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RESUMEN
En el presente estudio se caracterizó, mediante electroforesis, la expresión de proteínas y del
canal  de sodio Nav1.3,  en ambas astas dorsales medulares (ADM) de rata,  en condiciones
controles y de inflamación periférica aguda unilateral, tratada o no con indometacina. En ratas
Sprague-Dawley, (n=15), anestesiadas (Tiobarbital) se sumergió la pata posterior izquierda en
agua a temperatura ambiente (26ºC) por 60s (controles; n=5); 60ºC (inflamado; n=5) o 60ºC
pretratadas  con  indometacina  (pretratado;  n=5).  Luego  de  15  horas,  se  determinaron,
proteínas totales (Bradford y electroforesis) y proteína Nav1.3 (Western Blot) en ambas ADM. La
inflamación incrementó las proteínas totales del ADM ipsilateral (+39.8%) y la redujo en la
contralateral (-15%). La indometacina disminuyó la expresión de proteínas en inflamación e
inhibió  aquellas  constitutivas  ipsilaterales  del  grupo  control  con  incremento  (+14%)
contralateral. El canal Nav1.3 no se expresó luego de 15 horas de inflamación. Estos resultados
sugieren la respuesta diferencial  de cada ADM ante un estímulo nocivo y la participación
constitutiva como inducida de las cicloxigenasas en este proceso de expresión protéica.

PALABRAS CLAVE: Asta dorsal medular, Canal de sodio Nav1.3, Electroforesis, Inflamación,
Proteínas, Western Blot.

EFFECT OF INDOMETHACIN ON THE EXPRESSION OF PROTEINS AND SODIUM CHANNEL NAV1.3 IN
THE  DORSAL  HORN  OF  THE  SPINAL  CORD  OF  RATS,  INDUCED  BY  AN  ACUTE  PERIPHERAL
INFLAMATION

SUMMARY
In the present study, the expression of proteins and sodium channel Na
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EFECTO DE LA INDOMETACINA SOBRE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS Y
DEL CANAL DE SODIO NAV1.3 EN EL ASTA DORSAL MEDULAR DE RATAS,
INDUCIDOS POR UNA INFLAMACIÓN PERIFÉRICA AGUDA

INTRODUCCIÓN

La estimulación nociceptiva inevitablemente activa una secuencia de fenómenos, genómicos
o no, que conllevan a la expresión o supresión de un mosaico de sustancias neuroactivas y de

receptores en las astas dorsales de la médula espinal (ADM) (1). En la mayoría de los estudios
llevados a cabo en este sentido, el efecto ha sido más pronunciado en el lado ipsilateral a la

inflamación (2, 3). Estos cambios pueden ser dependientes tanto del modelo de inflamación
utilizado como del tiempo transcurrido al momento de evaluarlos después de la inducción de

la inflamación (4).



En modelos de dolor neuropático se han reportado cambios significativos en la expresión de 2
genes  relacionados  con  nocicepción  a  nivel  de  médula  espinal:  el  gen  para  el  receptor
bradikinina-1  se  sobreexpresó  mientras  que  el  correspondiente  al  receptor  vaniloide-1
(TRPV-1) fue reprimido en los animales que exhibieron hiperalgesia luego de la lesión medular
(4). La actividad de la fosfatasa ácida fluoruro-resistente (FRAP), fue significativamente mayor

en el ADM ipsilateral en un grupo de ratas con inflamación periférica unilateral (5).  Estudios
previos  han  demostrado  que  procesos  inflamatorios  periféricos  pueden  incrementar  los
niveles de ciertas proteínas sin modificar los niveles de ARNm, tal es el caso del mismo TRPV-1

en el ganglio de la raíz dorsal (6). Así mismo, las evidencias de respuestas contralaterales a la
inflamación vienen demostradas por la expresión de sustancias como ARNm de prodinorfina,
el cual ha sido reportado como de menor magnitud con respecto al lado ipsilateral del ADM
(7).

De  modo  similar,  existen  cambios  electrofisiológicos  susceptibles  de  ser  medidos  en  los
minutos  sucesivos  a  la  inducción  de  un  proceso  inflamatorio  que  además,  sugiere  una

respuesta asimétrica de las redes neuronales que componen ambas ADM (8).  Estos estudios
funcionales han demostrado que la comunicación cruzada entre ambas astas puede producir
respuestas contralaterales, las cuales son usualmente menores en magnitud y tienen un curso

temporal  más  breve  (8, 9).  Es  probable  que,  la  asimetría  observada  en  las  respuestas
electrofisiológicas tenga además una expresión bioquímica similar en dichas ADM.

Ciertos  estados  fisiopatológicos  como  la  inflamación  nociceptiva  o  el  dolor  neuropático,

pueden inducir también cambios en la expresión de canales iónicos (10). Los canales de sodio
voltaje dependientes (CSVD) son proteínas integrales de membrana, que permiten un flujo

rápido de Na+ al interior celular en respuesta a la despolarización de la membrana, siendo de
vital importancia en la conducción del impulso nervioso y muscular. Las distintas isoformas de
los CSVD tienen diferentes patrones de desarrollo y localización (sistema nervioso central y

periférico, músculo esquelético y cardíaco) (11). Hasta el momento han sido identificados en
mamíferos, 10 genes diferentes que codifican las subunidades CSVDα:  Nav1.1-Nav1.9 y Nax.
Cada  una  de  ellas  exhibe  una  secuencia  de  aminoácidos  homóloga  en  un  85-95%,  no

obstante presentan características electrofisiológicas y farmacológicas diferentes (11, 12).

La expresión y actividad del Nav1.3 en el sistema nervioso es altamente dinámica, con una

plasticidad significativa (11). Tales cambios pueden ocurrir en estadios distintos: transcripción,
pretransducción y post-transducción,  de forma que estos mecanismos pueden modular la
densidad efectiva de proteínas Nav1.3, sus propiedades electrofisiológicas, su localización a

nivel celular y la adaptación cualitativa y/o cuantitativa de la actividad del canal (12).  Varios
estudios han determinado la distribución de Nav1.3 ó de su ARNm en el sistema nervioso
central  (SNC)  a  través  de  técnicas  como  la  hibridación  o  Western  blot  demostrando,  en
condiciones normales, su poca abundancia en el SNC de la rata adulta y su amplia expresión

en el sistema nervioso embrionario de roedores y en el cerebro humano (13). El aumento en la
expresión del Nav1.3 se ha hecho manifiesta en modelos experimentales crónicos como el de
la ligadura laxa del nervio ciático, donde la expresión del canal aumenta entre los días 7 y 14



posteriores a la ligadura (14). A pesar de los numerosos reportes que afirman que el Nav1.3 es
fuertemente sobreexpresado luego de una lesión en el SNC de mamíferos adultos, Lindia y

Abbadie  (11),  determinaron inmunohistoquímicamente  su  normal  distribución tanto  en  el
SNC como periférico de ratas; en la corteza cerebral, en la sustancia gris de la médula espinal
y en fibras que terminan en las láminas profundas del ADM y asta ventral, entre otros.

Un mecanismo de acción común de los fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) es
la inhibición de la enzima ciclooxigenasa en sus distintas isoformas (COX1 y COX2), la cual se

encuentra constitutivamente en la médula espinal; particularmente la COX2. (15). Los niveles
de COX2 pueden aumentar durante los procesos inflamatorios agudos o crónicos por acción

de ciertas citocinas y factores de crecimiento (16). Su sobreexpresión conduce a su vez a un
incremento  en  las  concentraciones  de  prostaglandinas  (PG)  las  cuales  juegan  un  rol
importante en la  fisiopatología de la  inflamación y el  dolor,  bien modulando la  actividad

neuronal a través de la liberación de aminoácidos excitatorios (16), o a través de la disminución
del umbral de excitación neuronal y aumento de las descargas neuronales por incremento de

las  corrientes  de  Na+  e  inhibición  de  las  corrientes  de  K+ (17).  La  indometacina  inhibe
fuertemente la síntesis de PG no solo en el tejido periférico inflamado sino también a nivel

espinal,  efecto este que puede contribuir con su acción antinociceptiva (17)  a  través de la
modulación de la expresión de macromoléculas.

El objetivo de esta investigación es caracterizar la expresión de las diferentes proteínas y del
canal de sodio voltaje dependiente Nav1.3 en ambas ADM de rata, en condiciones controles y
durante una inflamación periférica aguda unilateral, tratada o no con indometacina.

MATERIALES Y MÉTODOS

Los experimentos se llevaron a cabo en 15 ratas macho adultas, Sprague Dawley (350-400g),
con alimentación ad libitum, mantenidas bajo un esquema de luz/oscuridad de 12:12 horas y
tratadas  de  acuerdo  a  los  lineamientos  del  National  Institute  of  Health  (NIH,  1996).  Se
constituyeron  3  grupos  experimentales  de  5  ratas  cada  uno,  identificados  como:  control,
inflamación (A) e inflamación pretratado con indometacina (B).

Inflamación

Los  animales  fueron  anestesiados  con  tiopental  sódico  (60mg.kg-1,  intraperitonealmente),
luego se administró 0,05mg de atropina diluidos en 0,5ml de solución fisiológica,  por  vía
subcutánea para reducir las secreciones respiratorias. La temperatura se mantuvo constante
(37,5±0,5ºC;  media±DE) gracias a una manta eléctrica colocada en la superficie ventral  del
animal, regulada mediante retroalimentación.

A los  animales  del  grupo A se  les  introdujo  la  pata  trasera  izquierda en agua a  60ºC/60

segundos para inducir una inflamación periférica local (18); 15 horas después, se realizó una
laminectomía  de  los  segmentos  T11-L3  para  exponer  el  engrosamiento  lumbar,  bajo  las
mismas condiciones de anestesia descritas previamente. Al grupo B, una vez anestesiado el



animal, se administró indometacina (4mg.k-1, por vía intraperitoneal) (19), pasados 30 minutos,
se procedió a tratar el animal de la misma manera que al grupo A. Los animales del grupo
control  se  sometieron  a  la  misma  manipulación  pero  sumergiendo  la  pata  en  agua  a
temperatura ambiente (26°C).

Posterior  a  la  laminectomía,  el  engrosamiento  lumbar  de  la  médula  fue  resecado  y
crioprotegido a -4ºC en solución buffer Tris HCl, pH 8.0 (Tris base 50mM; EDTA 10mM; Triton
X-100 1%; NaF 50mM) y se administró 0,1cc de succinilcolina intracardíaco, para sacrificar al
animal.

Muestras ipsi y contralaterales de cada ADM (1mm3) fueron obtenidas mediante punches de
1mm de diámetro, a partir de cortes transversales medulares colocados en una lámina de
aluminio sobre una cama de hielo seco.  Los fragmentos tisulares fueron almacenados por
separado en viales de acuerdo al grupo respectivo, y homogeneizados en solución buffer Tris

HCl,  pH 8,0 (1mg.mL-1).  La  concentración de proteínas  totales  en los  homogeneizados  se
determinó mediante lectura espectofotométrica a 595 nm.

Electroforesis

Los homogenatos de ADM y un marcador de PM comercial de rango variable (Blue Rangers,
Promega)  se  migraron  electroforéticamente  en  geles  de  poliacrilamida  al  10%  (p/v),  en
condiciones reductoras, en una cámara vertical; se cargaron 20µg de proteínas totales/pozo de
cada una de las muestras, previamente tratadas con Tris-HCl 0,5 M; pH 6,8; dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 20%; glicerol bidestilado 1mL; azul de bromofenol 10mg; 2-βmercaptoetanol
500µL y calentadas a 70ºC por 10 minutos. La migración se hizo en una mini-cámara (Bio-Rad
modelo1000/500) a corriente constante de 200V por 45 minutos a 4˚C en buffer Tris-glicina
pH 8,3 (Tris 20 mM; glicina 192 mM, SDS al 1% v/v). Las proteínas totales fueron reveladas en

los geles mediante la tinción con Coomassie blue combinado (20).

Expresión de Anti Nav1.3 mediante Western Blot

Las proteínas migradas,  se electrotransfirieron a papel de nitrocelulosa (0,45 µm, Pierce) a

100V por 1h. Luego, se incubaron por 1 hora con el anticuerpo anti Nav1.3 (11), dirigido a un
péptido purificado (aminoácidos 511-524) de la subunidad α del Nav1.3 de rata (Chemicon
International), diluido 1:200 con agua destilada. Se empleó un anticuerpo anti-IgG de conejo
conjugado a peroxidasa, diluido 1:20000 en solución de bloqueo buffer TBS-Tween (Tris-HCL
20mM, NaCl 150mM, Tween 20 0,05% v/v) y posterior revelado por luminografía. El revelado de
los  inmunocomplejos  se  hizo  empleando  luminol  y  peróxido  de  hidrógeno  diluído  1:1
(Supersignal, Pierce, USA). Con la quimioluminiscencia se impresionó una película de rayos X

(Pierce, USA), seguido de revelado fotográfico (21).

Análisis cuantitativo de las imágenes

Los  geles  de  electroforesis  fueron  digitalizados  y  sus  bandas  medidas  mediante  perfiles
densitométricos a través del software de procesamiento digital de imágenes Image Tool®. Los
valores  de  densidades  relativas  obtenidos  en  las  bandas  correspondientes  al  ADM
contralateral se sustrajeron de los correspondientes al ADM ipsilateral (D-I), posteriormente se



graficaron y se trataron mediante promediación móvil  de 10 términos estableciéndose los
intervalos de confianza con los percentiles 5 y 95. Con el mismo software, se calculó el área
bajo la curva para determinar las diferencias relativas (%) en la expresión de proteínas totales
de  las  ADM  ipsi  y  contralaterales  a  la  inflamación  periférica  de  todos  los  grupos
experimentales.

RESULTADOS

Las bandas de migración electroforética de las muestras de proteínas obtenidas de cada ADM:
izquierda  (I)  o  derecha  (D)  de  cada  condición:  control  (c),  inflamado  (i)  o  inflamado  y
pretratado con indometacina (t) de animales, así como una muestra de calibración de pesos
moleculares referenciales, se presentan en la figura 1. A pesar de que la corrida electroforética
no fue totalmente homogénea, se puede observar como en Ic y Dc se revelaron 4 bandas
ubicadas entre 250-120KDa y 3 bandas ubicadas entre 84-28KDa; en Ii se revelaron 5 bandas
entre  250-120KDa  y  3  bandas  entre  84-28KDa.  En  Di  e  It  se  revelaron  7  bandas  entre
250-120KDa y 3 bandas ubicadas entre 84-28KDa; por el contrario,  en Dt se observaron 5
bandas por encima de 215 KDa y 4 bandas entre 84-28 KDa.

Figura 1: Electroforesis de proteínas totales de las ADM de las ratas controles y de los grupos A
y B. Marcador de pesos moleculares (M), con sus respectivas bandas (215, 120, 84, 60, 39.2 y
28KDa);  muestras  del  ADM  ipsilateral  (Ic)  o  contralateral  (Dc)  de  ratas  no  inflamadas  o
controles;  muestra  del  ADM  ipsilateral  (Ii)  o  contralateral  (Di),  posterior  a  la  inflamación;
muestra del ADM ipsilateral (It) o contralateral (Dt), posterior a la inflamación y pretratadas con
indometacina.



Expresión de proteínas en las ADM

En la figura 2 se observan los cambios de la expresión proteica en el ADM ipsilateral a la
inflamación. El  proceso inflamatorio indujo un incremento generalizado de las mismas de
+39,82%, en relación con el grupo control, manteniéndose los picos en los PM predominantes,
pero más intensamente en las proteínas de PM>200. Llama la atención que el pretratamiento
con  indometacina,  no  solo  produjo  disminución  de  la  expresión  de  las  proteínas
postinflamación  (-33,57%),  sino  que  además  inhibió  las  proteínas  constitutivamente
expresadas en el grupo control, siendo este efecto más intenso para proteínas de PM<350. Por
el contrario, en el ADM contralateral, el proceso inflamatorio redujo la expresión de proteínas
totales en  -15%, suprimió las proteínas que estaban presentes en el grupo control en los picos
de PM 160-320KDa, suprimió la expresión constitutiva de proteínas con PM de 20-80KDa e
incrementó la expresión de aquellas con PM ≥450KDa. La administración de indometacina
favoreció el incremento de la expresión protéica de bajo PM (20-80KDa), mientras que en el
resto  de  la  curva  se  evidenció  un  incremento  de  la  expresión  en  comparación  al  grupo
inflamado e inclusive, un aumento en la densidad proteica total de +14,2% con respecto del
grupo control (Figura 3).

Figura 2: Diferencias  en  la  expresión  de  proteínas  totales  de  las  ADM  ipsilaterales  a  la
inflamación periférica de todos los grupos experimentales (Ic, Ii, It). n=5; PM= peso molecular;
MA= average móvil de 10 términos.



Figura 3:  Diferencias  en la  expresión de proteínas  totales  de las  ADM contralaterales  a  la
inflamación  periférica  de  todos  los  grupos  experimentales  (Dc,  Di,  Dt).  n=5;  PM=  peso
molecular; MA= average móvil de 10 términos.

Expresión de proteínas de las ADM en condiciones controles

La diferencia de proteínas en el grupo control (Dc-Ic) muestra una mayor expresión de las
mismas  en  las  ADM  contralaterales  con  PM  entre  260-340KDa  (Figura  4).  A  pesar  de  la
magnitud de la expresión proteica hallada, esta no fue significativa.

Figura 4: Diferencias en la expresión de proteínas totales entre las ADM ipsi y contralaterales
de ratas  controles  (Dc-Ic)  expresadas  como unidades  densitométricas  relativas  (%ud),  n=5;
niveles de confiabilidad P5 y P95. PM: peso molecular; MA: average móvil de 10 términos.

Expresión de proteínas de las ADM en condiciones de inflamación periférica unilateral

El proceso inflamatorio incrementó la expresión de proteínas con PM de 180-260KDa del
ADM ipsilateral. Por el contrario, en el ADM contralateral aumentaron las proteínas con PM
comprendidos entre 580-640KDa (Figura 5).



Figura 5: Diferencias en la expresión de proteínas totales entre las ADM ipsi y contralaterales
en las ratas del grupo A (Di-Ii) expresadas como unidades densitométricas relativas (%ud), n=5;
niveles de confiabilidad P5 y P95. PM: peso molecular; MA: average móvil de 10 términos.

Expresión de proteínas de las ADM en condiciones de inflamación periférica unilateral
pretratadas con indometacina

En el  grupo B,  se  registró  una  inhibición  a  nivel  del  ADM ipsilateral,  de  la  expresión  de
proteínas  con  PM≥720KDa.  Por  el  contrario,  la  expresión  de  las  mismas  en  el  ADM
contralateral aumentó, particularmente en dos bandas de proteínas con PM 4 a 8KDa y de
340 a 360KDa (Figura 6).



Figura 6: Diferencias en la expresión de proteínas totales de las ADM ipsi y contralaterales
previo  tratamiento  con  indometacina  (Dt-It)  expresadas  como  unidades  densitométricas
relativas (%ud), n=5; niveles de confiabilidad P5 y P95. PM: peso molecular; MA: average móvil
de 10 términos.

Expresión de proteínas del canal Nav1.3 en las ADM

De  acuerdo  a  los  niveles  de  especificidad  del  Western  blot  y  bajo  las  condiciones
experimentales descritas,  no se observó la presencia de bandas reactivas que sugirieran la
expresión del canal Nav1.3.
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