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RESUM

El dolor cronic és un problema de salut complex i greu que habitualment va associat a
altres patologies com la depressid, I’ansietat o el trastorn de consum de drogues. Es
interessant remarcar que el cortex prefrontal (CPF) esta involucrat tant en el processament
del dolor com en les seues comorbiditats. L’evidéncia clinica suggereix que les
alteracions relacionades en els astrocits 1 en I’expressio d’un dels seus transportadors de
glutamat, en concret el GLT-1, estan relacionades en la cronificacié del dolor i en
I’aparici6 de comorbiditats, encara que el paper del CPF no esta massa estudiat. Els
astrocits, ubicats en el sistema nervids central, juguen un paper essencial en la regulacio
i manteniment de 1’homeostasi del glutamat, neurotransmissor excitador per excel-léncia
de la via del dolor. En aquest treball s’estudia, en preséncia de dolor inflamatori, el nivell
d’astrocits presents en el CPF de rates femella i mascle, aixi com 1’expressio del
transportador de glutamat GLT-1. Per tal d’induir el dolor inflamatori, s’ha emprat una
injeccio d’Adjuvant Complet de Freund (CFA) subcutania a la superficie plantar. La
quantificacié d’astrocits s’ha realitzat mitjangant una immunohistoquimica per detectar
GFAP, proteina expressada només  pels astrocits; mentre que 1’expressio del
transportador de glutamat 1 (GLT-1), s’ha estudiat a través d’una
immunoelectrotransferencia. Els resultats obtinguts son sexe-dependents, és a dir, només
s’han detectat diferéncies estadisticament significatives en rates femella. De fet, s’ha
observat que el dolor inflamatori augmenta la quantitat d’astrocits i I’expressioé de GLT-
1 en certes subregions del CPF de les femelles. Aquestes dades poden ser importants a
I’hora d’iniciar una nova investigacié per trobar noves dianes terapéutiques dirigides i

més individualitzades en un futur.

Paraules clau: dolor inflamatori, cortex prefrontal, astrocits, glutamat, GLT-1.



ABSTRACT

Chronic pain is a complex health burden which is usually associated to other pathologies
such as depression, anxiety, and drug abuse disorders. Interestingly, prefrontal cortex
(PFC) plays a role in both pain processing and its comorbidities. Clinic evidence suggests
that alterations related to astrocytes and one of their glutamate receptors known as GLT-
1 are associated with pain chronification and the development of its comorbidities, even
though the role of PFC is not very clear yet. Astrocytes within the central nervous system
are involved in glutamate homeostasis regulation and maintenance, which is the main
neurotransmitter in pain-related neural pathways. Herein, we study how inflammatory
pain alters astrocytes levels and GLT-1 expression in PFC from male and female rats. To
do so, we used a subcutaneous injection of Complete Freund Adjuvant (CFA) in the hind
paw. Astrocytes’ quantification was carried out by using immunohistochemistry to detect
GFAP, a protein only expressed by astrocytes, whereas GLT-1 expression was studied
with western blotting. The obtained results are sex-dependent since only female rats
showed statistically significant differences. In fact, we observed that inflammatory pain
increases the number of astrocytes and GLT-1 expression in some PFC subregions in
female rats. These findings might be relevant regarding future investigations to find new
therapeutical targets and better individualised treatments.

Key words: inflammatory pain, prefrontal cortex, astrocytes, glutamate, GLT-1.
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1. INTRODUCCIO

L’ Associacio Internacional per 1’Estudi del Dolor defineix el dolor com “una experiéncia
sensitiva i emocional desagradable, associada a una lesio tissular real o potencial” (Raja
et al., 2020). El dolor és una patologia prou complexa, ja que comprén components
sensorials, emocionals, cognitius i motivacionals (Seminowicz i Moayedi, 2017). Aixi i
tot, ens adverteix sobre possibles danys als teixits del nostre organisme i és considerat

com un mecanisme de proteccié (Woolf, 2010).

Atenent a ’origen del dolor, pot classificar-se en tres grups: nociceptiu, inflamatori i

patologic. El primer s’activa en preséncia d’estimuls intensos, t¢ un paper protector i
requereix un reflex immediat. El dolor inflamatori és provocat per I’activacio del sistema
immunitari quan hi ha lesié o infeccid tissular i esta implicat en el procés de curacié. Per
ualtim, el patologic es relaciona amb el dany del sistema nervids (neuropatic) o0 amb una

alteracio en la funcionalitat (Woolf, 2010).

Tot i que el dolor fisiologic té una funcid protectora, aquest pot adoptar un caracter
patologic i anar associat a inflamacid, neuropatia, cancer o diabetis per exemple (Kuner,
2010). El dolor inflamatori i el neuropatic promouen una série de canvis a nivell cel-lular
i molecular que contribueixen al desenvolupament de dolor cronic (Descalzi et at., 2015).
La sensibilitzacio central és una forma de plasticitat sinaptica en la medul-la espinal i el
cervell (Ji et al., 2019), és un procés patologic que consisteix en un descens del llindar
del dolor i una percepcio alterada dels estimuls. Els seus simptomes inclouen la
hiperalgésia (sensacié de dolor augmentada en estimuls dolorosos Ileugers) i al-lodinia
(dolor associat a estimuls no dolorosos) representades en la Figura 1 i dolor espontani
(Bleakman et al., 2006).
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Figura 1. Manifestacions del dolor cronic. L’al-lodinia es correspon a una resposta dolorosa patologica
a estimuls benignes. La hiperalgesia s’associa a respostes exagerades en preséncia d’estimuls dolorosos.
Figura obtinguda de Kuner, 2010.



També és possible classificar el dolor considerant la duracio dels simptomes. Per una

banda, el dolor agut té una duraci6 limitada en el temps, esta localitzat en una area
concreta i ens serveix d’alerta. D’altra banda, el dolor cronic té una duracio superior a 3

mesos 1 s’associa amb un component psicologic.

El dolor cronic representa un problema de salut important en Europa, és considerat una
de les primeres causes de discapacitat a llarg termini a nivell global i en conseqiiencia,
suposa un gran impacte social i economic. (Reid et al., 2011; Vos et al., 2016). A més,
s’ha detectat que el 18% de la poblacié de paisos en desenvolupament pateix dolor cronic
i s’ha observat un increment de prevalenca en dones i persones majors de 30 anys (Nunes
et al,. 2019). Les condicions del dolor cronic que mostren un augment de la prevalenga
amb I'edat, com la fibromialgia, també mostren diferéncies sexuals prominents, mostrant
una major prevalenca en dones que en homes (Ro et al., 2019). Les dades obtingudes per

la literatura mostren clarament una diferencia entre géneres.

Majoritariament, els trastorns del dolor s’inicien amb lesions o malalties, pero la seua
evolucio també es veu afectada per factors emocionals, socials i economics (Nicholson i
Verma, 2004). El dolor cronic és una patologia complexa que sovint es vincula a
I’ansietat, la depressio, 1’addicci6 a drogues o fins i tot I’insomni (Bilevicius et al., 2020).
Tant el dolor cronic com els trastorns de 1’estat d’anim son condicions inhabilitants que
disminueixen significativament la qualitat de vida de I’individu (Feingold et al., 2018;
Humo et al., 2019). La interrelacié entre el dolor i les seues comorbiditats és complexa i
pot suposar un greu problema per als pacients. Sén diverses les comorbiditats
neuropsiquiatriques que presenten els pacients amb dolor cronic, de nou amb major

prevalenca en el cas de les dones (Leibenluft, 1999).

Una de les comorbiditats comunes és I’alteracio del son. Les persones amb dolor cronic
tenen problemes per iniciar i mantenir el son; alhora, la privacié del son produeix una

disminuci6é del llindar de dolor i1 I’aparicié de rigidesa muscular (Nicholson 1 Verma,

2004).

Pero sense dubte, les comorbiditats més habituals sén els trastorns de tipus depressiu.
Fins al 54% de pacients amb dolor cronic pateixen depressié (Feingold et al., 2018). La
preséncia d’aquest estat d’anim incrementa la sensacio de dolor i viceversa (Ong et al.,
2019). La comorbiditat amb I’ansietat és semblant, els components conductuals i afectius

de I’ansietat exacerben el dolor i I’ansietat pot contribuir a la cronicitat del dolor (Beesdo



et al.,, 2009). A mes, ambdos tenen en comu alguns factors predisposants com I’alta

sensibilitat a les lesions, la sensacid d’impoténcia o la tendéncia al catastrofisme entre

altres (Csupak et al., 2018).

Finalment, els pacients amb dolor i amb problemes d’addiccio a alguna droga, solen tenir
multiples problemes psicologics, psiquiatrics i comorbiditats mediques incloent la
polimedicacio, de manera que tots interactuen entre si de manera complexa. Les multiples
comorbiditats semblen jugar un paper important en la cronificacio del dolor i en I’aparicio
de simptomes adversos associats (Manhapra i Becker, 2018). A més, evidencies
cientifiques en humans i en animals d’experimentaci6é mostren que existeixen diferéncies
de génere en la neurobiologia de les addiccions (Filligim, 2000) i del dolor (Fillingim et
al., 2009). Inclus, certs articles mostren una diferent sensibilitat del genere femeni als
simptomes emocionals negatius de les drogues en 1’addiccid, sent més sensibles a ells

(Mogil et al., 2003).



2. ANTECEDENTS

2.1. Breu repas a I’anatomia del dolor

La percepcio del dolor sorgeix a través d’una complexa cascada de senyalitzacid
periférica, processament central, activacio cortical i finalment, una resposta conductual.

Aquest procés es veu reflectit en la Figura 2.

Els receptors encarregats de replegar la informacio del dolor s'anomenen nociceptors.
Aquests receptors sén responsables de traduir esdeveniments potencialment perjudicials
en senyals neuronals per produir una resposta conductual adequada (Fenton et al., 2015).
Es tracta de terminacions nervioses lliures situades en els teixits periférics que poden

respondre a estimuls mecanics, térmics o quimics (Pinho-Ribeiro et al., 2017).

Els nociceptors s’exciten unicament quan 1’estimul dolorés supera un llindar, aquesta
informacio es propaga al llarg de les neurones aferents primaries fins a la medul-la
espinal. (Elman i Borsook, 2016). Aquestes neurones tenen una morfologia especial
anomenada pseudo-unipolar, contenen un axé dividit en dues branques. Mentre que la
branca periférica del nociceptor respon als estimuls ambientals, tant la branca periferica
com la central poden ser objectiu d’una serie de molecules endogenes que regulen la seua
sensibilitat (Basbaum et al., 2009). Les neurones sorgeixen des de la medul-la espinal cap
a la part dorsal del cervell, es troben en I'origen de multiples vies ascendents, incloent-hi
els tractes espinotalamics i espinoreticulatamics, que porten missatges de dolor al talem i
al tronc cerebral, respectivament. (Basbaum et al., 2009; Kuner, 2010). La informaci6
ascendent tamb¢ accedeix a la materia grisa periaqiieductal (PAG), on s’integren les dades
nociceptives i es regula la resposta descendent (Elman i Borsook, 2016). Tot aquest

procés es troba representat en la Figura 2.
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Figura 2. Anatomia de la via del dolor. Els nociceptors aferents primaris transmeten informacié a les
neurones dins de la banya dorsal de la medul-la espinal. Algunes de les neurones de projeccio que parteixen
de la medul-la espinal transmeten informacié al cortex somatosensorial a través del talem (tracte
espinotalamic, linia verda), obtenint informacid sobre la ubicaci6 i la intensitat del dolor. Altres neurones
de projeccio arriben als tronc de cerebral i I’amigdala pel tracte espinoparabraquial (linia blava), associat
més als components emocionals i aversius de 1’estimul dolorés. La informacio ascendent també accedeix a
les neurones de la medul-la ventral rostral i el PAG per involucrar sistemes de retroalimentacié descendent
que regulen la sortida de la medul-la espinal (linia groga). Figura extreta de Basbaum et al., 2009.

Les estructures neurals que intervenen el dolor son plastiques, és a dir, modificables. La
plasticitat induida per la malaltia pot ocorrer tant a nivells estructurals com funcionals i
pot manifestar-se com canvis en les sinapsis (potenciacio pre- i post-sinaptica), canvis
moleculars (modificacions transcripcionals) o en la funcié cel-lular (augment de

I’excitabilitat i d’activitat espontania) (Kuner, 2010).

2.2. Funcio6 del cortex prefrontal (CPF) en el processament del dolor

Diverses regions corticals s’activen simultaniament en presencia d’un estimul doloros,
entre elles el cortex prefrontal (CPF) (Fenton et al., 2015). Aquesta zona esta implicada

en el processament cognitiu, afectiu i sensorial. Generalment s’encarrega de dur a terme



respostes conductuals adequades i té capacitat de representar la informacio del medi
ambient i utilitzar-la per guiar el pensament, les accions i les emocions (Seminowicz i
Moayedi, 2017).

Aquesta area esta involucrada en el processament del dolor, ja que es troba connectada
amb altres arees cerebrals implicades com [’amigdala, el talem o el cortex
somatosensorial i, a més, intervé en la discriminacio de la seua intensitat i dels aspectes
espacials (Ong et al., 2019). EI CPF redueix la sensibilitzacio al dolor i suprimeix
I’activacio d’algunes arees cerebrals com I’amigdala o el talem en preséncia d’un estimul
dolorés (Brascher et al., 2016). Alguns estudis en models de dolor, han mostrat una
disminucio en el volum de materia grisa i en la grossor del CPF en pacients amb dolor
cronic, a més de la seua reversio parcial en alleujar el dolor (Davis i Moayedi, 2013). Per
altra banda, també s’han trobat alteracions de la transmissio sinaptica. Per exemple, en el
cortex cingulat s’observa una millora en la transmissié glutamatérgica aplicant un model
de dolor inflamatori amb I’ Adjuvant Complet de Freund (CFA) (Ji et al., 2007; Ong et
al., 2019).

Com s’ha comentat anteriorment, el dolor cronic té com a comorbiditats la depressio,
I’ansietat i I’addicci6 a drogues. La preséncia d’un estat d’anim depressiu pot augmentar
la sensacid de dolor i viceversa. Estudis clinics i amb models animals han demostrat que
aquesta interaccio pot associar-se amb una activacio en el CPF (Bér et al., 2007; Ong et
al.,, 2019). També s’ha observat que el CPF, responsable de processar la informacio
basada en els senyals motivacionals i desenvolupar les respostes més adequades (Kalivas
et al., 2009), esta hiperactiu en les primeres etapes de 1’addiccio a drogues, va perdent
volum de matéria grisa (reducci6 de la densitat sinaptica) i com a consequencia, es perd
gradualment 1’autocontrol apareixent un comportament compulsiu (Goldstein i Volkow,
2011; Lewis, 2017). El CPF és una area important del sistema limbic, el qual té un paper
critic en els processos d’iniciaci6 i progressio de la dependéncia a la majoria de drogues

d’abus (Alasmari et al., 2018).

2.3. Paper dels astrocits en el dolor

De manera general podem dir que les cél-lules glials serveixen principalment per donar
suport fisic, estructural i metabolic a les neurones i aillar unes de les altres. Els astrocits

representen aproximadament el 20-40% de totes les cel-lules glials del sistema nervios
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central (SNC) (Herculano-Houzel, 2014). Son un tipus de cél-lula glial amb la funcio

principal de mantenir I’homeostasi de 1’espai extracel-lular (Scofield i Kalivas, 2014).

Els astrocits es troben units fisicament pel citosol mitjancant unions de tipus Gap, les
quals permeten el flux lliure d’ions, petits components cel-lulars i diverses molécules de
senyalitzacio a llarga distancia (Ji et al., 2019). En condicions fisiologiques, tal com es
mostra en la Figura 3, s’encarreguen de proporcionar suport a les neurones i preservar
I’homeostasi del glutamat, del potassi i de I’aigua (Ji et al., 2013). També formen part del
sistema glimfatic, un sistema de transport de fluids que serveix com a via de neteja de
productes residuals del SNC (Ji et al., 2019).

Potassium
Homostasis
K's *

Water Homeostasis

Pain Suppression in
Homeostatic Conditions

Or—<
» B Excnabrhly«»\ w

IFN-a

S

Glutamate

Homeostasis Intercellular

Signaling

Synaptogenesis

Presynaptic - Postsynaptic

Figura 3. Funcions principals dels astrocits en abséncia de patologia en el SNC. Les seues funcions
principals inclouen mantindre 1’homeostasi del glutamat, el potassi i 1’aigua; aillar les sinapsis i
proporcional suport metabolic a les neurones. Sent H,O: aigua; ATP: trifosfat d’adenosina; IFN-a:
interfer6-a. Figura obtinguda de Ji et al., 2019.

Els mediadors neuroinflamatoris i I’activacido d’astrocits podria ser responsable dels
canvis a nivell estructural, funcional i molecular associats a dolor patologic per augment

d’alliberament de neurotransmissors i excitacio neuronal (Ong et al., 2019).

Alguns estudis suggereixen que una série de trastorns neurologics, incloent el dolor
cronic, poden ser resultat d’una gliopatia (Ji et al., 2018). Després d’estimuls dolorosos,
les cél-lules glials exhibeixen alteracions funcionals i morfologiques com la desregulacid
de transportadors de glutamat en la membrana dels astrocits de la medul-la espinal i
regions cerebrals com el CPF o I’amigdala (Ji et al., 2019; Mayegowda i Thomas, 2019).
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La perdua de la seua funcié produeix alteracions homeostatiques, provocant la
hiperactivitat neuronal com a conseqiiéncia d’alts nivells extracel-lulars de glutamat i
potassi, la qual cosa pot desencadenar neurotoxicitat i dolor cronic (Figura 4). A causa de
la gliopatia, les ce¢l-lules glials deixen d’aillar el circuit del dolor i actuen com

amplificadors produint mediadors inflamatoris (Ji et al., 2018).

ESTIMULS DOLOROSOS

|

Alteracié astracits, —»  Alteracié en la regulacié
gliopatia sistemna glimfatic

}

Pérdua de ’lhomedstasi |

Neuroinflamacio

Alliberament de mediadors glials
i neuromoduladors
Plasticitat sinaptica o Comorbiditats del dolor
1 sinapsis excitatories - n Ansietat
| sinapsis inhibitories /,«:j’ﬂ'" Depressid
lr ,,.'jﬁ::"' Privacid del son
._r;,’I-" Deterioracié cognitiva

DOLOR CRONIC

Figura 4. Dolor cronic com a conseqiiéncia d’alteracions en els astrocits per estimuls dolorosos. Figura
modificada de Ji et al., 2019.

La sensibilitzacio central també esta impulsada per la neuroinflamaci6 en el sistema
nervids periferic 1 central. L’alliberament de citoquines glials proinflamatories
condueixen a la hipersensibilitat contribuint a la inducci6 de la hiperalgesia i I’al-lodinia,
de manera que el dolor perd la utilitat com a sistema d’alerta (Basbaum et al., 2009).
L’ augment sostingut d’aquests simptomes promou el dolor cronic generalitzat que s’estén

més enlla del lloc de lesio inicial. (Ji et al., 2019; Ji et al., 2018).

Relacionat amb el dolor i les seues comorbiditats, es creu que la pérdua d’astrocits pot
jugar un paper important en l’aparicié de trastorns de 1’estat d’anim (Rajkowska 1
Stockmeier, 2013). En el cas de la depressio, els astrocits mostren signes de degeneracid
i es redueixen en nombre, la qual cosa pot provocar una alteracio en el balang de la
neurotransmissio 1 la connectivitat sinaptica (Peng et al., 2015). Aquest fenomen s’ha

estudiat en el CPF (Sun et al., 2012) i es creu que pot ser causat parcialment per una



connexid intercel-lular defectuosa entre astrocits (llles et al., 2020). En el cas dels
trastorns de consum de droga, els astrocits del nucli accumbens pateixen adaptacions a
llarg termini que provoquen alteracions en I’homeostasi extracel-lular i, com a
conseqiiéncia, s’augmenta el risc de recaiguda en el trastorn de consum de drogues.
(Kruyer i Kalivas, 2021).

2.4. Homeostasi del glutamat: paper dels seus transportadors.

El glutamat és el neurotransmissor excitador primari relacionat amb la via del dolor (Ji et
al., 2019). La transmissié del glutamat és essencial per la funcionalitat del cervell,

incloent I’aprenentatge 1 la memoria.

Es creu que la majoria de les neurones aferents primaries que es projecten sobre les
neurones secundaries de la banya dorsal espinal son glutamatergiques. El dany a les
neurones aferents primaries desencadena una cascada d'esdeveniments plastics expressats
en l'augment de I'eficacia de la neurotransmissié glutamatergica a la banya dorsal espinal
(sensibilitzacio central) i, com a resultat, el desenvolupament de caracteristiques tipiques
del dolor neuropatic cronic ja comentades anteriorment: hiperalgésia i al-lodinia
(Gegelashvili i Bjerrum, 2019).

Per mantenir les concentracions no toxiques de glutamat, a banda de la difusio, és
necessari un sistema d’eliminacié de glutamat rapid a través dels transportadors de
glutamat (Rimmele i Rosenberg, 2016). La regulacié a la baixa dels transportadors de
glutamat es produeix simultaniament amb el desenvolupament de la hipersensibilitat als
estimuls termics o tactils en diversos models de dolor cronic persistent (Gegelashvili i
Bjerrum, 2017; Guo et al., 2019).

La transmissiod elevada del glutamat produeix efectes secundaris negatius, de fet, diverses
malalties neurologiques i psiquiatriques presenten un exces de glutamat extracel-lular i
perdua d'expressié del transportador aminoacid excitador 2 (EAAT2) (Takahashi et al.,
2015).

L’EAAT?2 també es coneix com el transportador de glutamat 1 (GLT-1) (Fenton et al.,
2015). Es tracta del principal responsable de la neteja del glutamat extracel-lular
(Holmseth et al., 2012). S’encarrega de mantenir I’homeostasi de glutamat en el SNC per

tal de prevenir la toxicitat neuronal i la hiperactivitat (Guo et al., 2019). Sota condicions



fisiologiques, aquest transportador s’expressa majoritariament en astrocits (Takahashi et
al., 2015).

El glutamat és alliberat per neurones presinaptiques per exocitosis, la seua concentracid
augmenta en 1’espai sinaptic i comenga a captar-se per I’astrocit. El transport de glutamat
esta mediat per les concentracions de sodi, potassi i protons (H*). Aquests gradients
electroquimics sén mantinguts per la Na*/K* ATPasa i proporcionen la forca motriu per
la recaptacio del glutamat representada en la Figura 5 (Rimmele i Rosenberg, 2016).

Asp or Glu

3Na*
Ho

K#

EAATs
Figura 5. Mecanisme de recaptacio del transportador de glutamat. EI GLT-1 transporta 3 Na+ i 1
H+ cap a I’interior i 1 K+ cap a I’exterior per cicle. Figura de Takahashi et al., 2015.

Una vegada el glutamat és recaptat per 1’astrocit, es converteix en glutamina a través de
la glutamina sintetasa. Aquesta és transportada de tornada a la neurona presinaptica i
despreés es converteix en glutamat de nou mitjancant la glutaminasa. Aquest procés també
contribueix al metabolisme energgtic, ja que el glutamat en 1’astrocit pot ser oxidat per
obtenir ATP (Lauriat i Mclnnes, 2007).

S'ha demostrat que 1’alteracio cronica de I'homeostasi de glutamat extracel-lular juga un
paper clau en la hiperexcitabilitat central de neurones de la medul-la espinal implicades
en la neurotransmissié del dolor, la qual cosa porta a diverses formes de dolor neuropatic
(Falnikar et al., 2016). A més, aquesta alteracié també esta implicada en trastorns

psiquiatrics com ara depressid, ansietat i trastorns relacionats amb la por (Jia et al., 2020).

En rosegadors, s’ha demostrat que 1’alteraci6 de cel-lules glials en el CPF és suficient
per induir comportaments depressius (Banasr i Duman, 2008; Czéh i Benedetto, 2013).
A més, altres investigacions han demostrat que els receptors de glutamat al nucli
accumbens (una area del cervell afectada tant en el dolor com en la depressid) poden
contribuir al desenvolupament de comportaments depressius associats amb el dolor cronic
(Benson et al., 2015).
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3. OBJECTIUS

El dolor cronic és un problema greu a nivell global. Nombroses investigacions assenyalen
a les alteracions en les cél-lules glials, en especial els astrocits, com a possible causa de
la persisténcia d’aquesta patologia. L’objectiu principal del treball és “avaluar I’efecte del
dolor infamatori tant sobre la poblacié d’astrocits com sobre un dels seus transportadors
de glutamat (concretament GLT-1) en el CPF en rates mascles i en rates femelles”. Per

realitzar-ho, s’ha emprat un model animal de dolor inflamatori per injeccié de CFA.

Per tal d’aconseguir aquest objectiu general i amb 1’as de les tecniques explicades a

continuacio, s’abordaran dos objectius especifics:

- Quantificar el nombre d’astrocits en les subarees del CPF en mascles i femelles

en preséncia i abséncia de dolor inflamatori.

- Investigar I’expressio de GLT-1 en el CPF en mascles i femelles en preséncia i

abséncia de dolor inflamatori.
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4. MATERIALS | METODES

4.1. Animals

Amb I’objectiu de dur a terme aquest projecte d’investigacio, s’han emprat 24 femelles i
24 mascles de rates Sprague Dawley (Evigo®, Barcelona, Espanya) de huit setmanes
d’edat. Per tal de reduir el nombre de rates emprades i de complir en les 3R, s’han utilitzat
els animals control d’un altre protocol de dolor inflamatori (procediment
2020VSC/PEA/0070). Aquests animals s’han mantingut en les instal-lacions del Servei
d’experimentaci6 animal de la Universitat de Valéncia aplicant cicles inversos de
llum/foscor (12/12h, s’encén la llum a les 22:00) a temperatura ambient (23 = 1°C) i
humitat controlada al 60%. Els animals es van allotjar en caixes de plastic estandard
(42x27x18 cm?), dividits en grups de 3 0 4 per caixa, amb accés a menjar i aigua ad
libitum durant el periode experimental. Els procediments de manipulacié animal descrits
en aquest treball han sigut realitzats per personal amb la titulacié adequada. La
metodologia experimental ha sigut aprovada pel Comité d’Experimentacié i Benestar
Animal de la Universitat de Valencia i per I’0organ competent (codi:
2020VSC/PEA/0070). A més, esta realitzada d’acord amb el EEC Council Directive
63/2010, la legislacid vigent espanyola (RD 53/2013) i les politiques de proteccié animal.

4.2. Inducci6 de dolor inflamatori

En primer lloc, els animals van estar una setmana junts per a habituar-se a la seua nova
localitzacio i després, se'ls va col-locar agrupats en caixes de plastic estandard per iniciar
el cicle invertit durant una setmana més. Es deixaren créixer fins I’adolescéncia tardana

0 joventut.

Per la induccido de dolor inflamatori s’empra CFA (Merk). El CFA és un agent
immunologic que augmenta la resposta antigenica, es compon de micobacteris inactivats
i liofilitzats en una solucid oliosa. Els animals es van dividir en quatre grups (n = 6/grup):
dos grups van rebre la injeccio en la superficie plantar de la pota posterior de 0,1 mL de
CFA diluit, mentre que els altres dos van rebre la injeccié del mateix volum pero en aquest

cas de solucid salina estéril. Després de 7 dies, els animals van ser sacrificats.

Aquest model de dolor inflamatori ha sigut validat pel nostre grup de recerca en

nombroses ocasions mitjancant el test de VVon Frey i el test de Hargreaves per tal de
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comparar els nivells de nocicepcié mecanica i termica respectivament entre animals
injectats amb CFA i animals injectats amb solucid salina. Tal com cal esperar, s’observa
una disminucid del llindar de nocicepcid en aquells animals tractats amb CFA (Hipdlito
et al., 2015; Campos-Jurado et al., 2019; Lorente et al., 2021).

4.3. Preparaci6 de la mostra i immunoelectrotransferencia.

Els animals, les mostres dels quals estaven destinades a la immunoelectrotransferencia,
(en concret 12 mascles i 12 femelles) van ser sacrificats mitjangant una sobredosi
d’isoflura. L’extraccid dels cervells es va dur a terme al fresc i de cada cervell es va
disseccionar el CPF. Per tal d’obtenir les proteines d’aquesta area, es va homogeneitzar
el teixit en tampo de lisi fred (0,5 mL de tampd de lisi cada 250 mg de teixit; 1% IGEPAL
CA-630, 20 mM Tris-HCI pH 8, 130 M NaCl, 10 mM NaF i inhibidor de proteases a
1’1%). Els extractes homogeneitzats es van mantenir en gel durant 30 minuts i
posteriorment, les mostres es van centrifugar a 13000 rpm durant 15 minuts a 4°C.
Finalment, el sobrenedant es va replegar per determinar la concentracié de proteines

mitjangant 1’Gs d’un kit d’assaig de proteines Bradford (Bio-Rad).

La immunoelectrotransferéncia s’ha emprat per determinar els nivells d’expressio de les
proteines d’interés per aquest estudi, en concret gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa
(GAPDH) i GLT-1, emprant-se GAPDH com a control de carrega. Amb aquesta finalitat,
es van utilitzar gels d’acrilamida d’1 mm al 10%, carregat amb 20 pg de proteina/mostra.
A les mostres es va afegir el tampé de carrega (350 mM Tris pH 6.8, 30% glicerol, 30%
mercaptoetanol, 100 g/L sodi dodecil sulfat i 200 mg/L de bromofenol blau) i es van
introduir en un bany d’aigua calenta a 70 °C durant 20 minuts. A més a més, el sistema
tampd Bio-Rad Mini Protean (6 g/L base Trizma, 2.88 g/L glicina i 20 g/L sulfat de

dodecil de sodi) s’empra per dur a terme 1’electroforesi.

Les proteines ja separades per electroforesis en gel de poliacrilamida amb dodecilsulfat
sodic (SDS-PAGE) es van transferir a les membranes de nitrocel-lulosa (Bio-Rad) en un
tampo de transferéncia (3 g/L base Trizma, 1.44 g/L de glicina i 20% metanol) durant 25
min a 25 V. Utilitzant el sistema semisec de transferéncia Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™.
Les membranes es tallaren a 1’altura de 50 kDa, ja que les nostres proteines d’intergs,
GAPDH i GLT-1, apareixien en 37 i 60 kDa respectivament ja que, d’aquesta manera,

cadascuna pot ser tractada amb els anticossos corresponents de manera independent.
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El seglient pas va ser bloquejar les unions inespecifiques de les membranes amb llet sense
calci, desnatada i assecada al 5% en TBS-Tween20 (TBS-T; 20 mM Tris, 500 mM NacCl
i Tween20 al 0,1%) durant 60 min per, a continuacid, incubar les membranes durant la

nit a 4°C en agitacié amb els anticossos primaris corresponents:

- Anticos de conill anti-GAPDH IgG (Invitrogen) en dilucié 1:5000.
- Anticos de conill anti-GLT-1 1gG (Abcam) en dilucié 1:1000.

Posteriorment, les membranes es van rentar tres vegades amb TBS-T 0,1% i es van

incubar amb 1’anticOs secundari a temperatura ambient durant 60 min.
- Anticos de cabra anti-conill IgG fosfatasa alcalina (Sigma) en diluci6 1:1000.

Per altim, les membranes es van revelar mitjancant el métode de la fosfatasa alcalina, el
qual consisteix en una mescla de “5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro blue

tetrazolium” (BCIP/NBT) 1:2 diluida en un tampd de fosfatasa alcalina (Bio-Rad).
S’ha emprat un total de quatre grups per tal d’assolir els objectius experimentals:

- 6 rates femella amb injecci6 salina (sense dolor).
- 6 rates femella amb injeccié de CFA (amb dolor).
- 6 rates mascle amb injeccio salina (sense dolor).

- 6 rates mascle amb injeccio de CFA (amb dolor).

4.4. Preparaci6 de la mostra i immunohistoquimica

4.4.1. Selecci6 de regions cerebrals d’interes

Les estructures d’interés van ser identificades emprant 1’atles de Paxinos i Watson (2007).
Per cada animal, es quantifica 1’expressio de GFAP en el CPF en un tall més anterior
(Figura 6) i altre més posterior (Figura 7). En concret, s’observaren les arees cingulada
(CgL), prelimbica (PrL) i infralimbica (IL) en ambdos hemisferis, analitzant-se un total

de 12 regions en cada animal (senyalades en les Figures 6 i 7).
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Figures 6 i 7. Representacid esquematica de les zones utilitzades per la quantificacio
immunohistoquimica de GFAP. La Figura 6 representa el CPF més anterior mentre que la Figura 7
representa el CPF més posterior. Les captures de les microfotografies es van fer en les arees marcades amb
cercles taronja: CgL, PrL i IL. Imatges de Paxinos and Watson, 2007.
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4.4.2. Immunohistoquimica de fluorescéncia

Els animals, els cervells dels quals anaven a usar-se per la immunohistoquimica, van ser
sacrificats per sobredosi de pentobarbital i es van perfondre intracardiacament, primer
amb PBS 0,1M seguit de paraformaldehid 0,4% en PB 0,1M. Es van extraure els cervells
i es van fixar en formol 0,4% en PB 0,1M durant 20h en la nevera. A continuacid, es van
passar a sacarosa 30% en PB 0,1M. A I’inici, els cervells es mantenen flotant, pero als 3
dies aproximadament s’afonen, la qual cosa indica que ja es poden congelar a -80°C. El
tall del teixit es va realitzar en un microtom de congelacié amb un espessor de 40 um 1

els talls es replegaven en recipients amb sacarosa 30% en PB 0,1M.

La immunohistoquimica de GFAP es va iniciar després de 1’eleccio dels talls anterior i

posterior de CPF de cada animal.

En primer lloc, es van realitzar 3 rentats en agitaci6 amb TBS durant 5 min per,
seguidament, bloguejar les unions inespecifiques amb sérum de cabra al 30% en TBS-Tx
(TBS amb 0,03% Triton X-100) durant 60 min a temperatura ambient en agitacio. A
continuacio, es van incubar els talls amb I’anticos primari diluit en TBS amb 0,3% Triton

X-100 i serum de cabra (20 pL/mL) durant 16h aproximadament a 4°C.
- Anticos de conill anti-GFAP 1gG (Invitrogen) en diluci6 1:250.

El seguent pas és rentar en agitacié amb TBS (3 x 5 min) i després, incubar els talls amb
I’anticos secundari diluit en TBS amb 0,3% Triton X-100 i sérum de cabra (20 pL/mL)
durant 2h a temperatura ambient, en agitacié i en foscor.

- Anticos de ruc anti-conill 1gG alexa fluor plus 488 (Invitrogen) en dilucié 1:1000.

Per ultim, es realitzen rentats en agitacio durant 5 min mantenint la foscor amb TBS (2 x
5 min) i TB (1 x 5 min). Els talls es muntaren en portaobjectes utilitzant H-1000

Vectashield (Palex) com a medi de muntatge amb DAPI.
S’ha dissenyat un total de quatre grups:

- 6 rates femella amb injeccio salina (sense dolor).
- 6 rates femella amb injeccio de CFA (amb dolor).
- 6 rates mascle amb injeccio salina (sense dolor).

- 6 rates mascle amb injeccié de CFA (amb dolor).
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4.4.3. Analisis de ’expressio de GFAP

Es van realitzar microfotografies (441 x 330 um) a 20x de les diferents mostres emprant
un microscopi de fluorescencia (Leica Biosystems, Germany). La quantificacio de
I’expressio de GFAP es va realitzar per “Mean Gray Intensity (MGI)” mitjancant un
software de processat d’imatges digitals (ImageJ, NIH, EEUU).

4.5. Métodes estadistics

Els resultats mostrats estan expressats com mitjana + error estandard de la mitjana (SEM).
Per tal d’analitzar estadisticament els resultats es va emprar la versié 25.0 del programa
informatic SPSS.

La prova de Levene es va utilitzar per confirmar 1’homogeneitat de la variancia de les
dades. La prova de t-Student per a mostres independents es va emprar per comparar la

mitjana de dos grups.

En tots els analisis estadistics realitzats es va fixar un nivell de confianca del 95%, de
manera que existeixen diferencies significatives quan el valor de la probabilitat p és

menor del 5%.
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5. RESULTATS
5.1. Quantificacié d’astrocits en CPF

En aquest treball, s’ha dut a terme un estudi comparatiu en rates femelles i mascles per
tal d’estudiar la quantitat d’astrocits en diverses subarees del CPF en preséncia i abséncia
de dolor inflamatori. Amb aquesta finalitat, s’ha realitzat una immunohistoquimica per
detectar GFAP, proteina expressada per astrocits, en regions anterior i posterior de les
subarees del CPF.

5.1.1. Cingulat (CgL)

La quantitat d’astrocits presents en CgL en els mascles es troba representada en la Figura
8. En aquesta es pot observar que ni en talls anteriors (A) ni en els posteriors (B) hi ha
diferencia significativa entre els valors de MGI obtinguts en les rates mascles que reberen
la injeccié de CFA i les de sali (test t-Student per mostres independents, p = 0,862 i p =
0,921 respectivament). Aquest comportament també s’ha observat en les femelles, tal
com es mostra en la Figura 9 (test t-Student per mostres independents, p = 0,210 i p =

0,725 per anterior i posterior respectivament).
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Figura 8. Quantificacié d’astrocits en la regi6 anterior (A) i posterior (B) de CgL en mascles. Abséncia
(SAL, barres negres) o preséncia de dolor inflamatori (CFA, barres roges). N = 6/grup. Analisi estadistic
mitjancant test t-Student (p > 0,05). No es van detectar diferéncies significatives entre els grups
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experimentals comparats. Les dades estan representades mitjancant la mitjana + error tipic. La linia blanca
representa 100 pm.
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Figura 9. Quantificacio d’astrocits en la regié anterior (A) i posterior (B) de CgL en femelles.
Abséncia (SAL, barres negres) o preséncia de dolor inflamatori (CFA, barres roges). N = 6/grup. Analisi
estadistic mitjancant test t-Student (p > 0,05). No es van detectar diferéncies significatives entre els grups
experimentals comparats. Les dades estan representades mitjangant la mitjana + error tipic. La linia blanca
representa 100 um.

5.1.2. Prelimbic (PrL)

En les Figures 10 i 11 s’han representat la quantitat d’astrocits en la regio prelimbica en
mascles i femelles respectivament. La Figura 10 mostra la inexisténcia de diferéncia
significativa entre els valors de MGI en mascles en una regié més anterior (A; p = 0,954)
i en altra més posterior (B; p = 0,587) comparant els animals que pateixen dolor
inflamatori amb els que no respectivament (test t-Student per mostres independents). En
canvi, tal com s’observa en la Figura 11, en la regio anterior de la subarea PrL (A) té lloc
un increment estadisticament significatiu en els animals que van rebre la injeccio de CFA
(p=0,005). D’altra banda, en la regio posterior (B) no es troba cap diferéncia significativa

(p = 0,073).
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estadistic mitjancant test t-Student. **Indica les diferencies significatives entre els grups experimentals
amb un p-valor < 0,01. Les dades estan representades mitjancant la mitjana + error tipic. La linia blanca
representa 100 pm.

5.1.3. Infralimbic (IL)

Les Figures 12 i 13 representen la quantitat d’astrocits en la subarea infralimbica en
mascles i femelles respectivament. Els resultats han sigut analitzats mitjancant el test t-
Student per mostres independents. En el cas dels mascles (Figura 12), no hi ha cap
diferencia estadisticament significativa comparant els valors de MGI en els animals en
preséncia i abséncia de dolor inflamatori tant en la regi6 anterior (A; 0,354) com en la
posterior (B; p = 0,389). Unicament s’ha trobat un augment significatiu de la preséncia
d’astrocits en les femelles (Figura 13) que pateixen dolor inflamatori respecte les que no,

tant en la regié més anterior (A; p = 0,028) com en la més posterior (B; p = 0,007).
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Figura 12. Quantificacio d’astrocits en la regio anterior (A) i posterior (B) de IL en mascles. Abséncia
(SAL, barres negres) o presencia de dolor inflamatori (CFA, barres roges). N = 6/grup. Analisi estadistic
mitjangant test t-Student (p > 0,05). No es van detectar diferencies significatives entre els grups
experimentals comparats. Les dades estan representades mitjancant la mitjana + error tipic. La linia blanca
representa 100 um.
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Figura 13. Quantificacié d’astrocits en la regié anterior (A) i posterior (B) de PrL en femelles.
Absencia (SAL, barres negres) o presencia de dolor inflamatori (CFA, barres roges). N = 6/grup. *Indica
les diferéncies significatives entre els grups experimentals amb un p-valor < 0,05, **p-valor < 0,01 (test t-
Student per mostres independents). Les dades estan representades mitjancant la mitjana + error tipic. La
linia blanca representa 100 um.

5.2. Expressio de GLT-1 en CPF

El transportador de glutamat 1 (GLT-1) és el principal transportador de glutamat del
sistema nervios, ¢€s essencial per la regulacido de ’homeostasi del glutamat 1 s’expressa
majoritariament en la membrana dels astrocits. Els nivells d’expressio de GLT-1 en CPF
s’han mesurat tant en femelles com en mascles. La Figura 14A mostra que en mascles no
es va detectar diferéncies significatives en I’expressié de GLT-1 en CPF quan les rates
pateixen dolor inflamatori (test t-Student per mostres independents, p = 0,117). En canvi,
la Figura 14B mostra un increment significatiu en 1’expressio de GLT-1 en el CPF de
femelles que seguiren el protocol de dolor inflamatori (test t-Student per mostres
independents, p = 0,03).
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Figura 14. Nivells d’expressié6 de GLT-1 en CPF en mascles (A) i en femelles (B). Abséncia (SAL,
barres negres) o presencia de dolor inflamatori (CFA, barres roges). N = 6/grup. *Indica les diferéncies
significatives entre els grups experimentals amb un p-valor < 0,05 (test t-Student per mostres independents).
Les dades estan representades mitjangant la mitjana + error tipic.
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6. DISCUSSIO

L’aparici6 de dolor cronic pot ser una conseqiiéncia de patir alteracions en cel-lules glials,
en concret en els astrocits. Aquestes cél-lules tenen un paper fonamental en la regulacio
1 el manteniment de 1’homeostasi del glutamat, el qual és un neurotransmissor excitador
involucrat en la via del dolor i és essencial pel correcte funcionament del sistema nervios
(Ji et al., 2019). Els astrocits, mitjancant transportadors com el GLT-1, s’encarreguen de
la recaptaci6 de glutamat a nivell de les sinapsis amb 1’objectiu d’evitar una acumulacié
de glutamat en el medi extracel-lular i per tant, una hiperexcitacio neuronal (Guo et al.,
2019). La persisteéncia d’un estimul doloros i d’alteracions en astrocits poden modificar
I’estructura i la funcionalitat del cervell conduint a la cronificacio del dolor (Mayegowda

i Thomas, 2019).

En aquest Treball de Fi de Grau, es compara el nivell d’astrocits presents en diverses
arees del CPF i I’expressio de GLT-1 en rates a les quals es va induir dolor inflamatori
per injeccio amb CFA, front a les rates control que se’ls ha injectat soluci¢ salina. A més,
també¢ s’ha realitzat el treball des d’una perspectiva de génere, és a dir, els estudis s’han
dut a terme tant en rates femella com en rates mascle. D’aquesta manera podem avaluar
com influeix la presencia de dolor inflamatori en la poblacid d’astrocits 1 en la seua
capacitat de regular ’homeostasi del glutamat mitjancant GLT-1 tant en rates femella

com en rates mascle.

Els principals resultats senyalen que la preséncia de dolor inflamatori en rates femelles
indueix un augment de I’expressio de GFAP, 1 per tant, un augment en la quantitat
d’astrocits tant en la regio PrL (part anterior) com en la IL (part anterior i posterior).
Dr’altra banda, el dolor inflamatori no produeix canvis en I’expressié de GFAP en rates
mascles en cap de les regions estudiades del CPF. A més a més, pel que faal GLT-1, sols
en femelles hem observat un augment significatiu en 1’expressié d’aquesta proteina en
astrocits del CPF derivat de la preséncia de dolor inflamatori. En conjunt, les nostres
dades mostren a priori efectes de dolor sobre el nombre d’astrocits i 1’homeostasi del

glutamat dependents del sexe dels individus.

Un punt que cal destacar dels resultats €s que, en relacio al nivell d’astrocits al cortex
prefrontal PrL, només s’observen diferéncies estadisticament significatives en la part més
anterior. Aco podria ser de gran rellevancia, ja que estudis previs i recopilats per Kummer

et al. (2020) mostren un comportament diferenciat entre el CPF anterior i el posterior
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atenent a les connexions d’aquestes subregions amb el sistema de control de dolor. De
manera molt breu, les neurones del PrL anterior mostren una elevada taxa de activacio
després d’un estimul nociu, encara que un input nociceptiu mantingut en el temps
suprimeix 1’activitat a I’area. A més a més, aquesta revisio també mostra com el PrL i el
IL tenen una activitat oposada al CgL front al dolor cronic, cosa que explicaria les

diferéncies en els resultats observades entre les subarees del CPF.

Els astrocits son considerats reguladors essencials de la funcio i la resposta a lesions en
el cervell i en la medul-la espinal, tan mateix, es coneix molt poc sobre les diferéncies
regionals que existeixen (Tsai et al., 2012). El GLT-1, transportador de glutamat ubicat
en lamembrana dels astrocits, és el responsable de més del 90% de la captacié de glutamat
al SNC i s’expressa en nivells 10 vegades més baixos en medul-la espinal comparat en
cervell. En canvi, s’observen resultats més elevats de GFAP en medul-la espinal en

comparacié amb els astrocits cerebrals (Yoon et al., 2017).

Després de I'estimulacié nociva, el fenotip, les funcions i I'expressio genica dels astrocits
poden experimentar un canvi significatiu, conegut com a astrogliosi reactiva. Com
s’observa en la Figura 15, les alteracions poden incloure canvis morfologics (per exemple
hipertrofia), proliferacio o augment en 1’expressio de GFAP (Li et al., 2019). Durant
aquest proceés, els astrocits es diferencien en subconjunts, incloent astrocits reactius i
astrocits que formen cicatrius. Els astrocits reactius es poden dividir en astrocits Al

toxics, que indueixen la mort rapida de neurones, i astrocits neuroprotectors A2, que

promouen la supervivéncia neuronal i la reparacio de teixits (Miller, 2018).
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Figura 15. Canvis en la morfologia i en la funcié dels astrocits després d’estimuls dolorosos. Basant-
se en els canvis fenotipics dels astrocits, els astrocits es poden dividir en astrocits reactius i formadors de
cicatrius. Els astrocits reactius es poden classificar més per Al i A2. Els astrocits experimenten una série
de canvis tipics com la hipertrofia o ’augment d’expressio de GFAP, que formen les caracteristiques
fenotipiques dels astrocits reactius. A partir d’aquest moment, poden proliferar, migrar i transformar-se en
astrocits formadors de cicatrius. Imatge extreta de Li et al., 2019.

Com s’ha mencionat anteriorment, la persisténcia d’un estimul dolords produeix canvis
en ’expressio genica 1 indueix la proliferacid dels astrocits reactius. Aquest fet, s’ha
relacionat en lesions en medul-la espinal 1 preséncia d’inflamaci6 (Ji et al., 2018). Degut
a que hem observat un augment de 1’expressi6 de GFAP en el nostre estudi en diverses
regions del CPF de femelles que pateixen dolor inflamatori, podem pensar que tal vegada
en el CPF també poden proliferar astrocits reactius com a conseqiiencia d’un estimul

dolorés.

D’altra banda, alguns estudis han demostrat que els astrocits activats en regions cerebrals
relacionades amb la regulacio de I'emocio (el cortex somatosensorial primari (S1), el
cortex cingulat anterior (ACC), el cortex prefrontal medial i I'nipocamp) estan associats
amb la disfuncié emocional sota els estats del dolor cronic (Kim et al., 2016; Eto et al.,
2018).

Encara que és ben sabut que hi ha un alt grau de comorbiditat entre el dolor cronic i els
trastorns d’anim i I’ansietat, els mecanismes implicats en aquests no son clars (Benson et
al., 2015). En rosegadors, la pérdua glial en el cortex prefrontal es va demostrar que era
suficients per induir comportaments similars als depressius (Jia et al., 2020). A mes,
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models animals (en mascles i femelles) de trastorns d’estat d’anim incloent depressio,
estres i ansietat, han revelat disminucions en GFAP en el cortex frontal (Kim et al., 2018).
Comparant aquesta informaci6 amb els resultats d’aquest treball podem dir que la relaci6
entre el dolor cronic 1 els trastorns d’anim no venen regulats pels astrocits presents en
CPF, ja que s’observen comportaments contraris. En canvi, en ratolins exposats a alcohol
s’ha vist un augment de I’expressié de GFAP en el CPF (Cantacorps et al., 2017), aco
implica que tant en dolor inflamatori com en consum d’alcohol pareix que hi ha una
activacio d’astrocits que potencia la comorbiditat entre ambdds, tal com estudis previs en

el nostre grup ja han mostrat (Campos-Jurado et al., 2020; Lorente et al., 2021).

Aixi mateix, les alteracions en 1’activitat de GLT-1 també s’han relacionat amb el dolor
persistent, encara que la importancia d’aquests canvis no és ben compresa. En rates
injectades amb CFA es va observar en medul-la espinal un increment en 1’expressi6 de
GLT-1 inicial que gradualment disminueix (Guo et al., 2019). Els resultats del nostre
estudi també mostren un increment de I’expressio de GLT-1 en femelles amb dolor
inflamatori. Aquesta observacio pot implicar que les rates emprades pel nostre estudi es
trobaven en I’etapa inicial després de la injeccié de CFA 1 per aixo0 s’observa un augment
de GLT-1 (Guo et al., 2019) o bé, les alteracions d’aquest transportador de glutamat

presenten patrons diferents en cervell i medul-la espinal.

L’estrés cronic 1 el comportament depressiu també poden afectar a la capacitat de
recaptacio de glutamat pel GLT-1; en consequéncia el glutamat pot acumular-se en la
sinapsis i produir excitotoxicitat (Haroon i Miller, 2017). Similar a la regulacio baixa de
GFAP associada amb trastorns de l'estat d'anim, s’ha observat una disminucié en
I'expressio de GLT-1 en el cortex orbitofrontal que s'associa ampliament amb depressio i
estres (Wang et al., 2017). Immediatament despres de I'exposicid a un estimul estressant,
I'expressio de GLT-1 pot ser augmentada temporalment, pero després és seguida d'una
disminucio prolongada (Kim et al., 2018). La capacitat de recaptar glutamat del medi
extracel-lular es veu alterada després del consum de drogues i durant 1’abstineéncia. S ha
postulat que aquest desequilibri en la regulacio glutamatergica, en el cas del trastorn per
consum de drogues, és causada parcialment per adaptacions a llarg termini en els astrocits
del nucli accumbens (incloent la disminucié del transportador glutamat GLT-1) i, en
conseqiiéncia, s’augmenta el risc de recaiguda en el consum de la droga (Kruyer i Kalivas,

2021).
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Els resultats d’aquest treball han mostrat que els efectes del dolor sobre els parametres
estudiats son sexe-dependents, ja que Unicament trobem diferéncies significatives en
femelles. Diversos estudis mantenen que el dolor cronic té major prevalenca en dones;
aquest resultat es veu recolzat amb diferents treballs duts a terme emprant models de
rosegadors amb condicions inflamatories on es demostra que les femelles tenen una major
sensibilitat al dolor en comparacié als mascles (Dahlhamer et al., 2018; Ro et al., 2019).
Encara que el mecanisme no esta clar, es pensa que poden haver diferencies en el
processament del dolor a nivell central (Fillingim et al., 2009), ja que s’ha observat
I’activacio d’arees especifiques depenent del sexe, per exemple: en preséncia d’un estimul
electric hi ha una major activacio del CPF en femelles que en mascles (Straube et al.,
2008). Fins ara no hi ha massa articles que estudien el perque d’aquesta diferéncia quan
és un problema greu, ja que les dones representen aproximadament la meitat de la

poblacié global.

Aquestes diferencies no apareixen sols en el dolor cronic, també es veuen reflectides en
les seues comorbiditats. Els estudis epidemioldgics realitzats en diverses cultures mostren
constantment que, comencant en la pubertat, la depressio i els trastorns d’ansietat soén
dues o tres vegades més comuns en dones que en homes (Leibenluft, 1999). La diferéncies
de genere poden ser resultat d’un tipus especific de depressio associada amb simptomes
somatics com alteracions de son i fatiga acompanyades de dolor i ansietat (Silverstein,
2002). Entendre els efectes del génere en els parametres epidemioldgics seria fonamental
per promoure el reconeixement 1 el tractament efectiu dels trastorns d’ansietat 1 les seues

comorbiditats (McLean et al., 2011).

L’evidéncia clinica i preclinica suggereix que les diferéncies de sexe també modulen el
consum de drogues, aixi com la transicio cap als estats patologics promoguts per les
drogues, com ara en les etapes inicials de consum de drogues i en addiccid (Sanchis-
Segura i Becker, 2016). Canvis en la farmacocinética i en la farmacodinamica de la droga

poden promoure aquest fenomen.

Tal com hem descrit, la diferéncia entre sexes tant en el dolor cronic com en algunes de

les seues comorbiditats esta fonamentada en diversos estudis. EI meta-analisi realitzat per

Cragg A i col-legues senyala que la major part dels estudis mostren diferencies en base

al genere, encara que els resultats son heterogenis (Cragg et al., 2019). Per aquest motiu

és necessari realitzar més estudis per analitzar les bases neurobiologiques de les

diferéncies de génere. Seria interessant comengar a tenir-ho meés present i dirigir noves
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investigacions cap aquest ambit amb [’objectiu de cercar tractaments dirigits i
individualitzats, en dianes terapéutiques noves i mes especifiques depenent del sexe del

pacient, per tal d’obtenir una millor resposta terapeutica.
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7. CONCLUSIONS

En conjunt de les dades obtingudes al present TFG, les conclusions més importants son:

- La resposta al dolor inflamatori en astrocits i en la seua expressio de GLT-1 és

sexe-dependent, ja que sols es troben diferéncies significatives en femelles.

- El dolor inflamatori és capa¢ d’augmentar la quantitat d’astrocits, estudiada

mitjangant I’expressié de GFAP, en certes arees cerebrals de les femelles.

- L’expressi6 de GLT-1 es veu incrementada en certes arees cerebrals de les

femelles com a consequiéncia del dolor inflamatori.
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