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Mecanismos implicados en el efecto protector de
citoquinas pertenecientes a la familia Factores de
Crecimiento Transformante-f frente al desarrollo de

dolor neuropatico

Un estudio epidemioldgico reciente, realizado
en mas de 46.000 individuos de 16 paises
europeos, incluida Espafia, puso de manifiesto
que aproximadamente 1 de cada 5 adultos padece
dolor crénico, de intensidad moderada-severa, de
una duracién de 7 afios en promedio. Ademads de
esta gran prevalencia, destaca el coste humano,
el impacto socio-sanitario y las limitaciones
de los tratamientos existentes actualmente.
Practicamente, dos tercios de las peersonas
entrevistadas que padecen dolor crénico refirieron
tener un control inadecuado del dolor. Estudios
recientes demuestran que citoquinas y factores
de crecimiento son importantes reguladores de
la plasticidad neural patoldégica que subyace a
los procesos de dolor crénico. En este estudio
aportamos resultados que sugieren un efecto
protector ejercido por citoquinas de la familia
de Factores de Crecimiento Transformante-beta
(TGF-B) frente al desarrollo de dolor crénico
neuropdtico. Hemos validado en ratones la
capacidad de los TGF-f para interferir con el
desarrollo de hiperalgesia mecanica tras la lesién
de un nervio periférico. Nuestros resultados
permiten postular el valor de los TGF-f}s como
dianas terapéuticas potenciales y podrian
constituir el punto de partida para el desarrollo de
nuevos analgésicos que actuarian incrementando
la actividad del sistema opioide endégeno.

La Sociedad Espafiola del Dolor refiere que el
11 por ciento de la poblacién espafiola padece
dolor crénico. Los tipos mas frecuentes son el
dolor osteoarticular, que padece el 61 por ciento
de los pacientes, y el dolor neuropatico, que afecta
al 49 por ciento de los enfermos. El tiempo medio
de evolucion del dolor crénico es de seis afios y
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medio y, como consecuencia del mismo, el 30 por
de los pacientes se ven obligados a acogerse a la
baja laboral. El impacto en la economia del dolor
crénico es superior al 2% del PIB. Un estudio
epidemiolégico reciente,' realizado con mas de
46.000 individuos de 16 paises de la UE, revela que
estos datos son extrapolables a la poblacién adulta
europa y, no solo pone de manisfiesto la elevada
prevalencia del dolor crénico entre la poblacion,
sino también su gran coste en términos humanos
(un tercio de los entrevistados refiere su deseo de
morir por no soportar la intensidad del dolor),
y las enormes limitaciones de los tratamientos
analgésicos actuales (practicamente dos tercios
de estos pacientes refieren un control inadecuado
del dolor). El abordaje terapéutico se concentra en
dos grupos farmacolégicos fundamentalmente:
los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los
opioides. Estos farmacos no son universalmente
eficaces y hay determinados tipos de dolor crénico
que son altamente resistentes a cualquier tipo de
tratamiento.

Estudios recientes indican que algunos factores
tréficos y citoquinas juegan un papel importante
a nivel del SNC y en neuronas sensoriales
periféricas, orquestando los cambios dindmicos
que determinan la sensibilidad dolorosa
del individuo a lo largo de la vida, tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas.>® Dos
estudios muy recientes, uno de ellos de nuestro
grupo, ponen de manifiesto que la superfamilia
de Factores de Crecimiento Transformante-f
(TGF-B: transforming growth factors-p) juega
un papel relevante en los procesos de plasticidad
neural patologica que conduce al estado de dolor
crénico neuropdtico.®’

La familia TGF-f constituye el prototipo de
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factores de crecimiento multifuncionales, capaces
deregularuna gran variedad de procesos celulares
que abarcan proliferacién, diferenciacién, muerte
celular y reparaciéon de practicamente todos
los tejidos del organismo, incluido el SN.#° En
la actualidad se han identificado numerosos
miembros que, en funcién de la similitud de sus
secuencias, se agrupan en varias subfamilias:
TGEF-fs, activinas, BMPs (bone morphogenetic
proteins), etc. Los TGF-fs ejercen sus acciones
a través de receptores con actividad serina-
treonina quinasa. En base a sus caracteristicas
estructurales y funcionales los receptores se
dividen en dos subfamilias: tipo I y tipo II. Los
receptores tipo II estan fosforilados de forma
constitutiva y la fijacién del ligando origina el
reclutamiento y fosforilacién del receptor tipo 1.
Este ultimo receptor es el elemento responsable
de la transmision de la sefal a través de la
fosforilacion de factores de transcripcion
denominados SMADs.!® Una vez fosforiladas, las
SMAD:s se incorporan al niicleo donde se unen
a determinadas secuencias promotoras de genes
diana, interactdan con factores de trascripcién o
reclutan coactivadores o correpresores, regulando
positiva o negativamente la trascripcién de genes
especificos de cada tipo celular. Recientemente,
se ha demostrado que estas citoquinas tambien
ejercen efectos a través de otras vias de
sefalizacién no candénicas (Rho, Ras-ERK, TAK1-
p38MAPK, TAK1-JNK, PI3K-Akt)."**® Ademas,
existen interacciones cruzadas con otras vias de
sefalizacion, siendo particularmente relevante la
interaccion de TGF-PBs con la via de Wnt/beta-
catenina.'*'"® Teniendo en cuenta la simplicidad
del sistema de sefalizaciéon de los TGF-Bs, la
variedad de respuestas evocadas, y la robustez de
su sefal, capaz de determinar el destino final de
las células sobre las que actta, se comprende la
necesidad de un estrecho control en los distintos
niveles de su cascada de senalizacion.'”** Entre
los mecanismos que regulan la sefalizaciéon a
nivel receptorial se encuentra el pseudo-receptor
denominado BAMBI (BMP and activin membrane
bound inhibitor). BAMBI es una proteina
trasmembranal cuyo dominio extracelular se
asemeja estructuralmente al de los receptores
tipo I, sin embargo, el dominio intracelular
carece de dominio serina-treonina quinasa.
La formaciéon de complejos receptoriales entre
BAMBI y los receptores tipo II inhibe la sefial
de activinas, BMPs y TGF-fs ya que, la ausencia
del dominio quinasa, impide la transmision de la
sefial al interior celular.*?

Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio® demuestran la existencia de una
elevada expresién de transcritos de diversos
miembros de la familia TGF-f, su receptores,
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y del pseudorreceptor BAMBI, en regiones
estrechamente relacionadas con el control de
la transmisioén nociceptiva (ganglio dorsal, asta
dorsal delamédula, sustancia gris periacueductal,
nicleos taldmicos, corteza somatosensorial y
cingulada), particularmente en areas del SN ricas
en receptores y/o péptidos opioides. En base a
estos hallazgos, nos planteamos la hipotesis
de que esta familia de factores de crecimiento
podria estar implicada en el procesamiento de
las sefiales nociceptivas. Generamos ratones
que carecen del gen del pseudoreceptor BAMBI,
antagonista fisiolégico de TGF-fs. Pudimos
constatar que estos animales manifiestan en el
SNC hiperfuncién de las vias de sefalizacién de
TGEF-B. El analisis de la respuesta de los ratones
BAMBI-KO en pruebas conductuales que
valoran nocicepcién, demostré que la ausencia
de BAMBI condiciona un incremento del umbral
nociceptivo en modelos de dolor agudo, y retrasa
el desarrollo de hiperalgesia y alodinia mecanicas
en modelos experimentales de dolor crénico
neuropatico. El umbral nociceptivo recobraba
valores similares a los de los animales silvestres
cuando los animales BAMBI-KO eran tratados
con antagonistas opioides, implicando estos
resultados al sistema opioide end6geno. Pudimos
constatar que en los animales BAMBI-KO hay
incremento en la produccién de péptidos opioides
endoégenos (encefalinas y beta-endorfina) por
parte de neuronas de la médula espinal, lo que
confiere a estos animales un fenotipo anti-
hiperalgésico dependiente de la activacién
de receptores opioides. Nuestro analisis de
expresion génica sugiere que un incremento de
la actividad transcripcional de genes codificantes
de péptidos opioides podria ser el sustrato de
la menor sensibilidad nociceptiva mostrada por
los animales que carecen del gen codificante de
BAMBL

Estos estudios son la base de nuestros
actuales objetivos: a) Estudiar los mecanismos
moleculares implicados en el efecto protector
de TGF-Ps frente al dolor crénico patolégico,
en ratones BAMBI-KO vy silvestres sometidos
a lesion del nervio ciatico. b) Validar la eficacia
anti-hiperalgésica de tratamientos dirigidos a
modificar la funcién y/o expresién de TGF-f en
modelos experimentales de dolor neuropatico.

A continuacién presentamos un resumen de
las actividades realizadas durante el Gltimo afio y
los resultados obtenidos.

En al primer bloque de experimentos,
focalizamos nuestra actividad en dilucidar los
mecanismos pre- y post-sindpticos implicados
en la modulacién del sistema opioide endégeno
ejercida por la familia TGF-f, asi como sus
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consecuencias funcionales y farmacolégicas en
situacion de dolor crénico.

Nuestros resultados preliminares indicaban
la existencia de una correlacion lineal directa,
significativa, entre los niveles de expresion génica
de citoquinas pertenecientes a la familia TGF-f
y la de genes codificantes de péptidos opioide
endoégenos en la médula espinal.® Tipicamente,
los efectores de la via de senalizaciéon de TGF-f
se comportan como factores de transcripcion. Asi
pues, nuestro primer objetivo fue analizar si los
TGEF-p eran capaces de modificar la expresion de
losgenescodificantesde péptidosopioides POMC
y PENK. Para ello, cultivos organotipicos de
explantes de médula espinal fueron incubados en
un medio que contenia proteinas recombinantes
de la familia TGF-p. Seleccionamos TGF-f1,
activina A 'y BMP-7 como representantes de
las principales subclases de la superfamilia.”
Nuestros resultados mostraron que los TGF-fs
analizados incrementaban significativamente
los niveles medulares de expresion de ARNm de
POMC y/o PENK. Estos datos son consistentes
con nuestros resultados previos y con trabajos que
demostraron la capacidad de diversos miembros
de la familia TGF-f para regular la expresion de
genes codificantes de opioides endégenos en
diversos tipos celulares, tanto de humanos como
de ratones, in vitro***** e in vivo.*

Asi pues, este conjunto de resultados sugiere
que la sefial de TGF-fs incrementada, que
es la caracteristica mas sobresaliente de los
ratones BAMBI-KO, provoca un aumento
de la actividad transcripcional, expresién y
liberacién sindptica de mediadores opioides
que, como consecuencia, daria lugar al fenotipo
hipoalgésico que hemos descrito previamente.®
En este sentido, diversos estudios muestran la
accion inhibidora de encefalinas y p-endorfina
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liberadas por interneuronas a nivel espinal sobre
la transmisién de la informacién nociceptiva en
la primera sinapsis sensorial del asta dorsal.”
Mas aun, la terapia génica medular con POMC
o PENK produce analgesia asociada a un
incremento en la produccién local de f-endorfina
o encefalina por poblaciones especificas de
neuronas opioidérgicas espinales.**” Ademas,
se ha demostrado que los ratones deficientes
en PENK muestran respuestas incrementadas
frente a estimulos nociceptivos ,* y los ratones
transgénicos  con deficiencia selectiva de
B-endorfina no presentan el fenémeno de
analgesia inducida por estrés, que esta mediada
por opioides.”® Por lo tanto nuestros datos
sugieren so6lidamente que la hipoalgesia de los
ratones BAMBI-KO podria estar mediada por un
incremento de la liberacién sindptica de opioides
y subsiguiente activacion de los receptores
opioides.

Se ha demostrado en el animal de
experimentaciéon  que la protecciéon de los
péptidos opioides liberados en las sinapsis
opioidérgicas frente a la degradacion, mediante el
tratamiento con inhibidores de ectopeptidasas,
proporciona analgesia en diversos modelos
de dolor.*® En particular, la administracién
sistémica del inhibidor dual de peptidasas RB101
induce una potente accién antinociceptiva tanto
en ratas normales como en aquellas sometidas
a modelos de dolor neuropatico,®® debido al
consiguiente incremento de los niveles sinapticos
de encefalinas.*

En base a estos hallazgos, nuestro siguiente
objetivo fue analizar si el fenotipo antialodinico
de los ratones BAMBI-KO era sensible a
la protecciéon de los péptidos opioides con
inhibidores de peptidasas. Ratones silvestres y
BAMBI-KO fueron sometidos a lesiéon del nervio
cidtico y se monitoriz6 diariamente el desarrollo
de hiperalgesia y alodinia mecanicas valorando
el reflejo de retirada de la pata lesionada ante la
aplicacién de monofilamentos de vonFrey, que
ejercen presiones crecientes sobre la superficie
plantar. Cuando los ratones de cada genotipo
alcanzaron un nivel de alodinia mecanica
equivalente, previamente determinado, se les
administré el inhibidor de encefalinasas RB-
101 y se valor6 la respuesta a la estimulacion
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mecanica transcurridos 30 minutos. En estas
condiciones, el efecto antialodinico de RB101
fue significativamente superior en los animales
BAMBI-KO que en los silvestres, resultado
que concuerda con unos niveles superiores
de expresién espinal de opioides endégenos.
Maés aun, el antagonista naltrexona antagonizé
completamente el efecto analgésico de RB101 en
los ratones BAMBI-KO. Puesto que la potencia
analgésica de los inhibidores de peptidasas es
dependiente de la magnitud de la liberacién
sindptica de opioides enddgenos, nuestros
resultados nuevamente apoyan que elincremento
de encefalinas espinales es el mecanismo que
protege a los ratones BAMBI-KO del desarrollo
de alodinia tras la lesién de un nervio periférico.

Nuestros resultados también confirman que en
condiciones de dolor neuropdtico, existe un tono
encefalinérgico inhibidor incrementado, que
trataria de neutralizar la respuesta hiperalgésica
que se produce tras la lesion nerviosa, que se
pone de manifiesto al administrar el inhibidor
del catabolismo de los opioides enddgenos.*
Ademas, es interesante subrayar que la inhibicién
de los enzimas implicados en la degradacion de
los péptidos opioides constituye una herramienta
eficaz para evaluar el papel del tono opioide
endégeno en una situacion experimental, en este
caso el dolor neuropatico.

El solapamiento existente en la localizacién
de diversos receptores de TGF-fs y BAMBI con
los receptores opioides de tipo u® a nivel del
asta dorsal de la médula espinal nos condujo
a valorar si la senalizacion TGF-B, ademas de
modular presinapticamente el sistema opioide
endoégeno, podria ejercer también acciones post-
sindpticas sobre receptores opioides y/o sus vias
de sefalizacién. Para ello, determinamos el
acoplamiento entre receptores opioides y sus
proteinas G asociadas en animales BAMBI-KO
y silvestres, mediante el analisis de la fijacién
inducida por agonistas de un andlogo no
hidrolizable de GTP, el [**S]GTPyS, en preparados
de membranas de médula espinal. Se utilizaron
agonistas selectivos de receptores opioides
p (DAMGO) 6 (DESLET) y x (U69,593). En
condiciones control, no se observaron diferencias
entre genotipos en la fijacion de [*S]GTPyS
basal o estimulada por agonistas opioides u, &
y K, siendo el efecto maximo y la potencia de
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los diferentes agonistas similar en los ratones
BAMBI-KO vy silvestres. En ratones sometidos
a dolor neuropédtico mediante lesién del nervio
cidtico tampoco se observaron diferencias entre
genotipos en la estimulaciéon inducida por
agonistas de la fijacién de [*S]GTPyS. Estos
resultados sugieren que la ausencia de BAMBI
no modifica la eficacia del acoplamiento entre
receptores opioides y sus proteinas transductoras
de la sefial Gai/Ga, tras la activacion del receptor
por agonistas, ni en condiciones basales ni tras el
desarrollo de dolor neuropatico.

El analisis de expresién génica en la region
lumbar de la médula espinal, mostré que
los animales BAMBI-KO, en condiciones de
dolor neuropatico, sobre-expresaban genes
codificantes de receptores opioides w y 9, en
comparacién con los ratones BAMBI-KO control.
Obviamente, es imprescindible demostrar
que el incremento de ARNm se traduce a un
incremento de la sintesis de proteinas y de los
receptores a nivel de la membrana celular. De
confirmarse, este efecto también contribuiria a
incrementar el efecto de los opioides endégenos
y, previsiblemente de los farmacos opioides
administrados exégenamente.

En ratones silvestres y BAMBI-KO sometidos
a lesién del nervio cidtico se monitorizo
diariamente el desarrollo de hiperalgesia y
alodinia mecanicas valorando el reflejo de
retirada de la pata lesionada ante la aplicacion de
filamentos de von Frey sobre la superficie plantar.
Cuando los ratones de cada genotipo alcanzaron
un nivel de alodinia mecdnica equivalente,
recibieron dosis acumulativas de morfina (1, 3 y
10 mg/kg) y se determino la respuesta analgésica
30 minutos después de cada dosis. La accién
antinociceptiva de la morfina a dosis bajas fue
similar en ambos genotipos pero con las dosis
intermedias (3 and 6 mg/kg) las respuestas
alodinicas fueron significativamente menores
en los ratones BAMBI-KO que en los silvestres.
Estos resultados indican que los ratones BAMBI-
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KO en condiciones de dolor neuropético son
mas sensibles a la accién antinociceptiva de
la morfina que los silvestres, lo que estaria en
concordancia con la regulacién a la alza de los
receptores opioides en la membrana neuronal.
No obstante, este mecanismo, como hemos
comentado anteriormente, requiere confirmacién
mediante western blot o autorradiografia.

Estos resultados, sin embargo, son poco
conciliables con la ausencia de diferencias entre
genotipos observada en los estudios de fijacién
de [**S]GTPyS inducida por agonistas en ratones
con dolor neuropatico. En este momento se
encuentran en marcha en nuestro laboratorio
experimentos  dirigidos a analizar mas
profundamente las consecuencias de la delecién
de BAMBI sobre sistemas de transduccién y
vias de sefalizacion activadas tras la activacion
del receptor opioide que podrian explicar esta
discrepancia.

Nuestro siguiente bloque de objetivos se centrd
en validar el posible efecto antialodinico de
miembros especificos de la superfamilia TGF-f.
La hipoétesis de trabajo era que, entre ellos,
deberiamos encontrar alguno/s con capacidad
para retrasar el desarrollo de dolor neuropético
tras la lesion del nervio ciatico. El primero en
analizarse ha sido el propio TGF-B1. Nuestros
resultados muestran que la administracion
continua de TGF-f recombinante, mediante
mini bombas osmdticas colocadas en el
momento en que se practica la lesién del nervio
ciatico, retrasa significativamente la aparicion
de dolor neuropatico en ratones silvestres.
Por el contrario, el tratamiento crénico con un
anticuerpo neutralizante dirigido contra las tres
isoformas de TGF-f acelera el desarrollo de
alodinia mecanica.

En resumen, nuestro estudio aporta resultados
que demuestran el papel de las citoquinas
pertenecientes a la familia TGF-f como
moduladoras de la percepcién dolorosa, con
un efecto protector frente al desarrollo de dolor
neuropdtico. Hemos validado en animales
sometidos a modelos de lesién nerviosa la
capacidad de TGF-p1 para interferir con el
desarrollo de alodinia mecdnica. Nuestros
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resultados permiten postular el valor de los
TGF-Bs como potenciales dianas terapéuticas
y podrian constituir el punto de partida para el
desarrollo de nuevos farmacos analgésicos que
actuarfan incrementando la actividad del sistema
opioide endégeno.

RB-101 fue generosamente facilitado por el
Dr. Bernard Roques. El trabajo esta financiado
por: Sociedad Espafiola de Farmacologia y
Laboratorios Almirall; Instituto de Salud
Carlos III (RTICS: RD06/001/1016); Ministerio
de Ciencia e Innovaciéon (SAF2010-16894);
Fundaci6é La Maraté de TV3 (Grant 072131).
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