e hiperalgesia (dolor exacerbado
causado por estimulos nocivos).

En el caso de la médula espinal, un traumatismo de columna puede causar
compresion, contusion o bien generar fragmentos de huesos que lesionan e incluso pueden
seccionar la médula. Se estima que cada afio, entre 10.000 y 12.000 personas sufren injurias
traumaticas de la médula espinal, tan sélo en Estados Unidos (National Spinal Cord Injury
Statistical Center, 2008). Entre el 40 y el 60% de dichos pacientes, desarrolla dolor
neuropatico (Baasrup y Finnerup, 2008; Bajo et al., 2006).

Desafortunadamente, la mayoria de las drogas disponibles hoy en dia para el
tratamiento del dolor neuropatico son relativamente poco efectivas y acarrean numerosos
efectos secundarios (O’Connor y Dworkin, 2009). Por lo tanto, el descubrimiento de nuevas
estrategias terapéuticas constituye un verdadero desafio para la investigacion biomedica

Previamente, se ha demostrado que la progesterona (PG), un esteroide
neuroactivo, podria representar una opcion terapéutica para prevenir el desarrollo de dolor
neuropatico luego de una lesion espinal (Coronel et al., 2011a; 2011b; 2014). Por otra parte,
multiples estudios han revelado la presencia y actividad biologica de importantes enzimas
sintetizadoras de esteroides en el asta dorsal de la médula espinal (Julius y Basbaum, 2001,

Millan, 2002; Willis et al., 1995). Esta informacidn sugiere que los neuroesteroides generados
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en el asta dorsal, podrian controlar la integracion de los mensajes somatosensoriales,
incluyendo las sefiales nociceptivas.

Se propone en este trabajo el estudio de la maquinaria esteroidogénica en el
SNC a fin de identificar nuevos blancos terapéuticos que permitan modular el dolor crénico
de origen central. Nuestra hipotesis general es que proteinas translocadoras y enzimas
involucradas en la biosintesis de neuroesteroides podrian modificar sus niveles de expresion
en la médula espinal dorsal luego de una lesion, y que dicha expresion se relacionaria con
cambios en el umbral de dolor. A su vez, la administracion de PG podria afectar la expresion
de proteinas translocadores y enzimas esteroidogénicas necesarias para evitar la cronicidad
del dolor generado a causa de una lesion.

Es nuestro objetivo primero evaluar la presencia de dolor neuropéatico en
animales con lesion espinal mediante la utilizacion del Test de von Frey y el Test de Choi. En
segundo lugar, determinar mediante RT-PCR® en tiempo real cambios temporales en la
expresion de diversas proteinas translocadoras y enzimas involucradas en la via de sintesis de
esteroides en la médula espinal. Por dltimo, evaluar el impacto de la administracion de PG
sobre la conducta nociceptiva de los animales lesionados y la expresion de las proteinas

involucradas en la sintesis de esteroides en el tejido nervioso.

! RT-PCR: Retrotranscripcion y posterior Reaccién en Cadena de la Polimerasa
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2. Antecedentes

A continuacion se detallan los antecedentes que motivan este estudio
acompafados de una breve descripcion de los conceptos tedricos necesarios para la total

comprension de los mismos.

2.1. Sistema Nervioso y Médula Espinal

El sistema nervioso puede dividirse en sistema nervioso central (SNC) y
sistema nervioso periférico (SNP). EI SNC incluye el encéfalo y la médula espinal. EI SNP
estd constituido por todas las estructuras nerviosas externas al SNC, fundamentalmente los
nervios que conectan el SNC con los diferentes drganos y sistemas (Drake et al., 2010).

La médula espinal, tejido en el que hemos centrado nuestros estudios, ocupa
los dos tercios superiores del conducto vertebral. Se extiende desde el agujero magno hasta
aproximadamente el nivel del disco entre las vértebras L1 y L2 el hombre adulto y hasta la
vertebra L3 en la rata (Hebel y Stromberg, 1986).

En un corte transversal de la médula espinal (Fig. 1) puede distinguirse
claramente la sustancia gris, de localizacion central, y la sustancia blanca a su alrededor. La
sustancia gris contiene cuerpos neuronales que forman columnas longitudinales a lo largo de
la médula. En seccion transversal, estas columnas tienen una apariencia caracteristica en
forma de H en la region central de la médula. La sustancia blanca rodea a la sustancia gris y
es rica en procesos neuronales, los cuales forman grandes haces o tractos que ascienden y
descienden hasta otros niveles medulares o transportan informacién desde o hacia el encéfalo.
El canal central medular se extiende a lo largo de la médula espinal y estd rodeado por

sustancia gris.
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Conducto central

Sustancia gris

Sustancia blanca

Fisura media Surco medio
anterior posterior
Surco

posterolateral

Fisura media anterior

Figura 1: Anatomia de la médula espinal (Drake et al., 2010).

La médula espinal se encarga de transmitir impulsos nerviosos entre el
encéfalo y los nervios raquideos (31 pares en humanos y 34 en ratas) (Hebel y Stromberg,
1986) que inervan los érganos y tejidos, mediante dos funciones bésicas: la aferente, en la que
son transmitidas las sensaciones del tronco, cuello y los cuatro miembros hacia el cerebro, y la
eferente, en la que el cerebro ordena a los 6rganos efectores realizar determinada accion.
Entre sus funciones también encontramos el control de movimientos inmediatos y
vegetativos, como el acto reflejo, el sistema nervioso simpatico y el parasimpatico (Drake et
al., 2010).

Los nervios estan constituidos por fibras sensitivas y fibras motoras. Las fibras
sensitivas son las proyecciones periféricas de las neuronas aferentes primarias cuyos cuerpos
se encuentran localizados en los ganglios raquideos o ganglios anexos a la raiz dorsal
(GARDs). Las neuronas aferentes primarias poseen una morfologia Unica, llamada
seudounipolar, en la cual las terminales centrales y periféricas surgen de un mismo tallo
axonal. La proyeccion periférica inerva piel, musculos, articulaciones, huesos y visceras, y la
proyeccion central termina en el asta dorsal de la meédula (Basbaum y Jessell, 2000). De este

modo, estas neuronas detectan y conducen informacion sobre estimulos inocuos y nocivos
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(térmicos, mecanicos, quimicos y propioceptivos®) desde los tejidos periféricos hacia el asta
dorsal. Las fibras motoras constituyen los axones de las motoneuronas localizadas en el asta
ventral de la médula y transportan informacion desde el SNC a los mdsculos esqueléticos,

cardiacos y la musculatura lisa de las visceras.

2.2. Dolor Nociceptivo

La nocicepcidn es el proceso neuronal mediante el cual se detectan y codifican
los estimulos potencialmente dafiinos para los tejidos. EI dolor nociceptivo funciona como
sefial de alarma que advierte sobre la existencia de una injuria tisular real o potencial y activa
respuestas destinadas a evitarla. Una vez resuelto el dafio tisular el dolor se detiene (Basbaum
et al., 2009; Costigan et al., 2009).

La nocicepcidn comienza en los receptores periféricos, que son los encargados
de detectar estimulos nocivos. La informacion sobre dichos estimulos es transmitida por las
neuronas sensitivas, denominadas nociceptores, a la médula espinal y, de alli, hacia centros
superiores como la corteza cerebral y el talamo mediante las vias ascendentes. Por Gltimo, las
diferentes areas cerebrales procesan dicha informacion y modulan los circuitos nociceptivos
espinales a través de vias descendentes (Pain Change, 2011). Por lo tanto, la médula espinal
representa un sitio crucial para el procesamiento nociceptivo, donde se puede modular o
incluso bloquear la transmision de la informacion dolorosa.

Los 4 procesos (Zacharoff, 2007) que participan en la nocicepcion son:

2.2.1. Transduccién

Proceso por el cual las neuronas aferentes primarias reconocen los estimulos
nocivos y transforman la informacion sobre los mismos en potenciales de accion. Los
estimulos capaces de inducir una injuria tisular activan receptores especificos localizados en
las terminaciones periféricas de las neuronas sensitivas. Estos receptores estan presentes en
grandes cantidades en la piel, pero también se encuentran en los masculos, el periostio, las
capsulas de los 6rganos internos y las paredes de los vasos y 6rganos huecos. En su mayoria,
los nociceptores son polimodales, es decir, reaccionan frente a estimulos de diferentes

modalidades: térmicos, mecanicos y quimicos (Fig. 2). Para citar algunos ejemplos, los

2 El término propiocepcion hace referencia a la percepcion de estimulos relacionados con la posicién, postura,
equilibrio o condiciones internas.
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estimulos térmicos activan receptores de potencial transitorio (TRPs), los estimulos

mecénicos actlan sobre receptores de la familia piezo y ciertas sustancias quimicas activan

canales idnicos sensibles a acidos (ASICs).

CALOR FRIO
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‘ ! Canal sensible
/ ' Navi.g J | alfrio No-TRPMS
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Figura 2: Diversidad de receptores y canales idnicos capaces de detectar estimulos

potencialmente nocivos. Figura adaptada a partir de Basbaum et al. 2009.

2.2.2. Transmision

Una vez detectados los estimulos potencialmente nocivos la informacion sobre

los mismos es transmitida a través de las neuronas aferentes primarias hacia el asta dorsal de

la médula espinal (Woolf y Ma, 2007), donde se lleva a cabo el primer procesamiento de la

informacion nociceptiva (Fig. 3).

Las neuronas aferentes primarias dan origen a 3 tipos de fibras:

Fibras C: fibras delgadas, amielinicas, de transmision lenta. Son
capaces de detectar estimulos nocivos de diferente indole (mecanicos,
térmicos y quimicos).

Fibras Ad: fibras de mediano calibre, con una fina vaina de mielina, de
rapida transmision. Transmiten informacion sobre estimulos térmicos

inocuos y estimulos nocivos de las tres modalidades.
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e Fibras AP: fibras de gran calibre, con una gruesa vaina de mielina, de
alta velocidad de conduccion. Transmiten informacion sobre estimulos
mecanicos inocuos.

Las proyecciones centrales de las neuronas aferentes primarias penetran en el
asta dorsal de la médula espinal y hacen sinapsis con neuronas de proyeccion, denominadas
neuronas de segundo orden, e interneuronas locales. El asta dorsal esta organizada en laminas
anatémica y electrofisiologicamente distintas (Fig. 3) (Basbaum y Jessell, 2000). En las
laminas | y Il se encuentran las terminaciones de las fibras C, mientras que los nociceptores
AJd se proyectan a las laminas [ y V, y las fibras AP a las laminas 111, IV y V.

Las neuronas de segundo orden son las encargadas de transmitir la informacion
nociceptiva, principalmente a través del haz espinotalamico, hacia los centros supraespinales
como la corteza somatosensorial primaria, el tdlamo y los nucleos del sistema limbico
(Basbaum et al., 2009).

Rexed laminae

Dorsal (posterior) horn

Lateral horn

White
matter

“~Ventral (anterior) Horr

Figura 3: Esquema que representa las 10 ldminas de Rexed en las que se divide la sustancia
gris de la médula espinal. Las laminas | a VI corresponden al asta dorsal (area sensitiva). Las
laminas V11 a IX forman parte del asta ventral (area motora). La ldmina X se encuentra

rodeando el canal central.

La transmision de informacion a lo largo de todo el circuito nociceptivo ocurre
a través de la generacion de potenciales de accion, con la activacion de canales de sodio 0

potasio voltaje-dependientes (Basbaum et al., 2009).
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2.2.3. Modulacion

Capacidad que tienen los sistemas pro- y anti-algésicos enddgenos de
modificar la transmision de la sefial de dolor. La modulacion se lleva a cabo principalmente
en el asta dorsal de la médula espinal, y es mediada por interneuronas locales de tipo
excitatorio (liberan glutamato) o inhibitorio (liberan &cido gamma-aminobutirico, GABA).
Los circuitos nociceptivos espinales también pueden ser modulados por vias descendentes
facilitatorias e inhibitorias que transmiten las sefiales desde el cerebro (Fig. 4).

De este modo, el asta dorsal de la médula espinal constituye un sitio clave de
modulacion de la informacion nociceptiva, donde convergen terminales de neuronas aferentes
primarias, neuronas de segundo orden, interneuronas locales, células gliales y fibras de

control descendente.

0] ‘%/ Corteza

Médula Espinal

Nociceptor
T —
N »
Estimulo fisiolégico: Estimulo clinicamente relevante:
mecanico (pinchazo), fuerzas mecanicas anormales
térmico (calor o frio dafino), (osteoartritis), injuria de érganos
Injuria quimica (angina, isquemia)

Figura 4: Vias de conduccion de la informacion sobre estimulos nocivos. Imagen tomada de
Costigan et al., 20009.
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2.2.4. Percepcion

Proceso final en el cual se procesa la informacién sobre el estimulo nocivo en
el cerebro y se genera la experiencia sensitiva y emocional que constituye el dolor.
Son varias las estructuras del cerebro involucradas en el procesamiento y la
percepcion del dolor (Fig. 5). Las mas relevantes son:
« El tdlamo, que actla como estacion de transmision y envio de sefiales a distintas areas
del cerebro, incluida la corteza cerebral.
o La corteza cerebral, en donde se produce la percepcion del estimulo nocivo, se genera
y se hace consciente la sensacion de dolor; procesa los aspectos sensitivos
discriminativos relacionados al dolor.
o Lasustancia gris periacueductal, la cual interviene en la modulacion descendente de
los circuitos espinales y en la conducta de defensa.
o Elsistema limbico, que regula las emociones relacionadas al dolor (tristeza, enojo,

etc.).

Corteza

Sistema limbico

Talamo

Hipotalamo e hipdfisis

/ l\ g Protub
v M falo
{con sustancia Bulbo
gris periacueductall  —raquidec
| Medulla oblongata

Tronco encefalico

Figura 5: Estructuras cerebrales involucradas en el procesamiento del dolor. Imagen tomada
de Pain Change, 2011.
2.3. Dolor Neuropatico

Cuando el sistema somatosensorial sufre una lesion o enfermedad ocurren

multiples cambios que conducen a un aumento de la excitabilidad de los circuitos
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nociceptivos y a la generacion de dolor neuropético (Ducreux et al., 2006; Dworkin et al.,
2003) (Fig. 6). Dichas lesiones pueden deberse a injurias traumaéticas, enfermedades
metabolicas (diabetes), quimicos neurotdxicos (drogas antitumorales), infecciones (herpes
z6ster o HIV), enfermedades autoinmunes (esclerosis maltiple) o la presencia de tumores. En
todos los casos, los cambios maladaptativos que ocurren en el sistema somatosensorial
conducen a una amplificacion de la sefial de dolor y como consecuencia las respuestas tanto a
estimulos inocuos como nocivos son patologicamente amplificadas, generando dolor cronico
(Fig. 6). De este modo, el dolor neuropatico se caracteriza por la presencia de dolor
espontaneo (dolor en ausencia de estimulo), alodinia (dolor causado por estimulos inocuos) e

hiperalgesia (dolor exacerbado causado por estimulos nocivos).

Corteza cerebral

Dolor Nociceptivo
No hay lesidn ne inflamacidn del sistema nensoso

Dolor dependiente de estimulo
Evocado por estimulos de alta intensidad (nocivos)

S ;
a
Tronco encefdlico — , )
| % /
® ‘ A~ ‘ Tiempo GARD —=
(duraclon de 3
in respuesta) i Médula espnal
Nooceptor —
Adaptativo
Mecanismo fisiologico de proteccion frente a dafios
potenciales del !ejido ' '
Estimulos fiswologicos Estimulo relevante clinicamente
MECANICOS, 18rmicos fuerzas mecanicas anormales
QUIMICOS NOCVO (ostecartnites), inpurna do un
® ’ ’ érgano (angina, isquemia, etc )
Sn Estimulo  Estimuio
eslimuio  normaimente  doloroso
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Dolor Neuropético
Hay lesion o enfermedad del sistema nernvioso
Respuesta neuroinmune muy marcada

Lesién o enferemedad =3
dei SNC: e

Infarto, injuna de la médula ;_\
espinal, esclerosis multiple

Dolor espontneo y dependiente de estimulo )
Amplificacion sensorial .
Evocado por estimulos de baga y alta intensidad (nocivos)

t * &

Maladaptativo y comunmente persistente perifdrice
Amplificacién anormal mantenida independientemente -
de la lesion o enfermedad

Amplificacidn
central

Dolor

Interaccones
neurommunes en

Tiempo i
j’ la periferia y en el SNC

(duracion de
la respuesta)

=
®

Lesion o enfermedad del SNP:
Traumatismo de un nervio,
neuropatias metabdlicas, Herpes
zoster, SIDA

Figura 6: Caracteristicas que diferencian al dolor nociceptivo del dolor neuropético. (a) El
dolor nociceptivo es una respuesta fisiologica frente a estimulos nocivos y (b) el dolor
neuropatico es un dolor crénico que se desencadena luego de una injuria del sistema nervioso.

Imagen tomada de Costigan et al., 2009.

Desafortunadamente, la mayoria de las drogas disponibles hoy en dia para el
tratamiento del dolor neuropatico son poco efectivas y acarrean numerosos efectos
secundarios. Se ha observado que en ensayos clinicos aleatorizados en los que se evalud la
efectividad de los tratamientos, menos del 50% de los pacientes con dolor neuropético
experimentaron alivio de los sintomas (O’Connor y Dworkin, 2009). El descubrimiento de
nuevas estrategias o de moléculas analgésicas capaces de tratar eficazmente los dolores
resistentes constituye un verdadero desafio para la investigacion biomédica. Es importante
considerar que las enfermedades primarias y el dafio neuronal causado por ellas son simples
iniciadores de las cascadas de cambios que originan y mantienen el dolor neuropatico.
Aunque los tratamientos dirigidos a la enfermedad de base son esenciales, tratar los
mecanismos responsables de la plasticidad maladaptativa de los circuitos nociceptivos ofrece
oportunidades terapéuticas especificas para prevenir y revertir el dolor neuropatico (Costigan
et al., 2009).
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En el dolor neuropatico, la amplificacion de la sefial de dolor puede ocurrir

tanto a nivel periférico como central (Basbaum et al., 2009; Costigan et al., 2009). Los

principales mecanismos involucrados se mencionan a continuacion:

Activacion de nociceptores silentes: estos receptores sélo se activan tras inflamacion
o lesion tisular, y una vez activados responden a una gran variedad de estimulos.
Descargas espontaneas y repetitivas de los axones injuriados.

Cambios en el fenotipo de las neuronas aferentes primarias.

Aumento de la excitabilidad de las neuronas de proyeccién del asta dorsal, mediada
por un aumento de la neurotransmision glutamatérgica a través del receptor N-Metil-
D-Aspartato (NMDA) (Fig 7.1).

Pérdida de la inhibicion de los circuitos espinales mediada por interneuronas locales
que liberan GABA vy glicina (Gly), con la consiguiente amplificacion de la respuesta
frente a estimulos inocuos (alodinia) y nocivos (hiperalgesia) (Fig. 7.2).

Activacion de células gliales (astrocitos y microglia) que liberan factores
proalgeésicos (citoquinas como factor de necrosis tumoral (TNF a), interleuquinas 1§

y 6 (IL-1B, IL-6), entre otros) que aumentan la excitabilidad neuronal (Fig. 7.3).

?gb"éﬂ (1) NMDA-mediated signaling

Ap myelinated Toll- J
erents NMDA
ca:ﬂ Glu | -G|V> (3 Microglia
G'Y- activation

nociceptors

G,u GABA

Cytokines
BDNF

(2) Disinhibition

Figura 7: Sensibilizacién Central. (1) Aumento de la excitabilidad de las neuronas de

proyeccion (rojo) mediado por el glutamato (Glu) y su receptor N-Metil-D-Aspartato

(NMDA). (2) Pérdida de la inhibicion mediada por las interneuronas inhibitorias (azul) que

expresan acido gamma-aminobutirico (GABA) y glicina (Gly), aumentando la excitabilidad
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de las neuronas de proyeccion (rojo) y las interneuronas excitatorias (naranja). (3) Activacion

de astrocitos y células de la microglia (purpura) (Basbaum et al., 2009).

2.4. Lesion de Médula Espinal y Dolor Neuropatico

Como se mencion6 anteriormente, el dolor neuropatico se desencadena luego
de una lesion o enfermedad del sistema nervioso. En el caso de la médula espinal, un
traumatismo de columna puede causar compresion, contusién o bien generar fragmentos de
huesos que lesionan e incluso pueden seccionar la médula, o bien ser seccionada directamente
(por ejemplo, por arma de fuego o arma blanca en actos de violencia). Se estima que cada
afio, entre 10.000 y 12.000 pacientes sufren injurias traumaticas de la médula espinal, tan s6lo
en Estados Unidos (National Spinal Cord Injury Statistical Center, 2008). Entre el 40 y el
60% de dichos pacientes, desarrolla dolor neuropéatico que resulta resistente a la terapias
disponibles (Baastrup y Finnerup, 2008; Bajo et al., 2006).

La lesion de la médula espinal interrumpe completa o parcialmente la
comunicacion sensorial y motora dentro del SNC y entre el SNC y el SNP (Smeltzer, 2007).
El nivel medular lesionado determinaré las funciones sensitivas y motoras afectadas (Fig. 8).
Mientras mas alta sea la lesion a nivel de la médula espinal, mayor sera la perdida funcional
del individuo (Shepherd Center & KPKinteractive, 2012). Lo méas probable es que por debajo
del nivel de la lesién se desarrollen alteraciones motoras como debilidad o paralisis. Estos
pacientes también presentan alteraciones de la sensibilidad, tanto por debajo como por arriba
del sitio de la lesidn, que incluyen sintomas negativos, como pérdida de la sensibilidad, y

sintomas positivos, como dolor espontaneo, alodinia e hiperalgesia (Akiskal et al., 2013).
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C5: parte antero lateral hombros

C6: parte extema de antebrazos, dedos
pulgar, indice y medio

CT7: anular y mefiique

C8: borde cubital de la mano y antebrazo
T1: parte interna del brazo

T2: axilay franja superior tronco

T3: 3°y 4° espacio intercostal

T4: linea mamana; 4° y 5° espacio intercostal
T6: apofisis xifoides

T10: nivel umbilical

T12: pubis

L1: area inguinal

L2: parte antero intema supernor del muslo
L3: parte antero intema media del muslo,
caraintema de rodilla

L4: parte antero intema inferior del muslo,
cara anterior de rodillay cara antero intema
piema

L5: cara extema piema y cara dorsal del pie
S1: cara extema piema y cara posterior de
piemay muslo

S2: cara postero intema piema y muslo
$3-85: area perineal

c4 5 c5 T6 T2 L4

Figura 8: Se pueden observar las areas corporales inervadas por los nervios
correspondientes a cada seccion de la médula. Segun el nivel donde ocurra la lesion espinal,
sera la zona corporal afectada. En la parte inferior de la figura se muestran las regiones
afectadas segun la localizacién de la lesion (azul). Adaptado de Fundacion Humanista de
Ayuda a Discapacitados (FHADI), 2012.

Las personas que padecen este tipo de lesiones sufren de estados de depresién
profundos a causa de la cronicidad de sus dolores. Se estima que en Estados Unidos se
utilizan alrededor de $4 mil millones cada afio para el cuidado de los individuos afectados
(National Spinal Cord Injury Statistical Center, 2008). Por lo tanto, este tipo de dolor
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neuropético constituye un verdadero problema para la salud publica, ya que genera severos
padecimientos en los individuos afectados y enormes consecuencias socio-econdémicas. Como
ya se menciond, lamentablemente, las terapias disponibles para el tratamiento del dolor

neuropatico son poco efectivas y tienen serios efectos adversos.

2.4.1. Modelos Animales utilizados para el estudio del Dolor Neuropatico
causado por Injuria de la Médula Espinal

El uso de modelos animales de experimentacion es importante a la hora de
desarrollar nuevas terapias dirigidas a reparar las lesiones de la médula espinal y mejorar la
calidad de vida de los pacientes afectados. Existen distintos modelos para el estudio del dolor
neuropatico en casos de injuria de la médula espinal (Mills et al., 2001b). Los més utilizados
son el modelo de contusion (Hulsebosch et al., 2000) y el de hemiseccion espinal
(Christensen et al., 1996). En este trabajo se utilizd la técnica de hemiseccion espinal en T13
desarrollada por Claire E. Hulsebosch y colaboradores (cols.) en ratas Sprague-Dawley,
modelo experimental que conduce a la generacion de alodinia mecéanica y térmica
(Christensen et al., 1996). Este modelo de dolor cronico no requiere de la utilizacion de
artefactos complejos como una maguina de impacto o dispositivos laser para su realizacion, es
reproducible y permite generar un grupo homogéneo para el estudio de los mecanismos
involucrados en el dolor neuropatico. A su vez, éste tipo de lesién permite que el animal
recupere la movilidad de sus patas traseras de forma que se puedan realizar las pruebas
funcionales para estudiar la presencia de alodinia (Christensen et al., 1996; Junseun et al.,
2003; Mills et al., 2001b). Los procedimientos para la generacion de éste tipo de lesion se

encuentran detallados en la seccion de “Materiales y Métodos”.

2.5. Esteroides en el Sistema Nervioso

El término neuroesteroide designa a los esteroides sintetizados en el sistema
nervioso y que persisten aun después de la ablacion de las glandulas esteroidogénicas como
las suprarrenales, los ovarios y los testiculos (Baulieu et al., 1999; Mensah-Nyagan et al.,
1999). Por otro lado se denominan esteroides neuroactivos a todos aquellos que ejercen un
efecto sobre las celulas nerviosas, tanto aquellos producidos por el sistema nervioso o por las
glandulas periféricas, como asi también aquellos esteroides sintéticos que son capaces de

atravesar la barrera hemato-encefalica luego de su administracion (Melcangi et al., 2008; Paul
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et al., 1992). En el sistema nervioso, los esteroides neuroactivos actian como reguladores
fisiologicos de la funcion nerviosa, del desarrollo y de la plasticidad neuronal y glial
(Melcangi et al., 2014; Schumacher et al., 2004). En relacion al dolor se ha demostrado que
tanto esteroides enddgenos como administrados exdgenamente participan en los mecanismos
de nocicepcion y dolor cronico en animales de experimentacion (Coronel et al., 2011b;
Leonelli et al., 2007; Mensah-Nyagan et al., 2009).

2.5.1. Neuroesteroidogénesis

Uno de los principales hechos que permiten demostrar la biosintesis de
neuroesteroides es la presencia y actividad bioldgica de enzimas claves para la
esteroidogénesis en las células del sistema nervioso (Baulieu et al., 1999). En ese sentido, se
ha identificado la presencia de diferentes enzimas que participan en la sintesis de esteroides
como la enzima de corte de la cadena lateral P450 (P450scc, también conocida como
CYP11Al), 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD), So-reductasa (5a-R) y 3o-
hidroxiesteroide oxido-reductasa (30-HSOR) (Baulieu et al., 1999; Mensah-Nyagan et al.,
1999) (Fig. 9).

La neuroesteroidogénesis es llevada a cabo en neuronas y células de la glia del
SNC (astrocitos, oligodendrocitos y microglia) y del SNP (células de Schwann) (Melcangi et
al., 2008; Panzica y Melcangi, 2008; Pelletier, 2010; Wei et al., 2013). Es un proceso que se
encuentra altamente compartimentalizado, en una secuencia de reacciones cuyo primer paso
es la translocacion del colesterol desde el citoplasma a la matriz mitocondrial (Fig. 9). Este es
el paso limitante, controlado y mediado por la proteina reguladora esteroidogénica aguda
(StAR) (Lavaque et al., 2006) y la proteina translocadora de 18 kDa (TSPO) (Papadopoulos et
al., 2006a). Una vez en la mitocondria, el colesterol es convertido en pregnenolona (PREG)
por medio de la accion de la P450scc. La PREG mediante vias metabdlicas alternativas puede
dar origen a androgenos, estradiol o PG. En este punto, y teniendo en cuenta los resultados
previos del laboratorio, haremos especial foco en las vias de sintesis y de reduccion de la PG.
La PG es sintetizada a partir de PREG gracias a la accion de la enzima 33-HSD (Melcangi et
al., 2008). A continuacion, la PG es reducida a 5a-dihidroprogesterona (5a-DHP) por la
accion de la enzima So-R (existen dos isoformas: 5a-RI en la sustancia blanca y 5a-RII en la
sustancia gris y blanca). Luego, la 5a-DHP es reducida a 3a,5a-tetrahidro-progesterona

(30,5a-THP 0 alopregnenolona) o a 3f,5a-tetrahidro-progesterona (3f3,5a-THP 0
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isopregnenolona) por medio de la 3a-HSOR o la 3p-HSOR respectivamente (Melcangi et al.,
2008).

Cholesterol

\1
STAR
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A\

PREG

v
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3

v
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3a-THP 3B3-THP

Figura 9: Biosintesis de esteroides en el sistema nervioso. El colesterol ingresa a la
mitocondria por accion de las proteinas StAR y TSPO, y por accion de la enzima de cadena
lateral P450 (1) se sintetiza pregnonelona (PREG). La PREG se transloca al citoplasmay la

enzima 3B-HSD (2) media su conversion a progesterona (PROG). Luego, PG pasa a Sa-DHP
(DHP) por medio de la accion de la enzima 5a-R (3). Finalmente, las enzimas 30-HSOR (4) y
3B-HSOR (5) sintetizan 3a-5a-THP (30-THP) y 3B-5a-THP (33-THP) respectivamente.
Figura adaptada a partir de Melcangi et al., 2008.

2.5.2. Proteinas translocadoras y enzimas de la via esteroidogénica

2.5.2.1. StARy TSPO
Se ha demostrado que la translocacion de colesterol desde la membrana
mitocondrial externa (MME) a la membrana mitocondrial interna (MMI) es el paso limitante
de la esteroidogénesis (Simpson y Waterman, 1983; Jefcoate et al., 2002). Por lo tanto, la
capacidad del colesterol para ingresar a la mitocondria y asi estar disponible para la enzima

P450scc, determina la eficiencia de la produccion de esteroides. En este mecanismo, dos
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proteinas localizadas en la membrana mitocondrial, StAR (Lavaque et al., 2006) y TSPO
(Papadopoulos et al., 2006a), tienen un rol activo.

StAR se sintetiza como una proteina de 37-kDa, que es rapidamente
transportada a la mitocondria en donde se cliva generando una forma madura
intramitocondrial de 30-kDa la cual se encuentra inactiva y es posteriormente activada por
fosforilacién dependiente de PKA® (Arakane et al., 1997; Duarte et al., 2014). La expresién
de StAR parece estar restringida a poblaciones neuronales y astrogliales muy especificas del
SNC (Sierra, 2003). En el SNP, StAR se expresa en células de Schwann (Benmessahel et al.,
2004). EI dominio de union a esteroles de StAR juega un papel importante en la unién a
colesterol y a lipidos (Alpy y Tomasetto, 2005). Esta secuencia de 210 aminoacidos forma un
canal hidrofdbico que posee una alfa hélice en su C-terminal la cual puede contener un esterol
(Fig. 10A) (Strauss et al., 2003). StAR es capaz de unir moléculas de colesterol en una
relacion de 1:1 para facilitar su traspaso al interior de la membrana mitocondrial (Tsujishita y
Hurley, 2000).

TSPO es una proteina de la MME, localizada en los sitios de contacto entre la
MME y la MMI. Se expresa en el SNC y el SNP, tanto en las células gliales como neuronas
(Veiga et al., 2005). Atraviesa la MME con sus 5 alfa hélices que conforman un canal (Fig.
10B) con superficie interna hidrofilica pero sin carga (Lacapere et al., 2001). La TSPO
promueve la neuroesteroidogénesis permitiendo la translocacion de moléculas de colesterol a
través de la MMI (Rupprecht et al., 2010). Puede unirse a moléculas de colesterol gracias a
que la proteina posee un consenso aminoacidico de reconocimiento de colesterol (CRAC)
(conformado por residuos de Leucina / Tirosina / Arginina) en la region C-terminal (Fig. 10
C y D) (Li et al., 2001). Se ha reportado que la activacion de TSPO resulta beneficiosa en
enfermedades neuroldgicas como, esclerosis multiple (Papadopoulos et al., 2006b; VVowinckel
et al., 1997) y en la enfermedad de Alzheimer (Yasuno et al., 2008) y en injurias de nervios
periféricos (Wei et al., 2013) mediante la induccion de la sintesis de neuroesteroides
(Rupprecht et al., 2010). EI aumento en la expresion de TSPO luego de una injuria del SNC
se encuentra principalmente limitada a la microglia y astrocitos (Kassiou et al., 2005).

Estudios en células productoras de esteroides y en mitocondrias aisladas demostraron que la

® PKA: proteina kinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico (AMP)
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produccion de PREG aumenta en presencia de agonistas de TSPO (Mukhin et al., 1989;
Papadopoulos et al., 1990).

Figura 10: Dominios de union a colesterol de StAR y TSPO. A) La proteina StAR humana
(blanca) unida a colesterol (amarillo) por medio de su dominio de union a esteroles. B)
Modelo molecular de cinco hélices alfa de TSPO en presencia de colesterol, mostrando como
su poro aloja una molécula de colesterol. C) Diagrama de cinta del dominio de TSPO de
union a colesterol, mostrando las cinco hélices, asi como el dominio del consenso
aminoacidico de reconocimiento de colesterol CRAC y el colesterol (vista superior). D)
Modelo de acoplamiento de colesterol para el dominio TSPO-CRAC. La superficie accesible
de las moléculas de péptidos y el colesterol se representan en rojo y azul, respectivamente
(Jamin et al., 2005).

Se ha propuesto que la funcion principal de StAR es el transporte de colesterol
inducido por hormona a la MME, mientras que la TSPO regula la translocacion del colesterol
a la MMI (Bose et al., 2002; Garnier et al., 1994; Rone et al., 2009). Hoy en dia se conoce
como transduceosoma a un complejo multiprotéico que controla la tasa de entrada de
colesterol en la MME (Fan y Papadopoulos, 2013; Issop et al., 2013; Rone et al., 2009). Este
complejo mitocondrial de 240-kDa esta formado por TSPO, subunidad Rlo de la PKA
(PKARI), proteina 7 asociada a PKARIo (PAP7) (Liu et al., 2003), StAR y el canal anionico
dependiente de voltaje (VDAC?) (Shoshan-Barmatz et al., 2010; Liu et al., 2006). La
formacion del transduceosoma se inicia por la estimulacion hormonal y la subsecuente

sefializacion de la cascada de AMPc. En una forma dependiente de AMPc, PAP7 es

*VDAC: proteina multifuncional reguladora de la entrada y salida de iones y moléculas pequefias a través de la
MME, la cual determina el potencial de membrana asistiendo en la regulacion de la apoptosis y el metabolismo
celular (Shoshan-Barmatz et al., 2008)
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transportada desde el aparato de Golgi a la mitocondria, donde TSPO redistribuye su
conformacion de manera que PAP7 y PKARIa pueden interactuar con ella. Mediante esta
unién, PAP7 puede transducir la elevada concentracion de sefiales de AMP¢ al resto del
transduceosoma. Finalmente, StAR es activada por fosforilacion gracias a PKA y permite la
formacion completa del transduceosoma STAR-PKARIa-PAP7-TSPO. De esta forma, el
colesterol es transportado y anclado en la MME mediante StAR y la asociacion de TSPO con
los sitios de contacto entre la MME y la MMI, derivan en el transporte de colesterol al interior
de la mitocondria y la subsecuente formacidn de esteroides (Fan y Papadopoulos, 2013; Issop
et al., 2013; Rone et al., 2009).

2.5.2.2. P450scc

Cuando el colesterol llega a la matriz mitocondrial, es sustrato de la enzima
P450scc que lo convierte en PREG. Por medio de técnicas de clonado molecular, se reveld la
existencia de un solo gen que codifica P450scc en el genoma humano y en el de rata (Chung
et al., 1986; Oonk et al., 1990). Mediante inmunohistoquimica se detectd la presencia de
P450scc en la sustancia blanca del cerebro de la rata. A su vez, experimentos bioquimicos por
cultivo primario de células gliales cerebrales demostraron la conversion de colesterol a PREG
en las mismas (Jung-Testas et al., 1989; Le Goascogne et al., 1987). Los primeros trabajos
que mostraron la expresion de P450scc en la médula espinal fueron los de Mellon y cols.
realizados en embriones de roedores (Compagnone et al., 1995). Estos autores informaron la
expresion de P450scc en las estructuras sensoriales del SNC, incluyendo el ganglio de la raiz
dorsal, el trigémino y preganglio facio-acustico, y mencionaron la existencia de P450scc en el
asta ventral de la médula espinal de embriones de roedores. La expresion de esta enzima
también se ha localizado en las células de Schwann de los nervios periféricos (Schumacher et
al., 2004).

Patte-Mensah y cols. describieron la distribucion anatomica y celular de
P450scc en la médula espinal de ratas adultas (Patte-Mensah et al., 2003). La mayor densidad
de inmunomarcacion de P450scc se localiza en las laminas superficiales 1 y 1l del asta dorsal
de la médula espinal, donde se encuentran las neuronas sensoriales (Patte-Mensah et al.,
2003). Experimentos de doble marcaje revelaron que la mayoria de las fibras P450scc-
positivas en el asta dorsal también son inmunorreactivas para la proteina 2 asociada a

microtubulos (MAP-2), un marcador especifico para las fibras neuronales. Las motoneuronas
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del asta ventral también expresan inmunoreactividad para P450scc, lo que sugiere un posible
papel de la enzima o sus productos esteroides en el control de la actividad motora (Patte-
Mensah et al., 2003). Por otra parte, se detectd inmunotincion de P450scc en las células
gliales ependimales que rordean el canal central en la médula espinal, una observacién que
sugiere una posible produccion y liberacion de neuroesteroides en el liquido cefalorraquideo y
su participacion en mecanismos de modulacion del dolor y neuroproteccion en el SNC (Patte-
Mensah et al., 2003). Ademas se identificaron cuerpos celulares P450scc-inmunorreactivos en
varios nucleos nociceptivos del tronco cerebral de la rata adulta. A través de experimentos
bioquimicos que muestran que los homogenatos de médula espinal y tallo cerebral de la rata
son capaces de convertir colesterol en PREG, se ha demostrado que la enzima P450scc

detectada en cerebro y médula corresponde a una forma activa (Patte-Mensah et al., 2003).

2.5.2.3. 3p-HSD

Una vez sintetizada, la PREG sale de la mitocondria y es sustrato de la enzima
3B-HSD que reside en el reticulo endoplasmaético y sintetiza PG. Esta enzima también cataliza
la conversion de 170H-pregnenolona en 170H-progesterona y de dehidroepiandrosterona
(DHEA) en androstenediona.

La primera demostracion de la presencia de ARNm de 3B-HSD en la médula
espinal de ratas fue realizada utilizando RT-PCR (Sanne y Kruger, 1995). Un estudio
posterior realizado por Coirini y cols. utilizando hibridacion in-situ, proporciondé la
distribucion anatomica y celular del ARNm de 3-HSD en la médula espinal (Coirini et al.,
2002). Este estudio revelé que las laminas I, 11 y Il del asta dorsal exhibian las mayores
densidades de ARNm de esta enzima. A nivel celular, el ARNm de la 38-HSD fue encontrado
principalmente en neuronas sensoriales del asta dorsal y en motoneuronas de asta ventral en
todos los segmentos de la médula espinal. A su vez, la existencia y actividad de esta enzima
fue evidenciada mediante ensayos de Western-blot y cromatografia de gases ligada a
espectrometria de masas, que revelaron que la concentracion de PREG y PG eran mayores en
la medula espinal que en el plasma (Coirini et al., 2002), sugiriendo la produccion local de
PG.
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2.5.2.4. 50-R1 y 5a-RI|

La enzima 50-R es responsable de la reduccion de PG en 5a-DHP, metabolito
con multiples actividades neuroprotectoras. De una manera similar, Sa-R reduce testosterona
en 5a-DHT y 11-deoxicorticosterona en dihidro-deoxicorticosterona (DHDOC) (Andersson y
Russell, 1990).

En muestras humanas y de rata se han aislado dos isoformas de 50-R,
designadas tipo 1 (50-RI) y tipo 2 (5a-RII) (Andersson y Russell, 1990; Berman y Russell,
1993). Los genes que codifican las 5a-RI y 5a-RII se encuentran en el cromosoma 5 y 2
respectivamente; las dos isoenzimas tienen diferentes pH dptimos y distinta afinidad por
sustratos (Normington y Russell, 1992).

La expresion de 50-R en el sistema nervioso ha sido ampliamente estudiada
(Melcangi et al., 1993; Pelletier et al., 1994; Saitoh et al., 1982; Stoffel-Wagner, 2003). Se ha
sugerido que 5a-RI juega un papel catabdlico y neuroprotector, mientras que 5a-RII participa
en la diferenciacion sexual del SNC (Torres y Ortega, 2003). En la médula espinal de rata
predomina la isoforma 5a-RIl (Pozzi et al., 2003). La inmunorreactividad para ambas
isoenzimas se ha detectado en la sustancia blanca de la médula espinal, desde la regién
cervical a la sacra. Sin embargo, la inmunotincién para 5Sa-RI es menor y los cuerpos
celulares y las fibras que contienen esta isoenzima se observan principalmente en la sustancia
blanca de los segmentos cervicales y toracicos (Melcangi et al., 2008). La inmunomarcacién
de 5a-RII, moderada en la sustancia blanca, es intensa en la sustancia gris del asta dorsal y
ventral (Patte-Mensah et al, 2004). En un estudio de colocalizacion con marcadores
especificos de células nerviosas se reveld que la inmunotincion de 5a-RI se localiza
principalmente en los oligodendrocitos y astrocitos de la sustancia blanca, mientras que la
inmunotincion de So-RI1 se localiza tanto en neuronas como en células gliales de la sustancia
gris y blanca (Patte-Mensah et al, 2004). La observacién de una restringida localizacion de
5a-RI en la sustancia blanca de la médula espinal concuerda con su localizacion en estructuras

mielinizadas del cerebro de ratas hembra y macho (Poletti et al., 1997; Melcangi et al., 1988).

2.5.2.5. 3a-HSOR
La enzima 3a-HSOR convierte, de manera reversible 5a-DHP en 3a,50-THP.
Del mismo modo, 3a-HSOR cataliza la conversion reversible de 50-DHT en 3a-

androstenediol y de DHDOC en tetrahidro-deoxicorticosterona (THDOC). La enzima 3a-
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HSOR es un miembro de la superfamilia de aldo-ceto-reductasas que incluye aldehido-
reductasas, aldo-reductasas y dihidrodiol-deshidrogenasas (Jez et al., 1997; Jez y Penning,
2001). Hay cuatro isoenzimas 30-HSOR en humanos.

La actividad enzimética de 30-HSOR y su ARNm codificante, han sido
detectados en el cerebro (Stoffel-Wagner, 2003) y en médula espinal (Patte-Mensah et al,
2004). En todos los niveles espinales se ha detectado una intensa inmunoreactividad para 3a-
HSOR en la sustancia gris y blanca. Sin embargo, la mayor densidad de inmunotincion de 3a-
HSOR se encuentra en areas sensoriales del asta dorsal. Este estudio también revelé que el
45% de la inmunofluorescencia de 3a-HSOR se localiza en los oligodendrocitos, 35% en las
neuronas y 20% en los astrocitos (Patte-Mensah et al, 2004).

Un andlisis comparativo de la expresion de 5a-RI, RII y los elementos 3a-
HSOR-positivos en la médula espinal, revela tres situaciones diferentes: (i) cuerpos
neuronales y fibras que expresan tanto 30-HSOR como 5a-R; (ii) cuerpos neuronales que
expresan ya sea 50-RI o RII y (iii) cuerpos celulares que solamente expresan 3a-HSOR
(Patte-Mensah et al, 2004). En consecuencia, pareceria que algunas células gliales y neuronas
de la médula espinal contienen ambos tipos de enzimas, 3a-HSOR y 50-R, pudiendo catalizar
la reduccion requerida para la biosintesis de esteroides Sa-reducidos. Los esteroides Sa-
reducidos, mediante la modulacion alostérica de los receptores GABA,, controlan
mecanismos neurobioldgicos incluyendo nocicepcién, dolor y locomociéon (Majewska, 1992;
Patte-Mensah et al, 2004; 2005). La produccion de estos esteroides puede implicar la
cooperacion de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, que contengan una sola de las
enzimas mencionadas: 3a-HSOR o 5a-R. Esta cooperacion puede ocurrir durante condiciones

fisioldgicas y patoldgicas (Melcangi et al., 1998; Melcangi et al., 2008).

2.5.3. Mecanismos de accion

Ademas de ejercer las acciones genomicas clasicas de los esteroides sobre el
control de la transcripcion de diversos genes, los neuroesteroides también modulan la
actividad neuronal via receptores de membrana acoplados a proteina G o a través de
receptores para neurotransmisores como los receptores GABAA, NMDA, P2X vy los canales
de calcio tipo T (Basbaum et al., 2009; Belelli y Lambert, 2005; Jevtovic-Todorovic et al.,
2009; Mellon et al., 2002; Pathirathna et al., 2005; Zhu et al., 2003).
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En particular, tanto PG como 5a-DHP regulan la transcripcion de genes por
medio de la union al receptor intracelular de PG (PR), el cual se expresa ampliamente en el
sistema nervioso (Guerra-Araiza et al., 2003; Melcangi et al., 2008). El PR, también Ilamado
receptor clasico de PG, actua como factor de transcripcion de aquellos genes que tienen en su
promotor sitio de reconocimiento para PR (Fig.11). A su vez, el PR puede interactuar con
proteinas de sefializacion citoplasmaticas de la via de Src/Ras/Erk (Schumacher et al., 2008).

La PG también se une al receptor de membrana de PG (mPR, con sus tres
isoformas a, B y v) y al componente 1 del receptor de membrana de PG (PGRMCL, la
proteina 25D X), presentes en el cerebro y en la médula espinal (Fig. 11) (Brinton et al., 2008;
Labombarda et al., 2010; Meffre et al., 2013; Thomas y Pang, 2012). EI mPR activa las vias
de transduccion de Erk y p38, inhibe la adenilato ciclasa (AC) y la via de la PKA y estimula
la liberacion de calcio de los reservorios internos. La via de sefializacion del PGRMCL1 aln se
encuentra en estudio. La PG también actla como antagonista del receptor sigma 1, molécula
adaptadora que regula la salida de calcio del reticulo endoplasmatico.

La 3a,5a-THP es un regulador alostérico positivo del receptor GABAA,,
favoreciendo el ingreso de CI" a la célula (Fig. 11) y la hiperpolarizacion neuronal
(disminuyendo el potencial) (Ardeshiri et al., 2006; Follesa et al., 2001; Lambert et al., 2003;
Wang, 2011). A su vez, la 30,50-THP regula la liberacion de GABA y de glutamato (Giuliani
et al., 2013), contribuyendo al control de cambios animicos y emocionales (Biggio et al.,
2009; Eser et al., 2008; Wirth et al., 2011). Por ltimo, 3a,5a-THP también modula la funcion

neuronal mediante la union a los receptores mPR (Pang et al., 2013).
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Figura 11: Receptores y mecanismos de accion de la PG y sus metabolitos. Imagen
modificada a partir de Schumacher et al., 2008

2.5.4. Rol de la progesterona y sus metabolitos reducidos en injurias y

enfermedades del sistema nervioso

Ademas de su rol fisiologico, la PG y sus metabolitos reducidos juegan un
papel importante en diferentes patologias del sistema nervioso. Se ha demostrado que la PG
posee efectos neuroprotectores en diferentes modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas y neuroldgicas (Melcangi et al.,, 2014), incluyendo modelos
experimentales de la enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2008), Parkinson (Bourque et
al., 2009; Callier et al., 2001), epilepsia (Rhodes y Frye, 2004), infarto (Chen et al., 1999;
Sayeed et al., 2007), degeneracion de motoneuronas (Gonzalez-Deniselle et al., 2002),
esclerosis multiple y demielinizacion (Garay et al., 2007; Giatti et al., 2012b), e injuria
traumatica cerebral (Culter et al., 2007; Djebaili et al., 2005) y espinal (Coronel et al., 2011b;
2014; Labombarda et al., 2006).

Los numerosos efectos neuroprotectores que ejercen la PG y sus metabolitos
han sido atribuidos a su papel como reguladores de los mecanismos que se mencionan a
continuacion:

e Regulacién del crecimiento de las proyecciones neuronales y de la plasticidad
sinaptica, y promocion de la neurogénesis bajo condiciones de neurodegeneracion
(Melcangi et al., 2014; Wang et al., 2008).
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e Regulacién de la sintesis de factores neurotoficos, tal como el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Gonzalez-Deniselle et al., 2007;
Gonzalez et al., 2005).

e Reduccidn del estrés oxidativo (Ozacmak y Sayan, 2009) y la peroxidacién de
lipidos (Roof y Hall, 2000).

e Activacion de cascadas de transduccion de sefiales asociadas a la sobrevida
celular (ej. cascada de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) y de la
fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)) (Kaur et al., 2007; Nilsen y Brinton, 2002; Singh,
2005).

e Regulacion de la expresion de proteinas pro- y anti-apoptéticas (Djebaili et al.,
2005; Nilsen y Brinton, 2002; Yao, 2005).

e Reduccion de la activacion de celulas involucradas en la neuroinflamacion
(astrocitos y microglia en el SNC; macrofagos y linfocitos en el SNP), con la
consiguiente disminucion en los niveles de mediadores inflamatorios (Arevalo et
al., 2012; Coronel et al., 2014; Giatti et al., 2012a; Labombarda et al., 2011;
VanLandingham et al., 2007)

e Regulacion de la mielinizacion del SNP (Melcangi et al., 2005).

e Reduccién del edema y la disfuncion mitocondrial en modelos de injuria
traumatica cerebral (Robertson et al., 2006; Roof et al., 1996; Stein, 2011).

2.5.5. Rol de la progesterona y sus metabolitos reducidos en modelos
experimentales de dolor

Estudios recientes han demostrado que los niveles de PG y sus metabolitos
reducidos pueden modificarse por injurias o patologias del sistema nervioso tales como
Alzheimer, Parkinson, esclerosis maltiple, neuropatias periféricas, encefalopatia diabética o
lesiones de la médula espinal (Melcangi et al., 2014). Mdltiples estudios revelan la presencia
y actividad bioldgica de enzimas sintetizadoras de esteroides (P450scc, 3p-HSD, 5a-R y 3a-
HSOR) en el asta dorsal de la médula espinal, en las laminas donde proyectan las neuronas
aferentes primarias (Julius y Basbaum, 2001; Millan, 2002; Willis et al., 1995). Esta
informacidn sugiere que neuroesteroides tales como PREG, PG, 3a-DHP y 3a,5a-THP,
generados en el asta dorsal pueden controlar la integracion de los mensajes somatosensoriales,

incluyendo sefiales nociceptivas, y modular la transmision hacia el cerebro.
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Por otra parte, PG y sus metabolitos participan en la atenuacién del dolor
neuropético al ser administrados a animales que poseen una lesion de nervios periféricos
(Coronel et al., 2011a; Leonelli et al., 2007; Roglio et al., 2008) o de la médula espinal
(Coronel et al., 2011b). Se ha demostrado también que la PG logra prevenir el dolor
neuropético atenuando el incremento en la expresion de los ARN mensajeros (ARNm) de las
subunidades del receptor NMDA y de la proteina kinasa C gamma (PKCy) inducidos por la
injuria (Coronel et al., 2011b). A su vez, otros estudios demostraron que la administracion de
PG previene el incremento en la expresion y actividad de las enzimas proinflamatorias
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la sintasa inducible del 6xido nitrico (iNOS), factores clave en
los mecanismos de dolor cronico, en el asta dorsal de animales con injuria espinal,
probablemente mediante una disminucion de la actividad del NFxB (Coronel et al., 2014).

A su vez, como ya se menciond en la seccién anterior, los esteroides
neuroactivos 3a,50 reducidos (tales como 3a,50-THP) son potentes moduladores alostéricos
de los receptores GABAA, cuya actividad es crucial en la regulacion de la nocicepcion (Belelli
y Lambert, 2005; Gambhiret et al., 2002; Goodchild et al., 2000). Por lo tanto, la 3a,5a-THP
sintetizada en el asta dorsal podria modular la transmision de mensajes de dolor actuando por
medio de receptores GABAA de amplia distribucién en el SNC (Frye et al., 2001; Gutierrez et
al., 1996; Meyer et al., 2008a; Willis et al., 1995). A su vez, como soporte a este hipotesis, se
ha demostrado que el incremento de los niveles locales de 3a,50-THP en la médula espinal
inducen analgesia en ratas con neuropatias, mientras que su inhibicion exacerba su estado
patologico (Meyer et al., 2008a) y que inyecciones intraperitoneales de andlogos sintéticos de
30,5a-THP producen antinocicepcion en ratas (Goodchild et al., 2000; Nadeson y Goodchild,
2000). También, existen evidencias recientes que indican que tanto los canales GABAA como
los de calcio tipo-T son responsables de los potentes efectos analgésicos de esteroides
neuroactivos 5a, sugiriendo que los neuroesteroides endogenos de la médula espinal podrian
también regular mecanismos nociceptivos mediante la modulacion de canales de calcio
(Pathirathna et al., 2005).

Investigaciones que utilizaron modelos de dolor neuropatico generados por
ligadura del nervio ciatico (Lambert et al, 2003) revelaron un aumento de la expresion de
P450scc, una redistribucion celular de la misma en el asta dorsal y modificaciones de su
actividad en la médula espinal durante el estado de dolor (Meyer et al.,, 2008a). Estos

resultados sugieren fuertemente que la biosintesis de neuroesteroides podria ser un
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mecanismo enddgeno gatillado por la injuria para facilitar la adaptacion a estados de dolor
cronico. En concordancia con esta hipotesis, estudios llevados a cabo en animales que
desarrollan diabetes revelaron la existencia de un mecanismo regulatorio en la médula espinal
que deriva simultdneamente en la activacion de la biosintesis de la PG e inhibicion de su
catabolismo (Saredi et al, 2005). Esta observaciéon sugiere que en la médula espinal en
modelos experimentales de diabetes las vias de biosintesis de los neuroesteroides son
selectivamente reguladas para optimizar la formacién de PG (Saredi et al, 2005). A su vez, ha
sido demostrado que la PREG, cuya produccion se ve aumentada bajo estados de dolor,
promueve el desarrollo del citoesqueleto mediante la estimulacion de la polimerizacion de
tubulina y la formacion de microtubulina (Murakami et al., 2000; Plassart-Schiess y Baulieu,
2001). Como la regulacion de la plasticidad neuronal ligada a la patogénesis del dolor cronico
es de suma importancia para una terapia eficiente, la hiper-secrecion de PREG en redes de
neuronas sensoriales constituye un resultado prometedor que podria ser explotado en el
desarrollo de estrategias novedosas contra el dolor. En efecto, una de las acciones principales
de la PREG ha sido evidenciada en una terapia combinada la cual promueve la recuperacion
luego de una injuria de la médula espinal (Guth et al., 1994), sugiriendo que la PREG puede
tener un rol importante en la modulacion de la regeneracion de las funciones de la médula.
Como la neurodegeneracion ha sido evidenciada en la médula espinal bajo
dolor neuropaético y diabetes crénica (Chen y Pan, 2002; Joseph y Levine, 2004; Varsik et al.,
2001; Whiteside y Munglani, 2001), la regulacién del proceso de neuroesteroidogénesis en el
tejido medular puede ser un mecanismo adaptativo para lidiar con estados de dolor cronico
y/o neurodegenerativos. Por lo tanto, hacer foco en los componentes celulares y moleculares
de la biosintesis de los neuroesteroides en la médula espinal o en mecanismos de
sensibilizacion neuronal en general, puede representar una interesante perspectiva para el
desarrollo de drogas neuroprotectoras y nuevos agentes analgesicos contra el dolor

neuropatico.
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3. Hipotesis

Como se menciono6 en el apartado anterior, el dolor neuropético, que puede
surgir luego de traumatismos o lesiones del sistema nervioso, como es el caso de la médula
espinal, resulta refractario a las principales terapias analgésicas disponibles en la actualidad.
Por lo tanto, el disefio de nuevas estrategias terapéuticas constituye un verdadero desafio para
la investigacion biomédica.

En este sentido, se sabe que ciertos esteroides que pueden ser sintetizados en el
sistema nervioso (denominados neuroesteroides) juegan un papel determinante en la
transmision y modulacién de la informacion nociceptiva. Nuestra hipotesis es que la
maquinaria esteroidogénica se encuentra alterada luego de una injuria espinal y representa un
interesante blanco terapéutico para modular el dolor crénico de origen central.

Este trabajo pretende identificar qué enzimas involucradas en la biosintesis de
neuroesteroides muestran niveles de expresion aumentados o disminuidos en la médula
espinal dorsal, y si dichas expresiones se relacionan con una exacerbacion o atenuacion del
dolor. Ademas, dada la experiencia previa del laboratorio en el uso de PG en modelos
experimentales de dolor neuropatico (Coronel et al., 2011a; 2011b), se planea explorar el
impacto de la administracion de este esteroide en la expresion de proteinas translocadoras y

enzimas esteroidogeénicas.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Animales de experimentacion

Todos los protocolos con animales de experimentacion siguen las directivas de los
Institutos Nacionales de la Salud (National Institute of Health - NIH, USA) y de la Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor (International Association for the Study of Pain,
IASP). El bioterio del IBYME guarda estrictas normas éticas y ha sido certificado por el NIH,
Bethesda, USA (Assurance Certificate A-5072-01). Los protocolos experimentales cuentan
con la aprobacion del Comité de Etica Institucional del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME, CABA, Argentina) (Resolucion CE 007-1/2013 del 13/06/13) y del
Comité Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Medicina (Res. 1517 del 23/8/2010).

Las técnicas empleadas en la manipulacion de los animales, los cuidados post-
quirurgicos y las pruebas funcionales fueron disefiados para minimizar el sufrimiento de los
mismos. Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (200-220 g), criadas en el bioterio del
IBYME.

4.1.1. Hemiseccion de la médula espinal y administracion de progesterona

Los procedimientos que se describiran a continuacion son de uso rutinario en el
laboratorio y han sido publicados previamente (Coronel et al., 2011b; 2014). En primer lugar
se procedio a anestesiar los animales utilizando una mezcla de ketamina (50mg/kg) y xilacina
(10mg/kg) por via intraperitoneal. Una vez comprobado que el animal no presentaba reflejo
de pinzamiento podal (por la compresion de los dedos de las extremidades) ni reflejo por
compresion de la cola, se procedio a rasurar para generar un campo quirdrgico. Se realizo una
laminectomia parcial a fin de exponer la médula espinal. Con la ayuda de un bisturi y de
tijeras de iridectomia, se procedid a hemisectar la médula del lado derecho a nivel toréacico
T13. Luego se suturd la musculatura y la piel del animal. El sitio de la incision fue tratado con
Pervinox (iodo povidona) y con Farm X (undecilenato de cinc, 0xido de cinc, &cido salicilico,
propionato de sodio) para disminuir el riesgo de infeccion y favorecer la cicatrizacion. El
cuidado post-operatorio también incluy6 control de la temperatura corporal con termostato y
administracion de cefalexina (20 mg/kg/dia) de forma intramuscular durante 6 dias

consecutivos comenzando inmediatamente luego de terminada la cirugia.
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En los animales con hemiseccion espinal (HX), el miembro inferior ipsilateral
(del mismo lado de la lesion) present6 una paralisis temporal que resolvié en 5 dias, mientras
que en el miembro inferior contralateral (del lado contrario a la hemiseccion) no se observo
ninguna modificacion en la locomocion.

Los animales lesionados fueron divididos en dos grupos, uno de ellos recibid
inyecciones subcuténeas diarias de PG natural (Sigma, 16 mg/kg/dia, HX+PG) disuelta en
aceite de ricino (EWE). Otro grupo de animales HX recibié Unicamente vehiculo. Ya se ha
demostrado que este protocolo de administracion de PG logra prevenir la formaciéon de
edemas y la pérdida neuronal, asi como mejorar las respuestas cognitivas luego de injurias
cerebrales (Culter et al., 2007) e induce oligodendrogénesis y remielinizacion luego de injuria
de la meédula espinal (Labombarda et al., 2006). Se ha observado también que la
administracion de esta dosis de PG previene el desarrollo de dolor neuropatico en modelos de
lesion del SNP y SNC (Coronel et al., 2011a; 2011b).

Como controles se utilizaron animales nacidos y criados durante el mismo
periodo y bajo las mismas condiciones en el bioterio del IBYME, que no fueron sometidos a
ningun procedimiento quirdrgico ni recibieron tratamiento (CTL). En total se utilizaron 56
animales de experimentacion (n=56) teniendo en cuenta que por cada grupo se precisan 8
animales para reducir la variabilidad propia de las pruebas funcionales en animales

experimentales.

4.1.2. Pruebas funcionales para evaluar alodinia

Se evaluo el desarrollo de alodinia mecénica y térmica utilizando los tests de
von Frey y Choi que se detallan a continuacion. Los animales fueron evaluados antes de
realizar la cirugia y luego de la misma los dias 7, 14, 21 y 28 post lesidn. Solo se incluyeron

los animales que mostraron conducta nociceptiva normal previo a la cirugia.

4.1.2.1. Test de von Frey: Alodinia Mecanica
Para realizar las pruebas funcionales se siguieron protocolos previamente
descriptos (Coronel et al., 2011b). En primer lugar se colocaron los animales en cajas de
acrilico transparente individuales apoyadas sobre una grilla metalica en un soporte de madera

(Fig. 12). En cada soporte de madera se colocaron 4 ratas y se evaluaron en forma simultanea
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grupos de 8 animales. Se esperd un tiempo de 15 minutos para permitir la adaptacion de los

animales al cubiculo.

Figura 12: Armado de soporte y preparacion de animales de experimentacion para las pruebas
funcionales. En (a) puede observarse la forma en que se arma el soporte con las cajas de
acrilico; en (b) se muestra la presencia de orificios de respiracion en las cajas y sus
respectivas compuertas; en las imagenes (c) y (d) se presenta la grilla metalica que permite
tener acceso a las almohadillas plantares de las patas traseras de las ratas; en la fotografia (e)
se puede observar como los animales se acomodan y acostumbran a sus respectivas cajas

durante los 15 minutos de adaptacion.
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Luego se procedio a evaluar los animales utilizando los filamentos de von Frey
que varian su graduacion entre 1 y 26 gramos. Se utilizaron 8 filamentos de 1, 2, 4, 6, 8, 10,
15y 26 gramos (Fig. 13). Con los mismos se estimularon ambas patas traseras del animal, una
a la vez, en la region de la almohadilla plantar, a través de la grilla metélica. Las

estimulaciones se realizaron con un intervalo de 5 segundos.

Figura 13: Test de von Frey. (a) Filamentos de von Frey utilizados para evaluar la respuesta
del animal frente a estimulos mecéanicos. (b) Aplicacion de los filamentos de von Frey en las

almohadillas plantares traseras a través de la malla metalica del soporte.

Se comenzo6 con el filamento de menor gramaje. Se repitié el procedimiento 3
veces con cada filamento y luego se pasé al siguiente. Frente a la estimulacion ejercida se
observaron las distintas reacciones del animal:

e Ausencia de reaccion

e Retirada no brusca de la pata

e Retirada brusca de la pata que puede acompafiarse por movimientos
exacerbados de la misma, lamida de la pata, giro dentro de la caja, atencion al
filamento, vocalizacion.

Todos los comportamientos fueron registrados para su posterior analisis y se
considerd respuesta positiva la retirada brusca de la pata frente al estimulo mecéanico. Se
determind el umbral de respuesta teniendo en cuenta el filamento de menor gramaje que
indujera la retirada brusca de la pata del animal. Se consideran respuestas alodinicas a

aquellas desencadenadas por filamentos de 6 gramos 0 menos.
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4.1.2.2. Test de Choi: Alodinia Térmica Fria

El Test de Choi consiste en evaluar la reaccion del animal frente a un estimulo
térmico frio (gota de acetona). Con una jeringa sin aguja se generd una burbuja de acetona
que se puso en contacto con las almohadillas plantares traseras del animal por debajo de la
grilla metalica (Fig. 14). Se estimuld primero la pata derecha de todos los animales y luego la
izquierda. Este procedimiento se realizd 5 veces en cada pata dejando un periodo de descanso
de 5 minutos entre dos aplicaciones. Se observaron las distintas reacciones del animal al igual
que en el Test de von Frey y se determind la cantidad de veces que el estimulo frio causo la
retirada brusca de la pata. Se considerd respuesta alodinica a la presencia de dos o mas

retiradas bruscas frente a la estimulacion con acetona.

Figura 14: Test de Choi. Se puede observar la burbuja de acetona generada en la punta de la

jeringa, con la que se estimula la almohadilla plantar de ambas patas traseras del animal.

Una vez finalizadas ambas pruebas funcionales, se retiraron los animales de las

cajas de acrilico y se los colocd nuevamente en sus respectivas jaulas.

4.2. Medicion de expresion de proteinas translocadoras y

enzimas de la via esteroidogénica

4.2.1. Preparacion de los tejidos

Luego de diferentes tiempos de sobrevida (1, 14 y 28 dias), los animales
recibieron una sobredosis de anestesia (800 mg/kg de hidrato de cloral) y fueron
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guillotinados. El segmento de la médula espinal por debajo del sitio de la lesion (desde T13
hasta L5) fue removido inmediatamente y la médula espinal dorsal fue separada mediante el
corte a través del canal central. Se trabajo en condiciones libres de RNAasas, utilizando
material de cirugia estéril. Los tejidos fueron inmediatamente congelados sobre hielo seco y
guardados a -70°C hasta su procesamiento para los estudios de expresion de las diversas
proteinas translocadoras y enzimas esteroidogénicas. Las muestras de los distintos grupos

experimentales fueron procesadas al mismo tiempo.

4.2.2. Extraccion de ARN total

El ARN fue extraido utilizando TRIzol® Reagent (Guanidinium thyocianate-
phenol-chloroform, Invitrogen Life Techonologies). Este reactivo es utilizado para la
extraccion de ARN total de alta calidad a partir de una variedad de muestras bioldgicas. Es
una solucion monofasica de fenol e isocianato de guanidina que durante la homogeneizacion o
lisis de la muestra, mantiene la integridad del ARN al mismo tiempo que altera la estabilidad
de las celulas y disuelve los componentes celulares (Chomczynski, 1993; Chomczynski y
Sacchi, 1987). La extraccion del ARN total se realiz6 en una campana de extraccion quimica.
En primer lugar se colocé cada médula congelada en un vial con 1 ml de TRIzol® y con un
homogeneizador (LabGen 7, Cole Parmer Instrument Company) se disgrego el tejido. Luego
se transfirio la totalidad del homogenato a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Una vez
homogeneizadas todas las muestras, los tubos se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente.
A continuacion, se les agreg6 200 ul de cloroformo (tricloruro de metilo) a cada tubo y se los
agitod por inversion. Se dejaron reposar nuevamente 5 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaron 15 minutos a 14000 rpm a 4°C. El agregado de cloroformo genera la formacion
de dos fases por diferencia de densidad, la fase fenolica orgénica (inferior) contiene el ADN y
restos de proteinas desnaturalizadas y la fase acuosa (superior) contiene el ARN en
cloroformo. La fase acuosa fue extraida cuidadosamente y transferida a otro tubo de 1,5 ml.
Luego se agregd 550 ul de alcohol isopropilico (2-propanol) a cada uno de los tubos, se los
agitd enérgicamente por inversion y se los guardo a -20°C durante 24 hs. El agregado de
alcohol isopropilico favorece la precipitacion del ARN.

Al dia siguiente se procedio a centrifugar las muestras 10 minutos a 14000 rpm
a 4°C. Se pudo observar la formacion de un pequefio pellet (ARN). A continuacion se

descartd el sobrenadante (isopropanol) y se lavo el pellet de ARN con 1 ml de etanol 70 %. Se
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centrifugé 10 minutos a 14000 rpm a temperatura ambiente (28°C), y se descarto el etanol.
Para favorecer la evaporacion de todo resto de solvente, se colocaron los tubos con tapa
abierta en un bafio seco a 50°C durante 5 minutos. A continuacion, se resuspendio el pellet
con H,O DEPC (dietil pirocarbonato al 0,1% v/v en agua destilada). Finalmente, las muestras
se calentaron durante 5 minutos a 50°C, se agitaron y colocaron en hielo para su posterior

analisis.
4.2.3. Determinacion de la concentracidn, pureza e integridad del ARN

Para conocer la concentracion del ARN total se midio la absorbancia de las
muestras a 260 nm en el Nano Drop 2000 Spectrophotometer® (Thermo Scientific™). Se
utilizé como referencia un blanco de agua DEPC y se determinaron los valores de absorbancia
a 260 y 280 nm. La relacion [Abs260 nm / Abs280 nm] es un indice que evalua la integridad
del ARN vy la presencia de proteinas; la relacion [Abs260 nm / Abs230 nm] indica si existen
contaminaciones con solventes organicos (provenientes del Trizol). Se consideran optimas las
relaciones 260/280, que se encuentra entre 1,8 y 2,0, y 260/230, que se encuentran entre 2,0 y
2,2.

La concentracion de ARN en las muestras se calculé a partir de la absorbancia
a 260 nm, sabiendo que una densidad dptica (I ODy) equivale a 40 pg de ARN en 1 ml,
utilizando la siguiente ecuacion:

(Absorb.260nm)x(40.g / ml)

[ARN (s / ) = (10004 /m) 1)

A partir de los valores de concentracion obtenidos, se calcul6 el volumen de
muestra que contenia 2 ug de ARN, a partir de los cuales se realizd posteriormente la

retrotranscripcion.

4.2.4. Retrotranscripcion - Sintesis de ADNc

La retrotranscripcion o transcripcion inversa es un proceso de la biologia
molecular que implica la generacion de ADNc (copia) a partir de ARN de cadena simple. Para
ello se utiliza la enzima transcriptasa reversa.

En primer lugar las muestras fueron incubadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente con Deoxyribonuclease | (DNasa | - Invitrogen Life Technologies)

para remover el ADN gendmico contaminante. Esta reaccion se frend mediante el agregado
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de EDTA (acido etilendiaminotetraacético) e incubacion a 65°C durante 10 minutos. Luego se
realiz6 una incubacion con Random Primers (oligodeoxiribonucleétidos, mayormente
hexameros - Invitrogen Life Technologies) que funcionan como cebadores cortos para generar
el ADNc a partir del ARN total. Para la retrotranscripcion se utilizaron los siguientes
reactivos:

e Superscript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies): transcriptasa
reversa.

o 5X First Strand Buffer (Invitrogen Life Technologies): buffer que contiene 250 mM
Tris-HCI pH 8,3, 15 mM MgCI2 y 375 mM KCI. El Tris-HCI controla el pH, el
Mg** acttia como cofactor de la transcriptasa reversa.

e Ditiotreitol (DTT - Invitrogen Life Technologies): es utilizado para reducir la
unién cruzada de cisteinas. Completa la linearizacion de las proteinas al romper los
puentes disulfuro.

e Desoxiribonucledtidos trifosfatos (ANTPs - Invitrogen Life Technologies): son
necesarios para que la transcriptasa reversa los use como sustrato y pueda llevar a
cabo la sintesis de la cadena de ADNc.

e RNAaseOut Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen Life Technologies): inhibidor de
RNAasas.

Los reactivos mencionados son agregados a cada una de las muestras en las
cantidades que se muestran a continuacion:

Preparacion de mezcla de reaccion por cada muestra:

- 1 ul de Transcriptasa Reversa

-2 ul de DTT

-2 ul de dNTPs

-1 pl de inhibidor de RN Aasa

-1 pl de H,O DEP

-6 ul de Buffer

Luego se incubaron los tubos 1 hora a 50°C en bafio seco para permitir la
retrotranscripcion del ARN original. A continuacion, se colocaron 15 minutos a 70°C para

frenar la reaccion y por ultimo se guardaron las muestras a -20°C hasta su uso.
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4.2.5. Disefio de los oligonucledtidos para la RT-PCR en tiempo real

Para llevar a cabo los ensayos de PCR en tiempo real se disefiaron
oligonucledtidos especificos, también llamados primers o cebadores, para cada uno de los
transcriptos de las proteinas y enzimas esteroidogénicas analizadas, asi como la proteina
ciclofilina B (CycB), cuyo transcripto fue utilizado como control de expresion constitutiva o
housekeeping debido a que su concentracion es estable en las células y no se ve afectada por
los diferentes tratamientos realizados en este trabajo.

El disefio de los oligonuclétidos para algunas de las proteinas y enzimas
esteroidogénicas se realiz6 con el programa Vector NTI® Software (Invitrogen Life
Technologies). Se buscaron las secuencias de las enzimas a analizar correspondientes a rata
(Rattus norvergicus) en la plataforma web de National Center for Biotechnology Information
(NCBI), las mismas se importaron a Vector NTI® y a partir de las mismas, se analizaron
diversas opciones de oligonucleétidos de entre 18-24 pb con temperaturas de melting® de
aproximadamente 60°C y similares entre si, verificando que no hubiera formacién de dimeros
que pudieran generar mediciones erroneas. A continuacién se detallan las condiciones que
fueron tenidas en cuenta para disefiar los oligonucle6tidos:

e Temperatura de melting: entre 55 y 65°C, Tm 6ptima= 60°C

e Longitud del primer: 18-21 pb

e Longitud de amplicones: 50-150 pb, 6ptimo: 100pb

e Contenido de C/G: 40 a 60%

e Primers con repeticiones de 4 o mas G/C seguidos deben ser evitados.

e EIl extremo 3"del primer no debe contener méas de 2 G/C entre los Gltimos 5 pares de
bases.

e Los primers no deben formar dimeros entre si 0 loops con su propia secuencia.

e Los primers deben tener la misma distribucion de G/C y A/T.

e Los pares de primers deben tener una Tm similar (+/-2°C).

e Lacomplementariedad en el extremo 3"entre primers debe ser evitada ya que conlleva

a la formacion de dimeros primer-primer.

® Temperatura a la cual la mitad de las particulas de ADN doble hebra se disocian y se tornan hebra simple. La
estabilidad del duplex de ADN primer-templado puede ser medida por su Tm
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e La complementariedad del extremo 3" entre primers y secuencias no especificas
presentes en el templado, debe ser evitada.

e EI AG o energia libre de Gibbs (entalpia libre) de la reaccion de union del primer con
la secuencia debe ser lo méas negativa posible, expresando que la formacion de los
enlaces se generan en condiciones de equilibrio y espontaneidad. Por otro lado, el AG
de los posibles dimeros y loops, deben ser los mas positivos posibles, pudiendo
tolerarse hasta un AG=-2.

Una vez obtenidos los primers que respetaran la mayor cantidad de las
premisas anteriores, se procedio a testear los mismos en la plataforma BLAST ofrecida por
NCBI para evaluar si los mismos poseian un 100% de homologia Unicamente con la secuencia
deseada en la rata, para lograr especificidad. Si el oligonucleétido generado, mostraba
homologia con alguna otra proteina de rata, se descartaba y generaba uno diferente.

Con el programa mencionado se generaron los primers para las proteinas TSPO
y 30HSOR. Los primers para las restantes proteinas y enzimas esteroidogénicas fueron
obtenidos de publicaciones en las que se habia utilizado el equipo 7500 Real Time PCR
System Applied Biosystem. A continuacion en la Tabla 1 se detallan las secuencias de los

primers utilizados.

Tabla I. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados para la reaccion de PCR en tiempo real.

Nombre de F/IRY Tm de Longitud de L
enzima o proteina primers (°C)  secuencia (nt) SEENEEE (8 =2
TSPO® F 60,7°C 23 CTTGCAGAAACCCTCCTGGCATC
R 60,9°C 24 CCAAGGGAACCATAGCCTCCTCTG
StAR® F 56.0 21 CTGCTAGACCAGCCCATGGAC
R 57.9 24 TGATTTCCTTGACATTTGGGTTCC
F 57.5 21 GGAGGAGATCGTGGACCCTGA
(3)
— R 56.6 20 TGGAGGCATGTTGAGCATGG
AGCAAAAAGATGGCCGAGAA
3BHSD(3) F 54 20
R 55 21 GGCACAAGTATGCAATGTGCC
F 59.9 23 GCAAGTGCCTTTGAATGCTGAGC
@ )
SLIRIOIRS R 59,3 24 CACAGAAATAGTGGCAGGCAAGGA
F 51.5 19 ACTGGGCAACCTGCCTAAC
@)
Szl R 51.7 19 ATCAGAACCGGGAAAACCA
F 51.7 20 CAGGAAGCCTGGAGAAGTCA
@)
sl R 51.9 20 CAATAATCTCGCCCAGGAAA

W Fy R denotan que trata de un oligonucleétido foward (hacia delante) o reversa respectivamente.
@ Disefiado utilizando el programa Vector NTI.

®) Obtenidos a partir de Abarikwu et al, 2011.

“ Obtenidos a partir de Munetsuna et al, 2009.
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4.2.6. PCR en tiempo real

Una de las mayores dificultades que conlleva el estudio de una porcion de
ADN radica en la necesidad de poder disponer de él en estado puro y en grandes cantidades.
Kary Mullis en 1983 fue capaz de encontrar una soluciéon a este problema mediante la
creacion de la PCR (Lorenz, 2012). La gran utilidad de la PCR reside en la capacidad de
producir in-vitro un gran nimero de copias de una determinada secuencia sin la necesidad de
recurrir al clonaje de ADN.

Este proceso se lleva a cabo por medio de una serie de reacciones que
dependen de variaciones de temperatura que se repiten 25-40 veces, llamados ciclos, donde
cada uno posee un minimo de tres etapas. En un primer paso, en torno a los 95 °C, se genera
la separacion de los acidos nucleicos de doble cadena, a este se lo conoce como “paso de
denaturalizacion” (denaturing phase). El segundo, “paso de alineamiento” (annealing phase)
es llevado a cabo a una temperatura de 50-60°C, permite el alineamiento de los cebadores al
ADN molde. Por Gltimo, en una tercera etapa “paso de extension” (extensiOn phase) a 68 - 72
°C, se facilita la polimerizacion por parte de la ADN polimerasa (Rychlik et al., 1990). Las
temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de gran variedad de
pardmetros, como: la enzima usada para la sintesis de ADN, la concentracion de iones
divalentes y desoxirribonucleétidos (dNTPs) en la reaccion y la temperatura de union de los
cebadores (Russel et al, 2001).

La PCR tradicional toma su medida en la fase del plateau, punto en el cual las
reacciones se detienen por falta de algln reactivo (Fig.15), a esto se lo llama deteccion de
punto final. Cada tubo de reaccion se estabiliza en un punto diferente, debido a la diferente
reaccién cinética en cada muestra, por lo tanto las mediciones en la fase del plateau no son
precisas. Para obtener una mayor precision deben tomarse mediciones durante la fase
exponencial en la cual los tubos poseen reactivos en grandes cantidades y suficientes para que

la reaccion ocurra sin limitantes.
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Logaritmo de la concentracion de ADN vs nimero de ciclos
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Figura 15: Esquema que representa las 3 fases de una PCR, exponencial (verde), lineal (roja)

y plateau (rosa) (Roche Molecular Systems).

La PCR en tiempo real (real time polymerase chain reaction) o cuantitativa
(quantitative polymerase chain reaction: g°PCR 0 Q-PCR) es una variante de la PCR de punto
final que permite la deteccion del producto de amplificacion de la PCR durante la fase
exponencial de la reaccion. La amplificacion de un determinado nimero (No) de moléculas de
ADN rinde una cantidad final (N) que depende del nimero de ciclos de PCR realizados. La
ecuacion (2) indica la relacion entre No y N, donde Y es la eficiencia de la reaccion y n es el
namero de ciclos (Deepak, 2007).
N =Ny x(14Y)" (2)6

Las ventajas del uso de la PCR en tiempo real se resumen a continuacion:

e Capacidad para supervisar en tiempo real la reaccion de PCR.

e Capacidad para medir con precision la cantidad de amplicon en cada ciclo, lo
que permite la cuantificacién de alta precisiéon y exactitud de la cantidad de
material de partida en cada tubo.

e La intensidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de
producto.

e Posee un elevado rango dindmico de deteccion.

® Para que esta ecuacion se cumpla ninguno de los componentes de la reaccién (nucleétidos, primers o enzima)
debe encontrarse en cantidad limitante.
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e La amplificacion y deteccion se produce en un solo tubo eliminando la
manipulacion post-PCR.

e Elevada sensibilidad, capaz de detectar 0,5 femtogramos de ARNTr.

Para la realizacion de una PCR en tiempo real se precisan un molde de ADN,
un par de cebadores especificos para la secuencia a analizar, dNTPs, un tampon de reaccién
adecuado, ADN polimerasa termoestable y oligonucledtidos marcados fluorescentemente que
detectan especificamente la aparicion del producto deseado o con cromoforos inespecificos
que se unan Unicamente a ADN de doble cadena.

Los marcadores permiten medir la tasa de generacion de uno o mas productos
especificos en un termociclador que albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el
fluor6foro o croméforo a la longitud de onda apropiada. Dicha medicion, se realiza luego de
cada ciclo de amplificacion y es por esto que se la denomina PCR en tiempo real (Rychlik et
al., 1990). EI SYBR Green’, el cual fue utilizado en este trabajo, es un fluorocromo
inespecifico que se une al surco menor del ADN bicatenario (Fig. 16) aumentando la
intensidad de la emision de fluorescencia, de manera proporcional a la cantidad de producto
de PCR producido. Es excitado mediante luz azul (Amax = 488 nm) emitiendo luz verde
(Amax = 522nm) (Zipper, 2004). La especificidad, en el caso de utilizar el reactivo SYBR
Green, se obtiene con primers especificos para las secuencias que se desean cuantificar. Los
mismos permiten que se amplifiquen Unicamente las regiones deseadas (Cortazar y Silva
Rincén, 2004).

" El reactivo utilizado como marcador inespecifico SYBR Green, en el caso de la presente investigacion, se
comercializa en forma de Master Mix (SyBR Green PCR Master Mix (2x) Applied Biosystems) la cual ya posee
el buffer especifico, nuclettidos, Taq polimerasa (AmpliTag Gold® DNA Polymerase - Applied Biosystems) y el
fluoréforo SYBR Green.
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Figura 16. Deteccion de los productos de amplificacion en una PCR en tiempo real basada en
la utilizacion de SYBR Green. (a) El fluorocromo SYBR Green fluorece cuando se une a
ADN doble cadena. Cuando el ADN es denaturalizado a simple hebra, el SYBR Green es

liberado y su fluorescencia es reducida drasticamente. (b) Durante la extension, los primers se
pegan al ADN, el producto de PCR es generado y moléculas de SYBR Green comienzan a

intercalarse en el ADN de doble hebra generado. (¢) Una vez que la polimerizacién es
completada se puede observar como las moléculas de SYBR Green son excitadas a una
longitud de onda especifica y generan un aumento neto de fluorescencia el cual es detectado

por el instrumento.

La cuantificacion relativa del gen de estudio se orienta respecto de otro,
denominado “normalizador” o “house-keeping gene”, el cual es seleccionado debido a sus
funciones basicas en la supervivencia celular, que suele implicar una expresion constitutiva
(Pfaffl et al.,, 2002; Vandesompele et al., 2002). De este modo, efectuando en cada
experimento la medicion de los genes de interés y el gen normalizador, es posible comprar los
primeros aln sin conocer en términos absolutos su nivel de expresion tal como se explica mas

adelante en la ecuacion (3).
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Las PCR en tiempo real llevadas a cabo en el Laboratorio de Nocicepcion y
Dolor Neuropético son realizadas en un termociclador ABI PRISM 7500 Real Time PCR
system (Applied Biosystems) con capacidad de hacer incidir sobre cada muestra un haz de luz
de una longitud de onda determinada y de detectar la fluorescencia emitida por el fluorocromo
excitado. Este termociclador es un aparato con capacidad para calentar y enfriar rapidamente
las muestras, de modo que se aprovechen las cualidades fisicoquimicas de los &cidos
nucleicos y de la ADN polimerasa. Los cambios de temmperatura permiten separar y juntar
las hebras y el pegado de la ADN polimersa y los cebadores a las secuencias a analizar.

Para el anélisis de la informacion que brinda el programa 7500 System SDS
Software, el cual analiza los datos proporcionados por el termociclador, es necesario tener en
cuenta los siguientes aspectos (Andersen, 2004; Deepak, 2007):

Fondo o Background: se refiere a la fluorescencia no especifica en la
reaccion.

Linea Base o Baseline: Hace referencia a la sefial durante los ciclos iniciales
de la PCR, donde no hay cambios significativos en la sefial de fluorescencia. Determina la
fluorescencia basal. Es nivel de ruido en los primeros ciclos donde no hay aumento detectable
de la fluorescencia debido a los productos de amplificacion.

Umbral o Threshold: Nivel de sefial que refleja un incremento significativo
sobre la sefial calculada de la linea de base. Es establecido para distinguir la sefial de
amplificacion relevante frente al fondo. Se emplea para la determinacién del Ciclo Umbral
(Fig. 17).

Ciclo Umbral (Ct): Es el namero de ciclo en el cual la sefial de fluorescencia
de la reaccidn cruza el valor umbral. Se utiliza para estimar la cantidad inicial de moléculas de
ADNC, ya que el valor de Ct se encuentra inversamente relacionado con la cantidad inicial de
muestra (Fig. 17). Cuanto mayor sea el nimero de copias del material de partida, menor sera

el Ct ya que la fluorescencia umbral se obtiene de un nimero menor de ciclos.

[(Et t)ACT target (control—muestra)]
arge

Expresmn relativa = [(E . )ACT housekeeping (control—muestra)]
housekeeping

©)
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En la ecuacion (3) (Pfaffl, 2001) se detalla la manera de obtener la expresion
relativa de la muestra respecto al control. En la misma deben tenerse en cuenta los siguientes
valores:

E target: eficiencia de la reaccion de amplificacion par el gen analizado.

e E housekeeping: eficiencia de la reaccion de amplificacion del gen utilizado
como referencia (housekeeping / normalizador).

e ACT target: diferencia en el Ct de la muestra a analizar respecto al control
sobre el que se relativiza la expresion, en la reacciéon de amplificacion del gen
en estudio.

e ACT housekeeping: diferencia en el Ct de la muestra a analizar respecto al
control sobre el que se relativiza la expresion, en la reaccién de amplificacion

del housekeeping / normalizador.

Fluorescencia vs nimero de ciclos

| Threshold &s the polnt
of detection

Rn: measure of
reporter signal

.... : I : § S5 Cyele-Threshold
"""""""" (Ct) cycle at which

- ot ! """ sample crosses
M ] threshold
.AL s ]

Cycle s

Figura 17: Fluorescencia vs Numero de Ciclo. Puede observarse la linea umbral (threshold line) como
una linea negra que atraviesa la totalidad del grafico de forma horizontal. Esta linea representa el
punto de deteccion. Por otro lado el Ct indica el ciclo en el cual la fluorescencia generada dentro de

una reaccion cruza el umbral de deteccion (Life Technologies Corporation, 2012).

Curva de Rango Dinamico: A fin de conocer la cantidad de ADNc inicial, es
preciso realizar nuevas transformaciones matematicas que requieren conocer la eficiencia de
PCR, la cual es determinada mediante una recta de calibrado (Fig. 18) (Andersen, 2004). La
misma se realiza con diluciones en serie de concentracion conocida de un mismo templado. El
logaritmo de cada concentracion conocida en las diluciones en serie (eje x) es graficado frente

el valor de Ct para esa concentracion (eje y).
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Curva de Randgo Dinamico
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Figura 18: Ejemplo de curva de rango dindmico de PCR en tiempo real. Puede observarse el
Cten el eje y vs el logaritmo de la concentracién en el eje x. R representa el coeficiente de
correlacion el cual refleja la linearidad de la curva (idealmente R*=1). A su vez se representa

la ecuacidn de la curva junto con la pendiente de la misma, en este caso -3,24.

Eficiencia (E): La E de una reaccion de PCR deberia ser lo mas cercana
posible a 2 posible lo cual equivale a 100%, describiendo que el templado duplica su cantidad
luego de cada ciclo durante la fase exponencial; estos valores de E corresponden a una
pendiente de -3,32 determinada por la ecuacion (4) (Peinnequin, 2004).

Eficiencia = 10¢Y/pendiente) 3 (4)

La E puede dar informacion muy importante acerca de la reaccion. Factores
experimentales tales como el largo, estructura secundaria y el contenido de GC del amplicon
pueden influenciar la E. Una E menor a 90% (1,90) puede deberse al uso de concentraciones
inadecuadas de reactivos, mala calidad de las enzimas, una dindmica incorrecta de la reaccion.
La presencia de inhibidores de la PCR puede generar una E mayor a 110% (2,10). Una
reaccion que sigue una amplificacion exponencial deberia tener una E entre 1,90 y 2,10 (en
porcentajes: entre 90% y 110%), las cuales corresponden a una pendiente de la curva de
calibracion entre -3,58 y -3,10. Las eficiencias cercanas a 2 y los R? cercanos a 0,99 aseguran
la reproducibilidad en los resultados y una precisa cuantificacion (Peinnequin, 2004).

Cuantificacion: La cuantificacion puede ser llevada a cabo de forma absoluta
o0 de forma relativa:

o La cuantificacion absoluta describe un experimento de PCR en tiempo

real en el cual muestras de cantidad conocida son diluidas de forma seriada y luego
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amplificadas para generar una curva de calibracion. Las muestras de cantidad de templado
desconocido son, luego, cuantificadas siendo comparadas con la curva generada.

. La cuantificacion relativa, utilizada en la presente investigacion,
determina la relacion entre la cantidad de ADNc diana y una molécula de referencia enddgena
(housekeeping o normalizador), un gen cuya cantidad no varia en las condiciones analizadas,
ciclofilina B en el caso del presente trabajo. El valor normalizado se determina para cada
muestra. Los resultados son expresados como un aumento o disminucion de la tasa de cambio
(fold change) de la expresion del gen de interés en, por ejemplo, el animal tratado, en relacién

con el no tratado.

4.2.6.2. Determinacién de los niveles de expresion relativos de las proteinas
translocadoras y enzimas en estudio

Mediante diversas reacciones de PCR en tiempo real, amplificando las
secuencias de los ADNc de las proteinas translocadoras y enzimas esteroidogénicas en
estudio, se analizd la presencia de la expresion genética de las mismas en cada grupo
experimental.

Para realizar la curva de calibracién se partié de una muestra de ADNc de un
animal lesionado de concentracion conocida (66,66 ng de muestra en 1uL). A 4,5 uL de esta
solucion se le agregaron 10,5 pL de agua destilada para lograr una concentracion de 100
ng/5uL, a partir de la cual se realizaron diluciones 1/10 seriadas hasta llegar a una solucién de
10 pg en 5 pL. En total suman 5 concentraciones diferentes de la muestra para generar los 5
puntos de la curva de calibracion.

El ADN de las muestras seleccionadas y las diluciones patron se usaron luego
como templados en reacciones de PCR en tiempo real. Se hicieron dos réplicas técnicas para
cada una de las réplicas de cada tratamiento en las muestras y dos réplicas técnicas para las
reacciones de la curva de calibracion. Ademas se incluyo un blanco con agua bidestilada en
lugar de ADNc molde (dos replicas).

Los primers utilizados fueron los que se mencionan en la Tabla I de la seccion
de “Preparacion de oligonucelétidos para la RT-PCR en tiempo real”.

Debajo se detallan las condiciones de reaccion para cada tubo de reaccion
(Tabla I1):
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Tabla I1: Detalle de la reaccion de PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen por tubo (uL)
SyBRGreen PCR Master Mix (2x) 6,3
Primer Mix 1
(10 uM clu, cc de 400 uM en el pocillo)
ADNc molde 5
Total 12,3

Los ciclo de amplificacion fueron de: 10 minutos a 95 °C, seguidos por 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C y una ultima etapa de 1 minuto a 60 °C.

Se carg0 la placa de 96 pocillos primero colocando 7,3 uL de SyBR Green
Master Mix y 5uL de cada muestra por duplicado a los correspondientes pocillos. La placa se
sell6 con un film transparente. Se utiliz6, como se dijo anteriormente, el termociclador ABI
PRISM 7500 Real Time PCR system, conectado a una computadora que nos permite
monitorear la reaccion. En la seccion de “Resultados” pueden observarse las curvas de
calibracion de cada uno de los oligonucledtidos utilizados como cebadores para cada
secuencia. Esta informacion permite determinar si las condiciones de corrida son las correctas
o si debe modificarse la temperatura de annealing, la concentracion, el tiempo de corrida para
obtener una mejor eficiencia. En algunos casos se deben generar nuevos cebadores ya que
ajustar las condiciones de corrida no es suficiente para obtener resultados correctos a partir de
los mismos.

Una vez encontradas las condiciones de corrida que corresponden con una
buena eficiencia, se procedio a realizar la PCR en tiempo real de la totalidad de las muestras
de los distintos grupos experimentales para obtener informacién acerca de las cantidades
relativas de ARNm de cada una de las proteinas nombrada en las diferentes condiciones de
analisis.

Finalmente se normalizaron los resultados brindados por el software
expresandolos como niveles relativos de ARNm tomando como referencia a los animales
CTL. El andlisis estadistico para comparar la diferencia de expresion de las proteinas entre
cada grupo de tratamiento se realizd mediante un t-test de Student por medio del programa
GraphPad Prism 5.
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5. Resultados

5.1. Curvas de rango dindmico de primers para los ensayos de
RT-PCR en tiempo real

En primer lugar, se muestra la puesta a punto de los primers utilizados. La
misma consiste en la realizacion de las curvas de rango dinamico de los primers que luego
fueron utilizados para analizar los ARNm de las proteinas translocadoras TSPO y StAR, las
enzimas esteroidogenicas Sa-reductasa | y Il, y la proteina ciclofilina B utilizada como
normalizador (Fig. 19). En la Tabla Il se muestra la ecuacién de cada una de las rectas
obtenidas. El dato numérico correspondiente a la pendiente fue utilizado para calcular la
eficiencia de cada uno de los primers utilizados (Peinnequin, 2004). En la tabla también se
incluyen los coeficientes de correlacién de cada una de las rectas (R?), la eficiencia de la
reaccion de amplificacion, la concentracion de primer y de muestra a sembrar en cada pocillo.
Todos los primers utilizados presentaron valores de eficiencia adecuados (detallados en la
seccion de “Materiales y Métodos™) para realizar las posteriores determinaciones por RT-PCR

en tiempo real. Los cebadores mencionados se utilizaron siempre bajo las mismas

condiciones.
Curvas de rango dinamico
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Figura 19: Curvas de rango dinamico. Se grafica el ciclo de amplificacion umbral (Ct) en

funcidn del logaritmo de la cantidad inicial de ADN copia. Las pendientes de estas curvas de
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rango dinamico (Tabla I11) permiten calcular las eficiencias de los primers utilizados en este

trabajo.

Los primers utilizados para analizar los niveles de los ARNm de las enzimas
P450scc, 3B-HSD y 30-HSOR presentaron ciertas limitantes. No se logré obtener curvas de
rango dinamico con pendientes que mostraran una amplificacion exponencial, a pesar de
haber utilizado cebadores especificos para diferentes secuencias de cada uno de los ARNm en
estudio, y haber realizado diversas modificaciones en los pardmetros de las corridas de PCR
en tiempo real (T°, tiempos de cada ciclo, etc).

Tabla I11. Valores de eficiencia de cada uno de los primers utilizados
De cada uno de los cebadores utilizados en los ensayos de RT-PCR en tiempo real se detalla
la ecuacidn y el coeficiente de correlacion de la curva de rango dinamico, la eficiencia de la

reaccion de amplificacion, la concentracion del primer y de ADNc a sembrar en cada pocillo.

., . . . Eficiencia Conc. primer Conc. ADNc
Ecuacion de la »  Eficiencia .
Gen recta R (~2) &),
(~100) | (en pocillo) (a sembrar)
-
CyCB yz'gélﬁi’x T o994 | 2086 105,75 400 nM 50 ng/5ul
TSPO yz-gélsigx T | o998 | 209 108,905 400 nM 100 ng/5ul
StAR | YTIEXT 10999 | 195 95,39 400 "M 100 ng/5ul
5aRedl | Y =ég,;1:§x T |oges | 195 95,22 400 nM 50 ng/5ul
saRedil | Y7 502Xt | 0997 | 2,03 102,98 400 nM 100 ng/5ul

Se detallan a continuacion los resultados obtenidos al evaluar la presencia de
alodinia mecanica y térmica en los animales de experimentacion, mediante pruebas
funcionales, y los datos obtenidos en relacion a la expresion de proteinas translocadoras y
enzimas de la via esteroidogénica, mediante RT-PCR en tiempo real.
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5.2. Pruebas funcionales: alodinia mecanica y térmica

Todos los animales con hemiseccion espinal (HX) perdieron transitoriamente
la movilidad de su pata ipsilateral a la injuria. A partir del dia 5 post-lesion, los animales
recuperaron la movilidad de la pata afectada. En concordancia con reportes previos (Coronel
et al., 2011b), la hemiseccion espinal indujo una disminucién progresiva en el umbral de
retirada frente a estimulos mecéanicos en ambas patas traseras (ipsi y contralaterales a la
lesion). Esta disminucion en el umbral de respuesta resultd estadisticamente significativa a
partir del dia 14 post-lesion (p<0,001 vs CTL; Fig. 20A) y se alcanzaron valores alodinicos a
partir del dia 21 (p<0,001 vs CTL,; Fig. 20A). La respuesta alodinica fue observada aun al dia
28 post-lesion (p<0,001 vs CTL, Fig. 20A). Los animales mostraron cambios en su postura,
con retraccion del miembro afectado y actitudes de guardado del mismo. Al ser estimulados
con los filamentos de von Frey, las retiradas bruscas de las patas fueron acompafiadas por
cambios de posicion a fin de evitar el estimulo, giros o reacomodamiento dentro del cubiculo,
movimientos de cabeza e intentos de ataque al filamento. Todos los animales HX presentaron
estos comportamientos defensivos a partir del dia 14 post lesién. Estas complejas conductas
de defensa descartan posibles respuestas reflejas y representan una fuerte evidencia de que el
estimulo fue detectado a nivel supraespinal. De hecho, luego de una hemiseccién espinal al
nivel de T13, determinadas vias persisten intactas y proveen del sustrato anatomico para la
transmision de los estimulos caudales al sitio de la lesion hacia centros supraespinales
(Christensen et al., 1996; Christensen y Hulsebosch, 1997).

Al evaluar la sensibilidad frente estimulos frios se observé un comportamiento
similar: disminucién gradual en el umbral de retirada con aumento significativo en el numero
de respuestas positivas de ambas patas traseras a partir del dia 14 luego de la lesion (p<0,001
vs CTL, Fig. 20B). EI mayor numero de respuestas alodinicas fue detectado a los 21 y 28 dias
(p<0,001 vs CTL, en ambos casos, Fig. 20B).

Los animales hemisectados que recibieron el tratamiento con PG (HX+PG)
presentaron un comportamiento similar al de animales CTL, tanto frente a estimulos
mecanicos como térmicos frios (p>0,05 vs CTL, a todos los tiempos evaluados, Fig. 20A,B).
El grupo HX+PG no desarrollo alodinia mecanica (p<0,01 a dia 14, p<0,001 a dias 21 y 28 vs

HX en ambas patas traseras; Fig. 20A) y mostrd un namero de respuestas frente a estimulos
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frios significativamente menor al del grupo HX (p<0,05 a dia 14, p<0,001 a dia 21 y p<0,01 a

dia 28 en ambas patas traseras; Fig. 20B).

A. Evaluacién de conducta alodinica frente a estimulos
mecanicos - Test de von Frey

30
S <+ +
)
8 207 + i - cTL
E’ - HX ipsi
° -+ HX contra
= 1o- —- HX + PG ipsi
?_-éz *%%x -4 HX + PG contra
)
+++
O T T T T T
1 7 14 21 28

Tiempo (dias luego de la lesion)

B.  Evaluacién de conducta alodinica frente a estimulos
térmicos frios - Test de Choi
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Figura 20: Evaluacidon de la presencia de alodinia en los tres grupos experimentales. Se
muestran los resultados de analisis de la conducta alodinica de animales controles (CTL), con
hemiseccion de su médula espinal (HX) y animales con injuria espinal que recibieron
tratamiento con PG (HX+PG). En la seccion A, se expone el umbral de retirada frente a
estimulos mecanicos (Test de von Frey) y, en B, el nimero de respuestas dolorosas frente a
estimulos térmicos frios (Test de Choi) de ambas patas traseras (ipsi y contralaterales a la
lesion). Los valores corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el Método
de Friedman para Analisis de Varianza y un post test de comparacion mdaltiple. Solo se
detallan las diferencias estadisticamente significativas utilizando los siguientes simbolos: *
p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 para comparar HX vs HX+PG // * p<0,05; ** p<0,01y ***
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p<0,001 para comparar HX vs CTL. La regién sombreada indica el tiempo durante el cual se

administré PG o vehiculo a los animales.

5.3. Impacto de la lesion espinal sobre la expresion de
proteinas translocadoras y enzimas esteroidogénicas

Como se expresO en la seccion de “Materiales y Métodos” los niveles de
ARNmM de las proteinas translocadoras y enzimas esteroidogénicas en estudio fueron
evaluados mediante estudios de RT-PCR en tiempo real a 3 diferentes tiempos luego de la
injuria espinal (1, 14 y 28 dias), a fin de analizar cambios temporales de expresion.

Al dia 1 post-lesion, la expresion de los ARNm de StAR y 5a-RI no mostraron
variaciones significativas con respecto al grupo CTL (p>0,05 en ambos casos; Fig. 21B,C). Al
analizar la expresion de TSPO y 5a-RII, se observo que la injuria espinal desencadend un
incremento significativo en los niveles de ambos ARNm en la médula espinal dorsal (p<0,05
vs CTL en ambos casos; Fig. 21A,D).

A TSPO B StAR
E 4 £
é % ns
< 3 ) T 1
(4] ©
i 8
2 2 2
g E
g M 3
2 E
Z oA z CTL1d HX1d
CTL 1d HX 1d
C 5a Red | D 5aRed Il

Niveles relativos de ARNm

CTL 1d HX 1d

Niveles relativos de ARNm

CTL 1d HX 1d

Figura 21: Niveles de los ARNm de TSPO, StAR, 50-RI y 5a-RII en animales controles
(CTL) y con hemiseccion de su médula espinal (HX), a dia 1 luego de producida la injuria.
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Los valores que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el
test T. Las diferencias estadisticamente significativas se detallan utilizando los siguientes
simbolos: ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001.

En el plazo medio (14 dias) los niveles de expresion de StAR y So-RI se
mantuvieron similares a los detectados en animales CTL (p>0,05 en ambos casos; Fig. 22B,C)
mientras que los niveles de los ARNm de TSPO y 5o-RIl mantuvieron el aumento
significativo en los animales con injuria espinal (p<0,05 y p<0,01 vs CTL respectivamente;
Fig. 22AyD).
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Figura 22: Niveles de los ARNm de TSPO, StAR, 5a-RI y 5a-RII en animales controles
(CTL) y con hemiseccion de su médula espinal (HX), a dia 14 luego de producida la injuria.
Los valores que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el
test T. Las diferencias estadisticamente significativas se detallan utilizando los siguientes
simbolos: ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001.

A dia 28 post-lesidn, los niveles de ARNm de TSPO y StAR fueron similares a
los detectados en animales CTL (p>0,05 en ambos casos; Fig. 23AyB), mientras que la
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4}
e

expresion de las enzimas 50-RI y 5a-RIl disminuyé significativamente en los animales con

lesion espinal (p<0,001 y p<0,01 vs CTL respectivamente; Fig. 23CyD).
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Figura 23: Niveles de los ARNm de TSPO, StAR, 50-RI y 5a-RII en animales controles
(CTL) y con hemiseccion de su médula espinal (HX), a dia 28 luego de producida la injuria.
Los valores que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el
test T. Las diferencias estadisticamente significativas se detallan utilizando los siguientes
simbolos: ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001.

5.4. Efecto del tratamiento cronico con progesterona sobre los
niveles de expresion de proteinas translocadoras y enzimas
esteroidogénicas a 28 dias

A dia 28 luego de la hemiseccion, los niveles de los ARNm de TSPO se

mostraron incrementados en los animales que recibieron PG en relacién a los valores

detectados en animales HX y CTL (p<0,001 en ambos casos; Fig. 24.A). Los niveles de StAR

Pagina 67 de 100




:\ EXPRESION TEMPORAL DE ENZIMAS ESTEROIDOGENICAS EN ANIMALES
UADE \ *Q QUE DESARROLLAN DOLOR NEUROPATICO Séanchez Granel, Maria Luz

también mostraron un incremento significativo con respecto a los animales CTL y HX
(p<0,05 en ambos casos; Fig. 24.B). La enzima esteroidogénica 5a-RI1 presentd un incremento
en los animales que recibieron PG con respecto a los animales HX (p<0,01; Fig. 24.C) pero
no mostro diferencias significativas con respecto a los valores detectados en los animales CTL
(p>0,05; Fig. 24C). Por altimo, se observé un aumento significativo en los niveles del ARNm
de la enzima 5a-RII luego del tratamiento con PG en relacion a los animales con injuria

espinal no tratados y los animales CTL (p<0,001 en ambos casos; Fig. 24.D).

A TSPO B StAR

Niveles relativos de ARNm

Niveles relativos de ARNm
=
1

CTL HX 28d HX+PG 28d CTL HX 28d HX+PG 28d

C 5a Red | D 5a Red I

27 ns

Niveles relativos de ARNm
=
1

Niveles relativos de ARNm

CTL HX28d  HX+PG 28d CTL HX28d  HX+PG 28d

Figura 24: Niveles de los ARNm de TSPO, StAR, 50-RI y 5a-RII en animales controles
(CTL), con hemiseccién de su médula espinal (HX) o hemiseccion con tratamiento con
progesterona (HX+PG), a dia 28 luego de producida la injuria. Los valores que se muestran
corresponden a la media = SEM y fueron analizados utilizando ANOVA de una via. Las
diferencias estadisticamente significativas se detallan utilizando los siguientes simbolos: ns
p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001.
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6. Discusion de los resultados

En la década de los 80, el trabajo pionero de un grupo de investigadores
permitié demostrar que la sintesis de esteroides era posible en el sistema nervioso (Corpechot
et al., 1991; 1993). A partir de ese momento, varios grupos de investigacion dedicaron sus
esfuerzos a caracterizar e identificar la relevancia fisiologica del proceso de
neuroesteroidogénesis estudiando principalmente el cerebro. Gracias a esos trabajos, hoy se
sabe que los neuroesteroides se encuentran involucrados en el control de numerosos procesos
bioldgicos, como el estrés, la ansiedad y la depresion (Baulieu, 2001; Robel y Baulieu, 1995).
Durante ese periodo, la médula espinal recibi6 escasa atencion, a pesar de ser una estructura
clave en gran parte de los procesos neurofisiologicos como la transmision somatosensorial, la
actividad motora y refleja y las funciones neurovegetativas. Sin embargo, mas recientemente
se ha comenzado a valorar el papel de los esteroides sintetizados en el asta dorsal como
importantes reguladores de los procesos nociceptivos y del dolor neuropatico (Mensah-
Nyagan et al., 2008; 2009) y se ha postulado la induccién de la neuroesteroidogénesis como
posible abordaje terapéutico para el tratamiento del dolor crénico (Melcangi et al., 2014).

En la primera etapa del presente trabajo, utilizando un modelo animal de lesion
espinal que desarrolla dolor neuropatico, hemos demostrado que la injuria del sistema
nervioso es capaz de causar un fuerte impacto en los niveles de ARNm de moléculas que
resultan clave tanto para el inicio de la biosintesis como para la formacion de esteroides
reducidos a nivel espinal. Nuestros resultados mostraron que durante el periodo temprano
luego de la injuria (1 y 14 dias post lesién), los animales presentan un incremento
significativo en la expresion de la proteina translocadora TSPO, esencial para la entrada de
colesterol a la mitocondria, y de la enzima 5a-RIl, involucrada en la sintesis de metabolitos
reducidos. Sin embargo, durante la fase cronica post-injuria espinal (28 dias), y coincidente
con el desarrollo de dolor neuropatico, estos procesos no se mantienen. En ese sentido, la
expresion de TSPO disminuy6 a los niveles de un animal control, y los niveles de ARNm
tanto de Sa-RI como de 5a-RI1 se redujeron significativamente con respecto a los animales no
lesionados.

En particular, la proteina TSPO ha sido recientemente involucrada en la
modulacion del dolor y en la respuesta neuroprotectora luego de injurias del sistema nervioso
(Cermenati et al., 2012; Giatti et al., 2009; Liu et al., 2014; Wei et al., 2013), y las isoenzimas
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50-Rs, con la regulacion de los niveles tisulares de los metabolitos reducidos de PG, con
probadas acciones analgésicas (Meyer et al., 2008; 2011; Melcangi y Panzica, 2014).

Por otro lado los niveles de ARNm de la proteina translocadora StAR no
mostraron variaciones significativas a lo largo del tiempo luego de la lesion espinal. Al ser
StAR una proteina cuya actividad depende de TSPO (Rone et al., 2009), la proteina podria
estar presente en niveles basales y ser activada por TSPO para iniciar la translocacion del
colesterol. Sin embargo, restaria evaluar en nuestras condiciones experimentales el estado de
fosforilacion de StAR, ya que constituye un factor clave en la modulacion de la
actividad/translocacion de esta proteina (Arakane et al., 1997; Duarte et al., 2014).

Nuestros resultados se hallan en concordancia con el trabajo de Liu y cols., que
observaron un incremento de la expresion y actividad de TSPO en el asta dorsal como
consecuencia de la ligadura de un nervio espinal, con un pico de expresion al dia 14 y una
disminucion significativa los dias posteriores (Liu et al., 2014). El incremento en la expresion
génica de TSPO también fue reportada en el asta dorsal de animales diabéticos (Calabrese et
al., 2014). A su vez, se ha observado y estudiado la estrecha relacion entre el aumento de la
expresion de TSPO y la atenuacion del dolor neuropatico; cuando el receptor de tipo TOLL 4
(TLR4) es activado por un ligando enddgeno liberado de un tejido dafiado, se genera la
activacion de células gliales y mayor produccion de citoquinas inflamatorias las cuales
conllevan a un estado de dolor crénico y mayor produccion de TSPO en la médula espinal
dorsal. A continuacién ocurre una reduccion de la activacion de astrocitos y de la produccion
de citoquinas inflamatorias gracias al aumento de la sintesis de neuroesteroides modulada por
TSPO, derivando en una mejora frente al dolor neuropético (Wei et al., 2013).

En relacion a las enzimas reductasas, varios trabajos han demostrado que la
inhibicién de las mismas por administracion de finasteride aumenta el dolor en modelos
animales, ya que previene la formacion de metabolitos reducidos de PG y testosterona,
potentes moduladores del receptor GABAA capaces de producir analgesia (Duborija-
Kovacevic et al., 2008, Moradi-Azani et al., 2011). A su vez, las variacién observadas en la
presente investigacion en los niveles de 50-R también se correlacionan con estudios previos
en los cuales en un modelo de dolor cronico por ligadura de nervio periférico mostraron la
presencia de un fuerte incremento de 3a-THP a dia 7 post lesion; esto podria deberse a un
aumento de S0-R que generaria un incremento en la sintesis de 5a-DHP, metabolito a partir

del cual se sintetiza 3a-THP (Liu et al., 2014).
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A diferencia de lo que ocurre en el cerebro, a nivel espinal la 5a-RI1 se expresa
en mayor cantidad que la 5a-RI. En particular, la 5a-R1l se encuentra altamente concentrada
en la sustancia gris del asta dorsal, mayormente en neuronas y celulas gliales, y se ha
encontrado que en numerosas células colocaliza con 3a-HSOR. Una de las limitaciones del
presente trabajo fue la dificultad para evaluar la expresion de la enzima 3a-HSOR, encargada
de la sintesis de 3a,5a-THP. Sin embargo, el paso previo, catalizado por las 5a-Rs que
sintetizan 5a-DHP, constituye el paso limitante para la sintesis de 3a,50-THP (Li et al., 1997)
y podria favorecer el incremento en la concentracion de estos metabolitos. A su vez,
evidencias experimentales también han demostrado la importancia de las Sa-RS, ya que la
analgesia no se observa en ratones con deficiencia de Sa-Rs (Frye et al., 2002; 2004). Cabe
aclarar que si bien en este trabajo se han evaluado exclusivamente los cambios en los niveles
relativos de ARNm, consideramos que nuestros resultados abren la oportunidad de extender
estas observaciones en el futuro, analizando tanto la actividad de las proteinas translocadoras
y las enzimas esteroidogénicas, como los niveles de los neuroesteroides de interés.

Otra limitante de nuestro trabajo fue no poder estudiar los niveles de los
ARNmM de las enzimas P450scc y 3p-HSD. Sin embargo, trabajos previos realizados en un
modelo de lesion completa de la médula espinal en rata, determinaron que si bien los niveles
de PREG, PG, 50-DHP y 3a-50-THP aumentan en la médula espinal 75 horas después de
realizada una transeccion de la médula espinal (Labombarda et al., 2006), no se observan
variaciones significativas en los niveles de ARNm de P450scc y 3B-HSD. Los autores
sugieren que la produccion incrementada de estos metabolitos podria estar asociada a la
estimulacion de la actividad de estas enzimas y/o a la estimulacion de la expresién/actividad
de TSPO y StAR, involucradas en los pasos previos y limitantes de la sintesis de
neuroesteroides (Labombarda et al., 2006). Nuestros hallazgos confirman en parte la hipétesis
planteada por estos autores, y sugieren que las variaciones en los niveles de TSPO podrian
afectar directamente los niveles de PG y sus metabolitos a nivel espinal luego de la lesion.

A su vez, haber realizado los tests de conducta permitié determinar si los
animales desarrollaban alodinia luego de la lesién y relacionarlo con las variaciones en el
tiempo de las proteinas translocadoras y las enzimas esteroidogénicas analizadas. Como se
explico anteriormente en el Test de von Frey se considera conducta alodinica cuando el
animal muestra respuestas positivas frente a filamentos de 6 gramos 0 menos y en el caso del

Test de Choi, se considera que un animal posee alodinia cuando reacciona positivamente 2 o

Pagina 71 de 100



=N EXPRESION TEMPORAL DE ENZIMAS ESTEROIDOGENICAS EN ANIMALES
UADE ,) QUE DESARROLLAN DOLOR NEUROPATICO Séanchez Granel, Maria Luz

maés veces frente al estimulo frio. Se puede decir que los animales al dia 14 luego de la lesién
ya expresaban conductas alodinicas frente a estimulos frios y que al dia 21 ya mostraban
conductas alodinicas frente a estimulos mecanicos. Se podria pensar que ante una lesion de la
médula espinal el tejido intenta, en un primer momento, generar mayor cantidad de
neuroesteroides permitiendo la entrada de colesterol a la mitocondria e iniciando la via
esteroidogénica en el tejido medular. Pero al largo plazo (28 dias luego de la lesién), cuando
la alodinia mecénica y térmica ya se encuentra establecida, los niveles de las enzimas
esteroidogénicas Sa-RI y 5a-RIlI muestran una disminucion significativa al mismo tiempo que
TSPO vuelve a sus niveles basales, dando a pensar que los mecanismos intracelulares no
fueron suficientes para contribuir a mantener la produccién de esteroides y evitar el
establecimiento del dolor cronico.

Los derivados reducidos de la PG son de particular interés ya que actdan como
potentes moduladores alostéricos positivos del receptor GABAA,, participando de este modo
en el control de la informacién somatosensorial a nivel espinal. De hecho, se ha demostrado
que incrementar los niveles locales de 3a,50-THP en el asta dorsal produce analgesia en
animales con injurias de nervios periféricos, en tanto que inhibir la sintesis de estos esteroides
en los circuitos espinales incrementa el dolor cronico (Meyer et al., 2008).

Por lo tanto, los resultados obtenidos en la etapa temprana luego de la injuria
(1-14 dias) sugieren que la biosintesis de neuroesteroides reducidos podria representar un
mecanismo enddgeno de proteccion que se activa en respuesta a la lesién, en un intento por
reducir el estado de dolor cronico (Mensah-Nyagan et al., 2008; 2009). En este sentido,
trabajos previos han sugerido que el incremento en la concentracion de neuroesteroides seria
un mecanismo clave para enfrentar las consecuencias adversas de la injuria, como la toxicidad
ejercida por el glutamato, cuyos niveles se incrementan dramaticamente luego de una lesion
espinal (Liu et al, 1991;1999).

En el presente trabajo se ha evaluado, ademas, el efecto de la PG sobre la
conducta alodinica y la expresion de las moléculas en estudio. Hoy se sabe que la PG no es
s6lo una hormona involucrada en reproduccion, y se le han asignado diversas funciones
neuroprotectoras (De Nicola et al., 2013; Melcangi et al., 2014; Schumacher et al., 2007). La
PG y sus metabolitos reducidos actian como reguladores fisiologicos de la funcién nerviosa y
como agentes neuroprotectores en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas e

injurias del sistema nervioso (Melcangi et al., 2014) incluyendo modelos experimentales de la
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enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2008), Parkinson (Bourque et al., 2009; Callier et al.,
2001), epilepsia (Rhodes y Frye, 2004), infarto (Chen et al., 1999; Sayeed et al., 2007),
degeneracion de motoneuronas (Gonzalez-Deniselle et al., 2002), esclerosis multiple y
demielinizacion (Garay et al., 2007; Giatti et al., 2012b), e injuria traumatica cerebral (Culter
et al., 2007; Djebaili et al., 2005) y espinal (Coronel et al., 2011b; 2014; Labombarda et al.,
2006). En base a estos multiples antecedentes se podria introducir el uso de esteroides
neuroactivos y/o la estimulacion de la sintesis de neuroesteroides como posibles estrategias
terapéuticas para el tratamiento de desérdenes neurodegenerativos y lesiones del sistema
Nervioso.

Por otra parte, numerosos estudios también sustentan el importante rol de los
esteroides neuroactivos en la modulacién del dolor (Mensah-Nyagan et al., 2008; 2009). En
condiciones fisioldgicas la PG media la antinocicepcion gestacional (Gintzler y Liu, 2001),
contribuye a las diferencias en dolor relacionadas al sexo (Liu y Gintzler, 2000) y reduce la
sensibilidad al dolor en animales controles (Frye y Duncan, 1994). Mas aln, la PG ejerce
también un potente efecto modulador de la conducta neuropética (Coronel et al., 2011a;
2011b). En trabajos previos del Laboratorio de Nocicepcion y Dolor Neuropatico del Instituto
de Biologia y Medicina Experimental se ha demostrado que la PG previene el desarrollo de
alodinia mecénica y térmica en animales con hemiseccion de la médula espinal (Coronel et
al.; 2011b; 2014). Estos trabajos muestran que la administracion de PG es capaz de prevenir
el aumento en la expresion de moléculas involucradas en la generacion de dolor neuropaético,
tales como las subunidades de NMDAR y la PKCy, en animales con injuria espinal (Coronel
et al., 2011b). Ademas, Coronel y cols. demostraron que la PG media la regulacion de eventos
neuroinflamatorios iniciados luego de la injuria espinal, tales como la activacion glial y la
produccién de moléculas proinflamatorias, y por lo tanto podria representar una interesante
estrategia terapéutica para prevenir el desarrollo de dolor crénico de origen central.

En éste contexto se propuso analizar el impacto de la administracion de PG
sobre los niveles de expresion de las proteinas translocadoras y enzimas de la via
esteroidogénica en un modelo experimental de dolor crénico central, de modo de analizar el
rol de la PG como agente regulador de los niveles enddgenos de neuroesteroides. En este
trabajo, y de acuerdo con la experiencia previa del grupo, el tratamiento cronico con PG
(durante 28 dias post-lesion) fue capaz de prevenir las conductas alodinicas que se desarrollan

en este modelo de injuria espinal. En ese periodo, los animales mostraron un incremento
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significativo en los ARNm de TSPO, StAr, 5a-RI y 5a-RII en comparacion con los animales
lesionados que no recibieron tratamiento, lo que sugiere que la administracion de PG
favoreceria la produccion de neuroesteroides luego de la lesion espinal.

Nuestros hallazgos estarian de acuerdo con estudios recientes que demuestran
que la PG administrada de manera cronica incrementa los niveles y la actividad de TSPO en
la médula espinal de animales con injuria del nervio periférico y disminuye el dolor (Liu et
al., 2014). Este efecto de la PG sobre la expresion de TSPO seria dependiente de la
produccién de metabolitos reducidos (Liu et al., 2014).

En cuanto al efecto de PG sobre la expresion de las 5a-Rs, estudios funcionales
previos revelaron la existencia de secuencias regulatorias capaces de unir el receptor de PG en
la region promotora del gen que codifica para la 5a-RIl (Matsui et al., 2002). Dada la
presencia del receptor clasico de PG (PR) en las células de la médula espinal, la expresion de
la enzima 5a-RI1 podria estar regulada por PG a través de mecanismos transcripcionales luego
de la lesion espinal, favoreciendo su conversion a metabolitos reducidos que disminuyen el
dolor. Cabe aclarar que el PR pertenece a la super-familia de receptores nucleares y actla
como factor de transcripcion, regulando la expresion génica mediante su union a elementos
respondedores especificos del ADN. Sin embargo, la PG utiliza multiples vias de sefializacion
(De Nicola et al., 2013; Guennoun et al., 2014).

Como ya se ha mencionado previamente, PG se une también a receptores de
membrana (mMPR, PGRMC1) y activa cascadas de sefializacién intracelular. EI PGRMC1 se
expresa en neuronas del asta dorsal y en células ependimales cercanas al canal central. A su
vez, los niveles de expresion de PGRMC1 aumentan luego de la administracién de PG por 3
dias (durante la etapa aguda) a animales con injuria espinal (Labombarda et al., 2003).
Hughes y cols. han descripto que PGRMC1 se encuentra involucrado en la
neuroesteroidogénesis y que es requerido para la actividad de P450scc (Hughes et al., 2007).
En otros modelos se ha observado que el incremento en la expresion de PGRMC1 inducido
por PG en células de Purkinje pareceria aumentar la actividad del citocormo P450scc y de 3f3-
HSD (Wessel et al., 2014), éste podria ser otro mecanismo por medio del cual la PG logra
aumentar la neuroesteroidogenesis. Ademas, los efectos observados luego de la
administracion de PG pueden ser mediados por su metabolito 3a-50-THP, un potente
modulador alostérico positivo de los receptores GABAA. Tanto el cerebro como la médula

espinal expresan todos estos receptores y poseen la capacidad de metabolizar PG a 3a-50-
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THP (De Nicola et al., 2013; Guennoun et al., 2014; Schumacher et al., 2014). Esto sugiere
que diferentes mecanismos pueden ser disparados en estos tejidos segun la condicidn
fisioldgica o patologica, dependiendo de la concentracion de los metabolitos y los niveles de

expresion de los receptores (Guennoun et al., 2014).

6.1. Perspectiva clinica del Trabajo

El dolor neuropatico causado por traumatismos o lesiones del sistema nervioso
central, como es el caso de la injuria de la médula espinal, es refractario a las principales
terapias analgésicas disponibles en la actualidad. Los pacientes con lesiones espinales, no sélo
deben enfrentar la paralisis y/o los variados déficits motores asociados, sino que también
resultan victimas de dolor cronico resistente a las terapias conocidas.

El descubrimiento de nuevas estrategias o de moléculas analgésicas capaces de
tratar eficazmente los dolores resistentes constituye un verdadero desafio para la investigacion
biomédica. Por lo tanto, en el Laboratorio de Nocicepcion y Dolor Neuropatico, y dada la
experiencia previa del equipo de trabajo, se estudia la posibilidad de emplear el tratamiento
con PG como una estrategia terapéutica tendiente a atenuar el dolor neuropético de origen
central, modulando en parte los procesos neuroesteroidogénicos.

Algunas de las principales ventajas asociadas al uso de PG para el tratamiento
del dolor desencadenado por injurias del sistema nervioso son la extensa experiencia de su
uso en humanos, la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, permitiendo su
administracion sistémica, los escasos efectos adversos asociados y el bajo costo (Stein et al.,
2011). En los ultimo afios, se han comprobado los efectos benéficos de la administracion de
PG a pacientes con injuria cerebral traumatica en ensayos clinicos fase Il; en ellos no se
observaron efectos adversos serios y se detectd una mejoria en la evolucion de las funciones
neuroldgicas y una disminucion de la mortalidad (Wright et al., 2007; Xiao et al., 2008). Asi
mismo se ha evaluado el tratamiento de pacientes con sindrome de tunel carpiano con una
Unica inyeccion de 17-alpha-hydroxyprogesterona caproato (derivado de la PG), el cual
resulto ser efectivo disminuyendo el dolor (Ginanneschi et al., 2012).

Por lo tanto, la PG podria resultar un seguro y efectivo agente terapéutico para
la modulacién del dolor neuropatico.
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7. Resumen de resultados y Conclusiéon

En el presente trabajo hemos demostrado que:

a) durante el periodo temprano luego de la injuria (1 y 14 dias post lesion), los
animales presentan un incremento significativo en la expresion de la proteina
translocadora TSPO, esencial para la entrada de colesterol a la mitocondria, y de la
enzima 5a-RII, involucrada en la sintesis de metabolitos reducidos.

b) durante la fase crdnica post-injuria espinal (28 dias), y coincidente con el
desarrollo de dolor neuropético, esos procesos no se mantienen, y se observa una
disminucion significativa de la expresién de TSPO y de las 5-aRs con respecto a los
animales no lesionados.

c) el tratamiento crénico con PG (28 dias) fue capaz de prevenir las conductas
alodinicas que se desarrollan en este modelo de injuria espinal.

d) los animales tratados con PG mostraron un incremento significativo en los ARNm
de TSPO, StAR, 5a-RI y 5a-RIl en comparacion con los animales lesionados que no
recibieron tratamiento.

Se concluye que la injuria espinal afecta los niveles de expresion de
importantes proteinas regulatorias y enzimas de la via esteroidogénica. El tratamiento con PG
previene el desarrollo de dolor persistente y favoreceria la produccion de neuroesteroides

luego de la lesion espinal.
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