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I INTRODUCCION

En el presente trabajo estan contenidos los estudios que se realizaron para
determinar la posible participacion del sistema L-arginina-ON-GMPc-canales Katp Y
SKca a nivel espinal y periférico en el efecto antinociceptivo del diclofenaco
administrado por via oral. Hasta la fecha no existe evidencia acerca de que los
AINEs logran alcanzar concentraciones efectivas a nivel espinal y existe muy poca
evidencia acerca de que alcanzan concentraciones efectivas a nivel periférico
(Granados-Soto et al.,, 1995; Dominkus et al., 1996; Tegeder et al., 1999) después
de su administracién oral, aiin cuando en la clinica la administracién oral es su
principal via de administracién. La administracion oral de diclofenaco produjo un
efecto antinociceptivo de manera dependiente de la dosis en la prueba de la
formalina. La administracion intratecal e intraplantar de L-NAME (un inhibidor no
selectivo de la SON) (Rees et al., 1990; Bjérkman, 1995; Ferrier et al., 2001; Kankuri
et al., 2001; Sayan et al., 2001), glibenclamida (un bloqueador de canales Karp)
(Ashcroft et al., 1987; Belles et al., 1987; Sturgess et al., 1985; Cook, 1988; Sturgess
et al., 1988) y apamina (un inhibidor de canales SKca) (Pennefather et al., 1985;
Lang y Ritchie, 1990; Zhang y Mcbain, 1995; Stocker et al., 1999), pero no D-NAME
(enantibmero inactivo del L-NAME) revirtieron el efecto antinociceptivo de la
administracion oral del analgésico. En resumen, los resultados de este estudio
sugieren que el diclofenaco alcanza concentraciones efectivas a nivel espinal y
periférico después de su administracion oral y que a estos niveles la estimulacién del
sistema L-arginina-ON-GMPc-canales Katp y SKca es posiblemente un mecanismo
que participa en su efecto antinociceptivo y son la primer evidencia que sugiere que
un AINE logra alcanzar concentraciones efectivas a nivel espinal después de su
administracion oral y que a este nivel ejerce un mecanismo que participa en su

efecto antinociceptivo.
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1. ANTECEDENTES TEORICOS

1. DOLOR
A. Generalidades

El enigma alrededor de la etiologia del dolor data desde el origen del hombre La
interpretacion mas antigua del dolor lo descnbe como *un castlgo por ofender alos
dioses”. La palabra “pain” dolor en el ldloma |nglés denva del latin “poene y del
griego “poine”, que sngmf'can penahdad o castlgo (Dallenbach 1939) En la
»antlguedad el dolor también era consnderado ‘como - el producto’ de algunos
sentimientos mas que como una sensacion yvera clasificado como “una pasion del

- alma” principalmente originada en la cabeza. .

Aunque el dolor ha sido fuente de interés desde el origen del hombre, el estudio de
su etiologia no fue sistematico sino hasta la llegada de Aristoteles (384-322 AC). La
teoria aristotélica atribuyd el dolor a un excesivo estimulo procedente de la piel,
llevado por la sangre a la cabeza donde era interpretado. Descartes (1596-1650) fue
_uno de los primeros en disentir del concepto aristoteliano, postulando al dolor como
originario de “vibraciones en la piel” debidas a un estimulo nocivo, el cual activa
“delicadas fibras unidas a algunas zonas de la piel que viajan al cerebro, llegando a
la glandula pineal” (Descartes, 1901). Aunque Galeno (131-201? AC) y Vesalio
(1514-1564) también atribuyeron la sensacion de dolor al cerebro, el concepto de
Aristoteles prevalecié cerca de 2000 afios.

- Se hah propuesto muchas definiciones de dolor. Sin embargo, fue hasta 1960 que
‘f‘se cdnsideré como una respuesta sensorial al dafio tisular y en ese entonces existia
oca mformacnon acerca de su componente afectivo. En 1979 La Organizacion
: ,Internacuonal para el Estudio del Dolor (IASP, International Association for the Study
"'"}of‘Paln)‘defnlo al dolor, como una experiencia sensorial y emocional desagradable

2
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asociada a un dano tisular real o potencial que puede describirse en términos de la
magnitud del dafo (Merskey, 1979). Hasta la fecha esta definicion de dolor se
considera la mas adecuada, ya que presenta un cambio con respecto a las
anteriores al introducir dos nuevos conceptos. En primer lugar: considera que el
dolor no es sdlo una respuesta sensorial al dafio tisular, sino que esta integrada
ademdas por componentes emocionales y subjetivos; en segundo lugar puede

producirse sin causa somatica que lo justifique.

B. Componentes del dolor

La experiencia de dolor se ha dividido en dos componentes (Melzack y Casey,
1968).

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

:2.Un componente afectivo y de alerta, qu‘é demanda atencién del individuo
provocando una sensacién desagradable que motiva al aprendizaje de la

percepcion dolorosa.

El fc"omponente localizante y discriminativo ayuda al paciente a describir la
¢ naturaleza intensidad y localizacion del dolor, lo que va a proporcionar claves para
'el‘v dlagnéstlco del estado patolégico que causa el dolor. Por otra parte, el
cdmponente afectivo y de alerta se considera subjetivo ya que experimentaimente se
ha obseryado que mucha gente reporta dolor en ausencia de dafio al tejido o alguna

otra éiiu:sé' patolégica parecida (Forth et al., 1995).

El dolor. es.un mecanlsmo de defensa cuya funcién es la de salvaguardar la
integridad del organlsmo ante factores que pudieran ser destructivos. Sin embargo,
o cuando eXIsté kun funcuonamlento anormal en las estructuras de dicho mecanismo, el
g dolor sobrepasa su func;on y se vuelve patolégico (Bowman y Rand, 1984). El dolor

3




R
% UNAM, FES “ZARAGOZA"

Ced

Antecedentes tedricos

normalmente pone en evidencia un dario tisular, puede jugar un papel protector al
prevenir los movimientos riesgosos en el caso de una fractura. Sin embargo,
después de un periodo de tiempo finito, si la causa no es atendida. la prolongacién
de la sensacidn dolorosa degenera en resultados adversos y las respuestas
neurchumorales complejas que inicialmente ayudan a mantener la homeostasis en
la zona del dafio, pueden causar morbilidad e incluso mortalidad (Cousins, 1994).

La respuesta al dafo tisular es similar, no importa si es resultado de una incision
quirﬂrgica. una lesion traumatica, una quemadura o alguiin padecimiento de érganos
intérnos, Cabe esperar que la respuesta sea proporcional a la magnitud del trauma
en élit‘éji‘do. Sin embargo, existe una gran variabilidad individual en la respuesta al
aéstﬁﬁﬁlb, ‘probablemente relacionada con factores tanto fisiolégicos como

psicologicos (Wall, 1979).
C. Clasificacién del dolor

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 estado
emocional, estrés, sexo, edad, raza, experiencias previas, faclores culiurales,
personalidad, condicionamiento del individuo, etc. (Forth et al., 1995), los cuales
pueden agruparse en factores anatémicos, fisiologicos y psicolégicos (Turk y Okifuiji,

1999).

La existencia de muchas clases de dolor se puede entender mediante la
identificacién de los cuatro componentes que acompafian a este proceso (Loeser y

Melzack, 1999):

1. Nocicepcion: la palabra nocicepcion se deriva de la raiz latina “nocere” que
significa dafio o lesion y se define como la respuesta desencadenada por el
sistema nervioso ante un estimulo nocivo (Garcia y Herrero, 1998).
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2. Percepcion del dolor: se genera frecuentemente por lesion o enfermedad, asi
como por dafos en el sistema nervioso central y periférico. En el dolor agudo
la percepciéon 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 psicoldgica del individuo es amenazada (Cassell,1982).

4. Conductas del dolor: son el resultado del dolor y el sufrimiento que
‘experlmenta la persona, y se atribuyen al dario en el tejido. Ejemplos de estas

v conductas son el cojear, e! hacer muecas, el decir ouch" entre otras.

R La claslf cacnén de los upos de dolor es un tema de debate entre investigadores y
f‘cllmcos 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 region anatdémica donde se
produce en: somatosensorial (originado en la piel o tejido conectivo, hueso, misculo
y membranas sinovial y articular), visceral (dolor procedente de las distintas visceras
abdominales o toracicas) y neurogénico (se refiere al dolor que se produce debido al

daio o irritacion en el sistema nervioso).

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

1. Dolor transitorio: se activa por nociceptores cutaneos u otros tejidos del
cuerpo en ausencia de dafio tisular, su funcion 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 sefial de alarma del tejido
lesionado, por lo que posee una funcién biolégica protectora. Las secuelas

5
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psicolégicas no son importantes y el dolor desaparece con la lesion que lo
origind (Cerverd y Laird, 1995). El dolor agudo se activa por la estimulacion

de nociceptores presentes en el tejido danado.

3. Dolor cronico: mas que asociarse con una funcién protectora, es un sintorma
de alguna enfermedad como neuralgia (Beric®, 1997) o fibromialgia (Butler et
al., 1997). Este tipo de dolor, no es un proceso autolimitado por lo que puede
persistir por meses o incluso afnos (Cerverd y Laird, 1995), se ha asociado a
muitiples comportamientos 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).

<En general, se acepta que ‘existen dos tlpos de sensamones de dolor, de acuerdo a
‘sus caracterlshcas fsioléglcas (Guyton y Hall, 1996):

,1' .‘ ) Dolof i'é'pido o primario: es una sensécién corta que se percibe 0.1 segundos
déspués del estimulo doloroso como un dolor punzante, repentino y bien
localizado, es debido a la activacién de fibras A-5 (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 activacion de fibras C

(Zimmermann, 1984).

2. NOCICEPCION

Es un término neurofisiolégico 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
(nociceptores), y la transmis,iéln de estas sefiales al sistema nervioso central.
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Para transmitir informacién nociceptiva la neurona debe ser selectiva. es decir, debe
haber algtn mecanismo con la capacidad de distinguir entre estimulos inocuos y
nocivos (Hyman y Cassem, 1995). Los nociceptores (abreviaciéon de nocirreceptor)
poseen dos caracteristicas que ayudan a realizar esta distincién: un umbral alto de
estimulacion y la capacidad de relacionar de manera directa la frecuencia de la

descarga con la intensidad del estimulo (Bessou y Perl, 1969).

Los nociceptores se encuentran anatdmicamente distribuidos en tres zonas
principales: la piel, las estructuras musculoesqueléticas y las visceras Estos
receptores traducen los estimulos mecanicos, térmicos y quimicos en una serle de
potenciales de accion que transmiten a lo largo de sus axones hasta Ia médula
espinal. Debido a su capacldad de responder a estimulos’ _dolorosos, los
nociceptores también han sidp llamados “receptores del dolor”, lo cual no es
estrictamente correcto, ya Qi.le. no todas las sensaciones dolorosas son debidas a la
activacion de este. grupo de receptores ni toda estimulacién de los nociceptores

produce siempre una sensamén dolorosa

epfdfes produce la liberacién de sustancias enddgenas

La activacién'dé stc
histamina, leucotrienos,

serotonina,

brédicinina

: perlférlcos. 3) Ias dlferentes respuestas que presentan ante un estimulo (Srinivasa et

1988) y 4) su Iocahzaclén

A cont:nuactén se presenta la clasificacion de los nociceptores en funcion de sus
propledades y velocudad de conduccién de sus axones periféricos (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas principales de las fibras nerviosas de nociceptores

cutaneos
Velocidad de Grado de Tipo de
Tipo de Fibra Receptores conduccion Damet  ielinizacien  estimulo
A Merkel
! Rufini 301120mis | 5-15um roe Mecanico
Meissner
! = Pacim
A-O
8) Terminaciones
inac 6-30 m/s 1-5 pm -+ Mecanico
. Térmico
[}
c — Mecanico
} Tem::g'aecs"mes 0.5.2mis 0.5-2 im Térmico
. Quimico

Modificado de Garcia y Herrero (1998): A) Fibra mielinizada; B) Fibra poco mielinizada y
C) Fibra no mielinizada.

Clasificacion de los nociceptores en funcién de su localizacion:

» Nociceptores cutaneos « Nociceptores viscerales

+ Nociceptores musculares ¢ Nociceptores 6seos

« Nociceptores articulares e« Nociceptores dentales y de cornea

A. Nociceptores cutaneos

Por su accesibilidad los nociceptores cutaneos hasta el momento han sido los mas
estudiados. Estos pueden ser mielinizados (fibras-A) o no mielinizados (fibras-C).
Estan localizados en todo el cuerpo y, en términos anatomicos, son ramificaciones
terminales especializadas de fibras nerviosas sensitivas que responden a estimulos

térmicos, mecanicos o quimicos (Hyman y Cassem, 1995).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN '
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Presentan tres propiedades fundamentales:

1. Un alto umbral a la estimulacion cutadnea (se activan sélo frente a estimulos

intensos.

2. Capacidad para codificar la intensidad de los estimulos en el rango nocivo.

3. Falta de actividad espontanea en ausencia de un estimulo previb.

De acuerdo a los estimulos que son capaces de traducir y de las propiedades de sus

axones se pueden clasificar en 4 tipos (Tabla 2).

Tabla 2, Clasificacion y caracteristicas principales de los nociceptores cutaneos.

Tipo de Nociceptor T;:;:;,:e Tipo de Estimulos
M M recep ,
de umbral alto (Fitzgerald y Lynn. 1977) AB Mecamcos pero pucden sens buzarse 1 mm
" Térmicos (>45°C) ; 2
A5 Mecanicos < § mm
Térmicos (>38°C)
Nociceptores Polimodales C c Mecanicos (>1g) 17 mm?
Quimicos (acidos, histamina o KCI)
Nociceptores de Frio A$oC Frio 1-145 mm?

Tabla elaborada a partir de datos de Fields y Marin (1994) y Hyman y Cassem (1995).

B. Nociceptores musculares

Se activan por contraccion isquémica del musculo o irritantes quimicos, el 75% de la
inervacion del misculo esquelético se debe a fibras A-8 (Grupo lll) o C (Grupo V) de

terminaciones nerviosas libres.
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C. Nociceptores articulares

Son fibras A con receptores encapsulados y A-6 o C con terminaciones libres.

Juegan un papel importante en la artritis.
D. Nociceptores viscerales o silenciosos

Se han localizado en tracto gastromtestlnal 5|stema blllar, snslema urinario, higado y
son actlvas de manera esponténea Sin

bazo. Tienen fibras A-8 o C que n
embargo, se hacen sensibles a estimu S mecémcos ante mediadores inflamatorios

y distension (Fields y Martin, 1994)
E. Nociceptores éseos

Son fibras A-8 o C localizadas airededor del periostio.
F. Nociceptores dentales y de cornea

Existen fibras A-5 o C que responden a estimulos mecanicos, térmicos y quimicos

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

3. FISIOLOGIA DEL DOLOR

.El proceso comienza con la activacion de nociceptores aferentes primarios (fibras A-
&y C), en respuesta a estimulos fisicos, mecanicos y/o quimicos (Siddall y Cousins,
-1998). VE‘ste mensaje se propaga a través de las aferentes primarias hasta el asta
dorsal de la médula espinal (Figura 1), donde se encuentra el primer centro de

- relevo (Garcia y Herrero, 1998).
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Fibras aferentes
ptimarias

Raiz dorsal de la
médula espinal

Intestino Tracto
anterolateral

Figura 1. Esquema de la inervacion cutanea, 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 axén aferente primario contacta con muchas neuronas medulares, y cada
neurona medular, recibe impulsos convergentes de muchas fibras aferentes
primarias (Fiéldsfy Martin, 1994). La convergencia y la divergencia de sefales tiene
lugar de una forrha ordenada, de manera que diferentes regiones de la 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 parte del cuerpo esta
representada por un grupo de neuronas (Garcia y Herrero, 1998).

Rexed (1952) divide la sustancia gris de la médula en 10 laminas (Figura 2), de las
cuales tienen especial importancia la capa marginal de Waldeyer (lamina 1), la
sustancia gelatinosa (lamina 11}, el ntcleo propio (laminas [11-VI), y el area que rodea
el conducto central (lamina X). Los axones de la mayoria de las neuronas de dichas
laminas constituyen el sistema espinotalamico (Sorkin, 1997). Las laminas del I-Vi
forman el asta dorsal de la medula espinal. Dentro del asta dorsal los nociceptores
primarios terminan en neuronas de proyeccidon y en interneuronas excitatorias e

inhibitorias (Hyman y Cassem, 1995).
11
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Figura 2. Clasificacion de la sustancia gris de la médula espinal a nivel de la quinta vértebra lumbar
segun Rexed (1952).

A. Vias ascendentes

‘Los axones procedentes de las neuronas de proyeccién forman las vias
ascendentes que portan el mensaje nociceptivo a centros superiores. Las principales
vias se agrupan en dos sistemas generales. El sistema de columnas dorsales-
lemnisco interno y el sistema anterolateral (Garcia y Herrero, 1998).

El sistema de las columnas dorsales-lemnisco interno esta formado por grandes
fibras mielinizadas que en general transmiten informacién tactil no nociceptiva y de

orientacion espacial (Guyton y Hall, 1996).

Las fibras del sistema anterolateral se originan principalmente en las laminas |, IV-ViI
y X del asta dorsal, las cuales reciben aferencias de fibras A-6 y C (Garcla 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 el talamo (Figura 3). Se dividen filogenéticamente en dos ramas: El
sistema neoespinotalamico que comprende el haz espinotalamico lateral y el sistema
paleoespinotalamico que abarca el haz espinotalamico medio, el haz espinorreticular

y el haz espinomesencefalico.
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Corteza Frontal

Corteza SSI

Corteza SSi i

1

Nucleos ventrobasal e
intralaminar del talamo

Rama neoespinotalamica

~—.

Capsula interna

Meédula espinal

Raices dorsales y
ganglios raquideos

Figura 3. Representacion del sistema ascendente anterolateral. Modificado de Guyton y Hall (1996).

El haz espinotaldmico lateral se origina en las laminas |, IV, V y VI. Sus fibras largas

y mielinizadas hacen conexion con el tdlamo y los n(cleos ventrolateral y posterior.

Este haz posee la capacidad de procesar la informacién nociceptiva en tiempo y

espacio de forma continua (Dubner y Bennett, 1983).
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El haz espinotalamico medio posee fibras cortas que hacen conexion con el nicleo
gigantocelular, cerebro medio y nucleo talamico intralaminar medial. Este haz junto
con el haz espinorreticular y el haz espinomesencefdlico establecen contacto con
fibras que conectan con el hipotalamo, cerebro limbico anterior y otras regiones
cerebrales que lo involucran en respuestas reflejas de circulacion, ventilacion y

enddcrinas; ademas de darle al dolor la sensacidn desagradable.

El haz espinorreticular se origina en las laminas VII, Vil y X. Es una via directa de la
meédula espinal a la formacion reticular y bulbo raquideo. o e

Haz espinomesencefalico: Sus fibras se originan de las laminas |, V, Vil y X
proyectandose hasta el subnticleo lateral de la sustancia gris pericueductal y otras

estructuras.
B. Talamo y corteza sensorial

El talamo esta constituido por los nucleos que forman el complejo ventroposterior:
nucleo ventral posterolateral (que recibe aferencias del tronco y los miembros),
ntcleo 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 (SI): 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 region es particularmente
importante debido a que participa en el caracter discriminativo del dolor (Fields y

Martin, 1984).
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Los axones del haz espinotalamico conectan también con las regiones talamicas
mediales unidas con la corteza frontal y el sistema limbico. Esta via favorece la

dimension afectiva o desagradable del dolor (Fields y Martin, 1994).

La corteza somestésica esta conectada con ganglios basales, conexiones

asociativas, conexiones callosas y con nucleos de relevo, formando asi, algunas de

las vias descendentes (Garcia y Herrero, 1998).
C. Vias de modulacién del dolor

Las vias descendentes permiten al organismo conocer y responder a los estimulos
nocivos, modulando o inhibiendo el estimulo (Akil et al., 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 et al.,, 1971). Y aunque en la
,,‘actuahdad 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 sistera consta de cuatro niveles (Figura 4A).

El sistema fasciculo anterolateral ascendente (ALF) esta integrado por los tractos
espinotalamico, espinorreticular y espinomesencefalico; se conecta en el nticleo del
rafé magno (NRM), ntcleo magnocelular (NMC), nacleo gigantocelular (NGC) y la
sustancia gris pericueductal (PAG). Asi como con el nucleo del rafé dorsal (NRD) y
el reticulo mesencefalico de formacién (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
hipotalamo. El locus coeruleus es la principal via de neuronas noradrenérgicas hacia
el PAG y el asta d,oi'sal (laminas I, Il. V-Vly X).

”Las estructuras mesencéfal:cas contienen neuronas de encefalina, dinorfina,
'serotonlna y neurotensma que proyectan al NRM y NGC. Estas neuronas hacen
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sinapsis con neuronas serotonérgicas en el asta dorsal, las cuales descienden por el
funiculo dorsolateral y mandan sus terminales a las laminas |, Il, V y IX de la médula

espinal (Bonica, 1987).

MRF)

N_kocus eoeruleus o = =
(PONS)

IMEDULA ROSTRAL

Figura 4. 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
que se origina en el ndacleo hipotalamico

descendente hipotalamo-espinal
paraventricular y medial, el cual se encuentra formado principalmente por neuronas

de vasopresina y oxitocina, aunque también existen neuronas ricas en endorfinas.
Este sisterna hace sinapsis en las laminas |, Il lll, V y X del asta dorsal (Figura 4B);
y el sistema PAG-espinal (Figura 5C) integrado en su mayoria por neuronas
noradrenérgicas y serotoninérgicas, el cual desciende por el funiculo dorsolateral
proyectandose directamente a las ldminas |, Il, V y X del asta dorsal (Bonica, 1987).

4. NEUROREGULADORES

La actividad y metabolismo de las fibras sensoriales es profundamente alterada por
una variedad de mediadores que se generan por el dafio tisular y la inflamacion.
Estos mediadores incluyen sustancias liberadas por el tejido danado, sustancias de
origen vascular, de fibras aferentes, fibras simpaticas y diversas células inmunes
(Tabla 3). 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 transcripcion de genes e inducir a
largo plazo alteraciones en la bioquimica de las neuronas sensoriales (Dray, 1995).

La comprension de la transmisién y modulacion del dolor es el resuitado de la
conve‘rgencia de métodos morfoldgicos, bioquimicos, histolégicos, psicoldgicos,

_entre otros.

Dentro de la modulacién, los neurreguladores juegan un papel muy importante en la
"'_c‘:onj,unlcacién celular nerviosa. Estos neurorreguladores pueden subdividirse en
neurotransmisores y neuromoduladores (Barchas et al, 1978). Los
neurotransmisores . basicamente llevan informacion entre células nerviosas
adyacentes, mientras ‘que los neuromoduladores aumentan o disminuyen Ia
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actividad: afectando la sintesis, recaptura, biotransformacion o unién al receptor de

los neurotransmisores (Barchas et al., 1978; Stimmel, 1983).

Tabta 3. Principales neurorreguladores implicados en la respuesta del dolor

som—
Acetilcolina

Glicina

Norepinefrina

Factor de crecimiento neural

Angiotensina

Oxido nitrico

Serotonina

Neurotensina

Dopamina Encefalina Colecistocinina Prostaglandinas
Bradicinina Dinorfina B-endorfinas Somatostatina
Agmatina Histamina Glutamato Sustancia P
Epinefrina Vasopresina GABA

Tabla elaborada con datos de Stimmel (1983).
A. Protones

Son producidos en condiciones tisulares acidas como la isquemia, hipoxia e
inflamacion, producen dolor, espasmo muscular y en estados de enfermedad
hiperalgesia debido a que aumentan la permeabilidad de la membrana. El proceso
ocurre principalmente en nociceptores polimodales (Steen et al., 1992; Dray, 1995).

B. Acetilcolina

Es el neurotransmisor mas abundante en el cuerpo, se ha identificado en diversas
regiones del SNC, principalmente en el hipocampo, nucleo caudado y nicleo
supraoptico (Stimmel, 1983). Estudios recientes establecen que la acetilcolina
interactua con opioides que estimulan su liberacién a la médula espinal produciendo

antinocicepcion tanto en animales como en humanos (Chen y 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).
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C. Dopamina

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

analgésico de la morfina (Stimmel, 1983).

D. Histamina

Es sintetizada a partir de histidina por la histidina descarboxilasa y puede
encontrarse libre o almacenada en vesiculas sinapticas (Stimmel, 1983). La
histamina es liberada  en el proceso de desgranulacion de mastocitos por
mediadores de la inflamacion (Dray, 1995), la cual activa receptores H; (Mobarakeh
et al., 2000) que producen un aumento en la entrada de calcio a la célula, lo que
libera neuropéptidos y cininas que ocasionan la amplificacion de la sehal dolorosa

(Besson y Chaouch, 1987).

E. Serotonina

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) es liberada por neuronas serotoninérgicas que se
proyectan del PAG al nicleo del rafé magno y de ahi a las laminas |, Il, IV y V del
asta dorsal (Roberts, 1984; Ruda et al., 1986). Actualmente se han relacionado tres
subtipos de receptores de serotonina con la multiplicidad de efectos observados: 5-
HTy, 5-HT, y 5-HT3. Se ha comprobado que los receptores 5-HT4 facilitan la
respuesta ‘no'cicéptiva en tanto que los receptores 5-HTygp la inhiben (Alhaider y
\Mlcox, 1993). Por su parte, 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 concentracién intracelular, que a su "
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vez provocan un aumento en la descarga neuronal (Fozard, 1984). Los receptores 5-
HT3 se encuentran acoplados a canales idnicos que aumentan la permeabilidad de
sodio y disminuyen la de potasio produciendo hiperalgesia (Dray, 1995).

F. 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 tfpos de receptores: NK;, NK; y NK3 siendo el principal receptor NK,, localizado
en la duramadre, médula espinal y aferencias sensoriales (Hall y Geppetti, 1995;
Basbaum, 1998). La sustancia P es un neurotransmisor aferente primario liberado
por la activacién de fibras C, esta involucrado en reacciones inflamatorias debidas a
un dafio tisular quimico o térmico (Gamse, 1984) que produce vasodilatacion,
aumento en la permeabilidad plasmatica, liberacién de histamina por mastocitos e
incremento en la actividad fagocitaria de neutréfilos y macréfagos. Todos estos
efectos provocan que la sustancia P tenga un efecto hiperalgésico (Dray, 1995).

G.. Acido y-aminobutirico (GABA)

‘ Bl GABA es el neurotransmisor inhibidor mas abundante en el SNC, es sintetizado a
partir del glutamato por la glutamato descarboxilasa (GAD) y se ha relacionado con
u;ia gran variedad de funciones fisiologicas en el cerebro y tejidos no neuronales

" (Watanabe et al., 2002). Se han descubierto hasta la fecha tres receptores para
GABA: Dos receptores ionotropicos ligados a canales de cloro (GABAA y GABAG)
(Stephenson, 1995; Watanabe et al., 2002) y un receptor metabotrépico (GABAg)
acoplado a través de proteinas G a canales de K* y Ca®" (Bowery, 1993). De los
receptores GABA, los GABAA y GABAg han sido los mas estudiados y se han
relacionado con una accién analgésica a nivel espinal vy supraespinal (Sawynok,

1987).
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H. Bradicinina

Junto con la calicreina, la bradicinina pertenece al grupo de las cininas. Estas son
sintetizadas a partir de cininégenos de alto y bajo peso molecular por la accion de
calicreinasas en plasma y tejido periférico. Sus efectos principales se atribuyen a
dos receptores: By y Bz, aunque existe una mayor afinidad por los receptores Ba.
Ambos receptores se encuentran acoplados a proteinas G. La bradicinina se genera
rapidamente estimulando receptores B, que a su vez activan a la PLAz y PLC. La
- PLAz incrementa la liberacion de acido araquidénico que es transformado en
prostaglandinas, en tanto, se incrementa la concentracién de caicio intracelular por
la accién de la PLC, prolongando la sensacion de dolor. Ademas 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,

migracién celular e hiperalgesia (Calixto et al., 2000).
1. Factor de crecimiento neural

El factor de crecimiento neural es sintetizado en respuesta al proceso de inflamacion
o por dafio tisular, se une al receptor TrK A, el cual esta expresado principalmente
en nociceptores viscerales y estimula la liberacién y regulacién de diversos péptidos
como la sustancia P y el CGRP (McMahon et al.,, 1994). EI NGF afecta la
sobrevivencia de las células manifestandose como una disfuncién neuronal

degenerativa con sensaciones anormales (Anand, 1995).
J. Encefalinas y -endorfinas

Las encefalinas, B-endorfinas y dinorfinas son consideradas opioides endégenos.
Los opioides endbégenos son derivados de tres precursores que contienen alrededor
de 260 aminoacidos. La proopiomelanocortina es el precursor de las -endorfinas, la
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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 opioides: mu (u), delta (8), sigma (o),
kappa (x) y épsilon (e) en las diferentes regiones del SNC (Terenius, 1985) de los
cuales p, x y & son los de mayor importancia. Los receptores pu se asocian con la
analgesia espinal y supraespinal, asi como con la depresion respiratoria, euforia,
relajacion muscular, sedaciéon y problemas de adiccion. Los receptores x producen
analgesia espinal y disforia. Finaimente, los receptores & se encuentran involucrados
en el desarrollo de tolerancia, neuraxis, nausea, vomito y depresidon respiratoria

(Bjbrkman, 1985).

Las p-endorfinas son particularmente abundantes en el hipotalamo, el locus
coeruleus, tilamo y glandula pituitaria (Bjérkman, 1995). Por"ﬂ'su" par{e,' las
encefalinas se distribuyen en las laminas I, Il, V, VIl y X del asta dorsai, donde
i contribuyen de manera importante a la modulacion del dolor, también se encuentran
en la PAG, el globus pallidus, ntcleo rafé magno y el nucleo reticular
paragigantocelular (Glazer et al., 1981; Basbaum y Fields, 1984). Los opicides
endégenos producen analgesia al unirse a sus receptores acoplados a proteinas G
(Reisini y Pasternak, 1996). La union 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).

K. Prostaglandinas
Junto con los leucotrienos y tromboxanos, las prostaglandinas (PGs) pertenecen al
grupo de los prostanocides (Abbadie y Besson, 1993). Las prostaglandinas son

moléculas lipofilicas que contienen en su estructura 20 atomos de carbono y un
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anillo ciclico (Mycek et al.,, 2000), son moléculas que se sintetizan a partir de

fosfolipidos de membrana por activacion de la lipolisis mediante la accion de la
fosfolipasa A, y fosfolipasa C, que dan como resultado la liberacion de acido
araquidoénico, el mas abundante precursor de prostaglandinas en mamiferos
(Campbell y Halushka, 1996). El acido araquidénico es entonces transformado en
PGG; y después en PGH: por la accion de la enzima ciclooxigenasa (COX) en la
médula espinal y los nervios aferentes primarios. Aunque Willoughby et al. (2000)
propone tres isoformas para la COX, sélo se han estudiado ampliamente dos de
ellas: L.a COX; o “constitutiva”, descrita como la reponsable de la biosintesis de PGs
importantes en la homeostasis y la COX, ‘o “inducible” que aparece en respuesta a

danio tisular (Vanegas y Schaib!e, 2001).

]

s

La liberacion de las prostaglandinars PGD;, PGE;, PGF;, y PGI; ocurre en la médula
espinal y la raiz ganglionar. Estas se unen a sus receptores en neuronas de la
médula espinal (DP y EP2) y neuronas aferentes primarias (EP;, EP3, EP,4 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
despolarizacion producida incrementa la velocidad de disparo e induce la liberacion
de aminoacidos excitatorios (AAE), sustancia P y CGRP que a su vez incrementan la
liberacion de prostaglandinas produciendo hiperailgesia y alodinia (Vanegas y

Schaible, 2001).

Las prostaglandinas por si solas no causan dolor, sin embargo, su funcidon consiste
en sensibilizar los nociceptores mediante la liberacién de diversos mediadores

(Ferreira, 1972).
L. Noradrenalina

La noradrenalina es sintetizada a partir de dopamina por la dopamina p-hidroxilasa,

es almacenada en vesiculas y liberada por el influjo de calcio en la neurona
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(Lefkowitz et al., 1996) a través de toda la via bulboespinal que va desde los nucleos
pontobulbares, nucleo coeruleus y subcoeruleus a las laminas |, II, IV, V, Vi y X del
asta dorsal (Ruda et al., 1986).

La noradrenalina se une a receptores a y f3, de los cuales se ha encontrado que los
receptores adrenérgicos o (Kuraishi et al.,, 1985), principalmente «2 (Mansikka y
Pertovaara, 1995; Galeotti et al.,, 1999) inhiben la nocicepcién impidiendo la
liberacidn de sustancia P (Kuraishi et al., 1985).

M. 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 neurotransmision excitatoria rapida entre nociceptores y neuronas de la
médula espinal (Wilcox, 1991).

Los AAE se encuentran en fibras aferentes primarias de diametro grande (A-fi) y
didmetro pequerfio (A-5) y son liberados por estimulos tanto nociceptivos como no

nociceptivos (Kangrga y Rnadic, 1991).

Las acciones de los AAE estan mediadas por distintos receptores (Watkins et al.,
1990), clasificados en receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido a-
amino-metil-isoxazolpropiénico o quisqualato), kainato y metabotrépicos que se
localizan a nivel post-sindptico en el asta dorsal (Wilcox, 1891). El glutamato posee
mayor afinidad por receptores NMDA aunque actia sobre todos los tipos de
receptores mencionados (Haley et al., 1990). A este aminoacido se le ha involucrado
en la plasticidad. neuronal (Collingridge y Singer, 1990) y la tolerancia a opioides

S V(Kolesnikovy Pasternak, 1999).

Los receptores NMDA (NR;, NRz4.p) se encuentran ligados a canales de Ca®y
estan relacionados con la estimulacién nociceptiva mediada por fibras Ad y C
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mientras que los receptores AMPA (GluRs 1-4) y kainato (KA-R, GluRs 5-7) lo estan
a canales de K' y Na' principalmente y se activan por estimulos de bajo umbral
mediante fibras A-p§ (MacDermott et al., 1986; Aanonsen y Wilcox, 1987).

-,
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La unién del glutamato a receptores NMDA permite que se active la entrada de
calcio, activando sistemas de sefalizacion como el de calcio-calmodulina cinasa
(CaM-Kinase Il) que promueven la liberacién de neurotransmisores y la amplificacion:

de las seriales dolorosas (Doughtery y Willis, 1991).

Por su parte, algunos receptores de glutamato metabotrépicos (mGIuRy, mGIuR3 y
mGIuRs) estan involucradas en la activacion de fosfolipasa C via proteinas G. Las
proteinas G estan compuestas de tres subunidades a, B y y. Al unirse el glutamato al
receptor, la subunidad o toma una molécula de GTP disociandose de la subunidad
By, la cual sirve como un mensajero intracelular. La activacion de la proteina G
causa la produccion 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
sefalizacion, las cuales incrementan la conductancia de canales de sodio via
receptores NMDA (Kelso et al., 1992).

Otros receptores metabotrépicos (mMGIURz, mGIuR,, mGIuRs, mGiuR; y mGIuRg)
elevan los niveles de AMPc mediante la activacién de la adenilato ciclasa. El AMPc
activa a la PKA que se encarga de fosforilar proteinas, canales y enzimas. Al
fosforilarse los canales de calcio aumentan su actividad o tiempo de apertura (Chen

et al., 1988).
N. Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (ON) recientemente ha recibido una extraordinaria atencién debido a

que participa en diversos eventos neuronales como son el control del apetito, la
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memoria, la fiebre, la neurotoxicidad, la neuroplasticidad y la nocicepcién, ademas
de modular secreciones enddcrinas de hormonas (hormona del crecimiento, insulina,

oxitocina, vasopresina, etc.) (Brunetti, 1994).

Relacionado al principio con el factor relajante derivado del endotelio (Marletta et al.,
1998), el ON es un radical libre soluble tanto en medios lipidicos como acuosos, lo
que le permite difundir rapidamente desde su lugar de sintesis hasta otros sitios
(Schuman y Madison, 1994), por lo cual se ha sugerido que juega un papel en la
transmision tanto a nivel central (SNC) como a nivel periférico (Sousa y Prado,

2001).

El ON es sintetizado durante la conversion enzimatica de L-arginina a L-citrulina
por la ON sintasa neuronal (nSON), una enzima localizada en neuronas del SNC y
que requiere calcio para activarse, o por la ON sintasa inducible (iISON) localizada
en la glia y que requiere activacion por endotoxinas y citocinas (Meller y Gebhart,

1993) (Figura 5).

od® " ‘ o

O S NADPH NADF® Oy
“I:H,h" + o, ©€Hy v ND
™ @ nNOS TH - Gto
T=Nu, C ° .
Koty iNOS O/C\NNI

L.-arginina . L-Citrulina

Flgdfa 5. Representacidon quimica de la conversién enzimatica de la L-arginina a L-citrulina.

El ON es sintefizado enzimaticamente en el SNC, en estructuras post-sina'pticas, en
respuesta a Iayvéctivacién de receptores NMDA (Garthwaite, 1991). Los receptores
NMDA' provbéah: la’apertura de canales de calcio, incrementando la concentracion
intracelular_dev!‘»‘_ iér_i. El calcio se une a la calmodulina formando un complejo
necesariq péka'qtje la SON lleve a cabo la sintesis de ON. EI ON sintetizado activa
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activacién de varias protein-cinasas (Moncada et al., 1989).

Actualmente existe controversia sobre la funcion del ON en la transmisién dolorosa,
ya que se han reportado efectos contradictorios. Por una parte, se ha sugerido que
aparece en el foco inflamatorio, liberado por macréfagos activados (Jorens et al.,
1995). En experimentos preliminares, Reeh et al. (1991) observaron la activacion y
sensibilizacion significativa de nociceptores cuando se impregnaban a los campos
receptivos cutaneos con soluciones de concentraciones precisas de ON gaseoso.
- - Otro estudio determina que la administracion intradérmica de soluciones de ON
-~ causa dolor en humanos (Holthusen y Arndt, 1994). También se ha reportado que la
: adminisiracién intratecal de L-arginina y NMDA produce una facilitacién rapida y
transitoria de! reflejo doloroso que se bloquea por inhibidores de la sintesis de ON
(éster metilico de la N(G)-nitro-L-arginina, L-NAME) y por inhibidores de la guanilato
_ciclasa soluble (azul de metileno, MB) (Meller et al., 1992).

7 En . contraposiciéon, también se ha reportado que la administracién local de
b"donadores de ON (nitroprusiato de sodio y nitroglicerina) producen analgesia y
reduccuén del edema en diversos estados dolorosos (Ferreira et al., 1992; Duarte y
kFerrelra 1992) y que la administracidn intracerebroventricular (i.c.v.) de L-arginina,
: uri precursor de la sintesis de ON, produce un efecto analgésico en ratones
o _{(Kawabata et al., 1992) y en pacientes con varios tipos de dolor cronico (Harima et
1991)

1. INHIBIDORES DE LA SON

Existe una considerable variedad de inhibidores de la SON que han permitido
determinar la participacion de la via L-arginina-ON en la actividad bioldgica de
diferentes farmacos. Entre los mas utilizados se encuentran el L-NAME, la N(G)-
nitro-L-arginina (L-NNA) y la N(G)-monometil-L-arginina (L-NMMA).
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a. L-NAME

El éster metilico de la N(G)-nitro-L-arginina (L-NAME) & L-ornitina-N5-
{imino(nitroamino)metil}-metil éster (Figura 6A) es un inhibidor no selectivo de la

SON (Rees et al.,, 1990; Bjorkman, 1995; Ferrier et al., 2001; Kankuri et al., 2001;

Sayan et al., 2001) (Figura 7).

A)

D.N\N o .
I .
N
R S
O'N\N. [-}
I L
M*u R o

Flgufa 6. Estructura quimica de: A) L-NAME y B) D-NAME.

B)

b. " D-NAME"
" El - éster “metilico”. de la N(G)-nitro-D-arginina (D- -NAME) 6 D orhitina >N5-
[ammo(n|troammo)metlll-mem éster (Figura 6B) es el enantiomero del L-NAME y no

posee ninguna actividad biologica (enantiémero inactivo).

L-NAME

. tI:od3 TOOO
HiN——CH NADPH NADE® GH,N-—(I:H
CH,
(CH)y . 0; (CHal . NO
NH % o o
(I:=NH,® J: Nt
7\
NH; o/ NH;
L-arginina cdiina

Figura 7. Representacion quimica de la inhibicion de la NOS por L-NAME.
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5. CANALES IONICOS

La transduccién de los estimulos nocivos por las terminales de los nervios periféricos
(nociceptores) y la transmisién de estas senales a lo largo de sus axones en forma
de potenciales de accion, depende de la participacién combinada de diferentes
canales ionicos: sodio (Na*), potasio (K*) y calcio (Ca®*) (Alberts, 2002).

-Los canales idnicos forman parte de una familia de proteinas transmembranales que
o 'forman poros Ilenos de agua. A través de estos canales pasan 10% iones por
“_segundo (velomdad mas de 100 veces mayor que el transporte mediado por
vcualquler transportador conocido), presentan selectividad iénica (permiten que

algunos lones puedan pasar y otros no), no estan continuamente abiertos, es decir,

_tlenen puertas que se abren generalmente en respuesta a perturbaciones
especifcas de’la’ membrana (cambios de voltaje, estimulaciones mecanicas y

' uniones a diferentes ligandos) (Alberts, 2002).

A Canaleé de K*

Los canales de K* se clasifican de acuerdo a su niimero de poros y dominios (Tabla
4), se encuentran presentes en células que pueden ser o no excitadas. Los canales
miembros de esta familia juegan un papel critico en los procesos de sedalizacion,
excitabilidad neuronal, secrecién de insulina, transporte epitelial de electrolitos,
contraccion del muasculo esquelético, regulacibn de la liberacion de
neurotransmisores, frecuencia cardiaca y regulacién del volumen celular. Durante la
década pasada se logrd la clonacién de alrededor de 50 genes humanos que
codifican para diferentes canales de K'. Asi mismo, se logrd precisar sus
propiedades biofisicas, la estequiometria de sus subunidades, su conformacion
espacial, y su modulacién por ligandos y segundos mensajeros (Shieh, 2000). Hasta
la fecha se han descrito varios ligandos que modulan como agonistas o antagonistas

la actividad de los canales de K* (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion general de canales de potasio.

CLASIFICACION MODULADORES
GENERAL TIPO DE CANAL - | NOMENCLATURA | ANTAGONISTAS AGONISTAS g
(BLOQUEOD) {APERTURA} ;
CANALA K, 4.AP, QUINIDINA -
RECTIFICADORES Ky 1.AP, m
£s RETARDADOS DENDROTOXINA
SENSIBLESA :
RECTIFICADORES Kyye DOFETILIDA, . N
VOLTAJE RETARDADOS b QUINIDINA >
RAPIDOS ;
6-TM, UN PORO RECTIFICADORES Ky CROMANOL 2938 . g
RETARDADOS LENTOS N
A DE CONDUCTANCIA 8K,, CARIBDOTOXINA, 178.ESTRADIOL b
L ALTA TEA
iw BE DE CONDUCTANCIA 1K, CARIBDOTOXINA, 1.ETIL2.
R SENSIBLES A Ca?* INTERMEDIA CLOTRIMAZOL BENZIMIDAZOLINA
DE CONDUCTANCIA SK¢, APAMINA, .
PEQUERA (+)-TUBOCURARINA
CORRIENTE M Ky SUSTANCIAP, .
LINOPRDINA
2.TM, UN PORO RE Ka ga", Cs*,
B) v RECTIFICADORES TERTIAPINA
:g ez ENTRANTES (RE) GLBENCLAMIDA, DIAZOXIDO,
By SENSIBLES A ATP Kare TOLBUTAMIDA PINACIDIL S
T %
4.TM, 2 POROS TWIK, THIK.1 B#*, QUININA, a
o} HALOTANO Q
_g M-‘ DEBIL RECTIFICACION ENTRANTE TASK LIDOCAINA, HALOTANO, g
- = BUPIVACANA CLOROFORMO Y
T TREK, TRAAK QUINIDINA, G HALOTANO, a
CLOROFORMO e
| 2
Tabla elabarada con datos de Catterall (2002): A) Canal de K’ con un poro y seis dominios transmembranales; B) Canal de K° §‘
8 con un poro y dos dominios transmembranales; C) Canal de K* con dos poros y cuatro dominios transmembranales. @
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El K* es el catidon que se encarga de equilibrar las cargas que aportan los aniones
intracelulares fijos y es quien establece el potencial de reposo de la membrana
plasmatica de la célula nerviosa cuando alcanza su potencial de equilibrio. La
concentracion extracelular e intracelular de K* al alcanzar su potencial de equilibrio
es alrededor de 5 mM y 140 mM, respectivamente. Cuando se abren los canales de

K*, éste tiende a salir impulsado por gradiente de concentracién (Figura 8) y a
medida que va fluyendo al exterior de la célula deja detras suyo una carga neta-
negativa, aumentando asi la diferencia entre el potencial de reposo y el umbral de

potencial de accion (Alberts, 2002).

[K*]4-5mM

EXTRACELULAR

INTRACELULAR

[K*] 140 mM

Figura 8. Rep{esentacién grafica de un canal de K* de dos dominios transmembranales con un poro:
A) Canal de K* cerrado; B) Canal de K* abierto.

La importancia farmacolégica del estudio de canales de K* radica en su apertura por
diversos grupos de farmacos. Esto ocasiona la hiperpolarizacion de la membrana
plasmatica y la reduccion de la excitabilidad eléctrica de diversos grupos de células,
lo cual proporciona un amplio espectro de potencial aplicacion terapéutica (Ashcroft

et al., 1987; Shieh, 2000).
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1. BLOQUEADORES DE CANALES DE K*

A los agentes que restringen el movimiento del K' se les conoce de manera
indiferente como bloqueadores, antagonistas o inhibidores. El término inhibidor no
tiene ninguna implicacién mecanistica y ha sido adoptado de manera indiferente
para todos los agentes que modulan el flujo de K* (Gillian y Weston, 1993; Cook,
1988).

a. Glibenclamida

La glibenclamida (gliburida) o6 (5-cloro-N-[{2-[[[(ciclohexil-amino)carbonil}amino}-
sulfonillfenil]etil]-2-metoxibenzamida) (Figura 9A) es una sulfonilurea ampliamente
utilizada para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo Il (no insulinodependiente)
(Gillian y Weston, 1993; Shieh, 2000). Inhibe la apertura de canales de K'
sensibles a ATP (Katp) en las células pancreaticas B, estimulando la secrecién
de insulina (Ashcroft et al., 1987; Belles et al., 1987; Sturgess et al., 1985; Cook,
1988; Sturgess et al., 1988).

» : TR212 CON
T, v FALLA DE ORIGFY

Figura 9, Estructura qﬁlmica de: A) Glibenclaﬁllda y B) Meglitinida.

La glibenclamida es el mas potente de Ios férmacos hipoglucemiantes, esta cualidad
'muyente a un derivado de la meglitinida

se le atribuye a que posee como grupo
(hipoglucemiante derivado del éctdo benzmco) (Figura 9B) ademas de su grupo
funcional sulfonilurea que la capacnan para inhibir canales de Kare por interaccién
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con un sitio adicional que no reconocen otros farmacos derivados de sulfonilureas

(Garrino et al., 1986; Garrino et al., 1988).

b. Apamina

La apamina es una neurotoxina aislada del veneno de Ia abeja, es un polipéptido de

18 aminoé(:iyd'os:k(‘}-"la‘ux et al.; 1967) (Figura 10). Tiene la capacidad de inhibir la-

apertura de'caﬁ'élés de ’K’ éctivadps por Ca®* de baja conductancia (SKc.) en varios

: :t}p"osr;de"célU;‘Jvlévsii(pédicul?rménte en neuronas) (Pennefather et al., 1985; Lang y
Ritc,ﬁie.fjég;lo; Zhangy Mébaiﬁ, 1995; Stocker et al., 1999).

H-Cys-Asn-Cys-Lys-Ala-Pro-Glu-Thr-Ala-Leu-Cys-Ala-

Arg-Arg-Cys-Gin-Gin-His-NH,

Figura 10. Secuencia de aminoacidos de la apamina segun Latoxan, 2002,

6. MODELOS PARA EVALUAR LA NOCICEPCION EN ANIMALES

El conocimiento cientifico concerniente a la percepcion del “dolor en animales” es
limitado y se ha obtenido por analogias basadas en la anatomia comparativa,
fisiologia, patologia y por inferencias basadas en respuestas subjetivas del dolor
(Erickson y Kitchell, 1984). Presenta problemas éticos, filosoficos y técnicos. Desde
un punto de vista general, los investigadores tienen que seguir las recomendaciones
‘w\dictadas por la IASP (Zimmermann, 1983; Roberts, 1989) en las que se establece
,"que el ammal no debe ser visto como un objeto, sino como un ser vivo con
: sensamones También se recomienda minimizar o eliminar de los protocolos el dolor
pr “los animales, la evaluacion del beneficio potencial que traera la
,anvéﬁtigaéfén y en la medida de lo posible que el estimulo nocivo que se va a aplicar

"’se lleve en el menor nimero de animales y que no sea invasivo.
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Se han desarrollado una gran variedad de modelos experimentales para determinar
la actividad antinociceptiva de farmacos en animales de laboratorio con el fin de
desarrollar, seleccionar y predecir la actividad farmacologica de analgésicos, asi

como estudiar y comprender los mecanismos de accion de los farmacos que actian
a nivel periférico y central. La mayoria de los modelos experimentales desarrollados
hasta ahora no son ideales (Le Bars et al.,, 2001). Sin embargo, han sido muy utiles

en la farmacologia para evaluar y caracterizar efectos analgésicos.
A. Modelos de dolor con estimulos de corta duracion (Dolor fasico)

Involucran un corto periodo de estimulacion, son empleados para producir
principalmente dolor somatico, se estimula una area superficial minima con
excepcién 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 et al., 2001).
1. PRUEBAS BASADAS EN UN ESTIMULO TERMICO

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 activacién asincronica de las
fibras periféricas y centrales. Estas pruebas no involucran estimulacion a visceras o

musculo esquelético (Le Bars et al., 2001).
" a. Prueba “Tail-Flick"

: ‘Esta prueba tiene dos variantes. Una consiste en aplicar calor radiante mediante un
bulbo eléctrico sobre una pequefa superficie de ia cola del animal (D'Amour y
Smith, 1941) y la otra involucra la inmersiéon de la cola en agua caliente a una
determinada temperatura (Ben-Bassat et al., 1959). En ambos casos se cuantifica el

tiempo de reaccion del animal.
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b. Prueba "Paw Withdrawal”

El principio de esta prueba es comparable a la prueba “Tail-Flick", con la diferencia
de que esta prueba no involucra el érgano de termorregulaciéon en ratas y ratones.
La prueba consiste en aplicar calor radiante a la pata del animal que se encuentra
inflamada debido a una inyeccion subcutanea de carragenina (Hargreaves et al.,

1988).

c. Prueba “Hot Plate”

Originalmente descrita por Woolfe y MacDonald (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.

d. Prueba “Cold Plate"

Esta prueba es usada principalmente en modelos de dolor neuropatico (Jasmin et

al., 1998).

2. PRUEBAS BASADAS EN UN ESTIMULO MECANICO
Estas pruebas poseen la ventaja de poder graduar 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 et al., 2001).
Se basan en la aplicacién 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

35



b UNAM, FES “ZARAGOZA"
& Antecedentes teéricos

3. PRUEBAS BASADAS EN UN ESTIMULO ELECTRICO

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

nociceptivas (Le Bars et al., 2001).
a. Pruebas que utilizan descargas eléctricas largas

Estas pruebas presentan dos variantes: La primera conéiste en colocar electrodos
en la cola de la rata o ratén y dar descargas durante algunqs' miiisegundos. En esta
prueba se evalua el movimiento‘reflejo delacolaysila rata chilla durante o después
del estimulo (Paalzow, 1969). La segunda pfueba consiste en colocar a la rata en
una jaula metdlica, 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 chiliido y las contorsiones.
b. Pruebas que utilizan choques eléctricos o descargas eléctricas cortas

En estas pruebas se aplica estimulacion eléctrica de corta duracién (10-20 ms) por
medio de 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.

B. Modelos de dolor con estimulos de larga duracion (Dolor ténico)

Involucran la administracion de sustancias algésicas representando una forma lenta
o muy lenta de estimulacion. 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 et al., 2001).
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1.  ESTIMULACION A ORGANOS

Estas pruebas sirven para estudiar el dolor visceral, involucran la administracion de
sustancias algésicas directamente a diferentes drganos, como el colén (Miampamba
et al.,, 1994), el utero (Wesselmann et al.,, 1998), entre otros. La prueba mas
conocida es la de dlsten51én colorectal en rata que evalila mediante un
electromlégrafo el reﬂejo de los musculos abdominales (Ness y Gebhart, 1988).

2., INYE'C‘CAIVOVN:iVNTﬁAPERITONEAL O "WRITHING TEST"

La admlmstracmn intraperitoneal de agentes que irritan la membrana serosa
provocan un compodam|ento tipico que se caracteriza por contorsién abdominal y
reduccmn ‘de’- la coordinacion y actividad motora. Esta prueba cuantifica

generalmente el numero de contorsiones por unidad de tiempo (Siegmund et al.,
1957).-Entre las sustancias algésicas frecuentemente empleadas en este modelo
encontramos la benzoquinona, acido acético, acido etacrinico y la p-benzoquinona

(Jaques, 1977).
3. INYECCION INTRADERMAL

Esta prueba utiliza sustancias como la salina hipertonica (Lewis y Kellgren, 1939),
EDTA (Teiger, 1976), adyuvante de Freund (ladarola et al., 1988) y capsaicina
(Sakurada et al.,, 1992) con gran frecuencia. Sin embargo, la formalina es Ia
sustancia mas utilizada (Dubuisson y Dennis, 1977).

4. PRUEBA DE LA FORMALINA

El modelo de la formalina'se lleva:a. cabo principalmente en roedores, aunque se

- han hecho expenmentos en: gato onejos cobayos, primates, cocodrilos y aves

domésticas. La prueba conslste ‘en la administracion subcutanea de formalina

(formaldehido en un mtervalo de concentraclones que van del 1 al 5%), en un
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volumen de 20-25 pl en ratones y 30-100 pul en ratas. La inyeccion se da

generalmente en la superficie dorsal de la pata posterior derecha y los animales son
generalmente sacrificados poco después de terminada la prueba. La prueba de
formalina describe diferentes comportamientos, entre los que se encuentran el
morder (biting), lamer (licking) y sacudir (flinching/shakes) la pata inyectada, siendo
este Ultimo el parametro 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 presion atmosférica o intensa actividad humana en el cuarto
durante e! periodo en que se esta llevando a cabo la prueba, por lo que se
recomienda tener un cuarto exclusivo para la realizacién 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 es bifasica. La primera fase (aguda o
neurogénica) inicia después de la inyeccion y dura entre 3 y 5 minutos y se debe a la
estimulacién directa de nociceptores, principalmente fibras C. La segunda fase
(ténica o inflamatoria) inicia 15-20 minutos después de la inyeccion 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 Ia
temperatura es un factor importante de controlar, pues a menor temperatura el
proceso de inflamacion se desarrolla mas lentamente (Tj6lsen et al., 1992). Se
propone una temperatura de 22-23°C (Rosland, 1991) para ratones y 25-27°C para

ratas (temperatura estandarizada en el laboratorio).
C. Desventajas de los modelos para evaluar la nocicepcion en animales

A pesar de que los modelos descritos anteriormente han sido de gran utilidad para el
estudio de diversas sustancias analgésicas, presentan una serie de desventajas:
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1. El medicamento es administrado antes de la aplicacion del estimulo

nociceptivo.

2.  El estimulo nociceptivo aplicado en forma repetida, puede causar dafio a los
tejidos, los cuales al ser daiados, ya no responden igual que al principio.

3. Las respuestas a evaluar son generalmente subjetivas.

4. Como no hay reporte verbal de la sensacién del dolor, la respuesta -
observada puede ser usada para indicar que un estimulo.es doloroso

aunque no exista la certeza de que asi sea.

5. Es frecuente que se presenten respuestas de apréndizaje' o
condicionamiento si se aplica el estimulo mas de una vez sobre el mismo
animal, lo que limita una caracterizacion del curso tempoAral'del vefe:':to
analgésico en un mismo sujeto experimental, después de la‘adrhinistracién

del farmaco.

7. ANALGESICOS

Un analgésico es una sustancia que a través de su accién sobre el SNC o bien en
la periferia, sirve para reducir o abolir el dolor, sin producir inconsciencia.. Los .
farmacos analgésicos usados comtnmente se pueden dividir. en’ dos g.rupos:
analgésicos narcéticos u opioides que se emplean generalmente para el tratamiento -
del dolor intenso o cronico y analgésicos no narcéticos o antiinflamatorios no
esteroidales (AINEs) que son los mas utilizados en la clinica (Kuhar y Pasternark,
1984). Aunque es comun también el empleo de farmacos anticonvulsivantes,
antiarritmicos, anestésicos y antidepresivos triciclicos para aliviar el dolor (Ashburn y

Staasts, 1999).
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A. Analgésicos opioides

Aungque las propiedades de la planta del opio (papaver somniferum) eran conocidas
hace cientos de arios por los egipcios, griegos y romanos. No fue sino hasta 1806
que Sertiirner informé de una sustancia pura contenida en el opio a la que nombré

morﬁna.' en referencia a Morfeo el dios griego delysuveﬁo.

. Los analgés:cos oplordes pertenecen a varlos subgrupos quimicos, que incluyen
f’nllhepulammas (metadona), femlplpendmas o

o (butorfanol) y benzomorfanos' (pentazocuna) La mayoria de estos analgesmos s€ .-

'absorben en Ias supe cies * mucosas de la nariz o boca, intramuscular yo

' subcuténeamente Su absorcuon en tracto gastrointestinal es rapida aunque algunos

opioides como la morfna y la oximorfona presentan efecto del primer paso)

importante.

Se unen a proteinas plasmaticas con afinidad variable y se distribuyen con una
elevada concentracién ‘en cerebro, higado, rifnén, bazo y pulmones. Son
biotransformados por metabolismo hepatico antes de ser excretados por rifidon.

Se unen a receptores p, k, Y & impidiendo la liberacién de neurotransmisores y por
ende, la transmisién del dolor (Duggan y North, 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 psicologica (Way et al., 2001).

B. Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINEs)

Los analgésicos “tipo aspirina” o AINEs son un grupo de farmacos con acciones = -

similares que ejercen sus efectos por uno o mas mecanismos de accion, pero su
estructura quimica es diversa. Los farmacos mas utilizados son el ibuprofeno,
naproxeno, ketoprofeno, indometacina, sulindaco, piroxicam, meloxicam, nimesulida,
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ketorolaco y diclofenaco (Bjérkman, 1995; Vaile y Davis, 1998). En la practica clinica
se utilizan en el alivio del dolor de leve a moderado. Tradicionalmente se ha descrito

que su mecanismo de accion es a través de la inhibicion de la ciclooxigenasa 1

(COX-1; constitutiva) y ciclooxigenasa 2 (COX-2; inducida en el sitio de la

inflamacién), que trae como consecuencia, la reduccion de la sintesis de

prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (Figura 11).

Estimulo mecanico o guimico
e
(b
Fosfolipidos
{membrana celular)

Glucocorticoides < Fosfolipasa Ay

Acido araquidénico

S-Lipooxigenasa COX-1 6 COX-2
¢<9(—AINES
v
| 5-HPETE . PGGy
: l Hidroperoxdasas
v
PFH;
l Prostacicina simasal /[\I‘surnerasas lTlomboxano sintasa
a v
Leucotrienos PGz PGE; PGF.. PGD: TXAz

Figura 11. Via catabdlica del acido araquidénico.

Se cree que la inhibicion de la COX-2 media (cuando menos parcialmente) las
acciones antipiréticas, analgésicas y anti-inflamatorias de los AINEs, pero la
inhibicién simultanea de la COX-1 ocasiona efectos colaterales no deseados, en
particular los que cuiminan en Ulceras gastricas (Forth et al., 1995). El principal sitio
de accion de los AINEs es a nivel periférico. Sin embargo, algunos resultados
experimentales sugieren que otros mecanismos y sitios de accién pueden estar

involucrados (Cashman, 1996).
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Recientemente se han propuesto mecanismos adicionales que contribuyen en el
efecto analgésico de los AINEs, como el del sistema L-arginina-ON-GMPc (Duarte et
al., 1990; Ferreira et al., 1991; Tonussi y Ferreira, 1994; Bjérkman, 1995; Granados-
Soto et al., 1995b; Lépez-Munioz et al., 1996, Aguirre-Buiiuelos y Granados-Soto,
2000; Lazaro-lbainez et al., 2001) y canales de potasio (Lazaro-lbanez et al., 2001;

Ortiz et al., 2002) .

6. DICLOFENACO
El diclofenaco 6 &cido o-[ (2,6-diclo-fenil) amino) fenil acético (Figura 12) es un AINE
derivado del acido fenil acético, con aclividéd ‘anliinﬂar‘natoria, analgésica vy
antipirética (Menassé et al., 1978, Todd y Sorkm 1988) se emplea para el
tratamiento del dolor inflamatorio reumatico y no reumétlco (Todd y Sorkin, 1988). Su

actividad antiinflamatoria, al igual que la de otros farmacos tipo aspirina, se atribuye
a su potente capacidad de inhibir in vitro e in,vivo"a' Iyé‘ COX (Oliw et al., 1978; Todd

y Sorkin, 1988).
.CHzCOOH
.
cl\@/cn
Figura 12, Estructura quimica del diclofenaco.
a. ‘Actividad antiinﬂamatoriak

Suprime Ia mﬂamacuén en dlferentes modelos animales incluyendo el edema

- indumdo por carragenina (Tékashlma et al.; 1972; Tsurumi et al., 1973b; Krupp et al.,

. 1975 Morsdorf v Wolf 1977 Menassé et al., 1978; Noguchi et al., 1984; Todd y
Sorkin, 1988)
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b.  Actividad analgésica

Es un analgésico efectivo en ratas y ratones, inhibe conductas dolorosas
(contorsiones y agitacién) inducidas por acido etacrinico (Menassé et al., 1978),
acido acético (Takashima et al., 1972; Tsurumi et al., 1973a; Menassé et al., 1978,
Noguchi et al., 1984; Todd y Sorkin, 1988), fenilbenzoquinona (Menassé et al.,
1978) y levadura (Noguchi et al., 1984).

¢.  Actividad antipirética

Reduce  la tempe‘rva'tufé_,_d,ellb'{:d"ef';‘;é por:1.5°C en ratas con fiebre inducida por

levadura (Menassé et al., 1978).
d.- .Mecanismos de accién

: i 1 Efectos en el metabolismo del écido araquidénico

-In vitro, el diclofenaco es un potente inhibidor de la COX, ya que su administracion
causa una marcada reducciéon en la sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas y
productos de tromboxano en vesiculas seminales de oveja (Ku et al., 1975; 1985),
vesiculas seminales de cobayo (Krupp et al.,, 1976), vesiculas seminales de toro
(Taylor y Salata, 1976), células polimorfonucleares y macréfagos de rata (Ku et al.,
1985). Por otra parte, aunque la administracion de altas concentraciones de
diclofenaco in vitro no inhibe a la fosfolipasa A; y tiene un efecto insignificante en las
enzimas 5 y 15-lipoxigenasa, disminuye la disponibilidad intracelular del acido
araquidonico para la formacion de productos que siguen el camino de la
lipooxigenasa (leucotrienos y acido S-hidroxieicosatetraenoico), favoreciendo su
reincorporaciéon a la membrana: éeiulaf F(Ku et al, 1986). In vivo, el diclofenaco
disminuye las concentraciones 'qe_ PGF;, y PGE; en ia medula renal (Oliw et al.,
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1978), PGE;, 6-ceto-PGFy, y PGl; en la mucosa gastrica de ratas y cobayos
(Rainsford y Willis, 1982; Kobayashi et al., 1985).

2. Olros mecanismos que participan en el efecto analgésico del diclofenaco

Ademas de su efecto inhibitorio en la sintesis de protanoides, el diclofenaco
aparentemente tiene otros mecanismos que participan en su efecto analgésico (Attal
et al., 1988). Se ha sugerido que uno de los mecanismos que participan en el efecto
analgésico del diclofenaco es la estimulacion de la sintesis opioides endégenos (f3-
endorfinas) en el hipotalamo y la liberacidn de los mismos de la glandula pituitaria
(Sacerdote et al., 1985; Vescovi et al.,, 1986; Bjorkman, 1995). En contraposicion,
existe evidencia de que la naloxona (un antagonista de receptores opiodes) y la N-
metil-nalorfina (un antagonista de receptores opioides periféricos) tienen la
capacidad de bloquear el efecto antinociceptivo que se produce por la administracion
de morfina, pero no el efecto que se produce por la administraciéon de diclofenaco

(Tonussi y Ferreira, 1994).

Otro mecanismo que se ha sugerido es la activacion de la transmisién serotonérgica
espinal, ya que el pretratamiento de ratas con paraclorofenilalanina (un inhibidor de
la sintesis de serotonina), 5,7-dihidroxitriptamina (una neurotoxina que destruye
selectivamente la serotonina de los cuerpos celulares), metiotepina y ritanserina
(bloqueadores de receptores serotonérgicos), reduce su antinociceptivo en un
modelo de dolor visceral (Bjrkman, 1995).

También se ha sugerido que otro mecanismo que participa en su efecto
antinociceptivo es fa inhibicion de la expresion de la L-selectina en la superficie de
los neutrofilos. Esto reduce la adhesion de estos polimorfonucleares al endotelio
vascular durante el proceso inflamatorio, evitando su migracion al tejido dafado

(Diaz-Gonzélez et al., 1995).
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Aunque aun no esta aclarado el papel que desemperia el ON en la transmisién de
procesos nociceptivos, se ha sugerido que otro mecanismo que participa en el efecto
diclofenaco es la inhibicion de la activacidon del sistema

antinociceptivo del
L-arginina-ON-GMPc a nivel espinal, ya que el pretratamiento de ratas con este

farmaco administrado por via intratecal (i.t.), bloquea de manera dependiente de la
dosis la hiperalgesia inducida por la administracion intratecal de N-metil-D-aspartato

(NMDA), pero no la inducida por la administracion intratecal de sustancia P

(agonista de receptores NKi, NKz2 y NK3) o por el &cido DL-a-NH>-2,3-dihidro-5-metil-
3-oxo-4-isoxazolpropanoico (AMPA), ademas de que el efecto antinociceptivo del
diclofenaco se revierte por la administracion de L-arginina (sustrato natural de la
SON), pero no por D-anjginina (enantiomero inactivo de la L-arginina) (Bjérkman,

1995).

En contrapqsicién taﬁb,ié'n existe evidencia que sugiere que el efecto antinociceptivo
del diclofenaco adﬁ'tii‘ﬁistxradd a n‘ivel periférico resulta de la estimulacién del sistema
L-arginina-ON-GMPcl ya que su efecto antinociceptivo disminuye parcialmente por la
administracién de un inhibidor de la sintesis de ON (L-NMMA) y de la guanilato
ciclasa soluble (azul de metileno) (Tonussi y Ferreira, 1994). Por otra parte,
evidencia muy reciente que sugiere que otro mecanismo que participa en el efecto
antinociceptivo del diclofenaco es la apertura de canales de K*, ya que el efecto de
este farmaco administrado a nivel periférico se revierte por la administracion
periférica de bloqueadores de canales de K* (glibenclamida, tolbutamida,
caribdotoxina, apamina, 4-aminopiridina y tetraetilamonio) (Ortiz et al., 2002).

e. Propiedades farmacocinéticas

Estudios de biodisponibilidad con dosis unicas del farmaco administrado por via oral
sugieren que es absorbido casi en su totalidad (John, 1979; Kendall et al., 1979;
Riess et al., 1978). Sufre el efecto del primer paso y alrededor del 60% llega a la
circulacion sistémica en forma intacta (John, 1979). El producto se liga fuertemente a
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proteinas séricas que varian entre 99.5 y 99.7%. Su volumen de distribucién es de
0.1 a 0.2 L/Kg (Davies y Anderson, 1997). El diclofenaco se metaboliza en el higado
por la accidn de la isoenzima de la subfamilia CYP2C del citocromo P450. Primero
se hidroxila y por fase |l se conjuga con acido glucorénico y el aminoacido taurina
(Masubuchi et al., 2001). Se conocen los siguientes metabolitos: 3-hidroxi, 4-hidroxi,
3-hidroxi-4-metoxi y 4, 5-dihidroxi-diclofenaco (John, 1979). La vida media terminal
del diclofenaco basada en concentraciones de liquido sinovial es de 5.2 £ 1.1 horas

(Riess et al., 1986), es decir, se acumula en liquido sinovial después de su ingestion
(esto explica la duracion de su efecto terapéutico que es considerablemente mas
largo que su vida media plasmatica). El metabolito principal en humanos es el 4-
hidroxi-diclofenaco (Davies y Anderson, 1997). El diclofenaco y sus metabolitos se
excreta por orina en un 60 a 70%, el resto se excreta en bilis y heces (Stierlin y

Faigle, 1979), su vida media de eliminacién es de 1.1 a 1.8 horas.

8. ANTECEDENTES PARTICULARES

Tradicionalmente se ha descrito que la inhibicién de la COX es el mecanismo que
produce el efecto antinociceptivo del diclofenaco (Ku et al., 1975; Krupp et al., 1976
Menassé et al., 1978; Ku et al.,, 1985). Estudios mas recientes han sugerido que
ademas de su efecto inhibitorio en la sintesis de protanoides, el diclofenaco
aparentemente tiene otros mecanismos que participan en su efecto antinociceptivo
(Attal et ai., 1988). Se ha sugerido que entre estos mecanismos se encuentran: la
estimulacion de la sintesis y liberacion de opioides enddgenos (Sacerdote et al.,
1985; Vescovi et al., 1986; Bjorkman, 1995), la activacion de la transmision
serotonérgica del sistema inhibitorio descendente endégeno (Bjérkman, 1995), la
inhibicién de la expresion de la L-selectina en la superficie de los neutréfilos durante
el proceso inflamatorio (Diaz-Gonzalez, 1995), la inhibicion (Bjérkman, 1995) y
estimulacion (Tonussi y Ferreira, 1994; Ortiz et al., 2002) del sistema L-arginina-ON-
GMPc-canales de K™ a nivel espinal y periférico, respectivamente. Hasta la fecha, en
todos los estudios in vivo en los que se ha evaluado la participacién de mecanismos
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diferentes a la inhibicion de la COX en el efecto antinociceptivo del diclofenaco y de

otros AINEs se ha optado por la administracion periférica, espinal o supraespinal de
los farmacos. Sin embargo, no existe evidencia de que los AINEs alcancen niveles
espinales o periféricos y que a estos niveles ejerzan su(s) mecanismo(s) de accion
después de administrarlos por via oral, tampoco existe evidencia de la
participacion del sistema L-arginina-ON-GMPc-canales de K* (Karp ¥ SKea) a nivel
espinal y periférico en el efecto antinociceptivo del diclofenaco administrado por via“

oral.

El“'ybll"opévsito' de este trabajo es determinar la posible participacién del sistema
L—arginina-ON-GMPc-canaIes de K* (Katp Y SKca) a nivel espinal y periférico en el

: ,éfeéio antinociceptivo del diclofenaco administrado por via oral, mediante la

administracion intratecal e intraplantar de un inhibidor de la sintasa de ON (L-NAME)
y ‘de bloqueadores de canales K., Yy SKca (glibenclamida y apamina,

respectivamente).
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.  HIPOTESIS

Si el efecto antinociceptivo del diclofenaco administrado por via oral esta mediado, al
menos en parte, por la participacién del sistema L-arginina-ON-GMPc-canales de K*
(Karp ¥ SKca) @ nivel espinal y periférico, la inhibicién de la sintasa de ON con

A et

L-NAME y el bloqueo de los canales K,;p ¥ SKca con glibenclamida y apamina
respectivamente, deberan disminuirlo.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo General

* Determinar la posible participacion del sistema L-arginina-ON-GMPc-canales
de K* (Kate ¥ SKca) a nivel espinal y periférico en el efecto antlnocnceptlvo de

diclofenaco administrado por via oral.

2. Objetivos Particulares

* Determinar la relacion dosis-respuesta de diclofenaco administrado por via

oral.

s Evaluar el efecto de [a administracion intratecal e intraplantar de
glibenclamida en el efecto antinociceptivo de diclofenaco administrado por via

oral. -

» = Evaluar efecto de Ia admlmstractén mtratecal € intraplantar de apamina en
eI efecto antlnocnceptlvo de diclofenaco admlnlslrado por via oral.

. Evaluar el efecto de la administracién intratecal e intraplantar de L-NAME y
D-NAME en el efecto antinociceptivo de diclofenaco administrado por via oral.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

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). Las ratas se

mantuvieron con libre acceso a agua.

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.
2. FARMACOS Y REACTIVOS

El diclofenaco sédico fue donado por Novartis Farmacéutica (Ciudad de México), Ika.'
glibenclamida y la apamina fueron adquiridos en Sigma (St. Louis, MO, USA), ~
el L-NAME y el D-NAME fueron adquiridos en RBI (Natick, MA, USA). El"
diclofenaco, la apamina, el L-NAME y el D-NAME fueron disueltos en solucion salina

isotonica y la glibenclamida en dimetil sulféxido (DMSO) al 20 y 50%. en so'luciéni -
salina para su administracion intraplantar e intratecal, respectivamente. C

3. METODOLOGIA

A. Prueba de la formalina

El efecto antinociceptivo del diclofenaco y la participacién del sistema L-arginina-ON-
GMPc-canales de K* (SKca ¥y Kate) en este efecto se evalud con la prueba de la
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formalina (Dubuisson y Dennis 1977). La rata se colocé en una camara de
observacion transparente de acrilico (Plexiglas) de 20 ¢cm de diametro y 30 cm de
altura durante 30 minutos (esto le permitié al animal adaptarse a su entorno),

después de este periodo de tiempo se les administré de manera subcutanea 50 plL
de formalina (solucién de formaldehido al 1% en solucion salina isotonica) en el
dorso de la pata posterior derecha utilizando una aguja del No. 30. Inmediatamente
después de la administracion, la rata fue colocada nuevamente en el interior de la-
camara de observacion. En la parte trasera de estos cilindros previamente se
. colocaron dos espejos de 30 x 30 cm cada uno formando un &ngulo de 45° entre
. ellos péra facilitar la observacién de la pata inyectada. La conducta dolorosa o
nociceptiva de la pata inyectada, manifestada en forma de sacudidas
(flinching/shakes) se cuantificé en intervalos de 1 minuto cada 5 minutos hasta
completar 60 minutos después de la inyeccion (Malmberg y Yaksh, 1992). La
sacudida de la pata se discriminé faciimente de otras conductas (licking y biting) y se
caracterizé por la sacudida breve y rapida o la flexién de la pata inyectada. La
prueba se realizé en un intervalo de temperatura de 25 a 27°C. Al final del
experimento los animales se sacrificaron en una camara de CO,.

B. Procedimiento para realizar la canulacién intratecal

Para evaluar la participacion del sistema L-arginina-ON-GMPc-canales de K* en el
efecto antinociceptivo de!l diclofenaco a nivel espinal fue necesario llevar a cabo el
método de canulacion 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). Se inserto un catéter de polietileno del
No. 10 (PE-10) a través de una pequeiia abertura hecha en la membrama
atlantooccipital de la cisterna magna e introducido cuidadosamente 8.5 cm en el
espacio intratecal con la finalidad de colocarla en los segmentos L4-L5 de la region
lumbar de la médula espinal (Figura 13). Después de la cirugia las ratas se
colocaron individualmente en cajas con libre acceso a agua y alimento
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permitiéndoles un periodo de recuperacion de cinco dias antes de usarse. Las ratas
que presentaron deficiencias neurologicas post-operativas (catatonia, alodinia o

pérdida de movilidad en alguna extremidad) no fueron utilizadas.

CHP'I feeceormecootitfoocadiocoalss

- cemEe e

Figura 13. Radiografia de la colocacion del catéter en los segmentos L4-L5 de la region lumbar de la
médula espinal después de la cirugia intratecal

C. Evaluacion del efecto antinociceptivo de diclofenaco administrado por

via oral

El diclofenaco se administré por via oral (p.o.) a tres grupos de ratas (n = 6) en dosis
crecientes (1, 3 y 10 mg/Kg) veinte minutos previos a la administracion de formalina
y diez minutos previos a la administracion intraplantar (i.pl.) de 50 ulL de salina. Un
grupo control de ratas (n 2 6) recibi®6 solamente salina p.o. antes de la

administracién de salina y formalina.
D. Participacion del sistema L-arginina-ON-GMPc a nivel espinal

Para determinar la participacion del sistema L-arginina-ON-GMPc¢ a nivel espinal en
el efecto antinociceptivo de diclofenaco p.o., se evaluaron tres grupo de ratas (n = 6)
previamente canuladas a las que se les administré una dosis del analgésico de 10
mg/Kg veinte minutos previos a la administracién de formalina y diez minutos
previos a la administracién intratecal (i.t.) de dosis crecientes de L-NAME (1, 10y
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50 pg/10 ul). Un grupo de ratas (n > 6) recibio una dosis de D-NAME de 50 ug/10

ul del mismo modo que se administré L-NAME. Después de la administracion de

L-NAME y D-NAME se administraron 10 plL de salina i.t. para asegurar que el
inhibidor de la SON y su enantidmero inactivo lograran atravesar la canula y fueran
administrados. Se evaluaron cuatro grupos control de ratas (n > 6): el primer grupo
recibié solamente salina p.o., salina i.t. y formalina; el segundo grupo recibio
diclofenaco, salina it. y formalina; eltercer grupo recibio salina p.o., L-NAME i.t.
(50 ug/10 plL) y formalina; el cuarto y Gltimo grupo recibid salina p.o., D-NAME i.t.

(50 ng/10 pl) y formalina.
E. Participacion del sistema L-arginina-ON-GMPc a nivel periférico

Para determinar la paricipacion del sistema L-arginina-ON-GMPc a nivel periférico
en el efecto antinociceptivo de diclofenaco p.o., se evaluaron tres gfupo de ratas
(n > 6) a las que se les administré una dosis del analgésico de 10 mg/Kg veinte
minutos previos a la administracién de formalina y diez minutos previos a la
administracién i.pl. de dosis crecientes de L-NAME (1, 10 y 100 ug/50 pL). Un grupo
de ratas (n 2 6) recibi6 una dosis de D-NAME de 100 pg/10 pl del mismo modo que
se administré L-NAME. Se evaluaron cuatro grupos control de ratas (n = 6): el
primer grupo recibié solamente salina p.o., salina i.pl. y formalina; el segundo grupo
recibio diclofenaco, salina i.pl. y formalina; el tercer grupo recibio salina p.o.,
L-NAME i.pl. (50 ng/50 pl) y formalina; el cuarto y Gitimo grupo recibié salina p.o.,

D-NAME i.pl. (60 pg/50 pl) y formalina.
_F..” Participacion de canales Karp a nivel espinal

‘Para determinar la participacién de canales SKarp a nivel espinal en el efecto
- antinociceptivo de diclofenaco p.o., se evaluaron tres grupo de ratas (n 2 6)

previamente canuladas a las que se les administré una dosis del analgésico de 10
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mg/Kg veinte minutos previos a la administracion de formalina y diez minutos
previos a la administracion i.t. de dosis crecientes de glibenclamida (25, 50 y 75
ng/10 ul). Después de la administracion de glibenclamida se administraron 10 ulL
de vehiculo (DMSO 50%) para asegurar que todo el hipoglucemiante lograra
atravesar la canula y fuera administrado. Se evaluaron tres grupos control de ratas
(n = 6): el primer grupo recibié solamente salina p.o., vehiculo i.t. y formalina; el
segundo grupo recibié diclofenaco, vehiculo i.t. y formalina; el tercer y tltimo grupo
recibid salina p.o., glibenclamida i.t. (75 ug/10 uL) y formalina. . '

G. Participacion de canales Katp a nivel periférico

Para determinar la participacion de canales SKare a nivel periférico en el - efecto
antinociceptivo de diclofenaco p.o., se evaluaron tres grupo de ratas (n > 6) a las
que se les administrd una dosis del analgésico de 10 mg/Kg veinte minutos previos
a la administracion de formalina y diez minutos previos a la administracién i.pl. de
dosis crecientes de glibenclamida (12.5, 25 y 100 ng/50 uL). Se evaluaron tres
grupos control de ratas (n = 6): el primer grupo recibid solamente salina p.o.,
Vehiculo. (DMSO 20%) i.pl. y formalina; el segundo grupo recibié diclofenaco,
vehicuio i.pl. y formalina; el tercer grupo recibié salina p.o., glibenclamida i.pl.

(100 pg/50 pl) y formalina.
H. Participacion de canales SKc, a nivel espinal

Para determinar la participacién de canales SKca a nivel espinal en el efecto
antinociceptivo de diciofenaco p.o., se evaluaron tres grupo de ratas (n 2

previamente canuladas a las que se les administré una dosis del analgésico de f1O pe

mg/Kg veinte minutos previos a ia administracién de formalina y diez mihutos’-‘“
previos a la administracion i.t. de dosis crecientes de apamina (0.001, 0.01y 1 n§/71,0 :
ul). Después de la administracion de apamina se administraron 10 pL de salina-

para asegurar que toda la neurotoxina lograra atravesar la canula y_»fueré ¥
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> 6): el primer grupo

administrada. Se evaluaron tres grupos control de ratas (n

recibio solamente salina p.o., salina i.t. y formalina; el segundo grupo recibid
diclofenaco, salina it. y formalina; el tercer y ultimo grupo recibié salina p.o.,

apamina i.t. (1 ng/10 pL) y formalina.
I Participacion de canales SKc, a nivel periférico

Para determinar la. paﬂicipacién de canales SKca a nivel periférico en el ' efecto -
: lclofenaco p.o., se evaluaron tres grupo de ratas (n 2 6) a ‘las

antmoc:cept:vo de ,
que se les admlmstré una dOSlS del analgésico de 10 mg/Kg vemte mmutos prev:os .

‘ala admmlstracnén de formalma y diez minutos previos a la admxmstracnén |pl de-
dosvs crecnentes de apamina (100, 300 y 1000 ng/50 pL) Se evaluaron tres grupos :

- control de ratas (n > 6): el primer grupo recnbné solamente salina p 0., salina iply
formalina; el segundo grupo recibic dlclofenaco sahna lpl y formallna. el tercer

~ grupo recibi¢ salina p.o., apamina i.pl. (1000 ng/50 pL) yformalma

J. Analisis estadistico

Los resultados estan expresados como el promedio + el error estandar (e.e.) de la
media para cada grupo experimental (n 2 6). Se construyeron curvas del nimero de
sacudidas/minuto en funcidon del tiempo. Se calculd el Area Bajo la Curva (ABC) de
la segunda fase (15-60min) de los cursos temporales (una expresion global de la
intensidad y duracién del efecto) por el método de los trapezoides (Tallarida y

Murray, 1981).

Todos los datos de ABC se graficaron en el programa Prism 3.0. Las diferencias
entre los promedios de los grupos tratados y sus controles se determinaron por
analisis de varianza de una cola (ANOVA), seguido por la prueba de Tukey en el
programa  SigmaStat 2.03. Los resultados con una p<0.05 se consideraron

significativos.
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vi. RESULTADOS

1. CONDUCTA DOLOROSA INDUCIDA POR FORMALINA

La inyeccion intraplantar de formalina produjo la conducta tipica de sacudidas
caracterizada por el retiro breve y rapido o la flexion de la pata inyectada (Lazaro-
Ibafiez et al.,, 2001). Cuando se graficé el nimero de sacudidas en funciéon del
tiempo se obtuvieron graficas donde se distingue la conducta bifasica caracteristica

de este modelo (Tjtlsen et al, 1992) (Figura 15).

—0— F 1%

—e— DICLOFENACO 1 mg/Kg, p.o.
30- —— DICLOFENACO 3 mg/Kg, p.o.
—+— DICLOFENACO 10 mg/Kg, p.o. -

SACUDIDAS/MIN

104

T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
TIBVIPO (MIN)
Figura 15. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion oral de dosis crecientes de

diclofenaco en la prueba de la formalina. Los datos son el promedio de.(n > 6) ratas + e.e.
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2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE DICLOFENACO

L.a administracion de diclofenaco por via oral redujo de manera dependiente de la
dosis el niumero de sacudidas solo durante la segunda fase de la prueba de la
formalina, alcanzando diferencia significativa a una dosis de 3 mg/Kg y un maximo

de antinocicepcion a una dosis de 10 mg/Kg (Figura 16).
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Figura 16. Efecto antinociceptivo de la administracion oral de dosis crecientes de diclofenaco (DIC).
evaluado durante la primera y segunda fase de la prueba de la formalina y expresado como ABC. Las
ratas recibieron diclofenaco como pretratamiento. Los datos son el promedio de (n > 6) ratas t e.e.
“Significativamente diferente del grupo tratado con salina (p<0.05). La diferencia fue determinada por
analisis de varianza de una cola (ANOVA), seguido por ia prueba de Tukey.
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3. EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRATECAL DE L-NAME

El pretratamiento con el inhibidor de la SON (administracion intratecal de L-NAME)
revirtio de manera dependiente de la dosis el efecto antinociceptivo del diclofenaco
administrado por via oral, durante la segunda fase de la prueba de la formalina,
alcanzando diferencia significativa y un efecto maximo a una dosis de 50 ug/10 L.
El pretratamiehto con el enantidmero inactivo del L-NAME (administracion intratecal’

de D-NAME) no produjo ningtin efecto (Figura 17).

Fase 2
750-
E £ 2 3
g -
2 5004 =
B
T
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Q
a
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SAL 1 10 50 50 50

L-NAME (ug,it.) D-NAME
DIC 10 mg/Kg (p-0.)

Figura 17. Efecto de la administracién intratecal de dosis crecientes de L-NAME en el efecto
antinociceptivo de diclofenaco (DIC) administrado por via oral, evaluado durante la segunda fase de
la prueba de la formalina y expresado como ABC. Las ratas recibieron diclofenaco y L-NAME como
pretratamiento. Los datos son el promedio de (n = 6) ratas t e.e. *Significativamente diferente del
grupo tratado con salina (p<0.05) y “*significativamente diferente del grupo tratado con diclofenaco
(p<0.05). Las diferencias fueron determinadas por analisis de varianza de una cola (ANOVA), seguido

por la prueba de Tukey.
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4. EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRAPLANTAR DE L-NAME

El pretratamiento con el inhibidor de la SON (administracion intraplantar de L-NAME)
revirti® de manera dependiente de la dosis el efecto antinociceptivo del diclofenaco
administrado por via oral, durante la segunda fase de la prueba de la formalina,
alcanzando diferencia significativa y un efecto maximo a una dosis de 100 pg/50 pL.
El pretratamiento con el enantidmero inactivo del L-NAME (administracion
intraplantar de D-NAME) no produjo ningtn efecto (Figura 18).

Fase 2
750-
= .
£
§ 500 .
5 _— ==
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3+
& 250
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SAL 1 10 100 100 100

L-NAME (ug, pata) D-NAME

DIC 10 mg/Kg (p.o.)

Figura 18. Efecto de la administracion intraplantar de dosis crecientes de L-NAME en el efecto
antinociceptivo de diclofenaco (DIC) administrado por via oral, evaluado durante la segunda fase de
la prueba de la formalina y expresado como ABC. Las ratas recibieron diclofenaco y L-NAME como
pretratamiento. Los datos son el promedio de (n 2 6) ratas + e e. *Significativamente diferente de!
grupo tratado con salina (p<0.05) y **significativamente diferente del grupo tratado con diclofenaco
(p<0.05). Las diferencias fueron determinadas por andlisis de varianza de una cola (ANOVA), seguido
por la prueba de Tukey.
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5. EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRATECAL DE GLIBENCLAMIDA

El pretratamiento con el bloqueador de canales Kare (administracion intratecal de
glibenclamida) revirtic de manera dependiente de la dosis el efecto antinociceptivo
del diclofenaco administrado por via oral, durante la segunda fase de la prueba de la
formalina, alcanzando diferencia significativa a una dosis de 50 pg/10 pL y un efecto

maximo a una dosis de 75 pg/10 pl (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de la administracién intratecal de dosis crecientes de glibenclamida (GLI) en el
efecto antinociceptivo de diclofenaco (DIC) administrado por via oral. evaluado durante la segunda
fase de la prueba de la formalina y expresado como ABC. Las ratas recibieron diclofenaco y
glibenclamida como pretratamiento. Los datos son el promedio de (n > 6) ratas * e.e.
“Significativamente diferente del grupo tratado con salina (p<0.05} y **significativamente diferente del
grupo tratado con diclofenaco (p<0.05). Las diferencias fueron determinadas por analisis de varianza

de una cola (ANOVA), seguido por la prueba de Tukey.
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6. EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRAPLANTAR DE GLIBENCLAMIDA

El pretratamiento con el bloqueador de canales Karp (administracion intraplantar de
glibenclamida) revirtid de manera dependiente de la dosis el efecto antinociceptivo
del diclofenaco administrado por via oral, durante ia segunda fase de la prueba de la
formalina, alcanzando diferencia significativa y un efecto maximo a una dosis de

100 ug/ 50ul. (Figura 20).
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Figura 20, Efecto de la administracion intraplantar de dosis crecientes de glibenclamida (GLI) en el
efecto antinociceptivo del diclofenaco (DIC) administrado por via oral, evaluado durante la segunda
fase de la prueba de la formalina y expresado como ABC. Las ratas recibieron diclofenaco y
glibenclamida como pretratamiento. Los datos son el promedio de (n = 6) ratas t ee.
*Significativamente diferente del grupo tratado con salina (p<0.05) y **significativamente diferente del
grupo tratado con diclofenaco (p<0.05). Las diferencias fueron determinadas por analisis de varianza

de una cola (ANOVA), seguido por la prueba de Tukey.
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7. EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRATECAL DE APAMINA

El pretratamiento con el bloqueador de canales SK¢, (administracion intratecal de
apamina) revirti de manera dependiente de la dosis el efecto antinociceptivo del
diclofenaco administrado por via oral, durante la segunda fase de la prueba de la
formalina, alcanzando diferencia significativa y un efecto maximo a una dosis de

1 ng/ 10uL (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la administracion intratecal de dosis crecienies de apamina (APA) en el efecto
antinociceptivo de diclofenaco (DIC) administrado por via oral, evaluado durante la segunda fase de
la prueba de la formalina y expresado como ABC. Las ratas recibieron diclofenaco y apamina como
pretratamiento. Los datos son el promedio de (n 2 6) ratas + e.e. *Significativamente diferente del
grupo tratado con salina (p<0.05) y **significativamente diferente del grupo tratado con diclofenaco
(p<0.05). Las diferencias fueron determinadas por analisis de varianza de una cola (ANOVA), seguido

por la prueba de Tukey.
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8.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRAPLANTAR DE APAMINA

El pretratamiento con el bloqueador de canales SKca (administracion intraplantar de
apamina) revirtio de manera dependiente de la dosis el efecto antinociceptivo del
diclofenaco administrado por via oral, durante la segunda fase de la prueba de la

formalina, alcanzando diferencia significativa y un efecto maximo a una dosis de

1000 ng/50 pL (Figura 22).
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Figura 22, Efeclo de la administracion intraplantar de dosis crecientes de apamina (APA) en el efecto
antinociceptivo de diclofenaco (DIC) administrado por via oral, evaluado durante la segunda fase de
la prueba de la formalina y expresado como ABC. Las ratas recibieron diclofenaco y apamina como
pretratamiento. Los datos son el promedio de (n 2> 6) ratas + e.e. *Significativamente diferente del
grupo tratado con salina (p<0.05) y **significativamente diferente del grupo tratado con diclofenaco
(p<0.05). Las diferencias fueron determinadas por analisis de varianza de una cola (ANOVA), seguido

por la prueba de Tukey.
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Vil. DISCUSION DE RESULTADOS

La prueba de la formalina es un modelo il para el estudio del dolor (Wheeler-Aceto
et al., 1991). La conducta dolorosa después de la inyeccion intraplantar fue bifasica:
La fase 1 inicid inmediatamente después de la inyeccién del irritante (0-10 min),
mientras que la fase 2 comenzé después de los 10 minutos, con una respuesta
maxima entre los 20-35 minutos. La fase 1 y 2 se consideran dolor neurogénico e
inflamatorio, respectivamente. A la fecha, la evidencia experimental farmacolégica y
electrofisiologica sugiere que la fase 1 es por una accién directa de la formalina
sobre los nociceptores (Dickenson y Sullivan, 1987; Puig y Sorkin, 1995) y la
liberacion inmediata de mediadores quimicos. La fase 2 es el resultado de una
combinacion de eventos periféricos y centrales. Se ha descrito que hay cambios en
la actividad neuronal en el asta dorsal de la médula espinal con evolucion temporal
similar a la conducta dolorosa observada (Dickenson y Sullivan, 1987; Puig y Sorkin,
1995). Sin embargo, se requiere del estimulo periférico para el desarrollo de la
segunda fase y esta asociado con la liberacion de diferentes mediadores

inflamatorios a nivel periférico y espinal.

1. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LA ADMINISTRACION ORAL DEL
DICLOFENACO

La administracién de diclofenaco por via oral redujo de manera dependiente de la
dosis el nimero de sacudidas soélo durante la segunda fase de la prueba de la
formalina. Este resultado es congruente con los resultados obtenidos por Ortiz et al.
(2002) y Torres-Lopez et al. (2002) quienes reportan que la administracion
intraplantar de diclofenaco produjo un efecto antinociceptivo de manera dependiente
de la dosis sdlo en la segunda fase de la prueba de la formalina. También son
congruentes con los resultados obtenidos en otros modelos de dolor e inflamacion.
En un modelo de inflamacion aguda (edema inducido por carragenina) la
administracion oral de diclofenaco inhibio la formacion del edema de manera
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inflamatorio (disfuncion articular en la rata) la administracion oral de diclofenaco
produjo un efecto antinociceptivo de manera dependiente de la dosis (Torres-Lopez
et al., 1997). El efecto antinociceptivo de la administracién oral de diclofenaco puede
ser explicado, en parte, por la inhibicion de la actividad de la COX (Ku et al., 1975;
Krupp et al., 1976; Menassé et al., 1978; Ku et al., 1985).

2. PARTICIPACION DEL SISTEMA L-ARGININA-ON-GMPC-CANALES DE K’
(Katr Y SKca) A NIVEL ESPINAL Y PERIFERICO EN EL EFECTO
ANTINOCICEPTIVO DEL DICLOFENACO ADMINISTRADO POR ViA ORAL

Hasta la fecha, no existe evidencia acerca de que los AINEs logran alcanzar
concentraciones efectivas a nivel espinal y existe muy poca evidencia acerca de que
alcanzan concentraciones efectivas a nivel periférico (Granados-Soto et al., 1995;
Dominkus et al., 1996; Tegeder et al., 1999) después de su administracion ora! y de
que estos farmacos al alcanzar esas concentraciones ejercen algtin mecanismo que
participa en su efecto antinociceptivo (Granados-Soto et al., 1995), aiin cuando en la
clinica la via de administracion oral es su principal via de administracién. Una de las
técnicas que se emplea para determinar si una sustancia se encuentra en un sitio
especifico es la microdialisis (Menacherry et al., 1992; Marsala et al., 1995; Khan et
al, 1996; Hansen et al., 1998). Esta técnica esta limitada porque sélo permite
evidenciar si una sustancia esta presente a diferentes niveles cuando alcanza
concentraciones que se pueden detectar (las concentraciones de una sustancia,
especificamente las concentraciones de un farmaco que pueden ser detectadas a
diferentes niveles pueden ser relativamente elevadas con respecto a las
concentraciones en las que ejerce su actividad biologica) y porque que es muy dificil
trabajar con los volimenes pequeiios que de ésta se obtienen (volimenes que en
algunos casos deben ser sometidos a extracciones o que son susceptibles de
evaporacion) (Menacherry et al., 1992; Hansen et al.,, 1998). Por oftra parte, la
administracion oral de un farmaco no es tan popular en investigacion porque su
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administracion directa en un sitio especifico es una garantia de que esta presente y

de que se encuentra en su(s) posible(s) sitio(s) de accion.

En este estudio el problema de proporcionar evidencia acerca de que un AINE
alcanza niveles espinales y sistémicos después de su administracion oral y de que a
estos niveles ejerce algin mecanismo que participa en su efecto antinociceptivo se
abordd de la siguiente manera: primero se administré el diclofenaco por via oral:
como pretratamiento veinte minutos antes de la prueba de la formalina para
_ asegurar ‘que el farmaco alcanzara su Cmax (Torres-Lépez et al., 1997) como una
garantia de que logro alcanzar concentraciones efectivas en su(s) sitio(s) de accién.
La administracidon del farmaco fue a la dosis a la que presentaba su efecto
antinociceptivo maximo. Esto se hizo para asegurar que se iban a poder apreciar, si
es que existia, algin efecto cuando se administrara el inhibidor de la SON (L-NAME)
o alguno de los bloqueadores de canales de K® (glibenclamida o apamina).
Posteriormente se administré el L-NAME, la glibenclamida o apamina K* por via
intratecal o intraplantar también como pretratamiento diez minutos antes de la
prueba de la formalina para garantizar su distribucion en la zona de administracion.
Finalmente se realizé la prueba de la formalina y se cuantificé el namero de
sacudidas como indicativo del proceso de nocicepcion. La administracidn intratecal e
intraplantar de L-NAME (un inhibidor no selectivo de la SON) (Rees et al., 1990;
Bjorkman, 1995; Ferrier et al, 2001; Kankuri et al., 2001; Sayan et al.,, 2001),
glibenclamida (un bloqueador de canales Karp) (Ashcroft et al., 1987; Belles et al.,
1987; Sturgess et al., 1985; Cook, 1988; Sturgess et al., 1988) y apamina (un
inhibidor de canales SKc,) (Pennefather et al., 1985; Lang y Ritchie, 1890; Zhang y
Mcbain, 1995; Stocker et al., 1999), pero no D-NAME (enantiomero inactivo del L-
NAME) revirtieron el efecto antinociceptivo del diclofenaco administrado por via oral.
Estos resultados sugieren que el farmaco alcanza niveles espinales y periféricos
después de su administracion oral y que a estos niveles la estimulacion del sistema
L-arginina-ON-GMPc-canales de K* es un mecanismo que participa en su efecto
antinociceptivo y son evidencia farmacolégica contundente de que este es
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posiblemente un nuevo método para determinar los mecanismos que estan

involucrados en el efecto antinociceptivo de los AINEs a nivel espinal y periférico

cuando se administran por via oral.

Se ha propuesto que la activacion de la SON con el consecuente incremento en la
produccion de ON a nivel central y periférico esta involucrado en los estados de -
dolor (Meller y Gebhart, 1993). En contraste, los resultados que se presentan aqui

sugieren que la activacion del sistema L-arginina-ON-GMPc-canales de K* (Katp Y
SKca) a nivel espinal y periférico es uno de los mecanismos que pani;ipa en', eI :

efecto antinociceptivo del diclofenaco administrado por via oral, ya que.la -\

administracion intraplantar e intratecal de L-NAME, pero no D-NAME,'revinié"He_
manera dependiente de la dosis el efecto antinociceptivo del farmaco duranté f_la: o
segunda fase de la prueba de la formalina. Los resultados de la administréc‘ién' (éral,:»
del diclofenaco y la administracion periférica del inhibidor de la SON son"
congruentes con los resultados que obtuvieron Tonussi y Ferreira en 1994. quienes
reportaron que el efecto antinociceptivo de la administracion intraperitoneal del
diclofenaco era un proceso dependiente de la participacion periférica del ON, ya que
este efecto fue revertido por el pretratamiento de ratas con L-NMMA o azul de
metileno administrado por via intraplantar, en un modelo de incapacitacion
inflamatoria (incapacitacion inducida por carragenina). También son consistentes
con los resultados obtenidos para otros farmacos y sustancias en los que se ha
sugerido que la base molecular que modula negativamente la sensibilizacién de
receptores periféricos deriva de un incremento de GMPc en los nociceptores que se
produce a través de la estimulacion de la via arginina-ON-GMP¢ (Duarte et al., 1990;
Ferreira et al., 1991a,b; 1992, Duarte et al., 1992a,b; Ferreira y Lorenzetti, 1994;
Granados-Soto et al., 1995b; Lopez-Muiioz et al., 1996; Granados-Soto et al., 1997;
Aguirre-Bufiuelos y Granados-Soto, 2000; Abacioglu et al., 2001; Lazaro-lbanez et
al., 2001; Bulutcu et al., 2002). Sin embargo, contrastan con resultados que también

se han reportado y que sugieren que a nhivel periférico la via arginina-ON-GMPc
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modula positivamente la sensibilizacion de las terminales de las fibras aferentes
primarias (Moore et al.,, 1991; Morgan et al., 1992; Aley et al., 1998).

Por otra parte, los resultados de la administracion oral del diclofenaco y la
administracion intratecal del inhibidor de la SON contrastan con los resultados
obtenidos por Bjérkman en 1985 quien reporta que el efecto antinociceptive de la
administracién intratecal de diclofenaco se revierte por la administracion intratecal de-
AMPA, SP y L-arginina. También contrasta con los resultados obtenidos para otros
farmacos y sustancias que sugieren que el ON a nivel espinal juega un papel
importante en la modulacion positiva de la transmisién del proceso nociceptivo en las
fibras aferentes secundarias (Aanonsen y Wilcox, 1987; Moore et al., 1991; Meller et
al., 1992; Malmber y Yaksh, 1993; Inoue et al., 1997; Li y Clark, 2001). Sin embargo,
los datos son congruentes con los resultados de algunos reportes en los que se ha
sugerido que a nivel espinal, la estimulacién de la via L-arginina-ON-GMPc modula
negativamente la transmisién del proceso nociceptivo (Kawabata et al., 1992; Zhuo
et al, 1993). Las discrepancias entre los resultados de Biérkman (1995) y los
resultados que se presentan aqui, posiblemente se debe a que el diciofenaco se
administra por diferente via, mientras que Bjérkman (1995) administra en farmaco
por via intratecal, aqui se administra por via oral, y a que la evaluaciéon se hizo en
diferentes modelos animales. Las discrepancias con los resultados obtenidos para
otros farmacos y sustancias posiblemente se debe a que se han evaluado en
diferentes especies, modelos de dolor, vias de administracién y concentraciones. Sin
embargo, la gran mayoria de los repories sugieren que la estimulacion del sistema
L-arginina-ON-GMPc modula negativamente la sensibilizacion de las terminales en
las fibras aferentes primarias y positivamente la transmision del proceso nociceptivo

en fibras aferentes espinales secundarias.
Aunque la funcién dual y tan controversial que tiene el ON como hiperalgésico o

. ,“analgésic,o a diferentes niveles no se ha podido aclarar (Zhuo et al., 1993), aqui se
;ugiere que una posible explicacion de esta funcion dual es el empleo de diferentes
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dosis de farmacos y sustancias. Raigorodsky y Urca (1987) reportan que al
administrar concentraciones bajas y altas de NMDA obtiene como resultado efectos
analgésicos e hiperalgésicos, respectivamente. Esto sugiere que la concentracion de
los agentes que se emplean en las evaluaciones es un factor critico, ya que puede

traer como consecuencia resultados confusos.

Si comparamos los resultados que obtuvo Zhuo et al. (1993) y los resultados que
obtuvieron Malmberg y Yaksh en 1993 con los resultados obtenidos aqui, podemos
observar que Zhuo et al. (1993) no obtuvieron ningln efecto después de la
administracién intratecal de una dosis de 2.59 pug de L-NAME, y aunque emplea un
modelo diferente, sus resultados corresponden a los que se presentan aqui, ya que
no se observd diferencia significativa en el efecto antinociceptivo de la
administracién oral de diclofenaco cuando se administraron dosis de 1y 10 pg de L-
NAME por via intratecal. El efecto antinociceptivo obtenido por Malmberg y Yaksh
(1993) después de la administracion intratecal de una dosis de 100 pyg de L-NAME
no es contradictorio con los resultados de este estudio ya que esa dosis es el doble
de la dosis mas alta empleada aqui, por lo que es légico pensar que posiblemente
sigue otro mecanismo en la modulacion de fa transmision del proceso nociceptivo.
En base a los resuiltados que se han obtenido en otras evaluaciones y aqui, se
sugiere que en un futuro se realice un estudio a todos los niveles (supraespinal,
espinal y periférico) que contemple la administracion de un agente que inhiba o
estimule la via L-arginina-ON-GMPc en un amplio intervalo de concentraciones, para
aclarar si el ON realmente tiene una funcion dual dependiente de la concentracion

en la modulacién del proceso nociceptivo.

-Los- resultados de la administracién oral del diclofenaco y la administracion
',mtraplantar de: ghbenclamlda -y apamlna confirman las observaciones que
‘ prevuamente se han hecho acerca de la pamclpamén de canales Karp y SKcs a nivel
"perlfenco en el efecto aritmocxcepﬁvo del diclofenaco administrado por via
intraplantar (Ortiz et aI 2002) y son congruentes con otros resultados que sugieren
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que la apertura de canales Katp 8 nivel periférico es uno de los mecanismos que
participa en el efecto antinociceptivo del ketorolaco administrado por via intraplantar
(Lazaro-lbanez et al., 2001) e intraarticular (Granados-Soto et al., 1995). Este Gltimo,
al igual que el diclofenaco, es un AINE derivado del acido acético. Los resultados de
la administracion oral del diclofenaco y la administracion intratecal de glibenclamida
y apamina sugieren que la apertura de canales de K* (Kare ¥ SKca) en las fibras
aferentes primarias y posiblemente secundarias es un mecanismo que participa en.
el efecto. antinociceptivo de este analgésico, es decir, este mecanismo se presenta
. no sélo a nivel periférico, sino también a nivel espinal. La capacidad que tienen la
. glibenclamida y la apamina administradas por via intratecal e intraplantar para
i revertir el efecto antinociceptivo del diclofenaco administrado por via oral sugiere
“qué la apertura de canales de K* (Kate ¥ SKca) a nivel espinal y periférico
posiblemente se deba a que el farmaco induce la activacion de protein-cinasas
dependientes de GMPc a través de un incremento en la produccion de ON.

En resumen, los resultados de este estudio sugieren que el diclofenaco alcanza
concentraciones efectivas a nivel espinal y periférico después de su administracion
oral y que a estos niveles la estimulacion del sistema L-arginina-ON-GMPc-canales
de K* es posiblemente un mecanismo que participa en su efecto antinociceptivo y
son la primer evidencia que sugiere que un AINE logra alcanzar concentraciones
efectivas a nivel espinal después de su administracion oral y que a estos nivel ejerce

un mecanismo que participa en su efecto antinociceptivo.
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Vill. CONCLUSIONES

La administracion ora! del diclofenaco produce antinocicepcion de manera

dependiente de la dosis en el modelo de la formalina.

La estimulacion del sistema L-arginina-ON-GMPc¢ a nivel espinal y periférico

participa en el efecto antinociceptivo del diclofenaco administrado por via oral.

.

e La posible apertura de canales Karp a nivel espinal y periférico participa en el

efecto antinociceptivo del diclofenaco administrado por via oral.

+ La posible apertura de canales SKca a nivel espinal y periférico participa en el

efecto del diclofenaco administrado por via oral.
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