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RESUMEN

El dolor inflamatorio involucra diferentes 6rganos y procesos, en los cuales diferentes
moléculas y estructuras se relacionan permitiendo, no solo identificar el lugar y la intensidad
del dolor, sino que ademas cumple una funcion importante en la activacion del sistema de
alerta. Al ser un proceso tan complejo e interactuar con tantos factores que pueden modular
la forma en la que se experimenta el dolor es que ain no se termina de estudiar de forma
completa, por ende, las alternativas de terapia no son integrales ni se ajustan a las necesidades
de las personas que lo estan experimentando ya que no hay protocolos de diferenciacién ni
siquiera a nivel sexual ya que en los estudios si bien se sabe que machos y hembras producen
moléculas que pueden modular el dolor de forma diferente es por eso que se hace necesario
su estudio . El receptor de glicina es una de las tantas moléculas implicadas en el mecanismo
del dolor, aun no esta estudiado de forma completa ni se ha descrito como es que este se
comporta en los procesos del dolor tampoco si es que existe diferencias entre machos y
hembras. Sin embargo, en nuestros estudios notamos diferencias claras en la expresion de
este en machos y hembras, ademas que estas ultimas tienen un umbral nociceptivo mas bajo
luego de una lesion inflamatoria inducida por Zymosan A. Las principales diferencias se
observaron con respecto las subunidades de GIyR al y a2, por lo que se propone que estos
pueden estar involucrados en el mecanismo compensatorio para superar la sensibilidad

central del dolor.

Palabras Clave: Dolor, Inflamacion, Receptor de glicina, Diferencia sexual, Sensibilidad.



1. INTRODUCCION

El dolor fisiolégico es un mecanismo que nos ayuda de manera temprana a detectar la
presencia de estimulos que pueden ser nocivos en el entorno de los sujetos que lo
experimentan. Es una respuesta que es necesaria para la supervivencia de los seres vivos
complejos y las consecuencias de no presentar este tipo de reaccion desembocan en un
problema para poder llevar una vida normal y extensa, es ahi la importancia de comprender
su completa fisiologia y asi poder entender completamente el mecanismo que envuelve al

dolor.

El dolor es un proceso desagradable para el quien lo experimenta, en el cual participan
multiples reacciones bioquimicas relativamente bien conocidas. En este entramado de
sefiales los receptores del dolor conocidos como nociceptores tienen un rol protagénico, en
donde mediante la conduccion de la informacion que va desde el sitio de origen hasta el
sistema nervioso central (SNC) permiten que el sujeto descifre y reconozca la fuente de

peligro.

La medula espinal es un lugar importante en la ruta de sefializacion del dolor, es alli donde
se han encontrado una serie de nociceptores que juegan un papel crucial a la hora de codificar
la informacion, ejemplos de estos son los receptores del acido N-metil-D-aspartico (NMDA)
y de &cido y-aminobutirico (GABA), los cuales se encuentran ampliamente investigados.
Aun asi hay todo un universo por descubrir entre las rutas que codifican el dolor, donde se
siguen descubriendo nuevas sustancias que juegan un papel en la codificacion de este, entre
ellos una estructura que adn no se logra descifrar por completo su papel es el receptor de
Glicina (rGly),descubierto en la década del 70, que si bien se sabe que cumple un papel
importante en la sefializacion del dolor aln no se conoce como es que este actia realmente,
ni las reacciones con las cuales lleva a cabo su papel de nociceptor en los diferentes contextos

en donde se puede desarrollar el dolor.



En una basqueda necesaria para descifrar las rutas completas del dolor es que se hace
imprescindible la investigacion de este receptor, para poder descifrar un poco mas sobre el
misterioso mecanismo de éste, como varia su composicion frente a diversos estimulos, cuales
son las sefiales que desencadena estos cambios y como varian las rutas en diferentes sujetos
de experimentacion ya sea en diversas situaciones patoldgicas o en sexo, en donde ya se han

descubierto algunas diferencias, que explican las diferencias a la hora de procesar el dolor.

Debido a lo anterior es que es muy necesaria la investigacion de este importante evento
fisioldgico que afecta a muchos seres vivos de manera pasajera o esporadica y que para poder
proponer futuras soluciones a estas situaciones es muy importante el saber y entender las

rutas y enigmas que se albergan en el dolor.



2. MARCO TEORICO

2.1 Dolor

El dolor es mas que una experiencia sensorial discriminativa que nos perite conocer entre
otras cosas la ubicacion, intensidad y duracion del estimulo, es un estado que también se
caracteriza por desencadenar un estado emocional adverso que ademas da lugar a una accion.
Esta emocidn es parte esencial del dolor. El dolor es de por si estado desagradable y posee la
capacidad de tomar nuestra atencion y sacarnos de cualquier actividad que estemos
desarrollando. Es un proceso que requiere de la participacion de diferentes estructuras para
su produccién, en la periferia participan algunas de estas como los nervios periféricos que
son los encargados de enviar el mensaje hasta la medula espinal, este proceso se diferencia
del resto de las sensaciones en el sentido que es una comunicacion directa en el cual se
prescinde de la reunion de la informacién como los mecanorreceptores, no hay una
traduccion efectiva de manera temprana de la informacion por lo que llega de forma directa
a los Centros superiores. Sin embargo, este hecho no permite que se pierda la fineza en la
entrega de informacion ya que existen receptores llamados nociceptores que acttian asociados
a fibras de calibre fino y estan encargados de la activacion casi exclusiva por estimulos
naturales de gran intensidad. Estos nociceptores tienen una funcién quimiorreceptora la cual

es esencial para el dolor inflamatorio (1).

El dolor se puede dividir en diferentes etapas (Figura 1), la primera es la transduccién que
comprende la transformacién del estimulo en un impulso eléctrico, la segunda hace referencia
al periodo en el cual éste estimulo es transportado a el asta dorsal de la medula espinal y es
ahi en donde se liberan los neurotransmisores del dolor, como lo son el Glutamato y la
sustancia P, para que luego el estimulo cruce al lado contralateral de la medula espinal y viaje
a hasta el talamo y la corteza cerebral para ser procesado. Finalmente se encuentra la etapa

de modulacion que es en la cual el proceso puede ser inhibido y/o modificado a nivel de la



asta dorsal, también es ahi donde se ubican los principales blancos farmacolégicos, para la

produccion de analgésicos (2)

La transmision de los mensajes a las astas medulares depende de dos grupos sustancias,
los aminoéacidos excitadores como el glutamato y los neuropéptidos (Figura 2), los primeros
son neurotransmisores como tal, mientras que los segundos modulan los efectos de los
primeros. Existen varios neuropéptidos y se ha visto que podrian actuar como
neuromoduladores, esto quiere decir que se caracterizan por ser sustancias endogenas que
modulan los efectos excitadores o inhibidores de los neurotransmisores (3). Por Gltimo, el
dolor se clasifica bajo distintos aspectos dependiendo el tiempo, o las implicancias
psicologicas de la patologia (4,5). Sin embargo, para efectos practicos vamos a diferencias 3
tipos de dolor segun los mecanismos fisiopatoldgicos que se ven envueltos en el proceso,

donde encontramos el dolor “fisiologico”, el “inflamatorio” y el “neuropatico” (1).

En una mirada mas amplia actualmente se han hecho estudios no solamente cientificos,
sino que también sociales sobre las diferencias segun el sexo, en el &mbito del dolor si bien
se ha medido la percepcion en donde se ha encontrado que los machos menos tolerantes al
dolor, y una mayor frecuencia del padecimiento de dolor en mujeres por sobre hombres (6),
no existe ninguno que caracterice la expresion y regulacién de eventos y/o rutas

diferenciando el sexo de los investigados.
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Figura 1: Vias del dolor: niveles de modulacion. Extraido de fisiopatologia del dolor
musculoesquelético cronico, Rico (7).

2.2 Sensibilizacion

Se denomina sensibilizacién a todo proceso en el cual hay una disminucion en los

umbrales de activacion de los nociceptores, aferentes primarias y neuronas de segundo orden.

Este es el mecanismo méas frecuentemente asociado a dolor patoldgico. En este proceso se
pueden producir algunas situaciones como, que la caida en los umbrales pueda ocurrir como
consecuencia de un estimulo muy intenso, lo que llevara a que las fibras estimuladas
respondan a estimulos que normalmente no provocan dolor, lo que es conocido como
alodinia, o también se puede producir que la aplicacién de un estimulo ligeramente

11



supraumbral desencadene una respuesta muy dolorosa, lo que se conoce como hiperalgesia,
en incluso se puede dar que un estimulo de baja intensidad pero con cierta constancia
produzca dolor lo que se llama hiperpatia el cual se produce por un efecto conocido como
“sumacion”. Todo el proceso cuando se produce de manera normal va acompanado de ciertas
sustancias que ayudan a potenciar el dolor como es el caso de las interleuquinas,
prostaglandinas o la conocida sustancia P que se encargan de la despolarizacion del resto de
las fibras para que asi el estimulo llegue a la medula espinal y se transforme en un estimulo

eléctrico procesable en el SNC (8)

2.3 Dolor inflamatorio

Se define como aquel que es desencadenado por la estimulacién ya sea fisica, mecanica
y/o termina de los nociceptores, en los cuales hay una lesion que produce alteraciones que
provocan este tipo de dolor. Este puede ser por heridas o enfermedades a la piel y/o
estructuras mas profundas que se vean comprometidas, tiene una funcién mas bien de
proteccion, en donde se previene y cuida el cuerpo de realizar acciones en donde se pueda
salir dafado, y raramente es asociada con problemas psicologicos, aunque estos factores
psicoldgicos tienen mucho que ver a la hora de experimentar el dolor y debido a esto es lo
que se diferencia del dolor crénico en donde los factores psicoldgicos si tienen mucho que
ver (4,2) Este tipo de dolor se caracteriza entre diferentes cosas porque produce un estado de
hiperalgesia provocado por una disminucion de los umbrales , por los que los estimulos se
perciben con mayor intensidad, también suele suceder que el dolor se prolonga hasta mucho
después de que el estimulo haya desaparecido y que también se produce el fenémeno de

alodinia en el cual estimulos muy pequefios producen un dolor intenso.

El proceso de la inflamacidon es producido por la liberacion de diferentes sustancias de las
cuales un nimero importante corresponde a neuroactivos, estas se pueden clasificar segun su

origen. La lesién en si causa un proceso de liberacion de ATP, iones de H, las cuales son las

12



Unicas sustancias estimuladoras en todo este proceso ya que todas las otras son
sensibilizadoras, ambos al unirse a sus receptores desencadenan la apertura de canales

cationicos que despolarizan las terminaciones de las fibras (1).

En otro ambito cuando hablamos de las fibras sensorial debemos nombrar que estas estan
protegidas por el perineuro, que aisla el tejido endoneuro y dificulta el paso de las moléculas
de gran tamafio y de hidrofilas como los péptidos. Cuando se produce la rotura del perineuro,
se produce una difusién de estas moléculas lo que produce un efecto en sus dianas potenciales
ubicadas en las fibras. Las sustancias alogenas pueden estar en circulacion o pueden estar
produciéndose a nivel local, su accién se ve potenciada por la contiglidad de las fibras Ad y

C con las arteriolas y vénulas (3).

Estimulo nociceptivo

Lesion
e
inflamncion

Figura 2: "Ruta de reacciones en el dolor inflamatorio™ tomado de
Fisiologia del dolor, Bars (1).

También existe lo que se conoce como mediadores de la inflamacién como lo son las cininas,

las citocinas, los prostanoides, las neurotrofinas, péptidos, proteasas, opioides y receptores
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como los b-adrenérgicos, NMDA y AMPA/cainato. Todas estas sustancias actlan en
conjunto en el proceso tanto de la produccion de la inflamacion como el de la sensibilizacion

de las fibras.

2.4 Glicina, su receptor y el dolor

La glicina es el aminoacido mas simple y pequefio, su rol como neurotransmisor fue
descubierto por los cientificos Aprison y cols. y Davidoff y cols., que describieron en detalle
la distribucion de la glicina a través del sistema nervioso central (1,9). Las funciones que
precisamente cumple la glicina se deben a su pequefia estructura, lo que le permite tener un
papel importe como componente de estructuras proteicas y ademas actuar en varias funciones

celulares como un modificador bioldgico (funcion de neurotransmisor) (9).

En su papel como neurotransmisor se ha identificado tanto a la glicina como el GABA
como moduladores en el dolor, sin embargo, este Gltimo se encuentra ampliamente estudiado
a diferencia del primero. Ambos acttan inhibiendo el efecto excitador de las fibras gruesas
AP. Sin embargo, en este &mbito la glicina actia como un inhibidor en el SNC especialmente

en la medula espinal, el tallo cerebral y la retina.

Por otra parte, Los receptores de glicina (GlyR) son canales de iones de cloro activados
por ligandos pentaméricos implicados en la neurotransmision inhibitoria rapida en el sistema
nervioso central y parte de los receptores de la familia de bucles cys de los canales idnicos
de ligando (bucle LGIC-cys)(9). Subunidades alfa de GlyR (al, a2, a3 GlyRs) forman una
arquitectura pentamérica que rodea un poro central. Cada una de estas subunidades muestra
un dominio extracelular (ECD), cuatro segmentos transmembrana (TMD1-4) y un gran
dominio intracelular (ICD), que conecta TM3 y TM4 y es importante para la modulacion de

GIlyR por las quinasas y las proteinas G. (11, 12,13)
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Los agonistas endogenos como la glicina, la B-alanina y la taurina se unen a sitios
especificos entre subunidades que generan el cambio conformacional responsable de la
apertura del canal. (14) La isoforma de la subunidad GlyR se regula de manera diferencial
durante el desarrollo. Existe una mayor proporcion de subunidades a2 expresadas durante las
etapas embrionarias y neonatales, cambiando a isoformas al y a3 en la edad adulta. (15)
Estos canales se pueden ensamblar con una subunidad beta auxiliar (B GlyRs) expresada en
etapas maduras de desarrollo, en una estequiometria 2a3p. (16) Los B GlyR modulan
diferentes procesos fisiologicos tales como localizacién sinaptica, trafico, canalizacion,

interacciones con otras proteinas y modulacién farmacologica. (17)

La evidencia creciente sugiere que los cambios en la excitabilidad de las vias nociceptivas
periféricas y centrales estan involucrados en el desarrollo de la mayoria de las formas de
dolor crénico (18,19) . En la médula espinal, el desequilibrio de la excitacion (mediado por
NMDAR glutamatérgicos y AMPAR) y la inhibicion (mediados por GABAAR y GIyR) de
los neurotransmisores juega un rol critico en la sensibilizacion del dolor. La apertura de los
receptores NMDA de glutamato activa las vias de sefializacion dependientes de calcio que
promueven la plasticidad de los circuitos centrales asociados con el procesamiento sensorial.
Por otro lado, los receptores de glicina inhiben la sensibilizacién del dolor inflamatorio
central a través de una perturbacion entre los receptores de prostaglandina E2 (PGE2) y
a3GlyR. La activacion del receptor PGE2 induce la fosforilacion intracelular a3GlyR. Los
ratones deficientes en receptores EP2 y subunidades a3 GlyR mostraron una
hipersensibilidad inflamatoria reducida. También se ha encontrado que el receptor de glicina
tiene un rol relevante en el proceso de la sensibilizacion a nivel de la medula espinal, en

donde se le ha asociado a la subunidad a3 un rol mas protagoénico.
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2.5 Diferencias sexuales en el procesamiento del dolor

Existe evidencia de una mayor prevalencia de dolor inflamatorio entre las pacientes
femeninas (20,21). La regulacion de las hormonas sexuales puede explicar en parte estas
diferencias nociceptivas. Por ejemplo, las neuronas DRG de las mujeres mostraron una
potenciacion de 17-B-estradiol aproximadamente dos veces mayor de la corriente de NMDA
(22). Por otro lado, las corrientes evocadas con glicina se redujeron reversiblemente por 17-
B-estradiol en las neuronas del hipocampo y la columna vertebral en cultivo (23). Este efecto
dependia del tipo de subunidad GlyR. Los receptores compuestos por las subunidades a2 o

a3p fueron mas sensibles a la modulacion de la corriente de 17-b-estradiol.
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3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la variacion en la composicion del receptor de glicina en medula 6sea y la
diferenciacion en la percepcion del dolor inflamatorio en ratas macho y hembras de la especie

Sprague-Dawley.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Comparar la composicion del receptor de glicina en machos y hembras por medio de la

técnica de Western Blots.
2.- Analizar los datos obtenidos de las mediciones de la prueba de sensibilidad de VVon Frey.

3.- Comparar la percepcion al dolor inflamatorio en machos y hembras.

17



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales de experimentacion

Los animales seleccionados fueron ratas Sprague-Dawley adultas, hembras y machos
(todas de aproximadamente 250 g) obtenidos de Animal Facility de la Universidad de Chile.
Los protocolos de cuidado animal y experimentales para este estudio fueron aprobados por
el comité de bioética de la Universidad de Santiago de Chile y siguieron las pautas para
protocolos éticos y cuidado de animales experimentales establecidos por los Institutos
Nacionales de Salud, MD, EE. UU. Y la Asociacion Internacional para el Estudio de Dolor
en animales conscientes (1983). Los animales fueron criados y alojados en condiciones
controladas de laboratorio, recibieron una racién estandar de comida y agua a voluntad, se

alojaron en un ciclo de luz / oscuridad de 12 h a una temperatura ambiente constante de

23°C

5.2. Modelo de dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio fue inducido por una inyeccion subcutanea de Zymosan A extraido
desde la pared de Saccharomyces cerevisiae (0,6 mg en 100 pL de solucion salina, Z4250
Sigma Aldrich) ubicada en el sitio plantar de la pata trasera derecha de las ratas macho y
hembra. EI umbral nociceptivo se midio 24 horas antes y 4 horas después de la inyeccion de
Zymosan A en grupos separados de ratas macho y hembra (n = 8-9, respectivamente). (Figura
3).
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Figura 3: Modelo de dolor inflamatorio basado en la aplicacion de una inyeccion de
Zymozan A en una de las patas traseras, creado bajo el marco del proyecto FONDECYT
No. 3170690 en el afio 2019.

5.3. Medicion del umbral conductual nociceptivo

Las ratas se ubicaron en cdmaras individuales con pisos de malla de alambre y cubiertas
transparentes para la evaluacion de la prueba mecanica de Von Frey. Los valores de
referencia se midieron tres veces para garantizar la reproducibilidad, y el promedio de los

tres valores de referencia se utiliz6 para el andlisis.
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El umbral nociceptivo se midié 24 horas antes y 5 horas después de la inyeccion de
Zymosan A en grupos separados de ratas hembra y machos. Se permitié acomodacion
conductual durante aproximadamente 15 minutos, hasta que se adapt6 al entorno. EI umbral
de retirada mecéanica se determiné utilizando el método “Up and Down" de Dixon (24). La
prueba para cada rata comenzé con un filamento especifico de VVon Frey para presionar
manualmente en la zona intraplantar de cada pata. El orden de los filamentos fue desde los
mas gruesos (mayor diametro) a los méas delgados, cambiando cuando no hubo respuesta a
un filamento gradualmente mas delgado. El registro se realizé cuando se observd una
respuesta positiva por parte de la rata, registrando también el estimulo méas débil con el que

la rata subid por su pata.

5.4. Western Blots

Para la realizacion de los Western Blots se realizo la extraccion de entre las vértebras L3
y L6 de la medula espinal de las ratas separando el lado izquierdo y derecho usando el surco
medio como referencia y utilizando un portaobjetos para su seccién. El lado contralateral de
la inyeccion de Zymosan A se us6 como control. El tejido (60 mg) se homogeneizé en 500
ul de tampon de lisis RIPA contenido: Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; 1.0% (v / v) NP-40,
0.5% (p / v) de desoxicolato de sodio, EDTA 1 mM, 0.1% (p / v) SDS disuelto en agua
desionizada a un pH de 7.4 con céctel completo de inhibidor de proteasas (Pierce, Protease
Inhibitor Mini Tablets, EDTA-Free Cat. N0.88666) y centrifugado a 12000 g durante 10 min.
Las proteinas del sobrenadante se cuantificaron usando el kit de ensayo de proteinas BCA
(Pierce, Cat. No. 23227) y se sometieron a electroforesis en geles SDS-PAGE al 10%. Las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Biorad) y se bloguearon con leche
al 5% en PBS 1x, Tween 20 al 0,1% durante 1 hora en una superficie con balanceo constante.
Posteriormente, las membranas se incubaron con anticuerpos primarios siendo estos los

utilizados para identificar cada subunidad:
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e La subunidad B del rGly se incub6 en mouse monoclonal IgG, Cat. No. 146211,
Synaptic System en una proporcion de 1:500 durante la noche.

e La subunidad al del rGly se incubd en mouse polyclonal 1gG, Cat. No. 146111,
Synaptic System en una proporcion de 1:500 durante la noche.

e Lasubunidad o2 del rGly se incubé en mouse monoclonal IgG, Cat. No. sc-398964,
Santa Cruz Biotechnology en una proporcion de 1:500 durante la noche.

e La subunidad a3 del rGly se incub6 en mouse polyclonal 1gG, Cat. No. AB5472-
50UL, Merck en una proporcion de 1:500 durante la noche.

e Y finalmente el GAPDH se incubd en mouse monoclonal 1gG, Cat. No. Sc-365062,
Santa Cruz Biotechnology en una proporcion de 1:2500 durante la noche.

Después de 3 lavados con tampon fosfato (PBS 1x) y Tween 20 al 0,1%, las membranas se
incubaron durante 2 h con anticuerpos secundarios de rabano picante o conejo conjugados
con HRP (sc-516102 y sc-2357 respectivamente, en una dilucion de 1:5000, Santa Cruz
Biotechnology). La inmunorreactividad de las proteinas se detectd y se visualizd con el
reactivo SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate de la marca Thermo Fisher
Scientific. Los niveles de GAPDH se utilizaron como control de carga. El resultado de los

Western Blots se cuantifico utilizando el programa "ImageJ".

5.5. Andlisis de los datos

Todos los datos se presentan como media = SEM. Los anélisis estadisticos y de figuras se
realizaron con el software GraphPad Prism 6. En el caso del Test de Von Frey se utilizé el
analisis de varianza de medidas repetidas unidireccionales (ANOVA) ademas de la prueba
post hoc de Bonferroni utilizada para las comparaciones de medias y en el caso de los

Western Blots se utiliz6 ANOVA unidireccional seguido de un test de Bonferroni post hoc
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para la medicion de expresion de proteinas del receptor de glicina de las distintas subunidades

y el Control en ambos test un P <0,05 se considero significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Andlisis de umbral de retiro basal de las ratas

El umbral de retirada mecanica segun el método de Von frey se midié antes de la
inyeccion de Zymosan A en todas las patas de ratas macho y hembra . Los machos mostraron
un umbral de retirada significativamente reducido en las patas delanteras izquierdas (p
<0,0001) y las hembras mostraron un umbral mecéanico de retirada significativamente menor
en las patas delanteras izquierda y derecha en comparacion con las patas traseras (pata

izquierda p <0,0001; pata derecha p <0,05) (Figura 4).
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Figura 4: Evaluacion conductual de la sensibilizacion al dolor en condiciones basales.

Los datos fueron obtenidos por medio del Test de VVon Frey aplicado en las 4 patas tanto de

23



machos como hembras. Abreviaturas: pata delantera izquierda (LF), pata delantera derecha

(RF), pata trasera izquierda (LH), pata trasera derecha (RH).

Para determinar las diferencias de sexo en el dolor inflamatorio, indujimos la inflamacién
de la pata mediante la inyeccion de Zymosan A en la pata trasera. La respuesta inflamatoria
fue claramente visible después de 4 horas (Figura 3). Por lo tanto, evaluamos la retirada del
pie a estimulacion tactil inocuo antes y después de 4 horas de inyeccién de Zymosan A.
Aunque ambos sexos mostraron alodinia inducida por Zymosan A, la respuesta de las
hembras fue mayor (machos p <0.05; hembras p <0.0001) (Figura 5). Esta evidencia respalda
firmemente la idea de que las hembras perciben dolor inflamatorio con un umbral méas bajo

en comparacion con los machos.
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Figura 5: Evaluacion conductual en el modelo inflamatorio de dolor. Prueba mecénica
nociceptiva de von Fray evaluada en ratas macho y hembras antes y después de 4 horas de
inyeccion de Zymosan A. Los datos se presentan como media £ SEM, * p <0.05; **** p

<0.0001 (Anova unidireccional, prueba post hoc de Bonferroni, n = 12).
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6.2. Expresién de subunidad de GlyR en dolor inflamatorio

Evaluamos las diferencias entre sexo de los niveles de expresion de las subunidades GlyR
en los tejidos de la médula espinal después de 4 horas aplicada la inyeccidon de Zymosan A.
En la Figura 6A, se aprecia una banda de Western blot representativa para cada subunidad
GIlyR en tejidos espinales masculinos y femeninos. El analisis de Western blot demostré un
aumento significativo de los niveles de la subunidad al GlyR en el tejido espinal masculino
y femenino después de la estimulacion inflamatoria (masculino p <0.01 y femenino p <0.05),
(Figura 6B). Se observaron resultados similares para los niveles de la subunidad p GlyR
(macho p <0.01, hembra p <0.01) (Figura 4E). Los niveles de la subunidad o2 GlyR solo
aumentaron en el macho (p <0.05) (Figura 4C). se observaron diferencias significativas en

los niveles de subunidades a3 en ambos grupos (Figura 4D).
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Figura 6: Analisis de la expresion de las diferentes subunidades del rGly en condiciones
basales y en dolor. (A)indican las bandas de Western blots representativas de las diferentes
subunidades GlyR. (B-E) Comparacion de la expresion de subunidades GlyR en animales machos
y hembras antes y después de la inyeccion de Zymosan A. Los datos se presentan como media £
SEM, * p <0.05; *** p <0.001 (ANOVA unidireccional, prueba post hoc de Bonferroni, n = 8).
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7. DISCUSION

Como se muestra en los resultados anteriormente expuestos, existe una clara diferencia
en la respuesta de las ratas a los estimulos nociceptivos aplicados en la prueba de VVon Frey,
ademas de esto también se pueden apreciar diferencias en la expresion de las distintas
subunidades del rGly, todos estos cambios inducidos por la inyeccion de Zymozan A. Es
bastante conocido el hecho de que las lesiones nociceptivas perféricas inducen a estados de
sencibilizacion cronica en los circuitos nociceptivos centrales (25). Estudios anteriores han
demostrado una mayor prevalencia e intensidad del dolor inflamatorio en las hembras (26),
con respecto a ello nuestros resultados muestran que, a niveles basales, los machos y las
hembras tienen umbrales de retirada similares con una respuesta reducida en las patas
delanteras en comparacion con las patas traseras. Sin embargo, la respuesta nociceptiva
femenina después de la inyeccion de Zymosan A fue mayor que en los machos, segun lo
arrojado por la prueba de Von Frey. Esta diferencia de sexo podria atribuirse al menos en
parte con la modulacion hormonal del dolor (27). Por ejemplo, ha informado que el 17p-
estradiol modula la sensibilizacion periférica al aumentar la expresion del canal TRPV1y la
sensibilizacion de las neuronas nociceptivas aferentes primarias de ratones hembra (28). Por
otro lado, el mecanismo por el cual 17B-estradiol modula la sensibilizacion central al dolor
no se ha estudiado en detalle. Anteriormente se demostré que las corrientes mediadas por
NMDAR glutamatérgicas excitadoras fueron potenciadas por el 17B-estradiol. Se encontrd
que este porcentaje aumentado era mayor en las neuronas DRG de hembras que en los
machos (55 + 15% en hembras versus 19 + 7% en machos) (18). Ademas, la amplitud de las
corrientes postsinapticas inhibitorias en miniatura GABAérgicas en cortes del hipocampo se
redujo en 17B-estradiol a través de un mecanismo que implica una reduccion de la agrupacion
sinaptica de la proteina del andamio Gephyrin (26). También, se demostré que el 17p-
estradiol inhibia las corrientes provocadas por la glicina en las neuronas del hipocampo
cultivadas (18). Sin embargo, no se han explorado las diferencias de sexo en la expresién de

las subunidades GlyR en el contexto del dolor inflamatorio.
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Nuestros resultados muestran que la inflamacién inducida por Zymosan A esta asociada
con una mayor expresion de la subunidad a1 GlyR en los machos. Este resultado estuvo de
acuerdo con los datos reportados previamente que demostraron que el dolor inflamatorio

cronico inducido por CFA implicaba una expresion aumentada de la subunidad a1 GlyR (29).

Por otra parte, los machos mostraron cambios significativos en la subunidad 02GlyR y
tanto los machos como las hembras aumentaron la subunidad a3GlyR y la subunidad BGlyR
auxiliar. Un aumento en la expresion de la subunidad a2GlyR en respuesta al dolor
inflamatorio es consistente con los datos reportados en las neuronas radiales de la médula
espinal después del dolor neuropético crénico en ratas macho (27). Las neuronas radiales
espinales mostraron una mayor frecuencia de mIPSC y constante de tiempo de
descomposicion después del dolor crénico (27). La mayor frecuencia esta relacionada con
una mayor liberacién de neurotransmisores presinapticos. La forma espacio-temporal de la
liberacion vesicular de glicina implica la sefializacion de los receptores CAMP-PKA e IP3

(30) Esta via juega un papel critico en la sensibilizacion del dolor (31).

Finalmente, Borman et al. (32) describieron que los GlyR heteropentaméricos compuesto
por las subunidades a y B requiere una concentracion de glicina mas alta para alcanzar
aproximadamente el 50% del efecto maximo sobre la activacion del receptor en comparacion
con los receptores homopentaméricos (EC50 para aGlyR y afGlyR es 30 y 54 uM,
respectivamente). De acuerdo con este efecto, nuestros resultados mostraron un aumento de
los niveles de subunidades a y B GlyR después de la afeccion inflamatoria inducida por las
inyecciones de Zymosan A. Una subunidad a2GlyR aumentada puede explicar en parte los
cambios en la cinética del tiempo de descomposicion. Los a2GlyR tienen una mayor
conductancia actual en comparacion con los otros tipos de GlyR homoméricos (32). Ademas,

los a2BGlyR tienen una mayor conductancia en comparacion con otros GIyR
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heteropentaméricos. Proponemos que en condiciones de dolor, alBGlyRs, a2BGlyRs y
a3BGlyRs podrian aumentarse para compensar la desinhibicion inducida por la inflamacion.
Sin embargo, en ratas hembras solo aumentaron las subunidades a3 y B, por lo tanto, la
compensacion solo estd mediada por a3BGlyRs y no por las corrientes alBGlyRs y
a2BGlyRs. Por lo tanto, es posible proponer que el aumento de la respuesta nociceptiva de
las hembras en comparacion con los machos podria estar relacionado en parte con diferentes
mecanismos compensatorios espinales. Se requerira mas investigacion para probar esta

hipotesis.

Estos resultados sugieren que el aumento de la respuesta nociceptiva de las hembras puede

estar relacionado en parte con diferentes mecanismos compensatorios espinales.
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8. CONCLUSION

En resumen, hemos demostrado que las ratas hembra tienen un umbral de abstinencia
nociceptivo mas bajo después de una lesion inflamatoria inducida por una inyeccion de
Zymosan A. También hemos mostrado diferencias de sexo en los niveles de expresion de las
subunidades GIyR al y a2, lo que sugiere que estos cambios podrian actuar como un

mecanismo compensatorio para superar la sensibilizacion central al dolor.
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