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AINE: Antiinflamatorio no esteroideo.

AMPA: a-amino -3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-acido propionico.
AMPAr: Receptor de a-amino -3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-acido propiénico.
AMPc: Adenosin-monofosfato ciclico.

ATP: Adenosin-trifosfato.

ASIC: Familia de receptores sensibles a acidos.

BDNF: Factor neurotrofico derivado del cerebro.

CCA: Cortex cingular anterior.

CGRP: Proteina relacionada con el gen de la calcitonina.
CIE: Sistema de clasificacion internacional de enfermedades.
CSF1: Factor estimulante de colonias 1.

EPSP: Potencial excitatorio postsinaptico.

GABA: Acido y-amino-butirico.

GABAr: Receptor de acido y-amino-butirico.

GlyR: Receptor de glicina.

GlyRa3: Receptor a-3 de glicina.

GTP: Guanosin trifosfato.

HCN: Canales con compuerta de nucleétidos.

HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

HSP: Proteina del shock térmico.

HT: Hidroxi-triptamina, serotonina.

IL: Interleuquina.

IRMf: Imagen de resonancia magnética funcional.

KCC2: Co-transportador de potasio y cloro.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

MAPK: Protein-kinasa activada por mitdgenos.
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NA: Noradrenalina.
Nav: Canal de sonio dependiente de voltaje.

NeuPSIG: Grupo de interés especial sobre dolor neuropatico de la asociacion

internacional para el estudio del dolor.

NGF: Factor de crecimiento nervioso.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

NMDAr: Receptor de N-metil-D-aspartato.

PGE: Prostaglandina E.

PI3K: Fosfoinositol 3 kinasa.

PKA: Proteinkinasa A.

PKC: Proteinkinasa C.

PKC®: Proteinkinasa C tipo delta.

PKMC: Proteinkinasa C tipo Z.

PLC: Fosfolipasa C.
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TET: Tracto espino-talamico.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TrK: Tirosin-Kinasa.

TrKA: Tirosin-kinasa A.

TRP: Receptor de potencial transitorio

TRPV1: Receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1.
VIP: Péptido intestinal vasoactivo.

WDR: Neuronas de rango dindmico amplio.
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Justificacion y objetivos

“‘El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada con una lesion tisular real o potencial, o descrita como la ocasionada
por dicha lesion” (IASP 1986). El dolor, en condiciones fisiolégicas, alerta al
organismo de la presencia de una lesion tisular o enfermedad, es proporcional
al estimulo desencadenante, y provoca respuestas orientadas a la defensa del
organismo. En condiciones normales, el dolor desaparece tras la curacion de la
lesion que lo provocd. Sin embargo, en algunos individuos, y en determinadas
situaciones de dafio neural o inflamacion, el dolor puede persistir mucho tiempo
después de la curacion de la lesion, debido al establecimiento de fendmenos
de plasticidad patologica en el sistema nervioso. El dolor crénico carece de
funcioén biologico-defensiva y es considerado por la Organizacion Mundial de la
Salud como una enfermedad en si mismo. La Sociedad Espafiola del Dolor
refiere que el 20% de la poblacion espafiola padece dolor crénico, con un
tiempo medio de evolucion del dolor es de seis afios y medio. La elevada
prevalencia del dolor crénico entre la poblacién, su gran impacto en términos
humanos, y la escasa eficacia de los tratamientos analgésicos disponibles
convierten al dolor crénico en un problema socio-sanitario de primera magnitud

gue consume, entre costes directos e indirectos, casi el 3 % del PIB Europeo.

El dolor neuropatico es un tipo de dolor crénico, causado por la lesion o
enfermedad del sistema nervioso somatosensorial. Algunos individuos, tras la
curacion de una lesion nerviosa, desarrollan un cuadro de dolor persistente
caracterizado por respuestas exageradas a los estimulos dolorosos
(hiperalgesia), dolor en respuesta a estimulos inocuos (alodinia) y dolor
espontaneo, que se mantienen durante meses e incluso afios. Es altamente
refractario a la terapia con analgésicos convencionales, particularmente en sus
fases evolucionadas. Son causa frecuente de dolor neuropético la neuropatia
secundaria a la isquemia crénica de las extremidades inferiores, el miembro
fantasma tras la amputacibn de un miembro, los procesos tumorales, la
neuropatia diabética, la neuralgia postherpética, el sindrome de dolor regional

complejo, la fibromialgia, etc.

El dolor neuropatico puede ser dificil de diagnosticar precozmente ya
que carece de signos Yy sintomas patognomonicos. Su diagnéstico,

generalmente cuando ya esta plenamente establecido, se basa exclusivamente
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en la exploracion fisica y la anamnesis, que entrafian un importante
componente de subjetividad, tanto por parte del paciente como del médico. A
pesar del interés evidente, en la actualidad carecemos de pruebas diagnésticas
y biomarcadores accesibles que ayuden a un diagnéstico eficiente y objetivo

del dolor neuropético.

El abordaje farmacologico del dolor cronico se lleva a cabo
fundamentalmente con cinco grupos de farmacos: paracetamol y
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), antidepresivos, antiepilépticos,
anestésicos locales y opioides. Los farmacos disponibles en la actualidad no
son eficaces en todos los pacientes, no tienen capacidad para modificar el
curso evolutivo del dolor, y carecen de propiedades preventivas/curativas. La
complejidad que entrafa identificar las dianas mas apropiadas sobre las que
sustentar nuevos abordajes etioldgicos para el tratamiento del dolor crénico ha
condicionado que el progreso en el desarrollo de nuevos farmacos no haya
dado los frutos deseados. Es por todo ello que el disefio de terapias dirigidas a
la prevencién/curacion/alivio del dolor crénico constituye un reto cientifico

prioritario.

Los miRNAs son RNAs cortos, monocatenarios, no codificantes, con
funcion inhibidora post-trascripcional de la expresion de sus genes diana. La
unién del miRNA, basada en la complementariedad de secuencias, a la region
3" no traducida (3°'UTR) del RNA mensajero da lugar a su degradacion o a la
inhibicion de la traduccion. Mediante este mecanismo, cada miRNA controla
cientos de genes implicados en gran variedad de procesos celulares y vias de
sefalizacion, lo que los convierte elementos reguladores clave de la expresion
génica. En los ultimos afios se ha producido una explosién de actividad
investigadora dirigida a desvelar el papel de miRNAs especificos en la biologia
del desarrollo, fisiologia y fisiopatologia de 6rganos y sistemas. El reciente
descubrimiento de perfiles especificos de expresion aberrante de miRNAs en
modelos experimentales y patologias del humano ha impulsado el desarrollo
acelerado de aproximaciones terapéuticas dirigidas a normalizar la expresiéon
de miRNAs, mediante oligonucleotidos sintéticos (miR-mimics), en caso de

expresion reducida, o anti-miRNAs en caso de sobre-expresion.
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Un numero creciente de trabajos ha desvelado la contribucion de
diversos miRNAs al desarrollo y mantenimiento del dolor neuropético en
modelos experimentales. Nuestro grupo demostré un papel relevante para miR-
30c-5p en el desarrollo de alodinia tras la lesion del nervio ciatico, asi como su
potencial como biomarcador y diana terapéutica en el animal de
experimentacion. Mediante secuenciacion masiva se puso en evidencia un
grupo discreto de miRNAs desregulados en el asta dorsal de la médula espinal
tras la lesion del nervio ciatico. Entre los miRNAs mas desregulados, miR-30c-
5p aparecia intensamente sobre-expresado en condiciones de dolor
neuropatico respecto a los ratones con nocicepcion reducida. Los resultados
preliminares en ratas mostraron la utilidad de silenciar precozmente miR-30c en
el sistema nervioso para retrasar el desarrollo de hiperalgesia y alodinia, al

menos en el corto plazo tras la lesién del nervio ciatico.

Continuando con este proyecto, en la presente Tesis Doctoral nos

planteamos como objetivos generales aspectos tan relevantes como:

(i) Establecer la capacidad de una terapia precoz, dirigida a neutralizar
miR-30c en el sistema nervioso central, para prevenir el desarrollo de dolor
neuropatico durante un periodo prolongado de seguimiento tras la lesion del

nervio ciatico en ratas.

(i) Determinar el potencial valor curativo del antagonista especifico de
miR-30c administrado una vez que el dolor neuropatico ya esta completamente
establecido y valorar la persistencia del efecto antialodinico a lo largo de un
periodo prolongado de seguimiento.

(i) Determinar la relevancia clinica de los hallazgos obtenidos en el
animal de experimentacién en un grupo de pacientes con dolor neuropatico

secundario a isquemia severa de las extremidades inferiores.

(iv) Establecer el valor de los niveles circulantes de miR-30c en liquido
cefalorraquideo y/o plasma como biomarcadores accesibles a pie de cama,
para discriminar con sensibilidad y especificidad a aquellos individuos que

padecen dolor neuropético de los que estan libres de dolor.
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1. EL DOLOR

Segun la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (International
Association for the Study of Pain, IASP) el dolor es una “experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada con una lesion tisular real o potencial, o
descrita como la ocasionada por dicha lesion”. El dolor, en condiciones
fisiologicas, es una sensacion desagradable que alerta al cuerpo de la
presencia de dafio tisular o enfermedad. La sensacion dolorosa fisiologica, o
dolor nociceptivo, es proporcional a la intensidad del estimulo y desencadena
respuestas protectoras dirigidas a la defensa del organismo. Normalmente, el
dolor desaparece tras la curacion de la lesion que lo provocd. Sin embargo, en
algunos individuos, y en determinadas situaciones de dafio neural o
inflamacion, el dolor puede persistir mucho tiempo después de la curacion de la
lesion, debido al establecimiento de fendmenos de plasticidad patoldgica en el

sistema nervioso (Basbaum y cols., 2009).

1.1. Fisiologia del sistema nociceptivo

El impulso doloroso nace a nivel del sistema nervioso periférico donde
se sitUa la primera neurona o neurona de primer orden de la via del dolor. El
soma de esta neurona seudounipolar se localiza en los ganglios raquideos de
las raices dorsales. Su prolongacién axoénica periférica, o nociceptor, forma
parte del nervio periférico que recoge la sensibilidad nociceptiva. Su
prolongacion central transmite la sefial a la segunda neurona de la via del
dolor. La segunda neurona, o neurona de segundo orden, se localiza en la raiz
dorsal de la médula espinal y su proyeccion axénica, tras decusarse, asciende
por los cordones laterales de la médula y transmiten el impulso nervioso a
centros supramedulares. La principal via de proyeccion ascendente es el tracto
espino-talamico, que conecta con la neurona de tercer orden de la via
nociceptiva localizada en el tAlamo. También hay vias indirectas que, partiendo
de la neurona de segundo orden, conectan con nucleos del tronco cerebral y
mesencéfalo, como el tracto espino-reticular, el tracto espino-mesencefalico y
el tracto espino-hipotalamico (Almeida y cols., 2004). La neurona de tercer
orden tiene su soma en el tAlamo y es la encargada de enviar la informacion a
distintas areas cerebrales que integran la sefial dolorosa. Ademas de estas
vias aferentes, hay un circuito nervioso eferente descendente que parte de
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distintas areas del encéfalo, sinapta en la sustancia gris periacueductal del
mesencéfalo, de la que parten conexiones a la region reticular ventrobulbar, y
de ésta parte una via descendente por el cordon dorso-lateral al asta posterior
de la médula espinal donde modula la sefial dolorosa aferente (Dinakar y
Stillman, 2016).

1.1.1. La neurona de primer orden.

Sus somas se encuentran en los ganglios sensitivos raquideos o en los
de los pares craneales. Sus prolongaciones periféricas forman los receptores
del dolor, sus proyecciones centrales conducen los estimulos nerviosos
aferentes a través de las raices sensitivas espinales o craneales y alcanzan el
asta dorsal de la médula espinal o el nacleo sensitivo del trigémino, donde

establecen sinapsis con las neuronas de segundo orden.

Los nociceptores son las terminaciones libres de las prolongaciones
axonicas periféricas mielinicas A-6 y amielinicas C de las neuronas sensitivas
primarias. Recogen la actividad lesiva, transformando el estimulo doloroso en
un impulso nervioso. Responden a cambios de presion (mecanorreceptores),
qguimicos (quimiorreceptores) o térmicos (termorreceptores) de alta intensidad
(Raja y cols., 1998; Basbaum y cols., 2000). De acuerdo a su localizacion los

nociceptores se clasifican en:

a) Cutaneos: A nivel cutaneo, las fibras A-6 suelen corresponderse con
mecanoreceptores de alto umbral de activacion. Se localizan en las capas
superficiales de la dermis y epidermis; responden exclusivamente a estimulos
mecénicos (pinchazos, pellizcos) de gran intensidad. Estan conectados con
fibras mielinizadas finas A-0 que conducen a velocidad de 5-30 m/s.
Generalmente transmiten el dolor de tipo punzante. Los receptores polimodales
dependen de fibras amielinicas C que conducen a una velocidad menor (1,5
m/s) y responden a diferentes estimulos (mecanicos, quimicos y térmicos). Son

los mas numerosos. Generalmente transmiten el dolor de tipo quemante.

b) Musculares-articulares: Situados entre las fibras musculares, en las
paredes de los vasos y los tendones. Responden a estimulos como traccion,
presion, quimicos, calor, isquemia y contraccion muscular. En el musculo, los

nociceptores A-d son mecanorreceptores de alto umbral y polimodales. Los de
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tipo C suelen actuar como receptores polimodales. En las articulaciones
también existen estos dos tipos de nociceptores y se sitlan en la capsula
articular, ligamentos, periostio y grasa, pero no en el cartilago.

c) Viscerales: Forman parte de las aferencias de los nervios simpaticos.
Responden a estimulos mecéanicos, como la distension y traccidn, y quimicos,
como en la inflamacion de las visceras. El dolor visceral suele presentarse con
una pobre localizacion y discriminacién, y se acompafia con frecuencia de
reflejos vegetativos y somaticos. Suele asociar dolor referido en otras
estructuras somaticas, principalmente en la piel, debido a la convergencia de
aferencias viscerales y musculocutaneas sobre una misma neurona espinal. En
ocasiones la convergencia puede deberse a que una misma neurona espinal

presenta ramificaciones viscerales y cutaneas.

En cualquier localizacion (piel, articulaciones o visceras) existen
receptores silentes que no responden a ningun estimulo en condiciones
normales, pero en presencia de inflamacion se vuelven sensibles a estimulos

mecanicos (Schmidt y cols 1995).

Las fibras nerviosas se dividen en tres tipos A, By C, de mas gruesas y
mas mielinizadas a menor mielinizacién y grosor (Tablal). Cuanto mayor
grosor y mielinizacién, mayor es la velocidad de conduccién. A su vez, las
fibras A se subdividen siguiendo el mismo criterio de grosor y mielinizacion en
Aa, AB, Ay y Ad. Las fibras encargadas de la transmision del impulso
nociceptivo son las Ad (para el dolor rapido y bien localizado) y las C (para el

dolor lento, sordo y de localizacién mas difusa).

Tabla 1: Tipos de fibras nerviosas. Didmetro, velocidad de conduccién e inervacion.

Tipo Grosor | Vel cond. Inervacion
(Hm) (m/s)
Aa 15 100 Motora extrafusal.
AB 8 50 Tacto-presion.
Ay 6 20 Motora intrafusal
Ad <3 15 Mecano, termo y nociceptoras.
B 3 7 Simpatico preganglionar
c 1 1 Mecano, termo y nociceptoras.
Simpatico postganglionar
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1.1.2. La neurona de segundo orden.

La proyeccién central de la neurona nociceptiva de primer orden penetra
en la médula por la raiz posterior a través del surco postero-lateral. Establece
sinapsis con la neurona de segundo orden o neurona de proyeccion, cuyo
soma esta situado en la sustancia gris del asta posterior de la médula, y
transmite el impulso a centros superiores. La disposicion de estas sinapsis en
la médula se conoce (Figura 1) y estd recogida en la revision de Basbaum y
cols. (2009). En general, las aferencias nociceptivas sinaptan con neuronas de
las laminas | (neuronas marginales o nociceptivas especificas), Il (sustancia
gelatinosa) y V (neuronas de rango dinamico amplio [WDR]). Las fibras Ad
cutaneas terminan fundamentalmente en las laminas | y V, y las fibras Tipo C
terminan en las laminas Il y V. Las fibras procedentes de los nociceptores
musculares y articulares sinaptan en las laminas | y V y los nociceptores

viscerales de tipo C, en las laminas |, V, y X.

En la ldmina V se reciben impulsos de neuronas nociceptoras Ad y no
nociceptoras AB y de neuronas nociceptoras C. Es decir, en esta localizacion
hay neuronas que reciben aferencias tanto nociceptivas como no nociceptivas.
Estas neuronas se conocen como neuronas de amplio rango dinamico y son
las responsables del dolor referido como por ejemplo el dolor anginoso referido

al brazo izquierdo.

En la sustancia gelatinosa (lamina Il) hay interneuronas inhibitorias que
sinaptan con aferencias nociceptivas y no nociceptivas por un lado y, por otro,
con neuronas de segundo orden de la lamina I. Se estimulan por el tacto y se

inhiben por estimulos de alta intensidad.

En la parte mas ventral de la ladmina Il se sitian interneuronas
excitatorias que expresan la forma delta de la proteinkinasa C (PKCd) y reciben
aferencias de fibras no nociceptivas. Estas neuronas estan implicadas en la
persistencia del dolor y explican en parte el mecanismo de la alodinia

(Neumann y cols, 2008).
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Figura 1. Conexiones de las fibras nociceptoras en el asta posterior. Tomado de
Basbaum 2009.

La transmisién del estimulo doloroso desde los nociceptores periféricos
a las neuronas del asta dorsal de la médula se realiza mediante
neurotransmisores liberados por las terminaciones centrales de los
nociceptores. Estos neurotransmisores son de dos tipos: aminoacidos y
neuropéptidos. El principal aminoacido excitador de las fibras sensoriales
aferentes a nivel de la médula, tanto para las neuronas nociceptoras como para
las no nociceptoras, es el glutamato. En condiciones normales, la liberacion de
glutamato en la sinapsis estimula receptores ionotrépicos de tipo AMPA (acido
alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico), permeables a Na"; la

apertura de este canal es la responsable del potencial excitatorio postsinaptico.

Los neuropéptidos mejor estudiados son la sustancia P y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), que Inician potenciales
sinapticos mas lentos en las neuronas del asta dorsal. El glutamato y los
neuropéptidos se liberan conjuntamente, pero su efecto es diferente sobre las
neuronas post-sinapticas; los neuropéptidos amplifican y prolongan el efecto
del glutamato. El glutamato es re captado rapidamente por las terminaciones

nerviosas y células gliales por lo que su radio de accién se limita a la sinapsis
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en la cual se libera. Los neuropéptidos no son re captados, si no que difunden y
ejercen efecto a distancia. Ello, unido a un incremento en la tasa de liberacién
de neuropéptidos, conduce al aumento de la excitabilidad del asta dorsal de la

meédula y a la localizacion difusa del dolor en muchas situaciones clinicas.

La primera neurona no solo libera neurotransmisores a nivel de la
sinapsis en la médula, sino que los nociceptores en respuesta a su activacion,
liberan a nivel periférico sustancias que estan implicadas en el proceso de
inflamacion neurogénica. Las mejor estudiadas son el péptido relacionado con
el gen de la calcitonina (CGRP) y la sustancia P, que inducen vasodilatacion,
extravasacion de proteinas e inflamacion, e influyen en la propia activacion del

nociceptor (Basbaum y cols., 2009).
1.1.3. Las vias ascendentes espinales del dolor.

Las vias de proyeccion ascendente estan formadas por los axones de
las segundas neuronas. Conducen el impulso nervioso nociceptivo ascendente
por la médula para sinaptar con los nacleos encefélicos encargados de la
percepcion e integracion de la sefial dolorosa. Aunque su funcion principal es la
conduccion del estimulo doloroso, simultaneamente participa en la modulacién

eferente del dolor.
a. Tracto espinotalamico (TET).

Comunica la médula espinal con el talamo, donde se encuentra la
tercera neurona de la via. EI TET contiene axones procedentes de los
siguientes tipos de neuronas: 75% neuronas nociceptivas de amplio rango
dinamico de la lamina V, 25% neuronas nociceptivas especificas de la lamina |,
y escasas neuronas no nociceptivas AB y Ad. Cuantitativamente es la via mas
importante (Cheunsuang y Morris 2000). Se trata de una via cruzada, de modo
que la interrupcion quirdrgica del haz de un lado de la médula disminuye de
forma considerable las sensaciones dolorosas de la mitad contralateral del
cuerpo, mientras que su estimulacion eléctrica provoca una sensacion
dolorosa. Ya en el tdlamo, el TET contacta con los nucleos ventral
posterolateral (VPL) ventral posteromedial (VPM), central lateral (CL), ventral

posterior inferior (VPI). A su vez, las neuronas de estos nucleos proyectan sus
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axones sobre el cortex somatosensorial primario, insula, corteza prefrontal,

amigdala, corteza cingulada anterior, etc.
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Figura 2. Recorrido del impulso nervioso doloroso desde su entrada en la
médula a la corteza sensorial, siguiendo el tracto espino-taldmico. Cortes a nivel
medular (1), bulbar (2) y cerebral (3) Tomado de Bear 2001.

El TET también est& conectado directa e indirectamente con la insula. La
via indirecta pasa por el cortex parietal posterior, un cortex asociativo
multimodal (auditivo, visual y somatosensorial) que permite al cerebro elaborar
una representacion sensorial que incluye todos los elementos sensoriales de
entrada en un momento dado, ademas de elementos procedentes de la
memoria, que permite al individuo evaluar la amenaza real que constituye la
fuente origen de la sensacion dolorosa. Esta representacion global se comparte

con el cértex asociativo multimodal frontal, encargado de definir las prioridades
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y elaborar una estrategia para hacer frente a la situacién, teniendo en cuenta el
contexto general y la experiencia pasada. En paralelo, el cértex de la insula,
que proyecta sobre la amigdala y el hipotdlamo, modula el componente
emocional subcortical. La insula y el cortex parietal posterior estimulan a su vez
el CCA, una estructura que forma parte de la red emocional y motivacional del
cerebro, relacionado con el sistema limbico. Podria tener una funcion de
integracion, estableciendo un valor emocional que permitiria definir las
prioridades de accion, completando la accion del cortex multimodal frontal, lo
que capacita al individuo a definir si debe afrontar la situacion que genero el
dolor o bien huir, segun las circunstancias.

Asociadas al TET discurren fibras que conectan con el tronco del
encéfalo, el mesencéfalo, la formacion reticular, y la sustancia gris

periacueductal.
b. Tracto Espinorreticular.

Esta formado sobre todo por axones de neuronas nociceptivas y
neuronas WDR y por muy pocos axones de neuronas sensoriales no
nociceptivas. Participan en los mecanismos de integracién del componente
afectivo del dolor, las respuestas conductuales y vegetativas, y tiene especial
relevancia en la modulacién del dolor ya que sinapta con estructuras del tronco

gue envian estimulos inhibitorios descendentes (Ossipov 2012).
c. Tracto Espinomesencefélico.

Se origina sobre todo de neuronas de las laminas I, Il, IV, V y VI, pero
también de la VIl y X y comprende neuronas sensoriales de todo tipo, WDR,
nociceptivas especificas y no nociceptivas. Proyecta a dos niveles, uno de ellos
en laminas profundas del coliculo superior activa mecanismos inhibitorios. El
otro, formado por neuronas WDR y nociceptoras especificamente sinapta a
nivel de la sustancia gris periacueductal produciendo respuestas de aversion,
cardiovasculares y afectivas y activando vias inhibitorias descendentes sobre el

asta dorsal.
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d. Tracto Espinohipotalamico.

Se origina en las laminas I, V y X a partir de neuronas WDR,
nociceptoras y no nociceptoras. Los estimulos no nociceptivos se transmiten
directamente por medio del tracto trigémino-hipotalamico, mientras que los
nociceptivos lo hacen tanto por este tracto, como por el reticulo-hipotalamico.
Contribuye a la respuesta autonoma neuroendocrina, la respuesta de alerta y la

afectiva.
1.1.4. Vias descendentes moduladoras.

En su trayecto hacia estructuras supraespinales, las vias ascendentes
que conducen la sensibilidad nociceptiva, en conjuncion con sefiales
procedentes de corteza, tdlamo, amigdala, etc. pueden activar una serie de
sistemas descendentes que controlan las aferencias nociceptivas a nivel de la
médula espinal, modulando el ascenso de nuevas sefales (Figura 3). Los
elementos mejor estudiados de estos sistemas descendentes son la sustancia
gris periacueductal, la formacion reticular ventrobulbar y el nicleo magno del
rafe. Sus proyecciones descendentes alcanzan el asta posterior de la médula
espinal donde ejercen un control inhibitorio, aunque recientes estudios han
identificado sistemas descendentes que facilitan la transmision del dolor
(Frangois y cols., 2017).

Los neurotransmisores implicados son noradrenalina, serotonina,
opioides, cannabinoides y GABA. El sistema descendente tiene tres
componentes mayores, interrelacionados funcionalmente: el sistema opioide, el
sistema noradrenérgico y el sistema serotoninérgico. El sistema opioide esta
presente en la amigdala, el hipotdlamo, la sustancia gris periacueductal, el
nacleo rafe magno y el asta posterior de la médula. Las neuronas
noradrenérgicas proyectan desde el locus coeruleus y otras células
noradrenérgicas hasta el asta posterior, a través del cordon dorsolateral. La
estimulacién de estas areas produce analgesia. En el sistema serotoninérgico,
las neuronas del rafe contienen serotonina y envian sus proyecciones a la
médula por el cordén dorsolateral; el bloqueo farmacolégico o la lesién del rafe
magnus puede reducir los efectos de la morfina y la administracion de

serotonina en la médula produce analgesia (Serrano-Atero y cols. 2002).
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a. Sustancia gris periacueductal (SPG).

La SGP es una zona muy rica en péptidos opioides (encefalinas,
dinorfina, y alfa neoendorfina), y recibe terminaciones hipotalamicas ricas en [3-
endorfina. La analgesia producida por estimulacion de esta area precisa la
participacion de estas endorfinas y es susceptible de inhibicidon por naloxona.
(Sims-Williams y cols., 2017).

Esta &rea es el principal modulador de la sefial nociceptiva, integrando la
informacion que recibe del hipotalamo, cortex prefrontal medial y la amigdala,
asi como conexiones catecolaminérgicas del propio tronco del encéfalo, sobre
todo del ndcleo cuneiforme, la formacion reticular y el locus coeruleus. Y
emitiendo proyecciones que modulan la sefial dolorosa a nivel del area rostral

ventromedial (Heinricher y cols., 2009).
b. Area Rostral Ventromedial.

Est& situada en la zona bulbar del tronco del encéfalo e incluye al nucleo
magno del rafe y la formacion reticular adyacente. Esta area recibe conexiones
de la sustancia gris periacueductal y de nudcleos noradrenérgicos
troncoencefalicos y conexiones desde la via aferente del dolor. Contiene
células On, células Off y células neutrales. Las células On proyectan sobre el
asta dorsal medular, favoreciendo la sefial dolorosa, y envian conexiones
gabaérgicas que inhiben células Off. Las células Off liberan serotonina con
efecto activador sobre otras células Off, e inhibidor sobre células On. Las
células Off activan interneuronas inhibitorias del asta posterior medular,

inhibiendo la sefal dolorosa. (de Felice y Ossipov, 2016).

De este modo esta estructura se comporta como un interruptor que o
bien facilita o bien inhibe la sefial dolorosa en funcion de que los estimulos

descendentes recibidos favorezcan el predominio de tono de células On u Off.

Las células neutras no se relacionan con la sefial dolorosa, pero se ha
postulado que se pueden diferenciar en células On u Off participando en la

cronificacién del dolor (Miki y cols., 2002).

Las fibras descendentes que parten de esta area liberan serotonina,
noradrenalina o dinorfina (Tan-No y cols., 2009) y, recientemente, también se

han descrito fibras descendentes que liberan GABA (Francois y cols., 2017). La
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serotonina a este nivel sera proalgésica o analgésica dependiendo del receptor

con el que interactue (Viguier y cols., 2013).

Peripheral
afferent
fiber
(nociceptor)

Peripheral
afferent
fiber

(nociceptor)

(a) (b)

Figura 3. Sistemas moduladores del dolor ascendentes (a) y descendentes (b).
AAC (cortex cingulado anterior), Sl (cortex somatosensorial primario), Sl (cértex
somatosensorial secundario), INS (cortex de la insula), AMY (amigdala), PAG
(sustancia gris periacueductal), PB (nucleo parabraquial) A6 y A7 (nUcleos
noradrenérgicos), RVM (area rostral ventromedial).Modificado de Ossipov 2012.

La noradrenalina actua a nivel de receptores a1 presinapticos de
interneuronas inhibidoras medulares facilitando la liberacion de GABA vy glicina,
actuando como inhibidor de la sensacion dolorosa (Baba y cols., 2000). La
activacion de receptores a2 presinapticos en la terminacion central de las fibras
nociceptoras disminuye la liberacion de glutamato reduciendo la activacion

aferente de la segunda neurona de la via ascendente del dolor. La inhibicién de
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interneuronas medulares excitatorias también reduce la actividad de la neurona

de proyeccion (Yoshimura y Furue, 2006).
c. Astaposterior de la médula espinal.

Es el actor final donde hace sinapsis el haz dorso-lateral que transmite la
sefal inhibitoria descendente a la segunda neurona a través de fibras que
liberan noradrenalina (Tan-No y cols., 2009) o serotonina (Ito y cols., 2000). A
este nivel, las conexiones se establecen sobre las terminaciones sinapticas
nociceptivas de las laminas | y V y sobre las interneuronas GABA-érgicas y
encefalinérgicas de la lamina Il. La estimulacion de interneuronas GABA-
érgicas produce reduccién en la intensidad de la sefial dolorosa a nivel
medular, mientras su inhibicion por sinapsis de neuronas inhibitorias de la via
descendente amplifica la intensidad de la sefial dolorosa (Francois y cols.,
2017).

1.2. Tipos de dolor

Hay varias formas de clasificar el dolor, en nuestro caso lo
clasificaremos por su mecanismo de produccion, origen anatébmico, por su
duracion y por su intensidad. (IASP; clasificacion internacional de
enfermedades [CIE] 11; Basbaum y cols., 2000; Woolf 2010)

a. Segun el mecanismo que lo produce

Dolor nociceptivo. Es el dolor que aparece como consecuencia de
estimulos que producen dafio o lesion somatica o visceral Se debe siempre a la
activacion del nociceptor y normalmente cumple una funcion de proteccion.

Dolor inflamatorio. Algunos autores lo consideran una entidad propia, ya
qgue aunque se produce por activacion de nociceptores, se produce una
sensibilizacion del nociceptor por mediadores inflamatorios (Woolf 2010).

Dolor neuropatico. En este caso, el dolor esta provocado por una lesion
o trastorno funcional del propio sistema nervioso, ya sea central o periférico,
gue activa o incrementa inadecuadamente la sefial dolorosa. No tiene ninguna
funcidén de advertencia defensiva. Este tipo de dolor sera tratado mas adelante
por ser el objeto de estudio del presente trabajo.
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b. Segun la estructura anatémica que lo origina

Dolor somético. Originado en la piel, musculos, articulaciones,
ligamentos o huesos, se caracteriza por ser selectivo, metamérico y no referido.
Hay participacion de nociceptores especificos y del sistema nervioso periférico.
Existen dos tipos de dolor somatico, dolor somatico superficial y dolor soméatico
profundo. El superficial nace en la piel y mucosas, los estimulos principales que
lo originan incluyen calor o frio intensos, tensiones mecéanicas (corte,
estiramiento, inflamacion) y sustancias causticas. Clasicamente, se diferencia
en dolor superficial primario: dolor rapido, localizado, conducido a través de
fibras A-delta; y dolor superficial secundario: dolor mas lento, conducido a
través de fibras C. Da origen a reacciones consistentes en un aumento de la
actividad muscular y de la descarga simpatica adrenal. El dolor somético
profundo nace en los musculos, aponeurosis, articulaciones y periostio. Los
estimulos causantes principales son los mismos que los del dolor superficial, y
la isquemia muscular. Es un dolor sordo, pero bastante bien localizado, que
origina reacciones de quietud, acompafiada de contracturas musculares
dirigidas a la fijacion de la regidén dolorosa, y de manifestaciones vegetativas,

como bradicardia y sudoracion.

Dolor visceral. Originado en los 6rganos internos (aunque no todas las
visceras son sensibles al dolor), es la forma de dolor que con mayor frecuencia
aparece como consecuencia de enfermedades. Los estimulos principales que
lo desencadenan son: distension o dilatacion brusca, espasmo o contraccion
del masculo liso (en particular, si hay isquemia) e irritantes quimicos. Hay
participacion de nociceptores inespecificos y del sistema nervioso autbnomo.
Clinicamente, se caracteriza por ser sordo y mal localizado. A menudo, se
refiere a la superficie del organismo en zonas distantes de la viscera que lo
origina, siguiendo las leyes de la organizacion segmentaria. Se suele

acompanar de respuestas neurovegetativas.

La diferencia entre dolor somatico y dolor visceral, no sélo implica
diferente origen anatémico sino un distinto mecanismo de produccién a nivel
molecular. Ello justifica la respuesta diferencial a los analgésicos (Hockley y
cols., 2017).
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c. Segun su duracion

Dolor agudo. Es aquel dolor que no suele durar méas de lo que tarda en
resolverse la lesibn causante y, en todo caso, menos de un periodo,
arbitrariamente establecido entre 3 y 6 meses. Se inicia por la estimulacion
nociceptiva del tejido somatico o visceral y tiene una funcién defensiva. (Scholz
y Woolf., 2002).

Dolor cronico. Se mantiene durante un periodo superior a 3-6 meses, a
pesar de que la causa que lo produjo ha desaparecido y, por tanto, ha dejado
de cumplir su funcién biolégico-defensiva (Dinakar y Stillman, 2016). El dolor
cronico suele clasificarse en: primario, neoplasico, postquirdrgico/traumético,

neuropatico, orofacial, cefaleas, y musculoesquelético (Treede y cols., 2015).
d. Segun su intensidad

El dolor se clasifica en (1) ligero: puntuado por el paciente con intensidad
de 1 a 4 sobre 10 en las escalas analodgicas visuales y no interfiere con la
actividad habitual; (ii) moderado: puntuado con 5 ¢ 6 y dificulta la ejecucion de
la actividad habitual; y (iii) severo: puntuado de 7 a 10 y dificulta el descanso
(Woo y cols., 2015).

1.3. El dolor neuropatico

La definicién actual de dolor neuropético de la IASP es "aquel dolor que
tiene su origen en un dafio del tejido nervioso somato-sensorial, central o
periférico, con alteraciéon en los mecanismos moduladores descendentes que
actlan en las vias de transmision del dolor". La expresion sistema nervioso se
sustituye por el sistema somatosensorial para distinguir el dolor neuropatico de
los dolores causados por lesiones en otras partes del sistema nervioso, como
ocurre con el dolor provocado por la espasticidad muscular asociada lesiones
de las vias motoras centrales. El concepto de dolor neuropatico engloba todo
tipo de dolor producido por enfermedad del sistema nervioso somato-sensorial
o del sistema nervioso simpatico, a nivel periférico o central. Se trata de un
dolor anormal descrito como sensacion de quemazon, de frio doloroso, de
descarga eléctrica y/o punzante “alfileres”, “agujas”. Es muy frecuente que
estimulos tactiles no dolorosos desencadenen una sensacion dolorosa

(alodinia) y que estimulos normalmente dolorosos sean percibidos con mayor
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intensidad de lo normal (hiperalgesia). Es comun que el dolor aparezca
espontaneamente y de forma paroxistica. Este tipo de dolor persiste, o incluso
se intensifica, a lo largo de semanas, meses o0 afios, a pesar de la ausencia de
lesion o de que ésta se haya resuelto. El dafio nervioso que produce el dolor
neuropatico puede afectar ademas de a estructuras relacionadas con el dolor a
otras &reas sensitivas 0 motoras produciendo también alteraciones sensitivas
con déficit de percepcidn (hipoestesia) o ausencia de sensibilidad (anestesia)
(Freeman, 2009) o motoras con pérdida de fuerza parcial (paresia) o total
(paralisis) en algunas regiones acompafiando al dolor neuropatico o en

ocasiones precediendo su aparicion (Baron, 2000).

El dolor neuropatico puede aparecer de forma cronica o aguda; hay una
corriente que considera que el dolor neuropéatico agudo o ANP (acute
neuropathic pain) es una entidad propia (Gray, 2008), implicada en la

cronificacion de dolor (Kehlet y cols., 2006; Jain y cols., 2014).

La etiologia del dolor neuropatico es multiple e incluye cualquier causa
de dafio nervioso: congénita, inflamatoria, metabdlica, infecciosa, traumatica,

toxica, neoplasica, isquémica, o mixta.
1.3.1. Mecanismos productores de dolor neuropético

Para la produccion del dolor neuropatico es necesario que la generacion
y/o transmision del estimulo nociceptivo se vean potenciadas. Esto se relaciona
tanto con cambios a nivel celular, que alteran la arquitectura normal de la via
de transmision del dolor, como con cambios moleculares que afectan a la
expresion y distribucion de receptores de membrana, canales i6nicos y
liberacion de neurotransmisores (Colloca y cols., 2017). Estos cambios
celulares y moleculares tienen lugar a nivel del sistema nervioso periférico
afectando a la primera neurona de la via del dolor (sensibilizacion periférica) o
a nivel central (sensibilizacion central) donde favorecen bien la hiperactivacion
de la segunda neurona de la via nociceptiva, o bien a nivel de la tercera
neurona y en areas corticales o subcorticales encefalicas donde su patogenia

es menos conocida (Treister y cols., 2017).
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a. Sensibilizacion periférica tras lesion nerviosa.

La sensibilizacion periférica conlleva una mayor facilidad de generar el
impulso eléctrico doloroso por el estimulo de los receptores del dolor o incluso
descarga espontanea de la fibra a nivel del nervio periférico en ausencia de

estimulo nociceptivo.

Tras la lesion nerviosa, algunos axones degeneran, mientras que otros,
estimulados por el factor de crecimiento nervioso (NGF), emiten nuevas
proyecciones que en parte alcanzan zonas con inervacion intacta, aumentando
asi la sefal nociceptiva. El crecimiento no sélo afecta a neuronas nociceptivas,
sino también a neuronas simpaticas, cuyas fibras postganglionares invaden el
neuroma y se ramifican en sentido proximal hasta el soma de las neuronas
sensitivas en el ganglio raquideo. Ello aumenta la sensibilidad de las fibras
aferentes lesionadas mediada por receptores adrenérgicos tipo a (Vranken,
2012).

Por otro lado, el NGF, entre otros mediadores liberado por las células
inflamatorias y las células de Schwann en la zona lesionada, aumenta la
expresion en la membrana de la neurona nociceptora de algunos receptores y
canales iénicos y disminuye la de otros (Figura 5), facilitando la generacion del
impulso nervioso nociceptivo y su transmision axonal, hasta el punto de que se
puede llegar a producir una sefial dolorosa sin estimulo nociceptivo o con
estimulo de baja intensidad (Mantyh y cols., 2011; Tibbs y cols., 2016). Estos
cambios afectan tanto a fibras lesionadas como sanas (Wu y cols., 2002) y, de
hecho, las fibras sanas pueden producir actividad ectopica neuropatica (Djouhri
y cols., 2006).

De los receptores sobrerregulados los mejor estudiados, en cuanto a su
papel en la génesis del dolor neuropatico, son los de la familia TRP (transient
receptor potential cation channel) que forman canales permeables a cationes
Na*, Ca®* y Mg®" (Caterina y Pang, 2016). Son especialmente relevantes el
TRPV1 gue es la diana de la capsaicina en el dolor neuropatico (Yang y cols.,
2015) y el TRPM3 que se relaciona con hiperalgesia térmica (Held y cols.,
2015). Hay otros canales ionicos que también pueden estar sobrerregulados,

contribuyendo a la hipersensibilidad del dolor neuropatico, como el purinérgico
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P2X3 (Xu y cols., 2011) o la familia de los receptores sensibles a acidos (ASIC)

(Deval y Lingueglia, 2015).

Son varios los canales i6nicos desregulados a nivel de la primera
neurona de la via nociceptiva que favorecen la despolarizacion de la fibra. Los
canales de Na' dependientes de voltaje (Nav), se sobreexpresan (Mantyh y
cols., 2011) e incrementa su actividad en la membrana dafiada (Morris y Joos,
2016). Los canales de K* dependientes de voltaje experimentan una reduccion
de un 30-40% en la membrana (Tulleuda y cols. 2011) mediada por la
activacion por el factor de crecimiento nervioso (NGF) de la isoforma Z de la
proteina quinasa C (PKM{) (Zhang y cols., 2012); su descenso facilita la
activacion de la fibra nociceptora (Pereira y cols., 2014). Los canales de Ca**
tipo T aumentan su expresion en la neurona nociceptora dafiada (Yue y cols.,
2013) contribuyendo a facilitar la generacién de potenciales de accion y a
incrementar la liberacion de neurotransmisores en la membrana presinéptica
(Bourinet y cols., 2016). También se sobreexpresan canales HCN (activados
por hiperpolarizacion y regulados por nucleétidos ciclicos son permeables a
Na® y a K*, cuya hiperactividad produce despolarizacion lenta de la fibra

(Herrmann y cols., 2015).
b. Sensibilizacion central.

El descubrimiento de la sensibilizacion central, una forma de plasticidad
sinaptica de larga duracion en el asta dorsal que facilita el procesamiento
nociceptivo (Woolf 1983), llevo a la conclusion de que la amplificacion de las
sefales entrantes en el SNC tiene un papel muy importante en la generacion
de hipersensibilidad clinica del dolor, incluyendo el dolor neuropético. La
sensibilizacién central ha proporcionado una explicacibn mecanicista de los
hallazgos que la caracterizan: (i) la reduccion de umbral de activacion de las
fiboras A o C para producir dolor, (ii) el aumento de la sensibilidad en zonas
alejadas del dafio tisular o fuera del territorio del nervio dafiado, (iii) por qué
estimulos repetidos de una intensidad fija pueden conducir a un aumento
progresivo en el dolor, y (iv) por qué el dolor puede durar mucho mas tiempo
que el estimulo periférico que lo produce (Garcia, 2011; Nijs y cols., 2014;
Treede, 2016).
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Aungue la estructura donde se amplifica la sefial dolorosa es el asta
dorsal de la médula en la mayor parte de las ocasiones, se han implicado en la
sensibilizacion central muchas otras estructuras anatémicas supraespinales
gue se han relacionado con el dolor neuropatico, aunque el mecanismo no es

bien conocido (Boadas-Vaello y cols., 2017).
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La sensibilizacion central ocurre a nivel del asta posterior por incremento
en la activacién de la segunda neurona de la via nociceptiva, ya sea por
potenciacion en la transmisién sinaptica entre primera y segunda neurona
(homosinaptica), por activaciéon de la segunda neurona desde otras sinapsis
anormalmente establecidas con neuronas sensitivas Ap (heterosinaptica), o por
decremento de actividad inhibitoria tanto a nivel medular como de la via
descendente. En esta sensibilizacién no sélo se ven implicadas las propias
células neuronales, sino que la activacion de la microglia en respuesta a la
liberacion de mediadores inflamatorios, un papel muy importante (Von Henn y
cols., 2012).

c. Hiperactivacion de la segunda neurona de la via nociceptora.

El aumento en la sefial dolorosa a nivel segunda neurona de la via
nociceptiva se produce por cambios a nivel presinaptico y postsinaptico
(Latremoliere y Woolf, 2009). En lo que se refiere a la facilitacion homosinaptica
(sinapsis entre primera y segunda neurona de la via del dolor), parece que el
principal factor que aumenta la eficacia sinaptica es el aumento de Ca®'
intracelular postsinaptico que se produce por la activacion de receptores AMPA
y NMDA, y liberacién de Ca®* desde sus depdsitos intracelulares en respuesta
a activacion de receptores de glutamato o receptores con actividad tirosina-
quinasa (Cheng y cols., 2010; Ohnami y cols., 2011). La repeticion mantenida
de estimulos dolorosos provoca la adicibn de potenciales sinapticos
excitatorios. Si la despolarizacién alcanza un nivel suficiente, se activa el
receptor NMDA ionotropico del glutamato, presente en las neuronas de la
lamina |. Este receptor se activa cuando el grado de despolarizacién celular
alcanzado desplaza al Mg®* de su unién al receptor, dejando el canal
permeable a los iones Ca?*. La entrada de Ca®" favorece la generacion del
potencial de accion de la segunda neurona, facilitando el impulso doloroso y la
aparicion de hiperalgesia. Ademas, activa una cascada de segundos
mensajeros intracelulares, en particular proteina-quinasas asociadas al sistema
Ca”*/calmodulina y/o fosfatasas dependientes de Ca®* (calcineurina), (MAPK,
PKA, PKC, PISK y Src). Las respuestas secundarias contribuyen a la
potenciacion de la sefial dolorosa en parte mediante la sensibilizacién del

propio receptor NMDA (Latremoliere y Woolf, 2009). Ademas de la entrada de
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Ca?*, la protefna quimiotactica de monocitos CCL2 liberada por los astrocitos
tras la lesién, se une al receptor CCR2 de las neuronas nociceptoras del asta
dorsal, donde incrementa la respuesta de los receptores NMDA (Xie y cols.,
2017).

La hiperactivacion heterosinaptica ocurre cuando la pérdida de neuronas
nociceptoras primarias, hace que neuronas sensitivas no nociceptoras AP
emitan proyecciones que sinaptan con las segundas neuronas de la via del
dolor situadas en capas superficiales del asta posterior de la médula, liberando
en estas sinapsis glutamato, sustancia P y péptido intestinal vasoactivo (VIP),
con la consecuencia de que estimulos inocuos se transmiten como dolorosos
(Garcia, 2011; von Henn y cols, 2012). La sustancia P y el péptido intestinal
vasoactivo ademas son neurotransmisores “‘lentos”, que hacen que la que la
activacion sea mas persistente y activan ademas sinapsis vecinas por difusion

(Basbaum y cols., 2009).
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Se han descrito cambios en las proyecciones dendriticas de las
neuronas del asta posterior mediados por una proteina G (la Racl o Ras), que
ponen de manifiesto cambios en la propia arquitectura de la via aferente
nociceptiva (Tan y cols., 2011). En relacion con la lesibn medular, se produce
aumento y crecimiento y redistribucion de espinas dendriticas (Tan y waxman,
2015), afectando a todas las neuronas sensoriales nociceptivas
independientemente de cual sea su localizaciébn en la médula (Cao y cols.,
2017). No se conoce bien el mecanismo, pero este cambio en las dendritas se
relaciona con la aparicion de dolor neuropatico y tanto los cambios celulares

como el dolor neuropético revierten al inhibir la Rac 1 (Zhao y cols., 2016).
d. Descenso de inhibicién a nivel medular.

El aumento de eficacia sinaptica y excitabilidad de membrana no son los
anicos mecanismos contribuyentes a la sensibilizacion central, sino que
también tiene lugar una pérdida de inhibicién en el asta dorsal. Tras la lesion
nerviosa se evidencia una disminucién de actividad inhibidora GABA (Janssen
y cols., 2011), debida en parte a la pérdida de neuronas inhibidoras (Scholz y
cols., 2005), pero también a una disminuciéon de la excitabilidad de las
interneuronas inhibitorias, mediada por la activacion por el TNFa de la proteina
activada por mitégenos p38(Zhang y cols., 2010), y al aumento de calcio en las
mitocondrias, que incrementa la produccién de radicales libres, que a su vez
reducen la liberacion de GABA en el asta dorsal (Yowtak y cols., 2011).
Ademas, la lesion nerviosa reduce la expresion de algunos canales de K™y CI
(KCC2), haciendo que el GABA pierda efecto como inhibidor (Coull y cols.,
2003).

La neuroinflamacion juega un papel importante en el desarrollo de la
pérdida de inhibicion del estimulo doloroso a nivel del asta dorsal. Los linfocitos
T CD4+ tras la lesion, migran hacia el asta posterior de la médula y alli liberan
citoquinas y especialmente interferon-y. El interferén incrementa la expresion
del factor regulador de interferon 8 (IRF8), que a su vez aumenta la expresion
del receptor purinérgico P2X4 activando la microglia (Masuda y cols., 2012;
Tsuda, 2016). La activacion de la microglia requiere tanto de la existencia de
lesion nerviosa como de la presencia de estimulos nociceptivos aferentes
(Hathway y cols., 2009; Suter y cols., 2009).
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La neuregulina 1(NRG1) liberada a nivel del asta posterior por las fibras
dafiadas conduce a la quimiotaxis, proliferacion y activaciéon microglial (Calvo y
cols., 2011), aunque estudios mas recientes sugieren activacion de las células
locales inducida por liberacion de CSF1 por las neuronas lesionadas (Guan y
cols., 2016; Gu y cols., 2016) en lugar de quimiotaxis.

La inhibiciébn de la activacion de la microglia reduce tanto la alodinia
como la hiperalgesia subsiguientes a una lesion nerviosa, pero no se conoce
bien de qué forma los cambios microgliales alteran la nocicepcion (Beggs y
Salter, 2010; Calvo y Bennet, 2012), aunque en parte implica liberacion de
BDNF (Brain-Derived Neurotrofic Factor), que reduce la expresion de canales
KCC2 produciendo un desequilibrio en el gradiente de membrana que altera la
capacidad Inhibitoria del GABA, o incluso la invierte (Coull y cols., 2005;
Prescott y cols., 2006).

e. Cambios supraespinales.

La plasticidad sinaptica que contribuye a la sensibilizacion central es
mejor conocida en la médula espinal, pero también ocurre en otras regiones del
sistema nervioso central. La neuroimagen funcional permite evaluar cambios in
vivo en la activacion de las areas estudiadas identificando por experimentos
con estimulos nocivos la denominada "matriz del dolor", que incluye la corteza
prefrontal medial, nacleo accumbens, la corteza cingulada anterior, la insula, la
amigdala, sustancia gris periacueductal, locus coeruleus y la protuberancia
rostroventral (May, 2007) Lo que unido a los modelos experimentales ayuda a
identificar las areas implicadas en el dolor (Kim y cols., 2017). Las areas
supraespinales que participan en la percepcion anémala del dolor incluyen las
que forman parte del sistema modulador descendente y el talamo, el
hipotalamo, la amigdala el septum, los tubérculos mamilares los ganglios
basales, el cerebelo y la corteza cerebral somatosensorial, de la insula, del
cingulo y prefrontal. Todos ellos se han relacionado con el dolor neuropatico
aunque el mecanismo no es bien conocido (Boadas-Vaello y cols., 2017).

Las regiones cerebrales activadas por dolor nociceptivo agudo difieren
de las activadas en el dolor cronico (Schweinhardt y cols., 2006) y las mismas
areas se activan de forma diferente por un estimulo nocivo idéntico

administrado a sujetos sanos en comparacion con sujetos con dolor crénico
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(Baliki y cols., 2011). Los patrones de conectividad funcional durante las
distintas experiencias dolorosas son flexibles y dependen del contexto, lo que
pone de relieve el caracter dinamico de la red de dolor (Ploner y cols., 2011).

Usando resonancia magnética, se ha identificado una reduccién
volumétrica de distintas regiones cerebrales en varios grupos de pacientes con
dolor crénico (Apkarian y cols., 2011); este fendmeno no implica degeneracion
neuronal, ya que los cambios revierten al tratar el dolor con éxito (Gwilym y
cols., 2010). No se conoce la relevancia de esta reduccion mas alla de servir
como biomarcador, pero si estda implicada en la patogénesis del dolor
neuropatico ya que hay diferencias entre pacientes con dolor neuropético y con
dolor no neuropatico (Gustin y cols., 2011). Ademas, cuando se comparan
diferentes trastornos neuropéticos, se observan diferentes cambios de
densidad de la materia gris (Baliki y cols., 2011). Todo esto, aunque no bien
comprendido mecanisticamente, ayuda a determinar fenotipos individuales en
la plasticidad central implicada en el dolor. La estimulacién a nivel del tdlamo, la
sustancia gris periacueductal, el septum, la capsula interna, el hipotalamo el
cortex motor o el cortex cingular anterior, produce efecto analgésico, dejando
patente su implicacion en la modulacion de la nocicepcion (Keifer y cols.,
2014).

La reduccién de actividad de las vias inhibitorias descendentes por
descenso de tono inhibitorio a nivel del area rostral protuberancial (de Felice y
cols., 2011), que al menos en parte ocurre por apoptosis inducida a varios
niveles del neuroeje (Leong y cols., 2011), produce reduccion de la inhibicion
del estimulo doloroso a nivel del asta posterior, explicando en parte el
mecanismo por el que las alteraciones encontradas a nivel supraespinal

producen dolor neuropatico.
1.3.2. Epidemiologia del dolor neuropatico

No se conoce la incidencia y la prevalencia real del dolor neuropatico. Su
prevalencia es muy dificil de determinar de manera global, ya que en la
bibliografia practicamente sdélo hay datos referentes a paises desarrollados. Por
otro lado, se puede sobreestimar en las busquedas bibliograficas ya que la
mayoria de los estudios estan hechos en pacientes, en los cuales la

prevalencia es mas elevada que en la poblacién general.
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En un metaandlisis de estudios realizados en la poblacion general,
fundamentalmente europea y norteamericana, se estimé una prevalencia en
torno al 7-10% de la poblacion general (Colloca y cols., 2017). No obstante, en
los estudios se describen dos grupos de pacientes claramente definidos. Uno
de ellos esta constituido por personas con dolor neuropatico puro, en el que se
incluyeron la neuralgia postherpética y la neuropatia del trigémino, que aportan
un 0.07% de prevalencia y pacientes con neuropatia diabética, que aporta un
0.8% de la prevalencia. El otro grupo esta formado por casos de dolor mixto, en
los que el dolor neuropatico es un componente mas del dolor cronico en el
ambito de un cuadro oncoldgico, isquémico, etc.; en este grupo, la prevalencia
oscila entre el 3y el 17% (Bouhasshira y cols., 2008; van Hecke y cols., 2014;
Gilron y cols., 2015). Un estudio epidemioldgico internacional, refrendado por la
Sociedad Espafiola del Dolor, puso de manifiesto que en Espafia la prevalencia
es del 7,7% de la poblacién general, algo superior a la media europea (Breivik y
cols., 2006). Las polineuropatias, y dentro de ellas la diabética, son la causa
mas frecuente de dolor neuropatico puro en la poblacion. En cuanto a
incidencia hay aun menos datos en poblacion general, el metaandlisis de
Colloca y cols. (2017) la estima en torno a 8,4 por cada 1.000 personas-afio,
basandose en un estudio de Dieleman y cols (2008).

1.3.3. Diagnostico del dolor neuropatico

El diagndstico de dolor neuropatico continGia siendo mas complicado que
el del dolor nociceptivo. Su sospecha a menudo se basa Unicamente en la
historia clinica y en la exploracién del paciente, sobre todo si tenemos en
cuenta que es un dolor que frecuentemente no es puro, sSino que aparece como
un componente mas de dolor dentro de cuadros de dolor crénico isquémico,
oncologico, etc. Hay caracteristicas comunes a los sindromes de dolor
neuropatico y presentan algunos sintomas caracteristicos. Aunque ninguno de
ellos es patognomoénico, ayudan a sospechar la presencia de dolor neuropatico.

El dolor neuropatico puede aparecer de forma espontanea o ser
provocado por estimulos sensitivos. Los dolores espontaneos pueden ser
continuos o0 paroxisticos, y ocurren sin ningun desencadenante aparente. Un
ejemplo de dolor espontaneo lo constituyen las disestesias cutaneas, que son

sensaciones anormales y desagradables, descritas como calor, hormigueos,
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pinchazos, etc. Los dolores evocados se presentan en forma de alodinia (un
estimulo inocuo es capaz de producir dolor) e hiperalgesia (respuesta
exagerada a un estimulo doloroso). Otros datos que pueden apoyar el
diagnoéstico de dolor neuropatico son la hipoestesia, anestesia o0 la presencia
de sintomas motores o autondémicos concurrentes. Es importante detectar
activamente estos signos y sintomas, especialmente en pacientes en los que la
naturaleza del dolor sea dificil de esclarecer. Existen cuestionarios que recogen
estos sintomas y ayudan al diagnéstico, pero su utilidad es limitada y es
necesario apoyarlos con la exploracion clinica. Una revisién sistematica
(Mathieson y cols., 2015) establece el DN4 como el cuestionario mas apropiado
para evaluar el dolor neuropético en la clinica. Este test recoge 10 sintomas
tipicos y puntia de 0 a 10 segun el paciente refiera el dolor como quemazén,
frio o descargas eléctricas, se asocie con hormigueo, sensacion de pinchazos,
entumecimiento o escozor, la exploracion muestre hipoestesia al tacto o a los
pinchazos y el dolor se desencadene por cepillado o tacto ligero en la zona
(bouhassira y cols., 2005). Este test ha sido validado para la poblacion
Espafiola (Pérez y cols., 2007).

En la historia clinica debe identificarse la presencia de sintomas
positivos como alodinia e hiperalgesia y de sintomas negativos como debilidad
e hipoestesia, todos ellos sugestivos de dolor neuropatico. Dado que en torno
al 50% de los pacientes con dolor musculoesquelético también presenta
parestesias, es necesaria una evaluacion clinica para valorar la presencia o
ausencia de dolor neuropatico. Esta evaluacion clinica debe incluir la
exploracibn de la sensibilidad a pie de cama, para detectar sintomas
congruentes con una lesibn nerviosa concreta, como los descritos
anteriormente. El patrén oro para el diagnéstico del dolor neuropatico es el
juicio clinico experimentado. El diagnostico se dolor neuropatico clasifica como:
(i) posible, cuando se recogen los suficientes sintomas y signos clinicos que
determinan los distintos cuestionarios; (ii) probable, cuando la exploracién del
paciente pone de manifiesto alteraciones neurolégicas compatibles con la
distribucion del dolor; y (iii) seguro, en las raras ocasiones que permiten
obtener evidencias objetivas de la lesion neuroldgica (Finnerup y cols., 2016).
Los expertos, debido a la dificultad diagnéstica de este tipo de dolor,

recomiendan iniciar el tratamiento especifico ante la sospecha clinica.
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1.3.4. Tratamiento farmacoldgico del dolor neuropatico

El dolor neuropatico, al contrario que el nociceptivo, no responde a
analgésicos de tipo AINE o paracetamol y lo hace sélo parcialmente a

analgésicos opioides.

Existen diversas opciones terapéuticas que actian a nivel de las

distintas dianas posibles y que se resumen en la tabla 2.

Los farmacos que han demostrado ser utiles en los ensayos clinicos
randomizados son los antidepresivos triciclicos, antidepresivos inhibidores
duales de la recaptacibn de serotonina y noradrenalina, pregabalina,
gabapentina, opioides, lidocaina en parches y parches de capsaicina a altas
concentraciones (Attal y Bouhassira, 2015). El tratamiento se escalona segun
un metaanalisis que analiza la capacidad de reducir en un 50% el dolor y
actualiza las recomendaciones de NeuPSIG (Finnerup y cols., 2015),
aconsejando como primer escalén de tratamiento los antidepresivos inhibidores
de la recaptacion de serotonina y noradrenalina venlafaxina y duloxetina, los
antidepresivos triciclicos, la gabapentina y la pregabalina. El segundo escalon
incluye tramadol, parches de capsaicina al 8% y parches de lidocaina. El tercer
escalon incluye los opioides mayores y la toxina botulinica A (esta Ultima con

escasa evidencia).

A pesar de la diversidad de tratamientos en estudio, dirigidos hacia
varios mecanismos patogénicos, lo cierto es que estamos lejos de controlar
adecuadamente el dolor neuropatico. Entre las razones de este fracaso
terapéutico podemos resefiar: la implicacién de varios mecanismos en cada
paciente en particular; la evolucion temporal cambiante de los mecanismos
fisiopatoldégicos y manifestaciones dolor; y, fundamentalmente, nuestro
inadecuado conocimiento de los mecanismos que lo producen (Baron, 2000).
Por otro lado, el tratamiento frecuentemente se inicia cuando el paciente ya
tiene un sindrome de dolor neuropéatico evolucionado, y es muy probable que,
en este punto, las posibilidades de éxito sean menores que actuando al inicio
del proceso (Mousavi y cols., 2015). En la actualidad se recomienda elegir el
tratamiento en funcién de las manifestaciones especificas del dolor neuropatico

en cada paciente, ya que se considera que éstas son indicativas de los
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mecanismos desregulados subyacentes (Bouhassira y Attal, 2016; Baron y

cols., 2017).

Tabla 2. Relacién entre mecanismos,

sintomas,

dianas terapéuticas

y

tratamientos del dolor neuropatico. Modificada de la Sociedad Europea de
Anestesia Regional y Tratamiento del Dolor (ESRA).

MECANISMO

CANALES DE SODIO

SIGNO/SINTOMA

Dolor espontaneo,

DIANA TERAPEUTICA

Canales de sodio sensibles a

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

1. Anestésicos locales
2. Antiepilépticos

CENTRAL

. Proteinkinasa
. Receptores B; y B,(bradikinina)

cliortine) y antagonistas (BIBN4096BS)
4. Inhibidores de la sintasa del éxido nitrico

parestesia tetrodotoxina 3. Antidepresivos triciclicos
1. Antagonistas NMDA: ketamina,
memantina, amantadina, dextrometorfano,
algunos opioides (metadona)
2. Antisustancia P (antagonistas:
1. Receptores NMDA (glutamato) | Lanepitant, depletores: capsaicina)
2. Receptores de las neurokininas | 3. Sustancias relacionadas con el CGRP:
3. Receptores del CGRP inhibicién de liberacion (agonistas
SENSIBILIZACION . . 4. Sintetasa de 6xido nitrico cannabinoides, agonistas a, adrenérgicos,
Hiperalgesia
5
6
7

. Canales de Ca voltaje

dependientes tipo N

5. Inhibidores de proteina quinasas

6. Antagonistas de la bradikinina
(FR173657, benzodiacepinas)

7. Bloqueantes de los canales de Ca tipo N:
ziconotide, gabapentina, pregabalina,
sulfato de magnesio

SENSIBILIZACION

Hiperalgesia, inflamacién

. Receptor vanilloide
. Receptores CB1 y CB2

AW N

1. Capsaicina
2. Cannabinoides
3. Antagonistas del NGF

PERIFERICA neurogénica . Receptor trk A . . . .
. 4. Antisustancia P (antagonistas: lanepitant,
. Receptores de las neurokininas o
depletores: capsaicina)
1. Blogueantes adrenérgicos: fentolamina,
o guanetidina
ACTIVIDAD ) 1. Receptores adrenérgicos . e o
. Dolor espontaneo 2. Agonistas a, adrenérgicos: clonidina,
SIMPATICA 2. Receptor trk A o
tizanidina
3. Antagonistas del NGF
. 1. Opioides: morfina
1. Receptores opioides: . .
o 2. Antidepresivos
2. Receptores serotoninérgicos . o o
) o 3. Agonistas a,adrenérgicos: clonidina,
INHIBICION . . 3.Receptores adrenérgicos o
Hiperalgesia o tizanidina
REDUCIDA 4. Receptores GABAérgicos

5. Receptores nicotinicos
6. Receptores CB1,CB2

4. Anticomiciales: gabapentina, pregabalina
5. Cannabinoides
6. Inhibidores anticolinesterasicos
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2. MicroRNASs

2.1.Descubrimiento y caracteristicas de los miRNAs

Los microRNAs (miRNAs) fueron descubiertos en el afio 1993, durante
la caracterizacion de los genes que controlan la coordinacién del desarrollo
larvario del gusano Caenorhabditis elegans (C. elegans). En este estudio,
realizado en el laboratorio de Ambros, se describieron dos pequefios RNAs con
capacidad reguladora denominados lin-4 y let-7 (Lee y cols., 1993; Reinhart y
cols., 2000) no codificantes para ninguna proteina pero con un papel clave en
el desarrollo. Posteriormente se detectaron miRNAs homdlogos de let-7 y
altamente conservados tanto estructuralmente como en su funcion en durante
el desarrollo embrionario en mudltiples especies, incluidos vertebrados,
sugiriendo un papel de let-7 y otros RNAs de pequefio tamafio en la
filogenética animal (Pasquinelli y cols. 2000; Vella y cols., 2004). Siguiendo con
la misma linea de investigacién, otros estudios mostraron que lin-4 y let-7
representan a una clase extendida de RNAs enddgenos de pequefio tamafio
presentes en animales invertebrados y vertebrados, incluidos los humanos, que
finalmente se denominaron miRNAs (Lee y Ambros, 2001; Lagos-Quintana y
cols., 2001; Lau y cols., 2001).

Posteriormente, se han identificado un nimero de miRNAs que crece de
forma exponencial en todo tipo de especies animales, vegetales, hongos e
incluso bacterias (Ambros, 2004; Baulcombe 2004; Kozomara y Griffiths-Jones,
2014), los cuales poseen un patrén de expresion dependiente del tipo de célula

y del tejido (Lagos-Quintana y cols., 2002).

Los miRNAs son RNAs monocatenarios no codificantes, de 19-25
nucleotidos, cuya funcion es la regulacion post-transcripcional de la expresion
génica, inhibiendo la traduccion de mRNAs diana o promoviendo su
degradacion (Hobert, 2008). El resultado es una reduccion de la expresion de
proteinas diana. Un mismo miRNA puede regular numerosos RNAs mensajeros
(mRNAs) y cada mRNA puede estar regulado por mas de un miRNA. Este
hecho dificulta la identificacion de dianas de miRNAs. Sin embargo, el analisis

bioinformético es efectivo para la prediccion de interacciones miRNA/MRNA,
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que posteriormente pueden ser confirmadas en el animal de experimentacion

y/o en pacientes.

Los ultimos analisis bioinformaticos predicen que aproximadamente el
60% de los mMRNAs esta regulado por miRNAs (Qabaja y cols., 2013 y cada
MIiRNA regula cientos de genes. En la actualidad, se han identificado 1881
mMiRNAs en el genoma humano (Kozomara y Griffiths-Jones, 2014), pero solo
en 500 de ellos se ha establecido de forma robusta que provienen de genes de
mMiRNAs (Fromm y cols., 2015).

No sélo se han identificado distintos miRNAs sino que ademas, en los
ultimos afios se han publicado un gran niumero de trabajos dirigidos a desvelar
el papel de miRNAs especificos en multiples procesos fisioldgicos, méas alla del
desarrollo embrionario donde fueron descritos, como son el crecimiento celular,
la apoptosis, la diferenciacion y la supervivencia (Valencia-Sanchez y cols.,
2006; Kloosterman y Plasterk, 2006; Stefani y Slack, 2008; Gangaraju y Lin,
2009; Li y Jin, 2010). lgualmente, estudios recientes demuestran perfiles de
MiRNAs cuya expresion alterada esta implicada en patologias humanas como
el cancer, enfermedades metabdlicas, virales, cardiovasculares o del SNC
(Sayed y cols., 2011; Liu y cols., 2011; Dangwal y cols., 2012; van Rooij y cols.,
2012; Ullah y cols., 2014; Cao y cols., 2016). Algunos de estos miRNAs ya
estan siendo investigados tanto para el diagndstico clinico, como para su uso

como dianas terapéuticas (Hammond, 2015).
2.2.Biogénesis de los miRNAs

La biogénesis de los miRNAs maduros tiene lugar en dos fases. La
primera se inicia en el nucleo, la segunda ocurre en el citoplasma donde

realizan su funcion.

Son transcritos por la RNA polimerasa Il que produce una larga molécula
de RNA conocida con el nombre de miRNA primario (pri-miRNA) con una
estructura en tallo-bucle (hairpin stem-loop) (Cai, y cols., 2004, Lee y cols.,
2004). El pri-miR sufre un procesamiento a nivel nuclear por un complejo
proteinico microprocesador formado por la endonucleasa Drosha y una
proteina de union a RNA de doble hélice denominada DGCR8 (de DiGeorge

syndrome critical region gene 8) en humanos o Pasha en Drosophila. La
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funciéon de DGCRS8 es posicionar a la nucleasa a una vuelta de hélice de la
zona donde la doble hélice pasa a RNA monocatenario para que ésta realice el
corte. Este complejo escinde del transcrito primario la doble hélice de micro
RNA, dando lugar a un molécula que consta de unos 60-70 nucleétidos con
estructura en tallo-bucle denominada RNA precursor (pre-miRNA) (Lee y cols.,
2003; Han y cols., 2004; Denli y cols., 2004; Morlando y cols., 2008). Una vez
obtenido el pre-miR, éste es sacado del nlcleo por una proteina denominada
exportina 5 dependiente de RAN-GTP, la cual es una proteina miembro de la
familia karyopherin, que reconoce un saliente de dos nucleétidos dada por
Drosha en el extremo 3’ de la horquilla de pre-miR. RAN es un cofactor que
une GTP durante la exportacion nuclear de RNA. En el citoplasma, la molécula
de GTP es hidrolizada a GDP y el pre-miR es liberado del complejo exportador
(Yi y cols. 2003, Bohnsack y cols.2004). Ya en el citoplasma el pre-miR es
nuevamente procesado por Dicer, una RNAsa tipo lll, la cual corta en primer
lugar el bucle, dando lugar a una molécula de doble cadena conocida como
miR duplex. De este miR duplex, se separan las dos cadenas y una de ellas da
lugar al miRNA maduro (miR) de unos 20-25 nucledétidos, con un grupo fosfato
en el extremo 5’ y un grupo hidroxilo en el extremo 3’, que se incorpora al
complejo ribonucleoprotéico miRISC (miRNA-induced silencing complex), el
cual es la maquinaria catalitica responsable de la degradacion del mRNA diana
y/o de la inhibicibn de la traduccion. Por otro lado, queda la cadena
complementaria al miRNA, que es degradada (Zeng, 2006; Khvorova y cols.,
2003; Hwang y Mendel, 2004; Bartel, 2004, Krol y cols., 2010)

El complejo ribonucleoprotéico miRISC auna el propio miR, Dicer y las
proteinas Argonauta (AGO), TRBP (HIV-1 transactivation responsive element
TAR RNA-binding protein) y PACT (una proteina de uniéon a RNA de doble
cadena). Dicer contiene varios dominios entre ellos, un dominio DEAD-box
RNA-helicase (dominio conservado en la familia de enzimas que usan la
hidrolisis de ATP para abrir RNA de doble cadena), un dominio DUF283 (de
funcién desconocida), un dominio RIll (dominio conservado que participa en la
reaccion endonucleasa que produce la rotura de sustratos de RNA de doble

cadena), un dominio de union a RNAs de doble cadena (dsRNA) y un dominio
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PAZ (dominio conservado que se une especificamente a hélices de RNAs

pequefios) (Meister y Tuschl, 2004; Carthew y Sontheimer, 2009).
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Figura 7. Biogénesis de los miRNAs. Modificado de Cao y cols. 2016.

Mitocondria )

miRISC,

AGO es el enzima catalitico que corta el mRNA diana y es necesaria
para la produccion de miR maduro, teniendo un papel en la biogénesis de los
MiRNAs (Zhai y cols., 2016). Se han identificado numerosos homélogos de
AGO en diferentes especies, en mamiferos se han identificado cuatro (AG1-
AGO4), siendo AGO?2 la unica con actividad endonucleolitica, capaz de cortar
el mMRNA diana independientemente de Dicer (Liu y cols., 2004; Meister y cols.
2004, Cifuentes y cols. 2010). Las proteinas AGO contienen dos dominios de
union a ARN: un dominio PAZ que se une al extremo 3’ monocatenario de los
miRNA maduros (Song y cols., 2003; Yan y cols., 2003; Lingel y cols., 2004;
Carthew y Sontheimer 2009) y un dominio PIWI que se une al mMRNA diana (Ma
y cols., 2005; Parker y cols., 2005; Mallory y Bouche 2008).
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2.3.Funcién de los miRNAs

Una vez que el miRNA se ha incorporado al complejo miRISC, éste
puede regular negativamente la expresion génica a través de dos mecanismos
principales; la degradacion del miRNA diana o la represion traduccional. La
utilizacion de un mecanismo u otro dependera de la complementariedad del
MIiRNA con su mRNA diana. Cuando la complementariedad es total o alta con
una region codificante o una regiéon 3’'UTR del mRNA, se produce una
degradacion de éste (Zeng 2006; Bartel 2009). Cuando la complementariedad
es parcial, el miRNA se une a la regiéon 3’ del mRNA, resultando en una
inhibicién de la traduccion (He y Hannon, 2004). En este caso dado que la
complementariedad no es perfecta, un miRNA puede inhibir muchos mMRNAs
diana que contengan secuencias que sean complementarias a las posiciones
2-7 del extremo 5 del miRNA, region que se conoce como seed sequence 0
region semilla (Brenneke y cols., 2005; Lewis y cols., 2005; Chen y Rajewsky
2006; Grimson y cols. 2007). Los micro RNAs producen una desadenilacion
rapida de los RNA mensajeros, que facilita que sean degradados con mayor
rapidez (Wu y cols., 2006; Djuranovic y cols., 2012). Una vez degradado el
MRNA, el miR puede unirse a un nuevo mensajero. En contadas ocasiones, los

miRNAs pueden facilitar la traduccién de mRNA a proteina (Cao y cols., 2016).
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Figura 8. Funcién de los miRNAs. Modificado de Cao y cols. 2016.
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La estabilidad y la permanencia de las moléculas de miRNAs maduras
son relativamente desconocidas. Parece que los miRNAs unidos a Ago2 son
estables y la mayoria de ellos tienen una vida media de més de 14 horas (Lee y
cols., 2003; Hwang y cols., 2007). Sin embargo, algunos miRNAs parecen
presentar cinéticas de degradacion muy rapidas (Hwang y cols., 2007;
Pedersen y cols., 2007) sugiriendo la existencia de fendmenos de regulacion
especificos para cada miRNA o grupo de ellos.

En 2008 se describio que los miRNAs no solo se encuentran en el
interior celular sino que también estan presentes en diversos fluidos corporales,
como la sangre (Mitchell y cols., 2008). Se sabe que estos mMiRNAs
extracelulares son muy estables a la accion de las ribonucleasas presentes en
suero o plasma (Zhu y cols., 2012). Esta sorprendente estabilidad se debe a
gue los mMiRNAs circulantes van envasados en micro particulas como
exosomas, micro vesiculas o cuerpos apoptéticos y también se pueden
transportar formando complejos con lipoproteinas, en su mayoria HDL (Vickers
y cols., 2011) o asociados a proteinas de uniébn como Argonauta 2 (Ago2) o
nucleoplasmina 1 (NMP1), protegiéndose asi de la degradacién (Arroyo y cols.,
2011).

La presencia de miRNAs en micro particulas llevé a la idea de que los
mMiRNAs circulantes podrian tener una funcion en la comunicacién entre
células. Si este es el caso, los miRNAs deben de ser selectivamente
envasados en los transportadores apropiados y activamente secretados. En
segundo lugar, los miRNAs deben ser transferidos a las células receptoras
especificas y en tercer lugar y lo mas importante, estos miRNAs deben
conservar la capacidad de reconocer y reprimir los mMRNAs diana dentro de las
células receptoras. Aunque en la actualidad se sabe poco acerca de como los
MiRNAs se empaquetan y se exportan de forma selectiva hay estudios que
parecen demostrar una secrecion selectiva y especifica de cada tipo de 6rgano
o tipo celular (Boon y Vickers 2013). A dia de hoy se sabe que los micro RNAs
circulantes no soélo reflejan su expresion, sino que son funcionales y participan
en la regulacion a distancia de multiples procesos (Waldestrom y cols., 2012;
Khan y cols., 2015).
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2.4.MiRNAs y enfermedad

En la actualidad hay descritos mas de 2000 miRNAs en los seres
humanos, que se cree que regulan colectivamente un tercio de los genes. Los
MiRNAs se han relacionado con muchas enfermedades humanas y estan
siendo investigados tanto para el diagnostico clinico, como para su uso como

dianas terapéuticas (Hammond 2015).
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Figura 9. Comunicacion intercelular a través de miRNAs. Modificado de Boon y
Vickers 2013.

No solo se han ido identificando distintos miRNAs, sino que se han ido
implicando en mudltiples procesos fisiologicos, mas alla del desarrollo

embrionario donde fueron descritos, asi como en un nUmero creciente de

66



Estado actual del tema

procesos patoldgicos. Detallar las funciones y procesos fisiologicos o
patologicos en los que se han implicado a los miRNAs excede con mucho la
capacidad del presente estudio debido al incremento exponencial de la
bibliografia al respecto (la busqueda micro RNA y enfermedad obtiene mas de
14000 resultados en pubmed) y no aporta nada a su objetivo, pero baste decir
que tal es la importancia reguladora de los miRNAs, que incluso se describe
que los factores ambientales a los que se somete a los progenitores conllevan
cambios fenotipicos en la progenie mediados por miRNAs presentes en los

gametos (Mc Pherson y cols., 2015, Rodger y cols., 2015).

Los miRNAs han sido hallados en multiples fluidos biolégicos, donde
pueden ser medidos sus niveles de expresion. En un analisis de 12 biofluidos
(Weber y cols. 2010), por orden de mayor a menor cantidad en pg/L, se han
detectado en (entre paréntesis el nimero de miRNAs hallado): leche materna
(429), semen (436), saliva (458), lavado bronquial (260), liquido peritoneal
(397), calostro (386), liquido amniético (359), lagrimas (320), liquido pleural
(210), plasma (349), liquido cefalorraquideo (212) y orina (304).

La utilidad de los miRNAs desde el punto de vista clinico ofrece dos

vertientes:

a. Nuevos elementos de diagnéstico y prediccion de prondéstico. Dado que
estas moléculas se han demostrado implicadas en la etipatogenia de
innumerables patologias, se pensé que, al menos a nivel tedrico, la
determinacion de miRNAs desregulados en biofluidos puede tener un valor
diagnostico. En este campo fue pionera, y estd muy desarrollada, la
investigacibn en el area de la oncologia en la que se han identificado
numerosos MiRNAs en diferentes fluidos susceptibles de ser utilizados como
marcadores de diagnostico y/o pronéstico. De hecho, la primera descripcion de
los miRNAs circulantes fue de los micro RNAs 21, 155 y 210 en suero de
pacientes con linfomas B (Lawrie y cols., 2008), pero también se han descrito
en otros fluidos y otros tipos de cadncer como en orina en cancer vesical el miR-
126, miR-152 y miR-182 (Hanke y cols., 2010), en saliva con descenso de miR-
125a y miR-200a (Park y cols., 2009) y aumento de miR-31 en pacientes con
cancer oral (Liu y cols., 2010). Al igual que en el cancer, diversas revisiones

recogen el uso de micro RNAs en el diagnéstico de enfermedades neuro-
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degenerativas (Shah y cols., 2017), cardio-vasculares (Ding y cols., 2017;
Viereck y Thum 2017) o enfermedad pulmonar obstructiva o restrictiva (Liao y
cols., 2017). En cuanto a su uso como marcadores de prondstico, en cancer de
pulmdn no microcitico una baja supervivencia se asocia con la sobreexpresion
de miR-30d y miR-286 junto con una reduccion en la expresion de miR-1 y
miR-499 (Hu y cols., 2010). Una revisién reciente implica a los micro RNAs en
los mecanismos de resistencia a los antineoplasicos (An y cols., 2017).

b. Uso como terapia. Si los miRNAs desregulados esta ya claro que tienen
un papel en la patogenia de multiples enfermedades, el siguiente planteamiento
fue si se puede modificar el curso de éstas mediante la administracion de mi
RNAs o sus antagonistas. En este sentido ya se han utilizado con éxito en
tratamiento en modelos animales de multiples patologias e incluso se han
hecho ensayos también en humanos, por ejemplo en tratamiento de la hepatitis
C con un inhibidor del miR-122 (Janssen y cols., 2013) y con miRNA mimics
que se estan probando en el cancer como es el caso del miR-34 que esta en

ensayo en fase | (Bader 2012, Chen y cols. 2015).

En cualquier caso es en el tratamiento del cancer donde la terapia con
micro RNAs 0 sus antagonistas ofrece un mayor campo dado que es una
enfermedad con alta mortalidad, con escaso arsenal terapéutico eficaz y donde
se han descrito mdultiples dianas terapéuticas potenciales para los miRNAs
(Smolle y cols. 2017). Ademas, las revisiones mas recientes otorgan un papel
relevante a los miRNAs también en enfermedades pulmonares (Montgomery y
cols. 2014, Liao y cols. 2017), cerebrovasculares (Martinez y Peplow, 2017),
cardiovasculares (Laffont y Rainer, 2017), sepsis (Kingsley y Bhat, 2017),
trastornos psiquiatricos (Zhuo y cols., 2017), entre muchos otras (Paul y cols.,
2017).

Al igual que ocurre con el resto de aparatos y sistemas, distintos
MiRNAs han sido identificados en el sistema nervioso e implicados en varios

aspectos tanto de su fisiologia como de su patologia (Cao y cols. 2016).

Los miRNAs participan en el desarrollo, diferenciacién celular e
interconexion neuronal, y ha sido descrita su participacion en el desarrollo
embrionario del sistema nervioso (Giraldez y cols., 2005), en la proliferacién y
diferenciacion de células nerviosas (Mondanizadeh y cols., 2015), en la
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migracion neuronal en el desarrollo de la corteza cerebral (Rago y cols. 2015),
en el establecimiento del arbol dendritico (Schraft y cols., 2006; Magill y cols.,
2010), en el crecimiento axonal (Vo y cols., 2005; Dajas-Bailador y cols., 2012;
Zhang y cols., 2013), y en el establecimiento de sinapsis y plasticidad sinaptica
(Lugli y cols., 2008; Aksoy-Aksel y cols., 2014).

Igualmente han sido implicados en varios procesos patologicos que
afectan al sistema nervioso como son patologias que cursan con
neuroinflamacion (Li y cols., 2011), alteraciones del desarrollo neurolégico
como el sindrome d X fragil (Dictemberg y cols., 2008), el sindrome de Rett
(Urdinguio y cols., 2010) y el autismo (Seno y cols., 2011), y por ultimo en
patologias neurodegenerativas como son la enfermedad de Alzheimer (Denk y
cols., 2015) y el Parkinson (Cho y cols., 2013).

2.5.MiRNAs y dolor neuropético

Las dianas potenciales descritas para los distintos miRNAs son miles,
por lo que nos centraremos en aquellos que se han relacionado con distintos
modelos de dolor neuropatico y que se recogen en la tabla 3. No sélo se han
identificado cambios en la expresion de micro RNAs, sino que se han postulado
como dianas terapéuticas habiéndose descrito que la modificacién de algunos
de ellos, modula el dolor neuropético, como se recoge en la tabla 4

Tabla 3. miRNAs desregulados en modelos de dolor neuropatico. Modelo
experimental empleado, miRNA implicado, estructura donde se identifica y autores.

MODELO ESTRUCTURA AUTOR

SCI (ciético) rata Asta dorsal | Mir-128 Yang y cols.,
toracica 2017
SNL Ganglio dorsal | miR-668y 672 Chang y cols.,
tmir-21y miR-31 2017
CCI (ciético) rata Ganglio dorsal | miR-141 Zhang y cols.,
2015
SNI Médula lumbar | miR-132 Zhang y cols.,
2015
Neuropatia Asta dorsal lumbar 42 miRNAs Gong y cols.
diabética inducida especialmente 2015
con STZ ratén miR-184-5p y
miR-1902-5p
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Tabla 3 (cont). miRNAs desregulados en modelos de dolor neuropético. Modelo
experimental empleado, miRNA implicado, estructura donde se identifica y autores.

MODELO | ESTRUCTURA | AUTOR m

CCI (bilateral
ciatico) rata

SNI rata

SNL (spinal nerve
ligation) rata

CCI (ciatico) rata

CCI (ciatico) rata

CCI (bilateral
ciatico) rata

CCI (ciatico) rata

CCI (ciatico) rata

CNL (ciatico)
Axotomia completa
(ciatico) rata

Axotomia n. ciatico
rata

CNL( ciatico) raton

Asta dorsal

Ganglio dorsal
lumbar

Ganglio dorsal

Hipocampo

Hipocampo

Ganglio dorsal
Medula espinal

Asta dorsal

Médula espinal

Ganglio dorsal
Ganglio dorsal
Médula espinal

Ganglio dorsal

Nucleo acumbens

Prosencéfalo

Liy cols., 2015

Norcini y cols.,
2014

Bali y cols., 2014

Hori y cols.,
2013

Arai y cols.,
2013

Liy cols., 2013

Genda y cols.,

2013

Branderburguer
y cols.,2012

Kusuda y cols.,

2011

Strickland
cols., 2011

Imai vy
2011

cols.,

| miR-203

1 miR-133b, 145,
193b, 143, 335-5p,
191 y miR-1

{miR-30d, miR-
125b y mir-379

8 miRNAs

| miR-125by 132y
luego 1

1 miR-341] miR-
203, 181ay 541

miR-500,221y 21

1 miR-494, 720,
690 y 668
| miR-124

| miR-1,16 y 206 1
miR-1, 16 y 206 |
miR-1

TmiR-21

| miR-200b y 429
7 dias post cirugia:
1 miR-200b y 429

CNL: Ligadura parcial del nervio, CCl: lesidon por constriccion crénica del nervio, SNL:
ligadura de nervio espinal, SCI lesion médula espinal, SNI: ligadura y seccién de ramas del
nervio ciatico, preservando el safeno.
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Tabla 4. Modificacion del dolor neuropatico mediante uso de anélogos o
inhibidores de miRNAs. Modelo experimental, intervencién realizada, hallazgos y
autor.

MODELO HALLAZGOS INTERVENCION AUTOR

CCl rata

Neuropatia por
oxaliplatino. rata

SNI rata

CClI (Cronic
constriccion injuiry)
(ciatico) rata

CClI (Cronic
constriccion injuiry)
(ciatico) rata

CCI (Cronic
constriccion injuiry)
(ciatico) rata

Bilateral CCI
(Chronic
constriccion injuiry)
(ciatico) rata.

CCI (Cronic
constriccion injuiry)
(ciatico) rata

SNL (spinal nerve
ligation) raton

CCI (Cronic
constriccion injuiry)
(ciatico) rata

Descenso alodinia
mecénica e hiperalgesia
térmica,| BDNF

Aumento de alodinia
mecanica.
|B-secretasa 1

Disminuciéon de alodinia
mecanica
| Nav1.7

Aumento de alodinia
mecanica
1 Nav1.7

Disminucién de alodinia
mecanica, hiperalgesia
térmica y citoquinas
proinflamatorias y NF-
kB y p38 MAPK

Descenso de alodinia
mecanica, hiperalgesia
térmica y citoquinas
proinflamatorias

Descenso de alodinia
mecanica, hiperalgesia
térmica y citoquinas
proinflamatorias

Descenso de alodinia
mecanica, hiperalgesia
térmica y alodinia por
frio.

Disminucién de alodinia
mecénica e hiperalgesia
térmica

Disminuciéon de alodinia
mecanica

Disminucién de
expresion de Navl1.3

miR-206 mimic

Mir-15b mimic
ganglio dorsal

miR-30b mimic
intratecal

miR-30b inhibidor
intratecal

miR-221 inhibidor.

Intratecal

miR-218 inhibidor.

Intratecal

miR- 141mimic.
Intratecal.

miR-19A mimic.
Intratecal

miR-155 inhibidor.

intratecal

miR146a mimic.
intratecal

miR-96 mimic.
intratecal

Suny cols.,
2017

Ito y cols.,
2017

Shao y cols.,
2016

Xia y cols.
2016

Liy Zhao
2016

Zhang Jy
cols 2015

Wang y cols.
2015

Tany cols.
2015

Luy cols.,
2015

Cheny cols.
2014
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La relacion entre miRNAs y dolor neuropatico no solo se ha hallado en el
modelo animal, sino que empieza a haber autores que reportan esta asociacion
en pacientes. En este sentido se ha identificado un incremento en la expresion
de miR-34c-5p, miR-107, miR-892b, miR-486-3p y miR-127-5p en suero de
pacientes con neuralgia postherpética vs. Pacientes con episodio de herpes

zOster agudo (Huang y cols., 2017).

En un experimento en pacientes y modelo animal, se ha identificado un
incremento en la expresion de miR-132-3p en leucocitos y en biopsias de
nervio sural de pacientes con dolor neuropatico vs. controles en el modelo
animal ( lesion nervio ciético rata), el miR-132-3p se encontrd sobre expresado
en ganglio dorsal y médula espinal de los animales con dolor. La administracién
intratecal de inhibidor disminuyd la alodinia mecénica, mientras que la del

analogo incrementd la alodinia (Leinders y cols., 2016).
2.6.Micro RNA 30c (miR-30c):

La familia miR-30 consiste en 5 miembros de miR-30a hasta miR-30e,
gue estan muy conservados entre especies. La importancia de esta familia fue
descrita originalmente en el campo de la oncologia, debido a que la
desregulacion de sus miembros es clave en la produccion de algunos tumores
(Yao y cols. 2010). Esta familia esta implicada en el descenso de la apoptosis
reduciendo la activacion de p53 por TGFB (Yu y cols. 2010), mecanismo por el
cual se han relacionado con el descenso de apoptosis de cardiomiocitos (Li y
cols. 2010). Por otra parte también estan implicados en la diferenciacion celular
(Hand y cols. 2009, Agrawal y cols. 2009), por lo que su desregulacion también

se ha relacionado con incremento en el grado de malignidad tumoral.

UACU U AcCA GUGGAA
5' AGA GUAAACA CCU  CUCUCAGCU A
| 1] L Tl RN EN
3' UCU CAUUUGU GGA  GAGAGUCGA G
UuCuU cC --A AAGAAU

Figura 10. Estructura de primiR 30c. En negrita las bases conservadas tras
procesamiento por Drosha y Dicer. Modificada de miRBase.
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La secuencia finalmente activa de miR-30c tiene 23 bases y es idéntica
en la rata'y en el humano: 5" UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC 3
(http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000254).

La funcion del miR-30c y su desregulaciéon ha sido relacionada con
multiples procesos bioldgicos y patologias: (i) Desarrollo de 6rganos vy tejidos:
esta implicado en el desarrollo del higado y via biliar (Hand y cols., 2009), la
angiogénesis (Bridge y cols., 2012), en la osificacion (Vimalraj y Selvamurugan,
2014), tejido muscular (Guess y cols., 2015), adiposo (Hu y cols., 2015),
cardiaco (Liu y cols., 2016) y en la proliferacion y diferenciacion neuronal (Sun
y cols., 2016). (i) Patologias cardiacas: hipertrofia cardiaca (Raut y cols.,
2016), fibrosis (Yang y cols., 2016), en la miocardiopatia dilatada (Isserlin y
cols., 2015) y en la remodelacion tras infarto cardiaco (Niccolini y cols., 2015),
relacionandose con una mejor evolucion postinfarto (Liu y cols., 2015). (iii)
Hipertension pulmonar (Xing y cols., 2015). (iv). Cancer: en este campo hay
estudios que dan a miR-30c un papel en el desarrollo de tumores por su efecto
inhibidor de la apoptosis (Jiang y cols., 2016), aunque el mayor namero de
referencias le sitGan como antitumoral, ya que se relaciona con reduccion de la
mitosis (Zhao y cols., 2014; Shukla y cols., 2015) y de la capacidad metastasica
(Suh y cols., 2014; Zhang y cols., 2015), asi como por estar infra regulado en
los tumores que tienen menor respuesta a radioterapia o quimioterapia
(Hummel y cols., 2010) y el cancer hereditario de mama (Tanic y cols., 2012).
(v) Trastornos del metabolismo lipidico y arteriosclerosis: participa en la sintesis
de lipoproteinas (Sodi y cols., 2017), favoreciendo un perfil lipidico hipo
aterogénico (Eastwood y cols., 2016; Zhou y cols., 2016) y menor
arteriosclerosis (Irani y cols., 2016). (vi) Trombosis arterial (Luo y cols., 2016).
(vii) Obesidad: favorece su aparicion (Peng y cols., 2014) y esta implicado en la
lipodistrofia del VIH (Squillace y cols., 2014). (vii) Patologia y metabolismo
hepatico: el miR-30c esta implicado en la regulacion de la fibrosis hepatica
(Roy y cols., 2015) y su infra regulacion se relaciona con la cirrosis (Wen y
cols., 2016), con la esteatosis hepatica (Mehta y cols., 2016) y con el desarrollo
de hepatocarcinoma en pacientes con infeccion por virus de la hepatitis C (Liu y
cols., 2015). (ix) Enfermedad inflamatoria intestinal (Chen y cols., 2014). (x)

Infeccion por virus. (Zhang y cols., 2016).
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Comentaremos de forma especifica su implicacion en la fisiologia y las
patologias del sistema nervioso. Se ha demostrado que miR-30c tiene un
efecto protector frente al dafio causado por isquemia medular en la rata (Li y
cols.2015). Esta implicado en la esclerosis hipocampal en el anciano (Nelson y
cols., 2015). Se ha relacionado su infra regulacion con dificultad de aprendizaje
en el ratén (Sun y cols., 2016) y su sobrerregulacion con la epilepsia (Alsharafi
y Xiao., 2015). También puede estar implicado en el trastorno bipolar (Zhou y
cols., 2009).

Trabajos previos de nuestro grupo, sugieren la existencia de una
relacion de causalidad entre miR-30c y dolor neuropatico en ratas sometidas a
lesion del nervio ciatico. Ademas, los niveles circulantes de miR-30c en plasma,
liquido cefalorraquideo y tejido aparecen elevados y se correlacionan
directamente con el grado de alodinia desarrollado. Sobreexpresion y
silenciamiento de miR-30c tienen efectos opuestos sobre el desarrollo de
alodinia tras la lesion nerviosa. miR-30c mimic se comporta como proalodinico,
mientras que anti miR-30c retrasa el desarrollo de alodinia (Velategui, 2015).
Por el contrario, estudios en modelos experimentales de dolor neuropatico
seflalan a miR-30d (Bali y cols., 2014) y miR-30b (Shao y cols., 2016) como

antialodinicos.
2.6.1. El miR-30 como marcador diagndstico.

Durante la realizacion de este trabajo de Tesis doctoral se han publicado
diversos trabajos que postulan el papel de miR-30c como marcador diagnéstico
en combinacion con otros miRNAs en patologias diversa indole que incluyen:
(i) cancer pulmonar no microcitico (Giallombardo y cols., 2016); de tiroides
(Saiselet y cols., 2015); de endometrio (Yanokura y cols., 2015); de préstata
(Kachacova y cols., 2015) y de colon (Ostenfeld y cols., 2016) asociado a un
incremento en los niveles plasmaticos. (i) Desarrollo de cirrosis y
hepatocarcinoma en pacientes con infeccién por virus de la hepatitis C con
aumento de sus niveles en suero (Oksuz y cols., 2015). (iii)) Estenosis aodrtica
calcificada, hallandose incremento de expresion en células progenitoras
osteogénicas circulantes (Takahashi y cols., 2016). (iv) Insuficiencia cardiaca
con niveles reducidos en suero (Watson y cols., 2015). (v) Infeccidn por virus

influenza, con niveles reducidos en exudado faringeo (Peng y cols., 2016). (vi)
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Glomerulonefritis por cambios minimos con aumento de expresion en plasma
(Ramezani y cols., 2015). (vii) Sindrome de ovario poliquistico con un aumento
de su expresion en suero (Long y cols., 2014). (viii) Policitemia vera con niveles
reducidos en reticulocitos (Bruchova y cols., 2008). (ix) Sindrome de fatiga
cronica con aumento de expresion en linfocitos Natural Killer (Petty y cols.,
2016). (xX) Enfermedad de Parkinson, con niveles reducidos en suero
(Vallelunga y cols., 2014).

En el diagnostico de adenocarcinoma ductal de pancreas es donde se
ha encontrado mayor utilidad diagndstica a la determinacion de niveles de miR-
30c de manera aislada, produciéndose un incremento de niveles de expresion
en torno a 10 veces la mediana de los controles, consiguiendo una sensibilidad
del 73% vy especificidad del 96% medido en plasma, y sobre todo medido en
bilis donde la sensibilidad es del 96% y la especificidad del 98% (Cote y cols.,
2014; Lai y cols., 2017).

2.6.2. Predicciéon de genes diana de miR30c

Cada miRNA puede interactuar con numerosos mRNAs y cada mRNA
puede ser regulado por numerosos miRNAs, lo que complica enormemente su
estudio (Bartel 2009; Létch y cols., 2013). La prediccion de dianas de miRNAs
se puede llevar a cabo de forma fiable mediante programas informéticos que
calculan la complementariedad de las secuencias 3-UTR presentes en los
MRNAs y la secuencia de la “seed regidon” del correspondiente miRNA. Existen
numerosas paginas web que facilitan informacion acerca de los miRNAs.
Algunos ejemplos representativos son: TargetScan, PicTar, miRanda, (Lewis y
cols. 2003, Grun y cols. 2005, Friedman y cols. 2009, Ekimler y cols. 2014). En
cualquier caso, el mRNA predicho debe ser validado tanto “in vitro” como “in
vivo” utilizando diferentes métodos de identificacion (Hafner y cols.2010, Leung
y cols. 2011, Riley y cols. 2012, Orom y cols. 2008, Lal y cols. 2011).

Usando target scan se identifican 1720 mRNAs dianas de miR-30c
predichas en humanos v, mediante el programa panther
(http://www.pantherdb.org/), se han agrupado los genes diana en funcion de las
rutas biolégicas en las que estan implicados. El resultado se detalla a cen
forma de lista; cada cédigo de color indica una ruta y en el grafico de sectores
se representa la proporcion de mRNAs diana implicados en cada ruta.
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B Z-arachidonoylglveerol biosynthesis

B 5-Hydroxytryptamine degredation

M 5HT1 type receptor mediated signaling pathway

M 5HT2 type receptor mediated signaling pathway

5HT3 tvpe receptor mediated signaling pathway

5HT4 tvpe receptor mediated signaling pathway

ATP synthesis
B Adenine and hypoxanthine salvage pathway

B Adrenaline and noradrenaline biosynthesis

B ilanine biosynthesis

B Alpha adrenergic receptor signaling pathway

B Alzheimer disease-amyloid secretase pathway

Alzheimer disease-presenilin pathway

B Aminocbutyrate degradation

B Angiogenesis

B Angiotensin II-stimulated signaling through G proteins

B Apoptosis signaling pathway

B Arginine biosynthesis

Asparagine and aspartate biosvnthesis
M Axon guidance mediated by Slit/Robo

B Axon guidance mediated by netrin

M Axon quidance mediated by semaphorins

B E cell activation

Betal adreneragic receptor signaling pathwayv

Beta? adrenergic receptor signaling pathwav

M Bctas adrenergic receptor signaling pathway

B Blood coagulation
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B CCKR signaling map

M cCadherin signaling pathway

Carnitine metabolism

cell cyele
B Cholesterol biosynthesis

B Circadian clock system

Coenzyvme & linked carnitine metabolism

B Cortocotropin releasing factor receptor signaling pathway
M Cyvtoskelstal requlation by Rho GTPase

M DNA replication
B D= novo purine biosynthesis

De novo pyrimiding ribonucleotides biosythesis

M Dopamine receptor mediated signaling pathway

M EGF receptor signaling pathway

B Endogenous cannabinoid signaling

M Endothelin signaling pathway

M Enkephalin release
FAS signaling pathway

I FGF signaling pathway

M Fructose galactose metabolism

W GABA-B receptor II signaling.

B Gamma-aminobutyric acid synthesis
General transcription by RNA polymerase 1

M General transcription regulation

M Glycolysis
Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway

M Hedgehog signaling pathway
B Heme biosynthesis
B Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway
M Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Ggq alpha and Go alpha mediated pathway
B Heterotrimeric G-protein signaling pathway-rod outer segment phototransduction
Histamine H1 receptor mediated signaling pathway
Histamine H2 receptor mediated signaling pathway
Huntington disease
Hypoxia response via HIF activation
Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway
Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP kinase cascade

Insulin/IGF pathway-protein kinase B signaling cascade

Integrin signalling pathway

Interferon-gamma signaling pathway

M Interleukin signaling pathway
B Ionotropic glutamate receptor pathway

M Isoleucine biosynthesis
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M JAK/STAT signaling pathway

Leucine biosynthesis

B Metabotropic glutamate receptor group I pathway

Metabotropic alutamate receptor group IT pathway

B Metabotropic glutamate receptor group III pathway
B Methylcitrate cvcle
B Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway

B Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway

M-acetylglucosamine metabolism

Micotine pharmacodynamics pathway

B Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway

B Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway

M Notch signaling pathway

D-antigen biosvnthesis

M Cpicid prodvnorphin pathway

B Cpioid proenkephalin pathway

Opioid proopiomelanocortin pathway

B Oxidative stress response

Dxvtocin receptor mediated signaling pathway
M P53 pathwayv feedback loops 1
B FDGF signaling pathway
M FPI: kinase pathway

Parkinson disease

B Pentose phosphate pathway

Phenvlethvlamine degradation

M Plasminocgen activating cascade

Purine metabolism

Pvrimidine Metabolism

B Pyruvate metabolism
B Ras Pathway
T cell activation

B TCA cvcle
B TGF-beta signaling pathway

B Thyrotropin-releasing hormone receptor signaling pathway

M Toll receptor signaling pathway

Transcription requlation by bZIP transcription factor

M Ubiquitin proteasome pathway

VEGF signaling pathway

Valine biosynthesis

M vasopressin synthesis

Whnt signaling pathway
B p338 MAPK pathway
M pS3 pathway by glucose deprivatior
M p53 pathway feedback loops 2

M p53 pathway
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Objetivos especificos

Los objetivos especificos de la presente Tesis Doctoral son:
1. Estudios en el animal de experimentacion:

1.1. Establecer el curso temporal y duracion de la alodinia mecénica en
ratas sometidas a lesion del nervio ciatico, a lo largo de un periodo

prolongado de seguimiento.

1.2. Determinar el potencial valor preventivo de terapias dirigidas a
neutralizar miR-30c, administradas precozmente por via intracisternal, y
su evolucion temporal a lo largo de un periodo prolongado de

seguimiento.

1.3. Analizar la capacidad del tratamiento intracisternal tardio con anti-
miR-30c para revertir el dolor neuropatico una vez establecido y la
persistencia del efecto a lo largo de un periodo prolongado de

seguimiento.
2. Estudios en pacientes:

2.1. Determinar la relevancia clinica de los hallazgos obtenidos en el
animal de experimentacibn en un grupo de pacientes con dolor
neuropatico secundario a isquemia severa de las extremidades

inferiores.

2.2. Establecer la existencia de alteraciones en los niveles circulantes
de miR-30c en liquido cefalorraquideo y/o plasma en relacion con la

presencia de dolor neuropatico.

2.3. Definir el valor de miR-30c circulante en liquido cefalorraquideo y/o
plasma como biomarcador de dolor neuropatico y desarrollar modelos
predictivos para discriminar con sensibilidad y especificidad a aquellos
individuos que padecen dolor neuropatico de los que estan libres de

dolor.
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1. Sujetos de estudio

1.1.Pacientes

Se reclutaron de forma prospectiva un total de 34 pacientes con
patologia isquémica severa de la extremidad inferior, referidos a la Unidad de
Cirugia Cardiovascular del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
(Santander, Cantabria) para ser sometidos a cirugia de amputacion o
revascularizacion bajo anestesia regional (raquianestesia). Durante el proceso
de raquianestesia se recogié una muestra de 500 pl. de LCR y una muestra de
sangre venosa cubital para la obtencion de plasma. Dentro de esta cohorte, 25
pacientes presentaban dolor neuropatico de mas de 3 meses de duraciéon, y 9
pacientes no mostraban dolor neuropatico. Este ultimo grupo de pacientes fue
considerado el grupo control isquémico. Ademas, se reclutaron como controles
25 pacientes sin isquemia de las extremidades inferiores, sometidos a cirugia
con raquianestesia por patologias libres de dolor. Esta cohorte incluy6
pacientes sometidos a cirugia urologica (correccién de incontinencia urinaria,
reseccion endoscopica de adenoma de prostata, reseccion transuretral de
tumores vesicales no infiltrantes e intervenciones de litotricia invasiva) o a

cirugia general (hernioplastia de pared abdominal y patologia anal no maligna).

El diagndstico de dolor neuropatico se realizé en base a la puntuacién
obtenida en el cuestionario DN4 descrito por Bouhassira y cols. (2005) y Perez
y cols. (2007). Se incluyeron en el estudio los pacientes con una puntuacion
igual o mayor a 3 en dicho cuestionario. Fueron criterios de exclusién en todos
los grupos de estudio la neoplasia maligna infiltrante y/o metastasica,
embarazo, traumatismo, edad (<18 afios) e incapacidad fisica o intelectual para
responder a las preguntas subjetivas del cuestionario. En la tabla 5 se

muestran los datos demograficos de todos los pacientes incluidos en el estudio.
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Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes del estudio. Se incluye la distribucién por
grupos de las principales caracteristicas demogréaficas, patologias y tratamientos
relacionados con el dolor.

Isquemia No isquemia Isquemia
Dolor neuropatico No dolor No dolor
(n=25) (n=25) (n=9)
Edad (media 75,4+2 67,9+9,5 68,3+9,3
EEM)
Sexo 14 hombres (56%) 20 hombres 8 hombres
11 mujeres (44%) (80%) (90%)
5 mujeres (20%) | 1 mujer (10%)
Diabetes mellitus 11 (44%) 3 (12%) 2 (22%)
Obesidad 12 (48%) 12 (48%) 5 (56%)
Hipertension 19 (76%) 17 (68%) 8 (89%)
AINEs y/o 24 (96%) - 2 (22%)
paracetamol
Opioides 20 (80%) - 1 (11%)
Farmacos 8 (32%) 0 0
especificos para
dolor neuropatico

El estudio se ajustd a las directrices de la declaracion Helsinki relativa a
la investigacion en humanos y fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de Cantabria. Todos los pacientes fueron informados de
forma exhaustiva, oralmente y por escrito, acerca de la finalidad del estudio,
molestias suplementarias que se le pudieran ocasionar y posibilidad de
retirarse en cualquier momento del estudio. Una vez otorgada su aquiescencia,
el paciente firmd por triplicado el preceptivo consentimiento informado (ver

Anexo ).
1.2.Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho con un peso comprendido
entre 200 y 350 gramos, criadas en el Servicio de Estabulacién vy
Experimentacion animal de la Universidad de Cantabria. Todos los
procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética de
la Universidad de Cantabria y la Consejeria de Ganaderia, Agricultura y Pesca
de la Comunidad de Cantabria. Las ratas fueron estabuladas en grupos de tres
animales, expuestas a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, a una temperatura
ambiente de 22 + 1° C y humedad relativa del 60-70%. La comida y el agua
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fueron suministradas ad libitum. El cuidado y la manipulacién experimental de
los animales se realiz6 de acuerdo a la normativa vigente nacional (Real
Decreto 1201/2005) y Europea (Declaracion de Helsinki y Directiva de la CEE
2012/707/EU), y siguiendo las pautas establecidas por el Comité de
Investigacion y Etica de la International Association for the Study of Pain

(Zimmermann 1983).

2. Modelo experimental: Modelo de neuropatia traumética

del nervio ciatico (SNI: spared nerve injury)

El modelo de neuropatia traumética elegido para provocar dolor crénico
neuropatico en rata fue descrito por Decosterd y Woolf (2000). Bajo anestesia
inhalatoria con isofluorano (Forane®, 2-3 %), se realizO una incision, de
aproximadamente 2 cm, en la cara externa de la piel del muslo de la pata
izquierda, a la altura del fémur y paralela a él, previa depilacion y desinfeccion
con povidona yodada. Se disecd el musculo femoral y se expuso el nervio
ciatico a la altura de la trifurcacion de sus ramas sural, tibial y peroneal. En este
modelo, se realizan dos ligaduras con sutura de las ramas tibial y peroneal, una
en la zona mas préxima a la trifurcacion y otra mas distal separada 2-3 mm, y
se procede a la axotomia de ambas ramas. Se mantuvo intacta la rama sural,
limitAndose al maximo posible su manipulacién y/o estiramiento para evitar una
posible neuroapraxia, ya que dificultaria la ulterior valoracion de la respuesta a
estimulos mecanicos. Una vez realizada la lesion nerviosa, se suturo la
musculatura y la piel con sutura Vicryl® 5-0s (Ethicon, Johnson & Johnson). En
los animales control (sham), se realizé el mismo proceso, evitando la diseccién,

estiramiento y manipulacion de las tres ramas nerviosas descritas.

3. Valoracién de larespuesta a estimulos mecéanicos: Test

de monofilamentos de von Frey.

Se valoré el grado de hiperalgesia y alodinia mecanicas desarrolladas
mediante estimulaciéon con monofilamentos de von Frey de fuerza creciente
calibrada (Semmes Weinstein von Frey Aesthesiometer for Touch Assessment,
Stoelting Co, lllinois EEUU) aplicados en la zona inervada por la rama sural
(zona externa de la superficie plantar de las patas traseras, correspondiente a
los dedos 4° y 5°). Se valoraron las respuestas nocifensivas el dia antes de la
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intervencion (basal) y los dias posteriores hasta el sacrificio. Los animales se
introdujeron de forma individualizada en un compartimento con suelo de rejilla,
donde su movilidad quedaba reducida. Tras un periodo de adaptacion de 10
min al nuevo habitaculo, se aplico la bateria de monofilamentos de von Frey.
Se considero respuesta positiva la sacudida, retirada o lamido de la pata tras la
aplicacion del estimulo mecénico. Se estimularon las patas 5 veces con cada
uno de los monofilamentos y se valor6 el porcentaje de respuestas positivas
para cada fuerza aplicada. Inicialmente, se estimulé la pata con un
monofilamento de fuerza intermedia y se continué con monofilamentos de
fuerza progresivamente descendente, hasta que no se obtuvo respuesta.
Posteriormente, se aplicaron estimulos de fuerza ascendente, partiendo del
monofilamento consecutivo al inicial, hasta que se provocé un 100% de
respuestas (Bonin y cols., 2014). El umbral nociceptivo se expresé como los
gramos que evocaron respuesta de retirada de la pata en 3 de los 5 estimulos

aplicados.
4. Tratamientos y grupos experimentales.

Se determiné el efecto del tratamiento con miR-30c inhibidor sobre la
percepcidn nociceptiva en el modelo de dolor crénico neuropético previamente
descrito. Todos los grupos experimentales estuvieron constituidos por un
minimo de 5-8 ratas. Los tratamientos se administraron en la cisterna magna
en ciclos de inyecciones en dias alternos) disueltos en lipofectamina (Life
Technologies, Invitrogen) vy liquido cefalorraquideo (LCR) artificial. Su

composicién fue una mezcla (1:1) de la solucién Ay B:

Solucion A Solucion B
5ml de H,0 destilada 5ml de H,0 destilada
NaCl 0,0866 g Na;HPO, + H,O 0,00214 g
KCI 0,00224 g NaH,PO, + H,O 0,00027 g
CacCl, + 2H,0 0,00206 g
MgCl, + 6H,0 0,00163 g

Las ratas, bajo anestesia inhalatoria con isofluorano (Forane®, 1L/min al

2,5-3 %), se colocaron en un cuadro esterotaxico, con el cuerpo en posicion
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horizontal y la cabeza inclinada 45°. Se depilé y desinfecté con etanol al 70% la
zona occipital. Se introdujo una aguja de 25G, conectada a una jeringa
Hamilton de 10 pl, en la linea media de la cresta occipital, en una superficie
depresible por palpacion entre las protuberancias occipitales y el atlas. Se
administr6 miR-30c inhibidor (mirVana® miR-inhibidor, Life Technologies)
disuelto en lipofectamina (1:1) y completado a un volumen final de 10 pl con
LCR atrtificial. Se emplearon dosis de 100 ng y 200 ng siguiendo los siguientes
protocolos de administracion (Figuras 11 y 12). En un primer estudio, se
administré un ciclo de tres inyecciones de miR30c inhibidor a una dosis de
100ng, comenzando el dia que se realizd la lesion nerviosa y el 2° y 4° dia.
Cuando las ratas presentaron hiperalgesia y alodinia mecanica, recibieron un
segundo ciclo de cuatro inyecciones de 200ng los dias 22, 24, 26 y 28 tras la

lesion nerviosa (Figura 11).

Lesion
. Test von Frey
nerviosa

|1 | |
T
Basal 0 3 4 7 10 13 15 17 21 22 24 26 28 30 39 45 57 63

L1y

Inyeccion miR-30c inhibidor
200 ng

Inyeccion miR-30c inhibidor
100 ng

Figura 11. Protocolo experimental 1. Tratamiento crénico con mir-30c inhibidor: un
primer ciclo a una dosis de 100 ng y un segundo ciclo a una dosis de 200 ng. Se
valord el efecto mediante de test de von frey en dias alternos posteriores a la lesion
nerviosa hasta el sacrificio para valorar el grado de hiperalgesia y alodinia mecanicas
desarrolladas.

En un segundo estudio, un grupo de ratas fue sometida a la lesion del
nervio ciatico y transcurrido un periodo de 3 semanas sin tratamiento y cuando
todas las ratas mostraban el maximo grado de hiperalgesia y alodinia mecénica

se administro un ciclo de 4 inyecciones los dias 22, 24, 26 y 28 (Figura 12)
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Figura 12. Protocolo experimental 2. Tratamiento con mir-30c inhibidor de
neuropatia evolucionada: ciclo a una dosis de 200 ng. Se valoré mediante el test de
von frey en dias alternos el grado de hiperalgesia y alodinia mecanicas desarrolladas.
Los animales sham recibieron inyecciones de una secuencia de miR desordenada en
lipofectamina y LCR artificial (vehiculo) siguiendo protocolos similares.

5. Extraccion de muestras de plasmay liquido

cefalorraquideo
5.1.LCR

Se utilizaron los mismos procedimientos de anestesia e inmovilizacion
descritos en la seccion de tratamientos. Se introdujo en la cisterna magna una
aguja tipo mariposa (25 G) unida a un catéter fino de plastico conectado a una
jeringuilla de 1ml para aspirar y recoger el LCR. El LCR se almacen6 a -80° C
hasta su posterior utilizaciéon. Se recogieron muestras de LCR el dia de la
realizacion de la cirugia (basal) y el dia del sacrificio de los animales. Las

muestras contaminadas con restos de sangre fueron descartadas.
5.2.Plasma

Bajo anestesia inhalatoria con isofluorano (Forane®, 11/min al 2,5-3 %)
se extrajo sangre del seno retro orbital. Por capilaridad se recogi6 la sangre
para determinacion basal del microRNA (12-14 gotas) en un tubo estéril que
contenia una solucion de 50mg/ml de EDTA (40 pl). El dia del sacrificio la
sangre se obtuvo de la misma manera, pero mayor cantidad (2 ml) y se recogi6
en tubos estériles que contenian una solucién de 50mg/ml de EDTA (60 pl). En

ambos casos las muestras se centrifugaron a 3.500 r.p.m. durante 10 min
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separandose las células y el plasma, tras lo cual se recogio el plasma y

posteriormente el plasma se almacend a -80° C hasta su posterior uso.

6. Determinacion de la expresion de miRNAs mediante PCR

cuantitativa

6.1.Extraccion de RNA de fluidos (Plasmay LCR)

Se extrajo el RNA total de las muestras de plasma y LCR mediante
Trizol (TRl Reagent T9429; SIGMA Life Science). Para ello se afiadieron 800 pl
de Trizol a 250 ul de plasma o 100 pl de LCR. Las muestras se
homogeneizaron en un vortex y se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente. A continuacion, se afiadid a cada muestra C-elegans miR-39 (25
fmol/ 5 pl) como control interno. Seguidamente, se afiadieron 0,2 volimenes de
cloroformo por cada volumen de Trizol, se agité la mezcla y se incub6é 3 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000
r.p.m. durante 15 min a 4° C, que da lugar a tres fases diferenciadas; una fase
acuosa que contiene el RNA, una interfase con DNA y una fase organica con
proteinas. Se recogi6 la fase acuosa, evitando la contaminacién con proteinas,
y se transfirié a un tubo estéril. Se afiadieron 0,5 volumenes de isopropanol por
cada volumen de Trizol afladido, se agitd suavemente la mezcla y se incubé a
temperatura ambiente durante 10 min. A continuacion, se procedio a una nueva
centrifugacion a 12.000 r.p.m. durante 10 min, a 4° C. Se recogio el pellet
precipitado que contiene el RNA y se elimind el sobrenadante por decantacion.
Se afadié 1ml de etanol al 75% en H,O DEPC, y se volted para arrastrar los
restos de isopropanol que pudieran quedar en el pellet. Se centrifugaron las
muestras a 7.500 r.p.m. durante 5 min a 4° C. Se elimind el etanol por
decantacion y evaporacion (aproximadamente 30 min) y se resuspendieron las
muestras en 20 pl de H,O DEPC. Las muestras se incubaron a 50° C durante 5

min y se almacenaron a -80° C hasta su uso.
6.2.Determinacion de la concentracion y pureza del miRNA

Para determinar la concentracibn y pureza del miRNA, se utilizd6 un
espectofotometro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific Inc) que permite trabajar
con 2 pl de muestra. Para determinar la pureza se valord la relacion obtenida

entre las absorbancias medidas a 260 nm (absorcion por acidos nucleicos) y a
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280 nm (absorcidn por proteinas). El indice 260/280 ha de encontrarse en un
rango comprendido entre 1,7 y 2,0 para garantizar la pureza. Todas las

muestras empleadas estaban en este rango.
6.3. Transcripcion inversa del miRNA

La reaccion de la transcripcion inversa del miRNA (microRT-PCR) es el método
por el cual se obtienen las cadenas de DNA complementario o DNAc a partir
del RNA extraido. Para la transcripcion inversa de los miRNAs se utilizé un kit
comercial de RT-PCR (Revert-aid, Fermentas). Para la reaccion se usaron 100
ng de RNA del plasma y LCR y. Se afadieron la cantidad de H,O DEPC
necesaria para alcanzar un volumen final de 9,16 ul y 2,84 pl de una mezcla
que contenia 0,15 ul de dNTPs, 1 pl de la enzima transcriptasa inversa
(multiscribe RT enzima), 1,5 pyl de tampdn de reaccion (10X) y 0,19 ul de
enzima inhibidora de RNAasas (Ribolock Ribonuclease Inhibitor). Finalmente,
se afadieron a la mezcla 3 pyl del cebador especifico correspondiente al miRNA
objeto de estudio. EI miRNA utilizado como control interno fue cell-miR39
afiadido a las muestras durante el proceso de extraccion. La muestra total (15
pl) se centrifugd y se incubd durante 5 min en hielo. Una vez completados
estos pasos, se introdujeron las muestras en un termociclador y se utilizaron
las siguientes condiciones de reaccion: 30 min a 16° C; 30 min a 42° C; 5 min a
85° C; un ultimo ciclo para el mantenimiento de las muestras a 4° C. El DNAc

se conservo a -20° C hasta su utilizacion.
6.4.PCR cuantitativa

Los niveles de expresion de miRNAs se determinaron mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR: polimerase chain reaction) de tipo
cuantitativo, que constituye uno de los métodos mas sensibles para la
cuantificacion de la expresion de genes a partir de DNAc. La expresion de los
mMiRNAs normalizé a RNUG6B y en el caso de los fluidos (plasma o LCR) a cell-
mir-39. Se utilizaron sondas comerciales TagMan® (Applied Biosystems, Life
Technologies) y el reactivo que contiene Mg®* y nucleétidos (Premix Ex Tag™
Perfect Real Time, Takara Bio Inc). Las amplificaciones se hicieron en un
termociclador para PCR cuantitativa a tiempo real (Applied Biosystems 7500
v2.0.4; Life technologies). Para cuantificar la expresion de miRNAs, la reaccion
se llevo a cabo por duplicado, en un volumen de 10 pl que contenian 0,5 pl del
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producto de la pRT-PCR, 5 yl de mastermix, 0,25 ul de sonda TagMan® y 4,25
pl de H,O DEPC. El numero de copias de los miRNAs problema y de referencia
se cuantificaron en paralelo en diferentes muestras, utilizando marcadores

fluorescentes con longitudes de onda FAM.
El protocolo utilizado fue el recomendado por el fabricante de las sondas:
a) Un primer segmento compuesto de un ciclo:
I. 2minab50°C.
[I. 10 min a 95° C.
b) Un segundo segmento, compuesto de 40 ciclos:
I. 15 s a 95° C para la desnaturalizacion del DNA complementario.

[I. 1 mina60°C para la union de los cebadores a la cadena de DNA

complementario.

Los niveles de expresion se determinaron por duplicado en tres
experimentos independientes, como minimo. Los resultados se expresaron
como; 2(Ct de referencia - Ct problema). gjando Ct el ciclo umbral. Posteriormente todos
los valores obtenidos fueron multiplicados por 10° para un mejor manejo de los
datos. Los valores se expresaron como la media + EEM de las expresiones

relativas obtenidas en los diferentes experimentos.
7. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo con los paquetes estadisticos
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Inc., CA, USA) y SPSS 22 de IBM. Los
valores se expresaron como la media + EEM Los datos de los estudios
conductuales se compararon mediante ANOVA (de una via o de dos vias, de
medidas repetidas), seguido del test de Bonferroni. Para valorar la diferencia en
una variable numérica entre dos grupos se utilizé el test de la t de Student y
para valorar diferencias entre mas de dos grupos se utilizé la prueba ANOVA
de una via.La relacion entre variables numéricas, se determind utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson. La comparacion entre variables

cualitativas (expresadas como porcentajes en nuestro caso) se realizé usando

93



Material y métodos

el test Chi-cuadrado. El analisis de persistencia de alodinia en distintos grupos
de ratas se hizo mediante regresion de Cox. Para la elaboracion de modelos
predictivos del estado de dolor neuropético en los pacientes se uso la regresion
logistica multiple, las curvas ROC vy el criterio de informacion de Akaike. Se

consideré estadisticamente significativo un valor de p (bilateral) menor de 0,05.
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1. Estudio en animales de experimentacion

1.1.Curso temporal del desarrollo de alodinia mecanica

Se evaluo el desarrollo de alodinia mecanica en un modelo experimental
de lesion nerviosa mediante axotomia parcial del nervio ciatico (Decosterd y
Woolf 2008). Se valoré la respuesta frente a estimulos mecanicos de fuerza
creciente aplicando monofilamentos de von Frey en las patas traseras
ipsilateral y contralateral a la lesiébn un dia antes (respuesta basal) y en dias
alternos, durante un periodo de 21 dias a partir de la seccion parcial del nervio
cidtico. En los animales control (sham) se evalu6 la sensibilidad tactil basal y
tras la exposicion del nervio cidtico sin provocar lesion (sham-operated).
Denominamos umbral mecanico a aquella fuerza que evoca respuesta

nocifensiva en 3 de las 5 aplicaciones sucesivas del estimulo.

70+
4 Lesidon nerviosa
@ 601 € Sham
2501 @
e
S 40- --
O
£ 30-
©
Q9 20+
£
> 10- *%kk KAk kkk
*%k%k
Basal LN 4 7 10 13 15 17 21

Dias

Figura 13. Curso temporal del desarrollo de alodinia mecanica tras la lesion
nerviosa en ratas. La figura muestra la evolucion temporal del umbral de respuesta a
estimulos mecénicos valorada mediante el test de von Frey en ratas tras la lesion del
nervio ciatico (LN) (N=5) o simulacion (sham) (N=7). ***p<0,001 vs. sham, prueba de
Bonferroni tras ANOVA de medidas repetidas.

Las ratas expuestas a lesion del nervio ciatico mostraron un decremento
progresivo y significativo del umbral de retirada de la pata trasera ipsilateral a la

lesion, y alcanzaron una respuesta alodinica maxima a los 7 dias de la lesion
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(“tiempo™: F (7,700=3,78, p<0,01; "lesion nerviosa”: F(1,70=27,84, p<0,001; “tiempo
X lesion nerviosa™ F(770=4,07, p<0,001, Figura 13). A partir de éste dia, el
umbral nociceptivo frente al estimulo mecanico fue significativamente menor
comparado con las ratas sham y se mantuvo inalterado hasta el dia 21,
momento en el que las ratas fueron sacrificadas. Los animales control no
modificaron su umbral de retirada de la pata ipsilateral trasera en todo el
periodo de tiempo estudiado. En la Figura 14 se muestra la respuesta de las
ratas el 7° dia tras la lesion ciatica. Las ratas lesionadas mostraron un
incremento significativo en el porcentaje de respuestas a estimulos mecéanicos
de fuerza creciente comparado con las ratas control (‘lesidbn nerviosa™
F1,112=41,06, p<0,001; “fuerza” F112=70,19, p<0,001; “lesion nerviosa X
fuerza”: Fg112=6,86, p<0,001).
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(retirada de la pata trasera)
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Figura 14. Desarrollo de alodinia mecénica en respuesta a la lesion del nervio
ciatico. Se valor6é el porcentaje de respuestas de retirada de la pata provocadas
mediante el estimulo con una bateria de monofilamentos de von Frey de fuerza
creciente. Curva fuerza-respuesta obtenida en el test de von Frey transcurridos 7 dias
desde la lesion nerviosa (N=5), **p<0,01, **p<0,001, vs. Sham (N=7); Prueba
Bonferroni tras ANOVA de medidas repetidas.
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1.2.Efecto del tratamiento cronico con un inhibidor especifico de miR-

30c administrado por via intracisternal

1.2.1. La administracion precoz de LNA-miR-30c inhibidor atenua el
desarrollo de dolor neuropatico y revierte la alodinia mecéanica
previamente establecida en un modelo de lesion del nervio ciatico

en ratas

Estudios previos del laboratorio mostraron que ratas sometidas a lesion
del nervio ciatico tratadas con LNA-miR30c inhibidor. Se valor6 mediante el test
de Von Frey, el efecto de LNA-miR-30c inhibidor sobre la velocidad de
desarrollo de alodinia mecanica en ratas sometidas a lesion traumatica del
nervio ciatico. Un grupo de ratas sometido a lesion nerviosa fue tratado con
LNA-miR-30c¢ inhibidor (100 ng/10ul) o con vehiculo el mismo dia de la
intervencion, el 4° y el 7° dia tras la cirugia. Otro grupo de ratas (sham-
operated) fue sometido al mismo proceso de cirugia, pero sin lesionar el nervio
ciatico y tratado con LNA-miR-30c inhibidor y vehiculo, siguiendo el mismo
protocolo experimental. La sensibilidad mecénica de los animales fue evaluada
con monofilamentos de von Frey durante 21 dias. A lo largo de este periodo de
seguimiento, los animales sometidos a lesion del nervio ciatico y tratados con
LNA-LNA-miR-30c inhibidor mostraron un umbral de retirada de la pata
significativamente mayor que los animales tratados con vehiculo (“Tiempo”:
Fe,138=6,1, p<0,001; “Tiempo x lesion nerviosa” F138=3.4, p<0,01,

“Tratamiento x lesion nerviosa” F(1 23=11,7, p<0,001 Figura 15).

A los 7 dias de la cirugia, las ratas expuestas a lesion del nervio ciatico y
tratadas con vehiculo ya mostraron alodinia mecanica mientras que las tratadas
con LNA-miR-30c inhibidor se mantenian libres de alodinia (“tratamiento”
F(1,120=26,77, p<0,001; “fuerza”: Fg120=74,99, p<0,001; “fuerza x tratamiento™
Fs,120=4,56, p<0,001 Figura 16A). Transcurridos 17 dias desde la lesion
nerviosa, los animales tratados con LNA-miR-30c inhibidor aun no han
desarrollado alodinia mecanica (“tratamiento”: F(1,120=33,76, p<0,001; “fuerza”
F(8,120=98,66, p<0,001; “fuerza x tratamiento™ F120=9,94, p<0,001, Figura
16B). Sin embargo, 21 dias tras la cirugia ya no se observaron diferencias
entre los grupos tratados con LNA-miR-30c inhibidor y con vehiculo (Figura

16C). Es decir, las ratas tratadas con LNA-miR-30c inhibidor experimentaron un
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retraso de dos semanas en el desarrollo de alodinia respecto a las tratadas con

vehiculo.
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100 ng
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Figura 15. Desarrollo de alodinia mecéanica tras la lesion nerviosa en animales
tratados con vehiculo y LNA-miR-30c inhibidor. La figura muestra el protocolo
experimental (A) y la evolucion temporal del umbral de respuesta a estimulos
mecanicos (B) valorada mediante el test de von Frey en ratas expuestas a lesion del
nervio ciatico (n=14) o simulacién (sham) (n=14) tratadas con LNA-miR-30c inhibidor
(n=14) o vehiculo (n=14). *p<0,05, ***p<0,001 vs. LNA-miR-30c inhibidor; ®p<0,05,
*¥p<0,01 vs. sham Prueba Bonferroni tras ANOVA de dos vias de medidas repetidas.
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Figura 16. Desarrollo de alodinia mecénica en animales sometidos a lesion
nerviosa tratados con vehiculo o LNA-miR-30c inhibidor. Se valoré el porcentaje
de respuestas de retirada de la pata provocada mediante estimulos con
monofilamentos de von Frey de fuerza creciente. Curva fuerza-respuesta obtenida en
el test de von Frey transcurridos 7 (A), 17 (B) y 21 dias (C) tras la lesion del nervio
ciatico en ratas tratadas con LNA-miR-30c inhibidor (n=9) o vehiculo (n=8). **p<0,01,
***n<(0,001 vs. Lesion nerviosa + LNA-miR-30c inhibidor. Prueba Bonferroni tras
ANOVA de dos vias de medidas repetidas.

Para evaluar si el tratamiento con LNA-miR-30c inhibidor podia revertir la
alodinia desarrollada a los 21 dias tras el inicio del primer ciclo de tratamiento,
las ratas recibieron un segundo ciclo de 4 inyecciones en la cisterna Magna de
LNA-miR-30c inhibidor (200ng/10ul) o de vehiculo los dias 22, 24, 26 y 28 tras
la lesion nerviosa. Se valoré la respuesta de la pata ipsilateral a estimulos
mecanicos mediante el test de von Frey. Los animales tratados con LNA-miR-
30c inhibidor mostraron un incremento progresivo y significativo en el umbral de
retirada de la pata, que comenzo transcurridas 24h desde la primera inyeccion

y se mantuvo durante un periodo maximo de seguimiento de dos meses
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(“tratamiento”: F(188=32,99; p<0,001, “tiempo”: Fggs=4,38, p<0.001; “tiempo x
tratamiento”™: F (g 85=3,70, p<0,001, Figura 17).
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Figura 17. Evolucién de la alodinia mecénica en animales sometidos a lesion
nerviosa tratados con vehiculo o con LNA-miR-30c inhibidor. Se representa un
esquema del protocolo experimental (A) y la evoluciéon temporal del umbral de
respuesta a estimulos mecénicos, valorada mediante el test de von Frey (B) en ratas
expuestas a lesion del nervio cidtico, tratadas con LNA-miR-30c inhibidor (n=8) o
vehiculo (n=8). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, vs. Vehiculo. Prueba Bonferroni tras
ANOVA de dos vias de medidas repetidas.

102



Resultados

Como se observa en la figura 18, todos los animales sometidos a lesion
del nervio ciético, tratados o0 no con un primer ciclo de LNA-miR-30c inhibidor,
presentaron alodinia mecénica transcurridos 22 dias de la lesion. Los animales
tratados con un segundo ciclo de vehiculo permanecieron alodinicos 40 dias
después, es decir 63 dias tras la lesion ciatica. Por el contrario, la
administracion de un segundo ciclo de LNA-miR-30c inhibidor revirtié la alodinia
en un 20% de los animales ya tras la primera dosis, y el 100% de los animales
estaban libres de alodinia tras la 42 dosis del inhibidor. Todos los animales
tratados con un segundo ciclo de miR-30c se mantuvieron libres de alodinia

durante los 40 dias de seguimiento ulterior (x°=9,039, p<0,01; Figura 18).
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Figura 18. Curvas de Kaplan Meier del porcentaje de animales expuestos a lesion
del nervio ciatico que presentan alodinia mecénica tras el inicio del segundo
ciclo de tratamiento con LNA-miR-30c inhibidor o vehiculo. miR-30c se administré
por via intracisternal los dias 22, 24, 26 y 28 después de la lesion nerviosa. Regresion
de Cox p<0.01.

Los resultados indican que cuando los animales tratados con un primer
ciclo de LNA-miR-30c inhibidor desarrollan alodinia, un segundo ciclo de
tratamiento con LNA-miR-30c inhibidor consiguid revertir completamente la
alodinia en el 100% de los animales durante, al menos, 40 dias desde

comenzado el segundo ciclo de tratamiento.
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1.2.2. La administracion tardia de LNA-miR-30c inhibidor revierte la
alodinia mecéanica previamente establecida en un modelo de lesion

del nervio ciatico en ratas

En base a estos resultados, quisimos evaluar si un unico ciclo de miR-
30c era capaz de revertir una alodinia evolucionada en el tiempo. Para ello, un
grupo de ratas fue sometido a lesidén nerviosa del ciatico y mantenido durante 3
semanas sin tratamiento. El dia 22 tras la lesion, cuando todas las ratas habian
desarrollado un grado de alodinia maximo (“fuerza™ F(10210)=210,6, p<0,001;
“tratamiento”. F(221)=20,25, p<0,001 y “tratamiento x fuerza™ F0210=11,25,
p<0,001, un grupo de ratas fue tratado con LNA-miR-30c inhibidor (200ng/10ul)
los dias 22, 24, 26 y 28 tras la cirugia o con vehiculo (secuencia desordenada

de mRNA), siguiendo el mismo protocolo experimental.

Un grupo de animales tratado con LNA-miR-30c inhibidor (70 %) (N=8)
revirti6 completamente la alodinia mecéanica comparado con el grupo tratado
con vehiculo (“tratamiento™ F(19=17,56, p<0,001; “tiempo”: Fg152=6,88,
p<0,001; “tiempo x tratamiento” F (16152=4,88, p<0,001 Figura 19B). Sin
embargo, otro grupo de ratas (30%) (N=4) no respondié tras la administracion

de las cuatro dosis de LNA-miR-30c inhibidor.

Como se muestra en las curva fuerza-respuesta, transcurridos 30 dias
desde la lesion nerviosa del nervio ciatico y 8 desde el inicio del tratamiento, las
ratas tratadas con LNA-miR-30c inhibidor respondedoras mostraron un
descenso significativo en el porcentaje de respuestas evocadas tras la
estimulacion con monofilamentos de von Frey de intensidades crecientes
comparado con el grupo de animales tratados con vehiculo (“tratamiento”
F(2,152)=15,96, p<0,001; “fuerza” F(8,152)=81,96, p<0,001; “fuerza x
tratamiento” F(16,152)=7,33, p<0,001 Figura 19C). Esta ausencia del alodinia
mecanica se mantuvo hasta transcurridos 63 dias desde la lesion nerviosa
(“tratamiento”. F(2,152)=9,97, p<0,001; “fuerza” F(8,152)=66,74, p<0,001;
“fuerza x tratamiento” F(8,152)=5,63, p<0,001 Figura 19D).
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Figura 19. Efecto del tratamiento con LNA-miR-30c inhibidor en ratas con
alodinia establecida tras la lesion del nervio ciatico. Protocolo experimental (A) y
evolucion temporal del umbral nocifensivo frente a estimulos mecanicos (B) en ratas
sometidas a lesion del nervio ciatico. Las ratas tratadas con vehiculo (n=10) se
representan en triangulos verdes. Las ratas que respondieron al tratamiento (R; n=8)
se muestran en triangulos rojos. Las ratas que no respondieron al tratamiento (NR;
n=4) se muestran en circulos blancos. Se muestra en detalle la curva de respuesta a
los filamentos del test de von Frey el dia que se alcanza la respuesta méxima (C) y el
dia en que finaliza el seguimiento (D). ***p<0,001 vs vehiculo. Prueba de Bonferroni
tras ANOVA de dos vias de medidas repetidas.
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En el grupo de animales sometidos a lesion nerviosa, dejados
evolucionar durante 3 semanas Yy tratados con miR-30c inhibidor, un 10% de
los animales revirtieron la alodinia mecénica a las 48 horas de iniciado el
tratamiento y a los 8 dias se habia revertido la alodinia en el 67% (N=8) de los
animales. Sin embargo, en un 33% (N=4) de los animales (no respondedores)
la alodinia persistio todo el periodo de seguimiento (40 dias). Las ratas

sometidas a lesidn nerviosa tratadas con vehiculo se mostraron alodinicas a lo

largo de todo el periodo de seguimiento estudiado (x*=9,62, p<0,01 Figura 20).

- Lesion nerviosa evolucionada + Vehiculo
- Lesion nerviosa evolucionada + miR-30c inhibidor

100 A
g 807
© o
E O 60-
==
©
40-
S A
S 20-

22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 63
Dias tras la lesion nerviosa
Figura 20. Curvas de Kaplan Meier del porcentaje de animales expuestos a lesién
del nervio ciatico que presentan alodinia mecénica tras el inicio del tratamiento

con LNA-miR-30c inhibidor o vehiculo. miR-30c se administré por via intracisternal
los dias 22, 24, 26 y 28 después de la lesion nerviosa. Regresion de Cox p<0,01.

Es decir, en los animales tratados con un unico ciclo de LNA-miR-30c
inhibidor cuando han desarrollado alodinia mecéanica durante un periodo
prolongado (3 semanas) solo en el 70% de los animales la alodinia es
completamente revertida, permaneciendo las ratas sin dolor neuropatico
durante al menos 40 dias desde comenzado el segundo ciclo de tratamiento.
Sin embargo, el 30% de las ratas tratadas con el LNA-miR-30c inhibidor, no
muestran ningun signo de mejoria durante todo el periodo de seguimiento,

siendo su alodinia mecénica similar a las ratas tratadas con vehiculo.
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2. Estudio en pacientes

2.1.Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes

Una vez demostrados en el animal de experimentacion la contribucion
de miR-30c al desarrollo de dolor neuropético y la relacion entre sus niveles
circulantes en plasma y LCR con la severidad de la alodinia desarrollada,
nuestro siguiente objetivo fue valorar la potencial traslacion de los resultados
experimentales a la clinica. Para ello se reclutaron 25 pacientes con isquemia
cronica severa de las extremidades, diagnosticados de dolor cronico (>4
meses) con caracteristicas semioldgicas neuropéticas determinadas mediante
el cuestionario DN4 (puntuacion >3). Como controles se incluyeron 9 pacientes
sin dolor con isquemia severa de las extremidades inferiores y 25 pacientes sin
dolor y sin isquemia. Ninguno de los pacientes control tomaba farmacos
antidepresivos ni antiepilépticos, dos tomaban AINE y uno tomaba opioide. En
cuanto al grupo con dolor neuropatico, los farmacos prescritos eran AINEs
(n=24), opioides (n=20), aticonvulsivantes (n=7) y antidepresivos triciclicos
(n=1). Existieron diferencias entre el grupo sin dolor y con dolor en la edad
(t=2,90; p=0,005), sexo (x*=4,88; p=0,027) y prevalencia de diabetes (x*= 6,26,
p=0,012). La isquemia arterial estuvo presente en el 100% de los pacientes con
dolor, por ser un criterio de seleccion, y en el 26% de los controles. Las
caracteristicas demogréficas y clinicas de los sujetos de estudio se recogen en
la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes. Distribucién de
los grupos de estudio por edad, sexo y presencia de diabetes mellitus, hipertension

arterial y obesidad.

Cohorte completa Dolor No dolor
(n=59) (n=25) (n=34)

Edad (mediatSEM)** 71,2+1,3 75,4+2,01 68,03£1,59
Isquemia 34 (58%) 25 (100%) 9 (26%)

hombre 42 (70%) 14 (56%) 28 (82%)
Sexo*

mujer 17 (30%) 11 (44%) 6 (18%)

no 43 (73%) 14 (56%) 29 (84%)
Diabetes*

Si 16 (27%) 11 (44%) 5 (14%)
Hipertensién | no 15 (25%) 6 (24%) 9 (26%)
arterial si 44 (74%) 19 (76%) 25 (74%)

no 30 (51%) 13 (52%) 17 (50%)
Obesidad

Si 29 (49%) 12 (48%) 17 (50%)

Los test estadisticos para comparar las variables entre los grupos control y dolor
fueron t de Student para edad y Chi-cuadrado (x°) para sexo, diabetes, HTA y
obesidad (*p<0,05, **p<0,01).

2.2.Incremento de niveles circulantes de miR-30c en liquido

cefalorraquideo y en plasma en pacientes que padecen dolor

neuropatico vs. pacientes libres de dolor

Los pacientes con dolor neuropéatico mostraron niveles circulantes de

miR-30c en plasma y LCR significativamente superiores que los pacientes

control (Figuras 21 y 22). Los niveles de miR-30c en LCR fueron 6,9 veces

superiores (t=3,02, p<0,01) en los pacientes con dolor neuropatico [6,70+2,20
UR; (n=25)] que en los pacientes libres de dolor [0,97+£0,1 UR; (n=34)]. En
plasma, la expresion promedio de miR-30c fue 234 veces superior (t=3,6,

p<0,001) en los pacientes con dolor neuropatico (96,04+30,6 UR) que en los
controles (0,41+0,08 UR).
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Figura 21. Niveles circulantes de miR30c en LCR en pacientes con dolor
neuropético y en pacientes control sin dolor. El gréfico representa los niveles de
expresion relativa de miR-30c en liquido cefalorraquideo de pacientes con dolor
neuropético (n=25) vs. pacientes sin dolor (n=34). **p<0,01; t de Student para grupos
independientes.
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Figura 22. Niveles circulantes de miR30c en plasma en pacientes con dolor
neuropético y en pacientes control sin dolor. El gréfico representa los niveles de
expresion relativa de miR-30c en plasma de pacientes con dolor neuropatico (n=25)
vs. pacientes sin dolor (n=34). **p<0,01; t de Student para grupos independientes.

2.3.Ausencia de Influencia de la isquemia arterial en los niveles

circulantes de miR-30c

Puesto que, a diferencia de los pacientes neuropaticos, no todos los
pacientes control padecian isquemia arterial, se valoré el posible efecto de
confusion sobre los niveles de miR-30c relacionado con la presencia o no de

isquemia. Para ello, se compararon por separado los niveles circulantes de
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miR-30c de los pacientes con dolor (n=25) con los de los pacientes control sin
dolor y con isquemia (n=9) y con los de los pacientes control sin dolor y sin
isquemia (n=25). Los pacientes con dolor presentaron niveles circulantes de
miR-30c superiores a los de ambos grupos de pacientes control, tanto en
plasma (F@57)=8,172, p<0,01) como en LCR (F(;57=4,481, p<0,05). No se
observaron diferencias significativas en los niveles circulantes de miR-30c entre
los controles con y sin isquemia Figura 23A y B). Podemos concluir que la
presencia de dolor neuropatico se asocié con un incremento en la expresion de
miR-30c tanto en plasma como en LCR. Por el contrario, el factor isquemia no
se relacioné con cambios en la expresion de miR-30c en ninguno de los dos

fluidos.
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Figura 23. Niveles circulantes de miR-30c en LCR y en plasma en pacientes con
dolor neuropético y en pacientes control sin dolor, isquémicos o no. El gréfico
representa la expresion relativa de miR-30c en liquido cefalorraquideo (LCR) (A) y
plasma (B) en pacientes con dolor neuropético e isquemia arterial (rojo, n=25),
pacientes sin dolor con isquemia (blanco, n=9) y pacientes sin isquemia ni dolor
(verde, n=25). *p<0,05, Prueba Bonferroni tras ANOVA.

2.4.Ausencia de Influencia de edad, sexo y diabetes en los niveles

circulantes de miR-30c

Puesto que existieron diferencias significativas en edad, sexo y diabetes
entre los grupos de estudio, se procedio a valorar la posible influencia de
dichas variables en la expresion de miR-30c. El efecto de la edad fue valorado

mediante andlisis de regresion lineal y correlacion entre edad y niveles de
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expresion de miR-30c en LCR y en plasma (Figura 24). No se observo relacion
significativa entre edad y expresion de miR-30c ni en LCR ni en plasma, en

ninguno de los grupos de pacientes.
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Figura 24. Rectas de regresién de los niveles de expresién de miR-30c circulante
en relacion con la edad. Los graficos representan la relacién entre la edad y la
expresion relativa de miR-30c en liquido cefalorraquideo (LCR) y en plasma en la
cohorte de pacientes control (A y A’) y en la cohorte con dolor neuropético (B y B’). No
hubo significacion estadistica en ninguno de los coeficientes de correlacién de
Pearson.

La influencia del factor sexo en la expresion de miR-30c se evalud
comparando por separado, en funcion del sexo, los niveles circulantes de miR-
30c de los pacientes neuropaticos y controles (Figura 25). No se hallaron
diferencias relacionadas con el factor sexo en la expresién de miR-30c ni en

LCR ni en plasma, en ninguno de los grupos.
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Figura 25. Expresion de miR-30c circulante en funcién del sexo. Los gréficos
representan los valores de expresion relativa de miR-30c¢ en liquido cefalorraquideo
(LCR) (A) y en plasma (B) de hombres y mujeres en la cohorte control y en la de
pacientes con dolor neuropatico. No hubo diferencias entre hombres y mujeres en
ninguno de los grupos (t de Student para muestras independientes).

2.5.Valor de los niveles circulantes de miR 30c en plasmay en liquido

cefalorraquideo como biomarcadores de dolor neuropatico

Una vez validada la regulacion de miR-30c en biofluidos de pacientes
con dolor neuropético, decidimos estudiar el posible valor de los niveles
circulantes de miR-30c como biomarcadores de presencia de dolor
neuropatico, asi como identificar el tipo de muestra mas adecuado para hacer

las determinaciones.

En primer lugar, se determind en cual de los dos fluidos miR-30c
muestra niveles aumentados de forma consistente en pacientes neuropaticos.
Se considero nivel anormalmente elevado aquel que superd el percentil 95
respecto al valor de los pacientes control. Este nivel de corte correspondié en
plasma a 1,60 UR y en LCR a 3,26 UR. En los pacientes con dolor neuropatico,
el fluido donde se detectaron niveles elevados de miR-30c con mayor
frecuencia fue el plasma, donde la elevacion se produjo en 17 de los 24
pacientes con dolor (68%). En el caso del LCR se observaron niveles elevados
de miR-30c en 12 de los 24 casos (48%). miR-30c no se elevé en ningun fluido

en 5 de los pacientes neuropaticos (20%).
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La influencia de la diabetes en la expresion de miR-30c se evalud
comparando por separado en diabéticos y no diabéticos los niveles circulantes
de miR-30c de los pacientes neuropéticos y controles (Figura 26). No se
observaron diferencias relacionadas con la diabetes en la expresion de miR-

30c ni en LCR ni en plasma, en ninguno de los grupos.
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Figura 26. Expresién de miR-30c circulante en funcién de la diabetes. Los
graficos representan los valores de expresion relativa de miR-30c en liquido
cefalorraquideo (LCR) (A) y en plasma (B) de pacientes diabéticos y no diabéticos en
la cohorte control y en la de pacientes con dolor neuropético. No hubo diferencias
entre pacientes diabéticos y no diabéticos en ninguno de los grupos (t de Student para
muestras independientes).

A continuacion, se investigé la capacidad de los niveles circulantes de
miR-30c en plasma y/o en LCR para discriminar adecuadamente a los
pacientes que padecen dolor neuropatico de aquellos libres de dolor, utilizando
analisis de regresion logistica. Se seleccionaron los mejores modelos segun el
area bajo la curva ROC vy el criterio de informacion de Akaike (Tabla 7). Los
niveles circulantes de miR-30c en ambos fluidos mostraron capacidad
predictiva de la condicién dolor neuropatico. Dicha capacidad predictiva de los
modelos mejor0 afiadiendo las variables clinicas edad y diabetes mellitus,
siendo la sensibilidad (S) y la especificidad (E) y el area bajo la curva ROC,
(AUC) superiores para los niveles en plasma S=72,0%; E=90,9%;
AUC=0,904(0,809-0,999) versus LCR. S=69,9%; E=83,9%; AUC=0,770(0,634-
0,905).
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Tabla 7. Modelos predictivos, bondad de ajuste y capacidad predictiva segun
curva ROC y criterio de informacion de Akaike (AIC).

Hosmer-Lemeshow

Area bajo la curva ROC

miR-30c en LCR + edad

+ diabetes

p<0,001

Variables 5 AIC
X p (AUC)

miR-30c en LCR 14,429 0,071 0,736+0,147 p<0,01 70,70

miR-30c en LCR + edad 9,808 0,279 0,677+0,157 p<0,05 62,95

miR-30c en LCR + edad 10,086 0.259 0,770£0,136 p<0,01 58,38

+ diabetes

miR-30c en plasma 21,917 0,003 0,857+0,103 p<0,001 66,93

miR-30c en plasma + 7,689 0,361 0,828+0,134 p<0,001 52,60

edad

miR-30c en plasma + 4,601 0,709 0,904+0,196 p<0,001 50,25

edad + diabetes

miR-30c en plasma + 30,42 <0,001 0,945 (0,885-1) 59,11

miR-30c en LCR p<0,001

miR-30c en plasma + 8,41 0,394 0,903+0,066 p<0,001 34,546

miR-30c en LCR + edad

miR-30c en plasma + 7,573 0,476 0,941 (0,871-1) 31,36

En sombreado se muestran los mejores modelos predictivos con cada uno de los

fluidos bioldgicos.

Se elaboraron las ecuaciones predictivas de probabilidad de padecer

dolor neuropatico utilizando los parametros obtenidos en la regresion logistica

de los tres modelos mas representativos (tabla 8), basandose en los niveles

circulantes de miR-30c en:

() LCRp =

1

1+4e(0.021Xedad)-(0.45X30c en LCR)—5,298 si diabetes

(i) Plasmap =

1+e(0.034Xedad)—(1.458X30c en plasma)—1.646 si diabetes

1

(i) LCRy plasmap = 1+ 2(0-054Xedad)—(1.617X30¢ en plasma)—(0.706X30¢ en LCR)—2.086 51 diabetes
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En conjunto, nuestros resultados en pacientes indican que el incremento
en los niveles circulantes de miR-30c, tanto en LCR como en plasma, aumenta
la probabilidad de que el paciente esté afectado por la condicién dolor
neuropatico. Los modelos predictivos que incluyeron como variable
independiente los niveles de miR-30c en plasma mostraron sensibilidades y
especificidades superiores a los modelos que incluyeron los niveles en LCR
(Tabla 7 y Figura 27). Las curvas ROC (Figura 27) ponen de manifiesto que el
modelo con mayor area bajo la curva (AUC), sensibilidad (S) y especificidad (E)
en el diagnostico de dolor neuropatico es aquel en el que se combinaron los
niveles circulantes de miR-30c tanto en plasma como en LCR, junto con la
edad y la diabetes mellitus AUC=0,941(0,871-1); S=87,3; E=96,7.

Tabla 8. Regresion logistica de los tres modelos seleccionados.

Variables B Wald (p) OR 95%1.C. para OR
Inferior Superior

miR-30c en LCR 0,450 0,039 1,568 1,024 2,401

edad -0,021 0,002 0,979 0,966 0,993
diabetes 1,667 0,023 5,298 1,253 22,394
miR-30c en plasma 1,458 0,015 4,298 1,326 13,930

edad -0,032 0,001 0,968 0,951 0,986
diabetes 1,646 0,041 5,188 1,073 25,079
miR-30c en plasma 1,617 0,054 5,037 0,969 26,165
miR-30c en LCR 2,086 0,046 8,056 1,038 62,502

edad -0,054 0,001 0,947 0,918 0,977

diabetes 0,706 0,041 2,026 1,029 3,985

OR: Odds ratio. IC: intervalos de confianza.

115



Resultados

A B
100 1 100 1
S 801 S 801
s s
o 60 A o 60 1
2 404 AUC 0,77 2 404 AUC 0,90
%) * % * 7] * k%
S | AUC 0,74 S | AUC 0,85
n 20 P »n 20 * %k
T T T T 1 T T T T 1
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
1-Especificidad (%) 1-Especificidad (%)
C
100'_I_|7
£ 8071
©
] .
o 60
2 40- AUC 0,94
(2] * k%
c
()
%) 20 1

20 40 60 80 100
1 -Especificidad (%)

Figura 27. Curvas ROC (receiver operating characteristic) de los modelos
predictores de la condicién dolor neuropético. Los modelos en negro incluyen las
variables edad, diabetes mellitus y niveles circulantes de miR-30c en liquido
cefalorraquideo (LCR) (A), en plasma (B), y en LCR y plasma (C). En verde se
muestra la curva ROC obtenida cuando miR-30c en LCR es utilizado como Unica
variable independiente. En rojo se muestra la curva ROC obtenida cuando miR-30c en
plasma es utilizado como Unica variable independiente. AUC= area bajo la curva.
***n<0,001.
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El dolor neuropatico tiene su origen en un dafio o enfermedad que afecta
al sistema nervioso somato-sensorial, periférico o central (IASP). Su etiologia
es muy variada y puede aparecer en el contexto de traumatismos, isquemia,
neurotoxicos, enfermedades metabdlicas, autoinmunes, infecciosas, procesos
tumorales, etc. Tras la curacion de una lesién nerviosa, algunos individuos
desarrollan un sindrome doloroso extraordinariamente incapacitante por su
intensidad y refractariedad a los tratamientos, que se mantiene de forma
persistente durante meses o incluso afios (Cerverd y cols., 2009, Baron y cols.,
2010). La prevalencia de dolor neuropatico es dificil de determinar por la
multiplicidad de etiologias que lo provocan y porque frecuentemente esta
recogido en el contexto de cuadros dolorosos mixtos (lumbalgia crénica,
tumores, isquemia, etc.), en los que el componente neuropatico por dafio
neural se asocia a un componente nociceptivo (Van Hecke y cols. 2014). En
general, se considera una prevalencia del 7-8% en la poblacién general y del
20-25% en los pacientes con dolor crénico (Bouhassira y cols., 2008).

Tratamiento del dolor neuropético: necesidad de nuevas dianas.

El dolor neuropatico constituye uno de los procesos dolorosos mas
dificiles de tratar (Gilron y cols. 2015; Finnerup y cols. 2015). Estamos lejos de
lograr un alivio adecuado, en parte porque el éxito es mayor cuanto antes se
instaure el tratamiento y el dolor neuropatico constituye una patologia de
evolucion insidiosa y frecuentemente diagnosticada con mucho retraso.
Ademas, no responde a los analgésicos convencionales y solo lo hace
parcialmente a algunos farmacos antidepresivos, antiepilépticos, anestésicos
locales y opioides mayores (Gilron y cols. 2015). Todos estos tratamientos son
empiricos o sintomaticos, y carecemos de abordajes terapéuticos basados en
paradigmas etiopatogénicos (Finnerup y cols. 2015). El principal factor que ha
penalizado el desarrollo de nuevas moléculas eficaces para la prevencion y/o el
alivio del dolor neuropatico es nuestro escaso conocimiento de los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen a la hipersensibilizacién del sistema
nervioso, que aboca a la perpetuacion del dolor disestésico solamente en
algunos individuos. La mayoria de los avances en este ambito derivan de
estudios en modelos experimentales de dolor neuropatico en animales que nos

han desvelado mecanismos importantes relacionados con la
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hipersensibilizacion del sistema nervioso central y periférico, que contribuyen al

desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico (Burmay cols., 2016).
RESULTADOS EN EL ANIMAL DE EXPERIMENTACION
miR-30c: candidato a diana terapéutica

Los miRNAs son RNAs pequefios (20-25 nucleétidos) no codificantes
que regulan la expresibn de numerosos genes a través de su hibridacién
especifica con secuencias localizadas en la regién 3'UTR de los RNAm diana.
La consecuencia de esta union es la degradacion del mensajero o el bloqueo
de su traduccion a proteina (Bartel, 2009). La union del miRNA con el RNAm
no requiere una complementariedad estricta, lo que condiciona que cientos de
mensajeros  puedan ser regulados por un  mismo  MiRNA.
Correspondientemente, cada mensajero es diana de numerosos mMiRNAs.
(Hayden, 2008). Aunque el efecto individual de cada miRNA sobre su diana es
pequefio, los efectos combinados dan lugar a importantes consecuencias
fenotipicas. El elevado grado de conservacion entre especies (desde plantas a
vertebrados) de numerosos mMIRNAs pone de manifiesto su importancia
evolutiva como moduladores de vias y procesos biologicos criticos (Gurtan y
Sharp, 2013). Los miRNAs desempefian papeles reguladores integrales de
numerosas funciones bioldgicas durante el desarrollo y en la edad adulta
(McNeill y Van Vactor, 2012). Ademas, no son pocos los miRNAs cuya
expresion aparece alterada, a la alza o a la baja, en asociacién con entidades
patologicas que afectan, virtualmente, a todos los 6rganos y sistemas (Mendell
y Olson, 2012).

Cada vez cobra mas fuerza que la desregulacion de miRNAs juega un
papel patogénico relevante en el dolor patolégico (Létsch y Niederberger,
2015). Tal y como se detalla en el apartado Estado Actual, un nimero creciente
de estudios en modelos animales muestran expresiones aberrantes de miRNAs
en estructuras neurales en relacién con el desarrollo de dolor neuropatico
(Fabereaux y cols., 2011; Imai y cols., 2011; Strickland y cols., 2011; Kusuda y
cols., 2011; Branderburguer y cols., 2012; Genda y cols., 2013; Li y cols., 2013;
Arai y cols., 2013; Hori y cols., 2013; Li y cols., 2014; Norcini y cols., 2014;
Chen y cols., 2014; Tan y cols., 2015; Wang y cols., 2015; Zhang y cols., 2015;
Gong vy cols., 2015; Leinders y cols., 2016: Li y Zhao, 2016; Xia y cols., 2016;
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Shao y cols., 2016; Sun y cols., 2017; Ito y cols., 2017; Chang y cols., 2017).
Aungue mucho mas escasos, los estudios llevados a cabo en pacientes
también ponen en evidencia la existencia de miRNAs desregulados en plasma,
en células inflamatorias de sangre periférica 0 en biopsias de piel y nervios
periféricos, en relacion con la presencia de dolor neuropatico de etiologia
variada como la fibromialgia (Bjersin y cols., 2013; Cerda-Olmedo y cols., 2015;
Leinders y cols., 2016; Massotti y cols., 2016), las neuropatias dolorosas de
diferentes etiologias (Leinders y Uceyler, 2016; Huang y cols., 2017), o el
sindrome de dolor regional complejo (Orlova y cols., 2011; McDonald y cols.,
2014; Douglas y cols., 2015; Shenoda y cols., 2016).

Experimentos previos llevados a cabo en el laboratorio de la Profesora
Hurlé (Velategui, 2015) pusieron de manifiesto en ratas y ratones sometidos a
lesion del nervio ciatico una sobrexpresion de miR-30c en estructuras
intimamente relacionadas con la percepcion del dolor, como son el asta dorsal
de la médula espinal y los ganglios de la raiz dorsal, en relaciébn con el
desarrollo de alodinia mecanica. Ademas, observaron que los niveles de
expresion de miR-30c en el sistema nervioso se correlacionan de forma directa
con el grado de alodinia desarrollado por los animales. Estos resultados
sugieren fuertemente un papel relevante para miR-30c en el desarrollo de dolor
neuropatico, al menos en aquél inducido por la seccion parcial de un nervio

periférico.

En los udltimos afios se ha producido un importante despliegue de
actividad para estudiar la posibilidad de utilizar los miRNAs como dianas
terapéuticas (Christopher y cols., 2016). En la actualidad disponemos de
herramientas para manipular la expresion de los miRNAs desregulados y elevar
niveles patologicamente reducidos o reducir niveles anormalmente elevados.
(Czech, 2006). El restablecimiento de niveles de miRNAs regulados a la baja
se puede conseguir utilizando vectores virales o mediante transfeccion de
mMiRNAs de doble cadena sintéticos, denominados miR-mimic. Por el contrario,
los oligonucleétidos antisentido complementarios del miRNA diana permiten
neutralizar niveles excesivos de un determinado miRNA. Entre los tipos de
antimiRNA, para nuestro estudio hemos seleccionado un LNA (locked nucleic

acid)-miR-30c-5p inhibidor. Los LNA-antimiRNAs estan modificados mediante
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un acido nucleico bloqueado, lo que les confiere: (i) elevada afinidad por la
secuencia diana, (i) gran selectividad por su capacidad de discriminar entre
acidos nucleicos con un nucleotido de diferencia, (iii) gran estabilidad por su

resistencia a exo y endonucleasas (Fluiter y cols., 2009).

Los resultados preliminares de nuestro laboratorio en ratas sugerian la
utilidad de silenciar precozmente miR-30c mediante un LNA-miR30c inhibidor
intracisternal para prevenir el desarrollo de hiperalgesia tras una lesioén neural
(Velategui, 2015). Sin embargo, ese estudio se centrd en efectos a corto plazo
(10 dias) y no se analizaron aspectos tan relevantes como el curso temporal y
estabilidad del efecto antialodinico, ni tampoco la capacidad del anti-miR para
revertir el dolor neuropatico ya instaurado. Nuestro primer objetivo fue, por
tanto, establecer si la administracién intracisternal precoz de LNA-miR-30c
inhibidor es capaz de evitar completamente el desarrollo de dolor neuropatico
tras la lesion del nervio ciatico. En nuestro estudio, las ratas lesionadas que no
recibieron tratamiento experimentaron niveles maximos de alodinia mecanica
en el test de von Frey a partir del 7° dia, y la alodinia persistio sin cambios
durante el periodo completo de seguimiento (63 dias) en todos los animales.
Nuestros resultados muestran que los animales sometidos un ciclo de
tratamiento precoz con LNA-miR-30c inhibidor (3 inyecciones de 100 ng,
administradas en el momento de la lesién y los dias 4 y 7 post-lesion nerviosa)
ejercio un efecto antialodinico transitorio. Asi, el tratamiento retraso la alodinia
mecanica hasta los 21 dias tras la lesion nerviosa pero, pasado este tiempo,
todas las ratas desarrollaron alodinia mecénica de méaxima intensidad. De cara
a establecer o descartar el potencial valor preventivo de terapias dirigidas a
neutralizar miR-30c en la clinica del dolor, son necesarios nuevos estudios para
comprobar si podemos conseguir un efecto protector total utilizando dosis mas

elevadas o un tratamiento mas prolongado.

Si bien los modelos experimentales de lesién neural provocan alodinia
de larga duracién en todos los animales (Decosterd y Woolf 2000), en la
practica clinica es imposible predecir cuéles son los pacientes que van a
desarrollar neuropatia dolorosa tras una lesion o enfermedad del sistema
nervioso. Resulta evidente que, en el ambito clinico, seria mas relevante una

diana terapéutica que permitiera aliviar el dolor neuropético ya establecido v,
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frecuentemente, de muy larga evolucién (Colloca y cols., 2017). Por ello,
nuestro siguiente objetivo fue valorar la capacidad del LNA-miR-30c inhibidor
para revertir la alodinia ya instaurada en ratas sometidas a lesion del nervio
ciatico. Para ello, un grupo de ratas tratadas precozmente con un ciclo de LNA-
miR-30c inhibidor se dejo evolucionar durante 21 dias hasta que desarrollaron
de nuevo alodinia. En estos animales, un segundo ciclo de tratamiento con
dosis superiores de LNA-miR-30c inhibidor (4 inyecciones intracisternales de
200 ng, los dias 22, 24, 26 y 28 post-lesion nerviosa) revirti6 completamente la
alodinia y todos los animales se mantuvieron libres de dolor durante las 6
semanas siguientes al segundo ciclo de tratamiento (hasta el dia 63 de
seguimiento post-lesion nerviosa). Este efecto antialodinico tan prolongado en
el tiempo nos permite sugerir que la neutralizacion de miR-30c alivia el dolor
neuropatico en ratas, no por un efecto analgésico (tratamiento sintomatico),
sino modificando el curso de la enfermedad (tratamiento etiopatogénico). Esta
proposicibn se ve apoyada por los resultados de Velategui (2015) que
demuestran la ausencia de efecto antinociceptivo de LNA-miR-30c inhibidor en

los test de dolor agudo en ratas.

En comparaciéon con las ratas tratadas con dos ciclos de LNA-miR-30c
inhibidor administrados precoz y tardiamente, las ratas neuropaticas que
recibieron un solo ciclo tardio (a partir del dia 21) del antimiR ofrecieron
resultados menos consistentes. Un 67% de las ratas (8 de 12) respondieron al
tratamiento y normalizaron paulatinamente la nocicepcion. Cabe destacar que
ninguno de los animales respondedores desarrollé6 de nuevo alodinia durante
las 6 semanas de seguimiento ulterior. Sin embargo, un 33% de las ratas (4 de
12) no respondieron en absoluto al tratamiento con LNA-miR-30c inhibidor
administrado en un anico ciclo tardio y se mantuvieron plenamente alodinicas
durante todo el seguimiento (63 dias). Para explicar nuestros hallazgos,
podemos especular con la posibiidad de que los mecanismos
desencadenantes del dolor neuropatico dependientes de miR-30c se ponen en
marcha en el momento de la lesidn nerviosa y tienen un periodo de desarrollo
durante el cual el tratamiento silenciador puede revertirlos. Sin embargo, con el
tiempo la plasticidad patolégica dependiente de miR-30c podria haberse

completado, cobrando protagonismo en el proceso otros actores, y/o los
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cambios podrian haber adquirido la condicion de dificilmente reversibles. Ello
podria justificar la incapacidad de LNA-miR30c inhibidor para revertir la alodinia
en algunas ratas cuando se inicio el tratamiento tardiamente. Por el contrario,
ninguna de las ratas sometidas a lesion del nervio ciatico que respondié al
tratamiento con LNA-miR-30c inhibidor administrado desde el dia 22 al 28
desarroll6 nuevamente alodinia. Estos resultados sefialan el primer mes tras la
lesion como el periodo necesario para consolidarse la alodinia dependiente de
miR-30c, en nuestro modelo de lesién nerviosa en la rata. Es probable que
cualquier tratamiento futuro que incida sobre mecanismos patogénicos de
produccién del dolor neuropético tenga una ventana temporal de actuacion
limitada entre el inicio de la lesién y la consolidacién de los cambios que la

correspondiente diana terapéutica desencadena.

La capacidad de modificar el curso de la alodinia mecanica en el modelo
animal mediante el tratamiento con un silenciador de miR-30c, deja patente su
implicacion en la neuropatia dolorosa por lesiébn nerviosa en el animal de
experimentacion. Con la cautela debida, nuestros resultados nos permiten
sugerir el potencial terapéutico de herramientas farmacoldgicas dirigidas a
silenciar miR-30c o0 a modular la expresion de sus RNA mensajeros diana para
la prevencion y/o tratamiento de la neuropatia dolorosa en la clinica.
Evidentemente, son imprescindibles analisis de toxicidad y, en el caso de los
mMiRNAs, estos estudios son particularmente importantes ya que amplio
abanico de genes y sistemas regulados por un miRNA puede traducirse en un
importante riesgo de efectos no deseados (off-target) en el propio sistema
nervioso y en otros organos y sistemas, accesibles al antimiR, donde también

se exprese el miRNA diana.
TRASLACION A LA CLINICA DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES

Los resultados obtenidos en estudios de investigacion basica no siempre
son extrapolables al humano. Frecuentemente, el modelo experimental
presenta un numero limitado de alteraciones fisiopatolégicas, mientras la
enfermedad pareja del humano es multifactorial y con una fisiopatologia
compleja (Burns y cols. 2015). El problema de la traslacion clinica es
particularmente notorio en los sindromes de dolor neuropatico (Percie du Sert 'y

Rice 2014). Por ello, nuestro siguiente, y mas relevante objetivo fue valorar si
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los resultados obtenidos en el animal de experimentacion eran trasladables a la
neuropatia dolorosa del humano. Para ello, seleccionamos pacientes referidos
al Servicio de Cirugia Cardiovascular del Hospital Universitario Valdecilla por
isquemia severa de las extremidades inferiores, para su intervencion quirdrgica
(amputacion o revascularizacion). Este grupo de pacientes nos parecio
particularmente interesante por diversos motivos. Por un lado, se trata de una
poblacion abundante de pacientes en los que el dolor neuropético es muy
prevalente (Lindgren y cols., 2016). Por otro lado, la cirugia para amputacion o
revascularizacion en estos pacientes frecuentemente se lleva a cabo con
raquianestesia, lo que nos daba acceso a una muestra de LCR. El hecho de
que los pacientes de nuestro estudio presenten una neuropatia dolorosa que
no tiene causa traumatica sino isquémica, 0 mas probablemente tiene varias
causas (diabética, isquémica o mixta), podria considerarse una limitacion del
estudio. Sin embargo, nuestro interés en pacientes con dolor neuropético que
fueran susceptibles de raquianestesia para poder obtener muestras de LCR,
nos hizo decantarnos por esta poblacion de pacientes neuropaticos
isquémicos, a pesar de las limitaciones. Por otro lado, con la idea de facilitar la
comparacién entre animal de experimentacion y pacientes, pusimos en marcha
un modelo de neuropatia isquémica en la rata (Velategui, 2015). Sin embargo,
llegamos a la conclusién de que el modelo (Westerweel y cols. 2005) no es
adecuado para valorar a largo plazo la respuesta a los tratamientos, ya que las
ratas revascularizan significativamente la extremidad en dos semanas a traves

de colaterales y recuperan la normalidad nociceptiva de forma heterogénea.

Papel etiopatogénico potencial de miR30c en el desarrollo de dolor

neuropatico en pacientes

Numerosos mMiRNAs estan presentes de forma estable en fluidos
corporales, incluidos plasma y LCR, incorporados en vesiculas extracelulares
(exosomas, microvesiculas, cuerpos apoptéticos), y asociados a proteinas
como Argonauta o proteinas HDL, lo que les confiere una alta resistencia a la
degradacion. En el SNC se ha demostrado que las vesiculas extracelulares
constituyen un medio de transporte para moléculas de diversa indole (proteinas
no secretadas, lipidos, acidos nucleicos incluidos miRNAs, etc.), con funcion de

comunicacién intercelular (neuro-neural, neuro-glial, neuro-muscular, neuro-
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inmune), y con trascendencia fisiopatoldgica en procesos neurodegenerativos,
tumorales, neuroinflamatorios, autoinmunes, etc. Las moléculas transferidas
tienen capacidad de modificar el transcriptoma y posiblemente el estado
epigenético de las células receptoras (Budnik y cols., 2016; Zappulli y cols.,
2016).

Los miRNAs circulantes se pueden detectar y cuantificar en fluidos
biolégicos (Weber y cols., 2010; Rao y cols., 2013). No obstante, su expresion
puede verse afectada por algunos factores de confusion como la hemdlisis o la
degranulaciéon plaquetaria. En el caso de miR-30c, se ha demostrado que la
hemdlisis no influye sobre sus niveles plasméticos (Pizzamiglio y cols.,2017).
Sin embargo, miR-30c se expresa abundantemente en las plaguetas (Luo y
cols., 2016) por lo que, para evitar su activacion, la sangre se extrajo sin
torniquete de la vena cubital, utilizando jeringa con aguja de calibre moderado,
y la sangre se recogié delicadamente en un tubo con EDTA sin vacio,
conservandose a temperatura ambiente hasta su procesamiento en un plazo

inferior a una hora desde su recogida.

Nuestros resultados muestran que los pacientes que sufren de dolor
neuropatico tienen niveles circulantes de miR-30c significativamente superiores
a los pacientes del grupo control, tanto en plasma (234 veces superiores) como
en LCR (7 veces superiores). Esta elevacion en los niveles circulantes de miR-
30c en los pacientes con dolor frente a los controles libres de dolor es de una
magnitud tan elevada que sugiere fuertemente su participacioén en la patogenia
del dolor neuropético. Sin embargo, dadas ciertas heterogeneidades clinicas en
nuestra cohorte de pacientes, procedimos a valorar la existencia de factores de
confusién que, independientemente de la presencia de dolor, pudieran estar
alterando los niveles circulantes de miR-30c. Nuestros resultados ponen de
manifiesto que, salvo el padecimiento de dolor neuropatico, ninguno de los
factores que se distribuyen de manera asimétrica entre el grupo de pacientes
con dolor y el grupo control (presencia de isquemia, edad, diabetes mellitus y
distribucion por sexos) se relacioné con cambios en la expresién de miR-30c.
En el caso de la diabetes mellitus, nuestros resultados apuntan a que podria
reducir los niveles circulantes de miR-30c tanto en LCR como en plasma, si

bien es un hallazgo sin significacion estadistica. Un estudio reciente en el que
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se analizan alteraciones en los niveles circulantes de miRNAs en pacientes con
diabetes mellitus no detectd diferencias en los niveles plasmaticos de miR-30c
en pacientes diabéticos versus controles (Jansen y cols. 2016).

En contraste con lo observado previamente por nuestro grupo en el
animal de experimentacion (Velategui, 2015), los niveles de miR-30c en plasma
y LCR de nuestra cohorte de pacientes no mostraron correlacion entre ellos, lo
que sugiere que la fuente productora de miR-30c pueda no ser homogénea. En
nuestro estudio, no todos los pacientes con dolor neuropatico presentan
elevacion de miR-30c circulante en ambos fluidos: 9 pacientes tienen miR-30c
elevado sélo en plasma; 4 pacientes presentan sobreexpresion sélo en LCR;
en 7 pacientes miR-30c se elevd en ambos fluidos; y 5 pacientes no muestran

elevacion en ninguno de los dos fluidos.

Seria de gran interés conocer qué células son responsables del
incremento de miR-30c circulante tanto en plasma como en LCR. Sabemos que
la mayoria de los RNAs circulantes en suero/plasma proceden de células
hematicas y endoteliales, lo que dificulta la valoracion de otros origenes, salvo
en el caso de miRNAs especificos de tejido que no estan presentes en células
sanguineas. En el caso del LCR, los principales contribuyentes se postula que
son oligodendrocitos, microgia, macréfagos y neuronas (Rao y cols., 2013). Sin
embargo, las vesiculas extracelulares se ha visto que atraviesan la BHE en
ambas direcciones. Exosomas inyectados por via intranasal o en la vena de la
cola acceden al SNC y liberan su cargamento en el parénquima cerebral. Por
otro lado, se ha detectado en pacientes la presencia en LCR y en sangre
periférica de vesiculas extracelulares y miRNAs procedentes de tumores
cerebrales (Garcia-Romero y cols., 2017), o de microglia en pacientes con
esclerosis multiple. Ademas, la BHE en los procesos neuroinflamatorios como
es el caso del dolor neuropatico muestra propiedades alteradas permitiendo
acceso bidireccional de moléculas y células inflamatorias (Skaper, 2016). Sin
embargo, si en nuestro caso miR-30c tuviera un origen cerebral y accediera a
la sangre periférica, sus niveles circulantes en plasma se verian diluidos y
posiblemente enmascarados por el miR-30c de origen periférico. Lo mismo
sucederia en sentido contrario (Stoicea y cols., 2016). Una explicacion simplista

de nuestros resultados seria que los pacientes, dependiendo del origen de
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produccion de miR-30c [sistema nervioso central, células periféricas
(nociceptor, células de Schwann, glia satélite, células endoteliales, células
inflamatorias) o mixto], mostrarian niveles elevados de miR-30c en LCR,
plasma o ambos fluidos. Ello podria estar en relacion con la teoria de que el
dolor neuropatico es un sindrome comun a diversas etiologias que producen
dafio nervioso a través de diferentes mecanismos (Bouhassira y Attal 2016).
Tampoco podemos descartar la existencia de variacion interindividual en la
respuesta a miR-30c. Puesto que el nivel para considerar elevados los niveles
circulantes de miR-30c fue meramente estadistico (superar el percentil 95 de
los controles), podria suceder que para algunas personas, un nivel de miR-30c
por debajo del nivel de corte sea suficiente para promover dolor neuropatico.
No obstante, no podemos perder de vista que miR-30c, a pesar de su eficacia
antialodinica en el animal de experimentacion, no puede ser contemplado como
actor exclusivo o conmutador maestro de los cambios génicos
desencadenantes de dolor neuropético. Ademas, nuestros pacientes con dolor
neuropatico asocian numerosas comorbilidades que podrian modificar, a través

de variados mecanismos, las respuestas bioldgicas a miR-30c.

En conjunto, nuestros resultados en pacientes confirman los hallazgos
en el animal de experimentacién, prestando solidez a nuestra hipétesis de que
miR-30c juega un papel relevante en el desarrollo y mantenimiento del dolor
neuropatico. También sugiere un papel nuclear para este miRNA, puesto que
su regulacion ocurre independientemente de su etiologia isquémica o
traumatica. Nuestros resultados apuntan hacia el potencial valor terapéutico del
silenciamiento farmacolégico de miR-30c como nuevo abordaje del dolor

neuropatico.

miR-30c: candidato a biomarcador con valor diagnéstico de dolor

neuropatico en la clinica

Una revisidn reciente pone de manifiesto la dificultad del diagndstico de
dolor neuropatico a través de la anamnesis y la exploracién (Finnerup y cols.,
2016). Existen diversos cuestionarios que facilitan la recogida sistematica de
sintomas sensoriales sugestivos de dolor neuropatico (parestesias, disestesias,
dolor espontaneo disestésico, etc.). Mediante la exploracion, se puede apreciar

la existencia de respuestas aberrantes provocadas por estimulos, como son la
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alodinia, la hiperalgesia, la hipoestesia, o la anestesia. La certidumbre de que
un dolor crénico sea de tipo neuropatico se gradua en posible, cuando hay
sintomas claros; probable, cuando la exploraciobn detecta alteraciones
sensoriales, motoras o vegetativas sugestivas de dafio nervioso; y segura, en
aguellas raras ocasiones en que se objetiva una lesion del sistema nervioso
concordante con los sintomas y la exploracién (Lynch y cols., 2011). La
ausencia de semiologia patognomonica y el importante componente de
subjetividad, tanto por parte del paciente que describe el dolor como del
explorador que lo valora, hace muy necesario el establecimiento de
biomarcadores accesibles, objetivamente cuantificables, que faciliten el
diagndstico, la estratificacion del riesgo y la valoracion de la respuesta a los

tratamientos de los pacientes (Borsook y cols., 2011).

Por otro lado, no esta claro si los sindromes neuropaticos de diferente
etiologia (traumatica, metabdlica, tdéxica, farmacoldgica, autoinmune,
inflamatoria, infecciosa, etc.) comparten mecanismos patogénicos. Se ha
intentado relacionar el patron individual de anomalias sensitivas en cada
paciente (hiperalgesia al calor o al frio, dolor quemante espontaneo, descargas
eléctricas, alodinia mecéanica, paroxismos de dolor espontaneos, hipoestesia,
anestesia, etc.), independientemente de su patologia de base, con el
mecanismo fisiopatologico subyacente y con la respuesta diferencial a los
farmacos (Attal y cols. 2008, Bouhassira y cols. 2014, Baron y cols., 2017). El
predominio de unos u otros sintomas y la respuesta diferencial a los
tratamientos sustentan la teoria de que el dolor neuropatico no es una entidad
nosologica Unica, sino un sindrome doloroso comun a distintas patologias, cuyo
fenotipo &lgico depende del mecanismo neurobioldgico responsable. Este
puede ser compartido por patologias diferentes, pero también puede ser
diferente en pacientes con una misma enfermedad (Bouhassira y Attal 2016,
Baron y cols., 2017). De confirmarse esta hipoétesis, seria particularmente
importante disponer de biomarcadores que permitieran discriminar mecanismos
patogénicos y pronosticar y/o valorar repuesta a tratamientos. Sin embargo,
hasta el momento, no se ha encontrado ningun biomarcador que ayude al

diagnostico del dolor. Si bien hay muchas sustancias detectables en LCR en
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sujetos con dolor, no se ha conseguido una determinacion en sangre Util desde

el punto de vista diagnostico (Backryd, 2015).

En los dltimos afos, son numerosos los estudios que han puesto en
evidencia el potencial de los niveles circulantes de miRNAs como agentes
etiopatogénicos y biomarcadores minimamente invasivos de numerosas
patologias del humano (Garcia y cols., 2013; Rao y cols., 2013; Stoicea y cols.,
2016;). Sin embargo, hay escasas referencias bibliograficas dedicadas al
estudio de sindromes dolorosos cronicos en el humano [migrafia (Andersen y
cols., 2016), lumbalgia crénica (Luchting y cols., 2017), sindrome de colon
irritable (Fourie y cols., 2014; Zhou y cols., 2016), dolor vesicular crénico
(Sanchez Freire y cols., 2010), osteoartritis (Li y cols., 2011; Borgonio Cuadra y
cols., 2014)], y aun menos estudios analizan biomarcadores de dolor crénico
con componente neuropatico [fibromialgia (Cerdad-Olmedo y cols., 2015),
sindrome de dolor regional complejo (Orlova y cols., 2011; McDonald y cols.,
2014; Douglas y cols., 2015; Shenoda y cols., 2016); neuropatias periféricas
dolorosas (Leinders y cols., 2016; Huang y cols., 2017)].

Nuestro ultimo objetivo en esta Tesis Doctoral fue valorar la utilidad de
los niveles circulantes de miR-30c en plasma y/o LCR como biomarcadores
para el apoyo al diagnéstico del dolor neuropético. Puesto que la obtencién de
LCR de los pacientes no es inocua, otro aspecto relevante, es definir cuél es el
fluido biolégico que ofrece mayor poder discriminatorio de presencia de dolor.
Para ello, procedimos a elaborar modelos predictivos mediante regresion
logistica multiple, incluyendo como variables independientes los niveles
circulantes de miR-30c en plasma o/y en LCR, la edad, el sexo, la obesidad, la

diabetes y la hipertensién arterial.

Nuestros resultados muestran que los niveles circulantes de miR-30c,
tanto en plasma como en LCR, se comportan como predictores significativos de
padecer dolor neuropatico en nuestra cohorte de pacientes isquémicos. La
curva ROC obtenida a partir del modelo de regresion logistica que incluye
como variable independiente miR-30c en plasma genera un area bajo la curva
ROC un 13% superior al que incluye miR-30c en LCR. La sensibilidad y
especificidad son también superiores en el modelo que incluye niveles

plasmaticos de miR-30c. Podemos afirmar que la capacidad predictiva de dolor
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neuropatico de los niveles circulantes de miR-30c tanto en plasma (86%) como
en LCR (74%) es elevada y robusta. Ademas, ninguno de los factores clinico-
demograficos que hemos analizado en este estudio (edad, isquemia arterial,
hipertension, sexo, diabetes mellitus y obesidad) condicioné cambios en los
niveles de expresion de miR-30c. Todo ello nos permite sugerir que los niveles
circulantes de miR-30c en ambos fluidos son predictores independientes de
riesgo extrapolables a otras poblaciones de pacientes.

En base al criterio de informacion de Akaike, los modelos predictivos
mejoran cuando se incluyen en la ecuacion la diabetes y la edad junto con
miR30c en plasma o en LCR. Tanto la edad avanzada como la presencia de
diabetes mellitus son més frecuentes en la cohorte de pacientes con dolor que
en los controles, lo cual es congruente con los estudios que muestran una
prevalencia de dolor neuropatico del 19% en la poblacion de pacientes
diabéticos (Davies y cols., 2006). También la edad de los pacientes ya sean
diabéticos (Roman-Pintos y cols., 2016) o no (Bouhassira y cols., 2008;
VanDenKerkhof y cols., 2016) constituye un factor independiente de riesgo de
dolor neuropatico, de manera congruente con el hallazgo de que la plasticidad
tras la lesion nerviosa varia con la edad (Fitzgerald y Mc Kelvey, 2016). De
nuevo, la capacidad predictiva del modelo que incluye los niveles de miR-30c
en plasma (sensibilidad=72%; especificidad=91%; AUC=0,90) fue superior a la
del modelo que incluye los niveles en LCR [sensibilidad=70%;
especificidad=84%; AUC=0,77].

El mejor modelo predictivo derivado de nuestros resultados el que
incluye los niveles de miR-30c tanto en plasma como en LCR junto con la edad
y la diabetes mellitus. Este modelo predice adecuadamente la presencia de
dolor neuropéatico en el 94% de nuestra cohorte de pacientes con una
sensibilidad del 87% y una especificidad del 97%.

Se requieren estudios ulteriores para validar estos modelos en una
cohorte mas numerosa de pacientes. Ademas, seria extraordinariamente Util
comprobar si los modelos aqui descritos son capaces de predecir el riesgo
individual de desarrollar dolor neuropatico post-amputacion con el fin de
implementar terapias antidlgicas agresivas precozmente. El sindrome del

miembro fantasma y el dolor persistente residual de la region cicatricial son
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complicaciones muy invalidantes y refractarias a los tratamientos que
desarrollan frecuentemente los pacientes isquémicos sometidos a cirugia de

amputaciéon (Hsu y Cohen, 2013).

En resumen, nuestros resultados dan soporte a la idea de que los
niveles circulantes de miR-30c, tanto en plasma como en LCR, en conjuncion
con variables clinicas, permiten elaborar un modelo predictivo de riesgo
individual de padecer dolor neuropatico en pacientes con isquemia severa de
las extremidades inferiores. Los modelos desarrollados basados en la edad y la
diabetes mellitus que no incluyen niveles circulantes de miR-30c, tienen un
valor de criterio de informacion de Akaike muy elevado y pueden rechazarse.
Los modelos que incluyen los niveles circulantes de miR-30c en plasma
superan a los modelos que incluyen miR-30c en LCR, lo que favorece la

aplicabilidad de miR-30c como biomarcador minimamente invasivo.
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Conclusiones

El silenciamiento de miR-30c en el sistema nervioso central, mediante la
administracion en la cisterna magna de un inhibidor especifico LNA,
protege contra el desarrollo de dolor neuropatico a las ratas sometidas a
lesion traumatica del nervio ciatico.

La administracion intracisternal precoz de un ciclo de LNA-miR-30c
inhibidor, en el momento de la lesion cidtica, retrasa el desarrollo de
alodinia mecanica.

La administracion intracisternal de un segundo ciclo de LNA-miR-30c
inhibidor en el momento en que se instaura alodinia mecénica, revierte el
dolor neuropatico en el 100% de las ratas.

La administracion intracisternal tardia de un unico ciclo de LNA-miR-30c
inhibidor, una vez instaurada la alodinia mecanica tras la lesion del
nervio ciatico, revierte el dolor neuropatico en el 67% de las ratas
tratadas.

Los pacientes con isquemia severa de la extremidad inferior que
padecen dolor neuropatico muestran niveles circulantes de miR-30c en
liquido cefalorraquideo y en plasma significativamente superiores a los
de los pacientes libres de dolor.

La edad, el sexo, la isquemia de la extremidad inferior y la presencia de
diabetes mellitus no influencian de forma significativa los niveles
circulantes de miR-30c, ni en plasma ni en liquido cefalorraquideo.

Los niveles circulantes de miR-30c en plasma y en liquido
cefalorraquideo muestran alta capacidad predictiva de la condicion dolor
neuropatico. La capacidad predictiva de los modelos mejora afiadiendo
las variables clinicas edad y diabetes mellitus.

Los modelos predictivos que incluyen como variable independiente los
niveles circulantes de miR-30c en plasma superan en sensibilidad y
especificidad a los modelos que incluyen los niveles en liquido
cefalorraquideo.

En conjunto, nuestros resultados permiten postular a miR-30c como
biomarcador diagnostico de dolor neuropatico, accesible, sensible y
especifico, y como diana terapéutica potencial para el tratamiento del

dolor neuropatico.
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ANEXO I.

IMPRESO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

Solicitamos su colaboracion en este estudio.

Titulo del estudio: MicroRNAs en dolor neuropético: biomarcadores moleculares y
terapias dirigidas

Investigadora principal del proyecto:

Dra. Maria Amor Hurlé Gonzélez

Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Facultad de Medicina, Santander (Tel.
942201981).

Meédicos responsables de la obtencion de las muestras

Dra. Rosa Santillan Fernandez

Médico adjunto de la Unidad del Dolor, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla,
Santander (Tel.: 942315160).

Dr. Roberto de la Fuente Royano

Médico adjunto del Servicio de Anestesia y Reanimacion, Unidad de Cirugia
Cardiovascular, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander (Tel.:
942202874).

Informacion general del estudio

Los investigadores del Departamento Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de
Medicina de Santander, en colaboraciéon médicos de la Unidad del Dolor y
anestesiologos del Servicio de Anestesiologia y Reanimacion del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla, hemos puesto en marcha un proyecto de
investigacion en el que estudiamos los mecanismos moleculares que provocan dolor
cronico. El estudio tiene como objetivo final, disefiar nuevos medicamentos que
mejoren la respuesta de aquellos pacientes resistentes a los tratamientos utilizados
habitualmente para aliviar el dolor cronico.

El dolor crénico es la causa mas frecuente por la que los pacientes acuden al médico
de atencion primaria. Mas de la mitad de la poblacion ha padecido dolor en los
ultimos meses y entre un 40% y un 80% de las consultas estan relacionadas con esta
sintomatologia. El dolor neuropatico es una forma de dolor crénico que puede
aparecer tras el dafio de un nervio en el curso de traumatismos, enfermedades
infecciosas, enfermedades como la diabetes o la isquemia periférica, etc. Se trata de
un dolor particularmente resistente a los analgésicos convencionales, por lo que el
descubrimiento de nuevas moléculas eficaces para aliviarlo supondria una mejoria
importantisima en la calidad de vida de los pacientes afectados por este tipo de
dolor. Nuestro objetivo es encontrar moléculas de microRNA cuya expresion
alterada en la sangre y/o en el liquido cefalorraquideo de los pacientes con dolor
neuropatico se relacionaria con el desarrollo de dolor, con objeto de disefiar nuevos
farmacos dirigidos a neutralizarlas.

Este estudio tiene una duracién prevista de 10 afios y se prevé reclutar 100
pacientes.

¢ Qué me supone participar en el estudio?



Para llevar a cabo el estudio, precisamos obtener muestras de sangre y liquido
cefalorraquideo de los pacientes, con el fin de analizar si hay una relacién entre su
dolor y la presencia de unas moléculas, denominadas microRNAS, que juegan un
papel regulador del dolor crénico.

Para obtener la muestra de sangre (10 mililitros), la extraccion se hara coincidir con
la analitica que le practiquen de rutinapara evitar molestias y pinchazos innecesarios.
Para la obtencion de la pequefia muestra de liquido cefalorraquideo que necesitamos
(3 gotas que equivalen a unos 0,15 mililitros), se aprovechara la puncion intratecal que
vaya a serle practicada para la administracion del tratamiento analgésico especifico de
su proceso doloroso o, si va a ser sometido a un procedimiento quirdrgico con
anestesia regional (raquianestesia). En ningln caso se le practicara este
procedimiento con el fin exclusivo de obtener muestras para el estudio.

Tanto los datos obtenidos de su Historia Clinica como sus muestras recibiran un
cédigo que no permitirda identificarlos como suyos salvo por el investigador
principal. La manipulacién y el analisis de los datos obtenidos durante el estudio se
hardn manteniendo en todo momento la confidencialidad acerca de la identidad de
los pacientes de acuerdo con la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Carécter Personal y el Real Decreto 1720/2007 de 21 de
diciembre. Su identidad permanecerd confidencial y los datos no podran ser
relacionados con usted aunque los resultados del estudio sean publicados en revistas
cientificas.

En el periodo de 10 afios que durara el estudio, cualquier sub-estudio que se quiera
llevar a cabo y que implique el uso de las muestras de la coleccion del estudio principal
ser4 evaluado por un Comité Etico de Investigacion Clinica. El paciente tiene derecho
a conocer en qué sub-estudios han sido utilizadas sus muestras contactando con el
investigador principal del estudio.

Sus muestras seran almacenadas en el Departamento de Fisiologia y Farmacologia de
la Facultad de Medicina. Una vez finalizado el estudio, si existiera muestra sobrante
sera destruida. No se proporcionaran sus muestras a terceros. Si usted desea retirarse
del estudio y que su muestra sea destruida, sélo tiene que contactar con el investigador
principal y solicitarlo.

Con fecha 17 de enero de 2014, el Comité Etico de Investigacion Clinica de Cantabria
ha aprobado la realizacion de este estudio (acta 2/2014).

Su participacion en este estudio es voluntaria, de tal forma que usted puede decidir no
participar y también puede retirarse en cualquier momento del desarrollo del estudio,
sin que esa decision afecte en ningun sentido la atencion que usted recibe de sus
médicos.

Beneficios y posibles riesgos de su participacion en el estudio
Estas extracciones de sangre y liquido cefalorraquideo no suponen ningun riesgo

para su salud ya que no se afiade ningln procedimiento extraordinario derivado del
estudio.



Este estudio no va a repercutir directa e inmediatamente sobre su enfermedad. Sin
embargo, puede tener un enorme valor para futuros pacientes con dolor cronico
gracias al avance cientifico en el disefio de nuevos tratamientos.

Usted no recibira ningun tipo de compensacion economica o de cualquier otro tipo
por su participacion.

La donacién de muestras para investigacion es voluntaria y altruista. Su Unico
beneficio es el que corresponde al avance de la medicina en beneficio de la
sociedad, y el saber que ha colaborado en este proceso.

Consentimiento Informado

He sido informado/a de que mis datos personales seran protegidos de acuerdo con lo
que dispone la Ley Organica reguladora de esta materia y no seran usados sin mi
consentimiento previo.

Entiendo que la informacion que se obtenga de los analisis que se efectuaran en mis
muestras no aportard beneficios directos sobre la evolucion de mi enfermedad.

He leido en su totalidad este impreso del que se me ha explicado, ademas, su
contenido.
Comprendo que mi participacion es voluntaria y altruista.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
Cuando quiera

Sin tener que dar explicaciones

Sin que esto repercuta en mis cuidados medicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio, donando sangre y
liquido cefalorraquideo

En Santander, a de de

FAO. EI PACIENTE Dottt nne e
D.N.L NUMEr0...c.ce e

Nombre y firma del médico que da la informacion:



REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

.......... , revoco el consentimiento de participacion en el proceso, arriba firmado y
solicito que mi muestra sea destruida.

Firma y Fecha de la revocacion:
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