INVESTIGACION TRASLACIONAL

Act Farma Terap. 2020, 18(3); XX-XX

El receptor sigma-1: una diana farmacoldégica que
modula las interacciones neuroinmunitarias y
neurogliales durante el dolor cronico

2M. Carmen Ruiz-Cantero, "2Rafael Gonzalez-Cano, "“Miguel A. Tejada, 'Inmacula-
da Bravo-Caparrés, 2Miriam Santos-Caballero, "?Francisco R. Nieto, "23Enrique J.
Cobosf

'Departamento de Farmacologia, Centro de Investigacion Biomédica e Instituto de Neurociencias, Universidad Granada, Granada, Espaia.
?Instituto de Investigacion Biosanitaria ibs.GRANADA, Granada, Espaiia.

3Instituto Teofilo Hernando de 1+D del Medicamento, Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Espaiia.

“Instituto de Investigacion Sanitaria INCLIVA, Valencia, Espaiia.

Presentacion

Las células inmunitarias y gliales juegan un papel de gran relevancia en el dolor cronico, por lo que quizas para un
abordaje farmacolégico optimo del dolor es necesario modular no solo los procesos de neurotransmision desde una
perspectiva exclusivamente neuronal, sino también las complejas interacciones entre las neuronas y otros tipos ce-
lulares. El receptor sigma-1, una proteina chaperona presente en las neuronas sensoriales y algunas células gliales,
participa en las interacciones neuroinmunitarias a varios niveles en distintos modelos experimentales de dolor, por lo
que los antagonistas sigma-1 podrian constituir una nueva clase de analgésicos con un mecanismo de accion sin
precedentes.

Resumen Summary
Las células inmunitarias y gliales juegan un papel de gran
relevancia en el dolor crénico, por lo que quizas para
un abordaje farmacoldgico éptimo del dolor es necesa-
rio modular no sdlo los procesos de neurotransmision
desde una perspectiva exclusivamente neuronal, sino
también las complejas interacciones entre las neuronas
y otros tipos celulares. En este articulo revisamos la evi-
dencia cientifica actual sobre los efectos moduladores
del receptor sigma-1 en la comunicacion entre el sistema
inmunitario y nervioso durante la inflamacion, asi como la
influencia de este receptor en los procesos de neuroin-
flamacion periférica y central en modelos experimentales
de dolor patoldgico. La inhibiciéon del receptor sigma-1

The sigma-1 receptor: a drug target that modulates neuroim-
mune and neuroglial interactions during chronic pain

Immune and glial cells play a pivotal role in chronic pain.
Therefore, it is possible that it would be necessary to
pharmacologically modulate not only neurotransmission
from an exclusively neuronal perspective for adequate
pain management, but also the complex interactions
between neurons and other cell types. In this article we
review the current scientific evidence on the modulatory
effects of the sigma-1 receptors on the communication
between the immune and nervous systems during in-
. . L o . . flammation, as well as the influence of this receptor on
incrementa la analgesia opioide periférica de origen in- . . o )
peripheral and central neuroinflammation in experimental

munitario durante una inflamacién dolorosa, maximizan- . . . L
. . . s models of pathological pain. Sigma-1 receptor inhibition
do el potencial analgésico de los leucocitos periféricos, .

= . ., .. increases peripheral opioid analgesia from immune cells
y disminuye los procesos de neuroinflamacion periférica

. o . A during painful inflammation, maximizing the analgesic
(como por ejemplo la infiltracion de los macréfagos en el otential of peripheral leukocytes, and decreases periph-
ganglio de la raiz dorsal) y central (mediante la inhibicién P perp f perip

L . P : . . eral (macrophage infiltration into the dorsal root ganglion)
de la activacion y proliferacion de microglia y astrocitos), o . . . .
. - and central (activation and proliferation of microglia and
en varios modelos de dolor. Por lo tanto, los antagonis- . Co .
! ; o astrocytes) neuroinflammation in several pain models.
tas sigma-1 podrian constituir una nueva clase de anal-

. . o Therefore, sigma-1 antagonists might constitute a new
gésicos con un mecanismo de accioén sin precedentes. . . .
class of analgesics with an unprecedented mechanism
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Introduccion: la novedad del receptor
sigma-1 como diana farmacoldgica y la
necesidad de nuevos analgésicos

El receptor sigma-1 es una chaperona sensible al
Ca?* (Hayashiy Su, 2007). Actualmente (hasta donde
nuestro conocimiento abarca), no hay ningun farma-
co comercializado, para ninguna indicacion terapéu-
tica, que module directamente una actividad chape-
rona. Por lo tanto, estos receptores no sélo son una
diana novedosa, sino también un nuevo tipo de dia-
na sin precedentes. De hecho, esta peculiaridad de
los receptores sigma-1 es un gran atractivo para los
farmacoélogos que nos hemos dedicado a su estudio
durante ya bastantes afios.

A nivel subcelular, los receptores sigma-1 se en-
cuentran particularmente concentrados en la mem-
brana del reticulo endoplasmico asociada a las mi-
tocondrias (Hayashi y Su, 2007). En situaciones de
estrés celular (cuando el Ca?* intracelular aumenta),
los receptores sigma-1 se activan y trasladan a otras
areas de la célula, en particular a areas cercanas a la
membrana plasmatica, lo que permite su interaccion
fisica con diversas proteinas de membrana (revisa-
do por Kourrich et al., 2012; Sanchez-Fernandez et
al.,, 2017). Entre las proteinas con las que interac-
cionan los receptores sigma-1 en la membrana plas-
matica se encuentran varios canales i6nicos, como
por ejemplo los receptores de glutamato del subtipo
NMDA (N-metil-D-aspartato), y receptores acopla-
dos a proteinas G, como por ejemplo los receptores
opioides. El interactoma de los receptores sigma-1
abarca muchas mas dianas proteicas que las ante-
riormente mencionadas, y se han revisado de mane-
ra reciente (Sanchez-Fernandez et al., 2017; Tejada
et al., 2018). Una vez que los receptores sigma-1
interaccionan con sus proteinas asociadas, actan
como una subunidad reguladora y tienen un impacto
profundo en la regulacion de los procesos de neuro-
transmision (Sanchez-Fernandez et al., 2017; Kou-
rrich et al., 2017). Teniendo en cuenta el mecanismo
de accion de estos receptores farmacoldgicos, no
es de extrafar que los ligandos sigma-1 hayan sido
propuestos como herramientas terapéuticas para tra-
tar diversas patologias de origen nervioso, incluyen-
do la depresion y la ansiedad, los trastornos en la
memoria y el aprendizaje, y el dolor (Kulkarni y Dhir,
2009; Maurice y Goguadze, 2017; Sanchez-Fernan-
dez et al., 2017; Merlos et al., 2017). Este articulo
de revision esta enfocado a profundizar en aspectos
concretos del papel del receptor sigma-1 en el dolor
patologico.
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Se estima que aproximadamente el 20% de los in-
dividuos en paises desarrollados sufren de dolor
cronico (Sa et al., 2019), y la cifra se eleva a un
30% al considerar so6lo a la poblacion adulta (Jo-
hannes et al., 2010). No es por lo tanto exagerado
afirmar que hay millones de personas que sufren
de dolor crbnico, y en consecuencia, es un proble-
ma importante de salud publica (Goldberg y Mc-
Gee, 2011; Pina et al., 2017). Los analgésicos con-
vencionales (incluidos opioides, antiinflamatorios
no esteroideos y gabapentinoides) muestran una
eficacia analgésica limitada en muchos trastornos
dolorosos crénicos, o bien efectos secundarios de
importancia que limitan su uso (Yaksh et al., 2015;
Phillips et al., 2017). La mayoria de los “nuevos”
analgésicos consisten en métodos refinados de
administracion de analgésicos conocidos o en aso-
ciaciones de analgésicos cuyas dianas son conoci-
das desde hace décadas. Esto pone de manifiesto
que el desarrollo de analgésicos dirigidos a nuevas
dianas farmacolégicas y por lo tanto, con mecanis-
mos de accion realmente innovadores, es escaso
(Kissin, 2010; Mao et al., 2011). El antagonista sig-
ma-1 selectivo S1RA (también denominado MR309
0 E-52862) es una de las pocas excepciones. Este
producto es una nueva entidad molecular, primera
en su clase, que ha mostrado ya grandes resulta-
dos preclinicos en diversos modelos de dolor, y re-
sultados prometedores en ensayos clinicos, como
se describira mas adelante.

En los ultimos anos se ha producido una intensa in-
vestigacion preclinica sobre los mecanismos del do-
lor crénico, y se ha establecido de manera contun-
dente la importancia de las interacciones entre las
neuronas sensoriales y células no neuronales en la
produccion y el mantenimiento del dolor, en particular
en cuanto al papel de las células inmunitarias que
se acumulan en una zona inflamada tras una lesion,
asi como los procesos neuroinflamatorios que ocu-
rren tanto en el sistema nervioso periférico como a ni-
vel central en diversas patologia dolorosas cronicas
(p-€j. Ji et al., 2014 y 2018). Por lo tanto, es posible
que para un abordaje farmacologico 6ptimo del dolor
sea necesario modular no solo los procesos de neu-
rotransmision desde una perspectiva exclusivamente
neuronal, sino también las complejas interacciones
entre las neuronas y otros tipos celulares. Como se
describira en este articulo, el receptor sigma-1 jue-
ga un papel importante en estos procesos. Nuestro
objetivo es ilustrar las generalidades de la comuni-
cacion quimica entre las células no neuronales y las
neuronas para la generacion del dolor crénico, y sin-
tetizar la evidencia cientifica que vincula las acciones
del receptor sigma-1 con estos procesos.
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Las interacciones neuroinmunitarias en
un tejido lesionado: el receptor sigma-1
modula la analgesia opioide de origen in-
munitario

Las interacciones neuroinmunitarias en una zona le-
sionada (inflamada) tienen un papel de vital impor-
tancia en la induccién y el mantenimiento del dolor.
Cuando se produce un dafio tisular periférico, se
inicia el reclutamiento de células inmunitarias al te-
jido dafiado. Las células inmunitarias predominantes
en el sitio del dafo tisular oscilan con el tiempo, y
de manera coordinada. Los neutréfilos son las célu-
las inmunitarias predominantes en una inflamacién
aguda, los macréfagos tienen un papel mas rele-
vante en etapas algo mas tardias de la inflamacion,
y los linfocitos incrementan su numero y funcion
cuando la inflamacién se cronifica (sin que esto le
reste relevancia a las acciones de las otras células
inmunitarias anteriormente mencionadas) (Carroll,
2014; Ghasemlou et al., 2015; Moro-Garcia et al.,
2018). Todas estas células inmunitarias producen
una amplia variedad de citoquinas proinflamatorias,
incluyendo al factor de necrosis tumoral (TNF), IL-
1B, IL-6, IL17A, asi como mediadores lipidicos, inclu-
yendo derivados del acido araquidonico, tales como
la prostaglandina E2, y los acidos 5,6-epoxieicosa-
trienoico y 5-hidroxieicosatetraenoico (Ji et al., 2014;
Pinho-Ribeiro et al., 2017). Varias de estas citoqui-
nas muestran una clara especificidad en cuanto su
produccion en células inmunitarias concretas (ver la
revision de Pinho-Ribeiro et al., 2017 para mas deta-
lles). La liberacion de todas estas sustancias (junto
con otras adicionales) juegan un papel clave en la
coordinacién de la respuesta inflamatoria en su con-
junto, no sélo en cuanto a las acciones de las cé-
lulas inmunitarias, sino también en cuanto a proce-
sos vasculares y de otra indole (revisado por Kolls
y Lindén, 2004; Tanaka et al., 2014; Yao y Narumi-
ya, 2019; Wagner et al., 2020). Ademas, las células
inmunitarias, en particular los macroéfagos, liberan
también el factor de crecimiento nervioso (NGF, de
sus siglas en inglés), cuyas acciones son importan-
tes en la restauracion de la densidad de terminales
nerviosas de la zona lesionada (Brown et al., 1991;
Takano et al., 2017; Pinho-Ribeiro et al., 2017). Las
terminales periféricas de las neuronas nociceptivas
expresan receptores no soélo para NGF, sino también
para las citoquinas y los mediadores lipidicos men-
cionados anteriormente. En respuesta a todos estos
factores liberados por las células inmunitarias, los
nociceptores se sensibilizan, respondiendo con una
mayor intensidad a los estimulos sensoriales y por
lo tanto favoreciendo el dolor que ocurre durante la
infiltracion inmunitaria en un tejido lesionado (Ji et al.,
2014; Pinho-Ribeiro et al., 2017; Tejada et al., 2018).
Por lo tanto, las neuronas sensoriales actian a modo
de sensor de las sustancias quimicas de produccion
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inmunitaria y por ende de la presencia de leucocitos
en la zona lesionada.

Es importante destacar que tanto los neutréfilos,
como los macréfagos o los linfocitos, son capaces
de producir péptidos opioides endbgenos, como
por ejemplo B-endorfina, encefalinas, dinorfinas o
endomorfinas, los cuales se unen a los receptores
opioides p, K y & con distinta preferencia (revisado
en Tejada et al., 2018), y de hecho, la fuente prin-
cipal de opioides endégenos durante la inflamacion
son las células inmunitarias (Przewlocki et al., 1992;
Rittner et al., 2001). Sin embargo, la produccién de
estas moléculas, que producen analgesia de manera
natural, no es capaz de contrarrestar los efectos de
la multitud de factores proalgésicos que se produ-
cen durante la inflamacion. No en vano, Celso, alla
en el siglo | a.c., ya describi6 el dolor como uno de
los signos cardinales de la inflamacién. De hecho,
de manera habitual, el dolor tiende a reducirse con
la resolucion de la inflamacién y el consecuente tér-
mino de la respuesta inmunitaria en el tejido, lo que
resalta la importancia del sistema inmunolégico en la
sensibilizacion neuronal a nivel de la zona inflamada.

Los receptores sigma-1, como se ha comentado en
la seccion anterior, son capaces de unirse a los re-
ceptores opioides y actuar como una subunidad re-
guladora de los mismos. La primera evidencia de la
modulacion de los efectos opioides por los receptores
sigma-1 es del afio 1993, cuando Chien y Pasternak
demostraron que el haloperidol, un antagonista do-
paminérgico usado clinicamente como antipsicético,
pero que es simultdneamente un antagonista sigma-1
con una elevada afinidad por estos receptores (Co-
bos et al., 2008), era capaz de incrementar enorme-
mente los efectos analgésicos del agonista opioide
y morfina (Chien and Pasternak, 1993). En estudios
sucesivos, se demostrd que no s6lo haloperidol, sino
también antagonistas sigma-1 mas selectivos, como
el BD-1063 o el S1RA, eran capaces de incremen-
tar la analgesia opioide inducida por morfina y otros
opioides p usados en clinica, como la oxicodona o el
fentanilo, por agonistas k, tales como el U50,488H
o la naloxona benzoilhidrazona, asi como la anal-
gesia inducida por el agonista & [D-Pen2, D-Pen5]
enkephalin. Las combinaciones empleadas en los
multiples articulos enfocados al estudio de los efec-
tos de las asociaciones entre antagonistas sigma-1
y agonistas opioides han sido revisadas previamen-
te (Sanchez-Fernandez et al., 2017). Por lo tanto, el
efecto inicialmente descrito en la asociacion de halo-
peridol y morfina era extensible a otros antagonistas
sigma-1 mas selectivos, asi como a otros farmacos
opioides con distinta preferencia por los tres subtipos
principales de receptores opioides.

Teniendo esto en cuenta, nos planteamos que el
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antagonismo sigma-1 podria también potenciar la
analgesia opioide inducida por péptidos opioides en-
dogenos y no solo aquella producida por farmacos
opioides. El antagonismo sigma-1 produce efectos
antihiperalgésicos durante la inflamacién tanto en
la rata (Parenti et al., 2014a y b) como en el ratén
(Tejada et al., 2014). En uno de nuestros estudios
recientes, mostramos que durante la inflamacion en
el ratén, el blogqueo farmacologico de los recepto-
res sigma-1 por BD-1063 o por S1RA era capaz de
producir un efecto antihiperalgésico opioide de ori-
gen periférico (reversible por el antagonista opioide
periférico naloxona metiodida) en la pata inflamada,
sin inducir analgesia en otras zonas sin inflamacion,
y que este efecto antihiperalgésico era dependien-
te de la presencia de células inmunitarias (macroé-
fagos o neutrdéfilos) en el foco inflamatorio (Tejada
et al., 2017). Por lo tanto, el bloqueo farmacolégico
del receptor sigma-1 es capaz de producir analge-
sia opioide de manera selectiva en la zona dolorida,
maximizando el potencial analgésico de las células
inmunitarias que de manera natural se acumulan en
la inflamacion. Estos resultados se sintetizan en la
Tabla 1. Es importante destacar que a pesar de que
el efecto del antagonismo sigma-1 sea opioide (de
manera indirecta), esto no quiere decir que sus efec-
tos sean totalmente equivalentes a la administracion
de un farmaco opioide. De hecho, el antagonismo
sigma-1 carece de los efectos secundarios tan limi-
tantes que tienen los farmacos opioides, como el es-
trefiimiento o las propiedades reforzantes que tienen
estos farmacos, al menos en el roedor (Sanchez et
al., 2013 y 2014; Vidal-Torres et al., 2013). Esto ulti-
mo es particularmente relevante teniendo en cuenta
la “epidemia de opioides” que tanto preocupa en al-
gunas partes del mundo, en particular en los Estados
Unidos de América (Lyden y Binswanger, 2019).

El papel del receptor sigma-1 en la neu-
roinflamacion periférica

Las células de Schwann son las células gliales mas
abundantes en el sistema nervioso periférico. Cuan-
do se produce la lesién en un nervio, las células de
Schwann adquieren un fenotipo reparador, ganando
capacidad de proliferacion y liberando varios factores
que entran en contacto con los axones lesionados.
Entre estos factores se encuentran varias neurotro-
finas, incluyendo GDNF (factor neurotréfico deriva-
do de la glia, de sus siglas en inglés), BDNF (factor
neurotrofico derivado del cerebro, de sus siglas en
inglés) y NGF, las cuales promueven el crecimien-
to y regeneracion de los axones dafiados, aunque
también sensibilizan a las neuronas sensoriales y por
lo tanto favorecen el desarrollo del dolor neuropati-
co (Scholz and Woolf, 2007; Wei et al., 2019). Estas
neurotrofinas no son los Unicos factores pronocicepti-
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vos que producen las células de Schwann reparado-
ras, las cuales son también capaces de liberar ATP,
el cual interacciona con los receptores purinérgicos
de los axones sensoriales promoviendo la despola-
rizacion neuronal (Wei et al., 2019). Por ultimo, es-
tas células de Schwann producen varias citoquinas
proinflamatorias (incluyendo el TNF, la IL-6 y la IL-1)
tras el dafio nervioso, las cuales (como se ha comen-
tado en el apartado anterior) contribuyen a la sensi-
bilizacion de las neuronas sensoriales periféricas y
por supuesto al reclutamiento de células inmunitarias
(macroéfagos, células T y mastocitos), que en conse-
cuencia incrementan los niveles de citoquinas proin-
flamatorias, y por lo tanto refuerzan la sensibilizacion
de los axones nociceptivos (Scholz and Woolf, 2007;
Wei et al., 2019). Por consiguiente, la accion de las
células de Schwann juega un papel muy relevante en
la generacioén del dolor neuropético.

Ha sido descrito que las células de Schwann en es-
tado basal (en un nervio intacto) expresan de mane-
ra robusta el receptor sigma-1 (Palacios et al., 2004;
Shen et al.,, 2017), y cuando se produce la seccion
del nervio y las células de Schwann proliferan, man-
tienen la expresion del receptor sigma-1 (Shen et
al., 2017). Debido al incremento del nUmero de es-
tas células tras la seccion parcial del nervio ciatico,
y al consecuente incremento local en la densidad
de los receptores sigma-1 en el neuroma, el radio-
ligando sigma-1 ['®F]FTC-146 es capaz de detectar
el sitio del dafio nervioso periférico cuando se usa
como sonda en ensayos de tomografia por emision
de positrones-imagen de resonancia magnética en
la rata (PET/MRI, de sus siglas en inglés) (Shen et
al., 2017). El receptor sigma-1 en el sitio del dafio
nervioso podria jugar un papel funcional importante,
puesto que la administracion de FTC-146 en el sitio
del neuroma disminuye la hipersensibilidad senso-
rial (Shen et al., 2017). Sin embargo, son necesarios
mas estudios para clarificar si la accion de este ligan-
do sigma-1 en el dolor neuropatico se produce a nivel
de las células de Schwann o a nivel neuronal. Tam-
bién seria interesante estudiar si la administracion de
ligandos sigma-1 es capaz de alterar la proliferacion
de las células de Schwann, las células inmunitarias
que son reclutadas al sitio lesionado, asi como los ni-
veles de factores pronociceptivos en el sitio del dafio
nervioso.

Durante el dolor cronico también se produce una
neuroinflamacién periférica a nivel de los ganglios de
las raices dorsales (DRG, de sus siglas en inglés),
donde se sitlan los somas de las neuronas senso-
riales periféricas. Este proceso se ha estudiado con
particular profundidad (aunque no Unicamente) tras
una lesion nerviosa periférica. Las células satélite,
las cuales rodean los somas de las neuronas senso-
riales periféricas, son de las primeras células gliales
en ser activadas tras una estimulacion nociceptiva de
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alta intensidad, como puede ser tras una lesion ner-
viosa. Uno de los factores que produce la activacion
de las células satélites es el ATP liberado desde el
soma neuronal por la actividad nociceptiva inducida
por la lesion del nervio (Ji et al., 2016). Tras el dafio
nervioso, tanto las neuronas como las células satélite
activas (aunque principalmente las primeras) produ-
cen BDNF, lo cual contribuye tanto a la regeneracion
axonal como a la sensibilizacién nociceptiva (Zhu et
al., 2012; Sikandar et al., 2018). Las células satélite
activas producen TNF, el cual participa a su vez en el
incremento de la excitabilidad de las neuronas sen-
soriales (Ji et al., 2016). Ademas de la produccién
de TNF, las células satélite activas liberan proteasas
especificas que activan a la quimioquina fractalquina
(también conocida como CX3CL1), la cual esta en
forma inactiva en la membrana de los somas de las
neuronas sensoriales, de manera que la accion pro-
teolitica libera a esta citoquina de su anclaje, y queda
por lo tanto en forma soluble (Souza et al., 2013). La
fractalquina es una de las sefiales mas importantes
para la invasion de los macréfagos al DRG, junto con
la quimioquina CCL-2 (también denominada MCP1,
de las siglas en inglés de proteina quimiotactica de
monocitos-1), la cual es liberada por las neuronas
dafadas (Scholz and Woolf, 2007). Los macréfa-
gos adquieren una disposicion peculiar en el DRG,
rodeando a los somas de las neuronas dafadas, y
estableciendo por lo tanto un contacto muy estrecho
con las neuronas afectadas (Vega-Avelaira et al.,
2009). Los macroéfagos liberan citoquinas proinflama-
torias, tales como IL-6 (entre otras), que sensibilizan
a las neuronas sensoriales con las que establecen
contacto asi como a las neuronas vecinas, que a pe-
sar de no haber sido dafiadas por la lesion nerviosa,
se sensibilizan por el ambiente proinflamatorio local
del DRG (Scholz y Woolf, 2007). Las células T, atrai-
das por los macrofagos al DRG (Raoof et al., 2018),
también contribuyen a la neuroinflamacién del DRG,
y son de gran importancia en el dolor neuropatico
(Cobos et al., 2018). En cambio, los neutréfilos no
parecen ser reclutados al DRG tras la lesion nervio-
sa (Bravo-Caparro0s et al., 2020), excepto en circuns-
tancias en la que la lesion nerviosa curse con una
inflamacion particularmente prominente en el nervio
(Scholz and Woolf, 2007).

El papel del receptor sigma-1 en el DRG durante el
dolor neuropético ha sido explorado en estudios re-
cientes. EI DRG contiene una densidad de receptores
sigma-1 mucho mayor que varias areas centrales im-
portantes en el procesamiento doloroso, tales como
la zona dorsal de la médula espinal, la amigdala ba-
solateral, la sustancia gris periacueductal o la médu-
la rostralventral (Sanchez-Fernandez et al., 2014).
Aunque el primer estudio que describié la localizacion
del receptor sigma-1 en el DRG de rata encontrd a
este receptor situado tanto en neuronas como en cé-
lulas satélite (Bangaru et al., 2013), estudios poste-
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riores tanto en ratbn como en rata, localizan al recep-
tor sigma-1 con una distribucién especifica neuronal
(Mavlyutov et al., 2016; Montilla-Garcia et al., 2018;
Bravo-Caparrés et al., 2020; Shin et al., 2020). Tras
el dafo en el nervio periférico, el receptor sigma-1 del
soma neuronal de las neuronas dafiadas se activa
(posiblemente por el incremento en el Ca2* intracelular
inducido por la lesion) y se mueve desde localizacio-
nes intracelulares a las regiones proximas a la mem-
brana plasmatica (Shin et al., 2020; Bravo-Caparros et
al., 2020). Es interesante destacar que las neuronas
dafadas, con el receptor sigma-1 externalizado, son
principalmente las que concentran a los macréfagos
rodeando al cuerpo neuronal. Por lo tanto, es posible
que el receptor sigma-1 juegue un papel relevante en
la comunicacién entre neurona y macréfago en este
contexto (Bravo-Caparros et al., 2020). De hecho, la
inhibiciéon de la expresion del receptor sigma-1 en ra-
tones knockout para este receptor produce una mar-
cada disminucién en la produccion de CCL-2 a nivel
del DRG con la consecuente disminucion de la infiltra-
cion de macréfagos en el ganglio (Bravo-Caparrés et
al., 2020). Aunque no se ha estudiado si la inhibicién
del receptor sigma-1 produce también una disminu-
cion en la infiltracion de células T, esto es esperable,
teniendo en cuenta la importancia de los macréfagos
en el reclutamiento de esta estirpe linfocitaria (Raoof
et al., 2018). La disminucién de macréfagos en estos
ratones mutantes knockout sigma-1 se acompafo6 de
una disminucién en el contenido en IL-6 en el DRG
lesionado (Bravo-Caparrés et al., 2020), y por lo tan-
to en su ambiente proinflamatorio. De hecho los rato-
nes knockout sigma-1, asi como ratones de genotipo
salvaje cuya expresion de este receptor ha sido dis-
minuida selectivamente en las neuronas sensoriales
periféricas usando vectores virales, muestran una hi-
persensibilidad sensorial neuropatica disminuida (Bra-
vo-Caparrés et al., 2020; Shin et al., 2020).

Es interesante mencionar que el tratamiento sisté-
mico con el antagonista sigma-1 S1RA también fue
capaz de revertir la hipersensibilidad neuropética
(Bravo-Caparros et al., 2019). En este ultimo estudio,
el efecto del S1RA fue revertido por el antagonista
opioide periférico naloxona metiodida (Bravo-Capa-
rrés et al., 2019). Por lo tanto, estos resultados pa-
recen indicar que ademas de los efectos en la neu-
roinflamacion periférica de la inhibicion del receptor
sigma-1, es posible que parte del efecto analgésico
de la inhibicion de este receptor implique la poten-
ciacion de la analgesia opioide endégena durante la
neuropatia. Teniendo en cuenta la abundancia de las
células inmunitarias en el sistema nervioso periférico
durante el dolor neuropético, y que las células inmu-
nitarias producen opioides endégenos (Tejada et al.,
2018), parece razonable pensar que la inhibicion del
receptor sigma-1 potencie la analgesia opioide de
origen inmunitario, de manera similar a lo descrito en
la seccién anterior para el dolor inflamatorio.
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Por ultimo, el tratamiento sistémico con S1RA redu-
ce el incremento en los niveles de BDNF en el DRG
durante el desarrollo de una artrosis experimental en
la rodilla (Carcolé et al., 2019b). Aunque el BDNF en
el DRG tiene un origen mixto, ya que procede tan-
to de las neuronas sensoriales como de las células
satélite (Sikandar et al., 2018), teniendo en cuenta
gue segun los datos actuales el receptor sigma-1 no
esta presente en estas Ultimas, es muy posible que
la disminucién de los niveles de BDNF ganglionares
en respuesta al S1RA sea producido por su accion
en las neuronas periféricas. Sin embargo, puesto que
se produce una comunicacion intensa entre las neu-
ronas y las células satélite, no es descartable que la
disminucién en la actividad neuronal inducida por el
S1RA repercuta de manera indirecta en una menor
actividad de las células satélite y por lo tanto en los
niveles de BDNF producidos por estas ultimas. Son
necesarios mas experimentos para clarificar este as-
pecto del efecto del receptor sigma-1 en la respuesta
neuroinflamatoria periférica.

Los estudios en los que se explora el papel del re-
ceptor sigma-1 en la neuroinflamacion periférica se
resumen en la Tabla 1.

En resumen, aunque todavia son necesarios estu-
dios profundos para entender la influencia del recep-
tor sigma-1 en la modulacion de la actividad de los
diversos tipos celulares gliales e inmunitarios en la
neuroinflamacion periférica durante el dolor cronico,
la evidencia cientifica acumulada recientemente in-
dica que estos receptores juegan un papel relevante
en este proceso.

El papel del receptor sigma-1 en la neuro-
inflamacion central

En el dolor cronico hay dos tipos celulares gliales
cuyo papel es determinante en los acontecimien-
tos que tienen lugar en el asta dorsal de la médula
espinal: la microglia y los astrocitos. Las microglia
son células inmunitarias del sistema nervioso central
equivalentes a los macréfagos periféricos. EI CCL-2
producido por las neuronas sensoriales periféricas, y
transportado hasta el asta dorsal, tiene un papel cla-
ve en la activacion microglial, junto con la liberacién
de otros factores por parte de las terminales centra-
les de estas neuronas periféricas, tales como el ATP
(Scholz y Woolf, 2007; Ji et al., 2016). Ademas, la
microglia activa es capaz de fragmentar a la fractal-
quina de la membrana neuronal mediante acciones
enzimaticas, lo que refuerza su actividad (Clark y
Malcangio, 2014). La activacion de la microglia por la
estimulaciéon nociceptiva conduce a su proliferacion
en el asta dorsal de la médula espinal, la cual, de
manera similar a sus analogos periféricos, contribuye
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en gran medida a la produccion de citoquinas
proinflamatorias, tales como TNF, IL1- e IL-6, y con
ello a la modulacién de la actividad de las neuronas
centrales y al incremento de la transmision central de
la sefial dolorosa (Scholz y Woolf, 2007; Pinho-Ribei-
ro et al., 2017). Ademas, estas citoquinas proinflama-
torias, junto con factores liberados por las termina-
les centrales de las neuronas sensoriales periféricas
(tales como el ATP), promueven la activacion de los
astrocitos (Ji et al., 2016).

Los astrocitos forman redes interconectadas por unio-
nes estrechas, las cuales contienen hemicanales for-
mados por conexinas, como la conexina 43 (Cx43).
La unién de dos hemicanales, uno de cada astrocito,
forma un canal completo. Estos canales permiten un
intercambio rapido de iones y metabolitos entre los as-
trocitos que conforman dicha red (Xing et al., 2019).
Cuando los astrocitos se activan por las sefiales des-
critas en el parrafo anterior, estos se hipertrofian y pro-
liferan, y la Cx43 se expresa en lugares diferentes a
las uniones estrechas entre astrocitos, lo que permite
la salida al medio extracelular de ATP y D-serina (Xing
et al,, 2019; Ji et al., 2018). Esta dltima es sintetizada
por una racemasa inducible en el astrocito. Mientras
que el ATP activa receptores purinérgicos neurona-
les, la D-serina actia como co-agonista (en el sitio de
union a la glicina) de los receptores de NMDA en las
sinapsis centrales (Xing et al., 2019). En conjunto, la
actividad de la microglia y los astrocitos contribuye a la
sensibilizacion de las vias nociceptivas centrales. Se
cree que la microglia es activada de una manera mas
temprana que los astrocitos durante el dolor cronico,
y por lo tanto se piensa que mientras que la microglia
es particularmente relevante en etapas tempranas del
dolor patolégico, los astrocitos tienen un papel mas
importante en su mantenimiento (Yan et al., 2017). Sin
embargo, los astrocitos son capaces de responder a
estimulos nociceptivos de corta duracion, del orden de
minutos, activando un enzima intracelular, la aromata-
sa astrocitaria, la cual produce 173-estradiol (O’Brien
et al.,, 2015; Choi et al., 2018a). Este producto tiene
un efecto neuroprotector (Azcoitia et al., 2003) aunque
también pronociceptivo (O’Brien et al., 2015).

Mientras que la evidencia de la localizaciéon del re-
ceptor sigma-1 en las neuronas sensoriales periféri-
cas es clara, algunos estudios muestran una localiza-
cion exclusivamente neuronal de este receptor en el
asta dorsal (Alonso et al., 2000; Jeong et al., 2015),
mientras que otros lo detectan en astrocitos y no en
neuronas (Moon et al., 2014; Choi et al., 2016). Por
lo tanto, no hay acuerdo en la localizacién exacta de
este receptor a nivel del asta dorsal. Esta disparidad
podria ser debida a la especificidad de los anticuer-
pos usados, asi como a los diferentes métodos de
tincion empleados. Son necesarios mas estudios
para clarificar la localizacion exacta del receptor sig-
ma-1 a nivel de la médula espinal.
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A pesar de las incégnitas en cuanto a la localizacion
precisa de este receptor en el asta dorsal, los resulta-
dos de los estudios enfocados a determinar el papel
del receptor sigma-1 en la neuroinflamacion central
son muy congruentes, como se describira a continua-
cion. El antagonismo del receptor sigma-1 produce la
disminucién de la microgliosis en el asta dorsal de la
médula espinal en un modelo de dolor inflamatorio en
la rata (Jeong et al., 2015), en un modelo de artrosis
en el ratén (Carcolé et al., 2019b), y en el dolor indu-
cido por un cancer 6seo en la rata (Zhu et al., 2015).
La disminucién en la microgliosis por el antagonismo
sigma-1 (BD-1047 o S1RA) produjo una disminucion
de citoquinas proinflamatorias de origen eminente-
mente microglial, como TNF o IL-1B (Jeong et al.,
2015; Carcolé et al., 2020). En otros estudios, reali-
zados en un modelo de dolor neuropatico central en
el ratén, encuentran una disminucion marcada de los
niveles de estas citoquinas proinflamatorias en el ra-
ton knockout para el receptor sigma-1, o tras la admi-
nistracion de S1RA (Castany et al., 2018 y 2019). En
todos estos estudios, la disminucion en la actividad
microglial o la disminucién de citoquinas proinflama-
torias en el asta dorsal por la inhibicion del receptor
sigma-1, estuvo acompafada de una disminucion de
las manifestaciones dolorosas.

El antagonismo de los receptores sigma-1 por BD-
1047 también fue capaz de disminuir la astrocito-
sis en el asta dorsal de la médula espinal en varios
modelos de dolor patolégico, incluyendo durante la
inflamacion por carragenina en la rata (Choi et al.,
2018b), en el dolor neuropéatico inducido por la lesion
mecanica del nervio ciatico en el raton (Moon et al.,
2014), asi como en un modelo de dolor neuropatico
de origen central en el ratdn (Choi et al., 2016). Ade-
mas, la inhibicion del receptor sigma-1 fue capaz de
disminuir la expresion de la serina racemasa, con el
consecuente descenso en la produccion de D-serina
(Choi et al., 2018b), y de la conexina Cx43 (Choi et
al., 2016), lo que podria repercutir en la capacidad de
los astrocitos para liberar algbgenos quimicos en las
sinapsis centrales. En todos estos estudios se cuan-
tifico una disminucion en la hipersensibilidad sen-
sorial en los distintos modelos de dolor empleados.
Como se ha comentado previamente, la D-serina
actiia como coagonista de los receptores de NMDA,
por lo que el alivio del dolor mediado por la inhibi-
cion de la actividad astrocitaria por el antagonismo
sigma-1 puede explicarse por una disminucién en la
actividad glutamatérgica en el asta dorsal. De hecho,
ha sido descrito que la administracion intratecal del
agonista sigma-1 PRE-084 incrementa los efectos
pronociceptivos del NMDA, y este proceso es rever-
tido por inhibidores de la actividad astrocitaria (Choi
et al., 2017), lo que realza la modulacién del recep-
tor sigma-1 de los efectos pronociceptivos glutama-
térgicos mediados por los astrocitos. Por ultimo, y a
modo de ejemplo del papel del receptor sigma-1 en
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los efectos pronociceptivos rapidos de los astrocitos,
ha sido descrito que el antagonismo sigma-1 inhibe
la activacion de la aromatasa astrocitaria, y esto es
suficiente para disminuir el dolor inducido por la ad-
ministracion intraplantar de formalina en cuestiéon de
minutos (Choi et al., 2018a).

Los estudios en los que se explora el papel del re-
ceptor sigma-1 en la neuroinflamacion central se re-
sumen en la Tabla 1.

Es interesante resaltar que todos los procesos centra-
les en estos modelos de dolor cronico (exceptuando
aquellos inducidos por la lesion directa de la médula
espinal) se desencadenan por la actividad nocicepti-
va periférica. Como se ha comentado previamente,
el CCL-2 proveniente de las neuronas sensoriales
periféricas juega un papel importante en el recluta-
miento microglial, y la actividad de estas células in-
munitarias es a su vez importante para la activacion
de la astroglia. Puesto que la inhibicion del receptor
sigma-1 disminuye la produccion de esta quimioqui-
na a nivel del DRG (Bravo-Caparrés et al., 2020), no
se puede descartar que al menos parte de los efectos
centrales de la inhibicién del receptor sigma-1 que
se describen en esta seccion estén influenciados por
los receptores sigma-1 periféricos. Incluso aquellos
estudios en los que se administran antagonistas sig-
ma-1 de manera intratecal (ver Tabla 1) pueden estar
influenciados por las acciones periféricas de los far-
macos administrados, puesto que este tipo de admi-
nistracion produce el contacto de la solucion adminis-
trada con el DRG (Tan et al., 2015).

Teniendo en cuenta estos resultados en conjunto, se
puede concluir que los receptores sigma-1 juegan un
papel muy relevante en la neuroinflamaciéon a nivel
central, mediante la modulacion de la actividad de la
microglia y de los astrocitos en el asta dorsal de la
médula espinal.

Finalmente, ademas de la neuroinflamacién en el
asta dorsal de la médula espinal, se sabe que du-
rante el dolor crénico se incrementa la actividad mi-
croglial en areas supraespinales, tanto en roedores
(Lucie Blaszczyk et al., 2018 J Neuroinf; Carcolé et
al., 2019a) como en humanos (Loggia et al., 2015).
Aunque el papel de la neuroinflamacion supraespi-
nal en el dolor estd mucho menos estudiado que a
nivel de la médula espinal, se piensa que exacerba
la transmision nociceptiva y la percepcion dolorosa
(Fiore y Austin, 2016). Se ha descrito que la adminis-
tracion del antagonista sigma-1 S1RA, en animales
con una artrosis experimental, disminuye la prolifera-
cion microglial en la corteza prefrontal medial (Carco-
I€ et al., 2019a), la cual es relevante para el procesa-
miento emocional (Gusnard et al., 2001; Etkin et al.,
2011), de la funcion cognitiva (Phelps et al., 2004), y
en la modulacion de la percepcion del dolor (Apka-
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Tabla 1B. Continuacion Tabla 1A.
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rian et al., 2005; Metz et al., 2009). Curiosamente, el
antagonismo sigma-1 mejor6 los déficits cognitivos
y la conducta depresiva de los animales artrosicos
(Carcolé et al., 2019a). Este estudio se resume en la
Tabla 1. Estos resultados indican que el antagonismo
sigma-1, posiblemente por la modulacién supraespi-
nal de la respuesta neuroinflamatoria, no so6lo dismi-
nuye la hipersensibilidad sensorial, la cual se evalta
en animales mediante conductas reflejas simples ba-
sadas en estimulo-respuesta (Gonzalez-Cano et al.,
2020), sino que es capaz de alterar aspectos mas
profundos de la experiencia dolorosa.

La influencia del sexo en los procesos
neuroinflamatorios y en el papel del re-
ceptor sigma-1

Tradicionalmente, en la investigacion preclinica, y en
particular en neurociencias, se ha evitado de mane-
ra casi absoluta el uso de animales hembra para la
realizacion de los ensayos (Beery and Zucker, 2011).
Esto es particularmente relevante en el tema de la
investigacion en dolor, puesto que gran parte de los
trastornos dolorosos crénicos son, en términos gene-
rales, mas prevalentes en mujeres que en hombres
(Greenspan et al., 2007), por lo que sin duda merece
la pena estudiar el procesamiento doloroso en am-
bos sexos. Ademas, ha sido descrito recientemente
que el papel de los procesos neuroinflamatorios en
el dolor podria ser diferente entre animales de am-
bos sexos (al menos en el ratén). En concreto, se
piensa que la microglia juega un papel mas relevante
en el dolor neuropético en animales macho que en
hembras, mientras que las células T juegan un papel
mas relevante en hembras que en machos (Sorge
et al., 2015). En el caso particular que contempla
esta revision, aunque hay mas estudios realizados
con machos que con hembras (ver Tabla 1), en to-
dos ellos parece haber acuerdo en cuanto a que la
inhibicion del receptor sigma-1 disminuye los proce-
sos neuroinflamatorios de manera independiente del
sexo del animal empleado. Sin embargo, en cada es-
tudio se han analizado variables muy concretas y no
solapables con los demas estudios, y Unicamente en
animales de un sexo determinado, por lo que no se
ha realizado una comparacién formal entre animales
machos y hembras en cuanto al papel del receptor
sigma-1 en estos procesos.

Hay algun estudio previo en el que se ha evaluado
el efecto de la inhibicién del receptor sigma-1 en la
modulacién del dolor en animales de ambos sexos.
En concreto, los ratones knockout para el receptor
sigma-1 muestran una pérdida de la sensibilidad a la
alodinia mecanica inducida por capsaicina (un mode-
lo conductual de sensibilizacion central) equivalente
entre machos y hembras (Entrena et al., 2009). Ade-
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mas, ha sido descrito que no hay diferencias entre
sexos, ni en estos animales mutantes ni en ratones
no modificados genéticamente tratados con S1RA,
en la hipersensibilidad frente a un estimulo mecani-
co, calorifico o frio tras la seccion parcial del nervio
ciatico (SNI) (Bravo-Caparros et al.,, 2019). Por lo
tanto, y al menos por ahora, no hay ninguna eviden-
cia que apunte a que haya diferencias dependientes
del sexo en la modulacion del dolor por el receptor
sigma-1. Merece la pena mencionar que aunque el
dimorfismo sexual se puede expresar como una di-
ferencia en la sensibilidad al dolor, este no es siem-
pre el caso. De hecho, se han observado diferencias
mecanisticas en la transmision del dolor entre sexos
a pesar de que la sensibilidad al estimulo doloroso
fuera idéntica entre machos y hembras (revisado
en Gonzalez-Cano et al., 2020). Por lo tanto, no es
descartable que exista algun parametro sexualmente
dimorfico (no descrito todavia) en el papel del recep-
tor sigma-1 en la comunicacién entre las neuronas
sensoriales y las células inmunitarias y gliales tan
importantes en el dolor crénico.

Los ensayos clinicos con S1RA, un anta-
gonista sigma-1 selectivo

El S1RA es un antagonista selectivo del receptor sig-
ma-1 desarrollado por Esteve Pharmaceuticals S.A.,
con la colaboracién de numerosos grupos de inves-
tigacion, incluyendo al nuestro. Como se ha comen-
tado a lo largo de las secciones previas, el antago-
nismo del receptor sigma-1 por el S1RA (y por otros
ligandos sigma-1) produce efectos beneficiosos en
el dolor en modelos animales de inflamacién, neuro-
patia central y periférica inducidas por lesiones me-
canicas, artrosis y cancer, y al menos parte de estos
efectos son atribuibles a la potenciaciéon de la anal-
gesia opioide inmunitaria y/o a la modulacién de los
procesos neuroinflamatorios centrales y periféricos.

A nivel clinico, el S1TRA ha demostrado tener un perfil
adecuado de seguridad en sujetos sanos en tres en-
sayos clinicos de fase | independientes, en los que
se ha evaluado el efecto de este farmaco en un total
de 174 individuos (Abadias et al., 2013). Ademas, el
S1RA ha sido evaluado en un ensayo clinico de fase
Ila para el tratamiento del dolor neuropatico inducido
por oxaliplatino (Bruna et al., 2018), un antineopla-
sico de amplio uso clinico que induce el desarrollo
de una neuropatia periférica en un porcentaje alto de
pacientes (Sisignano et al., 2014). En este estudio,
la administracion repetida del S1RA disminuy®¢ la hi-
persensibilidad dolorosa frente a un estimulo frio, asi
como el porcentaje de pacientes que experimentaron
una neuropatia severa cronica. Sin embargo, aunque
los resultados son sin duda prometedores, al ser un
estudio de fase lla, el nUmero de participantes fue re-
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ducido (62 pacientes tratados con el S1RA) (Bruna et
al., 2018). Por lo tanto, son necesarios mas estudios
para evaluar de manera apropiada el potencial anal-
gésico del S1RA en el dolor neuropatico inducido por
oxaliplatino. Es relevante mencionar que hay varios
estudios preclinicos en los que se ha demostrado que
este farmaco es capaz de disminuir el desarrollo de
la neuropatia periférica inducida por quimioterapicos,
incluyendo al paclitaxel (Nieto et al., 2012 y 2014)
y al oxaliplatino (Gris et al., 2016). Sin embargo, en
ninguno de ellos se estudian los procesos neuroinfla-
matorios. La neuroinflamacién durante la neuropatia
inducida por agentes quimioterapicos no parece ser
tan robusta como la producida tras un dafio meca-
nico en el nervio, y aunque hay cierta controversia
sobre la importancia de la neuroinflamacién en este
tipo de neuropatia, mientras que la microgliosis pa-
rece predominar en el dolor neuropatico inducido
por paclitaxel, la astrocitosis parece predominar en
la neuropatia inducida por oxaliplatino (revisado en
Sisignano et al., 2014). Por lo tanto son necesarios
mas estudios para determinar el mecanismo por el
cual el STRA inhibe el dolor neuropatico inducido por
estos antineopléasicos.

Por ultimo, dado el potencial analgésico del S1TRA en
modelos animales de dolor de etiologia diversa, se-
ria justificable (y deseable) la realizacion de ensayos
clinicos adicionales en pacientes con otros tipos de
trastornos dolorosos.
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. Dolor neuropéatico central/
Artrosis/ Dolor canceroso
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‘Astrocltos % neuropético perférico y
central/ formalina i.pl.
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Conclusiones

En esta revision de la literatura hemos resumido la
evidencia cientifica actual sobre los efectos modu-
ladores del receptor sigma-1 en la sensibilizacion
inducida por las células inmunitarias en un tejido in-
flamado, asi como la influencia de este receptor en
los procesos de neuroinflamacion periférica y central.
Aunque los estudios originales han sido realizados
en modelos de dolor muy variados, de manera que
en cada uno de ellos se ha abordado un aspecto muy
concreto del proceso global, cuando se consideran
todos en conjunto (ver Figura 1), se puede concluir
que el receptor sigma-1 juega un papel clave en las
interacciones neuroinmunitarias, asi como en la co-
municacion entre las neuronas y células gliales, en
varios puntos clave de la neurotransmisiéon dolorosa.
La inhibicién del receptor sigma-1 incrementa la anal-
gesia opioide periférica de origen inmunitario, y dis-
minuye los procesos de neuroinflamacion periférica
y central en varios modelos de dolor patologico. Te-
niendo en cuenta la gran relevancia de la interaccion
entre las neuronas sensoriales y las células no neu-
ronales en el dolor crénico, los antagonistas sigma-1
podrian constituir una nueva clase de analgésicos
con un mecanismo de accion sin precedentes. Espe-
ramos con impaciencia nuevos estudios preclinicos y
clinicos enfocados en explorar las posibilidades tera-
péuticas de estos receptores tan intrigantes.

Tejido inflamado

Ganglio de la raiz dorsal PRGOS o C

IL-6 =« opioides inmunitarios
Dolor neuropatico periférico
CCL2
Dolor neuropatico periférico
BNDF -

Artrosis

‘ Macréfagos

Dolor neuropatico periférico

Dolor inflamatorio

Externalizacion de los receptores
sigma-1, reclutamiento inmunitario
y liberacién de algégenos

Proliferacion de células de
Schwann, reclutamiento inmunitario

y liberacién de algdgenos Reclutamiento inmunitario y

liberacién de algégenos y
péptidos opioides

Figura 1. Efecto de la inhibicion del receptor sigma-1 en las interacciones neuroinmunitarias y neurogliales en el dolor. Las
neuronas sensoriales y varios tipos de células no neuronales interaccionan mediante sefiales quimicas en varios niveles de
la transmision nociceptiva, y esta interaccion es altamente relevante para la induccion y el mantenimiento del dolor cronico.
En los cuadros coloreados se indican las acciones de la inhibicion del receptor sigma 1 en los distintos puntos de la transmis-
ion nociceptiva, asi como en los modelos preclinicos de dolor en los que se han descrito estos procesos. Se desconoce con
exactitud el papel del receptor sigma 1 a nivel de las células de Schwann (aunque se sabe que lo expresan), por lo que se ha
indicado en la figura con un interrogante. Ver las referencias en el texto y en la Tabla 1.
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