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Introduccidn

El concepto de dolor y su clasificacion

El dolor es un mecanismo de alarma ante situaciones que pueden comprometer la
integridad de alguno de los tejidos de un organismo. Tiene, por tanto, una funcion fisiolégica

esencial en la supervivencia de los seres vivos.

Sileemos la definicién otorgada por la Real Academia Espafiola, ésta nos determina que
es una “sensacién molesta y aflictiva de una parte del cuerpo por causa interior o exterior”, junto
a la cual aparece una segunda que dice que es un “sentimiento de pena y congoja”. La primera
acepcién, por consiguiente, se centra mas en la parte fisica, mientras que la segunda involucra
también a la psique. La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor o IASP, por sus

<

siglas en inglés, tiene en cuenta esta doble vertiente especificando que el dolor es “una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada o similar a la asociada con dafio tisular

real o potencial” (LASP Terminology).

El concepto dolor es muy intrincado y para facilitar la comprension del mismo, a lo
largo de la literatura, aparecen diferentes clasificaciones. Si atendemos a su duracion, podemos
clasificarlo en agudo o crénico. El dolor agudo es la respuesta fisiologica normal y predecible
a un estimulo nocivo (doloroso). Esta claramente localizado y su intensidad se correlaciona con
el estimulo. Su duracién es limitada y remite cuando la lesiéon desaparece o se cura. Es, por tanto,
necesario para dar informacién sobre el entorno y es indispensable para nuestra supervivencia.
Por otro lado, generalmente, se considera que el dolor es crénico si persiste después de que se
haya curado el dafio tisular y no tenga una funcién biolégica (Ignacio Velazquez Rivera
(Grinenthal)). A diferencia del dolor agudo, el dolor crénico ha perdido su papel protector, y

es una enfermedad en si mismo.

Otra manera muy extendida de clasificarlo es atendiendo a su etiologfa. Asi, podemos
hablar de dolor nociceptivo cuando el origen de éste es un estimulo exterior que activa los
nociceptores. Estos son neuronas que inervan, con sus terminales nerviosos libres, los
diferentes tejidos y cuyo soma se encuentra en los ganglios raquideos o DRGs (por sus siglas
en inglés, Dorsal Root Ganglia). A su vez, el dolor nociceptivo puede dividirse en visceral, si es
originado en los 6rganos internos, o somatico si el estimulo proviene de la dermis (superficial)

o de musculos, fascias, tendones y huesos (profundo) (Clasificacion Del Dolor, 2019). Por otro
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lado, existe el dolor neuropatico, cuyo origen es una lesion en el sistema somatosensorial, tanto
en las fibras del sistema nervioso periférico (SNP) como en el sistema nervioso central (SNC)
(Colloca et al., 2017). Las causas del origen de éste son multiples y variadas, desde enfermedades
neurodegenerativas, dafios en la médula espinal, tratamientos quimioterapéuticos o la diabetes

mellitus, enttre otras.

En resumen, el dolor agudo es un mecanismo fisiolégico que nos alerta de un dafio real
o probable, teniendo asi un efecto positivo en el organismo. Sin embargo, el dolor crénico ha
perdido toda capacidad de alarma y se vuelve una patologifa en si misma, teniendo consecuencias
negativas tanto para la persona como para la sociedad en la que vive. Concretamente, en Espafia
hay un 18% de la poblacién que padece dolor crénico, y de entre los cuales, el 12% reporta
sufrir dolor crénico de tipo moderado a intenso. Esto supone al estado un gasto anual de
aproximadamente 15 000 millones de euros, el equivalente al 2,5% del producto interior bruto
(Caramés-Alvarez & Navarro-Ribero, 2016). Por tanto, es esencial conocer los mecanismos
implicados en la modulacién del dolor ya que es necesario encontrar tratamientos analgésicos

efectivos.

El dolor a lo largo de la historia

La basqueda de la mitigacién del dolor surge en las primeras civilizaciones de las que
existen datos que demuestran el uso de plantas medicinales, como el opio, para inducir analgesia.
Sin embargo, no fue hasta el siglo I D.C. cuando surge el concepto del cerebro como centro de
las emociones y de las sensaciones, gracias a Galeno (130-210 D.C.) y, posteriormente, a la
hipétesis de Avicena (980-1037 D.C.), quien propone que el dolor es una sensacion
independiente del tacto. Tuvieron que pasar varios siglos hasta que surgieran nuevas teotfas,
siendo Descartes (S.XVII), en su obra Tratado del hombre, quien propone un dualismo en la
percepcién del dolor. Este dualismo cartesiano hipotetiza que el dolor tiene un componente
dual: puede ser iniciado por un dafio tanto fisico como psicolégico (Trachsel & Cascella, 2020).
Ademas, Descartes habla de que el sistema nervioso esta formado por unos filamentos que, al
contacto con un estimulo doloroso asociado al tacto, como el calor del fuego, son estirados cual
“cuerda conectada al badajo de una campana”, para tirar, a su vez, del otro extremo donde se
encontrarfa la glandula pineal. El movimiento de tirar de esa glandula pineal provocaria, segun

su hipotesis, la liberaciéon de “los espiritus animales” que retornarfan por los hilillos hasta
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terminar en el muasculo para moverlo y generar un reflejo de retirada (Francisco Pizarro, 2014).
Esta explicacion del filosofo francés, a pesar de que hoy en dia sabemos que no es cierta, es de
utilidad al anatomista Charles Bell para, junto a la hipotesis de Avicena, asentar las bases de lo
que posteriormente serfa la Teoria de la Especificidad. Bell, en 1811, describe que los nervios
que salen de la parte ventral y de la dorsal de la médula espinal tienen funciones diferentes,
siendo los nervios ventrales los encargados de la contraccién muscular, pero sin tener muy clara
la funcién de los nervios dorsales (Bell, 1868). Es en 1822, cuando el fisilogo Frangois
Magendie habla de una funcién sensorial de la raiz dorsal tras cortar los nervios dorsales de un
animal que era capaz de moverse, pero era insensible al dolor (revisado en Ochs, 1976).
Utilizando los conocimientos aportados por Bell y Magendie, Johannes P. Miller desarrolla la
Teorfa de la energfa especifica de los nervios (1840), donde postula la especificidad de cada
nervio de detectar y llevar la informacién de un solo tipo de modalidad sensorial (Miiller, 1840).
Esta teorfa, no del todo correcta y muy criticada por muchos, le sirve, junto a los trabajos
anteriores e hipotesis de fisiblogos contemporaneos, a Maximillian von Frey para postular que
existen diferentes modalidades somatosensoriales especificas como son la sensacion al frio, al
calor, al tacto e introducir el dolor como una modalidad mas (revisado en Norrsell et al., 1999).
Sin embargo, es Sir Charles Sherrington (1900) quien, al observar que el dolor se originaba tras
un dafio tisular, introduce el concepto de nociceptor como receptor especifico del dolor y
postula que es independiente de los receptores dedicados a otras modalidades sensoriales (C.
Sherrington, 1900; Woodworth & Sherrington, 1904). En resumen, todas estas hipotesis,
emergentes en el s. XIX y principios del XX, convergen para formular la Teoria de la
especificidad donde cada modalidad sensorial (calor, frio, tacto y dolor) cuenta con su receptor

especifico.

Fig. 1 1:
Tlustracion adaptada de
Tratado del hombre de René Descartes.

Descartes es el primero en dar una interpretacion
neurofisiolbgica del dolor nociceptivo, donde el estimulo
nocivo (A), es captado por unos filamentos (B) que tiran de
una cuerda que tira de la glandula pineal (c), alojada en el
craneo.

En contraposicion a ésta, surge la Teoria de la intensidad, propuesta por el neurélogo

Wilhem Erb en 1874, y que describe que existe un umbral en todo receptor que, tras
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sobrepasarlo independientemente del tipo de estimulo aplicado, éste se percibe como doloroso
(Erb, 1874). Sin embargo, ensayos en los que se registra la actividad eléctrica de fibras que son
activadas con diferentes estimulos llevan a John Paul Nafe a proponer la Teoria de los
patrones (1929). Este psicélogo estadounidense interpreta que todas las fibras que inervan los
tejidos somaticos son iguales y que su respuesta varfa en funcién de los diferentes perfiles de
estimulacién. De tal forma, el dolor es producto de un patrén especifico de estimulacion intensa

(Nafe, 1929).

En 1965, se publica un trabajo de Ronald Melzack y Patrick Wall en el que se introduce
una nueva teorfa denominada Teoria de la compuerta (Melzack & Wall, 1965). Melzack y Wall
se basan en la observacion de que, cuando uno sufre un golpe (estimulo doloroso) el hecho de
frotarse esa zona (estimulo mecanico) provoca una inhibicién parcial del dolor. Ellos proponen
que hay una serie de compuertas, a nivel de la médula espinal, que actian permitiendo o
inhibiendo el paso de la informacién dolorosa que va por las fibras aferentes que inervan las
diferentes partes somaticas hasta el asta dorsal de la médula espinal. Asi, las células transmisoras
del impulso nervioso nociceptivo llevarian la informacioén hacia el cerebro, siempre y cuando las
neuronas inhibitorias (interneuronas) permitieran el paso de la misma. Esta teorfa, a pesar de
proporcionar una vision mas completa de la red neuronal relativa a la nocicepcién, rechaza la

especificidad de los receptores y fibras nerviosas en cuanto a la modalidad sensitiva.

A finales del S.XX, los estudios de Edward R. Perl se vuelven a basar en la teoria de la
especificidad y demuestran que los nociceptores estan inervados por fibras diferentes
dependiendo del tipo de estimulo que recogen. Ademas, éstos son muy fiables a la hora de
discriminar entre estimulos nocivos e inocuos, siendo una capacidad inexistente entre las fibras
de los mecanorreceptores de bajo umbral o de los termorreceptores (revisado en Perl, 2007).
Por tanto, ya a principios del S. XXI se asume la existencia de diferentes nociceptores
considerados como una clase de neuronas sensitivas primarias. Ademas, también son
ampliamente aceptadas otras contribuciones clave de las otras teorfas, como puede ser la
participacion de interneuronas que modulan la transmisién sinaptica del dolor o la implicacion
de areas superiores cerebrales en la percepcion del dolor. Por tanto, desde la cartesiana hasta la
teorfa de la compuerta, se ha aportado numerosa informacién para poder entender cémo
funciona la modulacién del dolor. A pesar de ello, no se conocen todos los mecanismos
implicados en este fenémeno ya que, a nivel molecular, hay multitud de vias implicadas en la

nocicepciéon y en el dolor.
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La nocicepcion y las vias de conduccion

Como se ha explicado en el apartado anterior, fue Charles Sherrington quien, a
principios del S.XX, hablé por primera vez de nociceptores refiriéndose a ellos como terminales
nerviosos libres capaces de detectar el estimulo producido por un dafo tisular (Sherrington,
1903). Conforme han avanzado los estudios en el campo del dolor, también se ha refinado el
concepto de nociceptor. Asi, la IASP lo define como “un receptor sensorial de alto umbral del

sistema somatosensorial periférico que es capaz de transducir y codificar estimulos nocivos.”

La nocicepcion es un mecanismo esencial de alarma frente a situaciones
potencialmente peligrosas para el organismo, por lo que los receptores que se activan poseen
un umbral. De esta manera, no pueden ser estimulados por sefiales inocuas, pero si lo
suficientemente bajas para que sean activados antes de que se produzca un dafo real. Hay que
tener en cuenta que este umbral puede verse modificado en algunas ocasiones debido a la
plasticidad que presenta el sistema nervioso, pudiendo desencadenar situaciones en las que se

perciba dolor sin haber una situacién que realmente suponga un peligro para el organismo.

Los mecanismos moleculares implicados en la iniciacién del dolor nociceptivo son
numerosos y especificos. No hay que olvidar que son los terminales nerviosos libres de las
neuronas sensitivas de los ganglios raquideos los que captan los estimulos nociceptivos. Estas
neuronas son consideradas, en s{ mismas, nociceptores y se encuentran especializadas para
atender a estimulos especificos. Esto es debido a que cuentan con distintos canales que
responden especificamente frente a diferentes situaciones como el frio (TRPMS), el calor nocivo
(TRPVs), pH (TRPV1, TRPA1, ASIC), o estimulos mecanicos (PIEZO). En el caso de que se
produzca un dano tisular, diferentes factores son liberados para activar los mecanismos
inflamatorios. Estos factores, que forman la denominada “sopa inflamatoria”, suelen ser
moléculas solubles con capacidad de unirse especificamente a sus receptores. Entre ellos se
encuentran endotelina, prostaglandinas, interleucinas, bradiquinina, serotonina, histamina, ATP,
protones, el factor de necrosis tumoral alfa, y el factor de crecimiento nervioso (NGF). Cuando
estos compuestos (ligandos) se unen a sus receptores, activan una serie de vias de sefializacion
que causan una respuesta en la célula sensorial primaria -primera estacién neuronal- provocando
la secrecion de otras moléculas a nivel del asta dorsal de la médula espinal donde se produce la

sinapsis con una segunda neurona. Esta segunda estacion proyecta, tras atravesar la linea media
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y cruzar al lado contrateral, la informacion nociceptiva al encéfalo donde sera procesada y, en el

caso de que se haga consciente, percibirse como dolor.

Las fibras de las neuronas aferentes sensoriales corresponden a las fibras de tipo AS y
C, descritas por Erlanger, Gasser y Bishop en los afios 20 (Erlanger & Gasser, 1924). Las
primeras - A3- son conocidas por ser las correspondientes a los termo- y mecanoceptores y que
hacen sinapsis en las laminas I y V de la médula espinal. De las fibras mielinizadas, son las que
tienen un menor diametro, aunque tienen una velocidad de conduccién relativamente rapida
(Heinbecker et al., 1933). Por otro lado, las de tipo C son amielinicas y, por tanto, de conduccioén
mas lenta. Generalmente son polimodales porque llevan estimulos nociceptivos de caracter

térmico, mecanico y quimico, y terminan en las laminas I y II de la médula espinal (Dubin &

Patapoutian, 2010).
Corteza
Cerebro
Mesencéfalo
Fig.12:
Esquema de las vias ascendentes Bulbo
(rojo) y descendentes (azul) del dolor raquideo
nociceptivo.

DRG: ganglio raquideo ’
RVM: nucleo ventromedial Medula
PAG: sustancia gris petiacueductal espinal

Las neuronas de la médula espinal, donde hacen sinapsis tanto las fibras A como las C,
proyectan la informacion al talamo y a la corteza sensorial por el tracto espinotalamico lateral.
Hay, ademas, algunas proyecciones colaterales que conectan con la formaciéon reticular (haz
espinorreticular) a nivel de bulbo, puente y sustancia periacueductal para luego llegar a nucleos
inespecificos del talamo. Esta via se considera que es la que mayor implicacion tiene en la
connotacioén afectiva del dolor (Perena et al., 2000; Torregrosa Zuidiga, 2018). Hemos de tener
en cuenta también, que existen agrupaciones neuronales —sustancia gris periacueductal (PAG)

y el nacleo ventromedial de la médula espinal (RVM)— que se encargan de integrar la
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informacién recibida desde los centros superiores como son el hipotalamo, la amigdala y el
l6bulo frontal con la recibida del asta dorsal de la médula espinal. Estos centros son esenciales
para la modulacién de las vias descendentes nociceptivas, ya que su funcién es inhibir la via
ascendente produciendo analgesia. En estas vias descendentes cobran un papel muy relevante
los mediadores norepinefrina y serotonina, asi como todo el sistema de endocannabinoides

(revisado en Yam et al., 2018).

Finalmente, estudios recientes han roto con el dogma de que el dolor solamente es
iniciado por neuronas. En estos se propone que un subtipo de células de Schwann cutaneas son
también capaces de detectar estimulos nociceptivos (Abdo et al, 2019). Esto revela la
importancia de seguir investigando en este ambito, ya que quedan muchos mecanismos por

revelar.

Las neurotrofinas y sus receptores

Ilas neurotrofinas son unos factores de crecimiento presentes tanto en el SNC como
en el SNP. EI primer miembro identificado en la familia de las neurotrofinas fue el NGF vy,
hasta treinta afios después, no se identific6 un segundo miembro: el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF; Brain Derived Neurotrophic Factor) (Barde et al., 1982). Gracias al
estudio de las secuencias proteicas de ambas neurotrofinas, se descubrieron otros miembros,
siendo, en vertebrados, la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4/5 (Berkemeier et al., 1991;
Hohn et al., 1990; Ip et al., 1992; Jones & Reichardt, 1990; Maisonpierre et al., 1990; Rosenthal
et al., 1990). Las neurotrofinas, al igual que otros factores solubles, son primero sintetizadas
como pre-pro-neurotrofinas en el reticulo endoplasmatico rugoso que luego son convertidas en
pro-neurotrofinas y empaquetadas (M. Rafieva & V. Gasanov, 2015; Matsumoto et al., 2008).
Posteriormente, son procesadas en las mismas vesiculas donde han sido empaquetadas, por unas
proteasas denominadas convertasas que escinden el pro-péptido de lo que finalmente sera la
neurotrofina madura. Es, finalmente, en la red trans-Golgi donde se clasifican segun el tipo de
secrecion que se vaya a llevar a cabo. Por un lado, existe una continua liberacién de factores
neurotréficos, denominada la via constitutiva, correspondiente a los empaquetados en granulos
de pequefio tamafio (50-100 nm) y que es independiente de calcio. Mientras que en la via de
secrecion regulada estan implicadas vesiculas de un tamafio mayor (100-300 nm), que se
fusionan con la membrana citoplasmatica Gnicamente de una manera calcio-dependiente en

presencia de un estimulo (Brigadski & LeBmann, 2020; LeBmann & Brigadski, 2009). Este
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segundo tipo de secrecion suele ser de caracter exclusivo neuronal y neuroendocrino, siendo de
gran importancia en el contexto de la secrecion de BDNF en la plasticidad neuronal (Goodman
et al., 1996; Mowla et al., 1999). Sin embargo, en el caso de esta neurotrofina existe cierta
controversia en cuanto a la localizaciéon de la maduracion, ya que algunos estudios indican que
el BDNF maduro se procesa de manera extracelular a partir del pro-BDNF secretado sobre el
que actian proteasas extracelulares, como plasmina o metaloproteasas, obteniendo BDNF y el

pro-péptido (Jung et al., 2005; Yang et al., 2009).

NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 regulan, durante el desarrollo, la proliferacion,
diferenciacién y supervivencia neuronal (Chao, 2003; Huang & Reichardt, 2003). Asimismo,
estan involucradas en la plasticidad sindptica y la memoria y, por tanto, pueden estar implicadas
en trastornos del sistema nervioso como depresién, esquizofrenia y alteraciones del
comportamiento, asi como en enfermedades neurodegenerativas incluyendo las enfermedades
de Alzhéimer, Huntington, y Parkinson (Allen & Dawbarn, 2006; Duman, 2004). Las
neurotrofinas ejercen su funcién a través de dos tipos de receptores. Por un lado, encontramos
la familia de receptores Trk, (Tropomyosin-related kinase) y, por otro, el receptor p75NTR (p75

neurotrophin receptor).

La familia de los receptores Trk, que incluye TrkA, TrkB y TrkC, son receptores
trasmembranales con un dominio tirosina quinasa en su parte citoplasmatica. La parte
extracelular cuenta con dos regiones de abundantes cisteinas separadas por tres motivos ricos
en leucinas, seguidas de dos dominios del tipo inmunoglobulina C2. Son estos dominios
extracelulares los que los distingue de otras familias de receptores tirosina quinasa. Ademas, se
han encontrado formas truncadas de TrkB y TrkC que carecen de dominio tirosina quinasa
citoplasmatico (Shelton et al., 1995; Stoilov et al., 2002). Los receptores Trk cuentan con
afinidad especifica para cada neurotrofina, de tal manera que NGF se une especificamente a
TrkA (Dionisio Martin-Zanca et al., 1986a; Dionisio Martin-Zanca et al., 1986b), BDNF y NT-
4/5 se unen a TtkB (Huang & Reichardt, 2003; Leibrock et al., 1989; Patapoutian & Reichardt,
2001), y NT-3 a TrkC (Lamballe et al., 1991). La unién de homodimeros de neurotrofinas a
estos receptores provoca la dimerizacioén de éstos y, como consecuencia, una transfosforilaciéon
de los residuos de tirosina que se encuentran en el dominio citoplasmatico. Las tirosinas
fosforiladas actian como puntos de unién para intermediarios de cascadas sefializadoras
intracelulares, lo que hace que se activen tanto proteinas G (Ras, Rap-1 y la familia de las Cdc-

42-Rac-Rho), como vias reguladas por MAP quinasas, PI3-quinasa y fosfolipasa-C-y (PLC-y)

14
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(Huang & Reichardt, 2003). La sefializacion a través de estos receptores regula la supervivencia
y proliferacion celular, el crecimiento axonal y dendritico,
y la expresion y actividad de proteinas funcionales importantes como pueden ser canales

i6nicos y receptores de neurotransmisores.

TrkA TrkB TrkC p75"™
Motivos ricos I ! 1
en leucinas/ * * . _
. . . NGF @0 .
Cluster de - - - = Clusters ricos
cisteinas BDNF BDNF @@ “ proNGF en cisteina
" Nor @ 00 ([ N3 NT2@@ | g ProsoN
Dominios Ig o0 o0 .
[ 1) NT-3 @@
NT-4
Region
™ |
Dominio Dominio
Tirosina- de muerte
kinasa
| | |
Fig. | 3:

Los receptores de neurotrofinas y sus correspondientes ligandos

También, las neurotrofinas maduras se unen al receptor p75NTR, aunque con menor
afinidad que a los receptores TrkA, mientras que las formas inmaduras de éstas se unen
exclusivamente a p75NTR. Este receptor pertenece a la familia de los receptores del factor de
necrosis tumoral (TNF; fumour necrosis factor) y contiene, al igual que otros miembros de la super
familia de TNF, un dominio de muerte celular citoplasmatico que, en unién a ligando, activa

vias de apoptosis celular (Lin et al., 2015).

Tal vez, el aspecto mas fascinante de la sefializacién mediada por los receptores Trk sea
su interaccion con la sefalizaciéon promovida por el receptor de pan-neurotrofinas p75NTR. Se
ha visto que cuando se co-expresan p75NTR y TrkA, éstos interaccionan y que el NGF tiene
una mayor tendencia a unirse al heterodimero que cuando se encuentra presente de manera
individual el receptor TrkA (Hempstead et al., 1991). Estudios recientes sugieren que el receptor
p75NTR provocaria que la cara activa de TrkA estuviera expuesta incrementando la afinidad
del ligando por el receptor (Franco et al., 2019). Asi, p75NTR activa un conjunto de cascadas
de sefalizacion diferentes dentro de las células, que algunas veces son sinérgicos y otras

antagonicos a aquellas vias activadas por Trk.
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4.1 NGF

El factor de crecimiento nervioso o NGF —por sus siglas en inglés, Nerve Growth Factor—
es uno de los factores solubles que forman parte de la “sopa inflamatoria” que hemos nombrado
con anterioridad. Fue en los anos 50 cuando Rita Levi-Montalcini y Viktor Hamburger
identifican esta molécula gracias a los estudios desarrollados en ganglios raquideos de embriones
de pollo. A raiz de éstos, observan que, los ganglios cultivados en presencia de explantes de
sarcoma, generan proyecciones nerviosas (Levi-Montalcini & Hamburger, 1953).
Posteriormente, junto a Stanley Cohen, son capaces de aislar dicha molécula a la que denominan
NGF (Cohen et al., 1954). La implicacion de éste como factor de crecimiento imprescindible
en el desarrollo del sistema nervioso periférico de los vertebrados es ampliamente estudiado
durante los afios 90 (Crowley et al., 1994; Smeyne et al.,, 1994), ademas de su papel como

mediador nociceptivo en la edad adulta (Lewin & Mendell, 1993).

Las evidencias de la participacion de NGF en la nocicepciéon son numerosas. Por
ejemplo, la administracién repetida de anticuerpos contra NGF en ratas recién nacidas, durante
las cinco primeras semanas de vida, elimina la respuesta de las fibras Al] mecano-nociceptivas
(Ritter et al., 1991). Ademas, la implicacion del NGF en humanos también ha sido abordada
desde diferentes perspectivas. Asf, la inyeccion intradérmica de NGF en personas sanas genera
un dolor localizado acompanado de hiperalgesia debido a la activacion de las vias nociceptivas
(Petty et al., 1994). Por otro lado, mutaciones de pérdida de funcion en el gen que codifica para
el receptor de NGF —TrkA—, generan un sindrome llamado insensibilidad congénita al dolor
con anhidrosis (CIPA; Congenital Insensitivity to Pain with Anbidrosis), en el que los pacientes
carecen de sensibilidad a estimulos nociceptivos (Indo et al., 1996). Esta patologfa pertenece a
un grupo de trastornos neurolégicos periféricos denominado neuropatfas autonémicas y
sensitivas hereditarias (HSAN; Hereditary Sensory and Autonomic Nenropathies), en los que hay

descritos hasta 8 tipos (Cheng et al., 2014).

HSAN 1V es la ya mencionada CIPA. Los pacientes no solo presentan una pérdida
profunda de la sensibilidad dolorosa, sino que también padecen anhidrosis y retraso mental
(Rosemberg et al.,, 1994). A consecuencia de esa pérdida de sensibilidad tienen tendencia
autolesionarse y mutilarse. Por otro lado, la HSAN V es producida por la mutacién 661C>T en
el gen NGFB, que origina una pérdida de funcién por el cambio de aminoacido R221W en la

proteina NGF madura. La consecuencia de esta modificacién en individuos homocigoticos es
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un trastorno de insensibilidad al dolor pero sin alteraciones en la capacidad cognitiva, a
diferencia de lo que ocurre en el HSAN IV (Einarsdottir et al., 2004). Ademas, otras dos
mutaciones en la secuencia génica, V232fs y R121W, han sido identificadas en personas con
déficits nociceptivos. Sin embargo, presentan un fenotipo mas similar a la HSAN IV que ala V,

ya que padecen retraso mental, por lo que surgen dudas a la hora de clasificarlas (revisado en

Testa et al., 2021).

Finalmente, la farmacologia también ha demostrado la importancia del NGF en el dolor.
A principios de los 2000, Rinat Neuroscience, ahora parte de Pfizer, desarrolla un anticuerpo
contra el factor de crecimiento nervioso en el que se comprobé su efectividad analgésica en
pacientes de dolor crénico debido a osteoartrosis de rodilla (Lane et al., 2010). Sin embargo, la
rapida progresion de la osteoartrosis en determinados pacientes y la apariciéon de otros efectos
indeseables, han hecho que el farmaco no haya obtenido atun la aprobacién para comercializarse
(Birbara et al., 2018). Todos estos conocimientos evidencian la importancia del NGF en la
seflalizaciéon dolorosa y, por tanto, es esencial conocer los mecanismos relacionados con la

sefializacion de NGF en el dolor para encontrar futuras dianas terapéuticas.
4.2 BDNF

De las cuatro neurotrofinas, BDNF es el miembro mas predominante en el SNC, aunque
su funcién no es tanto promover la supervivencia neuronal sino regular la actividad sinaptica
de determinadas regiones, asi como mantener la morfologia neuronal (Li et al., 2012; Sasi et al.,
2017). Sin embargo, la produccion y secrecion de este factor no es exclusivo del linaje neuronal
en el sistema nervioso, sino que también la microglia es capaz de expresarlo (Trang et al., 2009).
En el suero de humanos, ademas, podemos encontrar grandes cantidades de BDNF producidas
por plaquetas y megacariocitos. Sin embargo, en ratones es practicamente indetectable (Chacén-
Fernandez et al,, 2016). Las alteraciones en la produccién y secrecion de BDNF a nivel
encefalico se han relacionado con problemas de memoria y plasticidad cerebral — ya que tiene
un papel fundamental en la potenciaciéon a largo plazo en el hipocampo (LTP; Long Term
Potentiation) (Korte et al., 1995). Asimismo, se ha visto que el BDNF podria estar también
involucrado en trastornos neurodegenerativos como en la enfermedad de Alzhéimer o en la de

Huntington (Gauthier et al., 2004) y en trastornos afectivos (Crowley et al., 1994).

Por otro lado, la sefializacion mediada por BDNF/TtkB se ha visto que juega un papel

critico en la sensibilizacién producida en respuesta a la inflamaciéon (Kerr et al., 1999; Mannion
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et al., 1999). La sensibilizacion de la via nociceptiva consiste en un incremento en la funcién de
las neuronas y de los circuitos de dicha via como consecuencia de una mayor excitabilidad y/o
una reduccion de los componentes inhibitorios (Latremoliere & Woolf, 2009). Esto resulta en
una hipersensibilidad a estimulos que no deberian ser nocivos —alodinia— o que a determinada
intensidad no deberfan ser dolorosos —hiperalgesia— Uno de los mecanismos responsables de
dicha sensibilizacién implica al NGF como iniciador, ya que en situaciones de dafio tisular se
produce un aumento de expresion y secrecion del mismo por parte de las células mediadoras de
la inflamacién. Esta neurotrofina, a través de la activacion de sus receptores en las células
sensoriales primarias, induce la sintesis de 7ovo de BDNF y, ademas, promueve su secrecion en
las sinapsis con las neuronas de segundo orden del asta dorsal de la médula espinal que resulta

en la activacion de los receptores TrkB (Cho et al., 1997; Lever et al., 2001; Michael et al., 1997).

Varios estudios realizados en explantes de DRGs y médula espinal han puesto en
evidencia el papel de BDNF en el dolor al bloquear su efecto con fragmentos trkB-IgG (Kerr
et al., 1999; Thompson et al., 1999). Del mismo modo, se ha visto que la inyeccion intratecal de
BDNF a nivel espinal en ratones, induce hiperalgesia térmica, mientras que la disminucién de
BDNF mediante oligonucleétidos anti-sentido administrados en la médula espinal produce
hiposensibilidad a estimulos térmicos (Groth & Aanonsen, 2002). Ademas, en animales en los
que se ha eliminado de manera tamoxifeno-dependiente exclusivamente en neuronas
sensoriales, que expresan el canal Nav1.8, se ha visto que hay una alteracion en la respuesta
nociceptiva frente a algunos estimulos térmicos e inflamatorios (Zhao et al., 2006). Todos estos
estudios demuestran, por tanto, un papel relevante del BDNF de las neuronas sensoriales como
mediador en el dolor inflamatorio. Sin embargo, existe un fenotipo dimorfico respecto a la
respuesta nociceptiva inducida por BDNF, aunque se le atribuye generalmente un papel en el

que interviene la microglia (Mapplebeck et al., 2016).

La proteina adaptadora ARMS/Kidins220

Hasta ahora, hemos visto que las neurotrofinas juegan un papel fundamental en el
correcto funcionamiento del sistema nervioso. Asi, la desregulacion de la activacion de las vias
mediadas por la sefializacién pertinente de los receptores Trk trae consigo un desequilibrio que
puede desembocar en patologias. Por tanto, esta via, como muchas otras, requiere de proteinas

adaptadoras para que, tras la unién de las neurotrofinas con sus receptores, se dé una correcta
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dimerizacién y fosforilacién de éstos dltimos, desencadenando la activacién de otras proteinas
aguas abajo. Una de estas proteinas identificadas en la sefializacién mediada por Trks es la
proteina ARMS/Kidins220 (Ankyrin-Repeat Rich Menmbrane Spanning/ kinase D-interacting substrate
220 KDa). Inicialmente este adaptador fue descrito como un sustrato de la proteina kinasa D
(Iglesias et al., 2000) y como una proteina que interaccionaba con p75NTR y Trk de manera
simultanea (Kong et al., 2001). ARMS es una proteina de 220KDa, con cuatro dominios
transmembranales, siendo el cuarto el que interacciona con el dominio transmembrana de TrkA
(Arévalo et al., 2004). Es capaz de formar, ademas, un complejo con este receptor y p75NTR
(Arévalo et al., 2004; Chang et al., 2004), siendo la interaccién con este ultimo producida entre
la cola C-terminal de ARMS, concretamente en el dominio de unién PDZ, y la regién
citoplasmatica de p75NTR. Este dominio de unién PDZ también interacciona con receptores
de efrinas (Chang et al., 2004; Kong et al., 2001). Tanto la cola C-terminal como la N-terminal
se orientan hacia el citosol, interaccionando con una plétora de proteinas gracias a los diferentes
dominios que posee. En concreto, la region N-terminal contiene once dominios de anquirina
que son reconocidos por la proteina Trio, un intercambiador de nucleétidos de guanina para las
GTPasas de la familia de Rho (Neubrand et al., 2010). En las regiones yuxtamembrana podemos
encontrar dos motivos Walker que forman un dominio P-bgp al que se le ha dotado de
propiedades de fosfatasa (Higgins et al., 1988). En la cola C-terminal encontramos una zona de
poli-prolinas a la cual se le una otra proteina adaptadora, CrkL, que se ha visto que es necesaria
para la activacion sostenida de la via de las MAPKSs (Mitogen-Activated Protein Kinase) (Arévalo et
al., 2006). También encontramos un motivo de unién SAM (Sterile Alpha Motif) que se ha visto
involucrado en interacciones tanto intra- como intermoleculares. Cuenta, ademads, con una zona
KIM (Kinesin-Light Chain Interacting Motif), que une el complejo motor de kinesina-1(Bracale et
al., 2007). Finalmente, se ha descrito que hay otros receptores, como los receptores de glutamato

y de VEGF, que también interaccionan con ARMS (Arévalo et al., 2010; Cesca et al., 2012).

Las aproximaciones para el analisis de la funcionalidad de ARMS 7x vivo se han realizado
mediante el estudio de animales transgénicos. Es importante recalcar que se han generado dos
lineas independientes de ratones knock-out para la proteina ARMS. El primer modelo descrito
fue obtenido por el grupo de Moses Chao en 2009 (Wu et al., 2009). Los ratones homocigotos
(ARMS') sufrian una letalidad embrionaria muy temprana, sin embargo, los heterocigotos
(ARMS'"), que presentan una reduccién del 30-40% de la proteina ARMS, llegan a término y
con un desarrollo del sistema nervioso normal. Sin embargo, cuando alcanzan la edad adulta su

arborizaciéon neuronal y capacidad sinaptica estd mermada, lo que constituye un buen modelo
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para estudiar los efectos de la disminucién de dicha proteina en el sistema nervioso. Tres afios
después, el grupo de Schiavo, obtuvo un raton knock-out de ARMS que, a pesar de estar en
homocigosis, no padece la letalidad embrionaria tan temprana del primer modelo, aunque los
embriones que llegan a los ultimos estadios si sufren una elevada muerte neuronal y fallos en la

respuesta a estimulos neurotréficos ( Cesca et al., 2011, 2012a).

N N
™

waAllh ™ TWB

C-ter
5 Pro
N-ter PD7
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Anquirinas Fig. | 4:
Esquema de ARMS/Kidins220
KIM con sus dominios correspondientes.

El modelo de heterocigotos ARMS™" ha permitido estudiar la contribucién de ARMS
en la potenciaciéon a largo plazo (LTP; Long Termn Potentiation). Se ha observado que, en
preparaciones de rodajas de hipocampo de estos ratones, existe una transmision basal sinaptica
incrementada a la que presentan los animales silvestres. Como ya hemos dicho, ARMS
interacciona con receptores de glutamato y, posiblemente, la ausencia de ARMS estaria
afectando a la subunidad A1 de los receptores de glutamato de tipo AMPA (GluAl), ya que se
describe que ARMS regula la fosforilacién y la localizacion de este receptor (Arévalo et al., 2010).
Ademas, también se ha visto una asociacion de ARMS con subunidades de los receptores
NMDA glutamatérgicos (Lopez-Menéndez et al, 2009), los cuales juegan un papel muy
importante también en la induccién de la LTP. Sin embargo, quedan preguntas sin resolver en
tanto en cuanto la implicacion especifica de ARMS en la LTP, aunque algunos estudios sugieren
que podtia estar actuando sobre la via BDNF/TtkB, la cual se sabe que tiene un papel muy
relevante en este fenémeno de potenciacion (Bolton et al.,, 2000). En estudios recientes en
nuestro laboratorio, hemos demostrado la implicacién de ARMS en la secrecion regulada frente
a diferentes estimulos (Lopez-Benito et al., 2016, 2018). En concreto, hemos descrito que, tanto
en cultivos primarios de neuronas de DRGs como en rodajas de ratones, una reducciéon en los
niveles de ARMS potencia la secrecién de BDNF en respuesta a NGF, NT-3 y NT-4/5 (Lépez-
Benito et al., 2018).

Finalmente son de gran relevancia estudios recientes en los que se describen que

mutaciones en la proteina ARMS pueden dar lugar a diferentes patologias del sistema nervioso,
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como en el sindrome de paraplejia espastica, trastornos intelectuales, nistagmo y obesidad
(SINO) (Lam et al, 2020). Ademas, ARMS podria estar involucrado en enfermedades
neurodegenerativas como es la corea de Huntington o la enfermedad de Alzheimer (Lopez-

Benito et al., 2018; Lopez-menéndez et al., 2013; Sebastian-Serrano et al., 2020).

Los receptores TRP

Uno de los retos mas importantes en el estudio de la patofisiologia del dolor fue la
identificacién de proteinas encargadas de detectar los estimulos dafinos, es decir, los
nociceptores. El descubrimiento del canal catiénico TRP en Drosophila como transductor en
los fotorreceptores de ésta (Minke, 1977), y la posterior identificacién de su homoélogo en
mamiferos (Wes et al., 1995; Zhu et al., 1995), abrieron la veda en el estudio de la funcionalidad
de esta familia de proteinas como receptores nociceptivos. La familia de estos receptores de
potencial transitorio o TRPs (#ransient receptor potencial) esta compuesta por un grupo de canales
i6nicos localizados en las membranas celulares, tanto en la plasmatica, como en la de diferentes
organulos. Participan en la homeostasis intracelular del calcio, aunque no es el Gnico catién al
que son permeables (Jardin et al., 2017). Consta de varios miembros que, en mamiferos, se
pueden dividir en seis subfamilias segun la homologia que existe entre ellos: canénica o clasica
(TRPC), vanilloide (TRPV1), anquirina (TRPA1), melastatina (TRPMS), policistina (TRPP), y
mucolipina (TRPML) (revisado en Moran, 2018).

Algunos de los miembros de estas familias, como TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4 y
TRPM3, tienen la capacidad de ser activados por altas temperaturas dependiendo del rango de
éstas. TRPVL, el primer elemento identificado de esta super familia, ha sido ampliamente
estudiado tanto estructural como funcionalmente. Consta de cuatro subunidades proteicas
idénticas formando un canal permeable a cationes (Cao et al., 2013), y de un bolsillo hidrofébico
citoplasmatico que es dominio de unién a diferentes compuestos vanilloides, capaces de
traspasar la barrera plasmatica, como la capsaicina o la anandamida. Esto provoca un cambio
conformacional en el canal, permitiendo la entrada de cationes al interior celular. Ademas,
TRPV1 puede activarse por cambios en la temperatura (>43°C) y pH. La actividad de este canal
polimodal puede verse incrementada por diversos mediadores inflamatorios como son la
bradiquinina, el ATP y el NGF. Por ejemplo, en el caso de este ultimo, se ha visto que la

activacion de TrkA por unién a NGF activa la via de las PI3K que a su vez activa a Src para
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fosforilar al TRPV1, que se encuentra localizado en vesiculas, en la tirosina Y200 promoviendo
su insercion en la membrana citosélica (Zhang et al., 2005). TrkA, ademas activa PLCy, que a
su vez activa PKCe, donde converge también la accion de las bradiquinas, para fosforilar
diferentes serinas del canal TRPV1 (Cesare et al., 1999). Estas fosforilaciones modularfan la
sensibilizaciéon de este canal, provocando un aumento de la actividad de éste en situaciones de

inflamacion, traduciéndose en hiperalgesia térmica (Amaya et al., 2004).

Fig. | 5:
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Otro canal capaz de detectar temperaturas elevadas es el canal quemo- y termorreceptor
TRPM3 que, al igual que TRPV1, se expresa en los ganglios raquideos y en el nervio trigémino
(Vriens et al,, 2011). Por otro lado, TRPMS es otro miembro de la familia, cuya activacion es
causada por temperaturas bajas y cuyo agonista clasico es el mentol y que se ha implicado en
neuropatfas que cursan con hipersensibilidad al frio (revisado en Almaraz et al., 2014). En
cuanto al canal TRPAI1l, se le han atribuido diferentes papeles en cuanto a la
mecanotransduccioén, nocicepcion mecanica y en la nocicepcion térmica aguda (revisado en
Viana, 2016). En esta ultima funcién encontramos resultados contradictorios. Clasicamente se
ha considerado que TRPA1 era un transductor de la sensibilidad al frio nocivo (Story et al.,
2003); sin embargo, en estudios posteriores en ratones knock-out de TRPA1 se ha observado
que este modelo animal tiene menos algesia al calor nocivo (Hoffmann et al., 2013). Ademas,
los ensayos mas recientes en animales triples KO Trpo?” Trpm3” Trpal’” demostraron que la
funcién de esos tres canales es redundante y que los tres participan de forma conjunta en la
sensibilidad al calor (Vandewauw et al., 2018). A pesar de esa dicotomia en cuanto a la
temperatura por la que se activa el canal TRPA1, si que se han definido diferentes ligandos y
estimulos que lo activan. Entre ellos encontramos diferentes sustancias irritantes naturales como
son el alil isotiocianato (AITC), que se encuentra en el aceite de mostaza y en el wasabi, la

alicina del ajo y compuestos electréfilos industriales. Ademas, TRPA1 también es un sensor de
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seflales de estrés oxidativo celular e inflamacién, jugando un papel importante en la respuesta a

dafo tisular (revisado en Viana, 2010).

Por tanto, los canales TRP juegan un papel fundamental en la nocicepcion frente a
diferentes estimulos. Ademads, muchos de ellos estin siendo estudiados como posibles
mecanismos de apariciéon de dolor crénico y/o neuropatico, convirtiéndose en potenciales

dianas terapéuticas frente al dolor patolégico (Hung & Tan, 2018).
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Fig. | 6:

Rangos de activacién por temperatura de algunos de los principales canales TRP.
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Hipétesis y objetivos

El dolor es un mecanismo fisiol6gico que actia como alarma para protegernos de un
dafo en nuestro organismo. Sin embargo, cuando el dolor se alarga mas alla de la lesion, ya sea
potencial o real, pierde esa caracteristica protectora en el individuo convirtiéndose en una
patologia. Esto es perjudicial tanto para la persona como para la sociedad en la que vive, ya que
el deterioro emocional y las consecuencias econdmicas y sociales derivadas del dolor crénico
son muy importantes. Hoy en dfa se conocen un gran numero de receptores, sustancias
endoégenas secretables (ATP, bradiquina, serotonina, NGF, etc) y ligandos externos, que son
capaces de activar las vias nociceptivas. Sin embargo, los mecanismos subyacentes de
modulacién son, en muchos casos, una incégnita. Es esencial conocer los procesos que regulan
el dolor y la nocicepcion para identificar dianas terapéuticas. De esta forma, se podran obtener
farmacos mas eficaces y/o con menos efectos secundarios que los que actualmente se utilizan

en clinica.

La relevancia de la via NGF/TtrkA, como una via clave en la iniciacion del dolor, se ha
puesto de manifiesto en distintos estudios. Ejemplos relevantes de esto son la induccion de
hiperalgesia por inyeccién intradérmica de NGF en humanos (Pincelli et al., 1997) o los datos
obtenidos de analisis genéticos de pacientes con HSAN IV y V, que han identificado mutaciones
en TRKA y NGF como responsables de la insensibilidad al dolor que caracteriza estos
sindromes (Bickel et al., 2002; Einarsdottir et al., 2004; Low et al., 1978). Ademas, el modelo de
ratén TrkAP782S, donde se ha mutado el gen #7%.A para originar un cambio de aminoacido en
la proteina, tiene como consecuencia una hiperactivacion del receptor TrkA, que se traduce en
hipersensiblidad al dolor térmico e inflamatorio (Yu et al., 2011, 2014). Ademas, otro modelo
de ratén con una mutaciéon que altera la ubiquitinacién del receptor y, por tanto, su
internalizacion, también muestra un fenotipo similar (Kiris et al., 2014). De este modo, NGF es
una de las potenciales dianas para el tratamiento del dolor y contra el que ya se han generado
anticuerpos monoclonales como terapia analgésica. En los ensayos clinicos llevados a cabo, se
ha observado una disminucion del dolor en pacientes con osteoartrosis de rodilla tratados con
estos anticuerpos (Lane et al., 2010), aunque todavia no han sido aprobados debido a la aparicién
de efectos secundarios. Si bien es cierto que los mecanismos promovidos por la sefializacion
mediada por TrkA en la supervivencia y diferenciacién neuronal han sido ampliamente
analizados, poco se conoce sobre aquellos implicados en la nocicepcion. Por ejemplo, el papel

de ARMS/Kidins220 como proteina adaptadora fundamental para la correcta sefializacién de
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los receptores Trk en el desarrollo dendritico y plasticidad cerebral esta bien establecido (Chen
et al., 2012; Neubrand et al., 2012). Sin embargo, todavia no existen estudios sobre la posible
implicacién de ARMS en el dolor por lo que creimos que serfa interesante estudiar esta proteina
dentro del contexto de la nocicepcion. Asi, nos planteamos dos objetivos fundamentales en este
trabajo de Tesis doctoral:
1) Estudiar el posible papel de la proteina ARMS/Kidins220 en la nocicepcion
mediada por el eje NGF/TtrkA mediante la generacién de un ratén knock-down
(ARMS KD) para ARMS/Kidins220, exclusivamente en neuronas que exptresan
el receptor TrkA.
1i) Identificar los mecanismos en los que ARMS esta implicado en la nocicepcion

mediada por las células que expresan TrkA.

A lo largo de la realizacion de esta tesis surgieron dos observaciones clave que fueron
muy importantes para poder ayudar a ampliar nuestra hipétesis y objetivos. El primero fue un
trabajo realizado por nuestro laboratorio donde describimos que la reduccién de la proteina
ARMS favorece la secrecion regulada de BNDF mediada por neurotrofinas (Lépez-Benito,
2018). El segundo, fue la observacién de la interaccion de ARMS con el canal TRPV1, que es
clave en la nocicepciéon mediada por calor e inflamacién, tanto en nuestro laboratorio como en
el trabajo publicado por Peter y colaboradores (Peter, 2017) Todo esto hizo que nos
propusiéramos otros dos nuevos objetivos:

1if) Analizar, mediante una aproximacion genética, el posible papel de BDNF en el

fenotipo observado en el animal ARMS KD.

1v) Establecer la conexién entre ARMS y TRPV1 en la nocicepcion.
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ARMS /Kidins220:

BDNEF:

CIPA:

DRG:
GFP:
HEK293:

HSAN:

TIASP:

KO:
SNP:
SNC:
LTP:
NGF:
NT-3:

NT-4/5:

shRNA:

SINO:

TNPF:

Abreviaciones

Ankyrin Repeat-Rich Membrane-Spanning Protein / Kinase D-
Interacting Swubstrate of 220 KDa.

Brain-Derived ~ Nerotrophic  Factor. ESP: Factor neurotréfico
derivado del cerebro

Congenital Insensitivity to Pain with Anbidrosis. ESP: Insensibilidad
congénita al dolor con anhidrosis.

Dorsal Root Ganglion. ESP: ganglio raquideo.
Green Fluorescent Protezn. ESP: Proteina verde fluorescente.
Human Embryonic Kidney cells 293.

Hereditary Sensory and Autonomic Neuropathy. ESP: Neuropatia
sensitiva autonémica hereditaria.

International Association for the Study of Pain. BESP: Asociacion
internacional para el estudio del dolor.

Knock-Down.

Knock-Out.

Sistema nervioso periférico.

Sistema nervioso central.

Long Term Potentiation. ESP: Potenciacion a largo plazo.
Nerve Growth Factor. ESP: Factor de crecimiento nervioso.
Neurotrofina 3.

Neurotrofina 4/5.

pares de bases.

short  hairpin - RiboNucleic  Acid. ESP: acido ribonucleico en
horquilla.

Spastic  Paraplegia, Intellectual = disability, Nystagmus and Obesity
syndrome.  ESP: Sindrome de paraplejia espastica, discapacidad

intelectual, nistagmo y obesidad.

Tumonr Necrosis Factor. ESP: Factor necrosis tumoral.

115



Papel de ARMS/Kidins220 en la generacién y modulacién del dolor

116

TRPA1:

TRPM3:

TRPMS:

Trk:

TRPV1:

Transient Receptor Potential Ankyrin 1. ESP: Receptor de potencial
transitorio anquirina 1.

Transient Receptor Potential Melastatin 3. ESP: Receptor de potencial
transitorio melastatina 3.

Transient Receptor Potential Melastatin 8. ESP: Receptor de potencial
transitorio melastatina 8.

Tropomyosin receptor kinase.

Transient Receptor Potential 1 anillozd 1. ESP: Receptor de potencial
transitorio vanilloide 1.
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