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Los esfuerzos en la investigacion durante los ultimos decenios han dado por

resultado grandes adelantos en el conocimiento de los mecanismos
farmacoldgicos de la nocicepcién (Sorkin, 1997). Los estudios demuestran que es
posible aplicar con efectividad nuevos farmacos para suprimir reacciones
fisiologicas y obtener beneficios en el tratamiento del dolor (D"Amours y Ferrante,
1997).

La agmatina es un neurotransmisor recientemente descubierto (Reis y
Regunathan, 2000), que se sintetiza en el cerebro a partir de L-arginina por la
enzima arginina descarboxilasa (Wu y Morris, 1998). Es inactivado por
mecanismos de recaptura (Sastre y cols., 1997) y degradacion enzimatica (Sastre
y cols., 1998). Se encuentra distribuido en el sistema nervioso, principalmente en
el hipotalamo, cerebro medio, nticleo dorsal, PAG, locus coeruleus y nucleo rafé
dorsal (Otake y cols., 1998). Su distribuciéon se concentra en sitios relacionados
con el control enddcrino y visceral, asi como en el procesamiento de emociones,
percepcion del dolor y razonamiento (Reis y Regunathan, 2000).

Se une con alta afinidad a receptores NMDA (Reis y cols., 1995), .-
adrenérgicos (Piletz y cols., 1995) y a otros receptores acoplados a canales
cationicos (Loring, 1990; Reis, 1998). Asi también la agmatina modula la
produccion de oxido nitrico inhibiendo todas las isoformas inducibles de la 6xido

nitrico sintasa (Auguet y cols., 1995).

")
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Numerosos estudios sugieren que la unién a receptores NMDA e inhibicién
de las INOS le permiten a la agmatina antagonizar algunos estados de
hiperaigesia (Horvath y cols., 1999), dolor persistente (Onal y Soykan, 2001),
inflamacién, neuropatia y dafno a la médula espinat (Fairbanks y cols., 2000). La
agmatina también presenta sinergismo analgésico al administrarse junto con
morfina y previene cambios en la funcién neuronal, incluyendo la tolerancia a
opioides (Trujillo y Akil, 1991). Por lo que se ha sugerido que la agmatina pudiera
ser un candidato ideal para ser farmaco analgésico.

Hasta la fecha se ha estudiado el efecto analgésico de la agmatina por
administraciéon intratecal (Horvath y cols.,, 1999; Fairbanks y cols., 2000),
intraperitoneal (Onal y Soykan, 2001) y en cultivos celulares (Yang y Reis, 1999;
Abe y cols., 2000) pero no existe evidencia de la actividad analgésica de la
agmatina después de una administracion periférica local, por lo que el objetivo del
presente trabajo fue evaluar el posible efecto analgésico que produce la agmatina
como pretratamiento y post-tratamiento a nivel local y espinal en un modelo de

dolor inflamatorio en ratas.
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2.1 DOLOR

2.1.1 Generalidades

La Organizacion internacional para el Estudio del Dolor (IASP, International
Association for the Study of Pain) ha propuesto en la actualidad la definicion de
dolor mas adecuada, al cual define como una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada a un dafo tisular real o potencial que puede describirse en
términos de la magnitud del dano (Merskey, 1979).

Melzack y Casey (1968) dividen en dos componentes la experiencia del
dolor:

1. Un componente localizante y discriminativo, que informa al paciente sobre
la naturaleza, intensidad, duracion y localizacion del dolor y;

2. Un componente afectivo y de alerta, que demanda atencién del individuo
provocando una sensaciéon desagradable que motiva al aprendizaje de la
percepcién dolorosa.

El dolor es un mecanismo de defensa cuya funcién es la de salvaguardar la
integridad del organismo ante factores que pudieran ser destructivos, sin
embargo, cuando existe un funcionamiento anormél en las estructuras de dicho
mecanismo, el dolor sobrepasa su funcién y se vuelve patolégico (Bowmaﬁ y
Rand, 1984).

Existen muchos tipos de dolor, debido a la gran cantidad de factores que

influyen al presentarse la percepcion dolorosa, entre los que se encuentran: el

@
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estado emocional, estrés, sexo, edad, raza, experiencias previas, factores
culturales, personalidad, condicionamiento del individuo, etc. (Forth y cols., 1995);
Los cuales pueden agruparse en factores anatémicos, fisioldgicos y psicolégicos
(Turk y Okifuji, 1999).

La existencia de muchas clases de dolor se puede entender mediante la
identificacion de los cuatro componentes que acompafan al proceso del dolor
(Loeser y Melzack, 1999):

1. Nocicepcién: La palabra nocicepcién se deriva de la ralz latina nocere que
significa dafio o lesién y se define como la respuesta desencadenada por el
sistema nervioso ante un estimulo nocivo (Garcia y Herrero, 1998) .

2. Percepcion del dolor: Se genera frecuentemente por lesién o enfermedad,
asi como por dafios en el sistema nervioso central y periférico. En el dolor agudo
la percepcién del dolor se asocia a reflejos autonémicos y somaticos, pero estos
desaparecen en el dolor crénico.

3. Sufrimiento: Es un estado desagradable que se presenta cuando la
integridad fisica o psicolégica del individuo es amenazada (Cassel!,1982).

4. Conductas del dolor: Son el resultado del dolor y el sufrimiento que
experimenta la persona, y se atribuyen al dafio en el tejido. Ejemplos de estas
conductas son el cojear, el hacer muecas, el decir “ouch”, entre otras.

La clasificacion de los tipos de dolor es un tema de debate entre
investigadores y clinicos, los cuales suelen clasificar al dolor de acuerdo a su
origen anatémico y caracteristicas clinicas o etiolégicas (Bonica, 1990).

Bjorkman (1995) clasifica el dolor de acuerdo a la regién anatémica donde

se produce en: somatosensorial (originado en {a piel o tejido conectivo, hueso,

)
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musculo y membranas sinovial y articular), visceral (dolor procedente de las
distintas visceras abdominales o tordcicas) y neurogénico (se refiere al dolor que
se produce debido al daiho o irritacién en el sistema nervioso).

Por su parte, Loeser y Melzack (1999) proponen una clasificacién de dolor,
basada principalmente en la duracidn y caracteristicas fisiopatolégicas que lo
producen, en:

1. Dolor transitorio: Se activa por nociceptores cutdneos u otros tejidos del
cuerpo en ausencia de dafo tisular, su funcién es la de proteger al individuo de un
posible dano fisico provocado por el medio ambiente o estrés excesivo sobre el
tejido.

2. Dolor agudo: El dolor agudo funciona como seial de alarma del tejido
lesionado, por lo que posee una funcién biolégica protectora. Las secuelas
psicolégicas no son importantes y e! dolor desaparece con la lesién que lo originé
(Cervero y Laird, 1995). El dolor agudo se activa por la estimulaciéon de
nociceptores presentes en el tejido dafado.

3. Dolor crénico: Mas que asociarse con una funcién protectora, es un
sintoma de alguna enfermedad como neuralgia (Aleksandar, 1997) o fibromiaigia
(Butler y cols., 1997). Este tipo de dolor, no es un proceso autolimitado por lo que
puede persistir por meses o incluso anos (Cervero y Laird, 1995), se ha asociado
a multiples comportamientos antiterapéuticos y frustrantes denominados con
frecuencia conductas del dolor, entre las que destacan la ansiedad, depresién
insomnio, miedo, histeria, entre otros factores psicolégicos y sociales (Hyman y

Cassem, 1995).

")
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Pero en general, de acuerdo a sus caracteristicas fisiologicas, se acepta que
existen dos tipos de sensaciones de dolor (Guyton y Hall, 1996):

1. Dolor rapido o primario: Es una sensacion corta que se percibe 0.1
segundos después del estimulo doloroso como un dolor punzante, repentino y
bien localizado, es debido a la activacién de fibras A-8 (Zimmermann, 1984).

2. Dolor lento o secundario: Es una sensacién quemante, prolongada, difusa
y de caracter desagradable que se presenta después de 1 segundo o mas de

haberse aplicado el estimulo y se debe a la activacién de fibras C (Zimmermann,

1984).

2.1.2 Nocicepcion

Es un término neurofisioldgico que se refiere a los mecanismos neurales por
los cuales se detectan los estimulos nocivos. La nocicepcion comprende dos
etapas: La transduccion de los estimulos nocivos por las terminales de los nervios
periféricos, y la transmision de estas sefales al sistema nervioso central.

Para transmitir informacion nociceptiva la neurona debe ser selectiva. Es
decir, debe haber algiin mecanismo con la capacidad de distinguir entre estimuios
inocuos y nocivos (Hyman y Cassem, 1995). Los nociceptores poseen dos
caracteristicas que ayudan a realizar esta distincion: un umbral alto de
estimulacion y la capacidad de relacionar de manera directa la frecuencia de la
descarga con la intensidad del estimulo (Besson, 1969).

Los nociceptores .(abfeviacién de nocirreceptor) se encuentran

anatomicamente distribuidos en tres zonas principales: la piel, las estructuras
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musculoesqueléticas y las visceras. Estos receptores responden a estimulos
mecanicos, térmicos y quimicos en una serie de potenciales de accién que
transmiten a lo largo de sus axones hasta la médula espinal.

Con la activacién de estos receptores, se liberan sustancias endégenas
como la sustancia P, bradicinina, serotonina, histamina, leucotrienos,
prostaglandinas, iones sodio y potasio, entre otros (Lim, 1967; Bjdrkman, 1995).

Los nociceptores pueden clasificarse de acuerdo a 1) Su respuesta a
diferentes tipos de estimulo, 2) a la velocidad de conduccién de sus axones
periféricos y 3) a las diferentes respuestas que presentan ante un estimulo

(Srinivasa y cols., 1988).

2.1.2.1 Clasificacion de Nociceptores

» Nociceptores cutaneos » Nociceptores viscerales
» Nociceptores musculares » Nociceptores 6seos
» Nociceptores articulares » Nociceptores dentales y de cémea

Los nervios periféricos cutaneos contienen uno de varios tipos diferentes de
axones (Hyman y Cassem, 1995), clasificados en tres grupos principales
dependiendo de su didmetro y grado de mielinizacion (Tabla 1).

Existen fibras mas gruesas (12-22 pm) llamadas A-a que inervan muasculos y
articulaciones y participan en la propiocepcién, pero éstas responden a estimulos

no nociceptivos (Hyman y Cassem,1995).

"



FACULTAD DE QUIMICA, UNAM ANTECEDENTES
S

Tabia 1: Nervios Periféricos. Caracteristicas pri

Tipr de b EI0C B3 Oc . N Goage ae
Frgura Fitra Receptores CoNBucL 0 N Y ™o Al o
Pacini
AS T"";zz"'"‘ 6-30 m/s 1-5 um ve “‘“‘T oo
. Mocanico
* c Terminaciones | os2emva 0.52um Témico
Quimico

Modificado de Garcia y Herrero {1998). Flgum 1. Amriba: Fibra miolinizada, Centro: Fibra poco miclinizada y
Abajo: Fibra no miolinizada.

2.1.2.1.1 Nociceptores cutdneos

Hasta el momento han sido los mas estudiados por su accesibilidad y
pueden ser mielinizados (fibras-A) o no mielinizados (fibras-C). Estan localizados
en todo el cuerpo y, en términos anatémicos, son ramificaciones terminales
especializadas de fibras nerviosas sensitivas que responden a estimulos térmicos,
mecanicos o quimicos (Hyman y Cassem, 1995).

De acuerdo a su modo de activacion se pueden clasificar en 4 tipos

(Tabla 2):

Tabla 2: Clasificacion y caracteristicas de los nociceptores cutdneos.

Tipo de Noclcepfo' Cutaneo Tipo ge Fibvra Tipo ac Estmulos Campo receptvo

[ ptores o Mecar P
umbral alto (Fitzgerald y Lynn, 1877)

AS rse <1 mm?
con estimulos tdrmicos repetitivos

Mecar mielir A-S

Témicos (>45°C)
Mecdnicos

Téimicos (>38°C)
Nociceptores Polimodales C [+ Mecénicos (>1Q) 17 mm’
Quimicos ‘Acioo.l histamina o XC1}

Nociceptores de Frio ASoC Frio 1-145 mm*

Datos tomados de Fields y Martin, 1994; Hyman y Cassem, 1995.
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2.1.2.1.2 Nociceptores musculares
Se activan por contraccién isquémica del musculo o irritantes quimicos, el
75% de la inervacién del misculo esquelético se debe a fibras A-5 (Grupo ill) o C

(Grupo IV) de terminaciones nerviosas libres.

2.1.2.1.3 Nociceptores articulares
Son fibras A con receptores encapsulados y A-&6 o C con terminaciones

libres. Juegan un papel importante en la artritis.

2.1.2.1.4 Nociceptores viscerales o silenciosos

Se han localizado en tracto gastrointestinal, sistema biliar, sistema urinario,
higado y bazo. Tienen fibras A-5 o C que no son activas de manera espontanea.
Sin embargo, se hacen sensibles a estimulos mecanicos ante mediadores

inflamatorios y distensién (Fields y Martin, 1994).

2.1.2.1.5 Nociceptores éseos

Son fibras A-8 o C localizadas alrededor del periostio.
2.1.2.1.6 Nociceptores dentales y de cérnea

Existen fibras A-6 o C que responden a estimulos mecanicos, térmicos y

quimicos (Mumford y Bower, 1976; Beuerman y Tanelian, 1979).

&
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2.1.3 Fisiologia del Dolor

El proceso comienza con la activacion de nociceptores aferentes primarios
(fibras A-8 y C), en respuesta a estimulos fisicos, mecanicos y/o quimicos (Siddall
y Cousins, 1998). Este mensaje se propaga a través de las alerentes primarias
hasta el asta dorsal de la médula espinal (Figura 2), donde se encuentra el primer

centro de relevo (Garcia y Herrero, 1998).

Fibras sferentes
primerias

Raiz dorsal de ls
méduta sspinsl

Tracto
anterolsteral

Intestino

Figura 2. Esquema de la inervacién cutdnea, muscular y visceral por fibras aferentes
nociceptivas, su relevo en la médula espinal y origen del sistema ascendente anterolateral
(Modificado de Jesell y Kelly, 1991).

Cada axdén aferente primario contacta con muchas neuronas medulares, y
cada neurona medular recibe impulsos convergentes de muchas fibras aferentes
primarias (Fields y Martin, 1994). La convergencia y la divergencia de sefiales
tiene lugar de una forma ordenada, de manera que diferentes regiones de ia piel y
areas contiguas de ésta, tienen zonas especificas en las estaciones de relevo de
la corteza. De modo que la corteza tiene un mapa donde cada parnte del cuerpo

esta representada por un grupo de neuronas (Garcia y Herrero, 1998).

@
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Rexed (1952) divide la sustancia gris de la médula en 10 laminas (Figura 3),
de las cuales tienen especial importancia la capa marginal de Waldeyer (lamina
1), la sustancia gelatinosa (lamina 1), el nucleo propio (lAminas lI-VI), y el area
que rodea el conducto central (ldmina X). Los axones de la mayoria de las
neuronas de dichas l&minas constituyen el sistema espinotalamico (Sorkin, 1997).
Las laminas del |-VI forman el asta dorsal de la medula espinal. Dentro del asta
dorsal los nociceptores primarios terminan en neuronas de proyeccion y en

interneuronas excitatorias e inhibitorias (Hyman y Cassem, 1995).

Figura 3. Clasificacion de la sustancia gris de la médula
espinal a nivel de la quinta vértebra lumbar (segun
Rexed, 1952).

2.1.3.1 Vias ascendentes

Los axones procedentes de las neuronas de proyecciéon forman las vias
ascendentes que portan el mensaje nociceptivo a centros superiores. Las
principales vias se agrupan en dos sistemas generales. E! sistema de columnas

dorsales-lemnisco interno y el sistema anterolateral (Garcia y Herrero, 1998).

-11- g
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El sistema de las columnas dorsales-lemnisco interno estad formado por
grandes fibras mielinizadas que en general transmiten informacion tactil no
nocicepliva y de orientacion espacial (Guyton y Hall, 1996).

Las fibras del sistema anterolateral se originan principalmente en las laminas
I, IV-Vil y X del asta dorsal, las cuales reciben aferencias de fibras A-8 y C (Garcfa
y Herrero, 1998). Al salir del asta dorsal se cruzan al lado opuesto y ascienden por
las columnas laterales de la médula para terminar a distintas alturas del tronco
encefalico y en e! talamo (Figura 4). Se dividen filogenéticamente en dos ramas:
El sistema neoespinotalamico que comprende el haz espinotalamico lateral y el
sistema paleoespinotalamico que abarca el haz espinotaldmico medio, el haz
espinorreticular y el haz espinomesencefalico.

El haz espinotalamico lateral se origina en las laminas |, IV, V y VI. Sus fibras
largas y mielinizadas hacen conexion con el tdlamo y los nucleos ventrolateral y
posterior. Este haz posee la capacidad de procesar la informacidon nociceptiva en
tiempo y espacio de forma continua (Dubner y Bennett, 1983).

El haz espinotalamico medio posee fibras cortas que hacen conexién con el
nucleo gigantocelular, cerebro medio y ntucleo taldmico intralaminar medial. Este
haz junto con el haz espinorreticular y el haz espinomesencefdlico establecen
contacto con ﬁbras»que conectan con el hipotdlamo, cerebro limbico anterior y
otras regiones cerebrales que lo involucran en respuestas reflejas de circulaciéon,
ventilacion y endocrinas; ademds de darle al dolor la sensacion desagradable.

El haz espinorreticular se origina en las laminas VII, VIl y X. Es una via

directa de la médula espinal a la formacion reticular y bulbo raquideo.

"
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Haz espinomesencefalico: Sus fibras se originan de las laminas I, V, VIl y X

proyectandose hasta el subniicleo lateral de la sustancia gris pericueductal y otras

estructuras.
Corteza Frontal
Corteza SSI
Corteza SSil ‘ Capsula iMterna

{

Nucleos ventrobasal e
intralaminar del talamo

Mesencéfalo

Lemnisco interno

Buibo raquideo

Rama neoespinotatamica

Médula espinal

Rama paleoespinotalami
pa pinota ca Raices dorsales y

ganglios raquideos

Figura 4. Representacion del sistema ascendente anterolateral (Modificado de Guyton y

Hall, 1996).
@
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2.1.3.2 Tdlamo y Corteza Sensorial

El talamo estd constituido por los niucleos que forman el complejo
ventroposterior: nucleo ventral posterolateral (que recibe aferencias del tronco y
los miembros), nucleo ventral posteromedial (con aferencias de la cara) y partes
parvocelulares (que reciben aferencias de las visceras). Es una zona de relevo
con interneuronas y neuronas de proyeccidn que envian sus axones a la corteza
somatosensorial.

La corteza somatosensorial ocupa la circunvolucion parietal ascendente
(Figura 4), y se divide en la corteza somatosensorial primaria (Sl): la cual recibe
una gran cantidad de aferencias directas del talamo, y en la corteza
somatosensorial secundaria (Sll) que recibe la mayoria de sus aferencias de la
corteza somatosensorial primaria (Garcia y Herrero, 1998). Esta regiéon es
particularmente importante debido a que participa en el caracter discriminativo del
dolor (Fields y Martin, 1994).

Los axones del haz espinotalAmico conectan también con ias regiones
talamicas mediales unidas con la corteza frontal y el sistema limbico. Esta via
favorece la dimensién afectiva o desagradable del dolor (Fields y Martin, 1994).

La corteza somatosensorial estd conectada con ganglios basales,
conexiones asociativas, conexiones callosas y con nucleos de relevo, formando

asi, algunas de las vias descendentes (Garcia y Herrero, 1998).

")
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2.1.3.3 Vias de modulacion del dolor

Las vias descendentes permiten al organismo conocer y responder a los
estimulos nocivos, modulando o inhibiendo el estimulo (Akil y cols., 1976). En
1965, Melzack y Wall como parte de su teoria de la compuerta proponen la
existencia de un sistema especifico capaz de modular el dolor. Estudios
posteriores en ratas confirman la existencia de dicho sistema (Reynolds, 1969;
Mayer y cols., 1971). Y aunque en la actualidad se han descubierto varios
sistemas que pueden modular el dolor, sélo uno se ha estudiado en profundidad
debido a su importancia (Fields y Martin, 1994). Dicho sistema consta de cuatro
niveles (Figura 5A).

El sistema fasciculo anterolateral ascendente (ALF) esta integrado por los
tractos espinotalamico, espinorreticular y espinomesencefalico; se conecta en el
nicleo rafé magno (NRM), nucleo magnocelular (NMC), nicleo gigantocelular
(NGC) y la sustancia gris pericueductal (PAG). Asi como con el nucleo rafé dorsal
(NRD) y el reticulo de formacién mesencefalico (MRF). Por su parte, la sustancia
gris pericueductal recibe axones ricos en B-endorfinas de diversos sitios de la
corteza y otras partes del cerebro involucradas con el sistema limbico, el tAlamo y
el hipotdlamo. El locus coeruleus es la principal via de neuronas noradrenérgicas
hacia el PAG y el asta dorsal (laminas |, Il, IV-Vl y X).

Las estructuras mesencéfalicas contienen neuronas de encefalina, dinorfina,
serotonina y neurotensina que proyectan al NRM y NGC. Estas neuronas hacen

sinapsis con neuronas serotoninérgicas en el asta dorsal, las cuales descienden

")
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por el funiculo dorsolateral y mandan sus terminales a las laminas |, I, Vy IX de la

médula espinal (Bonica,1987).

Figura 5. Sistemas de modulacién nociceptiva: A. Sistema anterolateral ascendente (ALF), B. Sistema
hipotalamo-espinal descendente y C. Sistema PAG-espinal (Modificado de Bonica, 1987).

@
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Otros sistemas que funcionan como moduladores del dolor son el sistema
descendente hipotalamo-espinal que se origina en el nucleo hipotaldmico
paraventricular y medial, el cual se encuentra formado principaimente por
neuronas de vasopresina y oxitocina, aunque también existen neuronas ricas en
endorfinas. Este sistema hace sinapsis en las laminas I, Il lll, V y X del asta dorsal
(Figura 5B);

El sistema PAG-espinal (Figura 5C) integrado en su mayoria por neuronas
noradrenérgicas y serotoninérgicas, el cual desciende por el funiculo dorsolateratl
proyectandose directamente a las laminas I, I, V y X del asta dorsal

(Bonica,1987).

2.1.4 Neurorreguladores

La actividad y metabolismo de las fibras sensoriales se puede alterar
profundamente por una variedad de mediadores que se generan por el dafo
tisular y la inflamacidon. Estos mediadores incluyen sustancias liberadas por el
tejido danado, sustancias de origen vascular, de fibras aferentes, fibras simpaticas
y diversas células inmunes. El efecto de estos mediadores consiste en activar o
sensibilizar las fibras aferentes produciendo cambios en los canales idnicos y
receptores de membrana. Estos cambios tienen el potencial de alterar la
transcripcién de genes e inducir a fargo plazo alteraciones en la bioquimica de las

neuronas sensoriales (Dray, 1995).

@
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La comprension de la transmisién y modulaciéon del dolor es el resultado de
la convergencia de métodos morfoldgicos, bioquimicos, histolégicos, psicolégicos,

entre otros.

Dentro de la modulacion los neurreguladores juegan un papel muy

importante en la comunicaciéon celular nerviosa. Estos neurorreguladores pueden

subdividirse en neurotransmisores y neuromoduladores (Barchas y cols., 1978).

Los neurotransmisores bdsicamente llevan informacidon entre células nerviosas
adyacentes, mientras que los neuromoduladores aumentan o disminuyen la
actividad: afectando la sintesis, recaptura, biotransformacién o unién al receptor

de los neurotransmisores (Barchas y cols., 1978; Stimmel, 1983).

A continuacién se describen algunos de los mas imporntantes

neurorreguladores.

uladores implicados en la respuesta del dolor.

Quro Q do

Tabta 3: Principales neurorr

Acatilcolina Glicina Norepineirina Factor de crecimiento neural
Angiotensina Oxido nitrico Serotonina Neurotensina
Dopamina Encefalina Colecistocinina Prostaglandinas
Bradicinina Dinorfina f-endorfinas Somatostatina
Dopamina Histamina Glutamato Sustancia P
Epinefrina Vasopresina GABA AGMATINA
Moditicado de Stimmel (1983).

2.1.4.1 Protones
Son producidos en condiciones tisulares acidas como la isquemia, hipoxia e
inflamacioén, producen dolor, espasmo muscular y en estados de enfermedad

hiperalgesia debido a que aumentan la permeabilidad de la membrana. El proceso
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ocurre principalmente en nociceptores polimodales (Steen y cols., 1992; Dray,

1995).

2.1.4.2 Acetilcolina

Es el neurotransmisor mas abundante en el cuerpo, se ha identificado en
diversas regiones del SNC, principalmente en el hipocampo, nicleo caudado y
nucleo supradptico (Stimmel, 1983). Estudios recientes establecen que la
acetilcolina interactia con opioides que estimulan su liberacién a la médula
espinal produciendo antinocicepcion tanto en animales como en humanos ({Cheny
Pan, 2001). Asi también, se ha comprobado que la administracion de agonistas
para receptores colinérgicos neuronales e inhibidores de la colinesterasa

producen analgesia (Naguib y Yaksh, 1997).

2.1.4_3 Dopamina

Existen neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, el tegumento
ventral de el cerebro medio, el nucleo interpeduncular del mesencéfalo y el
hipotdlamo. Los mecanismos dopaminérgicos juegan un papel muy importante en
la modulacion de dolor pues la dopamina administrada de manera intracerebral

aumenta el efecto analgésico de la morfina (Stimmel, 1983).

2.1 .4 4 Histamina

Es sintetizada a partir de histidina por la histidina descarboxilasa y puede

encontrarse libre o almacenada en vesiculas sinapticas (Stimmel, 1983). La

")
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histamina es liberada: en el proceso de desgranulacion de mastocitos por
mediadores de la inflamaciéon (Dray, 1995), la cual activa receptores H,
(Mobarakeh y cols., 2000) que producen un aumento en la entrada de calcio a la
célula, lo que libera neuropéptidos y cininas que ocasionan la amplificacién de ia

sefnal dolorosa (Besson y Perl, 1987).

2.1.4.5 Serotonina

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) es liberada por neuronas serotoninérgicas que
se proyectan del PAG al nicleo rafé magno y de ahi a las laminas |, il, IV y V de!
asta dorsal (Roberts, 1984; Ruda y cols., 1986). Actualmente se han relacionado
tres subtipos de receptores de serotonina con la multiplicidad de efectos
observados: 5-HT,, 5-HT; y 5-HT3. Se ha comprobado que los receptores 5-HT,4
facilitan la respuesta nociceptiva en tanto que los receptores 5-HT,ap la inhiben
(Athaider y Wilcox, 1993).

Por su pante, los receptores 5-HT; acoplados a proteinas G sensibilizan a las
neuronas mediante la activacion de la fosfolipasa C que produce IP3 y DAG, lo
que libera calcio, aumentando su concentracion intracelular, que a su vez
provocan un aumento en la descarga neuronal (Fozard, 1984). Los receptores
5-HT; se encuentran acoplados a canales idnicos que aumentan la permeabilidad

de sodio y disminuyen la de potasio produciendo hiperalgesia (Dray, 1995)

"
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2.1.4.6 Sustancia P

La sustancia P es un polipéptido perteneciente a la familia de las
neurocininas que agrupa a la neurocinina A y al péptido relacionado al gen de la
calcitonina. Posee tres tipos de receptores: NK,, NK; y NK; siendo el principal
receptor NK,, localizado en la duramadre, médula espinal y aferencias sensoriales
(Hall y Geppetli, 1995; Basbaum y Fields, 1999).

La sustancia P es un neurolransmisor aferente primario liberado por la
activacion de fibras C, esta involucrado en reacciones inflamatorias debidas a un
dano tisular quimico o térmico (Gamse, 1984) que produce vasodilatacion,
aumento en la permeabilidad plasmatica, liberacién de histamina por mastocitos e
incremento de la actividad fagocitaria de neutrdfilos y macréfagos. Todos estos

efectos provocan que la sustancia P tenga un efecto hiperalgésico (Dray, 1995).

2.1.4.7 Acido y-aminobutirico (6ABA)

El GABA es el neurotransmisor inhibidor mas abundante en el SNC, se
sintetiza a partir del glutamato por la glutamato descarboxilasa (GAD) y se ha
relacionado con una gran variedad de funciones fisiolégicas en el cerebro y tejidos
no neuronales (Watanabe y cols., 2002).

Se han descubierto hasta la fecha tres receptores para GABA: Dos
receptores ionotrépicos ligados a canales de cloro (GABA, y GABA()
(Stephenson, 1995; Watanabe y cols., 2002) y un receptor metabotrdpico
(GABAg) acoplado a través de proteinas G a canales de K' y ca® (Bowery, 1993).

De los receptores GABA, los GABA,. y GABAg han sido los mas estudiados y se

@
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han relacionado con una accién analgésica a nivel espinal y supraespinal

(Sawynok, 1987).

2.1.4._8 Bradicinina

Junto con la calicreina, la bradicinina pertenece al grupo de las cininas.
Estas son sintetizadas a partir de cininégencs de alto y bajo peso molecular por la
accion de calicreinasas en plasma y tejido periférico. Sus efectos principales se
atribuyen a dos receptores: B, y B,, aunque existe una mayor atinidad por los
receptores B.. Ambos receptores se encuentran acoplados a proteinas G.

La bradicinina se genera rapidamente estimulando receptores B, que a su
vez activan a la PLA; y PLC. La PLA; incrementa la liberacién de acido
araquiddnico que es transformado en prostaglandinas, en tanto, se incrementa la
concentracion de calcio intracelular por la accién de la PLC, prolongando la
sensacién de dolor.

Ademdas del incremento de prostaglandinas, la bradicinina se ve involucrada
en la liberacion de otros mediadores del dolor como neurocininas, neuropéptidos,
citocinas, CGRP, oxido nitrico, histamina y serotonina. Estos mediadores
participan en procesos como la vasodilatacion, incremento de la permeabilidad
vascular, extravasacion plasmatica, migracion celular e hiperalgesia (Calixto y

cols., 2000).

-22- g
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2.1.4.9 Factor de crecimiento neural

El factor de crecimiento neural es sintetizado en respuesta al proceso de
inflamacién o por dafo tisular, se une al receptor TrK A, el cual esta expresado
principalmente en nociceptores viscerales y estimuia la liberacién y regulacion de
diversos péptidos como la sustancia P y el CGRP (McMahon y cols., 1994). El
NGF afecta la sobrevivencia de las células manifestandose como una disfuncion

neuronal degenerativa con sensaciones anormales (Anand, 1995).

2.1.4.10 Encefalinas y pB-endorfinas

Las encefalinas, f-endorfinas y dinorfinas son consideradas opioides
endogenos. Los opioides enddgenos son derivados de tres precursores que
contienen alrededor de 260 aminoacidos. La proopiomelanocortina es el precursor
de las B-endortinas, la proencefalina B de la dinorfina, mientras que la
proencefalina A genera la mayor parte de las encefalinas (Bjorkman, 1995).

Se han confirmado cinco tipos de receptores opiocides: mu (u), delta (5),
sigma (o), kappa (x) y épsilon (¢) en las diferentes regiones del SNC (Terenius,
1985) de los cuales u, x y & son los de mayor importancia. Los receptores pu se
asocian con la anaigesia espinal y supraespinal, asi como con la depresion
respiratoria, euforia, relajacion muscular, sedacion y problemas de adiccion.

Los receptores x producen analgesia espinal y disforia. Finalmente, los
receptores 8 se encuentran involucrados en el desarrollo a la tolerancia, neuraxis,

nausea, vomito y depresion respiratoria (Bjdrkman, 1995).

("
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Las fp-endorfinas son particularmente abundantes en el hipotdlamo, el locus
coeruleus, talamo y glandula pituitaria (Bjorkman, 1995). Por su pare, las
encefalinas se distribuyen en las laminas |, I, V, VIl y X del asta dorsal, donde
contribuyen de manera importante a la modulacion del dolor, también se
encuentran en la PAG, el globus pallidus, nicleo rafé magno y el nucleo reticular
paragigantocelular (Glazer y cols., 1981; Basbaum y Fields, 1984).

Los opioides enddgenos producen analgesia al unirse a sus receptores
acoplados a proteinas G (Reisini y Pasternak, 1996). La unidén a los receptores
opioides inhibe la actividad de la adenilato ciclasa, lo que reduce los niveles de
AMPc (Andrade y Aghajanian, 1985). Este mecanismo provoca que se inhiban
canales de Ca®" y se activen canales de K* provocando una hiperpolarizacion que
impide la liberacién de neurotransmisores y por ende la transmision del dolor

(Duggan y North, 1983).

2.1.4 11 Prostaglandinas

Junto con los leucotrienos y tromboxanos, las prostaglandinas pertenecen al
grupo de los prostanoides (Abbadie y Besson, 1993). Las prostaglandinas son
moléculas lipofilicas que contienen en su estructura 20 atomos de carbono y un
anillo ciclico (Mycek y cols., 2000), son moléculas que se sintetizan a partir de
fosfolipidos de membrana por activacion de la lipdlisis mediante la accion de la
fosfolipasa A y fosfolipasa C (Figura 6), que dan como resuitado la liberaciéon de
acido araquiddnico, el mas abundante precursor de prostaglandinas en mamiferos

(Campbell y Halushka, 1996). El acido araquidénico es entonces transformado en
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PGG; y después en PGH. por la accién de la enzima ciclooxigenasa (COX) en la
médula espinal y los nervios aferentes primarios. Aunque Willoughby y cols.
(2000) propone tres isoformas para la COX, sélo se han estudiado ampliamente

dos de ellas: COX, y COX2 (Vanegas y Schaible, 2001).

Estmulo mecanico o quimko
hILS
S
Fosfolipidos
(membrana celulan

Glucocorticoldes Fostolpasa Ay

Acido sraquidénico

5-Lipooxgenasa COX-1 6 COX.2

M- AINES

5-HFETE PGG,

l l Hudroperoasasas

P
Isomerasas Tromboxano sintasa
o l\‘o i l

l Prostaochna SIMESd

Leucotrienos PGl PGE; PGF., PGD: ™)A

Figura 6. Via catabdlica del acido araquidonico (Moditicado de Bjoérkman, 1995).

La liberacion de las prostaglandinas PGD,, PGE,, PGF2, y PGl; ocurre en la
médula espinal y la rafz ganglionar, las cuales se unen a sus receptores en
neuronas de la médula espinal (DP y EP2) y neuronas aferentes primarias (EP;,
EP3, EP, e IP). Los receptores de prostaglandinas se encuentran acoplados a
proteinas G que al ser activados inhiben canales de potasio y activan canales de

sodio via AMPc y PKA. La despolarizacién producida incrementa la velocidad de
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disparo e induce la liberacién de aminoacidos excitatorios (AAE), sustancia P,
CGRP y o6xido nitrico (ON) que a su vez incrementan la liberacion de
prostaglandinas produciendo hiperalgesia y alodinia (Vanegas y Schaible, 2001).
Las prostaglandinas por si solas no causan dolor, sin embargo, su funcion
consiste en sensibilizar los nociceptores mediante la liberacién de diversos

mediadores (Ferreira, 1972).

2.1.4.12 Noradrenalina

La noradrenalina se sintetiza a partir de dopamina por la dopamina f3-
hidroxilasa, se almacena en vesiculas y se libera por el influjo de calcio en la
neurona (Lefkowitz y cols., 1996) a través de toda la via bulboespinal que va
desde los nticleos pontobuibares, nucleo coeruleus y subcoeruleus a las ldminas
1, 1, IV, V, Vly X del asta dorsal (Ruda y cols., 1986).

La noradrenalina se une a receptores a y f}, de los cuales se ha encontrado
que los receptores adrenérgicos o (Kuraishi y cols., 1985), principalmente o
(Mansikka y Pertovaara 1995; Galeotti y cols.,, 1999) inhiben la nocicepcion

impidiendo la liberacion de sustancia P (Kuraishi y cols., 1985).

2.1.4,13 Glutamato

Existen diversos aminoacidos que han sido clasificados como AAE, entre los
que encontramos al glutamato, el aspartato y la homocisteina debido a que se
relacionan con una neurotransmisién excitatoria rapida entre nociceptores y

neuronas de la médula espinal (Wilcox, 1991).
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Los AAE se encuentran en fibras aferentes primarias de diametro grande
(AB) y didmetro pequefio (A8) y son liberados por estimulos tanto nociceptivos
como no nociceptivos (Kangrgra y Rnadic, 1991).

Las acciones de los AAE estan mediadas por distintos receptores (Watkins y
cols., 1990), clasificados en receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido
a-amino-metil-isoxazolpropidnico o quisqualato), kainato y metabotrépicos que se
localizan a nivel post-sindptico en el asta dorsal (Wilcox, 1991). El glutamato
posee mayor afinidad por receptores NMDA aunque actia sobre todos los tipos
de receptores mencionados (Haley y cols., 1990). A este aminoacido se le ha
involucrado en la plasticidad neuronal (Collingridge y Singer, 1990) y la tolerancia
a opioides (Kolesnikov y Pasternak, 1999).

Los receptores NMDA (NR,, NRza.p) se encuentran ligados a canales de
Ca®* y estan relacionados con la estimulacién nociceptiva mediada por fibras Ad y
C mientras que los receptores AMPA (GIluR 1-4) y kainato (GIuR 5-7) lo estan a
canales de K' y Na* principalmente y se activan por estimulos de bajo umbral
mediante fibras AR (MacDermott y cols., 1986; Aanonsen y Wilcox, 1987).

La unién del glutamato a receptores NMDA remueve el Mg?* que bloquea el
canal iénico en su estado de reposo y permite que se active la entrada de calcio
que incrementa su concentracion intracelular activando sistemas de sefalizacion
como el de Calcio-calmodulina cinasa (CaM-Kinase IlI) que promueven la
liberacion de neurotransmisores y la amplificacion de las sefales dolorosas

(Doughtery y Willis, 1991).
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Por su parte, algunos receptores de glutamato metabotropicos (MGIuR,,
mGIuR; y mGIuRs) estan involucradas en la activacion de fosfolipasa C via
proteinass G. Las proteinas G estan compuestas de tres subunidades a, B y v. Al
unirse el glutamato al receptor, la subunidad o toma una molécula de GTP
disociandose de la subunidad f}y, la cual sirve como un mensaijero intracelufar. La
activacién de la proteina G causa la produccién de IP; y DAG (Berridge, 1987). El
IP, abre canales de Ca** del reticulo endoplasmico que activa la via CaM-Kinase
Il y promueve la liberacién de neurotransmisores. El DAG en tanto, activa la PKC
que estimula otras vias de sefializacion, las cuales incrementan la conductancia
de canales de sodio via receptores NMDA (Kelso y cols., 1992).

Otros receptores metabotropicos (MGIUR2, MGIUR,, mMGluRs, MGIUR; y
mGIluRg) elevan los niveles de AMPc mediante la activacion de la adenilato
ciclasa. El AMPc activa a la PKA que se encarga de fosforilar proteinas, canales y
enzimas. Al fosforilarse los canales de potasio se ven inhibidos, en tanto, los
canales de calcio ven aumentada su actividad o tiempo de apertura (Chen y cols.,

1988).

2.1.4.14 Oxido Nitrico

El éxido nitrico (ON) recientemente ha recibido una extraordinaria atencion
debido a que participa en diversos eventos neuronales como son el control del
apetito, la memoria, fiebre, neurotoxicidad, neuroplasticidad y nocicepcion,
ademas de modular secreciones enddcrinas de hormonas como la hormona del

crecimiento, insulina, oxitocina, vasopresina, entre otras (Brunetti, 1994).
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Relacionado al principio con e! factor relajante derivado del endotelio
(Marletta y cols., 1998), el 6xido nitrico es un radical libre soluble tanto en medios
lipidicos como acuosos, lo que le permite difundir rdpidamente desde su lugar de
sintesis hasta oftros sitios (Schuman y Madison, 1994), por lo cual se ha sugerido
que juega un pape! en la transmisién tanto a nivel central (SNC) como a nivel
periférico (Sousa y Prado, 2001).

El 6xido nitrico es sintetizado durante la conversidn enzimatica de L-arginina
a L-citrulina por la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS), una enzima localizada
en neuronas del SNC y que requiere calcio para activarse, o por la éxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) localizada en la glia y que requiere activacion por
endotoxinas y citocinas (Meller y Gebhart, 1993).

En el SNC el ON es sintetizado enzimaticamente en estructuras post-
sinapticas en respuesta a la activacién de receptores NMDA (Garthwaite, 1991),
los cuales abren canales de calcio, incrementando la concentracién intracelular de
éste, el cual se une a la calmodulina formando un complejo necesario para que la
NOS lleve a cabo la sintesis de ON, que activa la guanilato ciclasa (GC) que
incrementa los niveles de GMPc.(Moncada y cols., 1989).

Actualmente existe controversia sobre la funcién del ON en la transmision
dolorosa, la mayoria de los estudios establecen que el ON promueve hiperalgesia
a nivel de la medula espinal (Malimberg y Yaksh, 1993; inoue y cols., 1997),
mientras que a nivel supraespinal se ha observado tanto el efecto nociceptivo
(Przewlocka y cols., 1994) como.el no-nociceptivo (Xu y cols., 1995). Por su parte,

a nivel local la administracion de diversos donadores de ON produce analgesia en
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diversos estudios (Ferreira y cols.,1992; Kawabata y cols., 1992), mientras que en

otros produce nocicepcion (Aley y cols., 1998).

2.1.4.15 Agmatina

2.1.4.15.1 Estructura, nombre quimico y propiedades fisicas

H
|

H,N N\/\/\
2 \n/ NH2
NH

; PM=130.19 g

’ C 46.13%, H 10.84%, N 43.03%
p.1.=231°C como sulfato de agmatina
Usos: Marcador de células cancerosas

4-(Aminobutil)guanidina;
1-amino-4-guanidobutano

Figura 7. Estructura quimica de la agmatina.
(Moditicado de The Merck Index, 2001).

2.1.4.15.2 Biosintesis

La agmatina (Figura 7) es un neurotransmisor recientemente descubierto
que se sintetiza a partir de L-arginina (Figura 8) por descarboxilacién mediante la
enzima arginina descarboxilasa (Cox y Boeker, 1987). La arginina descarboxilasa
(ADC) esta expresada en un amplio rango de invertebrados, en bacterias, plantas
(Tabor y Tabor, 1984) y recientemente se ha descubierto su presencia en

mamiferos (Li y cols., 1994).
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La ADC presente en mamiferos posee un pH Optimo de 8.3 y una
temperatura 6ptima de 25°C y se encuentra enriqueciendo la membrana
mitocondrial. Esta enzima utiliza como sustratos arginina (Km=0.75) y ornitina
(Km=0.25) y es inhibida por ca?, co** y poliaminas (Regunathan y Reis, 2000).
La agmatina se sintetiza en neuronas o astrocitos por ADC y su reaccion depende
en gran manera de la concentracién de L-arginina presente. La arginina es
transportada al interior de las neuronas por acarreadores especificos (Reis y

Regunathan, 2000).

2.1.4.15_3 Distribucion

La agmatina ha sido identificada mediante HPLC en el cerebro, asi como en
diversos organos, entre los que destacan el estémago, bazo, intestino delgado,
musculo esquelético (Raasch y cols., 1995) y rindén (Morrissey y cols., 1995). En el
sistema nervioso se encuentra ampliamente distribuida en el hipotdlamo, cerebro
medio rostral y paraventricular, nticleo dorsal, PAG, locus coeruleus y nucleo rafé
dorsal (Otake y cols., 1998). Su distribucién se concentra en sitios relacionados
con el control endocrino y visceral, asi como con el procesamiento de emociones,
percepcion del dolor y razonamiento (Reis y Regunathan, 2000).

A nivel subcelular la agmatina se localiza en la perikaria, en dendritas,
axones y axones terminales. En la perikaria la agmatina forma densos racimos
asociados con la mitocondria y vesiculas tubulares, mientras que en las dendritas,

axones y axones terminales es almacenada por vesiculas sinapticas (Reis y

")
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Figura 8. Via motabélica de la agmatina y compuestos relacionados. La agmatina es sintetizada a partir
de L-arginina por la accién de la arginina descarboxilasa y puede ser metabolizada a espermina durante
la biosintesis de poliaminas o a 4cido guanidobutanoico (Modificado de Reis y Regunathan, 2000).

2.1.4.15 4 Liberacién

Como otros neurotransmisores, la agmatina es liberada de los sinaptosomas

por despolarizacién de forma dependiente de Ca®* (Reis y Regunathan, 1998).

2.1.4_ 155 Inactivacion
La agmatina es inactivada en el cerebro de los mamiferos por recaptura en

los sinaptosomas (Sastre y cols., 1997) o por degradacién enzimatica (Sastre y

cols., 1998). La recaptura esta intimamente relacionada a la activacién de canales
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de Ca?®* via receptores nicotinicos (Kuzirian y cols, 1986), receptores de imidazol
(Sastre y cols., 1997) y posiblemente receptores NMDA (Yang y Reis, 1999).

Asi también, la agmatina puede ser hidrolizada por la enzima agmatinasa,
recientemente descubierta en mamiferos. Esta enzima posee un pH Gptimo de
8-8.5 y Km=5.3 mM. Se encuentra enriqueciendo la membrana mitocondrial de

neuronas en el hipotdlamo y la corteza cerebral y es inhibida por Mn?* (Sastre y

cols., 1996).

2.1.4.15.6 Acciones farmacolégicas

La agmatina como otras drogas de imidazolina se une con alta afinidad a
receptores adrenérgicos a, (Pitetz y cols., 1995) y a ambas subclases (|, e ;) de
raceptores de imidazolina (Reis y cols., 1995). Puede modular la funcién de
receptores NMDA bloqueando selectivamente sus canales (Yang y Reis, 1999),
antagonizando de esta manera las acciones excitatorias de los principales
neurotransmisores post-sinapticos (Figura 9).

Se ha sugerido que la agmatina puede bloquear otros canales catiénicos
acoplados a receptores nicotinicos (Loring, 1990) y de serotonina, principalmente
5-HT; (Reis, 1998).

Existen reportes de que la agmatina modula la producciéon de ON inhibiendo
la actividad de todas las isoformas de la NOS inducibles por inhibicién catalitica
(Galea y cols., 1996) pero no de la NOS constitutiva (Auguet y cols., 1995).

La agmatina en la periferia modula el metabolismo de la insulina, libera

adrenalina y noradrenalina. En el rindn funciona como natriurético ya que
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incrementa la excrecién de Na‘, ademas de bloquear la proliferacion de células
del musculo liso.

En el SNC la agmatina libera la hormona luteinizante del hipotdlamo (Reis y
Regunathan, 2000) y antagoniza algunos estados de hiperalgesia (Horvath y cols.,
1999), dolor persistente (Onal y Soykan, 2001), inflamacién, neuropatia y dafio a
la médula espinal (Fairbanks y cols. 2000). La agmatina también potencia el
efecto analgésico de la morfina y previene cambios en la funcién neuronal,

incluyendo la tolerancia a opioides (Trujilio y Akil, 1991).

Figura 9. Esquema de los mecanismos de accién de la agmatina.
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2.2 ANALGESICOS
Los analgésicos son fArmacos que logran disminuir o abolir el dolor sin
producir pérdida de la conciencia. Los analgésicos se emplean segun el origen,

gravedad e intensidad del dolor (Lim, 1967).

Katzung (2001) clasifica los analgésicos mas usados en los siguientes

grupos:

2.2.1 Analgésicos opioides

Aunque las propiedades de la planta del opio (papaver somniferum) eran
conocidas hace cientos de afios por los egipcios, griegos y romanos. No fue sino
hasta 1806 que Sertirner informdé de una sustancia pura contenida en el opio a la
que nombré morfina, en referencia a Morfeo el dios griego del sueiio.

Los analgésicos opioides pertenecen a varios subgrupos quimicos, que
incluyen fenantrenos (morfina, codeina), fenilheptilaminas (metadona),
fenilpiperidinas (butorfanol) y benzomorfanos (pentazocina).

La mayoria de estos analgésicos se absorben en las superficies mucosas de
la nariz o boca, intramuscular y subcutdneamente. Su absorcidon en tracto
gastrointestinal es rapida aunque algunos opioides como la mordina y la
oximorfona presentan efecto del primer paso.

Se unen a proteinas plasmadticas con afinidad variable y se distribuyen con
una elevada concentracion en cerebro, higado, rifiién, bazo y pulmones. Son

biotransformados por metabolismo hepético antes de ser excretados por riiién.
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Se unen a receptores p, k, y & impidiendo la liberacién de neurotransmisores
y por ende, la transmision del dolor (Duggan, 1983). Se usan clinicamente para
aliviar el dolor, la tos, diarrea, edema pulmonar y como anestésicos.

Entre sus principales desventajas se encuentran la tolerancia y la

dependencia tanto fisica como psicolégica (Way y cols., 2001).

2.2.2 Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AAINE’ s)

Los salicilatos son medicamentos tradicionalmente usados en el tratamiento
del dolor, inflamacién y fiebre. Su principal representante es el acido
acetilsalicilico, obtenido por Hoffman. Los AAINE’'s son un grupo integrado por
diversas clases de moléculas. Son Aacidos orgdnicos que se absorben
adecuadamente y se unen ampliamente a proteinas (298%), principaimente a
albimina. Son biotransformados por metabolismo hepatico mediante la via
CYP3A o CYP2C, son eliminados principalmente por el riidn, aunque también se
excretan por la bilis.

Todos los AAINE's inhiben a la COX, enzima que convierte el &cido
araquidonico a precursores endoperdxidos de las prostaglandinas PGG y PGH.
Como consecuencia, la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos disminuye. La
diferencia entre la aspirina y los demas AAINE's radica en el hecho de que la
aspirina acetila de manera irreversible a la COX, en tanto, la inhibicién producida
por los AAINE s mas recientes lo hace de forma reversible.

Durante la terapia con estas drogas, la inflamacién se reduce debido a la

disminucion en la liberacion de mediadores por granulocitos, basdfilos y células
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cebadas. Asi también los AAINE's disminuyen la sensibilidad de los vasos a
bradicinina e histamina, revierten la vasodilatacion y afectan la liberacién de
linfocitos T.

Son empleados en la clinica como analgésicos, anti-inflamatorios,
antipiréticos e inhibidores de la agregaciéon plaquetaria. Sus principales

desventajas radican en su elevada toxicidad sobre el estémago, riidén e higado.

2.2.3 Analgésicos antirreumdticos que modifican la enfermedad

(DMARD’ s)

Este es un grupo heterogéneo que ha demostrado tener actividad
antirreumatica y en diversas enfermedades autoinmunes. Los miembros
principales del grupo son los compuestos de oro, antipaludicos, agentes
alquilantes, farmacos anti-TNF-a, penicilamina, sulfasalazina, leflunomida, entre
otros.

Los mecanismos de accidn mediante el cual ejercen su efecto es variado.
Los compuestos de oro alteran la accidn de macrétfagos, inhiben la actividad
enzimatica lisosomica, inhiben la liberacién de histamina, prostaglandinas y
leucotrienos, inactivan el primer componente del complemento e inhiben la
actividad fagocitaria. Los agentes alquilantes actian rompiendo el DNA; mientras
que los antimalaricos suprimen la accién de los linfocitos T, inhiben la sintesis de

DNA, RNA, capturan radicales libres y disminuyen la quimiotaxis leucocitaria.
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La mayoria de estos farmacos son metabolizados en higado y excretados
por orina y bilis. Todos los agentes de este grupo causan intoxicacion grave o
mortal, siendo los efectos toxicos principales: trastornos gastrointestinales,

nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, nausea, vomito y anemia.

2.2.4 Analgésicos no anti-inflamatorios no opioides

El acetaminofén es el tnico miembro de este grupo. Se absorcion esta
relacionada con el vaciamiento gastrico y su maxima concentracidon plasmatica se
alcanza de 30 a 60 minutos después de su administracién por via oral. Se une de
forma débil a la COX e inhibe la sintesis de prostaglandinas.

Tiene poca unién a proteinas, se inactiva por proteinas microsomales
hepaticas como sulfato y glucorénido de acetaminofén. Su vida media dura de 2-3
horas y no se ve afectada por dafo renal.

Se utiliza como analgésico y antipirético pero no posee las propiedades anti-
inflamatorias de los AAINE's. A bajas dosis sus efectos son minimos, pero a dosis

elevadas puede producir hepatotoxicidad, necrosis renal y centrilobular.

2.2.5 Analgésicos antigotosos

La gota se relaciona con un incremento en las reservas corporales de acido
urico. Los ataques agudos se manifiestan como inflamacién en las articulaciones
por precipitacion de acido urico. El tratamiento se dirige a reducir la inflamacién
inhibiendo la migracién d'e leucocitos, la produccién de leucotrieno B, y la

fagocitosis (colchicina), acelerando la excrecién renal de acido urico (probenecid o
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sulfinpirazona) y disminuyendo la conversién de purinas a acido urico por
inhibicién de la enzima xantina oxidasa (alopurinol).

El principal uso de estos analgésicos se da en el tratamiento de la gota, sin
embargo, el alopurinol también es empleado en leishmaniasis. Entre sus
principales efectos téxicos encontramos dafio profundo al higado y rifion
(colchicina), trastornos gastrointestinales (uricosuricos), neuritis y vasculitis

periférica (alopurinol) (Furst y Munster, 2001).

2.3 MODELOS DE NOCICEPCION EN ANIMALES

El estudio del dolor en animales presenta problemas éticos, filoséticos y
técnicos. Desde un punto de vista general, los investigadores tienen que seguir las
recomendaciones dictadas por la IASP (Zimmermann, 1983; Roberts, 1989) en las
cuales se establece que el animal no debe ser visto como un objeto, sino como un
ser vivo con sensaciones. También se recomienda minimizar o eliminar de los
protocolos el dolor producido a los animales, la evaluacion del beneticio potencial
que traera la investigacion y en la medida de lo posible que el estimulo nocivo que
se va a aplicar se lieve en el menor numero de animales y que no sea invasivo.

Un modelo ideal debe ser especifico, sensible, preciso, repetible y
reproducible. Cabe sefalar que los diferentes modelos de dolor empleados en la
investigacion presentan ventajas y desventajas, con la conclusion de que ninguan
modelo empleado es ideal (Le Bars y cols, 2001).

En 1957 Beecher llevé a cabo una revision de todos los modelos existentes

hasta ese entonces, describiendo 60 modelos distintos. Al transcurrir del tiempo
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se fueron desarrollando nuevos modelos, pero entre los mas utilizados

encontramos los siguientes:

2.3.1 Modelos de dolor con estimulos de corta duracién (Dolor fdsico)
Estas pruebas involucran un corto periodo de estimulacidon, son empleadas
para producir principalmente dolor somatico, se estimula una minima area
supetficial con excepcion de la prueba “hot plate” (plancha caliente) y “electrified
grid” (reja electrificada) y pueden clasificarse de acuerdo a la naturaleza del

estimulo en mecanicos, térmicos o eléctricos (Le Bars y cols., 2001).

2.3.1.1 Pruebas basadas en un estimulo térmico

El calor es una via mas selectiva para estimular nociceptores cutaneos, pero
tiene su principal desventaja en la velocidad en que se produce el estimulo debido
a que sucede de forma lenta (<10°C/s), lo que resulta en una activacion
asincrénica de las fibras periféricas y centrales. Estas pruebas no involucran

estimulacion a visceras o musculo esquelético (Le Bars y cols., 2001).

2.3.1.1.1 Prueba "Tail-Flick™

Esta prueba tiene dos variantes. Una consiste en aplicar calor radiante
mediante un bulbo eléctrico sobre una pequefia superficie de la cola del animal
(D°Amour y Smith, 1941) y la otra involucra la inmersién de la cola en agua
caliente a una determinada temperatura (Ben-Bassat y cols., 1959). En ambos

casos se cuantifica el tiempo de reaccién del animal.
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2.3.1.1.2 Prueba "Paw Withdrawal”

El principio de esta prueba es comparable a la prueba Tail-Flick, con ia
diferencia de que esta prueba no involucra et 6rgano de termorregulacién en ratas
y ratones. La prueba consiste en aplicar calor radiante a la pata del animal que se

encuentra inflamada debido a una inyeccién subcutdnea de carragenina

(Hargreaves y cols., 1988).

2.3.1.1.3 "Prueba Hot Plate”

Originalmente descrita por Woolfe y Mc Donald (1944), esta prueba consiste
en introducir a la rata en un espacio cilindrico con un piso metalico que es
calentado por un liquido hirviendo. Se cuantifica el tiempo transcurrido desde que

el animal es puesto en la plancha caliente, hasta que responde al estimulo.

2.3.1.1.4 Prueba “Cold Plate”
Esta prueba es usada principalmente en modelos de dolor neuropatico

(Jazmin y cols., 1998).

2.3.1.2 Pruebas basadas en un estimulo mecénico

Este tipo de estimulos poseen {a ventaja de poderse graduar de acuerdo a la
intensidad o duracién del estimulo, pero tienen la desventaja de no ser
especificos. Pues hay estimulacién de mecanorreceptores de bajo umbral, como

de nociceptores (Le Bars y cols., 2001).
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Se basan en la aplicaciéon de una presién constante ya sea en la cola o en la
pata posterior del animal (Bianchi y Francheschini, 1954). Tan pronto como el
animal presenta reacciones de lucha o emite sonidos de queja se interrumpe el

estimulo

2.3.1.3 Pruebas basadas en un estimulo eléctrico

Los estimulos eléctricos poseen la ventaja de ser cuantificables,
reproducibles, no invasivos y producir sefales aferentes sincronizadas, sin
embargo, tienen la desventaja de ser un estimulo no selectivo debido a que

estimulan también fibras no nociceptivas (Le Bars, 2001).

2.3.1.3.1 Pruebas que utilizan largas descargas eléctricas

Esta prueba presenta dos variantes: La primera consiste en colocar
electrodos en la cola de la rata o ratén y dar descargas durante algunos
milisegundos. En esta prueba se evalua el movimiento reflejo de la cola y si la rata
chilla durante o después del estimulo (Paalzow, 1969). La segunda prueba
consiste en colocar a la rata en una jaula metalica, a la cual se le dan descargas
eléctricas (Evans, 1961), se mide el dolor de acuerdo a diversos comportamientos

como son: el intentar escapar de la jaula, el chillido y las contorsiones.
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2.3.1.3.2 Pruebas que utilizan choques eléctricos o descargas eléctricas

cortas

En estas pruebas encontramos una estimulacién eléctrica de corta duracion
(10-20 ms) mediante electrodos en sitios como la cola (Charpentier, 1961), la
pulpa dental (Holland y Robinson, 1983; Cadden, 1985) y los miembros {McClane
y Martin, 1967). Estas pruebas analizan el sonido emitido por la rata, asi como sus

diferentes conductas y reflejos del miembro estimulado.

2.3.2 Modelos de dolor con estimulos de larga duracién (Dolor ténico)
Basicamente estas pruebas involucran la administracién de sustancias
algogénicas representando una forma lenta o muy lenta de estimulacién. Este tipo
de estimulo es diferente a los otros tipos de estimulos debido a que son
progresivos, de larga duracion y ofrecen la ventaja de medir el comportamiento del

animal a través del tiempo (Le Bars y cols., 2001).

2.3.2.1 Estimulacién a érganos

Estas pruebas sirven para estudiar el dolor visceral, involucran la
administraciéon de sustancias algogénicas directamente a diferentes érganos,
como el colén (Miampamba y cols., 1994) y el utero (Wesselmann y cols., 1998),
entre otros.

La prueba mas conocida es la de distension colorectal en rata que evalia

mediante un electromiografo el reflejo de los musculos abdominales (Ness y

")
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2.3.2.2 Inyeccion intraperitoneal o “Writhing Test”

La administracién intraperitoneal de agentes que irritan la membrana serosa
provocan un comportamiento tipico que se caracteriza por contraccion abdominal
y reduccién de la coordinacion y actividad motora. Esta prueba cuantifica
generalmente el nimero de contracciones por unidad de tiempo (Siegmund,
1957). Entre las sustancias algogénicas frecuentemente empleadas en este
modelo encontramos la benzoquinona, &cido acético, acido etacrinico y la p-

benzoquinona (Jaques, 1977).

2.3.2.3 Inyeccién intradermal

Esta prueba utiliza sustancias como la salina hiperténica (Lewis y Kellgren,
1939), EDTA (Teiger, 1976), adyuvante de Freund (ladarola y cols., 1988) y
capsaicina (Sakurada y cols., 1992) con gran frecuencia, sin embargo, es la

formalina la sustancia mas utilizada (Dubuisson y Dennis, 1977).

2.3.2.3.1 Prueba de la Formalina

Esta prueba se lleva a cabo principalmente en roedores, aunque se han
hecho experimentos en gatos, conejos, cobayos, primates, cocodrilos y aves
domésticas. La prueba consiste en la administracién subcutanea de formalina en
un rango de concentraciones que van del 1 al 5%, en un volumen de 20-25 ulL en
ratones y 30-100 ulL en ratas. La inyeccidn se da generalmente en la superficie
dorsal de la pata posterior y los animales son generalmente sacrificados poco

después de terminada la prueba. La prueba de formalina describe diferentes
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comportamientos, entre los que se encuentran el morder, lamer y sacudir la pata
inyectada, siendo este ultimo el pardmetro mas utilizado para cuantificar el grado
de dolor (Dubuisson y Dennis, 1977).

Esta prueba se ve afectada por factores de estrés como son los sonidos, los
olores, luz intensa, elevada presién atmosférica o intensa actividad humana en e!
cuarto durante el periodo en que se esta llevando a cabo la prueba, por lo que se
recomienda tener un cuarto exclusivo para la realizacion de esta prueba o
establecer restricciones en cuanto al sonido y nivel de actividad durante la
realizacion de la misma.

La prueba de formalina en roedores presenta dos fases. La primera tase
inicia después de la inyeccidn y dura entre 3 y 5 minutos y se debe a la
estimulacion directa de nociceptores, principalmente fibras C que liberan
bradicinina y sustancia P.

La segunda fase inicia 15-20 minutos después de la inyeccién y dura entre
20 y 40 minutos. Se atribuye al proceso inflamatorio desencadenado por la
histamina, serotonina, prostaglandinas y bradicinina. Es por esta segunda fase
que la temperatura es un factor importante de controlar, pues a menor
temperatura el proceso de inflamacién se desarrolla mas lentamente (Tjdlsen y
cols., 1992). Se propone una temperatura de 22-23°C (Rosland, 1991) para

ratones y 25-27°C para ratas.
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2.4 CANULACION INTRATECAL

El método de canulacién intratecal crénico fue introducido por Yaksh y Rudy
en 1976. La técnica consiste en introducir un catéter de polietileno a través de una
incisién en la membrana atlanto-occipital a diferentes niveles de la médula
espinal.

El método posee la ventaja de poderse emplear en animales pequefios,
ademds de que la administracion no requiere de mucha experiencia, la sustancia
a evaluar se administra de forma directa al nivel deseado de la méduia espinal y la
canulaciéon no produce intolerancia por un periodo de 4 meses (Yaksh y Rudy,

1976).

2.5 ANTECEDENTES PARTICULARES

Estudios previos han descrito que la agmatina modula la produccién de 6xido
nitrico inhibiendo todas las isoformas inducibles de la 6xido nitrico sintasa (Auguet
y cols., 1995). Asl también, otros autores concluyen que la agmatina se une con
alta afinidad a receptores NMDA (Reis y cols., 1995), aq-adrenérgicos (Piletz y
cols., 1995) y a otros receptores acoplados a canales catidonicos (Reis, 1998;
Loring, 1990).

Diversos articulos sugieren que la unién a receptores NMDA e inhibicion de
las iINOS le permiten a la agmatina jugar un papel muy importante en la regulacién
del dolor, ya que se ha encontrado que logra antagonizar algunos estados de
hiperalgesia (Horvath y cols., 1999), dolor persistente (Onal y Soykan, 2001),

inflamacion, neuropatia y dafno a la médula espinal (Fairbanks y cols., 2000). La
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agmatina también presenta sinergismo analgésico al administrarse junto con
morfina y previene cambios en la funcién neuronal, incluyendo la tolerancia a
opioides (Trujillo y Akil, 1991). Por lo que se ha sugerido que ia agmatina pudiera
ser un candidato ideal para ser farmaco analgésico.

Hasta la fecha se ha estudiado el efecto analgésico producido por agmatina
y su posible mecanismo de accién mediante administracién intratecal (Horvath y
cols., 1999; Fairbanks y cols., 2000), intraperitoneal (Onal y Soykan, 2001) y en
cullivos celulares (Yang y Reis, 1999; Abe y cols.2000) pero no existe evidencia
de la actividad analgésica de la agmatina después de una administracién
periférica local, por lo que uno de los propdsitos del presente trabajo es evaluar el
posible efecto analgésico que produce la agmatina a nivel local y comparario con

su efecto a nivel espinal.
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3.1 OBJETIVO PARTICULAR
>Evaluar el posible efecto analgésico que produce ta agmatina como
pretratamiento y post-tratamiento a nivel periférico y espinal en un modelo de

dolor inflamatorio en ratas.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

>Realizar una curva dosis-respuesta (CDR) con agmatina como
pretratamiento a nivel periférico.

> Realizar una CDR con agmatina como post-tratamiento a nivel periférico.

> Realizar una CDR con agmatina como pretratamiento a nivel espinal.

> Realizar una CDR con agmatina como post-tratamiento a nivel espinal.

»>Administrar agmatina contralateral a una dosis efectiva como

pretratamiento y post-tratamiento local.
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HIPOTESIS NULA:

>La agmatina no produce efecto analgésico como pre-tratamiento y

post-tratamiento a nivel periférico y espinal en la prueba de la formalina.
HIPOTESIS ALTERNATIVA:

»La agmatina produce efecto anaigdsico como pre-tratamiento y

post-tratamiento a nivel periférico y espinal en la prueba de la formalina.
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5.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas hembra Wistar de 9-11 semanas de edad con un peso
corporal de180-200 g provenientes del Bioterio del CINVESTAV-IPN (Sede Sur).
{_as ratas se mantuvieron con libre acceso a agua y alimento.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las guias sobre aspectos
éticos para la investigacion del dolor experimental en animales (Zimmermann,
1983). Adicionalmente, el estudio fue aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales (Departamento de Farmacobiologia, CINVESTAV-
IPN). Cada rata se utilizé solo una vez y se sacrificé en una camara saturada con

CO:; al final del experimento.

5.2 FARMACOS

La agmatina se compré en SIGMA (St. Louis, USA). La ketamina fue
comprada en Galen (México, D.F.) y la xilazina en Fort Dodge (lowa, USA). Todos
los compuestos fueron preparados con solucién salina 0.9% como vehiculo,

adquirido en Abbott (México, D.F.).
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5.3 METODOLOGIA

5.3.1 Carulaciéon intratecal

Para evaluar el efecto de la agmatina a nivel espinal fue necesario llevar a
cabo el método de canulacién intratecal cronico (Yaksh y Rudy, 1976). Las ratas
fueron preparadas para cirugia con Ketamina-Xilazina intraperitoneal (65 y 14 mg
respectivamente, en un volumen de 0.2 mL). Un catéter intratecal (PE-10) fue
insertado a través de una pequefa abertura en la cisterna magna e introducido
8.5 cm en el espacio intratecal. Después de la cirugfa las ratas se colocaron
individualmente en cajas con libre acceso a agua y alimento permitiéndoles un
periodo de recuperacion de cinco dias antes de usarse. las ratas que

presentaron deficiencias neuroldgicas post-operativas no fueron utilizadas.

5.3.2 Prueba de la Formalina

El efecto analgésico de la agmatina se evalud con la prueba de la formalina
{Dubuisson y Dennis 1977). Las ratas se colocaron en una camara de cbservacion
de acrilico (Plexiglas) rodeada con espejos en la parte posterior por 30 minutos
para permitirles adaptarse a su entorno.

Después de este periodo de tiempo se les administré de manera subcutanea
50 ulL de formalina diluida al 1% con solucién salina 0.9% en el dorso de la pata
posterior derecha utilizando una aguja del No. 30. Inmediato a la administracion
las ratas se colocaron nuevamente en los cilindros de acrilico y se cuantificé la

conducta dolorosa como el nimero de sacudidas de ia pata inyectada en
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intervalos de 1 minuto cada 5 minutos por 60 minutos (Malmberg y Yaksh, 1993).

Esta prueba se realiz6 entre 25 y 27°C.

5.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresén como el promedio + el error estadndar de la
media para cada grupo experimental (n 2 6). Se realizaron curvas del nimero de
sacudidas contra el tiempo y se obtuvo el drea bajo la curva (ABC) de la segunda
fase que abarca de los 15 a los 60 minutos, por el método de trapezoides
(Tallarida y Murray, 1981).

Los datos (ABC) fueron graficados en el programa Prism 3.0 y se les realizo
un Andlisis de Varianza seguido por la prueba de Tukey para comparar las
diferencias entre los distintos tratamientos, mediante el programa SigmaStat 2.03.

Una p < 0.05 se considerd significativa.

5.5 DISENO EXPERIMENTAL

En el presente estudio se administraron dosis crecientes de agmatina como
pretratamiento (-5 min) o post-tratamiento (+10 min) por via periférica local o
espinal para evaluar el efecto analgésico que produce la agmatina, asi como su
efectividad en el modelo de dolor ténico producido por formalina.

Para determinar si el efecto analgésico producido por la agmatina
administrada localmente era debido a un efecto local y no sistémico, se administro
una dosis efectiva de agmétina (900 ng) en la pata izquierda (contralateral) y

formalina 1% en la pata derecha (ipsilateral).
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Espinal Local

Post-tratamiento Protratamiento

I{ CANULACION INTRATECAL

Evaluar actividad motriz por 5
dias cada 24 horas

CDR AGMATINA
(control, 100-900 IL y 900 CL,
ng/SOut., s.c.. -5 min)
Formalina 1% (s.c., 0 min)

CDR AGMATINA
(control, 100-900 IL y 900 CL
ng/S0uL, s.c., +10 min)
Formalina 1% (s.c., 0 min)

Pretratamiento Post-tratamiento
CDR AGMATINA CDR AGMATINA
{controtl, 100-900 ng/10uL, (control,100-3200 ng/10uL.,
s.c., -5 min) s.c., +10 min)
Formalina 1% (s.c., 0 min) Formalina 1% (s.c., 0 min)

Figura 10. Diagrama de flujo del disefio experimental.
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La administracién de formalina produjo el perfil tipico de sacudidas en la pata

inyectada. Ei perfil doloroso observado en la prueba de formalina es bitdsico
(Tidlsen, 1992). La primera fase también {lamada fase fasica comienza
inmediatamente después de la administracion de formalina produciendo un
nimero de sacudidas relativamente alto, el cual va disminuyendo hasta alcanzar
los 10 minutos.

La segunda fase o fase tonica comienza a los 10 minutos después de haber
administrado formalina y se debe principaimente al proceso inflamatorio
desencadenado. En esta fase se observa un incremento gradual en el nimero de
sacudidas que alcanza un maximo entre los 25-40 minutos, después de! cual
comienza a disminuir el nimero de sacudidas hasta completar una hora
(Aguirre-Banuelos y Granados-Soto, 2000). En este trabajo se midié el ABC de la
segunda fase por el método de trapezoides para cada tratamiento (Figura 11).

El pretratamiento local (Figura 12) y espinal con agmatina (Figura 13) redujo
de manera dependiente a la dosis el nimero de sacudidas durante ia segunda
fase de la prueba de formalina (p < 0.05). De la misma forma el post-tratamiento
local (Figura 14) y espinal (Figura 15) redujeron el numero de sacudidas de
manera dependiente a la dosis. En todos los casos, a excepcién del post-
tratamiento espinal, con 300 ng se alcanzé el maximo efecto. En el post-

tratamiento espinal se requirié una dosis tres veces mayor.
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La administracion contralateral de agmatina (900 ng) para el pretratamiento
(Figura 12) y post-tratamiento local (Figura 14) no tuvo cambios significativos con

respecto a su grupo control.

Grafica del curso temporal de dolor en el modelo
de la formalina
25.00 o

20.00 <
15.00 4
10.00 4

5.00 4

Nimero de sacudidas

0.00 T v v v v v
o] 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 11. Grafica que muestra el curso temporal del dolor producido en el modelo de formalina. Se
administré salina (0.9%) 5 minutos antes de administrar formalina (1%) como grupo control. La
conducta dolorosa observada es bifasica, la primera fase abarca de los 0 a los10 min, en tanto, que
la segunda fase comienza a los 15 min y se prolonga hasta los 60 min. Los datos son expresados
como el numero de sacudidas promedio de al menos 6 ratas * el error estandar.
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Figura 12. Efecto anaigésico del pretratamiento (-5 min) local con agmatina ipsilateral y contralateral
durante la fase 2 en la prueba de formalina. Los datos expresados en barras corresponden al ABC
promedio obtenida durante la fase 2 de al menos 6 ratas t el error estdndar. ° Significativamente
diferente con respecto a! grupo control tratado con salina (p<0.05) y determinado por andlisis de
varianza de una cola (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey. (CL) contralateral.
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700- PRETRATAMIENTO ESPINAL

6004

T

5004

400 N R

3004

ABC (SACUDIDAS/MIN)
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100+

SALINA 100 200 300 900

AGMATINA (ng)

Figura 13. Efecto analgésico del pretratamiento (-5 min) espinal con agmatina durante la fase 2 en
la prueba de formalina. Los datos expresados en barras corresponden al ABC promedio obtenida
durante la fase 2 de al menos 6 ratas + el error estadndar. * Signiticativamente diferente con
respecto al grupo control, tratado con salina (p<0.05) y determinado por andlisis de varianza de una
cola (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey.
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700- POST-TRATAMIENTO LOCAL

300 >

ABC (SACUDIDAS/MIN)

200+

SALINA 100 200 300 900 %OLO

AGMATINA (ng)

Figura 14. Efecto analgésico de! post-tratamiento (+10 min) local con agmatina ipsilateral y
contralateral durante la fase 2 en la prueba de formalina. Los datos expresados en barras
corresponden al ABC promedio obtenida durante la fase 2 de al menos 6 ratas t el error estandar.
*Significativamente diferente con respecto al grupo control, tratado con salina (p<0.05) y
determinado por andlisis de varianza de una cola (ANOVA) seguido por la prusba de Tukey, (CL)

contralaterat.
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POST-TRATAMIENTO ESPINAL

RESULTADOS
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Figura 15. Efecto analgésico del post-tratamiento (-5 min) espinal con agmatina durante la tase 2 en
la prueba de formalina. Los datos expresados en barras corresponden al ABC promedio obtenida
durante la fase 2 de al menos 6 ratas t el error estAndar. * Significativamente diferente con
respecto al grupo control, tratado con salina (p<0.05) y determinado por analisis de varianza de una

cola (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey.
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700+ PRETRATAMIENTO LOCAL
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Figura 16. Comparacion del efecto analgésico producido por agmatina entre el pretratamiento y
post-tratamiento local. Los datos expresados en barras corresponden al ABC promedio obtenida
durante la tase 2 de al menos 6 ratas + el error estdndar. * Significativamente diterente con
respecto al grupo control, tratado con salina (p<0.05) y determinado por andlisis de varianza de una
cola (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey. (CL) contralateral.
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Figura 17. Comparacién del efecto analgésico producido por agmatina entre el pretratamiento y
post-tratamiento espinal. Los datos expresados en barras corresponden al ABC promedio obtenida
durante la fase 2 de al menos 6 ratas t el error estandar. * Significativamente diferente con
respecto al grupo control, tratado con salina (p<0.05) y determinado por andlisis de varianza de una
cola (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey.

-61- g



FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

RESULTADOS

Tabla 4: Areas bajo la curva de la tase 2 obtenidas por ol método de trapezoides en ia prueba do
formalina después de haber administrado diforentes dosis de agmatina en cada tratamiento.

‘Signlificativamente diferente con respecto al grupo control,

tratado con salina (p<0.05),

determinado por analisis de varianza de una cola (ANOVA) seguido por la prueba de Tukeoy.

PO D DO RO D AB

R A A O g pro d
Salina 6 564.6 £ 32.1
Agmatina 100 6 558.3 t 50.0
Agmatina 200 6 355.0 t 59.9°
Agmatina 300 6 263.8 £ 52.3°
Agmatina 900 6 280.8 1 14.4°

6

Agmalina contralateral
RNPREXBATANIENTOE T

Salina

543.31 125

564.6 1 32.1

Agmatina contralateral

Agmatina 100 510.8 + 42.2
Agmatina 200 459.0 £ 62.5
Agmatina 300 323.8 1 34.1*
Agmatina 900 338.81 11.8°
E T ATIAM E N TIPS TATS

Salina 8 465.0117.2
Agmatina 100 7 397.5 t 24.7
Agmatina 200 6 I67.5217.2
Agmatina 300 6 302.1 ¢ 14.5°
Agmatina 900 6 275.8 2 16.4°

6

515.02 186

Salina 6 483.3 + 30.8
Agmatina 300 8 433.21 223
Agmatina 600 6 375.0 + 24.0°
Agmatina 900 6 3046 +17.4°
Agmatina 3200 6 310.4 + 19.3°
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La prueba de formalina estad descrita como un modeio de dolor ténico (Albe-

Fessard y cols., 1990) que se aproxima a las condiciones clinicas que se presentan
ante estimulos cutdneos agudos (Tjdlsen y cols., 1992). El comportamiento
nociceptivo reportado describe dos fases (Dubuisson y Dennis, 1977). La primera
fase comienza desde el momento en que se administra la formalina y se prolonga
por un periodo de 10 minutos. Datos experimentales indican que esta fase se debe
principalmente a la liberacion de bradicinina y sustancia P (Shibata y cols., 1989)
por estimulacion de fibras C (Heapy y cols., 1987). Por su parte, la segunda fase
comienza después de 10-20 minutos y dura alrededor de 20-40 minutos
presentando un maximo entre los 25 y 40 minutos después de la administracién de
formalina. Se ha reportado que esta fase presenta liberacién de histamina,
serotonina, prostaglandinas y bradicinina debido a el estimulo nocivo aplicado y al
proceso inflamatorio desencadenado (Shibata y cols., 1989).

El curso temporal de dolor descrito por Dubuisson y Dennis (1992) para la
prueba de formalina corresponde al obtenido en nuestros resultados. En la figura
11 se observan las dos fases de comportamiento que presentan los roedores en
esta prueba, para nuestro experimento el maximo durante la segunda fase se
obtuvo entre 25-35 minutos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la agmatina
administrada como pretratamiento y post-tratamiento en el modelo de formalina

produce analgesia periférica y espinal a dosis bajas durante la segunda fase. Este
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comportamiento concuerda con los estudios publicados por Onal y Soykan (1992),
donde concluyen que la agmatina reduce la respuesta dolorosa en ratones de
manera dependiente con el incremento de la dosis en ambas fases de la prueba de
formalina y, con el estudio hecho por Horvath y cols. (1999) donde establecen que
la agmatina produce efecto antihiperalgésico en ratas tratadas con carragenina
intraplantar.

En el pretratamiento local y espinal dosis mayores de 300 ng no produjeron
un efecto analgésico mayor. Por su parte, el post-tratamiento iocal presentd un
comportamiento similar al del pretratamento, alcanzando su maximo efecto a
300 ng, mientras que el post-tratamiento espinal requirié el triple de la dosis (900
ng) para alcanzar el maximo efecto analgésico producido por agmatina en este
modelo de dolor. Evidencia previa indica que el pretratamiento espinal con
agmatina atenua significativamente la hiperalgesia térmica producida por
carragenina intraplantar, mientras que el post-tratamiento espinal con agmatina
posee menor eficacia (Horvath y cols., 1999).

En el modelo de formalina la agmatina no es capaz de bloquear
completamente la conducta nociceptiva, sin embargo, se alcanza a obtener un
efecto analgésico alrededor del 50% para el pretratamiento y del 40% para el post-
tratamiento. Cabe sefialar que en el post-tratamiento la administracién de salina 10
minutos después de la inyeccion de formalina redujo el nimero de sacudidas con
respecto a la formalina sola.

El pretratamiento, como el post-tratamiento con agmatina produce un efecto

analgésico local, pero no sistémico debido a que la administracién contralateral de
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una dosis efectiva de agmatina (900 ng) no redujo el nimero de sacudidas durante
la fase dos de la prueba de formalina.

Existen reportes (Kolesnikov y cols., 1996, Bradley y Headley, 1997, Liy cols.,
1999; Onal y Soykan, 2001) que demuestran que la agmatina no presenia efecto
significativo en modelos de dolor fasico como el “tail flick”, lo que sugiere que la
agmatina produce analgesia solo en modelos de dolor que cursan por procesos
inflamatorios, como la prueba de formalina o la de hiperalgesia térmica inducida
por carragenina intraplantar.

Los efectos analgésicos observados en el presente estudio se alcanzaron con
dosis menores a los 900 ng, las cuales estan por debajo de las dosis empleadas en
estudios previos (Onal y Soykan, 2001 y Horvath y cols.,, 1999). La potencia
presentada por la agmatina se puede atribuir a la multiplicidad de mecanismos de
accion que posee y a la posible interaccion sinérgica de dichos mecanismos.

Se ha demostrado que la unién de! glutamato a receptores NMDA remueve al
Mg?* que bloquea el canal iénico en su estado de reposo y permite que se active ia
entrada de calcio incrementando su concentraciéon intracelular (Doughtery y Willis,
1991). El calcio se une a la calmodulina y forma un complejo necesario para que la
NOS lleve a cabo la sintesis de ON (Moncada y cols., 1989). Dichos receptores
NMDA juegan un papel muy importante en la formacion del dolor ténico debido a
que promueven la liberaciéon de neurotransmisores y la amplificacion de las sefiales
dolorosas (Doughtery y Willis, 1991). Asimismo, los inhibidores de la NOS vy
antagonistas de los receptores NMDA han sido involucrados en la plasticidad
neuronal (Collingridge y Singer, 1990), la tolerancia a opioides (Kolesnikov y

Pastermak, 1999), la sensibilizacién espinal y el mantenimiento e inhibicién del
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desarrollo de la hiperalgesia térmica (Malmberg y Yaksh, 1993; Meller y cols.,
1994).

El efecto analgésico mostrado por la agmatina en la prueba de formalina se
puede explicar por su accion antagonista sobre receptores de glutamato,
principalmente del tipo NMDA (Yang y Reis, 1999) y su accién inhibidora sobre
todas las isoformas inducibles de ia NOS (Auguet y cols., 1995). Estos dos
mecanismos y la aparente baja toxicidad que presenta la agmatina, hacen de ella
un candidato para ser farmaco analgésico (Yang y Reis, 1999).

Se ha visto que la agmatina se une a receptores adrenérgicos a, pero aun no
esta claro como contribuyen estos receptores al efecto analgésico (Raasch y cols.,
1995), aunque Onal y Soykan (2001) proponen una mayor participaciéon de estos
receptores en dolores de tipo tonico. La propuesta publicada por Onal y Soykan
(2001) concuerda con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, donde la
naloxona, un antagonista de receptores opioides, modificé parciaimente el efecto
analgésico producido por agmatina en el pretratamiento local (datos no mostrados).

Por otro lado, el L-NAME, un inhibidor de todas las isoformas de la NOS, no
produjo un efecto significativo sobre la analgesia producida por agmatina (datos no
mostrados); lo que nos lleva a la conclusién de que el ON no participa en el efecto
analgésico local de agmatina como lo hace a nivel espinal (Abe y cols., 2000).

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir la posibilidad
de usar la administracion periférica de agmatina para aliviar el dolor de tipo
inflamatorio, en vinud de su habilidad para producir analgesia sin efectos adversos

graves.
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>La agmatina administrada como pretratamiento y post-tratamiento a nivel

periférico y espinal produce analgesia en el modelo de formalina.

> La administracion subcutdnea de agmatina en !a superficie dorsal de la pata

posterior derecha de la rata produce un efecto local y no sistémico.

> La agmatina administrada por via local requiere menor dosis para producic el

mismo efecto en relacion con la via espinal en el post-tratamiento.

> La agmatina actua mejor en el pretratamiento espinal con relacién al post-

tratamiento espinal.

> Es un candidato para ser utilizada como analgésico en el dolor de tipo

inflamatorio.
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