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Abreviaturas

AIS Segmento inicial del axon

Ala/A Alanina

AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
AP Potencial de accion

Asp/D Asparagina

CCI-ION Constriccion crénica del nervio infraorbital

DRG Raiz dorsal del ganglio

DEKA Aminoécidos del filtro de selectividad

DI, DI, DI, DIV

Dominios (1, 2, 3, 4)

DPN

Neuropatia diabética periférica

ERK1/2 Quinasa regulada por sefial extracelular 1y 2
GABA Acido gamma aminobutirico

GIu/E Glutamato

GNDF Factor neurotroéfico derivado de células gliales
GTP Guanosina trifosfato

LTP Potenciacion de término largo

Lys/K Lisina

MAPK Proteina quinasa activada por mitdgeno

Navy Canal de sodio dependiente de voltaje

NeuN Antigeno neural nuclear

NMDA Acido-N-metil-D-aspartéatico

PD Dominio del poro

PGE: Prostaglandina E>

PHN Neuralgia postherpética

PN Neuronas de proyeccion nociceptiva

RNA Acido ribonucleico

S1, S2, S3, S4,
S5, S6

Segmentos (1, 2, 3, 4, 5, 6)




SC Sensibilizacion central

SCS Estimulacion de médula espinal

SFSN Neuropatia de fibras sensoriales pequefias

SNC Sistema nervioso central

SNL Ligadura de médula espinal

SNP Sistema nervioso periférico

TG Ganglio trigeminal

TN Nervio trigeminal

TRP Canales receptores de potenciales transitorios

TRPM8 Canales receptores de potenciales transitorios melastina 8
TRPV1 Canales receptores de potenciales transitorios vaniloide tipo 1
TTX Tetrodotoxina

VGSC Canales de sodio dependientes de voltaje
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Resumen

La familia de canales de sodio dependientes de voltaje estd conformada por nueve
isoformas; de estas, los canales Nay 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9 han sido asociados a la
nocicepcién y las vias del dolor, aunque aun no se sabe hasta qué punto influyen

estos canales en el dolor neuropatico.

El dolor neuropatico se produce cuando existe una lesion en el sistema
nervioso somatosensorial. Existen mecanismos que son esenciales para el
desarrollo y la modulacién de la patologia y que pueden ser el punto de partida
para la investigacion y el desarrollo de tratamientos efectivos que minimicen la

enfermedad o que simplemente la erradiquen.

En este trabajo tedrico se profundizard en la fisiopatologia del dolor
neuropatico y en las caracteristicas biofisicas de las isoformas Nay 1.6, 1.7, 1.8 y
1.9 de los canales de sodio dependientes de voltaje para poder entender mejor la
importancia de estas proteinas en la neuropatia dolorosa. Se concluye que los
canales de sodio dependientes de voltaje Nay 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9 se encuentran

estrechamente relacionados con la fisiopatologia descrita en el dolor neuropético.



Introduccién

“Toda ciencia viene del dolor. El dolor busca siempre la causa de las cosas, mientras que el bienestar se
inclina a estar quieto y a no volver la mirada atras™Stefan Zweig.

Los canales i6nicos son una gran familia de proteinas encargadas principalmente
de regular la entrada o salida de moléculas a y de una célula; esta funcion
intrinseca los ha convertido en tema popular de investigacion. Los canales de
sodio dependientes de voltaje son parte de esta familia y gracias a su localizacion
en varios sistemas importantes para la funcion correcta del cuerpo humano se han
convertido en el foco de atencion de investigadores a lo largo de la historia, no
solo para analizar su funcionamiento, también para encontrar si los canales de
sodio dependientes de voltaje pueden ser una diana para el tratamiento de

enfermedades neuroldgicas como la neuropatia dolorosa.

El dolor neuropético podria tener su origen en una lesion o enfermedad en
el sistema somatosensorial. El sistema somatosensorial controla la percepcion de
calor, frio, presion, vibracion y movimiento, asi que cualquier lesion o enfermedad
gue intervenga puede provocar una distorsion en la deteccién de este tipo de

estimulos (Tesfaye, 2013).

La investigacion de canales ionicos comenz6 cuando Hodgkin y Huxley
publicaron, en 1952, su analisis del potencial de accién en un axéon de calamar
gigante usando por primera vez la técnica de Patch Clamp (Hodgkin, A.L. ,Huxley,
A. F., 1952). Su investigacion no solo hablaba de los potenciales de accion,
también demostraba que la corriente de sodio era muy importante para el inicio del
potencial de accion, estos resultados fueron un catalizador para el rapido
desarrollo y descubrimiento de los canales idnicos y su funcién. Una de las metas
en la investigacion de los canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC, por
sus siglas en inglés) es encontrar las diferencias funcionales de cada isoforma que
podrian representar una diferencia en la excitabilidad de la célula (Chatelier,
2010).



Es gracias a los trabajos de cientificos expertos en canales idnicos que se
revelo la existencia de enfermedades causadas por mutaciones en los canales de
ibnicos, llamadas canalopatias, las cuales pueden provocar un aumento o
disminucién en las funciones de estos canales y sus propiedades biofisicas. Las
variaciones en los canales de sodio dependientes de voltaje han mostrado
provocar patologias en el tejido donde se encuentran expresadas, en el caso de
las isoformas Nay 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9 estas mutaciones se encuentran relacionadas

con el sistema nervioso.

Recientemente se han utilizado mutaciones en los canales i6nicos para
ayudar al estudio de enfermedades cardiacas o neuronales. Existen mutaciones
gue han sido relacionadas con el dolor neuropatico y sindromes ligados a la
enfermedad lo que podria ayudar al tratamiento de las enfermedades o, al menos,

de los sintomas ocasionados por las mutaciones.

Es por todo esto que en el presente trabajo se analizo la relacion que tienen
los canales de sodio dependientes de voltaje y el dolor neuropatico, asi como la
viabilidad del uso de estos canales como diana para farmacos que ayuden en el

tratamiento de la neuropatia dolorosa.



Justificacion

La informacion por parte de nervios periféricos no puede llegar al sistema nervioso
sin la ayuda de los canales de sodio dependientes de voltaje que inician el
potencial de accion al permitir el paso de iones de sodio por la membrana celular.
Una disrupcion de la actividad de estos canales puede provocar patologias dentro

del sistema nervioso y un ejemplo de ellas es la neuropatia dolorosa.

El estudio de la neuropatia dolorosa se ha caracterizado por el andlisis de
los sintomas para encontrar un posible tratamiento; sin embargo, en afios
recientes se ha encontrado que canales de sodio dependientes de voltaje Nay 1.6-
1.9 pueden influir de manera importante en el desarrollo de esta enfermedad y
podrian ser de gran utilidad para encontrar un tratamiento mas efectivo para los

pacientes aquejados por ella.

Con base en lo anterior y con el fin de esclarecer la relacion entre los
canales de sodio dependientes de voltaje Nay 1.6-1.9 y la neuropatia dolorosa, se
propone el analisis de articulos publicados en revistas indexadas de investigacion
basica y aplicada sobre canalopatias y neuropatias de Nay 1.6-1.9 que aporten
informacion relacionada con la neuropatia dolorosa y con los ya mencionados

canales de sodio dependientes de voltaje.



Objetivo

Describir y analizar el impacto de los canales de sodio dependientes de voltaje Nay
1.6-1.9 en la neuropatia dolorosa, a partir de la recopilacion de informacion
relevante al tema presentado.



Canal de sodio voltaje dependiente

Los Nay o canales de sodio dependiente de voltaje son un conjunto de proteinas
qgue controlan el paso de iones de sodio a través de la membrana celular. La
actividad de estos canales es modulada por cambios en el potencial de la
membrana celular. Son miembros de una super familia de estructuras homdélogas
de proteinas de canales dependientes de voltaje que incluye los canales de
potasio (Ky), los canales de calcio (Cav) y los canales regulados por nucleétidos
ciclicos (CNG) (Yarov-Yarovoy, 2012).

Los canales Nay forman una familia de nueve subfamilias de canales. Esta
compuesta por nueve genes que originan nueve proteinas distintas (Nay 1.1- Na¥
1.9) y una subfamilia descubierta recientemente denominada Na.,X (Caterall,
2012). Los genes en ratas y humanos que codifican las subunidades alfa de estas

isoformas son los mas estudiados hasta la fecha (Figura 1) (Yu, 2003).

Se ha visto que existe un 50% de similitud entre la secuencia de
aminoacidos que codifican esta familia de canales. Los genes que codifican para
los canales Nay 1.1, 1.2, 1.3 y 1.7 se encuentran localizados en el cromosoma
humano 2, los canales Nay 1.5, 1.8 y 1.9 son codificados por genes en el
cromosoma humano 3p21-24, aunque los canales Nay 1.4 y Nay 1.6 muestran un
85% de similitud en sus secuencias de aminoacidos, son codificados por genes en
diferentes cromosomas, el cromosoma humano 11 para Nay 1.4 y el cromosoma
15 para Nay 1.6 (Goldin, 2000).

Estas isoformas se diferencian en: su expresion ontogénica y regional y en
sus caracteristicas electrofisiologicas. En la Tabla 1 se muestran las nueve
isoformas dependientes de voltaje, el gen del que se expresan, el lugar donde se

expresan y su sensibilidad a tetrodotoxina (TTX).

Los principales canales de sodio dependientes de voltaje en el sistema
nervioso central (SNC) son del Nay 1.1 al Nay 1.3, en el masculo esquelético el
principal canal es el Nay, 1.4 mientras que el canal Na, 1.5 se expresa

principalmente en el musculo cardiaco. Por otro lado, los canales que se expresan



principalmente en el sistema nervioso periférico son los canales Nay 1.7 al Nay 1.9
y por ultimo el canal voltaje dependiente Nay 1.6 se puede expresar tanto en el
SNC como en el SNP (Catterall W. A., 2005). Los canales Nay,X no son
dependientes de voltaje y pueden actuar como sensores de sodio (Caterall, 2012).
Cuando ocurren cambios en las propiedades de alguna de estas isoformas, esto
podria resultar en enfermedades, denominadas canalopatias, que pueden afectar

al musculo cardiaco o esquelético, y al sistema nervioso.

Na,1.6
Na,1.2
rNa,1.1

MNa,1.3
— — Nay1.7

Na,1.4

—— Na 1.5

ﬁ— Na,1.8

Na,1.9

Figura 1. Arbol filogenético de los canales de sodio dependientes de voltaje. Las proteinas de los canales de
sodio de rata fueron alineadas usando ClustalW y el &rbol construido por PAUP. Modificado de (Yu, 2003).

Subunidad a Gen Cromosoma Expresion TTX EC50

Nay 1.1 SCN1A 20924, 2923 SNC +

Nay, 1.2 SCN2A 20924, 2923 SNC, SNP +

Nay 1.3 SCN3A 20924, 2923 SNC, +
embrionario,

corazon

Na, 1.4 SCN4A 17923, 11 Musculo +
Esquelético

Nay 1.5 SCN5A 3p21-24 Corazén/SNC -

Nay 1.6 SCNS8A 12q13, 15 SNP, corazon +



Nay 1.7 SCN9A 2024 SNC, SNP +

Na, 1.8 SCN10A 3p22,2 SNC, corazén -
Na, 1.9 SCN11A 3p22,2 SNC -
Nax SCN7A 2924,2 Pulmoén/ SNC +

Tablal. Se muestran el gen, el cromosoma, la distribucién y la sensibilidad a tetrodotoxina (TTX). Modificado y
adaptado de (Wang, 2018; Caterall, 2012).

Funcion y estructura de los canales de sodio voltaje dependientes

Las subfamilias del canal de sodio dependiente de voltaje tienen en comun
una estructura proteica que esta formada por subunidades  y solo una subunidad
a, siendo la subunidad B la que cambia las propiedades cinéticas de la subunidad
a (Caterall, 2012).

Subunidad a

La subunidad principal de los canales de sodio dependientes de voltaje es la
subunidad a que forma el poro conductor de iones, y la puerta del canal que
influye en la activacion o inactivacion del canal, estd formada por 4 dominios o
grupos heterdlogos, numerados DI-DIV, de 6 segmentos transmembranales con
forma de hélices a (S1-S6) (Payandeh, 2011).

Los segmentos S5 y S6 de cada dominio forman las paredes del poro y la
conexion en forma de asas que unen ambos segmentos, llamada asa-P, forma el
filtro de selectividad. El cuarto segmento S4 de los dominios se considera el
sensor de voltaje, ya que esta cargado positivamente por la presencia de lisinas y

argininas que se encuentran cada tres aminoacidos (Figura 2) (Caterall, 2012).

Las asas que conectan los dominios entre si se localizan en el citoplasma;
las asas que conectan los dominios DI a DIl y los dominios de DIl a DIll son mas
largas que las que conectan los dominios de DI a DIV. El asa que conecta de
forma intracelular a DIl con DIV funciona como una compuerta de inactivacion
obstruyendo el poro del canal desde el interior cuando la membrana se
despolariza (Catterall W. A., 2005).



Subunidad a

B2/B4

B1/B3
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Sensor de Voltaje Roro inactivacién

Figura 2. Representacion esquematica de los canales de sodio dependientes de voltaje. Se muestra los 4
dominios que conforman la subunidad a y las subunidades . Modificado de Brackenbury e Isom 2011.

Filtro de selectividad

La selectividad por el ion de Na* esta determinada por un anillo estrecho
conocido como motivo DEKA o anillo DEKA conformado por un aminoacido dado
por cada asa-P, el dominio | da un aspartato (Asp, D), el dominio Il un glutamato
(Glu, E), el dominio IIl una lisina (Lys, K) y el dominio IV una alanina (Ala, A)
(Lipkind, 2008).

Cuando el ion de sodio hidratado pasa por el filtro de selectividad,
interactta con los dos grupos de oxigeno del glutamato; durante el proceso, los
residuos en el anillo DEKA forman enlaces de hidrogeno e interacciones de Van
der Waals y la lisina atrae al ion de sodio (Yamagishi, 2001). El ion de potasio no
es capaz de atravesar el poro facilmente ya que no forma una interaccion fuerte

con el glutamato y es repelido fuertemente por la lisina (Peters, 2014).



Subunidad B

Las subunidades 3 o subunidades auxiliares de los canales de sodio dependientes
de voltaje, poseen un peso entre 30-36 kDa. Existe una familia con cinco
isoformas (B1, B2, B3, B4, Bs), codificadas por los genes SCN1B, SCN2B, SCN3B y
SCN4B (Brakenbury, 2011). La subunidad [ comprende un dominio amino
terminal extracelular inmunoglobulinico, un segmento transmembrana y un
dominio carboxilo terminal intracelular, siendo este mas corto que el extracelular
(Chatelier, 2010).

En sistemas de expresién heterdlogos, las subunidades (i1 acelera la
inactivacion del canal, la B> acelera la inactivacion y aumenta la corriente

constante, y la Bsaumenta la corriente constante (Qu Y, 2001).

La subunidad B4 puede aumentar la amplitud de la corriente de Na sensible
a TTX al activar canales con voltajes mas negativos, por lo tanto, favorece estados
abiertos sobre cerrados a potenciales hiperpolarizados y estados abiertos sobre

inactivados en potenciales despolarizados (Aman, 2009).

Existen otras funciones reguladas por estas subunidades, como la adhesion
celular, la mediacién en procesos de sefalizacion que regulan la excitabilidad
eléctrica de la célula, transito molecular, migracién y transcripcion de la subunidad
a (Isom, 2001).

Cinética del canal de sodio dependiente de voltaje

Los canales de Na dependientes de voltaje hormalmente se encuentran en tres
estados conformacionales: abierto, inactivado y cerrado (Caterall, 2012). Cuando
la membrana de la célula se encuentra en reposo, los canales de sodio
dependientes de voltaje se mantienen cerrados y no permiten el paso de iones de
sodio. Sin embargo, cuando existe una despolarizacién, los sensores de voltaje
son influenciados por el cambio de voltaje en el campo eléctrico de la membrana
celular y comienzan a moverse a la posicion activada. Una vez que los segmentos

S4 se encuentran en la posicidn activada, los canales de sodio abren y permiten la



entrada de iones. La apertura del canal de sodio dura aproximadamente 2 a 5 ms
y a partir de ahi el canal comienza el proceso de inactivacion (Figura 3) (Bagnéris,
2015).

Para explicar la fase de inactivacion, Armstrong y Bezanilla han propuesto
el modelo de cadena y bola, donde la bola conectada al lado citoplasmatico del
canal por un asa se introduce en la luz del canal para bloquear el paso de iones
(Armstrong C. B., 1977). Este bucle o asa contiene 3 residuos hidrofobos:
Isoleucina, Fenilalanina y Metionina unidos a un conector intracelular que se
encuentra entre los dominios Il y IV (Figura 4) (Zhang F. X., 2013).En este estado,
el canal se encuentra abierto, pero no es conductor de iones, la recuperacion del

canal ocurre en la repolarizacién y se desbloquea el canal.

Cerrado

Inactivacion

Recuperacion

Inactivado

Figura 3. Representacion esquemética de los estados conformacionales de los canales de sodio de
procariotes. Las hélices del poro son de color verde, de color azul son las hélices S1-S4, el asa que une los
segmentos S4-S5 es de color naranja, la hélice super enrollada es de color gris. Tomado y modificado de
(Bagnéris, 2015).
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Figura 4. Representacion de la estructura de la subunidad a de la VGSC y su farmacologia. Se muestran 4
dominios, el bucle de inactivacién con los residuos IFM (color crema) y el anillo DEKA. También se encuentra
representado el sensor de voltaje y el dominio del poro. Se muestran algunos de los sitios de unién de toxinas;
en rosa se muestra el sitio de union de la saxitoxina y de la tetrodotoxina; en el sitio de color rojo se unen p-
conotoxinas; batracotoxina en amarillo; a toxinas de escorpion en lila; B toxinas en color naranja;
cinguatoxinas y brevetoxinas en color azul; en verde las &-conotoxinas; en morado los sitios de unién a
piretroides. Figura adaptada y modificada de (Zhang F. X., 2013).

Corriente de sodio (Ina)

Hodgkin y Huxley en 1952 realizaron una serie de experimentos con el axon de
calamar gigante donde se describieron por primera vez corrientes ionicas.
Encontraron y demostraron 3 principales caracteristicas de los canales idnicos: 1)
conductancia ionica selectiva, 2) inactivacion (lenta y rapida), y 3) la activacion con
dependencia de voltaje (Hodgkin, A.L. ,Huxley, A. F., 1952).

A partir de este descubrimiento, surgio una linea de investigacion en la que
se trataba de encontrar de forma detallada la funcion y caracteristicas del canal y
la morfologia de la corriente de sodio encontrada por Hodgkin y Huxley (Figura 5)
(Bagal, 2015). Es asi como se encontré6 que, en condiciones fisiologicas, la
corriente de sodio generada por el canal de sodio dependiente de voltaje es una
corriente entrante la cual se activa aproximadamente a los -40 mV alcanzando el

pico maximo en 1 ms aproximadamente de -20 mV (Caterall, 2012).



Corriente del canal de sodio

00—
20—
£ -40—
60 —
80- Voltaje
Canales en reposo
..f‘"r"’
0T
0.5 Canales inactivados
T -1.0-
=1.5— Canales abiertos
-2.0— Corriente

Figura 5. Muestra la corriente asociada a los estados por los que pasa el canal de sodio (abiertos, inactivados
o cerrados). Tomado y adaptado de (Bagal, 2015).

Canal de sodio Nay, 1.6

El canal de sodio dependiente de voltaje Nay 1.6 se expresa en distintos tejidos
nerviosos como los axones mielinizados y desmielinizados del SNC y SNP, en
membranas presinapticas y postsinapticas en el neocértex y en el cerebelo, en las
dendritas y también se ha encontrado que se expresan en los nodos de Ranvier
de axones mielinizados del SNP (Figura 9) (Chatelier, 2010; Dib-Hajj S. C., 2010).

El papel del canal de sodio dependiente de voltaje Nay 1.6 en la regulacion
de la excitabilidad neuronal se puede deber a tres propiedades del canal:

activacion dependiente del voltaje, su participacioén en la corriente persistente y



resurgente, y su localizacion en el segmento inicial del axén (AIS) donde inicia el
potencial de accién (O'Brien, 2013).

La corriente persistente (INap) es una corriente de sodio estable que se
mantiene después del disparo del potencial de accidn; en condiciones fisiolégicas,
esta corriente ayuda a amplificar o integrar espacialmente los potenciales
sindpticos y facilita el disparo del potencial de accion repetitivo (Figura 6) (Chen Y.
Y., 2008).

La corriente resurgente de sodio es un tipo de corriente que fue descrita por
primera vez en las neuronas de Purkinje, se activa con un curso temporal lento
durante la repolarizacién y luego se desactiva (Sittl, 2012). Estas corrientes a su
vez generan una corriente de entrada después de cada potencial de accion y
permiten una rapida recuperacion de la inactivacion (Figura 6) (Chen Y. Y., 2008).
Este tipo de corriente es especialmente importante en células neuronales como las
células de Purkinje cerebelares donde se han observado potenciales de accidn
repetitivos (Osorio N., 2010).

- (_‘__fmmv ‘l Ma,16
200 pA

20 ms

Corriente resurgente . .
g Corriente persistente

Figura 6. En la corriente persistente se muestra que la corriente promedio tiene una despolarizacién de +30
mV a un potencial de retencién de -100 mV. En la corriente resurgente, de un potencial de retencion de -100
mV, una célula que expresa canales Na, 1.6 fue despolarizada a +30 mV durante 40 ms para activar e
inactivar a los canales de sodio y después la célula fue repolarizada a potenciales de membrana de -60 mV a
+10 mV por 40ms generando un pico a los 5 0 10 ms después de la repolarizacion. Tomada y modificada de
(Chen Y. Y., 2008)



Canal de sodio Na, 1.7

El canal Nay 1.7 pertenece a la familia de 9 canales de sodio dependientes de
voltaje localizados en distintos tejidos en el cuerpo humano. Este canal ha sido
localizado principalmente en células mielinizadas del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) (Figura 9) (Catterall W. A., 2005; Dib-Hajj S. C., 2010). Se ha demostrado
la expresion de estos canales en células de cancer metastatico de seno y células
tumorales de prostata (Fraser, 2005), también se han reportado en neurona del

ganglio cervical superior perteneciente a los ganglios simpaticos (Djouhri, 2003).

A pesar de expresarse en distintos tipos celulares, los canales de sodio
dependientes de voltaje Nay 1.7 generalmente se encuentran en neuronas con
diametro pequefio y en células que han sido identificadas como nociceptores
(Cummins T. D.-H., 2004).

En cuanto a sus propiedades biofisicas, se encontré que el canal Nay 1.7 es
sensible a concentraciones nanomolares de tetrodotoxina (TTX), también cuenta
con una recuperacion lenta del estado de inactivacion y muestra un desarrollo
lento del estado cerrado (Herzog R. C.-H., 2003). El desarrollo lento del estado de
cerrado-inactivado ayuda a que el canal pueda responder a despolarizaciones
pequefias produciendo una corriente en rampa. El canal Nay 1.7 puede funcionar
como un amplificador de la corriente en nociceptores (Figura 7) (Cheng X. D.-H.,
2008).

En experimentos en que se ha bloqueado la expresion del canal Nay 1.7 en
nociceptores que cuentan con la coexpresion de Nay 1.8 muestran pérdida de
mecanosensacion y de dolor inflamatorio (Nassar, 2004). También se ha
demostrado que la neuropatia dolorosa se desarrolla en roedores a los que se les
bloquea la expresion de Nay 1.7 en neuronas sensoriales positivas a Nay 1.8, lo
cual demuestra que el canal Nay 1.7 podria tener un papel importante en el

desarrollo del dolor neuropatico (Minett, 2012).
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Figura 7. A la izquierda se muestra una comparacioén entre el canal Na, 1.7 (WT) y el canal P1308L mutante
de Na, 1.7 donde el canal mutante muestra un cambio hiperpolarizante (-9.6 mV) en la activaciéon. En el lado
derecho se muestra la corriente tipo rampa de Nay, 1.7 (WT) y el canal 1136V mutante de Nay 1.7 y se ve como
esta corriente se encuentra aumentada en comparacion. Tomado y adaptado de (Cheng X. D.-H., 2010;
Cheng X. D.-H., 2008).

Canal de sodio Na, 1.8

Los canales de sodio dependientes de voltaje Nay 1.8 son expresados
principalmente por neuronas sensitivas periféricas (neuronas de los DRG) y se ha
mostrado que tiene un papel importante en el dolor cronico (Figura 9) (Dib-Hajj S.
C., 2010).

Las caracteristicas biofisicas de los canales Nay 1.8 muestran que el canal
es resistente a concentraciones altas de TTX y que, ademas, genera una corriente
resistente a TTX de activacion e inactivacion lentas. Ademas de esto, los canales

presentan una recuperacion rapida de la inactivacion (Coates, 2019).

Se puede decir, entonces, que el canal Nay 1.8 carga la mayor parte de la
corriente de sodio responsable de la fase de elevacidén del potencial de accion y
gue tiene una contribucion importante para el disparo repetitivo de las neuronas y
de su excitabilidad. A partir de esto se puede teorizar que este canal puede
contribuir la fisiopatologia del dolor neuropatico y su fisiopatologia (en especial la

hiperalgesia y la alodinia) (Blair, 2002).

Por otro lado, experimentos han mostrado que las variantes mas comunes
del canal Nay 1.8 tienen un impacto importante en la funcion y la experiencia del

dolor en humanos; la mutacion A1073V del canal Nay 1.8 podria inducir un cambio



hiperpolarizante en la activacion del canal y la reduccion en el disparo repetitivo de

las neuronas debido al aumento en la inactivacién del canal (Duan, 2016).

Sin embargo, en un estudio reciente se encontr6 que la curva
corriente/voltaje registrada en la mutacion A1073V muestra un cambio
despolarizante de al menos -10 mV en comparacion con la corriente Nay 1.8, lo
gue no concuerda con el estudio anterior; estas discrepancias se pueden deber a
la linea celular en la que se realizaron los experimentos y el contenido celular

podria influir en este comportamiento del canal (Figura 8) (Coates, 2019).
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Figura 8. WT Nay 1.9 Muestra corrientes entrantes de sodio producidas por un potencial de retencion de -80
mV con potenciales de prueba de -45 a +40 mV, las corrientes comenzaron a activarse a -35 mV y alcanzaron
el pico de 0 a +5 mV. A1073V Nay 1.8 muestra las corrientes de sodio que comenzaron a activarse a -25 mV,
aproximadamente, y alcanzaron su pico de +10 mV a +15 mV. Tomado y adaptado de (Coates, 2019).

Canal de sodio Na, 1.9

El canal Nay 1.9 se co-expresa con Nay 1.8 en neuronas de DRG de diametro
pequefio, neuronas intrinsecas mientéricas y en neuronas del ganglio trigeminal
(Figura 10) (Huang, 2014). Asi como el canal Nay 1.8, el canal Nay 1.9 se localiza
en nociceptores; su localizacion, tanto en el sistema nervio central (SNC) como en
el sistema nervioso periférico (SNP), nos ayuda a inferir que este canal tiene un

papel importante en la modulaciéon de neurotransmisores y en la integracién de



potenciales de accion en la primera sinapsis en el asta dorsal de la médula espinal
en la via del dolor (Figura 9) (Dib-Hajj S. C., 2010).

Las propiedades biofisicas de estos canales sugieren que este no
contribuye a la amplitud de la curva en los potenciales de accion y que actlan
como canales umbral contribuyendo a la conductancia del sodio regulando el
potencial de reposo y la respuesta a la despolarizacion de estimulos que no llegan
al umbral (Herzog R. C., 2001).

De igual manera, la inactivacion del canal Nay 1.9, es considerada ultra
lenta y genera una corriente de sodio persistente después de la activacion (Huang,
2014). Este canal se activa a voltajes mas hiperpolarizados que los demas; esta
cualidad de los canales provoca una superposicion entre la activacion y la
inactivacion, lo que produce un rango amplio de voltajes que se encuentra entre el

voltaje fisiologico y el potencial de reposo en el que el canal puede abrirse de

manera espontanea o mantenerse abierto (Cummins T. D.-H., 1999).

Figura 9 Muestra la expresion de los canales Nay, 1.1, 1.2, 1.3, 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9, en neuronas DRG. En azul
(periferina), neuronas de didmetro pequefio; en verde (neurofilamento), neuronas de diametro mediano y
grande. La coexpresion de los canales se marca en amarillo y el neurofilamento en rosa. Tomado y adaptado
de (Dib-Hajj S. C., 2010).
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Figura 10. (a) Los canales Nay 1.9 (rojo) posiblemente se encuentran en fibras nerviosas de la epidermis
(verde). (b) En las neuronas DRG se muestra la expresion el canal Nay 1.9 en rojo. (c) Muestra terminales
presinapticas en el asta dorsal de la médula expresando el canal Na, 1.9. Adaptado de (Huang, 2014).



Dolor

El dolor es una sensacién incomoda y una experiencia emocional asociada con
dafio o potencial dafio de un tejido, se clasifica en dolor crénico (dura
aproximadamente 3 meses y es el dolor que persiste después de la recuperacion
del dafo), dolor agudo (este dolor se termina una vez que el tejido se recupera) y

dolor neuropatico (Jensen, 2011).

El dolor también se puede clasificar en dolor nociceptivo (es el dolor
protector, ya que localiza estimulos dafiinos para el individuo), dolor inflamatorio
(provocado por el dafio de tejidos donde se involucran células inmunitarias), y
dolor patologico (puede ser causado por una disfuncién o por dafio en el tejido

nervioso, como la neuropatia dolorosa) (Woolf, 2010).

Para identificar y diagnosticar el dolor neuropatico es necesario entender
perfectamente lo que implica la nocicepcion y la fisiopatologia de la neuropatia

dolorosa.

Nocicepcion

La nocicepcion en la transmision y la sensacion del dolor, este proceso es
normalmente dividido en 4 fases: transduccion, transmision, modulacion y

percepcion (Basbaum, 2009).

El proceso comienza con la transduccion, en esta fase, las terminaciones
nerviosas libres que contienen nociceptores reciben estimulos mecanicos,
térmicos o0 quimicos dafiinos que después son convertidos en potenciales

eléctricos necesarios para la transmision del dolor (Mouraux, 2013).

El siguiente paso es la transmision de la sefal nociva: dos tipos de fibras
nociceptivas transmiten el impulso, las fibras C y las fibras Ad, desde donde ocurre
la transduccion hasta la médula espinal. El impulso viaja desde las fibras hasta el

asta dorsal de la médula espinal seguido por la transmision del impulso al tronco



encefalico, de ahi al talamo y por ultimo a la corteza para ser procesado (Loeser,
1999).

La modulacion de la transmision del dolor ocurre en varias partes del SNC.
Las vias descendentes del dolor liberan sustancias que modulan la transmision, se
les llama descendentes porque van del tronco encefélico hasta el asta dorsal de la

médula espinal (Usunoff, 2006).

El Gltimo paso de la nocicepcion es la percepcion y puede ser influenciado
por factores emocionales o de comportamiento. Esta fase es subjetiva, ya que la
percepcion depende de cada individuo y por lo tanto no se puede saber con

exactitud su localizacion cerebral (Pasero, 2004).

Neuropatia dolorosa

El origen de la neuropatia dolorosa o dolor neuropatico se da en la lesién o dafio
al sistema somatosensorial, incluyendo nervios periféricos y neuronas del SNC, y
esta relacionado con el aumento en prescripciones medicas y en el consumo de

opiaceos como la oxicodona (Tibbs, 2016).

Los sindromes de la neuropatia dolorosa representan un conjunto de
condiciones que pueden ser clasificados en: lesiones del sistema nervioso central,
desordenes neuropaticos complejos, lesiones focales y multifocales del sistema
nervioso periférico y polineuropatias generalizadas del sistema nervioso periférico
(Finnerup, 2016).

Se han descrito multiples causas para la apariciéon del dolor neuropatico,
como alteraciones en canales idnicos, la modulacion de las sefiales de las vias del
dolor, desequilibrio de las sefiales inhibitorias y excitatorias somatosensoriales, y
como resultado de enfermedades cronico-degenerativas, la diabetes mellitus o la

guimioterapia (Colloca, 2017).



Epidemiologia

Es complicado estimar el indice de prevalencia de la neuropatia dolorosa debido a
qgue no se han estandarizado los criterios de diagndstico de esta patologia. Es por
lo que la prevalencia del dolor neuropético en la poblacion se ha estimado con
base en estudios enfocados en condiciones especificas como la neuropatia
dolorosa por diabetes, cancer, dafio en la médula espinal, entre otros (Abbott,
2011; Rayment, 2013).

Se estima que la prevalencia de dolor crénico con caracteristicas similares
a la neuropatia dolorosa se encuentra en un rango de 7 a 10 %, tomando en
consideracion gque este porcentaje fue estimado por medio de cuestionarios y que
puede variar dependiendo de lo que busque el encuestador. Es mas frecuente en
mujeres, con un 8 %, que, en hombres, con 5.7 %, y comunmente afecta espalda

baja, miembros inferiores, cuello y miembros superiores (van Hecke, 2014).

Causas

Las enfermedades cerebrovasculares que afectan las vias somatosensoriales,
como el dolor postinfarto y las enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Parkinson (ver Tabla 2), son desérdenes que pueden causar
neuropatia dolorosa central (Ford, 2010). Las lesiones de la médula espinal,
siringomielia y enfermedades desmielinizantes, como la esclerosis multiple y la

neuromielitis Optica, también son causas de neuropatia dolorosa (Max, 2000).

Comunmente, en la neuropatia periférica, existen dafios en las pequefas
fibras C desmielinizadas, que transmiten dolor poco localizado, dolor secundario o
dolor lento, y en las fibras A mielinizadas (AR y Ad), que median el dolor agudo,
bien localizado o dolor rapido (Julius, 2001). El dolor neuropatico periférico puede
ser causado por enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus, o como

consecuencia del cancer y el tratamiento con quimioterapia (Tesfaye, 2013).



Los trastornos focales dolorosos son causados por el dafio en nervios
periféricos o en raices nerviosas; estos pueden ser dolor postquirtrgico, dolor

asociado a VIH, lepra o la neuralgia trigeminal (Burchiel, 1980; Schifitto, 2005).

Existe una posible distribucion topografica en estos trastornos que
normalmente abarca a las extremidades distales del individuo, esta distribucion es
conocida como “guante y media” porque los pies, las pantorrillas, las manos y los

antebrazos son los que se ven afectados principalmente (Colloca, 2017).

Por ultimo, existen canalopatias hereditarias raras que muestran una
distribucién similar al dolor neuropético, como la eritromelalgia hereditaria y el
trastorno de dolor paroxistico extremo, ambas provocadas por mutaciones en el
canal Nay 1.7 (Yang Y. W., 2004; Fertleman, 2006).

ENFERMEDAD/DANO PREVALENCIA DE DOLOR SINTOMAS DE DOLOR

ENFERMEDAD DE 40-60% de los pacientes Neuropatia central

PARKINSON Dolor musculoesquelético
Dolor radicular

POST INFARTO 8-14% de los pacientes Pérdida de las sensaciones

Hipersensibilidad o alodinia
Dolor intermitente
Alteracion en la sensaciéon de

frio
LESION DE LA MEDULA 64.9% de los pacientes Hipersensibilidad
ESPINAL Alodinia
Dolor
NEUROPATIA DIABETICA 63% de los pacientes Dolor neuropatico
Sin dolor
Dolor no neuropdtico
DOLOR DE ESPALDA 2-40% en adultos Dolor neuropatico

Dolor fisiolégico

Tabla 2. Muestra la prevalencia del dolor fisioldgico o del dolor neuropatico en distintas enfermedades o
lesiones neuroldgicas. También muestra los sintomas mas comunes detectados en los pacientes con estas
enfermedades. Tomado y adaptado de (Borsook, 2012)



Sintomas

A pesar de que el dolor neuropético se debe a un dafio en el sistema nervioso (ya
sea central o periférico), los sintomas varian entre individuos, lo que hace que sea

muy dificil tanto de diagnosticar como de definir una lista de sintomas especificos.

Algunos de los sintomas conectados al dolor neuropatico es la alodinia
(estimulos que normalmente no provocan dolor), hiperalgesia (sensacion
exacerbada de dolor) y la parestesia (percepcibn andmala de sensaciones
comparadas con piquetes de aguja, cosquillas, comezén o pérdida de las
sensaciones), en la figura 11 se muestra un histograma de frecuencia que muestra
los la frecuencia de sintomas referidos en un estudio realizado en pacientes con
dolor cronico, los datos recolectados fueron analizados con por medio de una
prueba estadistica llamada coeficiente de Pearson que mide la relacion entre dos

variables. (Rasmussen, 2004).

No todos los pacientes refieren los mismos sintomas lo que daria a
entender que el patron individual de sintomas de los pacientes refleja los
mecanismos generadores de dolor que se estén activando; esto también nos
puede ayudar a identificar los posibles tratamientos para cada problema (Arning,
2009).
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Figura 11. Histograma de frecuencia relativa de los sintomas referidos por 214 pacientes con dolor crénico.
Los resultados fueron clasificados en dolor neuropatico poco probable, posible o definitivo. El dolor ardiente, el
disparo de dolor y el dolor punzante cuentan con coeficiente de Pearson de 0.12, mientras que el dolor
palpitante cuenta con un coeficiente de 0.003, lo que nos indica que es un sintoma poco probable de dolor
neuropatico. Tomado y adaptado de (Rasmussen, 2004).



Mecanismos fisiopatoldgicos

El dolor neuropatico ocurre cuando el sistema nervioso central, el sistema nervioso
periférico, o ambos, son dafiados, lo que provoca una sefial anormal de dolor.
Existen diferentes mecanismos que llevan al desarrollo de esta afeccion, pero
muchos de estos mecanismos no dependen de la causa de la enfermedad porque

un mismo mecanismo puede aparecer en distintas enfermedades (Baron, 2006).

El conocimiento sobre la fisiopatologia de esta enfermedad y sus
mecanismos de regulacién nos ayudan a estudiar los cambios provocados por el

dolor neuropatico y asi identificar nuevas dianas terapéuticas.

Actividad ectOpica nerviosa

Después de la lesion en el sistema nervioso, se liberan sustancias como
histamina, noradrenalina, bradicinina, potasio, citoquininas, etc., utilizadas para
sensibilizar nociceptores a la actividad eléctrica (Nicholson, 2000). Esto produce
cambios en el numero y localizacién de canales idnicos (especialmente canales de
sodio) en el tejido nervioso dafiado y en los ganglios de raiz dorsal. El resultado de
esto es una disminucion en el potencial umbral para la despolarizacion, lo que
provoca descargas espontaneas Yy continuas, fendmeno llamado descargas

ectopicas (Backonja, 2003).

En condiciones normales, las fibras nerviosas adyacentes no tienen ningun
tipo de comunicacion, pero en condiciones patologicas los cambios después de la
lesién del nervio y la sobreactividad pueden causar que se formen conexiones
guimicas mediadas eléctricamente entre las fibras dafiadas y las fibras que no han
sufrido ningun tipo de dafo, esto es conocido como transmisién efaptica o
excitacion cruzada, y causa estimulacibn en nociceptores no excitados

previamente, o silenciosos, produciendo dolor (Partanen, 2016).

El aumento de expresion de canales de sodio dependientes de voltaje

encontrado en varios experimentos parece estar relacionado con la actividad



ectopica, ya que la expresion de estos canales podria reducir el potencial umbral
de las fibras nerviosas (Siqueira, 2009).

Otro mecanismo que contribuye a la actividad ectépica es el desequilibrio
en la regulacién de proteinas receptoras como el potencial receptor transitorio V1
(TRPV1), que en condiciones fisiologicas se encuentra expresado en

terminaciones nerviosas activandose por calor nocivo (mas de 40°C).

La actividad del receptor TRPV1 en fibras nerviosas dafiadas se encuentra
disminuida, mientras que en las fibras C nerviosas que no tienen ningin dafio, la
actividad de este aumenta. Este mecanismo puede generar actividad nerviosa
espontanea debido a la temperatura corporal (35° C a 38° C) si el umbral de calor
nocivo es reducido a menos de 38° C (Biggs, 2008).

También se ha identificado actividad ectdpica en pacientes con dolor
neuropatico combinado con alodinia fria. La respuesta anormal a la aplicacion de
mentol frio y tépico indica que la lesién en las terminaciones nerviosas podria
provocar una disfuncion o una expresion anormal del receptor sensible a frio
TRPM8 perteneciente a la familia TRP (Figura 12) (Serra, 2009).
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Figura 12. Descargas eléctricas de larga duracién producidas por frio. Existe actividad espontanea antes del
periodo de 2 Hz de estimulacion; en el minuto 25 se aplica un estimulo mecanico, y en el minuto 27 un
estimulo de calor (47°C). El nociceptor responde a un estimulo frio moderado (29°C). Después de la

aplicacién del mentol (-15°C) se pueden ver descargas continuas de larga duracién. Tomado y adaptado de
(Serra, 2009).



Sensibilizacion central

La sensibilizacion central (SC) puede ser consecuencia de la actividad ectépica de
las fibras nerviosas primarias dafiadas. Las descargas continuas liberan
aminoacidos y neuropéptidos excitatorios en el asta dorsal de la médula espinal, lo
gue provocaria cambios en neuronas nociceptivas de segundo orden como la
fosforilacion de receptores de NMDA y AMPA, o la expresion de canales de sodio
dependientes de voltaje (Figura 13) (Ultenius, 2006; Hains, 2004).

Estos cambios provocan hiperexcitabilidad que permite que fibras
mecanosensibles con un umbral bajo, como las fibras AR o Ad, activen a los
nociceptores de segundo orden. Todo esto significa que, hasta el estimulo mas

ligero, que no es nocivo, provoque dolor en el individuo (Ducreux, 2006).

La nocicepcion patologica sucede después de la sensibilizacion central
provocada por potenciacién a largo plazo de las fibras, pérdida de la inhibicion
espinal, plasticidad neuronal o la transformacion de aferentes subumbrales AR
(Todd, 2010).

Se ha observado pérdida de actividad GABAergica en el asta dorsal de la
médula espinal debido a la muerte celular durante la lesion nerviosa o la reduccion
de terminales GABA; esto juega un papel importante en la sensibilizacion central,
ya que la alodinia es reducida con un agonista del receptor intratecal GABAa €
inducida por un antagonista no especifico para el receptor de GABA (Moore, 2002;
Malan, 2002).

La reorganizacion y transformacién de las aferentes AR también juega un
papel en la SC. Se ha demostrado que terminaciones nerviosas normalmente
proyectadas hacia la lamina Ill y la lamina IV (entradas no nociceptivas y
subumbrales) se proyectaron a la [dmina Il (cubierta de nociceptores) después de
una axotomia, lo cual también contribuye a la alodinia tactil después de una lesién
nerviosa (Woolf, 1992).



( Sensibilizacion central \

AR Axon
@
« 5P _
@ MGLUR
TREB!
. Gu 44
. GABAR Activacion sub-umbral
Alodinia e Hiperalgesia
AMPAR
NMDAR
@ NKIR
S . w "‘
* o sk - e
CORP,
HONF
~Té

N\ J

Figura 13. Muestra el mecanismo de hiperalgesia y alodinia. Después de una lesion en el nervio, o la
estimulacion repetitiva de la fibra ¢ periférica, ocurre una sensibilizaciéon central por varios mecanismos,
incluyendo cambios en la cinética de los receptores, cambios en el potencial de membrana y la transformacion
fenotipica de fibras aferentes AB. Tomado y adaptado de (Caylor, 2019)




Mutaciones

Diversos estudios han implicado a los canales de sodio dependientes de voltaje en
sindromes llamados canalopatias. Estas patologias tienen varios origenes, pero,
en general, se deben a una disfuncion en las propiedades intrinsecas de alguno
de los canales idnicos. Las variaciones o mutaciones de los canales i6nicos deben
ser estudiadas detenidamente ya que pueden ser una herramienta de estudio

importante para entender las propiedades biofisicas de dichos canales.

Esta nueva linea de investigacion ha sido utilizando distintas técnicas, una
de estas es denominada mutagénesis dirigida o mutagénesis dirigida al sitio donde

se realiza un cambio especifico en los aminoacidos que conforman el ADN.

Uno de estos estudios fue realizado por Salinas y colaboradores en 2011,
quienes utilizaron la técnica de mutagénesis dirigida para generar un cambio
puntual en el residuo W756 del dominio Il de la apertura externa del canal de sodio
Nay 1.4, porcion rica en triptéfano, generando la mutacion denominada W756C, en
gue se cambid un triptéfano por una cisteina cambiando asi las propiedades
biofisicas del canal (Salinas-Stefanon, 2011). En un estudio anterior se habia
demostrado que la primaquina, un farmaco utilizado para tratar la malaria, produce
un bloqueo de los canales de sodio dependiente de la concentracion (Orta-
Salazar, 2002). Después de una serie de experimentos utilizando ovocitos para la
expresion del canal con la mutacion dirigida y la técnica de fijacion de voltaje, se
encontré que la primaquina no tenia efecto en el canal mutado debido a que el
cambio de los aminoacidos podria estar modificando el sitio donde se une la
primaquina. Con el uso de herramientas computacionales y los resultados
anteriores se infiere que el efecto de la primaquina en los canales de sodio es
regulado por el residuo 756 de triptéfano en la cavidad externa del canal (Figura
14) (Salinas-Stefanon, 2011).

Estos resultados y muchos otros demuestran el poder de las herramientas

biomoleculares para el estudio de los canales y el poder de las mutaciones para la



exploracion de patologias que se cree son causadas por alguna disfuncion en

algun canal iénico.

Los canales Nay 1.7 y 1.8 han causado interés entre la comunidad cientifica
debido a la acumulacion de evidencia cientifica respecto a su papel en los
trastornos relacionados con el dolor, y la facilidad que tienen para poder ser
estudiados de forma aislada en sistemas heterdlogos de expresion o en las
neuronas donde son nativos (Han C. E.-H., 2015; Cheng X. D.-H., 2008).

La evidencia de las mutaciones en las isoformas Nay 1.6 y 1.9 apenas
comienza a surgir, pero no son por eso menos importantes estas mutaciones que
las mutaciones de Nay 1.7 y 1.8. En la Tabla 3 se muestran algunas de las
mutaciones de los canales de sodio dependientes de voltaje, el efecto que tienen

las mutaciones sobre los canales y las patologias con que se les ha relacionado.
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Figura 14. Muestra la relacién corriente-voltaje del canal Nav 1.4 normal (WT) y del canal mutado (W756C).

Se observa la relacion promedio de corriente-voltaje en ovocitos antes (00) y después (em) de agregar a la
solucion 10 pM de primaquina (PQ). Se debe notar que PQ tiene muy poco efecto en la corriente del canal
W756C. Tomado y modificado de (Salinas-Stefanon, 2011).



Canal Mutacién Efecto Patologia
Nay 1.6 Metl36Val (Tanaka, Aumento en la corriente resurgente, Neuralgia trigeminal
2016) aumento en la densidad de corriente
maxima.
Nay1.6 AAV-Cre Knockout Disminucién de la alodinia por SNL, Neuropatia dolorosa
(Chen L. H.-H.-H., disminuciéon de la excitabilidad de

2018) neuronas DRG.
Nay 1.7  S241T (Lampert, Cambio hiperpolarizante en la Eritromelalgia
2006) activacion, retraso en la

desactivaciéon, aceleracion en el
tiempo de llegada al pico maximo.

Nay1.7  1146T, M1627K, Inactivacion alterada con corrientes Trastorno paroxistico
T14641 (Fertleman, persistentes y un cambio de dolor extremo
2006) despolarizante en el estado estable

de la inactivacion.
Na,1.7 1739V (Han C. H.-H., Perjudica la inactivacién lenta del Neuropatia de fibras
2012) canal en las neuronas DRG y del pequefas
ganglio cervical superior,
provocando hiperexcitabilidad en la
primera e hipoexcitabilidad en la

Ultima.
Nay1.8  Leu554Pro/ Aumenta la respuesta del canal a la Neuropatia de fibras
Ala304Thr  (Faber, despolarizacion y se produce pequefias
2012) hiperexcitabilidad en neuronas DRG

(disminucion en la corriente umbral,
aumento en la frecuencia de disparo
y actividad espontanea).
Nay1.9  Arg222His (Han C. Cambio hiperpolarizante y Neuropatia de fibras
Y.-H., 2017) aceleracion de la activacibn del pequefas
canal, aumento de la excitabilidad
de las neuronas DRG.
Nay1.9 Arg225Cys (Zhang Aumenta la actividad eléctrica y Trastorno de dolor

X. Y., 2013) genera hiperexcitabilidad de las episddico autosémico
neuronas DRG. dominante
Nay 1.9 Leu8l11Pro (Leipold, Cambios en la dependencia de Insensibilidad
2013) activacion y desactivacion del canal congénita al dolor

por aprox. -30mV, interfiere con el

cierre y la inactivacion del canal.
Tabla 3. Algunas mutaciones de los canales de sodio Na, 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9 relacionadas con el dolor
neuropético.

Canales de sodio y la neuropatia dolorosa

Los canales de sodio dependientes de voltaje tienen un papel crucial en la
propagacion de la sefial en células excitables, incluyendo a las terminaciones
nerviosas libres (Deuis, 2013). Como se explicé anteriormente, existen 9 isoformas
de los canales de sodio dependientes de voltaje expresados en diferentes tipos

celulares; sin embargo, solo se hablara de 4 isoformas que probablemente tengan



un rol importante en las vias del dolor y contribuyen al desarrollo del dolor

neuropatico.

El canal de sodio Nay 1.6 se expresa en células DRG de didmetro grande y
mediano, fibras AR y Ad, y en tejido cerebelar e hipocampal (Chatelier, 2010). No
se tiene claro el papel del canal Nay 1.6 en las vias del dolor o en el dolor
neuropético, aunque experimentos utilizando oxaliplatino (farmaco utilizado para
inducir por frio disestesias y parestesias, como la alodinia por frio) mostraron que
la actividad de este canal podria influir en el desarrollo de alodinia, que es uno de
los mecanismos fisiopatoldgicos del dolor neuropético. Apoyando el papel crucial
del canal, se ha demostrado, in vitro, que el oxaliplatino promueve corrientes
eléctricas resurgentes mediadas por Nay 1.6, y que los efectos del farmaco en las

fibras A no existen en animales knockout para canales Nay 1.6 (Sittl, 2012).

En la ligadura de médula espinal (SNL), modelo de dolor neuropatico, existe
actividad espontanea anormal de las neuronas mielinizadas, lo que es esencial
para el desarrollo del dolor neuropético y otras patologias. En estudios en que se
bloquea el canal Nay 1.6 de forma local con RNAs inhibitorios pequefios antes de
SNL, se encontré que el knockdown ayuda a la reduccién del dolor disminuyendo
de forma efectiva la actividad espontanea de las fibras y el dolor mecéanico (Figura
15) (Xie, 2015) .

Figura 15. El efecto de Nay 1.6 con si-RNA en neuronas DRG tomadas de L5. Las secciones de DRG fueron
marcadas con tirosina hidroxilasa después de 4 dias de SNL; como se muestra en la imagen A, se forman
arborizaciones en las neuronas, y en la imagen B se observa la reduccion de estas arborizaciones. Tomada y
adaptada de (Xie, 2015).



El papel del canal Nay 1.7 en la neuropatia dolorosa aun no ha sido
identificado. Por un lado, aun cuando es conocido que los canales de sodio
dependientes de voltaje presentan un incremento en su regulacion, lo que genera
actividad ectdpica nerviosa anormal, se ha reportado una disminucion de los
niveles de RNA mensajero del canal Nay 1.7 después de la ligadura de médula
espinal, lo que sugiere que el canal Nay 1.7 no es importante en la generacion de

actividad ectépica nerviosa (Kim, 2002).

Por otro lado, existen evidencias de un aumento en la regulacion del canal
en axones ciegos de neuromas humanas dolorosas; ademas, se encontraron altos
los niveles de MAPK y de ERK1/2. Esto sugiere que la modulacion de Nay 1.7 a
partir de MAPK activado puede ser importante en el desarrollo de dolor
neuropatico y aporta al desarrollo de neuroma en los humanos (Black J. A., 2008).
En cultivos de neuronas DRG, se demostro que la inhibicion de ERK1/2 causa un
cambio en la despolarizacion en la activacion por voltaje de Nay 1.7; es probable
gue la modulacion por ERK1/2 contribuya a la habilidad del canal Nay 1.7 para
amplificar corrientes subumbrales por medio de la reduccion de la activacion por
voltaje, promoviendo el aumento en la respuesta neuronal y la descarga ectopica
(Stamboulian, 2010).

En modelos de dolor inducido por carragenano en ratas (un compuesto
utilizado para inducir inflamacion) el mMRNA de Nay 1.7 contribuye al aumento de la
corriente de sodio sensible a TTX, la figura 16 muestra los resultados de un
analisis de microdensitometria que muestra la actividad inmunofluorescente de los
canales Nay 1.3, 1.7 y 1.8 después de la aplicacion de carragenano y en el grupo
control (Black J. L., 2004).

Los resultados contradictorios de los experimentos sugieren que ciertos
estados de neuropatia dolorosa no son dependientes de la participacion del canal
de sodio dependiente de voltaje Nay 1.7, lo que resalta la importancia de conocer

los mecanismos que influyen en el desarrollo de esta patologia.
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Figura 16. Analisis cuantitativo de microdensitometria muestra que las sefiales inmunofluorescentes de los
canales Na, 1.3, 1.7 y 1.8 se encuentran mas reguladas en neuronas DRG pequefias que fueron inyectadas
con carragenano en 150 pl de solucion salina en la extremidad posterior derecha que las inyectadas con
solucion salina en la extremidad posterior izquierda (carragenano contralateral), aparte se utilizé6 un grupo
control al que solo se le inyecté solucién salina. La diferencia entre las demas isoformas no es significativa.
Tomado y adaptado de (Black J. L., 2004).

Los canales de sodio dependientes de voltaje Nay 1.8 se encuentran
expresados mayormente en nociceptores, y median corrientes de sodio sensibles
a TTX, asi como corrientes de activacion e inactivacion lentas. La expresion de
este canal es crucial, ya que, en ausencia de Nay 1.8, la capacidad de generar
potenciales de accion se ve reducida; esto es consistente con la hipoalgesia que
es observada en la respuesta a estimulos nocivos mecéanicos y térmicos en ratas
knockout para Nay 1.8 (Duan, 2016).

Las funciones del canal también pueden ser atenuadas usando
oligonucledtidos anti-sentido para interrumpir la sintesis del canal Nay 1.8 en las
neuronas DRG lumbares; de esto resulta una reduccién del 50 % en la expresién
de la proteina. Esto demuestra que este tratamiento provoca un efecto anti-

alodinia y anti-hiperalgesia (Lai J. G., 2002). En un knockdown similar con un SNL,



se mostré que el dolor neuropatico puede ser revertido, (Figura 17) (Porreca,
1999).

Los resultados de estas investigaciones demuestran la necesidad de la
expresion de los canales de sodio dependientes de voltaje Nay 1.8 para el
desarrollo de la neuropatia dolorosa. Se ha encontrado evidencia experimental de
una redistribucion de canales Nay 1.8 en el nervio ciatico en el modelo de
constriccion crénica por ligadura del nervio ciatico a la altura de los muslos. El
aumento en la regulacion de la inmunorreactividad se correlaciona con el aumento
de potenciales de accién del corriente resistente a TTX a la velocidad de
conduccién de las fibras C (Figura 18) (Gold, 2003).

La conclusion mas importante sobre estos experimentos que tienen como
objetivo encontrar y analizar el papel del canal Nay 1.8, es que una lesion en el
sistema nervioso necesita otro mecanismo como la redistribucién de los canales

Nay 1.8 para el desarrollo y la prolongacion de la neuropatia dolorosa.

Figura 17. Andlisis inmunohistoquimico (peroxidasa-diaminobencidina) del marcaje de anticuerpos PN3 de las
células L4 DRG de animales normales y SNL, 7 dias después de la cirugia. A) Los animales normales
muestran un marcaje predominante de las células DRG de diametro pequefio. B) Después de SNL, en
animales que recibieron solucion salina por 48 hrs, se observa un aumento en el nimero de células DRG de
gran didmetro expresando PN3. C) En animales tratados con oligonucleétidos incompatibles por 48 hrs hay un
patron similar al control tratado con solucién salina. D) Animales tratados con oligonucle6tidos antisentido por
48 hrs muestran una disminucién en el marcaje de células DRG pequefias y grandes. Tomado y adaptado de
(Porreca, 1999).
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Figura 18. Grafica de barras que muestra que la conduccién resistente a TTX es dependiente de Nay 1.8. Los
oligonucleétidos antisentido no muestran efecto en la conduccion de los animales con cirugia placebo, pero si
en los animales que fueron tratados con SNL, en los que atenuaron de forma significativa la conduccion
resistente a TTX. Tomado y adaptado de (Gold, 2003)

Con relacion al canal de sodio dependiente de voltaje Nay 1.9, por medio de
experimentos realizados con distintas técnicas como la modelacion computacional,
se encontré que media una corriente persistente con una activacion cercana a -70
mV, lo que podria hacer que tenga como funcion modular el potencial de reposo

en nociceptores y su respuesta a estimulos subumbrales (Herzog R. C., 2001).

Otros experimentos que utilizaron oligonucleotidos anti-sentido para la
inhibicion de la expresion de Nay 1.9, mostraron que no hay efecto del canal en la
hiperalgesia térmica o la hipersensibilidad mecanica asociadas al dolor
neuropatico (Porreca, 1999). Y en experimentos realizados en modelos de
neuralgia trigeminal por constriccion crénica del nervio infraorbital (CCI-ION) se
mostrd una disminucion en la regulacién de la expresion de Nay 1.9 a comparaciéon
de ratas control (Figura 19) (Xu W. Z., 2016).

La evidencia que apoya el papel de este canal en la hiperalgesia
inflamatoria proviene de experimentos en que la guanosina trifosfato (GTP) y su

analogo hidrolizado (GTPyS) aumentaron la corriente mediada por Nay 1.9. Los



resultados de estos experimentos sugieren que el aumento de la corriente se debe
a una fosforilacion, probablemente comenzada por moduladores de la inflamacion
como PGE: (prostaglandina E2) o GNDF (factor neurotrofico derivado de células
gliales) (Figura 20) (Fjell, 1999).

En modelos de neuropatia dolorosa por diabetes se ha mostrado una
desregulacion de la expresion de los canales Nay 1.9 debida a una sintesis
anormal de GNDF y otros factores neurotréficos que funcionan como moduladores
de las funciones del canal durante la neuropatia dolorosa (Craner, 2002). Sin

embargo, su rol en la generacion y desarrollo de la neuropatia dolorosa aun no es

tan claro.
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Figura 19. La grafica de barras muestra el porcentaje de células positivas a NeuN que mostraron la expresion
de los canales Nay 1.3, 1.7, 1.8 y 1.9 en secciones de ganglio trigeminal de animales con cirugia placebo y
animales con ION-CCI. El porcentaje de células que expresan los canales Nay, 1.9 se ve reducido en el
modelo ION-CCI. Tomado y adaptado de (Xu W. Z., 2016).
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Figura 20. Las corrientes resistentes a TTX muestran un aumento cuando se le aplica GDNF. Se muestran la
corriente TTX resistente control, con NGF, con GDNF y con GDNF mas NGF. Tomada y adaptada de (Fjell,
1999).



Tratamiento

En el tratamiento de la neuropatia dolorosa existen distintas terapias, tanto
farmacolégicas como fisicas. La primera opcién de tratamiento con farmacos es el
uso de antidepresivos, inhibidores de recaptacion selectivos a serotonina (SSNRI)
y norepinefrina, anticonvulsivos y lidocaina topica. La segunda linea de farmacos
incluye opioides, aunque debido a sus efectos secundarios no se prescribe en
grandes cantidades. Por ultimo, la tercera linea de farmacos incluye antiepilépticos
como el citalopram (Tabla 4) (Xu L. Z., 2016).

Otro tipo de tratamiento con el que se esta tratando a pacientes que tienen
neuropatia dolorosa y sus derivados son las toxinas. Las toxinas son compuestos
gue junto con otras moléculas forman parte de los venenos. Las neurotoxinas
pueden tener efectos excitatorios o inhibitorios en el sistema nervioso. Entre las
dianas descritas estan los canales Nay, los cuales pueden ser regulados por

sustancias como las neurotoxinas, farmacos, etc. (Klint, 2012).

Se han encontrado toxinas en serpientes, arafas, escorpiones, caracoles
conos y anémonas marinos, avispas, ranas, pulpos y plantas como el aconito.
Estas toxinas tienen distintas estructuras y efectos moduladores en los canales, y
han sido clasificadas en bloqueadoras de poro (se unen al poro de conduccion
idnica, lo que inhibe el paso de iones) y modificadores de compuerta (interactdan
con los segmentos que modulan la apertura o la inactivacion del canal) (Tabla 5)
(Cardoso, 2018).

Existen toxinas que han mostrado tener efectos que ayudan a la terapia
contra el dolor neuropético, y tienen como diana a los canales Nay 1.6, 1.7, 1.8 y
1.9, y que también podrian ser utiles para el estudio de estas isoformas en

patologias (ver Tabla 5).

Por ultimo, recientemente se han generado nuevas lineas de investigacion
gue utilizan farmacos con la intencién de localizar el sitio donde se unen y el

efecto que tienen en el canal ibnico que se esta estudiando. Un ejemplo de estos



es el uso de primaquina para el estudio de canales de sodio dependientes de

voltaje.

La primaquina es un farmaco utilizado para el tratamiento de la malaria
provocada por Plasmodium vivax y Plasmodium ovale, aunque se han reportado
diversos efectos secundarios asociados a el blogueo reversible de canales de
sodio dependientes de voltaje. Aunque este farmaco bloquea la corriente de
distintas isoformas como Nay 1.2, 1.4, 1.5y 1.7, aln no se sabe con exactitud el
efecto que tiene la primaquina sobre estas y otras isoformas de los canales
(Figura 21) (Salinas-Stefanon, 2011).

Aunque es un farmaco utilizado en una enfermedad no relacionada con la
neuropatia dolorosa, el uso de la primaquina para el estudio de los canales de
sodio dependientes de voltaje es interesante debido a su efecto en varias
isoformas pertenecientes a esta familia de canales, como el canal Nay 1.7, aunque
aun no se sabe cémo participa en el desarrollo de la neuropatia dolorosa, existe
evidencia de que este canal esta involucrado. Existen otros farmacos como la
lidocaina, lancosamida, fenitoina, etc., que también modulan a isoformas de los

canales de sodio.
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Figura 21. Muestra el efecto modulador de la primaquina en diferentes isoformas y a diferentes
concentraciones. Los ovocitos fueron despolarizados entre -100 mV y +50 mV, desde un potencial de
retencion de -100 mV en incrementos de 10 mV. Las corrientes mostradas son de -20 mV antes y después de

la perfusién de varias concentraciones de primaquina. Tomado y adaptado de (Salinas-Stefanon, 2011).

Tipo de droga Patologia Efectos secundarios
Antidepresivos DPN, PHN, dolor Ganancia de peso, retencion

triciclicos postinfarto central urinaria, vision borrosa, adiccion.



SSNRI DPN Nausea, mareos.
Anticonvulsivos DPN, PHN, SFNS, dolor Mareos, edema periférico.
fantasma, dolor

neuropatico mixto

Lidocaina topica Alodinia, PHN Erupcién cutanea

Opioides Dolor neuropético Nausea, mareos, constipacion,
adiccion.

Tramadol Dolor neuropético Epilepsia, mareos, nausea, vomitos.

Tabla 4. Muestra las drogas utilizadas para el tratamiento de neuropatia dolorosa y sus derivados. DPN

(neuropatia periférica dolorosa), PHN (neuralgia postherpética) y SFSN (neuropatia de fibras sensoriales

pequefias). Tomado y adaptado de (Xu L. Z., 2016)

Toxina Canal Patologia

TTX Nay1.6y 1.7 Neuropatia dolorosa,
neuropatia inducida por

quimioterapia y dolor por

inflamacion
ProTx-ll Nayv1.7 Neuropatia dolorosa
diabética.
HwTx-IV Nav 1.7 Dolor por inflamacion
M-TRTX-HI1la Nay 1.8 Dolor neuropatico y dolor
por inflamacién
pO-MrVIB Nay 1.8 Alodinia e hiperalgesia
TsVII Nav1.9 Neuropatia dolorosa
pO-MrVIB Nay 1.9 Neuropatia dolorosa

Tabla 5. Muestra toxinas que estan siendo utilizadas para el tratamiento de dolor crénico. Adaptada de
(Cardoso, 2018; Ekberg, 2006).



Conclusiones

El descubrimiento del papel de los canales i6nicos dependientes de voltaje en las
vias del dolor se convirti6 en el inicio de una era en que se puedan utilizar
farmacos dirigidos a estos canales para el control y la abolicion de estas

patologias.

En este trabajo se realiz6 el analisis de las isoformas 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9 de
los canales de sodio y se discuti6 acerca de su importancia en el dolor
neuropatico. Se puede inferir que, a pesar de que se han realizado experimentos
durante muchos afios, aun no se sabe el papel exacto de estas isoformas dentro

de los mecanismos que promueven el desarrollo del dolor neuropatico.

Sin embargo, lo que con seguridad se puede establecer, es que las
propiedades biofisicas de cada isoforma de los canales de sodio, asi como su
modulacién pueden tener participacion en la actividad eléctrica del sistema
nervioso, lo que los hace candidatos a estudios futuros para la delimitacion de su
participacion en las vias de sefializacion del dolor y las patologias relacionadas

con el mismo.

En conclusién, aunque no se ha delimitado exactamente el papel de los
canales de sodio voltaje dependientes Nay 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9, si se ha mostrado
gue se expresan en neuronas que participan en la transmision de sefiales nocivas
y que podrian estar implicados en el desarrollo de la neuropatia dolorosa

modulando la sefal.

El canal Nay 1.6 analisis en modelos mostraron que podria participar en la
alodinia, la cual es un sintoma de la neuropatia dolorosa, y en ratas knockdown
para el canal Nay 1.6 mostro una disminucion en la actividad espontanea de las
fibras. Evidencia encontrada del papel del canal Nay 1.7 es un tanto contradictoria
ya que se encontré una disminucion en los niveles de expresion de este canal
después de realizar un SNL, por otro lado, otros experimentos mostraron un
aumento de MAPK y ERK % lo que contribuye al aumento de la respuesta

neuronal y la actividad ectopica.



La informacion sobre el canal Nay 1.8 permite concluir que la ausencia de
expresion de este canal disminuye la capacidad de generacion de potenciales de
accion y la redistribucion observada después de la constriccion del nervio ciatico
aumenta la corriente de este canal. En el caso particular de Nay 1.9, los resultados
son inconclusos debido a que en algunos experimentos la expresion del canal no
participa en la patologia, pero en otros casos se ha encontrado que este canal
esta sobreexpresado.
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