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RESUMEN

El dolor cronico afecta a gran parte de la poblacion, constituyendo un serio problema
de salud. Por su parte, el cobre (Cu®), uno de los metales trazas presentes en nuestro
organismo, interactta en el sistema nervioso con distintos receptores de membrana, lo que le
confiere un rol modulatorio en la excitabilidad neuronal. Se ha evidenciado su participacion en
los procesos nociceptivos, cumpliendo un rol antinociceptivo en modelos animales de dolor
agudo; ya sea asociado a otros farmacos como antiinflamatorios no esteroidales, o en forma
individual. Sin embargo, se tiene escasa evidencia de la participacién del cobre en el dolor
cronico, lo que seria de gran utilidad para considerarlo como una nueva opcion de agente
terapéutico util para el tratamiento del dolor cronico. En esta tesis se investigo el rol
antinociceptivo del sulfato de Cu®* (CuSO.) en el dolor crénico, utilizando dos modelos de
dolor crénico neuropético en raton: el primero, mediante seccion del nervio sural y el segundo
mediante ligadura parcial del nervio infraorbitario. Ademés, se evalud la interaccién de Cu?*
con un antagonista de los receptores NMDA, ketamina, para comprender mejor el mecanismo
de accion del Cu* en el proceso nociceptivo, sabiendo que ketamina disminuye la hiperalgesia
y alodinia presentes en el dolor cronico. Para evaluar el efecto antinociceptivo de CuSO,4 y
ketamina se utilizé el test de formalina intraplantar y orofacial en el ratén, evaluando como
conducta nociceptiva el lamido/mordisqueo (intraplantar) y el frotamiento/“gratage”
(orofacial) de la zona inyectada con formalina durante 45 minutos. Se midieron también los
cambios a nivel molecular de un marcador proteico que cominmente se encuentra aumentado
en el dolor cronico: GFAP (proteina fibrilar acidica de la glia) frente a la administracion de
Cu?*, en animales sanos y neuropaticos. Los resultados mostraron una disminucién dosis
dependiente de la conducta nociceptiva inducida por formalina frente a la administracion de
CuSO,, ketamina, y la asociacion de ambos, tanto en animales sanos como neuropaticos. Por
otro lado, no se encontraron diferencias en la expresion de GFAP entre animales sanos y
neuropaticos en ninguno de los dos modelos de neuropatia, sin embargo, se observo que la
concentracion espinal de GFAP en animales neuropaticos disminuye posteriormente con la
administracion cronica de CuSO, por 7 dias. Estos resultados son indicativos del potencial rol

de CuSO, como agente adyuvante analgeésico para el tratamiento del dolor crénico.



ABSTRACT

Chronic pain is considered an urgent public health problem that involves a high
percentage of the global population. Copper (Cu®) is one of the trace metals present in our
body, which participates as an enzymatic cofactor in many essential biological processes, and
in the nervous system it interacts with many membrane receptors, giving copper a modulatory
role in neuronal excitability. Some studies have demonstrated copper participation in
nociceptive process, showing its antinociceptive role in acute pain animal models; in
association to other drugs such as non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), or
individually. However, there is no evidence of copper participation in chronic pain, which
would be important to consider it as a new therapeutic agent for treatment of chronic pain,
associated to other drugs or individually. This study investigated the antinociceptive role of
Cu?* sulphate in chronic pain, using two models of chronic neuropathic pain in mice: the first
one, through sural nerve transection and the second one through partial infraorbital nerve
ligation. Besides, Cu®" interaction with an NMDA receptor antagonist, ketamine, was
evaluated to better understand the mechanism of action of Cu®* in the process of nociception,
considering that this NMDA antagonist decrease hyperalgesia and allodynia present in chronic
pain. In order to evaluate antinociceptive effect of Cu?*sulphate and ketamine, intraplantar and
orofacial formalin test were performed in mice, evaluating nociceptive behavior such as
licking/biting of the injected limb and rubbing/scratching of the injected orofacial area with
formalin during a 45 minutes period. We also measured the molecular changes of the
astrocytic marker; GFAP, that is usually over expressed in chronic pain conditions, with Cu®*
administration in healthy and neuropathic mice. Results showed a dose dependent decrease of
the nociceptive behaviour induced by formalin with CuSO,4, and ketamine administration, and
both drugs association, in healthy and neuropathic animals. We observed no differences in
GFAP expression between healthy and neuropathic mice in the two models of neuropathy;
however, we observed that GFAP spinal concentrations were decreased after chronic
administration of CuSO, in neuropathic animals. These results indicate the potential role of

CuS0g,as an analgesic adjuvant agent for chronic pain treatment.



INTRODUCCION

El dolor ha sido definido por la IASP (International Association for the Study of Pain)
como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio tisular
existente o potencial, o descrita en términos de ese dano” (Bilbeny y Paeile, 2005). Respecto
al dolor en animales, este ha sido definido por la American Veterinary Medicine Association
(AVMA) como “una experiencia sensorial y emocional aversiva, que evoca reacciones
protectoras frente al dafio o amenaza a la integridad de sus tejidos, dirigiendo el animal su
comportamiento para evitar el dafio hacia conductas de evitacién aprendida y que pueden
modificar rasgos de conducta especie-especificos, incluyendo comportamiento social” (Le
Bars et al., 2001).

El dolor agudo cumple una importante funcion protectora, ya que la habilidad para
detectar un estimulo dafiino es esencial para la sobrevivencia e integridad de los organismos
(Basbaum et al., 2009), sin embargo, en ciertas ocasiones el dolor puede transformarse en una
enfermedad en si mismo, como ocurre en el caso del dolor cronico (Guyton, 2002). En estos
casos, la percepcion de dolor puede volverse incapacitante y es necesario su tratamiento o
alivio mediante farmacos analgésicos (Rang y Dale, 2012). El dolor crénico carece de valor
adaptativo o funcional ya que no tiene un proposito fisioldgico y por lo tanto es considerado
una patologia (Hernandez, 2005).

El dolor crénico presenta una gran incidencia a nivel de la poblacion mundial trayendo
consecuencias negativas para los pacientes, tanto a nivel de costos econémicos, como del
deterioro de la calidad de vida (Breivik et al., 2006, Cimmino et al., 2011). A esto se le suma
ademas las deficiencias de los tratamientos disponibles actualmente para el alivio del dolor
crénico, reportando que el 40 % de los pacientes presentan un manejo inadecuado de su dolor
(Breivik et al., 2006).

Entre la terapia analgésica actual, se encuentran los opioides y antiinflamatorios no
esteroidales (AINEs) (Rang y Dale, 2012), los que no siempre logran la efectividad deseada
para el tratamiento del dolor crénico, ademas de presentar diversos efectos secundarios. Por lo
anterior existe un interés creciente en desarrollar e identificar nuevas moléculas y descubrir

nuevos mecanismos de antinocicepcidn para generar nuevos tratamientos para aliviar el dolor
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cronico (Finnerup et al., 2010). Respecto a esto, existen antecedentes que indican que ciertos
minerales traza como el cobre, magnesio y zinc, presentes en nuestro organismo tienen

participacion en los procesos anti-nociceptivos (Gumilar et al., 2012).

En la actualidad existen evidencias que muestran que el cobre tiene propiedades
antinociceptivas en modelos animales de dolor agudo (Tamba et al., 2013), sin embargo, se
desconoce si estas propiedades antinociceptivas se mantienen frente a dolores cronicos. Por lo
tanto, este estudio pretende dilucidar el posible rol antinociceptivo del cobre en un modelo de
dolor crénico neuropatico, lo que puede ser de gran utilidad para proponer su utilizacién como
nuevo agente terapéutico en el tratamiento de este tipo de dolor, ya sea directamente como
analgésico o como coadyuvante analgésico, es decir para potenciar el efecto de otros farmacos
analgésicos.

Neurofisiologia del dolor

Para que un estimulo doloroso sea percibido como tal, es necesaria la existencia de una
estructura que actle como receptor (nociceptor), una sinapsis a nivel de médula espinal (en el
caso de dolores corporales) o a nivel trigeminal (para dolores craneo-faciales) y vias de
conducciéon desde la médula espinal o tronco del encéfalo hacia otros centros de
procesamiento como el bulbo, diencéfalo y corteza cerebral. Ademas, son necesarias vias de
regulacién de tipo descendentes desde los centros superiores (corteza, tdlamo y nucleos
reticulares) hacia la médula espinal o tronco del encéfalo, que actian de manera inhibitoria
(Paeile, 2005).

Es asi como el sistema nociceptivo puede considerarse de forma general como una
cadena de tres neuronas, donde la neurona de primer orden se origina en la periferia y se
proyecta al asta dorsal de la médula espinal o a los nucleos sensitivos del trigémino, otra
neurona de segundo orden asciende desde la médula espinal o desde el ndcleo del trigémino
hasta el talamo y una neurona de tercer orden se proyecta desde el talamo a la corteza cerebral,
donde la informacion es organizada somato topicamente (Riedel y Neeck, 2001). En un nivel
mas complejo del sistema también pueden verse involucradas una red de vias comunicantes

con otras neuronas sensitivas y con vias neuronales inhibitorias descendentes que provienen
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desde centros superiores, que modulan la transmision del estimulo doloroso (Lamont et al.,
2000). De esta manera, el dolor fisiologico se inicia con la actividad de los nociceptores
sensoriales que inervan tejidos periféricos, cuyas fibras participan en la generacion de
potenciales de accién. Estos potenciales de accion migran a lo largo de las aferencias
primarias para llegar al sistema nervioso central en donde ocurrira la integracion del dolor
(Riedel y Neeck, 2001).

Los estimulos nociceptivos (ya sean mecanicos, térmicos y quimicos) son transducidos
a sefiales bioldgicas (potenciales de accidn), mediante receptores de membrana (nociceptores)
gue se encuentran en terminales nerviosos, repartidos por todo nuestro organismo, excepto en
el sistema nervioso central. Los nociceptores conforman una gran variedad de receptores entre
los cuales la principal familia que lo conforman son los canales ionicos del tipo receptor de
potencial transitorio 6 TRP, (del inglés transient receptor potential), y aquellos que responden
a ATP como los purinoceptores P2X. Ademas, algunos nociceptores se encuentran acoplados
a proteina G, como los pirimidinérgicos P2Y (Julius y Basbaum, 2001; Marchand et al.,
2005).

El potencial de accién generado por un estimulo nociceptivo viaja desde el terminal
sinaptico donde se origina en la periferia hasta la médula espinal a través de dos tipos de
axones: las fibras Ad y C. El soma de dichas fibras se localizan en el ganglio de la raiz dorsal
(DRG, del inglés dorsal root ganglia) y en el ganglio trigeminal en el caso del territorio facial
(Basbaum et al., 2009). Las fibras A, mielinizadas y de didmetro mediano, son responsables
de la transmision del dolor primario o réapido, el cual se describe como una sensacion
punzante, bien localizada, que dura s6lo lo que permanece el estimulo agudo (Basbaum et al.,
2009). Por otro lado, las fibras C, no mielinizadas y de diametro pequefio, son encargadas de
mediar el dolor secundario o lento, una sensacion dolorosa méas difusa y persistente que se
extiende mas alla del término de un estimulo agudo (Lamont et al., 2000; Basbaum et al.,
2009; Marchand, 2010).

Los principales neurotransmisores involucrados en el traspaso de informacion
nociceptiva a nivel espinal, entre la primera neurona aferente y la neurona de proyeccion son

el glutamato, la sustancia P y el péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) (Riedel y
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Neeck, 2001). El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio liberado por las fibras
Ad y C (Guyton, 2002). Estos neurotransmisores estan co-localizados en las fibras aferentes
Ad y/o C, y en general actiian sinérgicamente ejerciendo efectos pronociceptivos en las
neuronas postsinapticas del asta dorsal, una vez liberados por los estimulos nociceptivos
periféricos. Por otro lado, en las vias nociceptivas también existen neurotransmisores
inhibitorios como lo son: el GABA, glicina, noradrenalina, serotonina, encefalinas, [-

endorfina y neuropéptido Y (Hernandez, 2005).

En el asta dorsal y/o en el nuacleo del trigémino, la neurona aferente primaria hace
sinapsis con la neurona secundaria o de proyeccion, cuyos axones cruzan la médula espinal y
ascienden por las vias espinotaldmica (lateral) y espinoreticular (medial) hacia centros
superiores, y en el caso del trigémino, la neurona de proyeccién ascendera hasta el talamo por
las vias trigéminotaldamicas (Sessle, 2000). Las neuronas secundarias también pueden realizar
sinapsis con neuronas en diferentes ndcleos del tallo encefalico incluyendo el nucleo gris
periacueductal y el nacleo magno del rafe, areas involucradas en la modulacién endogena
descendente del dolor (Marchand, 2010).

El dolor s6lo puede ser experimentado como tal cuando el estimulo aferente
nociceptivo alcanza la corteza cerebral. Durante la percepcion del dolor se activa una compleja
red de estructuras corticales. Mediante estudios de imagenes se han reportado cuatro
estructuras corticales importantes involucradas en la percepcién del dolor: la corteza
somatosensorial primaria, la corteza somatosensorial secundaria, la corteza cingulada anterior
y la corteza insular (Marchand, 2010). Las dos primeras estan involucradas principalmente en
el aspecto sensoriodiscriminador del dolor, mientras que las otras dos se encuentran asociadas
con el componente afectivo del dolor. La percepcion del dolor no es la misma si este se
produce a nivel corporal o a nivel craneo-facial, ya que a pesar que los fendmenos de
transduccion y procesamiento de la informacion son similares en ambos, los mecanismos de
nocicepcion del sistema trigeminal poseen caracteristicas especiales. Esto radica en parte en
que el sistema trigeminal posee una organizacion particular en donde los aferentes sensoriales
que inervan la region craneo-facial proyectan a través del ganglio trigeminal y convergen en el
complejo trigeminal del tronco encéfalo, el cual estd formado por el nicleo mesencefalico

sensitivo principal y el ndcleo espinal del trigémino; este Gltimo comprende el subndcleo
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oralis, interpolaris y caudalis. EI subnucleo caudalis se asemeja estructural y funcionalmente
al asta dorsal de la médula espinal y el subnlcleo oralis también ha evidenciado su
participacion en los procesos nociceptivos (Craig y Dostrovsky, 1999; Sessle, 2000; Dallel et
al., 2003). Luego las neuronas de segundo orden proyectan desde el complejo trigeminal a
niveles superiores como el talamo mediante la via trigéminotaldmica para que posteriormente

la informacion nociceptiva alcance la corteza cerebral (Sessle, 2000).

El sistema nociceptivo trigeminal inerva una variedad de tejidos blanco especificos
como las meninges, cérnea, pulpa dentaria, mucosa oral, mucosa nasal y articulacién
temporomandibular, lo que le otorga caracteristicas fisiologicas particulares en comparacion
con el sistema nociceptivo espinal (Tal y Devor, 2008; Hargreaves, 2011), sin embargo,
existen pocos estudios respecto a los mecanismos del sistema nociceptivo orofacial (Luccarini
et al., 2006) en comparacion con el sistema espinal. Algunos de ellos han reportado
diferencias respecto a la distribucion de receptores, entre ellos el receptor de NMDA.. Se sabe
que existe una alta densidad de receptores NMDA en el asta dorsal de la médula espinal, sin
embargo, en el sistema trigeminal la distribucion de estos receptores ha sido escasamente
estudiada. Algunos estudios han mostrado la existencia del receptor tipo NMDA R1 en el
nacleo espinal del trigémino, con un leve predominio en el subnucleo caudalis (Suazo et al.,
2008), otros han demostrado la existencia de actividad de receptores NMDA in vitro en
neuronas del subnicleo caudalis (Sessle, 2000) o en otros estudios se ha encontrado solo el
ARNmM del receptor de NMDA a nivel del ganglio trigeminal pero no su proteina (Suazo et al.,
2008). Por otro lado, existe evidencia que las neuronas peptidérgicas trigeminales sufren
cambios morfologicos en respuesta a injuria en tejidos, y las células trigeminales ganglionares
poseen menor cantidad de fibras simpaticas, a diferencia de lo que ocurre con el sistema
espinal, y ademas las regiones orofaciales inervadas por el nervio trigémino poseen una gran
densidad de inervacion (Luccarini et al., 2006; Tal y Devor, 2008; Hargreaves, 2011). Otras
diferencias entre el sistema nociceptivo trigeminal y espinal recaen en que el territorio
orofacial de las meninges posee mayor cantidad de inervacion bilateral, ademas las fibras que
entran al nacleo sensitivo trigeminal se distribuyen ampliamente en todo el ndcleo, y en el
caso del sistema trigeminal la distancia entre el estimulo y la segunda neurona es muy corta

(Bereiter et al., 2000; Tal y Devor, 2008). Otras particularidades respecto al sistema
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nociceptivo trigeminal son respecto al tipo de fibras que més predominan, ya que la razon
entre fibras aferentes mielinizadas y no mielinizadas es mayor en los nervios trigeminales que
espinales, siendo menor la cantidad de fibras de tipo C, lo que ademas da cuenta de una
velocidad de conduccion mas rapida en el sistema de sefializacién nociceptiva trigeminal por

un predominio de fibras de tipo Ad mielinizadas (Tal y Devor, 2008).
Fisiopatologia dolor cronico neuropatico

El dolor cronico se puede clasificar dependiendo del mecanismo que lo origina; es asi
como el dolor causado por una lesién tisular persistente se conoce como dolor crénico
inflamatorio, dentro de esta clasificacion se encuentra la artritis. Cuando la sensacion dolorosa
es causada por un dafio del sistema nervioso, a nivel de las fibras nerviosas o de los centros
superiores, se denomina dolor cronico neuropatico (Finnerup et al., 2010), dentro de esta
clasificacion se pueden nombrar la compresion del nervio ciatico, la neuralgia trigeminal, la
neuropatia periférica o la neuralgia postherpética, entre otros (Campbell y Meyer, 2006). La
coexistencia de ambos tipos de dolor, que se produce en ciertos casos, es conocida como dolor
mixto (Baron et al., 2006).

La opcidn terapéutica mas relevante para aliviar el dolor crénico neuropético recae en
el tratamiento farmacolégico con opioides, pero lamentablemente los resultados son adn
insatisfactorios, sin lograr un alivio suficiente para los pacientes, por lo que existe aun la
necesidad de desarrollar mejores tratamientos para éstos y de considerar terapias novedosas

para el tratamiento del dolor crénico neuropatico (Finnerup et al., 2010; Gosselin et al., 2010).

En el dolor crénico neuropético, la sinapsis espinal o trigeminal nociceptiva, sufre
cambios plasticos importantes, generando la llamada sensibilizacion central. Este fenémeno
consiste en el aumento de la excitabilidad neuronal en el asta dorsal de la médula espinal o del
nacleo del trigémino, asi como aumento de la eficiencia sinaptica (Latremoliere y Woolf,
2009), siendo a través de este proceso que se establece un estado de hiperexcitabilidad en el
sistema nervioso central llevando a un incremento de la percepcion nociceptiva (Basbaum et
al., 2009). En términos conductuales la sensibilizacion central se ha asociado con fendmenos

como la hiperalgesia, en la cual estimulos nociceptivos de baja intensidad producen un dolor
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de alta intensidad y fendmenos como la alodinia, en donde estimulos tactiles, que
normalmente no son dolorosos ahora si producen dolor (Riedel y Neeck, 2001).

Entre los mecanismos que participan de la sensibilizacion central que se observa en el
dolor crénico se encuentran mecanismos presinapticos; en donde se puede encontrar una
liberacion incrementada de glutamato a raiz de un upregulation de la subunidad o-26 de los
canales de Ca** dependiente de voltaje en los terminales aferentes (Campbell y Meyer, 2006),
también por cambio de fenotipo de fibras AP lo que causa una liberacion adicional de
sustancia P (Campbell y Meyer, 2006). Dentro de los mecanismos postsinapticos se
encuentran la activacion del receptor NMDA como consecuencia de la liberacién de sustancia
P, glutamato, CGRP, o ATP, llevando a la entrada de calcio intracelular lo que a su vez activa
distintas vias de sefializacion dependientes de calcio donde participan la proteina kinasa Ay C
(Campbell y Meyer, 2006; Basbaum et al., 2009). Otro posible mecanismo involucra un
aumento del tréfico de receptores AMPA hacia la superficie celular (Harris et al., 1996). Por
otra parte, existen mecanismos de pérdida de la inhibicién del proceso nociceptivo mediante la
disminucion de la expresion de receptores inhibitorios en las neuronas aferentes primarias y
postsinapticas (Campbell y Meyer, 2006). Respecto a este mecanismo, estudios de injuria
nerviosa han mostrado una disminucién del transportador potasio-cloro KCC2, lo que resulta
en un cambio del gradiente de aniones transmembrana que provoca un potencial de equilibrio
menos negativo, causando que la corriente de aniones sea excitatoria en este caso. De acuerdo
con esto, el knockdown de KCC2 ha demostrado inducir hiperalgesia (Coull et al., 2003).
Existe evidencia también que la injuria de nervios induce apoptosis selectiva de interneuronas
GABAérgicas, llevando a un incremento de la excitabilidad neuronal (Moore et al., 2002). En
forma paralela a los mecanismos mencionados, otro importante fenémeno descrito en la
sensibilizacion central es la activacion de las células de la glia, especificamente la microglia y
los astrocitos. En estas células se ha observado alteraciones estructurales, proliferacion celular,
pérdida de la capacidad de buffer, liberacion de mediadores proinflamatorios o proalgésicos y
neurotoxicidad (Milligan y Watkins, 2009; Gosselin et al., 2010), lo que en su conjunto dan
cuenta de la persistencia de la hipersensibilidad presente en el dolor cronico (Gosselin et al.,
2010). Especificamente, en el dolor neuropatico, bajo la influencia de factores neuronales
como ATP o la quimioquina fractalkine/CX3CL1, la microglia sufre cambios en su fenotipo
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incluyendo activacion de la via p38 MAPK. Esto ocurre especificamente como consecuencia
de la activacion de los receptores purinérgicos P2-R, CX3CR1 y receptores de tipo Toll
(TLRs, Toll-like receptors) de la microglia (Basbaum et al., 2009). Esta microglia activada
libera factores como citoquinas y BDNF (brain-derived neurotrophic factor) que a su vez
refuerzan la nocicepcion reduciendo la potencia de la inhibicion GABAergica, sensibilizando
neuronas espinales y activando astrocitos. La microglia activada libera también citoquinas
como TNFa (Tumor necrosis factor o) y distintas interleuquinas como IL-1B, IL-6, que
contribuyen a la sensibilizacion central (Basbaum et al., 2009). En consecuencia a la
liberacion neuronal de neuromediadores y la produccién de citoquinas como TNFa. por parte
de la microglia, se suma una activacion astrocitaria caracterizada por activacion de la via
intracelular JNK. Como resultado de la activacion astrocitaria, ocurre una disminucion de la
recaptacion de glutamato y un aumento de la recaptacion de GABA, lo que refuerza la
transmision nociceptiva. Los astrocitos reactivos liberan ademas citoquinas como CCL2 que
participan en la pérdida de la inhibicion GABAérgica (Gosselin et al., 2010). Respecto a la
activacion astrocitaria, distintos estudios han demostrado la sobreexpresion de una proteina
marcadora especifica de la actividad astrocitaria; GFAP (del inglés: glial fibrillary acidic
protein) en modelos animales de injuria nerviosa, lo que es indicativo de la activacion de
astrocitos que se desarrolla durante el dolor neuropatico (Garrison et al., 1994; Cao y Zhang,
2008).

Modelos experimentales de dolor en animales

Los modelos en animales permiten el estudio de diferentes procesos fisiopatologicos,
entre estos el dolor. Para esto deben ser reproducibles, poseer sensibilidad y realizarse de
manera homogénea para obtener resultados con las menores variaciones posibles (Le Bars et
al., 2001).

Los modelos animales de dolor permiten reproducir condiciones fisioldgicas en las que
los seres humanos experimentan dolor para poder evaluar el efecto analgésico de diferentes
farmacos, representando condiciones de dolor fisiolégico (agudo), inflamatorio y neuropatico
(crénico) en el animal y evaluando la nocicepcion mediante cambios de conducta
determinados (Alvarez y Paeile, 2005). Sin embargo, estos modelos animales presentan ciertas
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limitaciones, como son la variabilidad debida a distintos factores que pueden alterar la
conducta nociceptiva, como el tipo de animal (especie, género, edad), o variables del disefio
experimental (temperatura ambiental, cantidad de horas luz, etc.), razén por la cual es
importante mantener las condiciones de experimentacion con la mayor homogeneidad posible
(Alvarez y Paeile, 2005).

Uno de los primeros modelos de neuropatia fue el desarrollado por Bennet y Xie
(1988), mediante injuria por constriccion utilizando 4 ligaduras laxas alrededor del nervio
ciatico en ratas con catgut cromico (CCI, chronic constriction injury), lo que genero
estrangulamiento de las fibras nerviosas y conductas indicativas de hiperalgesia, alodinia y
dolor espontaneo mediante la disminucion del umbral al frio, calor y estimulos mecénicos,
permitiendo reproducir condiciones similares a las neuropatias por compresion de nervios en
humanos. Posteriormente, Seltzer et al. en 1990 modificaron la técnica anterior por medio de
una ligadura parcial apretada en un tercio o la mitad del nervio ciatico de la rata (PSL; partial
sciatic ligation) utilizando seda en vez de catgut para la ligadura, debido a la inflamacién
causada por el catgut. En el afio 2000, Decosterd y Woolf realizaron una ligadura apretada con
seda con transeccion posterior del nervio tibial y peroneal comun, dejando intacto al nervio
sural (SNI, Spared nerve injury). Este modelo resultd en un intenso y duradero aumento de la
sensibilidad mecéanica y térmica frente al frio y calor. En 2011, Constandil et al. realizaron una
seccion de la rama sural del nervio ciatico obteniendo una hiperalgesia de la pata lesionada

que persistio por mas de un mes sin ningun dafio motor.

Por otro lado, para el estudio del dolor neuropético trigeminal, Vos et al. (1994)
realizaron la ligadura laxa total del nervio infraorbitario mediante ligaduras de catgut,
provocando una constriccién cronica a este nervio (IoN- CCI, Infraorbital nerve chronic
constriction injury) en ratas. Los primeros dias observaron un aumento de acicalamiento en la
zona inervada por el nervio, y posterior al dia 15 se produce un aumento de la respuesta
nociceptiva frente a estimulos mecanicos. En el afio 2008, Xu et al. realizaron la ligadura del
nervio infraorbitario en el ratén, ya que anteriormente estos modelos se habian realizado s6lo
en ratas. Ellos realizaron una ligadura parcial mediante abordaje extraoral (pIONL, parcial
infraorbital nerve ligation) utilizando seda. Este modelo ocasioné cambios a nivel conductual

como alodinia mecanica y cambios morfolégicos a nivel del tronco encefalico, evidenciandose
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también activacion microglial y astrocitaria en la médula caudal ipsilateral a la lesion nerviosa.
Posteriormente, Alvarez et al. (2011), modificaron la técnica de abordaje para la ligadura del
nervio infraorbitario en el raton, practicandola desde la cavidad bucal y transformandola en

una técnica practicamente incruenta con los mismos resultados.

En este trabajo de tesis se evalud la hiperalgesia térmica y alodinia en los animales
neuropéticos, utilizando la técnica de seccion del nervio sural y la técnica de ligadura parcial

de la rama infraorbitaria del nervio trigémino mediante abordaje intraoral en ratones.

16n Cobre (Cu®)

Los elementos traza, micronutrientes u oligoelementos son minerales provenientes de
la dieta que estan presentes en el organismo en muy pequefias cantidades y cumplen un rol de
gran importancia, esencial para la vida. Un mineral se considera elemento traza cuando su
concentracion es inferior a 100 mg por kg de peso. Entre los elementos traza se encuentran el
Fe, F, Mg, Zn, Si y Cu, y en nuestro organismo estos se encuentran mayormente como
cationes divalentes. Los elementos traza estan involucrados en numerosos procesos bioldgicos
como diferentes reacciones enzimaticas y procesos metabodlicos (Gaetcke y Chow, 2003). El
cobre, como catién divalente (Cu®"), es el tercer elemento traza proveniente de la dieta, mas
abundante después del zinc y fierro, y se encuentra presente en diversos tejidos, siendo sus
concentraciones mas altas en cerebro e higado (Gaetcke y Chow, 2003). El i6n cobre puede
adoptar en el organismo distintos estados redox, ya sea un estado oxidado, ctprico (Cu*") o
reducido, cuproso (Cu®) (Gaetke y Chow, 2003; Tapiero et al., 2003).

Rol fisioldgico del cobre

El i6n cobre es un componente estructural de numerosas proteinas, actuando como
cofactor de distintas enzimas participantes de numerosos procesos vitales (Kim et al., 2008).
El Cu®" es requerido para las funciones cataliticas y estructurales de enzimas involucradas en
procesos bioldgicos requeridos para el crecimiento, desarrollo y mantencién del organismo,
como son la defensa antioxidante, donde participa la superoxido dismutasa (SOD), en la
respiracion celular (citocromo c oxidasa), y en la sintesis de catecolaminas (dopamina-f-

hidroxilasa) (Gaetke y Chow, 2003; Tapiero et al., 2003). Otras enzimas dependientes del
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Cu?* son tirosinasas, angiogeninas, lisina oxidasa, entre otras (Tapiero et al., 2003; Mathie et
al., 2006).

Las concentraciones de iones cobre libre en el plasma sanguineo humano se han
descrito en valores del orden de 0.1 pM (Tapiero et al., 2003). El cobre se acumula en el
cerebro, y sus concentraciones en el fluido cerebro espinal son del orden de 70 uM (Mathie et
al., 2006), sin embargo, los valores de cobre en la hendidura sinptica que han sido descritos
son mas altos, de 100 uM (Kardos et al., 1989), y en las enfermedades neurodegenerativas
estos valores pueden aumentar a 400 uM (Litwin et al., 2013). Por lo tanto, el i6n cobre no
solo esta presente en zonas definidas del cerebro, sino que es almacenado y liberado en la
hendidura sinaptica después de estimulacion eléctrica, alcanzando concentraciones del rango
micromolar (Kardos et al., 1989). Mediante tincion histologica se ha evidenciado también
localizacién de Cu®* en las terminales sinapticas de neuronas del locus coeruleus (Sato et al.,
1994). Estas evidencias sugieren que el Cu®* es un elemento traza esencial que estaria
participando como molécula de sefializacion en el sistema nervioso y como modulador de la
excitabilidad neuronal (Aedo et al., 2007).

En el sistema nervioso central, el transporte de cobre se lleva a cabo por las ATPasas
transportadoras de cobre (Gonzalez-Guerrero y Argiello, 2008), estando especificamente
involucradas la ATP7A y ATP7B en la distribucion del cobre (Puig y Thiele, 2002).

Modulacién de la actividad neuronal por Cu®*

Los mayores factores de actividad neuronal que son modulados por el Cu®* son la
eficiencia sinaptica y la excitabilidad neuronal.

a) Eficiencia sinaptica y Cu®': participacion de distintos receptores en el sistema

nervioso. La modulacién de la eficiencia sinaptica es mediada por la interaccion del Cu®* con
sistemas enzimaticos involucrados en la sintesis de neurotransmisores como catecolaminas,
péptidos opioides y neuropéptidos (Kim et al., 2008). También por la modulacién del Cu®*
sobre canales ionicos activados por ligando como los receptores GABAA (Trombley y Sheperd
1996; Mathie et al., 2006), los receptores purinérgicos (Mathie et al., 2006) y receptores de
glutamato (Vlachova et al., 1996; Weiser y Wienrich, 1996). Respecto al receptor GABAA
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existen algunos estudios que indican que el Cu®* actlia bloqueando este receptor, suprimiendo
reversiblemente el flujo inducido por GABA con una concentracion efectiva 50 de 16 uM, de
manera no competitiva (Narahashi et al., 1994) y no voltaje dependiente (Trombley y Sheperd,
1996). Otros estudios muestran que concentraciones nanomolares de Cu®* inducen un blogueo
lento y reversible de la corriente del receptor GABAA que puede ser removida por zinc
(Sharonova et al., 2000).

Respecto a los receptores purinérgicos, se ha estudiado que los iones cobre en
concentraciones de 1 a 10 puM inhiben la actividad de los receptores homomericos P2X5;
(Virginio et al., 1997; Coddou et al., 2002). Ademas, el efecto bifasico observado después de
la aplicacion de ATP en oocitos de Xenopus laevis que expresan el purinoreceptor P2X, de
rata, fue inhibido por la administracién de cobre en concentraciones entre 1-300 uM. Estos
resultados indican que el cobre modula la actividad del receptor purinérgico P2X,, lo cual
seria relevante en el caso de la existencia de una sinapsis con actividad persistente de estos
receptores a nivel de médula espinal (Acufa-Castillo et al., 2000; Coddou et al., 2002;
Coddou et al., 2003). Otros estudios indican que el cobre potencia la actividad de los

receptores purinérgicos P2X; (Xiong et al., 1999).

En lo que respecta a los receptores de glutamato se ha demostrado que el cobre reduce
la eficacia de kainato en el receptor AMPA vy los receptores AMPA/kainato son bloqueados
por Cu?* en un rango bajo de pM (Weiser y Weinrich, 1996). En cuanto a los receptores
NMDA es conocido que el Cu®* es un potente inhibidor de éstos, sin conocerse atn el sitio de
unién a este receptor (Trombley y Sheperd, 1996; Vlachova et al., 1996; Weiser y Weinrich,
1996). Khosravani et al. (2008) han propuesto un nuevo mecanismo de inhibicion de los
receptores NMDA por parte de Cu®* basandose en la interaccién del cobre con una proteina
pridnica celular (PrP°), sin embargo, en ausencia de PrP®, el Cu? en concentraciones
micromolares puede inhibir el receptor NMDA (Stys et al., 2012). Ademas, otros hallazgos
recientes indican que ratones knock-out para PrP® muestran aumento del dolor inflamatorio,
facilitacion de la sensibilizacion central y nocicepcion incrementada (Gadotti y Zamponi,
2011).
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b) Excitabilidad neuronal y Cu®*: participacion de canales iénicos activados por voltaje.

La modulacion de la excitabilidad neuronal es mediada por interacciones con distintos
miembros de la familia de los canales idnicos activados por voltaje, incluyendo canales de K,
Na*y Ca?* (Mathie et al., 2006). Respecto a los canales iénicos de K*, existe evidencia que el
Cu?* extracelular es un potente inhibidor de los canales de K*; BK y Shaker. Esta respuesta no
fue observada con otros cationes bivalentes lo que sugiere que el Cu®* se une a un sitio
selectivo. Morera et al. (2003) obtuvieron evidencia donde el Cu®* en concentraciones de 20
UM o superior inducia una disminucion tiempo y concentracion dependiente en la
probabilidad de apertura del canal de K* sensible a voltaje y dependiente de calcio de alta
conductancia (BKCa). Por otro lado, se ha demostrado que el Cu?* activa los canales K2P,
involucrados en establecer el potencial de reposo, y actua especificamente sobre TREK-1 con
una ECso de 3 pM (Gruss et al., 2004). También existe evidencia que el Cu** modifica la
actividad de los canales de Na* dependientes de voltaje. En el estudio de Chen et al. (2011), se
demostré que el Cu®* extracelular es un potente inhibidor de los canales de Na* epiteliales
humanos (ENaCs) y se une a mdltiples sitios. Por otro lado, Delgado et al. (2006) observaron
que el Cu?* en rango micromolar causé una inhibicién dosis dependiente de la corriente de
entrada del canal de Na*y Ca®* y que esta inhibicién ocurrié a concentraciones inferiores que
con otros cationes como Zn®* y Ni%*, indicando que los sitios moduladores en el canal de sodio

poseen mayor afinidad por el Cu** que por Zn?* o Ni?".

En cuanto a los canales de calcio activados por voltaje, se han obtenido evidencias que
el i6n cobre produce un blogueo de los tres canales de Ca* tipo T que han sido clonados,
mostrando una mayor afinidad por los canales Ca,3.2 (Jeong et al., 2003). Por otro lado, los
canales de Ca®* tipo -N y L fueron particularmente sensibles al bloqueo por cobre en células
hibridas de glioma de rata y neuroblastoma de raton (Kasai y Neher, 1992). En 2001, Horning
y colaboradores observaron que el Cu®* en una concentracion de 30 pM produjo una
inhibicién de un 52% en el cultivo primario de neuronas del bulbo olfatorio de ratas. Esto es
interesante ya que el bulbo olfatorio de mamiferos tiene una de las mayores concentraciones
de cobre y zinc en el sistema nervioso central (Ono y Cherian, 1999). Por otra parte, Yu et al.
(2008) describen el rol del Cu?* como cofactor de la enzima superéxido dismutasa, la cual

actlia como captadora y detoxificadora de radicales libres.
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Cobre y dolor agudo

Los antecedentes anteriores nos indican que el Cu®" tiene participacion en la
modulacion de la excitabilidad neuronal y eficiencia sinaptica, lo que tendria consecuencias en
el proceso de nocicepcion afectando procesos como la sensibilizacion central que ocurre en el
desarrollo del dolor crénico. ElI Cu?* podria modular de forma inhibitoria la excitabilidad
neuronal y la eficiencia sindptica de las neuronas que participan en la via nociceptiva,
contribuyendo en su conjunto a la produccién de la analgesia y/o antinocicepcion. Sin
embargo, los antecedentes anteriores provienen de estudios realizados mayormente in vitro y
debido a que los efectos que ejerce el Cu** ocurren en diversas moléculas y receptores a nivel

neuronal es dificil precisar sus mecanismos a nivel conductual y fisiologico.

Respecto a la modulacion del dolor, existen antecedentes del efecto antinociceptivo
del Cu?* mayormente en dolor agudo, en pruebas conductuales (Blahova et al., 1994; Tamba
et al., 2013). También existen resultados experimentales que prueban que la asociacién de
AINEs con Cu®* mejora la actividad analgésica de cada farmaco por separado, reduciendo los
efectos colaterales indeseados en humanos y animales (Cini et al., 2007; Agotegaray et al.,
2010). Estudios en ratas utilizando preparaciones basadas en Cu®* mostraron ser tan eficiente
como la morfina o mostraron un efecto antinociceptivo mayor al asociarse con
antiinflamatorios no esteroidales, posiblemente a través de una activacion de receptores
opioides dependientes de Cu?* (Okuyama et al., 1987). En un estudio reciente, Tamba et al.
(2013), mostraron que la administracion intraperitoneal de concentraciones crecientes de
cloruro de cobre (0.5, 1.0, 2.0 mg/kg) y de sulfato de cobre (0.5 y 1.0 mg/kg) produjeron un
efecto antinociceptivo de aproximadamente un 28.6% en las pruebas hot plate y tail flick, y
57.28% en el writhing test; ademés, las sales de Cu®* mostraron efectos en las pruebas de
conducta espontanea en jaula de actividad evidenciando un efecto ansiolitico. Gumilar et al.
(2012) realizaron un estudio de asociacién entre dos complejos de Cu?*: Cu,(fen)s(dmf), y
Cuy(fen)y(caf),, y de fenoprofeno, un antiinflamatorio no esteroidal, mostrando que estos
agentes antinociceptivos eran mas potentes que la sal de fenoprofeno en modelos de dolor
agudo de formalina y writhing test, y al mismo tiempo observaron un incremento de las
propiedades antinociceptivas de Cu?* al ser administrados en asociacién con el fenoprofreno

en ratones. Estos resultados demuestran los marcados efectos antinociceptivos de las sales de
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Cu?* en modelos termoalgésicos y quimioalgésicos agudos. Recientemente, EI Gammal et al.
(2014), evidenciaron el efecto analgésico de un complejo de cobre, siendo mayor que el efecto

de piroxicam, en un modelo de ratas artriticas.

Otra evidencia de las propiedades analgésicas del cobre es un caso clinico reportado en
la literatura. Una mujer de 46 afios con mielopatia (lesion en médula espinal) presentaba
deficiencia de cobre en el fluido cerebroespinal y parestesia dolorosa, la que fue revertida al
quinto dia de tratamiento con cobre (2 mg de sulfato cuprico iv/dia por cinco dias) (Schleper y
Stuerenburg, 2001).

Cobre y dolor crénico

En cuanto al rol del cobre en el dolor crénico, existe poca informacion respecto a su
efecto antinociceptivo, surgiendo por lo tanto la necesidad de méas estudios y evidencia
experimental al respecto. Existe un estudio de Jacka et al. (1983) donde se evalud la eficacia
antinociceptiva del salicilato de cobre en un modelo de ratas artriticas, observandose efectos
antinociceptivos y reduccion de la inflamacion al ingerir dosis orales de salicilato de cobre

sefialando el posible rol como agente analgésico del Cu?*.

Considerando todos los antecedentes antes planteados nuestro estudio pretende
evaluar el efecto de la administracién de CuSO, en dos modelos de dolor crénico de tipo
neuropético y poder establecer las implicancias a nivel molecular de esta administracion para
poder comprender mejor los mecanismos fisioldgicos implicados en los efectos analgésicos
del cobre. De esta manera se espera dilucidar mas sobre los procesos mediante los cuales el
Cu?* regula la transmision nociceptiva en la médula espinal para asi poder considerar al Cu®*

como posible agente terapéutico en el tratamiento del dolor cronico.
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HIPOTESIS

El sulfato de cobre (CuSQO,), administrado en forma aguda y cronica tiene efectos
antinociceptivos en modelos de dolor neuropatico espinal y trigeminal asi como cambios

moleculares asociados al dolor cronico, efecto que se potencia al asociarlo a ketamina.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a nivel conductual y molecular, las propiedades antinociceptivas de la
administracion aguda y cronica de CuSQO, y su interaccion con ketamina en dos modelos de

dolor neuropético en el raton.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el efecto antinociceptivo de la administracion aguda intraperitoneal de CuSQO,4en
animales sanos y en dos modelos animales de dolor neuropatico:
a. Dolor neuropatico espinal, producido por seccion del nervio sural evaluado mediante el
test de la formalina intraplantar.
b. Dolor neuropatico trigeminal, producido por ligadura parcial de la rama infraorbitaria

del nervio trigémino, evaluado por el test de la formalina orofacial.

2. Evaluar la posible interaccion de CuSO,4 con un antagonista no competitivo del receptor
NMDA, ketamina, mediante un analisis isobologréafico tanto en animales sanos como

neuropaticos, para tratar de dilucidar su mecanismo antinociceptivo.

3. Evaluar la duracién del efecto antinociceptivo de la administracién aguda de CuSO, en el

modelo de neuropatia espinal y trigeminal.
4. Evaluar el efecto antinociceptivo de la administracién crénica de CuSOs,.

5. Evaluar si ambas neuropatias producen cambios relacionados con la activacion glial,
(expresion de GFAP), utilizando la técnica de Western blot y si la administracién cronica

de CuSO4 modifica esta expresion.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar:

Los estudios conductuales fueron realizados en el Laboratorio de Neurofarmacologia
del Dolor Agudo y Cronico, Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile, y las pruebas moleculares se desarrollaron en el
Laboratorio de Neurobiologia, Facultad de Quimica y Biologia de la Universidad de Santiago
de Chile.

Animales:

Los experimentos de este estudio fueron realizados en ratones (Mus musculus) machos
CF-1, de 28-33 g de peso. Los animales fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile y se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12/12
hrs. con alimentacion y agua ad-libitum. En este estudio se utilizaron animales sanos y
animales neuropéticos desarrollados mediante seccion del nervio sural o ligadura parcial del

nervio infraorbitario.

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile y se realizaron de acuerdo a las recomendaciones éticas
de la Asociacion Internacional del Estudio del Dolor (Zimmermann, 1983) y a la Guia de
Cuidados y Utilizacion de animales de laboratorio preparada por el National Institute of
Health (NIH, USA). El nimero de animales utilizados fue reducido al minimo necesario.
Antes de cada estudio conductual los animales fueron habituados en el laboratorio por un

periodo de dos horas.

Protocolo Experimental:

Modelo de neuropatia por seccion del nervio sural: La seccion del nervio sural se realizo en
base a una modificacion del método descrito por Decosterd y Woolf (2000). Los animales
fueron anestesiados con hidrato de cloral 400 mg/kg via intraperitoneal en una solucion al 7%.

Luego se rasurd el miembro posterior derecho a nivel del nervio ciatico y se procedié a hacer
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una incision en la piel de aproximadamente 1 cm. Se debridd el subcutaneo y el masculo hasta
encontrar el nervio ciatico. Se siguio su recorrido hasta la division del nervio en tres ramas: el
sural, el peroneal comun vy el tibial. Se separd la rama del nervio sural y se seccioné a dos

milimetros de su nacimiento; luego se suturd por planos con seda 5-0.

Modelo de neuropatia por ligadura del nervio infraorbitario: La ligadura del nervio
infraorbitario se llevd a cabo de acuerdo al método descrito por Alvarez et al. (2011). Los
animales fueron anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal de hidrato de cloral al
7% (400 mg/kg). La cirugia se desarrollé con ayuda de microscopio 6ptico. Se realiz6 una
incision a nivel del margen gingivobucal del hocico del ratdn, delante del primer molar con
ayuda de un bisturi. Luego, se separaron los dos planos con el fin de encontrar el nervio
infraorbitario derecho sobre el cual se realizé una ligadura parcial apretada con hilo seda 5/0.

La incision se suturd posteriormente con un punto de la misma seda.

Inmediatamente posterior a la cirugia, en ambos modelos, los ratones recibieron una
inyeccion de 5 mg/kg de ketoprofeno como analgésico postoperatorio via subcutanea. Los
animales se utilizaron 14 dias después de la cirugia para permitir la instauracion y
estabilizacion de la neuropatia. Solo aquellos animales que presentaron una disminucion del
umbral doloroso de al menos 15%, permanecieron en los estudios. Los animales neuropaticos
fueron comparados a controles de animales sanos. No se emplearon animales sham ya que en
experimentos anteriores se habia demostrado que estos no presentaban diferencias con los

animales sanos.

Estudios conductuales (Test Algesimétricos)

Test de hot plate: Para el estudio de la hiperalgesia térmica se utilizo el test
nociceptivo de hot plate o plancha caliente, el cual permitié evaluar la instauracion de la
neuropatia por seccion del nervio sural. El Test de hot plate descrito por Woolfe y McDonald
(1944), consiste en observar la conducta nociceptiva de ratones al colocarlos sobre una
superficie calentada a una determinada temperatura. En el presente estudio la temperatura se
fij6 en 50°C y se utiliz6 un tiempo de cut off maximo de 30 segundos que permitio determinar
el tiempo de latencia en segundos que permanece el raton sobre el hot plate hasta que

demuestra una conducta nociceptiva como lamido, mordisqueo, sacudida de patas o saltos. El
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test de hot plate se realizé en ratones sanos y neuropéticos. Las mediciones fueron hechas
previo a la cirugiay a los 3, 7, 10 y 14 dias post-cirugia.

Estudio de la alodinia al frio: Para determinar la instalacion de la neuropatia
trigeminal se midio la alodinia por frio (Alvarez et al., 2011) en los ratones antes de la cirugia,
y los dias 3, 7, 10 y 14 post-cirugia. Una vez concluido el periodo de adaptacion se evalud el
comportamiento de los animales al aplicar en forma topica, 20 puL de una solucion de acetona
al 90%, sobre la zona de las vibrisas derechas correspondiente a la zona de la ligadura del
nervio infraorbitario en el caso de los animales neuropaticos y en la misma zona a los animales
controles, mediante una jeringa Hamilton con aguja 25 G de punta roma para no herir al raton.
Una vez depositada la solucién, los animales fueron reubicados en el cilindro de plexiglas y se
observO su comportamiento nociceptivo de frotamiento/gratage durante un periodo de 5
minutos. La conducta que se evalu6 fue el acicalamiento orofacial simétrico y asimétrico,
como por ejemplo, frotamiento/gratage focalizado en la zona de las vibrisas con la pata
anterior o posterior ipsilateral a la lesion (Luccarini et al., 2006). El test de la acetona se

realizd en animales sanos y neuropaticos.

Test de la formalina: Los test de formalina utilizados se basaron en el test de la
formalina intraplantar propuesto por Zhao et al. (2003) y el test orofacial, descrito por
Luccarini et al. (2006). Se inyectaron 20 pL de formalina al 2% para los animales sanos y al
0.25% para los animales neuropaticos via subcutanea en la superficie plantar de la pata
posterior derecha. Los animales neuropaticos fueron inyectados con 0.25% y no con 2% de
formalina debido a que con 2% los animales quedan paralizados por el dolor (freezing) y no se
pueden estudiar. Para los animales del modelo de neuropatia trigeminal, la formalina se
inyectd via subcutanea en la region central de las vibrisas derechas del raton de la misma
manera, en una concentracion al 2% para los animales sanos y al 0.25% para los animales
neuropaticos. Posteriormente cada animal fue colocado en un cilindro de plexiglas para
contabilizar en segundos la conducta de lamido/mordisqueo para la region del nervio sural o
frotamiento/gratage para la region orofacial, durante un periodo de observacion de 45 min.
subdividido en periodos de 5 min. Esta conducta fue ejecutada con el miembro anterior o
posterior ipsilaterales al sitio de inyeccion. El test de la formalina se llevo a cabo en ratones
sanos y en aquellos que tenian instaurada la neuropatia (Alvarez et al., 2011). La evolucion
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temporal de la respuesta nociceptiva se estudio determinando las Fases | y 1l del test y el
tiempo total de observacion, las que se establecieron de acuerdo a las diferencias estadisticas
observadas en el tiempo de frotamiento/gratage respecto a un grupo control inyectado con

suero fisioldgico (formalina 0%).
Analisis isobolografico

La evaluacién de la interaccion entre cobre y ketamina, antagonista de los receptores
NMDA, se llevo a cabo mediante un analisis isobolografico (Tallarida et al., 2001). El
isobolograma es un método gréafico que consiste en el calculo de la dosis tedrica aditiva para
cada nivel de efecto y su comparacion estadistica con la dosis de la combinacion que produce
el mismo efecto experimentalmente. Dosis equiefectivas de ambos farmacos individuales se
requieren para calcular la dosis esperada en la asociacion. La interaccion entre ambos
farmacos se estudié mediante administracién de proporciones de la DEsy de CuSO, y
ketamina. El isobolograma fue construido conectando la DEsq calculada para CuSO,4 (abscisa)
con la DEs calculada para ketamina (ordenada) para obtener una linea de aditividad. La
region grafica en donde se localiza el valor experimental (DEsy experimental) en relacion al
valor tedrico (aditividad tedrica DEsg) determina el tipo de interaccion. Si el valor se localiza
bajo la linea de aditividad y es estadisticamente diferente del valor tedrico, el tipo de
interaccion es sinérgica o supraaditiva (efecto es mayor que la suma de los efectos
individuales de los farmacos); si se localiza cerca de la linea de aditividad y no es
estadisticamente diferente del valor tedrico, la interaccion es simple aditividad (el efecto es
igual a la suma de cada farmaco); en cambio, si el valor experimental se localiza por sobre la
linea de aditividad y es estadisticamente diferente del valor tedrico, se trata de una interaccion

de antagonismo o subaditividad (Tallarida et al., 2001).
Administracion de farmacos

Los farmacos se administraron por via intraperitoneal, excepto cuando se insertd
subcutaneamente una bomba de administracion continua ALZET. A los grupos controles se les
administro suero fisioldgico al 0.9 %. ElI CuSQO,4 se administro en dosis crecientes de 0.1, 0.3, 1
y 3 mg/kg y la ketamina (Imalgene®) en dosis de 0.3, 1, 3y 10 mg/kg por via intraperitoneal

tanto a los ratones control como con dolor neuropaético.
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Evaluacion de la actividad de la glia mediante la cuantificacion de la proteina GFAP en
la médula espinal, en respuesta a la administracion de CuSO,.

El efecto a nivel molecular de la administracion crénica de cobre se estudio
cuantificando la expresion de la proteina GFAP, mediante Western Blot. Los estudios se
realizaron a los 7 y 14 dias posteriores a la induccién de neuropatia ya sea mediante seccion
del nervio sural o por ligadura parcial del nervio infraorbitario. Los animales fueron

sacrificados por sobredosis de uretano al 20%.

En el caso de los animales con neuropatia por seccion del nervio sural se extrajo
médula espinal correspondiente al segmento T12-L1 tomando muestra de la hemi médula, y en
los animales con neuropatia por ligadura parcial del nervio infraorbitario se extrajo la muestra
a partir del tronco encéfalo. Los tejidos fueron almacenados a -20°C para la posterior

determinacion de GFAP mediante Western Blot.

Para realizar el Western Blot, los segmentos de la médula espinal fueron suspendidos
en buffer de lisis 50 pL (137mM NaCl, 20 mM Tris, Triton-X100 1%, pH 8,0 con cocktail
inhibidor de proteasas, (Complete, Roche)). La suspension fue homogenizada con
homogenizador (Ultra Turrax; Biospec) en hielo y centrifugada por 5 min a 3000 g. La
cuantificacion de proteina se realizd6 mediante el método BCA (Pierce) y los sobrenadantes
fueron almacenados a -20°C. Para SDS/PAGE, se tomaron 50 ug de proteina total y se
mezclaron con buffer de carga (0,125 M Tris-HCL, 4% SDS, 20% v/v glicerol, 0,2 M DTT,
0,02% azul de bromofenol, pH 6,8), calentado a 95°C por 5 min, y cargados en geles de
poliacrilamida al 12%. La electroforesis se llevo a cabo a temperatura ambiente durante dos
horas a 80 V. Las bandas fueron electro transferidas a membranas de nitrocelulosa, aplicando
una corriente de 350 mA. La inmunodeteccién se realizé utilizando anticuerpos primarios
monoclonal anti-GFAP. Las membranas fueron blogueadas con solucién de leche al 5% e
incubadas con el anticuerpo primario a 4°C en agitador durante la noche. Al dia siguiente se
lavaron las membranas con Buffer Tris pH 7,4 TBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (Jackson Laboratories). Las bandas fueron procesadas

con luminol (ECL, Pierce) y reveladas mediante film de rayos X (Kodak).
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Expresion de los resultados

Los resultados obtenidos se expresaron como la cantidad de segundos correspondientes
a la conducta nociceptiva respecto al control previo a la inyeccion de suero, CuSO4 0 ketamina
y también antes y después de la induccion de la neuropatia. Los resultados por grupo se
expresaron como la media * error estandar (SEM), para grupos de animales que fluctuaron

entre 5 a 6 por grupo.
Procesamiento estadistico de datos

Para comparaciones estadisticas de los datos obtenidos, se utilizo la prueba t de Student
y se realiz6 un test de ANOVA de una via, o de medidas repetidas, segun corresponda,
seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni. Para los resultados, el nivel de
significancia se establecié en p<0.05 y se graficdé de la siguiente forma: p<0.05=*,
p<0.01 = **, y p<0.001 = ***, Se utiliz6 el programa GraphPad Prism 5.0 para los analisis

estadisticos.
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RESULTADOS

1. Efecto antinociceptivo del sulfato de cobre sobre ratones con neuropatia espinal

Desarrollo y evaluacion de la neuropatia espinal (seccion del nervio sural)

Evaluacion nociceptiva térmica (test de hot plate): Antes de inducir la neuropatia, se
registraron los umbrales nociceptivos térmicos (test de hot plate) determinados por los tiempos
de latencia en segundos (dia O previo a la cirugia) de todos los ratones. Luego los animales se
dividieron en dos grupos, el grupo que sufriria la seccion del nervio sural y el grupo sanos.
Los ratones fueron evaluados en el test de hot plate los dias 3, 7, 10 y 14 posterior a la cirugia.
Los ratones con neuropatia del nervio sural mostraron umbrales significativamente menores
que los ratones sanos, observandose el umbral més bajo entre los dias 7 a 14 post-cirugia
(Fig. 1).
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Fig. 1. Efecto de la seccion del nervio sural en la evolucién temporal del umbral nociceptivo térmico en ratones.
Los valores son el promedio + SEM (n= 6 para el grupo sano y n=69 para el grupo neuropéatico). ANOVA de
medidas repetidas seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni (*p<0.05; **p<0.01;***p<0.001).

Evaluacion nociceptiva quimica (test de formalina)

Ratones sanos: La administracion intraplantar de 20 pL de salino produjo una conducta de
lamido y mordisqueo en laFase I de 1.7 +0.2s,en laFase Il: 6.0 £ 1.7 s, y en el Tiempo Total
de observacion la respuesta fue de 17.7 + 3.3 s (n=6). La administracion de formalina
intraplantar al 2% en 20 uL produjo una conducta nociceptiva de lamido y mordisqueo (n=7),
en la Fase | de 105.4+4.0 s, en la Fase Il de 85.9+5.9 s y para el Tiempo Total de
observacién se obtuvo un efecto nociceptivo de 220.9 + 6.9 s. El efecto nociceptivo inducido
por formalina fue significativamente diferente de salino en las Fase | (p<0.001), Fase Il

(p<0.001) y Tiempo Total (p<0.001). Ambos grupos de animales recibieron suero fisiologico
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subcutaneo para poder compararlos con la posterior administracion de los farmacos en el curso
temporal de la respuesta nociceptiva (Fig. 2A) y en las diferentes fases del test de formalina
(Fig. 2B).
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Fig. 2. A. Curso temporal del tiempo de lamido/mordisqueo expresado en segundos, observado con la
administracion de salino sin y con formalina en ratones sanos. B. Respuesta nociceptiva medida por tiempo de
lamido/mordisqueo en la Fase | (0-5 min.), Fase Il (15-30 min.) y Tiempo Total de observacion (0-45 min.) de

salino, sin y con formalina (***p< 0.001) en ratones sanos.

Ratones neuropaticos: En los animales neuropaticos la administracion intraplantar de 20 pL
de salino produjo una conducta de lamido y mordisqueo en la Fase | de 3.5 £ 0.2 s, en la Fase
I: 1.5+ 0.2 s, y en el Tiempo Total de observacion la respuesta fue de 8.5 + 0.7 s (n=5). La
administracion de formalina intraplantar al 0.25% en 20 pL produjo una conducta nociceptiva
de lamido y mordisqueo, que fue contabilizada de acuerdo a las fases descritas previamente.
Para un total de 8 animales, en la Fase | se obtuvo un efecto nociceptivo de 50.6 + 2.1 s, en la
Fase Il de 29.6 + 5.3 s y para el Tiempo Total de observacion un efecto nociceptivo de 111.5 +
9.5 s. El efecto nociceptivo inducido por formalina fue significativamente diferente de salino
en las Fase | (p<0.001), Fase Il (p<0.01) y el Tiempo Total (p<0.001). Ambos grupos de
animales recibieron salino subcutaneo para poder compararlo con la posterior administracién
de los farmacos en el curso temporal de la respuesta nociceptiva (Fig. 3A) y en las diferentes
fases del test de formalina (Fig. 3B).
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Fig. 3. A. Curso temporal del tiempo de lamido/mordisqueo expresado en segundos, observado con la
administracion de salino sin y con formalina. B. Respuesta nociceptiva medida por tiempo de lamido/mordisqueo

en la Fase | (0-5 min.), Fase Il (15-30 min.) y Tiempo Total de observacion (0-45 min.) de salino, sin y con

formalina en ratones neuropaticos (**p<0.01; ***p< 0.001).

Se comparo el efecto de la administracion de formalina al 0.25%, en ratones sanos y
neuropéticos, obteniéndose una mayor respuesta nociceptiva de lamido/mordisqueo en los
neuropéticos: 111.5 + 9.5 s en comparacion con una respuesta de 69.8 + 7.5 s en los ratones
sanos (p<0.01) (n=8). La respuesta nociceptiva inducida por formalina fue significativamente
diferente de salino, tanto en animales sanos como neuropaticos (p<0.001) (n=6). La
concentracion de formalina al 2% en los animales sanos fue significativamente diferente de la
concentracion de formalina al 0.25% (p<0.001) (n=7), y en animales neuropéticos no fue

utilizada ya que produjo una conducta de tipo freezing que no permite ser cuantificada (Fig.

*kk *kk

207 Tk
— I
< 200 A
[=}
o I I .

Formol
g 150 206 _kkk
E T
g 100 4 Formol
£ T 0,25%
S 504 ) Formol
£ Salino 0,25% Salino
< [
- 0
Sanos Neuropéticos

Fig. 4. Efecto de la administracion de las diferentes concentraciones de formalina en ratones sanos y
neuropéticos, expresados como tiempo de lamido/mordisqueo del Tiempo Total de observacion del test de
formalina intraplantar (**p<0.01; ***p<0.001).
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Efecto antinociceptivo de la administracion de CuSO, en el test de la formalina

intraplantar

Ratones sanos: La administracion de CuSO,4 produjo en los animales sanos una disminucion
dosis dependiente de la conducta nociceptiva inducida por formalina 2% (Fig. 5A y 5B). Para
el Tiempo Total de observacion con las dosis de CuSO, de 0.1, 0.3, 1 y 3 mg/kg, se obtuvieron
respuestas nociceptivas de 199.0 = 4.0 s (NS), 157.8 + 4.4 s (p<0.001), 1136 = 4.7 s
(p<0.001) y 93.1 + 3.3 s (p<0.001), respectivamente (n=5), siendo las tres dosis mas altas

significativamente distintas al control con salino que fue de 220.9 + 6.9 s.
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Fig. 5. A. Curso temporal del efecto de salino y CuSO,4 en el tiempo de lamido/mordisqueo expresado en
segundos en animales sanos. B. Efecto de salino y CuSQ,4 en el Tiempo Total de observacion expresado en
segundos en animales sanos. ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni
(***p< 0.001).

Ratones neuropéticos: La administracion de CuSQO, en los animales neuropéticos produjo
una disminucidn dosis dependiente de la conducta nociceptiva de lamido/mordisqueo inducida
por formalina 0.25% (Fig. 6A y 6B). Para el Tiempo Total de observacion del test de
formalina intraplantar con las dosis de CuSO4 de 0.1, 0.3, 1 y 3 mg/kg, se obtuvieron
respuestas nociceptivas de 101.8 £ 6.7 s (NS), 75.0 £ 7.9 s (p<0.05), 44.4 + 2.2 s (p<0.001) y
378 + 50 s (p<0.001), respectivamente (n=5), siendo las tres dosis mas altas

significativamente distintas respecto al control que fue de 111.5+9.5s.
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Fig. 6. A. Curso temporal del efecto de salino y CuSO, en el tiempo de lamido/mordisqueo expresado en
segundos en animales neuropaticos. B. Tiempo Total de observacién del efecto de salino y CuSO, expresado en
segundos en animales neuropaticos. ANOVA de una via seguido del test de comparaciones mdltiples de
Bonferroni (*p< 0.05; ***p< 0.001).

Efecto antinociceptivo de la administracion de ketamina en el test de la formalina
intraplantar

Ratones sanos: La administracion de ketamina produjo una disminucion dosis dependiente de
la conducta nociceptiva de lamido/mordisqueo (Fig. 7A y 7B) en animales sanos. Para el
Tiempo Total de observacion del test de formalina intraplantar con las dosis de ketamina de
0.3, 1, 3y 10 mg/kg se obtuvieron respuestas nociceptivas de 197.4 £ 6.9 s (NS), 166.0 £ 10.6
s (p< 0.001), 126.2 + 4.2 s (p< 0.001) y 100.2 + 6.2 s (p< 0.001), respectivamente (n=5),
siendo las tres dosis mas altas significativamente distintas respecto al control.
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Fig. 7. A. Curso temporal del efecto de salino y ketamina en el tiempo de lamido/mordisqueo expresado en
segundos en animales sanos. B. Tiempo Total de observacion de salino y ketamina expresado en segundos en

animales sanos. ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni (***p< 0.001).
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Ratones neuropaticos: La administracion de ketamina en animales neuropaticos produjo una
disminucion dosis dependiente de la conducta nociceptiva de lamido/mordisqueo (Fig. 8A 'y
8B). Para el Tiempo Total de observacion del test de formalina intraplantar con las dosis de
ketamina de 0.3, 1, 3 y 10 mg/kg se obtuvieron respuestas nociceptivas con 5 animales por
grupo de 85.2 + 4.5 s (NS), 57.7 £ 1.8 s (p< 0.001), 54.6 + 1.8 s (p< 0.001) y 25.2 £ 1.3 s
(p< 0.001), respectivamente, siendo las tres dosis méas altas significativamente distintas
respecto al control.
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Fig. 8. A. Curso temporal del efecto de salino y ketamina en el tiempo de lamido/mordisqueo expresado en

segundos en animales neuropaticos. B. Tiempo Total de observacion del efecto de salino y ketamina expresado en

segundos. ANOVA de una via seguido del test de comparaciones maltiples de Bonferroni (***p< 0.001).

Efecto antinociceptivo de la administracion de la asociacion CuSO./Ketamina en el test
de formalina intraplantar

Ratones sanos: La administracion de la asociacion de CuSQO, y ketamina en animales sanos
en proporciones equiefectivas de la dosis efectiva 50 (DEsg) del total de efecto observado
durante 45 minutos, produjo una disminucién dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva
(Fig. 9A y 9B). Para el Tiempo Total de observacion, la asociacion CuSOg/ketamina en
proporcion de un 1/16 de la DEsp produjo una respuesta nociceptiva de 172.8 £ 8.8 s
(p<0.001), para 1/8, 1/4, y 1/2 de la DEs, se obtuvieron valores de lamido/mordisqueo de
126.2 £ 5.6 s (p<0.001), 84.6 + 6.3 s (p<0.001) y 65.0 £ 3.8 s (p<0.001), respectivamente,
(n=5), todos ellos significativamente diferentes del control.
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Fig. 9. A. Curso temporal del efecto de salino y de la asociacion de CuSO,/ketamina en el tiempo de
lamido/mordisqueo expresado en segundos en animales sanos. B. Tiempo Total de observacion del efecto de
salino y CuSO./ketamina expresado en segundos. ANOVA de una via seguido del test de comparaciones
maltiples de Bonferroni (***p< 0.001).

Ratones neuropaticos: La administracion de la asociacion de CuSO, y ketamina en
proporciones equiefectivas de la DEs, del total de efecto observado en animales neuropaticos,
produjo una disminucion dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva (Fig. 10A y 10B). Para
el tiempo total de observacion, la asociacion CuSO4/ketamina en proporcion de un 1/16 de la
DEso produjo una respuesta nociceptiva de 82.8 + 3.6 s (p<0.05), para 1/8, 1/4, y 1/2 de la
DEso se obtuvieron valores de lamido/mordisqueo de 80.8 + 6.0 s (p<0.05), 67.6 + 84 s
(p<0.01) y 38.2 + 4.4 s (p<0.001), respectivamente, (n=5), todos ellos significativamente
diferentes del control.
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Fig. 10. A. Curso temporal del efecto de salino y de la asociacion de CuSOj/ketamina en el tiempo de
lamido/mordisqueo expresado en segundos en animales neuropaticos. B. Tiempo Total de observacion del efecto
de salino y CuSOg4/ketamina expresado en segundos en animales neuropaticos. ANOVA de una via seguido del

test de comparaciones multiples de Bonferroni (*p<0.05; **p<0.01; ***p< 0.001).
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Calculo DEsg: A partir de los datos de efecto antinociceptivo obtenidos con las distintas dosis
crecientes de CuSO, y ketamina administrada en animales sanos, se realizé el célculo de la
DEso, la que para CuSQO, fue de 1.48 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre 1.21
mg/kg y 1.79 mg/kg y la DEs para ketamina fue de 6.36 mg/kg con un intervalo de confianza
de 95% entre 4.10 mg/kg y de 9.86 mg/kg (Fig. 11A y 11B). Se calculd la DEsy de la
combinacion de CuSO, y ketamina. Esta fue de 1.43 mg/kg con un intervalo de confianza de
95% entre 1.24 mg/kg y de 1.65 mg/kg (Fig. 11C). Al realizar el analisis isobolografico para
analizar la posible interaccion entre CuSQ, y ketamina, en el test intraplantar se observo un
efecto supraaditivo de esta asociacion en relacion a la administracion de cada farmaco por
separado, ya que el punto experimental difiere significativamente del area de aditividad
(p<0.001), con un indice de interaccion de 0.365 (Fig. 11D).
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Fig. 11. Curvas dosis- respuesta del efecto antinociceptivo de (A) CuSO,, (B) ketamina, (C) CuSO4/ketamina en
animales sanos expresado en log de la dosis. Con linea punteada las DEs, D. Isobolograma representativo de la
interaccion CuSO,/ketamina en animales sanos, para el Tiempo Total de observacién del test de formalina
intraplantar. El circulo lleno representa el punto de aditividad teérica de la mezcla, y el circulo vacio corresponde

al punto experimental. Prueba t de student (***p<0.001).
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Un estudio similar se realiz6 para los animales neuropaticos, donde la DEs, para el
CuSO, fue de 0.87 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre 0.58 mg/kg y
1.29 mg/kg y la DEs, para ketamina que fue de 1.69 mg/kg con un intervalo de confianza de
95% entre 1.34 mg/kg y 2.14 mg/kg (Figura 12A 'y 12B). Se calcul6 la DEsg de la combinacién
de CuSO, y ketamina. Esta fue de 0.70 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre
0.49 mg/kg y 1.00 mg/kg (Fig. 12C). Al realizar el andlisis isobologréafico se observo un efecto
supraaditivo de esta asociacion en relacion a cada farmaco por separado (p<0.001), con un
indice de interaccion de 0.546 (Fig. 12D).
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Fig. 12. Curvas dosis- respuesta del efecto antinociceptivo de (A) CuSO,, (B) ketamina, (C) CuSOg4/ketamina en
animales neuropéticos expresado en log de la dosis. Con linea punteada las DEsg, D. Isobolograma representativo
de la interaccién CuSO,/ketamina en animales neuropéticos, para el Tiempo Total de observacion del test de
formalina intraplantar. El circulo lleno representa el punto de aditividad teérica de la mezcla, y el circulo vacio

corresponde al punto experimental. Prueba t de student (***p<0.001).
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Tanto las EDsy del CuSO,4 como la ketamina mostraron ser estadisticamente diferentes
entre los animales sanos respecto a los neuropaticos (Fig. 13A y 13B respectivamente). Esta
misma diferencia entre los animales sanos y neuropaticos queda de manifiesto cuando se
comparé la asociacion entre CuSO, y ketamina, mostrando que los mismos efectos
antinociceptivos se obtienen con menores concentraciones de cobre y ketamina en animales
neuropéticos (p<0.001) (Fig. 13C).
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Fig. 13. Efecto antinociceptivo de la administracion de A. CuSO, (DEs, =1.48 mg/kg vs 0.87 mg/kg); B.
Ketamina (DEspy = 6.36 mg/kg vs 1.69 mg/kg) y C. CuSO,/ketamina (DEsy, = 1.43 mg/kg vs 0.70 mg/kg) en
ratones sanos y neuropaticos en el test de formalina intraplantar. Comparaciones estadisticas mediante t de
student (** p<0.01; ***p<0.001).

Duracion del efecto antinociceptivo del sulfato de cobre evaluado en el test de hot plate

Se estudio la duracion del efecto del sulfato de cobre en ratones con neuropatia espinal
realizada mediante seccion del nervio sural y los animales se evaluaron mediante el test de hot
plate. La evaluacion se realizd6 como se describié anteriormente. El dia 14 post-cirugia se

administr6 CuSO,4 0.87 mg/kg i.p. y se realizaron mediciones sucesivas mediante hot plate a
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los 15, 30, 45 y 60 min. post administracion de CuSO, Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo con CuSO, a los 15 minutos
(p<0.001) y 30 minutos (p<0.05) post-administracion del tratamiento (Figura 14 A). El area
bajo la curva de los datos obtenidos entre el grupo de salino y CuSO,4 mostré diferencias

estadisticamente significativas (p<0.01) (n=6) (Fig. 14B).
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Fig. 14. A. Duracién del efecto de la administracién de la DEsy de CuSO, en el transcurso del tiempo, con los
valores de latencia correspondientes al delta en segundos. ANOVA de medidas repetidas seguido del test de
comparaciones multiples de Bonferroni (*p<0.05; ***p<0.001). B. Area bajo la curva obtenida con la

administracion de la DEs, de CuSO,4 durante 60 minutos_Prueba t de student (**p<0.01).

2. Efecto antinociceptivo del sulfato de cobre sobre ratones con neuropatia trigeminal

Desarrollo y evaluacion de la neuropatia trigeminal (ligadura parcial del nervio
infraorbitario)

Evaluacion nociceptiva térmica (test de alodinia al frio): Antes de inducir la neuropatia, se
midio la alodinia al frio mediante el test de acetona al 90%, determinado por los tiempos de
frotamiento/gratage en segundos (dia O, previo a la cirugia), de todos los ratones.
Posteriormente los animales se dividieron en dos grupos, el grupo que sufririan la ligadura del
nervio infraorbitario y de aquellos que no (sanos). No hubo diferencias significativas entre
ellos. Los ratones sanos y operados fueron evaluados en el test de alodinia al frio los dias 3, 7,
10 y 14 posteriores a la cirugia. Los ratones con neuropatia del nervio infraorbitario mostraron
respuestas nociceptivas significativamente mayores que aquellas de los ratones sanos
(p<0.001) (Fig. 15).
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Fig. 15. Efecto de la ligadura parcial del nervio infraorbitario en la evolucién temporal de la alodinia producida
por frio. Los valores son el promedio £ SEM (n= 8 para el grupo sano, n=73 para el grupo neuropatico). ANOVA

de medidas repetidas seguido de test de comparaciones multiples de Bonferroni (***p<0.001).
Evaluacion nociceptiva quimica (test de formalina):

Ratones sanos: La administracion orofacial de 20 pL de salino produjo una conducta de
frotamiento y gratage en la Fase | de 9.8 + 1.4 s, en la Fase II: 12.8 £ 1.7 s, y en el Tiempo
Total de observacion de 38.5 + 1.9 s (n=5). La administracion de formalina orofacial al 2%
produjo una conducta nociceptiva de frotamiento y gratage (Fig. 16A) (n = 6), en la Fase | de
57.3+4.9 5, en la Fase Il de 73.8 + 3.6 sy para el Tiempo Total de observacion de 183.5 +
9.7 s. (Fig. 16B). El efecto nociceptivo inducido por formalina fue significativamente diferente
al de suero fisiologico en las Fase | (p<0.001), Fase Il (p<0.001) y el Tiempo Total (p<0.001).
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Fig. 16. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage expresado en segundos, observado con la
administracion de suero fisioldgico 0.9 % sin y con formalina. B. Respuesta nociceptiva medida por tiempo de
frotamiento/gratage en la Fase | (0-5 min.), Fase Il (15-30 min.) y Tiempo Total de observacion (0-45 min.) de

salino, sin y con formalina (***p< 0.001).
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Ambos grupos de animales sanos recibieron suero fisiolégico subcutaneo para poder
compararlos con la administracion de los farmacos en el curso temporal de la respuesta

nociceptiva y en las diferentes fases del test de formalina.

Ratones neuropaticos: En los animales neuropaticos la administracion orofacial de 20 pL de
salino produjo una conducta de frotamiento/gratage en la Fase | de 14.6 £ 0.5 s, en la Fase II:
22.6 £ 3.9, yen el Tiempo Total de observacion de 66.6 + 5.4 s (n=5). La administracion de
formalina orofacial al 0.25% en 20 upL produjo una conducta nociceptiva de
frotamiento/gratage, para un total de 5 animales, en la Fase | de 43.2 + 0.8 s, en la Fase Il de
53.0+£2.8 s y para el Tiempo Total de observacion de 134.8 + 2.6 s. El efecto nociceptivo
inducido por formalina fue significativamente diferente de salino en las Fase | (p<0.001), Fase
Il (p<0.001) y el Tiempo Total (p<0.001). Ambos grupos de animales recibieron suero
fisioldgico subcutaneo para poder compararlos con la administracion de los farmacos en el
curso temporal de la respuesta nociceptiva (Fig. 17A) y en las diferentes fases del test de
formalina (Fig. 17B).
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Fig. 17. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage expresado en segundos, observado con la
administracion de suero fisiolégico 0.9 % sin y con formalina en animales neuropéticos. B. Respuesta
nociceptiva medida por tiempo de frotamiento/gratage en la Fase | (0-5 min.), Fase Il (15-30 min.) y Tiempo

Total de observacion (0-45 min.) de salino, sin y con formalina en ratones neuropaticos (***p< 0.001).

Se compard el efecto de la administracion de formalina al 0.25%, en ratones sanos con
la misma concentracién de formalina que en animales neuropaticos, obteniéndose una mayor
respuesta nociceptiva en animales neuropaticos en el Tiempo Total de observacion (134.8 +

2.6's) comparado con 78.8 £ 5.1 s obtenido en los animales sanos (p<0.001) (n=5). La
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respuesta nociceptiva inducida por formalina fue significativamente diferente de salino, tanto
en animales sanos como neuropaticos (p<0.001) (n=5). La concentracién de formalina al 2%
en los animales sanos fue significativamente diferente de la concentracion de 0.25% (p<0.001)
(n=6), y en animales neuropéticos no fue utilizada ya que produjo una conducta de tipo

freezing que no permite ser cuantificada (Fig. 18).
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Fig. 18. Efecto de la administracion de las diferentes concentraciones de formalina en ratones sanos y
neuropaticos, expresados como tiempo de frotamiento/gratage del Tiempo Total de observacién del test de
formalina orofacial (***p<0.001).

Efecto antinociceptivo de la administracion de sulfato de cobre en el test de la formalina
orofacial

Ratones sanos: La administracion de CuSO, produjo en animales sanos una disminucion
dosis dependiente de la conducta nociceptiva de frotamiento/gratage inducida por formalina
(Fig. 19A y 19B).
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Fig. 19. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage expresado en segundos, observado con la
administracion de salino y las diferentes dosis de CuSO,. B. Disminuciéon dosis dependiente del
frotamiento/gratage observado con la administracion de salino y CuSO, en el Tiempo total de observacion.

ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni (***p< 0.001).
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Para el Tiempo Total de observacion, las dosis de CuSO,4 de 0.3, 0.6, 1 y 3 mg/kg,
produjeron respuestas nociceptivas en segundos de 155.0 £ 5.6 s (NS), 125.0 £ 11.0 s (p<
0.001), 90.4 + 6.8 s (p< 0.001) y 69.8 £ 5.2 s (p< 0.001), respectivamente (n=5), siendo las

tres dosis mas altas significativamente distintas respecto al control que fue de 183.5 £ 9.7s.

Ratones neuropaticos: La administracion de CuSO,4 en los animales neuropaticos produjo
una disminucion dosis dependiente de la conducta nociceptiva de frotamiento/gratage
inducida por formalina 0.25% (Fig. 20A y 20B). Para el Tiempo Total de observacion se
obtuvieron respuestas nociceptivas en segundos para las dosis de CuSO,4 de 0.1, 0.3, 1y 3
mg/kg, de 122.2 + 6.7 s (NS), 106.4 + 1.7 s (p<0.01), 64.4 + 5.4 s (p< 0.001) y 50.6 + 7.1 s
(p< 0.001), respectivamente (n=5), siendo las tres dosis mas altas significativamente distintas
respecto al control que fue de 134.8 £ 2.6 s.

A —o—Salino W Salino

= ousorosmots oo
—€—CuSO04 0.3 mg/kg N
—A—CuS04 1 mg/kg
—@—CuS04 3 mg/kg

os}

125 4

N
a
o

BCuSO4 1 mglkg
ECuS04 3 mg/kg

100

N
o
=]

75 1

i
13
o

50 +

25 1 Z §§‘§ i
0

(5:0) (05) (5-10) (10-15) (15-20) (20-25) (25-30) (30-35) (35-40) (40-45) Total

=
o
=]

Frotamiento/gratage (s)

a
=]

Frotamiento/gratage (s)

o

Tiempo (bloques 5-min)

Fig. 20. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage expresado en segundos, observado con la
administracion de salino y las diferentes dosis de CuSO,. B. Disminucion dosis dependiente del tiempo de
frotamiento/gratage observado con la administracion de suero fisiologico y las distintas dosis de CuSO, en el
Tiempo Total de observacion. ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni
(**p<0.01; ***p< 0.001).

Efecto antinociceptivo de la administracion de ketamina en el test de la formalina
orofacial

Ratones sanos: La administracion de ketamina produjo una disminucion dosis dependiente de
la conducta nociceptiva de frotamiento/gratage (Fig. 21A y 21B) en animales sanos. Para el
Tiempo Total de observacion del test de formalina orofacial se obtuvieron respuestas
nociceptivas con las dosis de ketamina de 0.3, 1, 3y 10 mg/kg de 186.6 + 7.8 s (NS), 148.8 £
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4.0 s (p< 0.05), 101.6 £ 4.4 s (p< 0.001) y 80.4 + 4.2 s (p< 0.001), respectivamente (n=5),
siendo las tres dosis mas altas significativamente distintas respecto al control.
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Fig. 21. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage expresado en segundos, observado con la
administracion de salino y las diferentes dosis de ketamina en animales sanos. B. Disminucion dosis dependiente
de la conducta nociceptiva observada con la administracion de salino y las distintas dosis de ketamina en el
Tiempo Total de observacion. ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni
(*p<0.05; ***p< 0.001).

Ratones neuropaticos: La administracion de ketamina en animales neuropaticos produjo una
disminucion dosis dependiente de la conducta nociceptiva de frotamiento/gratage (Fig. 22A 'y
22B).
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Fig. 22. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage, observado con la administracion de salino y las
diferentes dosis de ketamina en animales neuropéticos. B. Efecto dosis dependiente de la conducta nociceptiva
observada con la administracion de salino y las distintas dosis de ketamina en el Tiempo Total de observacion.

ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni (***p< 0.001).

Para la fase total de observacion las dosis de ketamina de 0.3, 1, 3 y 10 mg/kg
produjeron en el test de la formalina orofacial, respuestas nociceptivas de 131.2 + 8.2 s (NS),
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115.2 + 5.6 s (NS), 64.8 £ 3.1 s (p< 0.001) y 34.6 = 1.6 s (p< 0.001), respectivamente (n=5),
siendo las dos dosis més altas significativamente distintas respecto al control.

Efecto antinociceptivo de la administracion de la asociacion CuSOa/ketamina en el test

de formalina orofacial

Ratones sanos: La administracion de la asociacion de CuSO4 y ketamina en proporciones
equiefectivas de la dosis efectiva 50 (DEsp), en animales sanos produjo una disminucion dosis-
dependiente de la respuesta nociceptiva (Fig. 23A y 23B). Para el Tiempo Total de
observacion, la asociacion CuSOa/ketamina en proporcion de un 1/8 de la DEsy produjo una
respuesta nociceptiva de 172.8 + 5.0 s (NS), para 1/4, 1/2, y la DEs, se obtuvieron valores de
frotamiento/gratage de 123.4 + 6.4 s (p<0.001), 90.3 + 8.1 s (p<0.001) y 77.9 £ 5.1 s
(p<0.001), respectivamente, (n=5), siendo las tres dosis mas altas significativamente diferentes

del control.
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Fig. 23. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage, observado con la administracion de salino y las
diferentes dosis en proporciones de la DEsy de la asociacion de CuSO, y ketamina en ratones sanos. B. Efecto
dosis dependiente de la conducta nociceptiva observada con la administracion de salino y las distintas dosis en
proporciones de la DEsy de la asociacion de CuSO, y ketamina en el Tiempo Total de observacién. ANOVA de

una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni (***p< 0.001).

Ratones neuropaticos: La administracion de la asociacién de CuSO, y ketamina en animales
neuropaticos en proporciones equiefectivas de la dosis efectiva 50 (DEsg), produjo una
disminucion dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva (Fig. 24A y 24B). Para el Tiempo
Total de observacion, la asociacion CuSO4- ketamina en proporcion de un 1/8 de la DEs
produjo una respuesta nociceptiva de 115.3 £ 6.0 s (p<0.05), para 1/4, 1/2, y la DEs, se
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obtuvieron valores de frotamiento/gratage de 96.7 £ 2.9 s (p<0.001), 73.0 + 1.4 s (p<0.001) y

54.0 £ 4.3 s (p<0.001), respectivamente, (n=7), todos ellos significativamente diferentes del
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Fig. 24. A. Curso temporal del tiempo de frotamiento/gratage, observado con la administracion de salino y las
diferentes dosis en proporciones de la DEg, de la asociacion de CuSO,4 y ketamina. B. Disminucion dosis
dependiente de la conducta nociceptiva observada con la administracion de salino y las distintas dosis en
proporciones de la DEs, de la asociacion de CuSO, y ketamina en el Tiempo Total de observacion. ANOVA de

una via seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni (*p<0.05; ***p< 0.001).

Calculo DEsp: A partir de los datos de efecto antinociceptivo obtenidos con las distintas dosis
crecientes de CuSO, y ketamina, se realiz6 el célculo de la DEsp, la que para CuSQO, fue de
1.40 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre 1.02 mg/kg y 1.91 mg/kg y la DEsg
para ketamina fue de 5.73 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre 4.26 mg/kg y de
7.72 mg/kg (Fig. 25A y 25B). Se calcul6 la DEs de la combinaciéon de CuSO, y ketamina.
Esta fue de 4.47 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre 3.62 mg/kg y de
5.51 mg/kg (Fig. 25C). Al realizar el anélisis isobolografico se observd un efecto de tipo
aditivo de esta asociacion en relacion a cada farmaco por separado (NS), con un indice de
interaccion de 1.254 (Fig. 25D).

Un estudio similar se realizd para los animales neuropaticos, donde la DEsy, para
CuSO, fue de 1.24 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre 0.85 mg/kg y 1.82
mg/kg y la DEs para ketamina fue de 3.29 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre
2.55 mg/kg y de 4.26 mg/kg (Fig. 26A y 26B). Se calculé la DEsy de la combinacion de
CuSO, y ketamina. Esta fue de 2.87 mg/kg con un intervalo de confianza de 95% entre 2.36

mg/kg y de 3.49 mg/kg (Fig. 26C). Al realizar el analisis isobologréfico se observo un efecto
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de tipo aditivo de esta asociacion en relacion a cada farmaco por separado (NS), con un indice
de interaccion de 1.265 (Fig. 26D).
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Fig. 25. Curvas dosis- respuesta del efecto antinociceptivo de (A) CuSO,, (B) ketamina, (C) CuSO4/ketamina en
log de la dosis en animales sanos. Con linea punteada las DEg, D. Isobolograma de la interaccion
CuSOg/ketamina, para el Tiempo Total de observacion del test de formalina. El circulo lleno representa el punto

de aditividad tedrica de la mezcla, y el circulo vacio corresponde al punto experimental. Prueba t de student (NS).
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Fig. 26. Curvas dosis- respuesta del efecto antinociceptivo de (A) CuSO,, (B) ketamina, (C) CuSOg4/ketamina en
log de la dosis en animales neuropéticos. Con linea punteada las DEsy D. Isobolograma de la interaccion
CuSOQOy/ketamina, para el Tiempo Total de observacion del test de formalina. El circulo lleno representa el punto

de aditividad teorica de la mezcla, y el circulo vacio corresponde al punto experimental. Prueba t de student (NS).
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La accion antinociceptiva de cobre en animales sanos comparada a animales
neuropaticos no dio resultados estadisticamente diferentes al comparar las DEsy del CuSO,
(Fig. 27A). Si hubo diferencias estadisticas al comparar las DEsg de la ketamina entre animales
sanos y neuropaticos (27B), y las DEsg de la asociacion CuSQO, /ketamina (Fig 27C), con una

significancia de p<0.01.
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Fig. 27. A. Efecto antinociceptivo de la administracion de CuSO, en ratones sanos y neuropaticos en el test de
formalina orofacial (DEs, = 1.40 mg/kg vs 1.24 mg/kg). B. Efecto antinociceptivo de la administracion de
ketamina en ratones sanos y neuropaticos (DEsy, = 5.73 mg/kg vs 3.29 mg/kg). C. Efecto antinociceptivo de la
administracion de la asociacion CuSO,- ketamina en ratones sanos y neuropdticos (DEsy, = 4.47 mg/kg vs 2.87

mg/kg). Comparaciones estadisticas mediante t de student (** p<0.01).

Duracion del efecto antinociceptivo del sulfato de cobre evaluado en el test de alodinia al
frio.

Se estudio la duracién del efecto del CuSQO, en ratones con neuropatia trigeminal
realizada mediante ligadura parcial del nervio infraorbitario. Se realizaron las mismas

mediciones mediante test de acetona orofacial previo a la cirugia y a los 3, 7, 10 y 14 dias para
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evaluar la instauracion de la neuropatia. Los animales fueron utilizados al dia 14 para el
experimento y se realizaron mediciones sucesivas mediante test de acetona al 90% cada 15
minutos para evaluar la evolucién de los tiempos de frotamiento/gratage, en el transcurso del
tiempo, en ratones con salino y otro grupo con la DEsy de CuSO, correspondiente a los
animales neuropaticos (1.24 mg/kg) y se encontraron diferencias significativas con el grupo
salino a los 30 minutos de medicién (Fig. 28 A). El éarea bajo la curva de los delta obtenidos
entre el grupo de salino y con CuSO,4 mostré diferencias estadisticamente significativas
(p< 0.01) (n=6) (Fig. 28B).
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Fig. 28. A. Duracion del efecto de la administracion de la DEsy de CuSO, en el transcurso del tiempo expresado
como delta en segundos de la respuesta de frotamiento/gratage en el test de formalina orofacial. ANOVA de
medidas repetidas seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni (*p<0.05). B. Area bajo la curva
expresada en delta en segundos de la respuesta de frotamiento/gratage, obtenida con la administracion de la DEs
de CuSQ,. Prueba t de student (**p<0.01).

3. Evaluacién del efecto antinociceptivo de la administracion cronica de CuSQO, en el

modelo de neuropatia espinal.

Se estudio el efecto antinociceptivo de la administracion cronica de CuSO4 mediante la
infusion por bombas Alzet en ratones con neuropatia espinal a través del test de hot plate. Se
observo un aumento del tiempo de latencia, expresado como delta en segundos, entre los dias
7 y 14 post-cirugia, dias en los que los animales recibieron la dosis de CuSO,4 en forma

cronica, correspondiente a la DEsq (0.87 mg/kg/h) (Fig. 29).
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Fig. 29. Efecto antinociceptivo de la administracién crénica de la DEsy/h de CuSQO, en el test de hot-plate. La
linea roja indica el tiempo que la bomba Alzet entregd el CuSO, Anova de medidas repetidas seguido del test de

comparaciones multiples de Bonferroni (***p<0.001).

4. Medicion de la actividad glial mediante la cuantificacion de la proteina GFAP en los
dos modelos neuropaticos y con la administracion cronica de CuSOy4 en el modelo de

neuropatia espinal.

Se estudid la expresion del marcador astrocitario GFAP en ratones con neuropatia
espinal y trigeminal realizando la cuantificacion a partir de médula espinal y tronco encéfalo,
respectivamente, a los 7 y 14 dias post-cirugia. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos controles y los animales neuropaticos (NS) (n= 6).

Posteriormente, se estudio el efecto de la administracion cronica mediante bomba Alzet
de la DEsp (0.87 mg/kg/h) de CuSO, entre el dia 7 y 14 post cirugia sobre la expresion de
GFAP en ratones con neuropatia espinal y se observé una disminucién estadisticamente
significativa de la expresion de GFAP en las muestras de médula espinal extraidas el dia 14
post cirugia (p<0.001) (n=8) (Fig. 30).
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Fig. 30. Expresion de la proteina GFAP en la médula espinal y tronco encéfalo de animales con neuropatia

espinal y trigeminal, respectivamente. Muestras obtenidas a los 7 y 14 dias post cirugia. Efecto del CUSO,

administrado crénicamente. ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni (***p<0.001).
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DISCUSION

El Cu®* ha sido estudiado y ha mostrado evidencias de cumplir un rol antinociceptivo
en el dolor agudo, sin embargo, en el dolor crénico su participacién ha sido escasamente
estudiada. El presente trabajo permitié conocer mas sobre la participacion del Cu®* en dos

modelos animales de dolor cronico neuropaético.

Los presentes resultados mostraron que el CuSO, fue capaz de producir un efecto
antinociceptivo dosis dependiente en ambos modelos de dolor neuropético utilizados en el
estudio. Lo mismo ocurri6 para ketamina y la asociacion de ambos farmacos. Esto esta de
acuerdo a lo esperado ya que es sabido que ketamina al ser un antagonista NMDA actla
disminuyendo la hiperalgesia y alodinia presentes en el dolor cronico (Hocking et al., 2007).
El efecto antinociceptivo mostrado por el CuSO, coincide también con lo obtenido en otros
estudios como el de Tamba et al. (2013) y Gumilar et al. (2012), donde también se obtuvieron
efectos antinociceptivos de parte del Cu?* ya sea en la forma de sales de cobre o como

complejos que incluyen Cu?* en su composicién.

Respecto a la interaccion entre CuSO, y ketamina, se obtuvo un efecto de sinergia en el
modelo intraplantar, tanto para animales sanos como neuropaticos, lo que da cuenta que a
nivel espinal se produce una potenciacion del efecto de ambos farmacos, probablemente
mediante la interaccion de ketamina con el receptor NMDA y a la accion de CuSO,4 que
bloquea este mismo receptor probablemente en otro sitio de unién que ketamina, y
posiblemente debido a la accién del CuSO, sobre otros receptores del sistema nervioso
involucrados en el dolor crénico como los canales de Na*, Ca** y también receptores GABA,
AMPA y purinérgicos P2X4 y P2X7. Por otro lado, en el modelo orofacial se observo sélo un
efecto aditivo entre ambos farmacos. Estas distintas interacciones obtenidas mediante
isobolograma entre ambos modelos dan cuenta de las diferencias existentes entre el sistema
nociceptivo espinal y trigeminal, respecto a la distribucion de receptores y mecanismos
participantes (Hargreaves et al., 2011). Ya que a pesar que a menudo se ha tendido a
relacionar de manera homdloga el sistema trigeminal y espinal, se sabe a raiz de distintos

estudios que existen diferencias entre ambos sistemas, a ejemplo, ciertas porciones del
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subnucleo caudalis del nucleo espinal trigeminal estan organizadas de manera distinta que el

sistema espinal (Bereiter et al., 2000).

Por otro lado, a nivel trigeminal donde se obtuvo una interaccion aditiva entre CuSO4y
ketamina, sus efectos serian de simple sumacién posiblemente debido a una distinta
localizacion de receptores y diferencias entre los mecanismos nociceptivos en los que estan

involucrados estos farmacos (Rang y Dale, 2012; Tallarida, 2001).

Respecto al efecto antinociceptivo obtenido mediante las DEsy se puede afirmar que
tanto CuSO, y ketamina, y la asociacion de ambos tuvieron una mayor potencia en la
condicién neuropética en comparacion con los animales sanos, lo que seria indicativo de una
mayor sensibilidad a los farmacos bajo esta condicion, probablemente debido a las
condiciones especificas de activacion de receptores, vias de fosforilacion, liberacion de
citoquinas y activacién microglial y astrocitaria, que se dan en el dolor neuropatico (Basbaum
et al., 2009).

Respecto a los porcentajes de efecto antinociceptivo del CuSO, obtenidos en el
presente estudio estos fueron superiores a los obtenidos por Tamba et al. (2013), ya que se
obtuvo porcentajes de antinocicepcion de hasta 66.1% en el test de formalina intraplantar,
mientras que en el test orofacial se obtuvieron porcentajes de hasta 62.5%. En el estudio de
Tamba et al. (2013) se obtuvieron efectos antinociceptivos de hasta 28.6% en el hot plate y
Tail Flick test y de 57.28% en el Writhing test. Al comparar con el estudio de Gumilar et al.
2012, quienes estudiaron el efecto antinociceptivo de dos complejos de cobre, en el test de
formalina ambos complejos presentaron una marcada inhibicion de la respuesta nociceptiva
que fue superior a la mostrada por fenoprofeno en forma individual. En el Whriting test los
complejos de cobre también demostraron un potente efecto antinociceptivo con porcentajes de

inhibicidn de 89.7% y 92.1% versus un 45.2% para la sal de fenoprofeno.

Los presentes resultados obtenidos mostraron que el efecto antinociceptivo del CuSO,
tiene una duracion significativa hasta los 30 minutos aproximadamente, al ser administrado en
forma aguda por via intraperitoneal, en ambos modelos de dolor neuropético, lo que es

comparable al estudio de Tamba et al. 2013, quienes obtuvieron en el test de hot plate valores
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de latencia significativos hasta los 30 minutos al administrar cloruro de cobre en ratones en

forma aguda.

Respecto a la caracterizacion molecular del efecto de CuSO4 en nuestros experimentos
no se evidencié una sobreexpresion del marcador de astrocitos GFAP, en ninguna de las dos
neuropatias, espinal o trigeminal ni a los 7 ni a los 14 dias post-cirugia, a diferencia de lo que
ha sido descrito en otros estudios como el de Garrison et al., 1994, donde se ha evidenciado
una sobreexpresion de GFAP en animales neuropaticos, lo que es indicativo de la activacion
de astrocitos en la condicion de dolor neuropatico (Gosselin et al., 2010). Sin embargo, se
observo una disminucion de la expresion de GFAP en los animales con neuropatia espinal que
recibieron administracion continua de CUSO, durante 7 dias, lo que seria indicativo de la
disminucion de la actividad glial en estos animales, contribuyendo con esto al proceso de
antinocicepcion y disminucion de los procesos de facilitacion del dolor (Milligan y Watkins,
2009). Esta disminucion de la expresion de GFAP podria atribuirse al efecto que estaria
ejerciendo el Cu* a nivel de la glia, especificamente de los astrocitos, posiblemente
modulando su actividad y en este caso produciendo una disminucion de su activacion (Halassa
et al., 2006).

En lo que concierne a los efectos patologicos del cobre, estos se producen
generalmente en presencia de alteraciones genéticas especificas que producen la acumulacion
del cobre en el organismo. El organismo en condiciones normales, es capaz de regular
estrechamente las concentraciones fisioldgicas de Cu®*, por lo cual la administracién de Cu?
como parte de tratamiento analgésico no deberia suponer un riesgo en ese sentido, pudiendo
por lo tanto, considerarse el sulfato de cobre como un potencial agente adyuvante en la terapia
analgésica. Gumilar et al. (2012) estudiaron los riesgos de toxicidad del Cu®* como complejo
en un modelo en ratones y no reportaron alteraciones significativas en los parametros de

evaluacion de toxicidad.

Finalmente, creemos que los resultados obtenidos son indicativos del potencial que
poseen las sales de cobre, especificamente el sulfato de cobre para ser una opcion terapéutica
adyuvante de bajo costo en el tratamiento del dolor crénico neuropatico. Considerando ademas

investigaciones en curso del laboratorio en donde se esta estudiando el efecto antinociceptivo
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del CuSO, asociado a analgésicos como tramadol, y metadona, es posible esperar un posible
efecto potenciador del cobre junto a otros analgésicos para poder utilizarlo como adyuvante en
la terapia del dolor cronico, basandose para esto en que las sales de cobre poseen un efecto
inhibitorio significativo sobre los mecanismos espinales que participan de la sensibilizacion

central.

Serén necesarias a futuro, otras investigaciones para dilucidar el rol antinociceptivo del
CuSO, asociado a otros AINEs como metamizol o paracetamol, para poder respaldar las
hipdtesis planteadas anteriormente. También es de interés caracterizar a nivel
electrofisiologico la accion de las sales de cobre en modelos de dolor neuropéatico para
dilucidar si su efecto antinociceptivo ocurre a nivel de la médula espinal, asi como también
poder seguir investigando la posible sobreexpresién del marcador GFAP en condiciones de
neuropatia, y si la administracion cronica de CuSQOy revierte a nivel de médula espinal la
sobreexpresion de este y otros marcadores moleculares de dolor neuropatico tales como la
subunidad NR2B del receptor NMDA, BDNF, IL-1B, entre otros.
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CONCLUSIONES

La administracién de CuSQ,, ketamina y la asociacion de ambos produce un efecto
antinociceptivo dosis dependiente en el tiempo total de observacion del test de

formalina intraplantar y orofacial.

La interaccion entre CuSO,4 y ketamina produce un efecto de tipo supraaditivo o

sinérgico en el test de la formalina intraplantar.

La interaccion entre CuSO, y ketamina produce un efecto de tipo aditivo en el test de

la formalina orofacial.

La duracion del efecto de la administracion de CuSO,4 en animales neuropaticos fue

estadisticamente significativa hasta los 30 min en ambos modelos.
La administracion de CuSO4 en forma cronica produjo un efecto antinociceptivo.

No se evidencio una sobreexpresion de la proteina GFAP en los animales neuropaticos,

alos 7 o 14 dias post-cirugia.

La administracion crénica de CuSO,4 produjo una disminucion significativa de la

expresion de GFAP en animales con neuropatia espinal.
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