nnn
aooon

ot N INSTITUTO
° — "R . .
b /%) 4 Universidad = gglgﬁgggmo
nﬂlflnl ]“” de Oviedo A

ooon

Universidad de Oviedo
Instituto Universitario de Oncologia del Principado de Asturias

Master en Biomedicina y Oncologia Molecular

“Estudio de la implicacion de canales TRPV1y TRPAl enla
hiperalgesia evocada por la quimiocina CCL5 en ratones”

Miguel Garcia Alvarez

Julio 2015

Trabajo Fin de Master



INSTITUTO
UNIVERSITARIO
DE ONCOLOGIA

FF == R . :
~; \ 4 Universidad
4,/ de Oviedo

aabb

(iK1
¥ (‘}i

poan

Diia. Ana Baamonde Arbaiza y D. Luis Menéndez Antolin, profesores del Area de

Farmacologia, del Departamento de Medicina de la Universidad de Oviedo,
CERTIFICAN:

Que el Graduado en Biologia, D. Miguel Garcia Alvarez, ha realizado bajo su direccion el
Trabajo Fin de Master titulado: “Estudio de la implicacion de canales TRPV1 y TRPA1 en
la hiperalgesia evocada por la quimiocina CCL5 en ratones”, que reine a mi juicio las
condiciones necesarias de originalidad y calidad para ser admitido como Trabajo Fin de

Master de la Universidad de Oviedo

Y para que asi conste, firman la presente certificacién.

Anz Baamonde Arbaiza Luis meféndez Antolin

Oviedo, a 30 de Junio de 2015



indice

ABFEVIAtUIAS........cooiiiiiiii e e e e 5
1. RESUMEN ..ttt e 6
2. INEFOAUCCION ...t ae e e enne e 7
2.1. Definicion de dolor y transmisidn de las sefiales nociceptivas ....................... 7
2.2, CaNAIES TRP ... e 9
2.2.1. Canales TRP y su papel en la transmision nociceptiva .......................... 11
2.2.1.1.  CanaleS TRPVI .........cccoiiiiiiiiiiieeeecee e 11
2.2.1.2.  CanaleS TRPAL...........cciiiiiiiiic e 12

2.3, QUIMIOCINGS ......ccoiiiiiiiiiiiiiee e e 13
2.3.1. Caracteristicas generales .............cccoveeeiiiiieeeeiiiee e 13
2.3.2. Receptores de quimiocinas y sefalizacion intracelular.......................... 15
2.3.3. Caracteristicas generales y funciones de la quimiocina CCL5 ............... 16
2.3.4. Papel de la quimiocinas en la transmision nociceptiva......................... 17

3. Justificacion y 0bjJetivos...........cooooiiiiiiiiiee e 20
4. Materiales Y MEtOdOS............ccuuiiiiiiiiee e e e e e e e arae e 21
4.1, ANIMAIES ..o e e s 21
B.2.  FAIMACOS.....c..eiiiieiieeiee ettt st et e et et e st e e bt e st e bt e sateenbe e s bt e nbeesareesneeenneesnees 21
4.3. Valoracion del tiempo de lamido...............cccceeeeeiiiiiiciiee e, 22
4.4, Test de la placa caliente unilateral.................ccccooiiei e, 22
4.5. Ensayos inmunohistoquimicos ...............cccocoiiiiiiiiiii e, 23
4.6. Analisis @stadiStiCo ...........coceeiiiiiiiiiie e 24
5. RESUIAUOS.......oiiieieee e e e 25

5.1. Efecto de la quimiocina CCL2 sobre el lamido evocado por la administracion
i.pl. de capsaicina. Implicacion de los receptores CCR2 ............cccoccvirveveeeeeeeericnnnnnen. 25

5.2. Efecto de la quimiocina CCL5 sobre el lamido evocado por el estimulo de
canales TRPV1. Participacion de receptores CCR1y CCR5...........ccccocvvveeeeeeeeecnnnnnen. 27

5.3. Efecto de la quimiocina CCL5 sobre el lamido evocado por el estimulo de
canales TRPAL1. Participacion de receptores CCR1y CCRS.........ccccccvveveivciiieeeeninenn. 28

5.4. Efecto hiperalgésico de la administracion de la quimiocina CCL5. Implicacion
de los receptores CCRI Y CCRS ........ccooiiiiiiiiiiiieeeriiee ettt e e s e e saaee s 30

5.5. Participacion de los canales TRPV1 y TRPA1 en la hiperalgesia térmica
evocada por la administracion i.pl de CCL5 en ratones .............cccoeeevvvveeeeeeeeiecnnnnnen. 33



6.
7.
8.

5.6. Modulacidén por la CCL5 de la fosforilacion de ERK en neuronas espinales de

ratones tratados CoON CapSAICING ..........ccoviiiiiiiiiiiiii e 34
(D 11T o113 [e] o JOTTT OO PPRTPTRR 36
CONCIUSIONES ... e et e e e et e e e e e et e e e e e treeseeteeeaenaas 41

Bibliografia.........ccooouviiiiiiiii e 42



Abreviaturas
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IASP: International Association for the Study of Pain

i.pl.: intraplantar

IP3: inositol 1,4,5-trifosfato

MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1; CCL2
mGIuR: receptor metabotrépico de glutamato

NMDA: N-metil D-aspartato

PERK: phosphorylated extracellular signal-regulated kinase
PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PLC: fosfoflipasa C

PKC: proteina cinasa C

RANTES: regulated on activation, normal T cell expressed and secreted; CCL5
TG: trigeminal ganglion

TRPMBS: transient receptor potential melastatin 8

TRP: transient receptor potential

TRPAL: transient receptor potential ankyrin 1

TRPV1: transient receptor potential vanilloid 1

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana



1. Resumen

Cada vez se dispone de mas datos que indican la participacion de algunas quimiocinas
en el procesamiento de sefiales nociceptivas. Asimismo, algunos trabajos indican que
quimiocinas como la CCL2 o la CCL3 podrian producir hiperalgesia actuando como
sensibilizadores de canales TRP. En este trabajo, utilizando como referencia a la
quimiocina CCL2, se llevaron a cabo experimentos con el fin de dilucidar si la propia
CCL2 y la CCL5 son capaces de potenciar el comportamiento de lamido provocado en
ratones por la administracidn intraplantar de agonistas TRPV1 y TRPA1, y determinar a
través de qué receptores podrian hacerlo. Ademas, se estudié si la administracién
intraplantar de CCL5 en ratones produce hiperalgesia térmica mediada por receptores
CCR1 y/o CCR5, y si en ella participa la sensibilizaciéon de los canales TRPV1 y TRPAL.
Finalmente, se propuso comprobar si la administracién de la quimiocina CCL5 aumenta
la sensibilizacién central provocada por el agonista TRPV1 capsaicina, a través de la
cuantificacién de la expresion de la proteina pERK a nivel espinal mediante técnicas

inmunohistoquimicas.

Nuestros resultados indican que tanto la CCL2, actuando sobre receptores CRR2, como
la CCL5, a través de receptores CCR1 y CCR5, potencian de una manera dependiente de
la dosis el comportamiento de lamido provocado por los agonistas TRPV1 capsaicina y
TRPA1 alil-isotiocianato. Apoyando la relevancia funcional de esta potenciacion de la
CCL5 sobre los canales TRP, pudimos observar que el bloqueo de canales TRPV1 y
TRPA1 inhibe la hiperalgesia térmica que se produce tras la administracién local de la
CCL5 en la pata de los ratones. Finalmente, se realizaron ensayos inmunohistoquimicos
preliminares que parecen indicar que los efectos amplificadores de la CCL5 no implican
el establecimiento de sensibilizacion espinal, ya que la activacién de pERK provocada

por capsaicina en neuronas espinales no aumenta tras el tratamiento con CCL5.



2. Introduccion

2.1.Definiciéon de dolor y transmisién de las sefiales nociceptivas

Segun la Asociacién Internacional para el estudio del Dolor (IASP), el dolor se define
como una experiencia sensorial y emocional desagradable frente a un dafio tisular
actual o potencial, o descrita en términos de ese dafio. Es importante resaltar que el
dolor no solo comprende una dimensién sensorial sino también componentes
emocionales y cognitivos, configurando un proceso realmente complejo ya que cada
persona percibe esta sensacion de manera diferente. No debe confundirse el dolor,
emocién totalmente subjetiva, con el concepto de nocicepcidon que se refiere al
conjunto de procesos implicados en la deteccidn y procesamiento de los estimulos que
componen la experiencia dolorosa (Loeser y Treede, 2008). En el ambito de Ia
experimentaciéon animal se estudian los aspectos relativos a la nocicepcidn ya que la
experiencia dolorosa sufrida por los animales no resulta facilmente cuantificable.

La captacidn y transmisién de sefiales nociceptivas comienza con los nociceptores, que
constituyen una poblacién heterogénea de neuronas periféricas capaces de detectar y
transmitir estimulos nociceptivos térmicos, mecanicos o quimicos. Son neuronas
pseudounipolares con un terminal central y otro periférico que proceden de un tronco
axonal comun y que pueden tanto recibir como enviar informacién (Basbaum et al.,
2009; Dubin y Patapoutian, 2010; Salat et al., 2013). En un nociceptor puede
distinguirse una terminacion nerviosa periférica que detecta los estimulos e inicia los
potenciales de accién, un axén que los conduce, un soma que se encuentra localizado
en los ganglios de la raiz dorsal (Dorsal Root Ganglia; DRG) o en el ganglio del trigémino
(trigeminal ganglion; TG), y un terminal central que penetra en el asta dorsal de la
médula espinal para hacer sinapsis con las neuronas nociceptivas de segundo orden
(Basbaum et al., 2009).

Cuando el nociceptor recibe un estimulo externo de caracteristicas apropiadas, se inicia
el proceso de transduccion que transforma este estimulo en potenciales de accién.
Para que el nociceptor sea excitado es necesario que se genere una despolarizacion de
la membrana, se alcance el potencial umbral y se inicie el potencial de accién que

conduzca la informacién hasta la médula espinal, conduccidn en la que juegan un papel



fundamental los canales de Na* dependientes de voltaje. Ademds, es importante
sefialar que en la excitabilidad de los nociceptores participan tres clases de proteinas
presentes en la superficie de los nociceptores: receptores ionotrépicos (la superfamilia
mas conocida son los canales TRP (transient receptor potential)), receptores
metabotrépicos acoplados a proteinas G (G-protein coupled receptors, GPCR) vy
receptores con actividad tirosina cinasa (Gold y Gebhart, 2010). Algunos mediadores
liberados por parte de las células no neuronales presentes en el tejido dafiado o sus
alrededores como la histamina, la bradicinina o las prostaglandinas, actian sobre
receptores acoplados a proteinas G generando un aumento en la respuesta y un
descenso en el umbral de deteccidén durante un dafio tisular. Este fendmeno se conoce
como sensibilizacion periférica y es el responsable de la hiperalgesia primaria que se
detecta en los tejidos lesionados, donde estimulos de baja intensidad pueden producir
dolor.

Una vez generados, los potenciales de accion son conducidos a la médula espinal,
donde continta el procesamiento de la sefial nociceptiva. La transmisién en la médula
es muy compleja, y en ella participan numerosos neurotransmisores excitadores e
inhibidores, como el glutamato y la sustancia P, que son liberados por los nociceptores
(Dubin y Patapoutian, 2010). La sustancia P se libera tras el estimulo doloroso en las
sinapsis de la médula espinal desde los nociceptores peptidérgicos, junto con otros
neuropéptidos como el CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina) y el
neuropéptido .

Por otra parte, la presencia de glutamato, el neurotransmisor excitador por excelencia
en el Sistema Nervioso Central, es imprescindible para la transmisidn nociceptiva y
actua fundamentalmente a través de 3 tipos de receptores: receptores AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidénico), receptores NMDA (N-metil D-aspartato)
y receptores metabotrdpicos de glutamato acoplados a proteinas G (mGIuR) presentes
en las neuronas postsindpticas del asta dorsal de la médula espinal. La conduccién de
la informacién nociceptiva en respuesta a un estimulo agudo leve deriva de la unién
del glutamato, y en menor medida del aspartato, a los receptores AMPA generando la
despolarizacion rapida de la membrana postsindptica y el incremento de la

concentracién de Na® intracelular en las neuronas espinales. Este mecanismo permite



la transmisién de potenciales de accién a neuronas nociceptivas supraespinales que
llevan la informacion hasta el cerebro (Basbaum et al., 2009; Salat et al., 2013).

Ante una estimulacidn nociceptiva prolongada a nivel periférico, se produce una
liberacion continua de mediadores en la médula espinal como consecuencia del
incremento en el numero de potenciales de accidn. Este estado de hipersensibilidad en
el sistema nervioso central, que conduce al descenso del umbral y al aumento de la
actividad de las neuronas nociceptivas espinales, conlleva un tipo de plasticidad
sindptica que se conoce como sensibilizacion central (D’Mello y Dickenson, 2008;
Woolf, 2011) y contribuye tanto a la amplificacién de la sensacién nociceptiva como al
hecho de que la estimulacion de dreas no dafadas situadas alrededor de la lesidn

original produzca dolor, lo que se conoce como hiperalgesia secundaria.

2.2.Canales TRP

Los miembros de la superfamilia de canales iénicos conocida como TRP comparten una
serie de rasgos, como la presencia de 6 segmentos transmembrana, un grado variable
de homologia de secuencia, y la permeabilidad a cationes. A pesar de estas
semejanzas, estos canales presentan mecanismos de activacidon especificos. De esta
manera, un unico canal TRP puede ser activado a través de mecanismos
aparentemente dispares.

Constituyen un tipo de receptores permeables a Na* y Ca** que se localizan en la
membrana de los nociceptores y cuya excitacion los activa directamente. Una
caracteristica comin de esta superfamilia es la importancia que tienen en las
respuestas a todas las diferentes modalidades de estimulos externos, incluyendo luz,
sonido, estimulos quimicos, temperatura y tacto (Venkatachalam y Montell, 2007). Los
canales TRP se expresan y funcionan en multitud de organismos multicelulares, y se
dividen en los grupos 1y 2, que se dividen a su vez en 7 subfamilias (Montell, 2005).
Dentro de los TRP1 se encuentran las superfamilias TRPC, TRPV, TRPM, TRPA y TRPN,
mientras que dentro de los TRP2 se encuentran las subfamilias TRPP y TRPML. Se ha
descubierto una octava subfamilia, TRPY, formada por canales TRP de levaduras, que
estan relacionados lejanamente con los grupos 1y 2 (Palmer et al., 2001). La existencia
de estos canales en levaduras indica que el origen de esta superfamilia es anterior a la

aparicion de los metazoos.



En mamiferos, estan presentes miembros de 6 subfamilias en funcion de la secuencia
de aminodcidos que poseen: TRPC (1-7), TRPM (1-8), TRPA (1), TRPP, TRPML y TRPV (1-
6). Estos canales son permeables a sodio y calcio y forman homo o heterodimeros que
poseen terminales N y C citoplasmaticos (Levine y Alessandri-Haber, 2007). Ademas, su
permeabilidad para diferentes cationes mono y bivalentes varia en funcion de los
subtipos. Por ejemplo, los canales TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) son
moderadamente mas selectivos para iones de calcio que de sodio (=10:1) (Salat et al.,

2013).

Los modos de activacién de los canales TRP en mamiferos se pueden dividir en tres
categorias:

1. Activacidn directa: se puede producir por cambios en la temperatura ambiente
que estan fuertemente asociados a la apertura de canales TRPV1-3 y TRPMS8
(transient receptor potential melastatin 8), asi como por estimulos mecanicos,
por acoplamiento a receptores inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), y por la fosforilacion
del canal (Vriens et al., 2004).

2. Activacidén por ligandos: existen ligandos que activan a los canales TRP y se
clasifican en (a) moléculas organicas de pequefio tamano exdgenas que
incluyen tanto compuestos sintéticos como productos naturales (capsaicina,
icilina); (b) lipidos enddgenos o productos del metabolismo lipidico
(diacilgliceroles, fosfoinositidos); (c) nucleétidos de purina y sus metabolitos
(adenosin-difosforibosa); o (d) iones inorgdnicos, como los iones calcio, y
magnesio (Ramsey et al., 2006).

3. Activacion por receptor: los receptores acoplados a proteinas G y los receptores
de tirosina cinasas que activan a las fosfolipasas C modulan los canales TRP de
tres maneras diferentes: (a) mediante la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2), (b) mediante la produccién de diacilglicerol (DAG), o (c)
mediante la produccidn de IP3 y la consecuente liberacion del calcio intracelular
(Berridge et al., 2003; Clapham, 2003).

El mecanismo a través del cual un canal TRP concreto es activado y regulado no est3
asociado a su pertenencia a una subfamilia concreta. Sin embargo, en algunos casos

hay semejanzas entre miembros de una misma subfamilia. Asi, todos los canales TRPC
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son activados a través de vias acopladas a la estimulacién de la fosfolipasa C (PLC).
Todo esto pone en evidencia que la mayoria de los canales TRP pueden ser activados a
través de una gran diversidad de mecanismos. Asi, existen canales TRP, como los
pertenecientes a la subfamilia TRPV1 que responden a estimulos que van desde el
calor hasta compuestos como la capsaicina y agentes proinflamatorios (Venkatachalam
y Montell, 2007).

De los 28 canales TRP descubiertos hasta la fecha, 7 detectan temperaturas calientes o
templadas (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM2, TRPM4 y TRPM5), mientras que 2
son activados por frio o “frescor” (TRPA1 (transient receptor potential ankyrin 1) y
TRPMS8). En conjunto, estos canales que reciben el nombre de “TermoTRPs”, detectan
un amplio rango de temperatura con extremos desde los 102C (TRPA1) hasta los 539C

(TRPV2) (Brederson et al., 2013).

2.2.1. Canales TRP y su papel en la transmisién nociceptiva

Las sustancias irritantes y picantes de las plantas de la pimienta, la menta y la mostaza
han servido para identificar moléculas y mecanismos subyacentes en esta etapa inicial
de la sensacion dolorosa. Estos productos naturales han revelado la existencia de tres
miembros de la superfamilia de canales iénicos TRP — TRPV1, TRPMS8 y TRPA1 — como
detectores moleculares de estimulos térmicos y quimicos que activan neuronas
sensitivas para producir dolor agudo o persistente. El analisis de la funcidén y expresiéon
de estos canales TRP ha contribuido a confirmar que los nociceptores son un grupo de
neuronas sensitivas especializadas destinadas a la deteccion de estimulos (Julius,
2013). Aunque se han identificado varias subfamilias relacionadas con el dolor, este

trabajo se centrara en las subfamilias de canales TRPV1 y TRPA1.

2.2.1.1. canales TRPV1

Los canales TRPV1 permiten que los nociceptores aferentes primarios, u otras células,
detecten cambios en la temperatura ambiente dentro de un amplio rango fisioldgico
(Patapoutian et al., 2003; Julius, 2005). Los TRPV1 son activados por temperaturas con
un umbral de activacién térmica de aproximadamente 432C (Caterina et al., 1997).

Fueron identificados por primera vez en neuronas de los DRG y del TG, y también se
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expresan ampliamente en terminales nerviosos espinales y periféricos, asi como en
multitud de tipos celulares no neuronales (Pedersen, 2005).

Se ha descrito que ratones knockout para canales TRPV1 muestran un déficit parcial en
la nocicepcion térmica aguda, lo que avala la participaciéon de este canal en el dolor
evocado por calor (Julius, 2013). Es importante sefialar que productos de daio tisular e
inflamacién pueden disminuir de manera notable este umbral, lo que demuestra que
los canales TRPV1 son un componente esencial en los mecanismos de sefializacién
celular a través de los cuales las lesiones producen hiperalgesia térmica e
hipersensibilidad al dolor (Basbaum et al., 2009; Caterina et al.,2000; Davis et al.,
2000).

La expresion de estos canales en los nociceptores es consistente con la capacidad de
los agonistas TRPV1, como la capsaicina (un compuesto quimico picante que se
encuentra en las guindillas), para desencadenar nocicepcidon en animales. Su activacién
en las fibras sensitivas también libera neuropéptidos como la sustancia P o el GCPR,
provocando un incremento del flujo sanguineo y edemas, un fendmeno denominado
en ocasiones inflamacion neurogénica (Szallasi y Blumberg, 1999). La caracteristica mas
importante de los TRPV1 es su capacidad para integrar los efectos de multiples
estimulos nocivos y mediadores inflamatorios, una caracteristica que, combinada con
la localizacion celular de estos canales, proporciona una interesante base para la
posible utilidad de los antagonistas TRPV1, como la capsazepina (CPZ), en el

tratamiento del dolor (Cortright y Szallasi, 2009).

2.2.1.2. cCanales TRPA1

Los canales TRPA1, que son conocidos como receptores de frio al ser activados a
temperaturas bajas (=102C), juegan un papel importante en la quimiocepcidn sirviendo
como detectores de compuestos quimicos irritantes que pueden desencadenar dolor
inflamatorio (Julius, 2013). Son activados por componentes picantes del aceite de
mostaza, ajo, aceite de gaulteria, aceite de clavo, jengibre y aceite de canela, y en
todos ellos induce un ardor agudo y doloroso o una sensaciéon de picor. Ademas,

estudios recientes muestran que estos canales también pueden ser activados por calor
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ya que la administracién de agonistas TRPA1 es capaz de inducir hiperalgesia térmica
(Tsagareli et al., 2010; Hoffman et al., 2013).

Estdn localizados tanto en tejidos neuronales como no neuronales ya que se expresan
en las células pilosas, pero también en las neuronas de los DRG y del TG (Pedersen,
2005). En el tejido neuronal, los canales TRPA1 se encuentran en neuronas de pequefio
didametro peptidérgicas y positivas para TRPV1 en los DRG (Kobayashi et al., 2005).
Existen datos que apoyan un alto grado de colocalizacién entre TRPV1 y TRPA1 en
neuronas sensitivas (Brederson et al., 2013), lo que pone de manifiesto su papel en la
nocicepcion. Asi, los canales TRPA1 estan frecuentemente coexpresados con TRPV1 en
nociceptores peptidérgicos, mientras que raramente se coexpresan con TRPMS.
Ademads, la ablacion de neuronas TRPV1 con resiniferatoxina (agonista TRPV1) en
ratones ocasiona la pérdida de respuesta a capsaicina y de sensibilidad al alil-

isotiocianato (AITC), un agonista TRPA1 (Pecze et al., 2009).

2.3.Quimiocinas

2.3.1. Caracteristicas generales

Las quimiocinas constituyen una extensa familia formada por proteinas de peso
molecular relativamente bajo (7-14 kD). Hoy dia se sabe que las quimiocinas y sus
receptores juegan un papel crucial dirigiendo el movimiento de las células
inmunitarias, generando la respuesta inmune adaptativa y contribuyendo a la

patogénesis de una gran variedad de enfermedades (Charo y Ransohoff, 2006).

Estas proteinas se pueden clasificar en cuatro familias teniendo en cuenta la posicion
de los residuos de cisteina en el extremo N-terminal (Fig. 1) (Charo y Ransohoff, 2006;
Rosténe et al., 2007). La primera y mds numerosa esta formada por las quimiocinas CC,
en las que los dos primeros residuos de cisteina de los cuatro que poseen estan
situados consecutivamente. Los miembros de esta familia atraen células
mononucleares hacia los lugares de inflamacién crénica, y estan en forma activa
cuando forman dimeros, o incluso tetrameros (Proudfoot et al., 2003). La mas conocida
es la CCL2 o MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), que actia como un potente

agente quimiotactico para los monocitos, células T de memoria y basdfilos. Otros
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ejemplos de esta familia son la CCL3, la CCL4 y la CCL5 o RANTES (regulated on

activation, normal T cell expressed and secreted).

La segunda familia es la de las quimiocinas CXC, que tienen un unico residuo
aminoacidico entre los dos primeros residuos de cisteina. Un miembro de esta familia
es la CXCL8 que atrae leucocitos polimorfonucleares a los lugares de inflamacién

aguda.

La tercera familia corresponde a las quimiocinas CX3C que presentan tres residuos
aminoacidicos entre las dos cisteinas. Su Unico miembro es la fractalquina o CX3CL1
que se caracteriza por poseer un dominio fusionado con un residuo similar a la mucina
gue le permite mantenerse unida a la membrana de las células. Cuando es separada de
la membrana celular por el factor de necrosis tumoral queda libre y actia como un

agente quimiotdctico soluble.

Por ultimo, la cuarta familia es constituida por las quimiocinas C y consta de dos
miembros, la XCL1 y la XCL2 (linfotactinas a y linfotactina b, respectivamente), que
poseen un Unico residuo de cisteina y funcionan como agentes quimiotacticos de

linfocitos T.
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Figura 1. Clasificacion de las quimiocinas en funcidon de la posicion de los
residuos de cisteina en el extremo N-terminal (Rosténe et al., 2007).
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2.3.2. Receptores de quimiocinas y sefializacién intracelular

Se han clonado hasta el momento 19 receptores de quimiocinas, incluyendo 11
receptores CC (CCR1-11), 6 receptores CXC (CXCR1-6), un receptor CX3C (CX3CR1) y
uno C (XCR1). Las interacciones entre las quimiocinas y sus receptores varian
ampliamente en selectividad de tal manera que algunas quimiocinas se unen a un solo
receptor y viceversa, como es el caso de la interaccion entre CCL20 (LARC) y CCR6, y
CCL25 (TECK) con CCR9, CXCL12 (SDF-1) con CXCR4, CXCL13 (BCA-1) con CXCRS5, y
CXCL16 con CXCR6. Sin embargo, otras quimiocinas se unen a mas de un receptor, del
mismo modo que varios receptores reconocen mds de una quimiocina. Por ejemplo, la
guimiocina CCL5 se une al menos a CCR1, CCR3 y CCR5, mientras que las quimiocinas
CXCL11 (eotaxina), CCL24 (eotaxina-2), CCL26 (eotaxina-3), CCL8 (MCP-2), CCL7 (MCP-
3), y CCL13 (MCP-4) se unen al receptor CCR3 (Le et al., 2004).

El sistema de senalizacion en el que participan estas proteinas estd formado por las
propias quimiocinas, que actlan como ligandos, y sus receptores, que poseen 7
dominios transmembrana. Estos son expresados por todos los leucocitos y muchas
células no hematopoyéticas, incluyendo células cancerosas, y pueden dividirse en dos
grupos. La inmensa mayoria son receptores acoplados a proteinas G, principalmente
del tipo G; como lo demuestra el hecho de que sean bloqueadas por la toxina pertussis
(Oh et al., 2001; White y Wilson, 2008), aunque también pueden ser del tipo Gg. El
segundo grupo de receptores es el de los llamados receptores atipicos cuyo modo de

actuacion es independiente de proteinas G (Bachelerie et al., 2014).

Cuando las quimiocinas se unen a sus receptores se desencadenan una serie de
cambios conformacionales que llevan a la disociacién de las proteinas G
heterotriméricas acopladas al receptor en las subunidades a y By (Horuk et al., 2001),
gue pueden activar a varias enzimas efectoras. En el caso de la proteina proteina G, la
subunidad a actua principalmente sobre la adenilato ciclasa inhibiéndola y reduciendo
asi la formacién de AMPc (Rodriguez-Frade et al., 2001). Por su parte, las proteinas Gq
pueden utilizar como enzima efectora a la PLC que escinde al PIP2 en DAG e IP3. Este
ultimo provoca un aumento en el calcio intracelular que junto con el DAG lleva a la

activacion de la proteina cinasa C (PKC) que cataliza la fosforilacién de varias proteinas
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intracelulares. En menor medida, la subunidad By de las proteinas G; también puede

utilizar a la PLC como enzima efectora (Zhang et al., 2005).

Esta cascada de transduccion iniciada por receptores acoplados a proteinas G,
fundamentalmente de tipo Gg, en la que esta implicada la PLC y que lleva en ultimo
término al aumento del Ca?" intracelular y a la activacion de la PKC, parece estar
implicada también en la sensibilizacién de los canales TRPV1 y TRPALl. (Wang et al.,
2008; Than et al., 2013). Asi, se ha propuesto que algunos receptores de quimiocinas al
estar acoplados acoplados a proteinas Gg, podrian activar esta cascada de transduccion
y participar en la sensibilizacién de estos canales, como es el caso de la CCL2 al unirse a
su receptor CCR2 (Jung et al., 2008). Otra quimiocina que podria estar implicada en
este proceso es la CCL5 ya que se ha visto que es capaz de inducir un aumento en los
niveles de Ca®* en neuronas de los DRG, lo que resulta fundamental para el inicio de la

cascada de transduccion anteriormente citada (Zhang et al., 2005).
2.3.3. Caracteristicas generales y funciones de la quimiocina CCL5

La quimiocina CCL5, también conocida como RANTES, actia como ligando para los
receptores CCR1, CCR3 y CCR5, siendo su funcién dirigir la migraciéon de
monocitos/macréfagos y células T. Es, por tanto, una quimiocina proinflamatoria que
media el movimiento no solo de los tipos celulares anteriormente citados, sino que
también tiene efecto sobre otras células como los basdfilos, eosindfilos, células NK,
células dendriticas y mastocitos (Appay y Rowland-Jones, 2001; Liou et al., 2012). A
continuacién se describen las principales funciones de la CCL5 a excepcién de su
implicacion en la transmisién nociceptiva, que se comentara mas detalladamente en la

seccion siguiente.

Distintas evidencias indican que la CCL5 es capaz de modular la respuesta inflamatoria
en multitud de condiciones patoldgicas. Asi, esta implicada en la patogénesis de varios
trastornos inflamatorios, incluyendo la esclerosis multiple, demencia asociada al virus
de inmunodeficiencia humana, y la artritis reumatoide, ademdas de en un modelo
animal de artritis, endotoxemia, y colitis crénica (Liou et al., 2012). Ademds de su
funcién quimiotactica, la CCL5 juega un papel importante en otras situaciones

patolégicas. Uno de los mas destacados seria los diversos efectos que presenta en la
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respuesta inmune a la infeccién viral. La CCL5 es liberada por los linfocitos T CD8"
activados especificamente por virus, junto a la perforina o la granzyma A, y su
importancia en la inmunidad antiviral queda patente en el desarrollo de mecanismos
de evasién por parte de numerosos virus (Appay y Rowland-Jones, 2001). En este
contexto, la CCL5 desempefa un papel fundamental en la supresion de la replicaciéon
de cepas del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) del tipo VIH-1 in vitro, lo que
permitio la identificacion del receptor CCR5 como el principal correceptor para la
entrada en las células diana de este virus. Se trata de un GPCR que se une a
guimiocinas CC, principalmente CCL3, CCL4 y CCL5, que junto con otros receptores, es
coexpresado en células T CD4" (Corbeau y Reynes, 2009). La unién, fusién y entrada del
virus VIH en estas células se produce a través de su interaccion con el CCR5, y se cree
que la forma en que la CCL5 suprime la replicacion del VIH es compitiendo con el virus

por la unidn al receptor (An et al., 2002).

2.3.4. Papel de la quimiocinas en la transmisién nociceptiva

Diversas quimiocinas, y sus correspondientes receptores, estdan implicados en los
procesos dolorosos. Este es el caso de la CCL2/CCR2, CCL3/CCR1 y CCR5, CCL5/ CCR1y
CCR5, CCL22/CCR4, CXCL1/CXCR1, CXCL2/CXCR1, CXCL8/CXCR2, CXCL12/CXCR4, y
CX3XL1/CX3CR1.

Tanto estas quimiocinas como sus receptores se pueden encontrar tanto a nivel
periférico como central. Asi, se ha descrito que pueden ejercer su accién sobre los
terminales nerviosos periféricos de los nociceptores llevando a la modificacion de su
actividad, como es el caso de la CCL2, CCL5, CCL22 y CXCL12 (Dawes y McMahon,
2013). Se ha demostrado la presencia de receptores para diferentes quimiocinas en las
neuronas de los DRG, en concreto CX3CR1, CXCR4, CCR4, CCR1, CCR5 y CCR2 (Abbadie,
2005; Kiguchi et al., 2012). La participacion de muchas de ellas en procesos
nociceptivos espinales viene avalada por la presencia en neuronas espinales de
receptores como los CCR2, CCR1, CCR5, CXCR2, CXCR4, y CX3CR1 asi como por la
reaccion hiperalgésica que ocurre tras la administracion intratecal de moléculas como

la CX3CL1 y la CCL2 (Milligan et al., 2004; Baamonde et al., 2011).
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La funcion hipernociceptiva de las quimiocinas ha sido estudiada en diferentes
modalidades de dolor, especialmente en modelos experimentales de dolor
neuropatico. Este tipo de dolor se asocia con una gran variedad de lesiones sobre el
sistema nervioso, tanto a nivel central como periférico, como consecuencia de
enfermedades como la diabetes, el cdncer o por acciéon de agentes infecciosos.
Estudios recientes muestran ademas que la neuroinflamacién, un proceso que puede
relacionarse con la accién de quimiocinas proinflamatorias liberadas como
consecuencia del daio nervioso, juega un papel importante a distintos niveles. En la
periferia, la produccidn de moléculas inflamatorias por parte de las células del sistema
inmune que acuden al lugar de la lesién es capaz de desencadenar la transmisién
nociceptiva asociada a esta modalidad de dolor, mientras que en la médula espinal
como consecuencia de la sefial generada a nivel periférico se produce la activacién de
las células gliales (microglia y astrocitos) que liberan moléculas inflamatorias (Abbadie,
2005; Old y Malcangio, 2012; Kaguchi et al., 2012). Se ha descrito que tras una lesién
neuropatica, se produce una regulacion al alza de diferentes receptores de quimiocinas
como pueden ser CCR2, CCR1, CCR5, CXCR4, y CXCR3, ademas de la liberacion de sus
correspondientes ligandos enddgenos en las neuronas de los DRG afectados por el

dafio (White et al., 2007; Kiguchi et al., 2010).

De entre todas las quimiocinas, la mas estudiada en el ambito del dolor es la CCL2 o
MCP-1. En las ultimos anos son varios los trabajos que han mostrado que la CCL2 y su
receptor CCR2 podrian jugar un papel fundamental en el dolor neuropatico (Zhang et
al., 2012; Abbadie et al., 2009). Del mismo modo, la quimiocina CCL2 también estd
implicada en el dolor inflamatorio, por ejemplo en la inflamacidn derivada de patologia
en la articulacion temporomandibular (Ogura et al., 2010). Ademas, se ha descrito
cdmo ratones sin el receptor CCR2 presentan menos sintomas nociceptivos en un
modelo de dolor inflamatorio (Miller et al., 2012), asi como una regulacion al alza de la
qguimiocina CCL2 en los DRG de animales con inflamacién (Jeon et al., 2008).

Por ultimo, la CCL2 también podria jugar un papel importante en el dolor neoplasico vy,
de acuerdo con ello en nuestro laboratorio se ha descrito su participacién en la

hipernocicepcion tumoral evocada en ratones tras la inoculacién intratibial de células
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de fibrosarcoma NCTC 2472 (Pevida et al, 2012; Pevida el al., 2014a) o de cancer de
préstata RM1 (Lloridn-Salvador et al., 2015).

La implicacidon de la CCL5 en el procesamiento nociceptivo ha sido menos estudiada
que la de la CCL2. Sin embargo, algunos trabajos muestran cdmo esta quimiocina es
capaz de inducir el desarrollo de hiperalgesia y alodinia en diferentes modelos de
experimentacién animal, demostrando su participacion en el procesamiento de la sefial
nociceptiva (Oh et al., 2001; Benamar et al., 2008).

Mediante el uso de ratones knockout para la CCL5, se ha descrito la participacién de
esta quimiocina en un modelo murino de dolor neuropdtico especialmente en la
modulacion la migracion de las células inflamatorias a los lugares dafados (Liou et al.,
2012).

Finalmente, se ha descrito que la CCL5 espinal estd implicada en el desarrollo de
hiperalgesia mecdnica en ratas inoculadas con células tumorales (Hang et al., 2013). En
este contexto, estudios recientes demuestran que el bloqueo del receptor de CCL5,
CCR1 inhibe la hiperalgesia mecanica y térmica de origen tumoral en ratones

inoculados con células de fibrosarcoma (Pevida et al., 2014b).
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3. Justificacion y objetivos

El conocimiento del papel de diferentes quimiocinas en la nocicepcién ha aumentado
mucho en los Ultimos afios. Diferentes ensayos han demostrado la relevancia en
situaciones de dolor patolégico de moléculas como la CCL2, CCL3 y CCL5 (Abbadie et
al., 2009; Kim et al., 2011; Liou et al., 2012). Asimismo, algunos trabajos indican que
moléculas como la CCL2 podrian ejercer su accidon hiperalgésica actuando como
moduladores de receptores de la familia TRP. De esta forma, se ha demostrado que el
cultivo de células de DRG con CCL2 aumenta la expresién del mRNA de TRPV1
(Khasabova et al., 2007) y que el bloqueo de receptores TRPV1 puede evitar la
hiperalgesia evocada por CCL2 en ratas (Pfliicke et al., 2013). En relacién con la accién
hiperalgésica producida por CCL3, se ha demostrado en ensayos in vitro que esta
guimiocina puede sensibilizar los canales TRPV1 (Zhang et al., 2005).
En nuestro trabajo pretendemos estudiar si la accion hiperalgésica producida por la
guimiocina CCL5 podria también deberse a la sensibilizacion de canales de la familia
TRP, como son los receptores TRPV1y TRPAL.
Utilizando como referencia a la quimiocina CCL2, nuestros objetivos principales fueron
los siguientes:

1) Estudiar si el comportamiento de lamido que ocurre tras la administracion de

agonistas de canales TRP puede utilizarse para mostrar su sensibilizacién por

la CCL2 y la CCL5, y dilucidar los receptores implicados en dicha amplificacion.

2) Valorar si la administracion intraplantar (i.pl.) de CCL5 en ratones produce
hiperalgesia térmica mediada por receptores CCR1 y/o CCR5, y si en ella

participa la sensibilizacién de los canales TRPV1 y TRPA1.

3) Evaluar si la administracion de la quimiocina CCL5 aumenta la sensibilizacidn
central provocada por el agonista TRPV1 capsaicina, a través de la
cuantificacion de la expresion de la proteina pERK (phosphorylated
extracellular signal-regulated kinase) a nivel espinal mediante técnicas

inmunohistoquimicas.
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4. Materiales y Métodos

4.1.Animales

Los experimentos fueron llevados cabo con ratones macho Swiss CD-1 con un peso
comprendido entre los 30-40 gramos en el momento de su utilizacidn. Los animales se
criaron en el Animalario de la Universidad de Oviedo (Reg. 33044 13A) con ciclos de

luz-oscuridad de 12 horas y con acceso libre a comida y agua.
4.2.Farmacos

Las quimiocinas CCL2 (Sigma) y CCL5 (ProSpec), y el antagonista de receptores CCR5,
DAPTA (Tocris) se administraron disueltos en suero salino en el caso de la CCL5 y el

DAPTA, y en agua destilada en el caso de la CCL2.

El antagonista de receptores CCR2, RS504393 (Tocris), el antagonista TRPV1 CPZ (Tocris)
y el antagonista TRPA1, HC030031 (Tocris) se disolvieron en una mezcla de suero salino
y DMSO a una concentracién maxima respectivamente de 3, 15 y 10% de DMSO para
las mayores concentraciones utilizadas. El agonista TRPV1 capsaicina (Tocris) y el
antagonista de receptores CCR1, J113863 se disolvieron en una mezcla de agua
destilada y DMSO a una concentracidon maxima respectivamente de 10 y 1,8% de
DMSO para las mayores concentraciones utilizadas. El agonista TRPA1 AITC (Sigma) se
administré disuelto en una mezcla de soluciéon salina con DMSO al 5% y Tween 80 al

10% para las mayores concentraciones utilizadas.

En los ensayos de lamido, la administracién i.pl. de RS504393, J113863, DAPTA, CCL2 y
CCLS5 se realizé en un volumen de 5uL mientras que los agentes irritantes capsaicina y
5-AITC se administraron en un volumen de 25 uL. En los ensayos de hiperalgesia
térmica, los farmacos utilizados (CCL5, J113863, DAPTA, CPZ y HC030031) se
administraron en un volumen de 25 plL por via i.pl. En todos los casos, los animales
control recibieron la cantidad correspondiente de solvente por la misma via de

administracion.
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4.3.Valoracion del tiempo de lamido

Se trata de una prueba para medir la reaccion del ratén tras la administracion i.pl. de
una sustancia o estimulo que pueden ser dolorosos. Se observa el tiempo que los
ratones se lamen la pata en la que se ha administrado el farmaco durante un periodo
de 10 minutos. Previamente, se habitian los ratones durante 10 minutos en el interior

de un recipiente (28 x 22 x 18 cm).

Con este método, se ha estudiado el efecto de las quimiocinas CCL5 y CCL2
administradas en 5 pL por via i.pl. 90 minutos antes (en el caso de la CCL2) o 30
minutos antes (en el caso de la CCL5) del ensayo sobre el lamido evocado por

diferentes dosis del agonista TRPV1 capsaicina y el agonista TRPA1 AITC disueltos en 25

uL.
4.4.Test de la placa caliente unilateral

Se utilizd la prueba de la placa caliente unilateral (Menéndez et al., 2002) que
constituye una variante del test cldsico de la placa caliente y que sirve para medir la
reactividad del ratén a un estimulo doloroso térmico a través de la medida de la
latencia de retirada de la pata estimulada. Los ratones se inmovilizan sujetandolos por
la piel de la parte posterior del cuello y cuando se observa su adecuada inmovilidad, se
coloca la superficie plantar de una de sus patas traseras sobre una placa caliente (lITC
Life Science, Woodland Hills, California, USA) mantenida a 48,5 2C. Las latencias de
retirada para cada pata trasera de la placa caliente se midieron con un crondmetro. Las
medidas se realizaron alternativamente a intervalos de 1-2 minutos y se considerd la

media de las dos o tres medidas hechas en cada pata.

Como latencias basales, previas a la aplicacién de tratamiento, se buscaron valores de
13-15 segundos y animales que presentaron latencias superiores a 20 segundos fueron
desechados. Cada animal se utilizé solo una vez, y se establecié un maximo de 30

segundos para las latencias experimentales.
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4.5.Ensayos inmunohistoquimicos

El objetivo de estos ensayos fue el marcaje de la proteina pERK en la médula espinal de
ratones tratados con distintos compuestos algégenos por via i.pl. Los animales fueron
tratados con la quimiocina CCL5 (10 ng/5uL), o su correspondiente solvente 30 minutos
antes de la administracion de la capsaicina (10 pg/25uL), siendo anestesiados y
sacrificados 5 y 10 minutos después del tratamiento con el agonista TRPVI1,

respectivamente.

Los animales se anestesian con ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) y se abre la
caja toracica exponiendo el corazén e introduciendo en el ventriculo izquierdo una
aguja conectada a una bomba peristaltica, realizdndose un corte en la auricula derecha
para que salga la sangre y sea sustituida por la sustancia fijadora. En primer lugar, se
hace circular PBS a pH 7,4 (con heparina para evitar coagulos) durante 10 minutos y a
continuaciéon se perfunde con paraformaldehido al 4% durante unos 15-20 minutos
(850 pl/min). La perfusion se realiza 10 minutos después de la inyeccidon i.pl. de

capsaicina.

Tras extraer la médula y seleccionar los segmentos L4-L6, ésta se postfija durante 4 h
en paraformaldehido al 4% y se incuba en sacarosa al 30% durante un minimo de 24 h.
Posteriormente, se realizan cortes de 30 um con la ayuda de un microtomo de
congelaciéon (Microm HM 480). Los cortes se lavan en PBS a pH 7,4 y se incuban
durante 30 minutos en PB-BSA-T. Pasado este tiempo y sin lavar, se incuban con el
anticuerpo primario (Phospho-p44/42 MAPK de Cell Signaling (#9101)-Rabbit) a una
concentracién 1:1000 en PBS y se dejan unas 18 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente los cortes se vuelven a lavar en PBS y se incuban con el anticuerpo
secundario (Biotinylated anti-rabbit 1gG (H+L) de Vector) a una concentracion 1:500 en
PBS durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se lavan con PBS y se incuban en
oscuridad en presencia del ABC kit (avidina-biotina-peroxidasa) durante media hora.
Después, se vuelven a realizar lavados en PBS y se procede al revelado sumergiendo los
cortes durante 2 minutos y medio en diaminobencidina (DAB). Finalmente, se montan
los cortes en portaobjetos colocando cubreobjetos y Fluoromount-G® para mantener

en buenas condiciones el tejido mejorando también la visualizacion. Para el recuento
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de las células marcadas con pERK, en cada animal se consideraron los 5 cortes con

mayor marcaje.

Este procedimiento se realiza por flotacidon, de tal manera que los cortes obtenidos de
la médula espinal no van a estar pegados sobre un portaobjetos sino que van a ser

sumergidos en las distintas soluciones utilizadas para este procedimiento.

4.6. Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios y sus correspondientes errores estandar con los datos
obtenidos en las pruebas de comportamiento o el nimero de células del asta posterior
de la médula espinal marcadas con el anticuerpo anti pERK. Las comparaciones
multiples se realizaron inicialmente empleando un analisis de varianza (ANOVA)
seguido del test de Dunnett (cuando se compara el efecto producido por distintas dosis
de un farmaco con el valor obtenido tras la administracion del solvente) o el test de
Newman-Keuls (cuando los animales reciben distintos tratamientos). La significacion se

establecié para valores de P<0,05.
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5. Resultados

5.1.Efecto de la quimiocina CCL2 sobre el lamido evocado por la administracion

i.pl. de capsaicina. Implicacion de los receptores CCR2

La administracion i.pl. del agonista TRPV1 capsaicina (1-10 ug/25ul) provoca un
comportamiento de lamido en ratones que comienza inmediatamente después de la
inyeccién. En el rango de dosis estudiado, el tiempo de lamido comenzd a ser
significativo a partir de la dosis de 3 pg y aumentd de un modo dependiente de la dosis
(Fig. 2). En vista de la curva dosis-efecto obtenida, se selecciond la dosis subefectiva de
1 pg, ya que supone un 10-15% del efecto maximo obtenido por la dosis mas elevada
de capsaicina, para realizar los estudios de potenciaciéon con el fin de detectar el

incremento del lamido en presencia de la quimiocina CCL2.
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Figura 2. Curva dosis-efecto del lamido provocado por Ila
administracién i.pl. de dosis crecientes del agonista TRPV1 capsaicina
(1-10 pg/25uL). Datos expresados como media + S.E.M. **P<0,01
comparada con el grupo solvente, test de Dunnett.

Posteriormente, se estudié la capacidad de la quimiocina CCL2 para aumentar el
tiempo de lamido evocado por la activacién de canales TRPV1 midiendo el efecto de la
administracion i.pl. de 1 pg/25ul de capsaicina en ratones tratados 90 minutos antes
con CCL2 (10-500 ng/5ul) en la misma pata. Como puede observarse (Fig. 3), la
administracién i.pl. previa de CCL2 produjo un aumento dependiente de la dosis del

tiempo de lamido provocado por dicha dosis de capsaicina.
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Figura 3. Potenciacion del lamido provocado por la capsaicina (1 pug/25uL; i.pl.) a
través de la administracion previa de distintas dosis de la quimiocina CCL2 (10-
500 ng/5uL; i.pl.). Datos expresados como media + S.E.M. *P<0,05; **P<0,01,
comparada con el grupo tratado solo con capsaicina, test de Dunnett.

Para comprobar si este aumento de la respuesta a la capsaicina provocado por la CCL2
es producido a través de receptores CCR2, se ensayd la influencia en dicha respuesta
de la administracion del antagonista CCR2, RS504393 (3 pg) 90 minutos antes que el
agonista TRPV1. El bloqueo de receptores CCR2 antagonizd completamente la
potenciacion producida por 300 ng de CCL2 del lamido provocado por capsaicina (1ug).
La administracion del RS504393 (RS) solo no modifica el tiempo de lamido tras la

o0
I *%
+

administracién de la capsaicina (Fig. 4).
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Figura 4. Antagonismo de la potenciacion del lamido provocado por la
capsaicina (1 pug/25uL; i.pl.) con la quimiocina CCL2 (300 ng/5uL i.pl.) por medio
del antagonista CCR2 RS504393 (3ug/5ul; i.pl.). Datos expresados como media
S.E.M. *eP<0,01, comparada con el grupo tratado solo con el agonista TRPV1,
**P<0,01, comparada con el grupo tratado con CCL2+capsaicina, test de
Newman-Keuls.
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5.2.Efecto de la quimiocina CCL5 sobre el lamido evocado por el estimulo de

canales TRPV1. Participacion de receptores CCR1 y CCR5

Con un planteamiento similar al descrito en el apartado anterior, se estudié si la
guimiocina CCL5 podia amplificar el lamido producido por el agonista TRPV1
capsaicina. La administracion de CCL5 (3-100 ng/5uL) 30 minutos antes de la inyeccidn
de capsaicina (1 pug/25uL; i.pl.) potencié de un modo dependiente de la dosis el lamido

evocado por éste (Fig. 5).
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Figura 5. Potenciacidn del lamido provocado por la capsaicina (1 pg/25uL; i.pl.) a
través de la administracion previa de la quimiocina CCL5 (3-100 ng/5uL; i.pl.). Datos
expresados como media + S.E.M. **P<0,01, comparada con el grupo tratado solo con
el agonista TRPV1, test de Dunnet.

Puesto que las respuestas hiperalgésicas ejercidas por la CCL5 pueden producirse a
través de receptores CCR1 y CCR5, se estudiaron los posibles efectos de antagonistas
selectivos de ambos receptores (J113863 y DAPTA respectivamente) administrados por
via i.pl. 30 minutos antes que la capsaicina. Puesto que tanto la administracién de 1 pg
como de 3 pg/5uL de estos antagonistas produjo una reversién parcial de la
potenciacidn evocada por la CCL5, se decidid administrar conjuntamente ambos
antagonistas a la dosis de 1 pg. Siguiendo esta ultima estrategia se detecté que el
bloqueo simultdneo de los receptores CCR1 con el antagonista J113863 y el de los
receptores CCR5 con el antagonista DAPTA provocd la reversion completa de la

amplificaciéon del comportamiento de lamido provocado por la quimiocina CCL5 (100
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ng) (Fig. 6). La administracion Unica de estos antagonistas no modificod el tiempo de

lamido tras la administracion de la capsaicina.
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Figura 6. Antagonismo de la potenciacion del lamido provocado por la capsaicina (1
pg/25uL; i.pl.) con la quimiocina CCL5 (100 ng/25uL; i.pl.) por medio de los
antagonistas CCR1, J113863 y CCR5, DAPTA (1 y 3 ug/5uL; i.pl.). Datos expresados
como media + S.E.M, ¢*P<0,01 comparada con el grupo tratado solo con capsaicina,

test de Newman-Keuls, **P<0,01 comparada con el grupo tratado con
CCL5+capsaicina, test de Dunnett.

5.3.Efecto de la quimiocina CCL5 sobre el lamido evocado por el estimulo de

canales TRPAL. Participacion de receptores CCR1 y CCR5

En este apartado se realizaron experimentos para tratar de dilucidar si, al igual que
ocurre con la respuesta de lamido evocada por estimulo de canales TRPV1, la
guimiocina CCL5 puede amplificar respuestas mediadas a través de receptores TRPA1.
La administracién i.pl. del agonista TRPA1 AITC (10-100 pg/25uL), provocd un
comportamiento de lamido que se manifiesta de forma dependiente de la dosis (Fig.

7).

En vista de la curva dosis-efecto obtenida, se selecciond, al igual que en el caso de la
capsaicina, la dosis subefectiva de 10 pg, que supone un 10-15% del efecto maximo
obtenido, para realizar los estudios de potenciacidn posteriores en presencia de la

CCLS.
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Figura 7. Curva dosis-efecto del lamido provocado por la administracion i.pl. del

agonista TRPA1 AITC (10-100 pg/25uL).Datos expresados como media + S.E.M.
**pP<0,01 comparada con el grupo solvente, test de Dunnett.

Al igual que con el agonista TRPV1, se estudié la capacidad de la quimiciona CCL5 para
potenciar el lamido evocado por la activacidén de los canales TRPA1 a través del tiempo
de lamido provocado por la administracion i.pl. de 10 ug de AITC en ratones tratados
30 minutos antes con dosis crecientes de CCL5 (10-300 ng/5ul) administradas en la
misma pata y siguiendo la misma via de administracién. Como puede observarse, (Fig.
8) la potenciacion del lamido con CCL5 fue limitada ya que Unicamente la dosis de 100
ng provocd un aumento significativo en el tiempo de lamido siendo posiblemente el
efecto maximo, ya que cuando se administra una dosis mas elevada de la quimiocina

(300 ng) no se observa un aumento del lamido.
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Figura 8. Potenciacion del lamido provocado por el AITC (10 ug/25uL; i.pl.) a
través de la administracion previa de la quimiocina CCL5 (10-300 ng/5uL; i.pl.).
Datos expresados como media + S.E.M. *P<0,05, comparada con el grupo tratado
solo con el agonista TRPA1, test de Dunnet.
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A continuacion, se coadministraron junto con la CCL5 i.pl. los antagonistas selectivos
CCR1, J113863 y CCR5, DAPTA en una dosis de 1ug 30 minutos antes que el agonista
TRPA1. Como se puede observar, tanto el bloqueo de los receptores CCR1 como el de
los receptores CCR5 fueron capaces del antagonizar la amplificacion del
comportamiento de lamido provocado por la quimiocina CCL5 (100 ng/5uL) (Fig. 9). La

administracion i.pl. Unica de los antagonistas no produjo ningun tipo de efecto.
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Figura 9. Antagonismo de la potenciacion del lamido provocado por el AITC (10
pg/25uL; i.pl.) con la quimiocina CCL5 (100 ng/5uL; 30 minutos antes) por
medio de la coadministracién con J113863 (1upg) o DAPTA (1ug). Datos
expresados como media + S.E.M. ¢eP<0,01, comparada con el grupo tratado
solo con el 5-AITC, **P<0,01, comparada con el grupo tratado con CCL5+AITC,
test de Newman-Keuls.

5.4.Efecto hiperalgésico de la administracion de la quimiocina CCL5. Implicacién

de los receptores CCR1 y CCR5

Los experimentos de lamido descritos en los apartados anteriores, sugieren que la
guimiocina CCL5 puede provocar efectos hiperalgésicos. Por ello, se estudid si dicha
guimiocina era capaz de generar hiperalgesia térmica y si ésta podria estar mediada a

través de la estimulacién de receptores CCR1 y CCR5.

Inicialmente, se comprobd que la administracion i.pl. aguda de CCL5 provocaba

hiperalgesia térmica medida en la prueba de la placa caliente unilateral. Asi, la
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administracion i.pl. de la CCL5 (5-30 ng/25uL; 30 minutos antes ) produce un descenso
dependiente de la dosis en las latencias de retirada en la pata inyectada. El descenso
de estas latencias comienza a partir de 5 ng y es maximo con la dosis de 10 ng, con la
que las latencias de retirada pasaron a ser de 9,2 s en lugar de los 13,6 s que se
detectaron en el grupo control tratado con salino (Fig. 10). Inesperadamente, este
efecto desaparece para dosis mayores (30 ng), tras las que no se observaron efectos

hiperalgésicos.
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Figura 10. Curva dosis-efecto de la hiperalgesia térmica producida por la
quimiocina CCL5 (3-30 ng/25uL; i.pl. 30 minutos antes). Datos expresados
como media = S.E.M. **P<0,01 comparada con la pata ipsilateral del grupo
solvente, test de Dunnett.

El efecto hiperalgésico producido por la dosis de 10 ng de CCL5 fue antagonizado de un
modo dependiente de la dosis por la coadministracién de J113863 (0,01-1 pg/25uL),
demostrando la implicacion de los receptores de tipo CCR1 (Fig. 11) en esta
hiperalgesia térmica. La administracion i. pl. de la dosis mas alta (1 ug) de J113863 no

modifico la latencia de retirada.
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Figura 11. Antagonismo de la hiperalgesia térmica evocada por la quimiocina
CCL5 (10 ng/25pL; i.pl.) cuando es administrada conjuntamente con el
antagonista CCR1 J113863 (0,01-1 pg/25uL) 30 minutos antes. Datos expresados
como media + S.E.M. ¢eP<0,01, comparada con su pata contralateral, test de
Newman-Keuls, **P<0,01, comparada con la pata ipsilateral tratada solo con la
CCL5, test de Dunnett.

Del mismo modo, se decidié comprobar si los receptores de tipo CCR5 también pueden
estar implicados en la hiperalgesia térmica inducida por la quimiocina CCL5. Para ello,
se llevd a cabo la coadministracion de DAPTA (0,3-3 ug/25uL) y se observé que el
efecto hiperalgésico producido por la CCL5 (10 ng) es inhibido de forma dependiente
de la dosis en presencia de este antagonista CCR5, al igual que ocurria con el J113863
(Fig. 12). La administracion i. pl. de la dosis mas alta (3 pg) de DAPTA no modificé la
latencia de retirada.
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Figura 12. Antagonismo de la hiperalgesia térmica evocada por la quimiocina CCL5 (10
ng/25uL; i. pl.) cuando es administrada conjuntamente con el antagonista CCR5
DAPTA (0,3-3 pg/25uL) 30 minutos antes. Datos expresados como media *+ S.E.M.
*eP<0,01, comparada con su pata contralateral, test de Newman-Keuls *P<0,05 y
**P<0,01, comparadas con la pata ipsilateral tratada solo con la CCL5, test de

Dunnett. 32



5.5.Participacion de los canales TRPV1 y TRPAL1 en la hiperalgesia térmica
evocada por la administracién i.pl de CCL5 en ratones
Para estudiar la posible participacién de los receptores TRPV1 en el efecto
hiperalgésico evocado por CCL5 (i.pl.), se estudid si la administraciéon del antagonista
de receptores TRPV1 CPZ, afectaba a dicho efecto. Como se observa en la figura 13, la
coadministracion i.pl. de CPZ (0,03-0,3 ug) evitdé de un modo dependiente de la dosis el
efecto hiperalgésico producido por la CCL5 (10 ng/25uL; i.pl. 30 minutos antes). La

administracién i.pl. de la dosis mas alta (0,3 pg) de CPZ no modificé la latencia de

retirada.
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Figura 13. Antagonismo de la hiperalgesia térmica evocada por CCL5 (10 ng/25uL; i.pl. 30
minutos antes) tras su coadministracion el antagonista TRPV1 CPZ (0,03-0,3 pg/25uL).
Datos expresados como media + S.E.M. ¢eP<0,01, comparada con su pata contralateral,
test de Newman-Keuls, **P<0,01, comparada con la pata ipsilateral tratada solo con la
CCLS5, test de Dunnett.

Un efecto similar se produjo cuando dicha quimiocina (10 ng) fue coadministrada con
el antagonista TRPA1 HC030031 (10-50 ug), demostrando asi la participacién de los
canales receptores TRPA1 en el efecto hiperagésico evocado por la CCL5 (Fig. 14). La

administracién i.pl. de la dosis mas alta de HC030031 (50 pg) no modificé la latencia de

retirada.
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Figura 14. Antagonismo de la hiperalgesia térmica evocada por CCL5 (10 ng/25uL; i.pl. 30
minutos antes) tras coadminsitracion con el antagonista TRPA1 HC030031 (10-50
pg/25uL). Datos expresados como media + S.E.M. ¢eP<0,01, comparada con su pata
contralateral, test de Newman-Keuls, **P<0,01, comparada con la pata ipsilateral tratada
solo con la CCL5, test de Dunnett.

5.6. Modulacién por la CCL5 de la fosforilacion de ERK en neuronas espinales de
ratones tratados con capsaicina
A través de experimentos inmunohistoquimicos, se traté de estudiar si la
administracién periférica de CCL5 podia potenciar la excitaciéon de neuronas espinales
provocada por el estimulo de receptores TRPV1 a través de la amplificacién en la
expresion de la proteina pERK. La administracién de capsaicina (10 pg/25ul; i.pl.)
produjo marcaje de pERK en las laminas superficiales del asta dorsal de la médula
espinal, y en aquellos tratados 30 minutos antes con CCL5 (10 ng/5ul; i.pl.). El contaje
de los puntos de expresion de la proteina pERK en ambos grupos no mostro diferencia

en los niveles de expresién de la misma (Fig. 15).
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Figura 15. Modulacién por la CCL5 de la fosforilacion de ERK en neuronas espinales de ratones tratados con capsaicina. A: Marcaje
inmunohistoquimico de la expresion de pERK en la médula espinal de ratones tratados Unicamente con capsaicina (10 pg/25uL; i.pl.). B:
Marcaje inmunohistoquimico de la expresion de pERK en la médula espinal de ratones tratados con la quimiocina CCL5 (10 ng/5uL; i. pl.) y
30 minutos después con capsaicina (10 pug/25uL). C: Grafica de barras que representa la media y el error estandar de la media en los dos
tratamientos (n=5). Las flechas sefialan el marcaje de la proteina pERK.
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6. Discusion

En el presente trabajo, se describe la participacidon de la sensibilizacion de canales
TRPV1 y TRPA1 en los efectos evocados por la quimiocina CCL5. De acuerdo con ello, la
administraciéon previa de esta quimiocina provoca la potenciacion del lamido
ocasionado en ratones tanto por el agonista TRPV1 capsaicina como por el agonista
TRPA1 AITC, a través de la activacién de receptores CCR1 y CCR5. La repercusion
funcional de esta accidn sensibilizadora de la CCL5 sobre receptores de la familia TRP
viene avalada por la inhibicidn que los antagonistas TRPV1 y TRPA1 producen sobre la

hiperalgesia evocada por CCL5 en ratones.

El principal objetivo abordado en el presente trabajo fue tratar de dilucidar si los
canales TRPV1 y TRPA1 podian estar implicados en la accidn hiperalgésica mediada por
la quimiocina CCL5 a nivel periférico y para ello se utilizé como referencia inicial el
efecto producido por una quimiocina que ha sido mas estudiada como es la CCL2. La
implicacion de la quimiocina CCL2 en hiperalgesia y el dolor patolégico esta bien
establecida, especialmente en dolor neuropdtico (Abbadie et al., 2009) y neopldsico
(Khasabova et al.,, 2007; Pevida et al., 2012; Pevida et al.,, 2014a). Datos recientes
sugieren que el papel hipernociceptivo de la quimiocina CCL2 podria deberse a que la
activacion de receptores CCR2 favorece la apertura de canales TRPV1 o TRPA1 (Pfliicke
et al., 2013). Asi, se ha demostrado que en torno al 80% de las neuronas de los DRG
gue expresan receptores CCR2 coexpresan TRPV1 (Jung et al., 2008) y que una buena
parte de las neuronas periféricas que liberan CCL2 en situacién de daio nervioso son
nociceptores que expresan TRPV1 (van Steenwinckel et al., 2011). A nivel
comportamental, un trabajo previo describe la inhibicidn de |a hiperalgesia mecdanica y
térmica evocada por CCL2 i.pl. a través del bloqueo de receptores TRPA1 y TRPV1
respectivamente (Pflliicke et al., 2013), aunque este aspecto se estudia de un modo
colateral y no se demuestra que el efecto de los antagonistas TRPV1 y TRPA1 sea
dependiente de la dosis. Hay datos previos que sugieren que la potenciacién de los
receptores TRPV1 pueden también participar en la hiperalgesia evocada por
administracion de CCL2 a nivel de la médula espinal (Spicarova et al., 2014), lo que
sugiere que podria tratarse de un mecanismo de accién no solo circunscrito a

nociceptores. Apoyando la posible relacién entre quimiocinas y canales TRP, ha sido
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también descrito que la quimiocina CCL3 podria producir hiperalgesia a través de la
sensibilizacidon de canales TRPV1 (Zhang et al., 2005).

En nuestros experimentos tratamos de obtener pruebas de la modulacidn por parte de
la CCL2 sobre TRPV1 y TRPA1 con la idea de poder valorar sobre esta base los efectos
de la CCL5 sobre estos receptores. La estrategia experimental utilizada inicialmente fue
el estudio de la potenciacion del comportamiento de lamido provocado por la
inyeccion i.pl. del agonista TRPV1 capsaicina o del agonista TRPA1 AITC producida por
una administracion previa Unica de CCL2 o CCL5. Estos experimentos se disefiaron
considerando que si la transduccidon activada por las quimiocinas conduce a una
sensibilizacion de estos canales TRP, la exposicion previa a quimiocinas deberia
provocar la amplificacién del lamido desencadenado por estimulo directo de los
mismos con agonistas selectivos. Se realizé inicialmente una exploracién de las dosis
de capsaicina capaces de provocar comportamiento de lamido en ratones y se observé
gue el tiempo de lamido aumentaba de manera dependiente de la dosis en el intervalo
de 1 a 10 ug de acuerdo con datos previos de nuestro laboratorio (Menéndez et al.,
2004). Para realizar los ensayos de potenciacion, se selecciond una dosis subefectiva
(1pg), que produjo un aumento de en torno al 10-15% del efecto maximo. Con esta
dosis pudimos observar que la administracién previa de CCL2 provoca un aumento del
tiempo de lamido dependiente de la dosis (10-500 ng) a través del estimulo de
receptores CCR2, ya que dicha potenciacion desapareci6 completamente tras la

administracion del antagonista selectivo, RS504393 (Mirzadegan et al., 2000).

En animales pretratados con CCL5 (3-100 ng) se obtuvo una potenciacidon similar y
dependiente de la dosis. Mediante el empleo de antagonistas selectivos, se pudo
demostrar la participacion de receptores CCR1 y CCR5, a los que se une la CCL5
(Bachelerie et al., 2014) y cuya participacidon en respuestas nociceptivas mediadas por
esta quimiocina ha sido demostrada previamente (Pevida et al., 2014b). De esta forma,
la administraciéon conjunta de los antagonistas CCR1, J113863 (Naya et al., 2001) y
CCR5, DAPTA (Ruff et al., 2003) revirtié por completo la potenciacién de la CCL5 sobre

el comportamiento de lamido evocado por la capsaicina.

Se realizaron experimentos similares utilizando el agonista TRPA1, AITC, aislado del

aceite de mostaza (Jordt et al., 2004). Al igual que en el caso anterior, se seleccioné
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una dosis subefectiva de AITC (10ug) para estudiar la posible potenciacién con la CCL5.
Mediante el uso de antagonistas selectivos se pudo observar que esta quimiocina era
capaz de aumentar el tiempo de lamido provocado por AITC a través de la estimulacién
de receptores CCR1 y CCR5. Por tanto, los resultados obtenidos con capsaicina y AITC
demuestran la capacidad de la CCL5 para sensibilizar los canales TRPV1 y TRPA1. Como
se comentd mds arriba, aunque datos previos apoyaban la capacidad de la CCL2 para
potenciar la accién de estos canales TRPA1 y TRPV1 (Pflicke et al., 2013), su posible
modulacién por la quimiocina CCL5 no habia sido descrita con anterioridad. Aunque
nuestros resultados no nos permiten deducir ninglin mecanismo concreto, puesto que
se ha sido descrito que la activacion de la PLC puede llevar a la sensibilizacién de los
canales TRPV1 y TRPA1 (Wang et al., 2008; Than et al., 2013), parece posible que el
acoplamiento de los receptores CCR2, CCR1 y CCR5 a proteinas Gq, pueda conducir a la
fosforilaciéon de dichos canales y explicar la mayor excitabilidad de los mismos. Sin
embargo, esta hipdtesis solo ha sido demostrada para los receptores CCR2 (Jung et al.,

2008).

Una vez demostrada la capacidad de las quimiocinas ensayadas para aumentar
respuestas mediadas a través de canales TRPV1 y TRPA1, el siguiente objetivo de
nuestro trabajo fue estudiar si la sensibilizacion de dichos canales podria estar
implicada en la hiperalgesia producida por CCL5. Datos previos describian que la
administracion periférica de CCL5 produce alodinia mecanica en ratas (Oh et al., 2001)
y en nuestros experimentos nos planteamos estudiar si la administracion de CCL5 era
capaz de producir hiperalgesia térmica y si ésta podia ser mediada a través de canales
TRPV1 y/o TRPAL. La administracion i.pl. de CCL5 redujo las latencias de retirada de la
pata en la placa caliente en ratones de un modo dependiente de la dosis. Esta
reduccion fue maxima a la dosis de 10 ng, aunque la administracién de una dosis
mayor, 30 ng, provoco la desaparicion del efecto hiperalgésico. La desaparicion de la
hiperalgesia a dosis altas podria tener que ver con la entrada en juego de mediadores
analgésicos desencadenados por las células inmunes atraidas por la quimiocina y, de
acuerdo con resultados preliminares de nuestro laboratorio podria tratarse de un
efecto opioide, quizds debido a la liberacién de opioides enddgenos procedentes de

leucocitos que se movilizan durante la respuesta inmune (Brack et al., 2004; Rittner et
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al., 2005; Stein y Lang, 2009). En cualquier caso, en el establecimiento de esta
hiperalgesia debida a la quimiocina CCL5 participan de nuevo receptores CCR1 y CCR5
puesto que fue inhibida mediante la administracién de los antagonistas selectivos de

receptores CCR1 J113863 y CCR5 DAPTA de una manera dependiente de la dosis.

La administracion i.pl. de los antagonistas TRPV1 CPZ (Dickenson y Dray, 1991) y TRPA1
HC030031 (McNamara et al., 2007) permitié demostrar que dichos canales participan
en la hiperalgesia térmica provocada por la CCL5 ya que en ambos casos las latencias
de retirada aumentaron, de una manera dependiente de la dosis, en los ratones
tratados con esta quimiocina hasta antagonizar completamente la hiperalgesia. Estos
resultados estdn de acuerdo con resultados previos que demuestran que los
receptores TRPA1 no solo son activados por frio, sino que también tienen un papel
importante en presencia de calor, de tal manera que la administracién i.pl. de

agonistas TRPA1 es capaz de provocar hiperalgesia térmica (Tsagareli et al., 2010).

Dado que los resultados anteriormente descritos se basan en el papel de la CCL5 en la
sensibilizacién de nociceptores, nos parecid interesante tratar de dilucidar si ello podia
conducir a la activacién de un mayor numero de neuronas espinales. Para ello
tratamos de detectar la expresidon de la proteina pERK en médula espinal, ya que ésta
puede ser usada como marcador de la activacién de las neuronas del asta dorsal en
respuesta a estimulos nociceptivos (Gao y Ji, 2009). Mediante ensayos
inmunohistoquimicos se observd que la administraciéon aguda de capsaicina 10
minutos antes del sacrificio del ratén provocaba la fosforilacion de ERK en el lado
ipsilateral al estimulo en neuronas de las [dminas | y Il del asta dorsal probablemente
asociadas a transmision nociceptiva. Sin embargo, la administracién previa de CCL5 no
produjo un aumento en el nimero de neuronas que expresan PERK. Inicialmente,
parecia esperable que, si el nimero de potenciales de accién disparado por los
nociceptores en respuesta a la capsaicina estuviera aumentado por accién de la CCL5,
el nimero de neuronas que expresan pERK deberia haber aumentado. De hecho, en un
trabajo previo de nuestro laboratorio, pudimos ver cémo la administracion de
endotelina-1 producia un aumento en la expresidon de la proteina c-Fos en médula
espinal en respuesta a un estimulo térmico (Menéndez et al., 2003). El resultado

negativo obtenido podria deberse a diferentes motivos. Aunque no puede descartarse
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gue la accién de la CCL5 sobre los nociceptores simplemente no conlleve la excitacidon
de un mayor nimero de neuronas espinales, es posible que la brevedad de su estimulo
no produzca la fosforilacion de ERK en cantidades detectables. En cualquier caso, estos
resultados preliminares sugieren que el tratamiento periférico con CCL5 no produce

efectos espinales marcados.
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7. Conclusiones

1. Las quimiocinas CCL2 y CCL5 pueden amplificar las respuestas producidas a través
de receptores TRPV1 y TRPA1, como se pudo demostrar a través de la medida de las

respuestas de lamido provocadas por agonistas de ambos receptores.

2. Los canales TRPV1 y TRPA1 participan en la hiperalgesia térmica evocada por la

accién de la quimiocina CCL5 sobre receptores CCR1 y CCR5.

3. En base a estudios preliminares, parece desprenderse que la administracidon
periférica de la quimiocina CCL5 no parece desencadenar la sensibilizacién espinal, ya
que la expresiéon de la proteina pERK en la médula espinal producida por capsaicina no

se ve amplificada por exposicién previa a la CCL5.
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