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RESUMEN

La artrosis puede provocar la aparicion de un proceso doloroso que es, hasta cierto
punto, independiente de la patologia, dado que su aparicidn y evoluciéon no estan
directamente relacionadas con la progresién de la enfermedad. Estas caracteristicas
diferenciales hacen que el tratamiento del dolor por artrosis pueda tener y requerir un
abordaje particular. La evidencia creciente del papel de la inflamacién, sinovitis, en
este dolor ha supuesto un aumento de la investigacién destinada a identificar nuevas
dianas farmacoldgicas relacionadas con este proceso. Entre las dianas que han ido
descubriéndose a lo largo de los ultimos afios, pueden destacarse la PGE2 (liberada por
los osteoblastos, y que aumentan la expresién de canales Navl.8), determinados
miARN vy receptores TLR (activados por la sinovitis y que facilitan la transmisién de la
sefial nociceptiva) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), que, mediante su union al
receptor trkA, contribuye a la sensibilizacién periférica y a la cronificaciéon del dolor.
Estas son solo algunas de las mas prometedoras dianas farmacoldgicas para el
tratamiento del dolor asociado a la artrosis que tal vez puedan, algun dia, poner

remedio al dolor de los pacientes aquejados de esta enfermedad.
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ABSTRACT

Osteoarthritis can be accompanied by a painful process that is mainly independent of
the pathology, since its appearance and evolution are not directly related to the
progression of the disease. These differential characteristics mean that the treatment
of osteoarthritis pain may require a differential approach. The growing evidence of the
role of inflammation, synovitis, in this osteoarthritis related-pain has led to an increase
in research aimed at identifying new drug targets. Among those that have been
identified in recent years, we can highlight PGE2 (released by osteoblasts, and that can
increase the expression of Navl.8 channels), certain miRNAs and TLR receptors
(activated by synovitis and which facilitate the transmission of the nociceptive signal)
and nerve growth factor (NGF), which, through its binding to the trkA receptor,
contributes to peripheral sensitization and chronic pain. These are just some of the
most promising drug targets for osteoarthritis pain that may one day be able to

remedy the pain of osteoarthritis patients.

Kewwords: NGF, miRNA, osteoarthritis, pain, rat, review.

INTRODUCCION

¢Todos los dolores son iguales? Es evidente que no, pero lo cierto es que muy
frecuentemente las herramientas para tratarlos si son las mismas. Las razones para
explicar esta aparente contradiccion son multiples, y seria demasiado extenso entrar a
discutirlo ahora, pero, basicamente, se podrian encontrar dos justificaciones: el (aun
hoy) limitado conocimiento de las caracteristicas fisiopatoldgicas de cada tipo de dolor,
y la (aun hoy) limitada formacién en el tratamiento del dolor por parte de (aun hoy)
demasiados profesionales.

En el dmbito de la farmacologia se sigue demasiado frecuentemente (aunque no entre

los lectores de esta revista) el protocolo que establecié la OMS para el abordaje del



dolor oncoldgico (1), como paradigma de tratamiento para cualquier tipo de dolor.
Aunque es cierto que no se han producido grandes novedades en los ultimos afios en
cuanto a nuevos principios activos para el tratamiento del dolor crénico (el ultimo fue
el tapentadol, hace ya mas de 10 afios), el pipeline (la “tuberia” de la que deben salir
los nuevos compuestos) esta lejos de estar seco. Algunas estdn mas avanzadas, otras
menos, pero el mejor conocimiento de la fisiopatologia del dolor va a significar, en un
futuro no muy lejano, la llegada de varios NCE (New Chemical Entity, del inglés Nueva
Entidad Quimica) que permitan mejorar el tratamiento del dolor crénico y de

numerosas patologias que cursan con dolor crénico.

¢QUE HAY DE NUEVO EN LA FISIOPATOLOGIA DEL DOLOR POR ARTROSIS?

Para mejorar el conocimiento de la fisiopatologia de la artrosis es fundamental la
existencia de modelos animales que imiten esta patologia. Dado que este tema se
trata detalladamente en otro capitulo, aqui nos detendremos en estudiar la
informacién que se ha obtenido de dichos modelos, centrandonos en aquellos
aspectos que pueden estar directamente relacionados con el componente doloroso.
Sin duda muchas estrategias farmacoldgicas, encaminadas a disminuir o incluso a
revertir esta enfermedad, van a suponer un alivio significativo del dolor; tampoco esas
dianas van a ser comentadas, puesto que escapan del objetivo de este articulo. Sin
embargo, no podemos obviar que uno de los principales signos de la artrosis es el
dolor, por lo que todos (o la mayoria) de los ensayos clinicos que buscan modificar la
enfermedad tienen como una de las variables principales, si no la principal, el alivio del

dolor.

DE LA MANO DE LA SINOVITIS

Probablemente uno de los grandes cambios de enfoque a la hora de afrontar el

abordaje farmacolégico de la artrosis vino de la mano de la evidencia de que la

inflamacién jugaba un papel mucho mas importante de lo habitualmente aceptado.



La inflamacién en la artrosis, una sinovitis “de grado bajo”, significaba la implicaciéon
del sistema inmune, no solo en el desarrollo de la patologia artrdsica sino,
evidentemente, en la respuesta nociceptiva asociada (2). Y no es que se liberen pocos
factores proinflamatorios por parte del tejido sinovial: quimiocinas (CCL2, CXCL13)
interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, TNFa,) leucotrienos, prostaglandinas, metaloproteasas,
oxido nitrico, factores nerviosos (EGF, NGF, VEGF), son algunas de las sustancias
implicadas en esta respuesta. Hay que decir que, evidentemente, también existen
sustancias antinflamatorias (citocinas como IL-4, IL-13, IL-1Ra, inhibidores de
metaloproteasas, etc.), pero es evidente que, si la inflamacidon persiste, es porque
estas ultimas no son capaces de contrarrestar el efecto de las primeras (2).
Recientemente se ha descrito cdmo, a consecuencia de esta respuesta inflamatoria, los
osteoblastos son capaces de inducir la sintesis de PGE2 (3). La presencia de esta
prostaglandina no solo incrementa la propia respuesta inflamatoria (un mecanismo
bien conocido), sino que va a provocar cambios adaptativos en las neuronas aferentes
nociceptivas (Figura 1). En efecto, este aumento de la sefal provoca una
sobreexpresiéon de canales de sodio Nav1.8 en el ganglio de la raiz dorsal, pero
también a nivel del hueso subcondral y a lo largo del nervio cidtico (3). Las corrientes
activadas por estos canales Nav1.8 son de mayor amplitud, debido a que estos canales
permanecen mads tiempo abiertos una vez iniciada la sefial (4), lo que podria suponer
una mayor facilidad para desencadenar el potencial de accidn nociceptivo vy
transmitirlo a los centros superiores del sistema nervioso central, sirviendo de
explicacion a la alodinia mecanica presente en esta patologia (5).

Parece evidente que la sinovitis es una reaccién secundaria al desarrollo de la artrosis.
El dafio causado por el estrés mecanico en la articulacion da como resultado la
liberacion de patrones moleculares activados por dafio (DAMPS, del inglés Danger
Activated Molecular Patterns) que desencadenan una respuesta inmune innata (6).
Estos DAMP son moléculas que aparecen en la articulaciéon y pueden provenir del
interior celular dafado, puede tratarse de proteinas plasmaticas (proteinas de shock
térmico, proteinas fijadoras de calcio,) fibrindgeno, depdsitos de cristales, etc. Estas
moléculas interactian con los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) vy

provocan el inicio de la respuesta inflamatoria. Los DAMP (también pueden ser



denominados “alarminas”) van a provocar una serie de respuestas tisulares, mediante
la activacion de distintos tipos de receptores. Entre estos receptores son muy
relevantes los receptores TLR (del inglés, Toll Like Receptors), una familia de proteinas
de membrana sensibles a la presencia de alarminas y presentes en distintos tipos de
células en las del sistema inmune, por supuesto, pero también en neuronas y células

gliales.

LOS RECEPTORES TLR Y LA ARTROSIS

Ademas de participar en los mecanismos de la defensa del huésped contra una
infeccidn, la activacion de los receptores TLR se ha relacionado con la patogenia de
muchas enfermedades inflamatorias y autoinmunes, como la sepsis, la artritis
reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, la enfermedad inflamatoria intestinal, la
diabetes, y la esclerosis multiple (7).

Ademas de participar en la respuesta inflamatoria, juegan un papel muy relevante en
la respuesta pronociceptiva, en la cronificacion, en la sensibilizacién e incluso en la
aparicion de algunos efectos secundarios de los farmacos opioides. De hecho, la
primera relacién entre los receptores TLR (el subtipo TLR4 en este caso) y el dolor vino
de la mano de los trabajos seminales de Linda Watkins y su grupo, estudiando la
participacién de las células gliales en la hiperalgesia opioide (8). Este efecto adverso y
paraddjico de los opioides parece estar mediado, precisamente, por la capacidad que
tienen los agonistas opioides para activar el receptor TLR4 presente en la microglia
espinal (9).

A partir de entonces, los receptores TLR se han relacionado con numerosos procesos
de sensibilizacidén y cronificacidn. Inicialmente, los receptores TLR espinales y gliales
parecian ser los principales receptores implicados en fenédmenos de cronificacién, por
su papel en la regulacién espinal de la neuroinflamacion (10). Posteriormente se ha
comprobado que los TLR periféricos, presentes en las células del sistema inmune (pero
no solo), juegan igualmente un papel en la regulacién de la respuesta nociceptiva (11-
13). Existen descritas incluso diferencias relacionadas con el sexo y la activacion de TLR

en el dolor (por artritis, por ejemplo) (13).



La presencia de receptores TLR4 en condrocitos, sinoviocitos macréfagos y tejido dseo
ha demostrado que estos receptores estdan implicados en la progresidon de la
enfermedad (14). En la respuesta inflamatoria que subyace en el dolor crénico de la
artrosis participan tanto los receptores TLR como los del factor nuclear kappa B (15).
Ademads, recientemente se ha demostrado que la modulacién farmacolégica de estos
receptores, concretamente su bloqueo mediante el uso de antagonistas, es capaz de
disminuir el dolor asociado a la artrosis, tanto la respuesta alodinica como Ia

hiperalgesia asociada (16-19).

LOS miRNA: DE BASURA A BIOMARCADORES DEL DOLOR

Los microARN (miARN) son pequefios trozos de material genético que durante mucho
tiempo pasaron casi desapercibidos, fundamentalmente porque no se podia justificar
su utilidad en la célula (20); tanto es asi que fueron denominados, “ADN basura”. Poco
a poco se ha ido comprobando que estos restos de material genético son elementos
tremendamente relevantes dentro de la vida celular y extracelular, ya que son capaces
de actuar como auténticos mensajeros, biomarcadores, de la presencia de dolor tanto
en animales como en humanos (21). Los miARN son moléculas cortas de ARN de
cadena Unica, no codificantes (es decir no dan lugar, por ellas mismas, a la expresién
de ninguna proteina), pero que pueden regular epigenéticamente el genoma de las
células eucariotas. Estos miARN modulan la expresiéon génica uniéndose al ARNm
diana, lo que da como resultado la inhibicién de la traduccion del ARNm, y asi la
expresidn de la proteina codificada queda disminuida. Numerosos estudios sugieren la
participacion de los miARN en procesos bioldgicos clave, incluido el desarrollo y la
homeostasis celular, y han demostrado que la expresién alterada de los miARN se
asocia con diversas afecciones patoldgicas (22,23).

Existen abundantes miARN implicados en la patogénesis de la artrosis (24). Los miRNA
pueden unirse directamente a los mRNA catabdlicos y anabdlicos. Estos miARN se
dirigen a las vias de sefializacién o factores de transcripcion. Se ha demostrado que,
durante el desarrollo de la artrosis, son varias las vias de sefalizacién que estan

moduladas por miARN en condrocitos, como la via NFkB, la via Wnt/ beta-catenina, la



via SIRT1 / p53 o la via SDF1 / CXCR4. Por otra parte, otros factores epigenéticos, como
la activacion de la histona desacetilasa-2 o la desacetilasa sirtuina-1 NAD-
dependiente, también estan reguladas por miARN del cartilago, lo que indica que la
interaccion entre diferentes mecanismos epigenéticos esta involucrada en la
patogénesis de la OA (25).

La implicacion de los miARN en la artrosis no tiene solo que ver con el desarrollo de la
patologia. Estos biomarcadores estan igualmente implicados en el dolor asociado a
esta patologia (26-28). Recientemente se ha publicado una relaciéon de los distintos
miARN que pueden servir como biomarcadores de dolor asociado a sinovitis en la

artrosis (29).

La union hace la fuerza

Uno de los resultados mads sorprendentes de las primeras investigaciones con miARN
fue que estos no solo servian de moduladores de la expresion génica, sino que eran
capaces de ser liberados al espacio extracelular, protegidos en exosomas (pequefias
vesiculas formadas por una bicapa lipidica) o unidos a complejos proteicos. Asi,
actuarian como marcadores de dolor, puesto que podian ser detectados en plasma y
liquido cefalorraquideo pero, ademas, eran capaces de alcanzar otras células y tejidos
para propagar su informacién (30), actuando en realidad como auténticos
neurotransmisores.

El mecanismo por el que los miARN son capaces de estimular otras neuronas esta
relacionado, al menos en parte, precisamente con los receptores TLR (31) . Uno de los
primeros descubrimientos en este sentido vino de la mano de uno de estos miARN,
denominado let-7b, liberado por neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal y
que se unia a receptores TLR7 de neuronas proximas, causando la despolarizacién
neuronal y la transmisidon de la sefial. Se tratd, ademads, de un efecto provocado en
menos de un minuto, algo que no se esperaba que pudiera estar relacionado con un
mecanismo mediado por ARN.

También en la artrosis se ha demostrado esta relacién entre el receptor TLR7 y los

microARN, en este caso con miR-21, uno de los miARN mds estudiados (32). En este



trabajo, la artrosis fue provocada por una seccion transversal del ligamento cruzado
anterior en la articulacion de la rodilla de rata. Este modelo provoca la aparicién de
alteraciones tisulares e histoldgicas compatibles con la artrosis, la presencia de
sinovitis, asi como modificaciones conductuales caracteristicas, como la
hipersensibilidad a la presién mecdnica. Se estudié el efecto en tres grupos; un grupo
recibid, por via intrarticular, el miARN miR-21, otro grupo un mutante miR-21 (el
control inactivo del mir-21) y el tercero un inhibidor sintético del miR-21. Igualmente
estaban disponibles antagonistas de los receptores TLR7 y TLR9. Lo primero que se
comprobé fue que la induccién de la patologia provocé un aumento de miR-21 en el
liquido sinovial, probablemente procedente del tejido sinovial, y que este aumento
estaba directamente relacionado con la presencia de artralgia. La comprobacion de
esta relacion con miR-21 se demostré mediante la administracién intrarticular de un
inhibidor de miR-21 que, tras una Unica administracion, fue capaz de producir una
analgesia de larga duracion. Igualmente, la administracién de un antagonista del
receptor TLR7 produjo una analgesia de largo plazo en este modelo de ratas con
artrosis.

Es importante sefialar que el receptor TLR7 estd presente en las neuronas sensoriales
primarias nociceptivas y también en las células sinoviales, tanto en los macréfago-
sinoviales como en los fibroblasto-sinoviales (Figura 2). Por lo tanto, la hipdtesis es que
los miR-21, una vez liberados al espacio extracelular, puede provocar un aumento de la
sefal nociceptiva a través de la activacion de nociceptores y a través de la inflamacién
mediada por los propios sinoviocitos, puesto que es sabido que la activacion,
provocada por miARN, de las vias de sefalizacion de TLR7 provoca la produccién de
TNF-a e interleucinas que, a su vez, sensibilizan a las neuronas nociceptivas (33).

Este trabajo concreto propone a miR-21 como una interesante diana farmacolégica
para el dolor articular. Es posible que esta relacion miR-TLR se pueda demostrar para
varios miARN y varios TLR, abriendo una interesante puerta al desarrollo de nuevos

farmacos analgésicos en la artrosis.

SAPERE AUDE



A principio de los anos 40 del siglo pasado, en Turin, en un laboratorio instalado en su
propio dormitorio, para evitar la persecucién de la Italia fascista de Mussolini, una
joven italiana judia, Rita Levi-Montalcini, investigaba sobre el crecimiento neuronal en
embriones de pollo. Cuarenta y seis afios mas tarde, recibiria el Premio Nobel de
Fisiologia por el descubrimiento del Factor de Crecimiento Nervioso, NGF (del inglés,
Nerve Growth Factor) (34). La insaciable curiosidad de la profesora Levi-Montalcini, sus
ganas de saber y su valentia, permitieron profundizar en uno de los procesos mas
fascinantes de la biologia, el crecimiento celular, al descubrir el primero de otros
muchos factores troficos.

Pero la trascendencia del descubrimiento de la Dra. Levi-Montalcini va mas alla, NGF
funciona como un mensajero quimico de accién local, y asi regula diferentes funciones
celulares. Entre ellas, participa en la regulacién de la respuesta inflamatoria y
nociceptiva. En 2010, se identific6 a NGF como una diana farmacoldgica para el
tratamiento del dolor en un modelo animal de artrosis (35). Efectivamente, tras la
aparicion de la patologia, se comprobd que se producia un aumento del ARNm de NGF,
el gen codificador del NGF y que este incremento en la concentracién de NGF era
independiente de la respuesta inflamatoria (35).

La inyeccién intraarticular de NGF provoca una conducta nociceptiva en ratas
artrésicas (36) mientras que el bloqueo del receptor TrkA (selectivo para NFG) inhibe
dicha conducta (37). Una posible explicacién a la relacién de NGF con el dolor artrésico
podria ser que los condrocitos articulares producirian NGF, lo que provocaria la
formacion de nuevos vasos que aportarian los nutrientes necesarios para el
crecimiento axonal, la neo-inervacién y con ellos la mayor actividad nociceptiva (38).
Pero ademas de este mecanismo, la implicacion de NGF en el dolor artrdsico se debe a
su participacién en otros procesos. Por ejemplo, en las articulaciones de ratas con
artrosis, el NGF extracelular actia a través de la activacion del receptor TrkA en los
mastocitos, lo que provoca un aumento en la activacidon de COX-2 vy, con ello, la sintesis
de PGD2. La unién de esta prostaglandina a su receptor especifico puede sensibilizar a
las neuronas sensoriales mediante la activacion de los receptores selectivos DP, (39), lo
que facilitan el envio de informacidn nociceptiva desde la rodilla hasta el asta dorsal de

la médula espinal (40) (Figura 3).



Por otra parte, este aumento de la actividad del sistema NGF/TrkA provoca una
sensibilizacién neuronal que facilita la actividad de las neuronas espinales, ademas de
expandir el campo receptorial (el drea que emite informaciéon nociceptiva hacia la
médula espinal) de la articulacion (41).

Otro de los mecanismos implicados en el efecto de NGF guarda relacion con el
aumento de la actividad del Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina, CGRP
(del inglés Calcitonin Gene Related Peptide), un mecanismo que parece ser

responsable, al menos parcialmente, de la aparicion de la sensibilizacidn periférica (42)

Igualmente, NGF contribuye a la aparicidon de la sensibilizacidn periférica, que se inicia
con la formacion del complejo NGF/trkA (Figura 3). Este complejo se integra en el
citoplasma por endocitosis y, desde la periferia, va a transportarse anterégradamente
hasta el ganglio de la raiz dorsal, alli donde se localizan los cuerpos de las neuronas, y
alli modula la expresion de los receptores de bradicinina, los receptores ASIC2/3,
canales de sodio voltaje-dependientes y, muy importante, el receptor TRPV1 (del
inglés Transient Receptor Potential Vanilloid 1) (43). Este ultimo receptor, un canal
idénico que permite la entrada de calcio, provoca una despolarizacién de larga duracién
gue es fundamental para iniciar el proceso de sensibilizacién, inicialmente periférica y,
a largo plazo, central (44).

Como conclusién, podemos sefialar que la aparicion de nuevas dianas, y con ellos
nuevos farmacos para el abordaje del dolor asociado a la artrosis, parece estar
garantizado. La modulacién del sistema inmune, ya sea mediante factores epigenéticos
(como los miARN) o actuando directamente sobre la inflacion (como con el NGF),
podria conllevar la consecucién de tratamientos muy esperanzadores para los
pacientes aquejados de artrosis, siempre y cuando, siguiendo el consejo de la Prof.

Levi-Montalcini, sigamos atreviéndonos a saber, a pensar...
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Figura 1. Los osteoblastos articulares contribuyen a aumentar la informacion
nociceptiva mediante dos mecanismos. En la articulacién liberan prostaglandina E2,
que contribuye a la sensibilizacidn periférica articular, y esta seiial provoca una seiial
ganglionar que aumenta la expresion de canales de sodio Nav1.8, un subtipo de
canal de sodio que contribuye a la aparicidn de hiperalgesia, por sus caracteristicas

cinéticas.




Figura 2. Los fibroblastos y macroéfagos sinoviocitos pueden liberan, en situaciones
de artrosis, microRNA-21, un factor epigenético capaz de estimular receptores TLR7,
unos receptores presentes tanto en los condorcitos como en los nociceptores. Estos
receptores TLR7 (implicados en la activacidon de la respuesta temprana del sistema
inmune) al activarse, aumentan la secrecidon de sustancias inflamatorias desde los
condrocitos y despolarizan las neuronas, facilitando la transmision de la sefial

nociceptiva hacia la médula espinal.
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Figura 3. La senal inflamatoria de la artrosis provoca la liberacion de sustancias
inflamatorias (citocinas, factores troficos, prostaglandinas..). EL factor de
crecimiento nervioso (NGF) se une selectivamente a receptor TrkA. Este receptor, al
activarse es capaz de sensibilizar el receptor TRPV1, de forma que este canal de
calcio permanece mas tiempo abierto, contribuyendo a la despolarizacion del
nociceptor. La union del NGF a su receptor provoca la internalizacion del complejo
NGF/TrkA, que se desplaza desde el terminal periférico hasta el ganglio de la raiz
dorsal. Alli facilita la sintesis de los receptores TRPV1 (y de bradicinina y receptores
ASIC), que migrardn hacia la periferia y contribuyen a la sensibilizacion periférica y

asi a la cronificacion.
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