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RESUMEN

El contenido de esta tesis se divide en dos partes. En la primera se analiza
el papel de la informacidn sensorial previa a la denervacién en el desarrollo de la
nocicepcion cronica evaluada a través de la conducta de autotomia en la rata. En
este contexto se estudié el efecto de la nocicepcion quimica (250 ul de
carragenina intraplantar) asi como de la nocicepciéon térmica (55°C durante 20
segundos), aplicadas en dos eventos, el primero 24 horas previas a la denervacion
y el segundo 30 minutos antes de la misma. Se registro el inicio, la intensidad y el
porcentaje de sujetos que presentaron la autotomia. El analisis de los resultados
muestra que la estimulaciéon nociceptiva previa a la denervacion incrementa la
nocicepcion crénica y que la ventana temporal entre el estimulo nociceptivo y la
denervacion es determinante en el desarrollo del dolor crénico.

En la segunda parte de la tesis se evalia el papel de los sistemas
dopaminérgicos y glutamatérgicos, mediante la inyeccibn de amantadina
intraperitoneal (agonista dopaminérgico y antagonista NMDA), en los siguientes
tres modelos de dolor en la rata: nocicepcion aguda, hiperalgesia secundaria a la
inflamacién y nocicepcion cronica. Los resultados indican que la inyeccion Gnica
de amantadina (3, 30 y 90 mg/kg ip) disminuye la hiperalgesia secundaria a la
inflamacion de manera dosis dependiente, y disminuye también la nocicepcion
crénica inducida por denervacién, sin embargo no causa efecto en la nocicepcion
aguda. Esto muestra que el bloqueo del sistema glutamatérgico y la potenciacion
del dopaminérgico disminuyen de manera eficaz la nocicepcion crénica y sugiere a
la amantadina como una buena alternativa terapéutica en la prevencion y

tratamiento del dolor crénico.



INTRODUCCION
Historia.

~ El dolor ha sido una de las preocupaciones mas remotas de la raza
humana. Hoy en dia el dolor es objeto de investigaciones con el fin de entenderlo
y controlarlo.

En la antigua Babilonia se consideraba que el dolor era el resultado de la
intrusion de objetos al cuerpo ya sea de una manera fisica o “demoniaca”. Los
sacerdotes fungian como médicos y a través de la observacion de las estrellas y
sacrificio de animales disminuian el dolor y sus enfermedades acompafiantes. Los
egipcios sostenian que el dolor era infringido por influencias religiosas de sus
dioses o espiritus de la muerte, principalmente Seth. Estas influencias penetraban
por las fosas nasales u oidos y se distribuian a través de una red vascular llamada
metu hasta llegar al corazén. Segun lo descrito en el papiro de Ebers el dolor
disminuia expulsando a los demonios por medio del vomito, la orina, el sudor y
sonarse (Bonica and Loeser 2001). La cultura China propone que en una persona
normal existen dos fuerzas opositoras: el Yin o fuerza pasiva y el Yang o fuerza
activa, estas fuerzas se encuentran en balance y asistidas por la energia vital
llamada chi, el cual corre a través del cuerpo por 14 meridianos. Un desbalance en
las fuerzas, o una alteracion en el flujo del chi provoca enfermedad y dolor. Al
menos desde 2600 afos antes de Cristo los chinos utilizan la acupuntura con el fin
de disminuir o curar el dolor y sus enfermedades. Actualmente la acupuntura sigue
siendo una alternativa eficaz para el tratamiento de ciertos tipos de dolor (Tu
1980).

En el México prehispanico, diversas culturas como la Azteca, también
sostenian que el dolor y las enfermedades eran de origen divino, pero los
sacerdotes no solo las curaban a través de rezos sino tenian un amplio
conocimiento en herbolaria y curaban cierto tipo de enfermedades con plantas

especificas para cada una de ellas (Fig. 1).



Otra cultura a considerar es la Maya, la cual tenia a la diosa Ixtab. Esta
diosa era la encargada de llevar al cielo a los sujetos que se suicidaban por tener

un dolor insoportable o que consideraban incurable su mal (Viesca 1998).
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En Grecia, Anaxagoras (500-458 a.C) sostenia que el dolor, asi como todas
las sensaciones, radicaba en el cerebro. Por el contrario, Empédocles (490-430
a.C), Platéon (427-347 a.C) y Aristételes (384- 322 a.C) opinaban que todas las
sensaciones pero en especial el placer y el dolor radicaban en el corazén y la
sangre. Hipécrates a través de su teoria de los humores, mencionaba que el
origen del dolor y la enfermedad era el resultado de un desequilibrio de estos. No
fue hasta la muerte de Aristételes, que sus discipulos fueron en contra de esta
idea y postularon nuevamente que el centro de las sensaciones radica en el
cerebro. Galeno (131-200) retom6 estos estudios, y realizé grandes avances en la
anatomia y fisiologia del sistema nervioso central. Galeno experimentaba con
cerdos recién nacidos a los cuales les cortaba parcialmente la médula espinal. A
través de estos experimentos propuso la existencia de nervios blandos con
funciones sensoriales, nervios duros con funciones motoras y nervios exclusivos
para el dolor. Durante la Edad Media y gran parte del Renacimiento, predominé la
idea aristotélica de que las sensaciones, incluido el dolor, radicaban en el corazén
(Rey 1995), a pesar de que los estudios de Alberto Magno, Andreas Vesalius y
Leonardo da Vinci apoyaban que era el cerebro el centro de las sensaciones.



Sin duda alguna los conceptos mas representativos en el estudio del dolor
durante los siglos XVII y XVIII son los propuestos por Descartes, quien retomando
la teoria de Galeno asi como su basta observacion del sistema nervioso central,
postula que los nervios son unos tubos llenos de pequefios hilos los cuales
conectan al cerebro con la piel y otros 6rganos. Refiere que la transmision
sensorial incluyendo el dolor se da a través de estos hilos. Descartes plasma esta
teoria en su obra L ‘Homme publicada en 1664 (Damasio 1994). (Fig 2)

Figura 2. Grabado publicado en el
libro Homine Figuris (1664), donde
René Descartes, define su concepto
de la via del dolor. Al respecto escribe:
“ Si por ejemplo, el fuego (A) esta
cerca del pie (B), las minusculas
particulas de este fuego, que como se
sabe se mueven a gran velocidad,
tienen el poder de mover un punto de
la piel del pie cuando la tocan, y de
esta forma jalar unos delicados hilos
(c) que se encuentran fijos en un punto
de la piel, ellos abren, al mismo
tiempo, en la parte superior del poro
(d, e, F) que hacen sonar una
campana que se encuentra en el otro
extremo de la cuerda”.

Durante el siglo XIX hubo un gran avance en los estudios histologicos,
anatémicos vy fisiologicos y fue en este siglo cuando se postularon dos principales
teorias. La primera es la teoria de la Especificidad, postulada por Schiff en 1858,
que propone que el dolor es una sensacion especifica que tiene su propio aparato
de medicién independiente de las demas sensaciones. La segunda teoria es de la
Sumacion que se sustenta en el concepto aristotélico en que el dolor es una
estimulacion excesiva del sentido del tacto y completamente desarrollada por
Goldscheider en 1894 quien refiere que el dolor es el resultado de la intensidad del
estimulo asi como de la sumacion del mismo a nivel central (Fig. 3b)(Bonica and
Loeser 2001) .
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En el siglo XX se desat6 el debate entre las dos teorias previamente

propuestas, lo cual dio origen a una serie de diversas posturas. Von Frey expreso

que el dolor viaja a través de fibras especificas (pequeias) desde el receptor

hasta la médula y de ahi a centros especificos para el procesamiento del dolor en

el cerebro (Fig. 3a). Por el contrario, Livingston apoyé la teoria de la sumacién y

menciond que existe sumacion y reverberacion en las fibras pequefias y que éste

era el mecanismo involucrado en el dolor crénico (Fig. 3c). Noordenbos en 1959

propone la teoria de la interaccion sensorial la cual involucra ambos sistemas

(Bonica and Loeser 2001). Esta teoria menciona que el estimulo doloroso se

transmite a la médula espinal a través de fibras pequefias con poca mielina, pero

puede ser inhibido por la estimulacion de fibras grandes o mielinizadas las cuales

estan encargadas de ofras percepciones (Fig. 3d).

Figura 3. Esquema de los modelos del dolor .

A.

Modelo de von Frey quien supuso que las fibras
largas (L) transmitian tacto y las pequefias (S) dolor
de una manera separada y especifica.

Modelo de la sumacion por Goldscheider, quien
propuso que la convergencia de las fibras pequenas
en el asta dorsal producen dolor y el tacto es
transmitido por fibras largas.

Modelo conceptual de circuitos reverberantes
involucrade en el dolor cronico, propuesto por
Livingston.

Modelo de la interaccion sensorial propuesto por
Noordenbos donde propone que las fibras largas
inhiben (-) y las pequefias excitan (+) y la
nocicepcion es transmitida a través de un sistema
polisinaptico al cerebro.
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Wall y Melzack en la década de los 50s estudiaron estas teorias y llegaron
a la conclusién que la mas adecuada era la teoria de la especificidad pero no
habia evidencia que apoyara que la percepcion dolorosa fuera directamente
proporcional al estimulo recibido, por lo cual sugirieron que la experiencia dolorosa
estaba en gran parte modificada por factores psicolégicos. Como resultado de lo
anterior Wall y Mezack publicaron su teoria la cual nombraron “la compuerta del
dolor” (Fig. 4). Esta incluye elementos como especializacion fisiolégica, sumacion
central e influencia psicdgena en la experiencia dolorosa (Wall y Melzack 1965).

Figura 4.
Esquema de la Compuerta del Dolor.

El estimulo doloroso es codificado y conducido a
la médula espinal por las fibras delgadas Ay C “n

(D). Esta informacién liega a una neurona (T) el
que se encarga de enviarla al tdlamo. Hasta este 3
punto, la compuerta por donde pasa la | SETEUA O COMIPSLOE
informacién sensorial dolorosa se encuentra CCNFUZATA

abierta, es decir, la sinapsis que se establece
entre la neurona sensitiva primaria y la neurona
T esta excitada (+). La compuerta se cierra al
activar un receptor cutdneo mediante vibracion o
tacto. Esta informacion se transmite por fibras
gruesas AP (G), que activan las neuronas ™™
inhibitorias de la sustancia gelatinosa de Rolando

(SG), las terminaciones de estas células hacen
contacto presinaptico con las terminacionesde la
neurona sensitiva primario, inhibiendo Ila
liberacién de neurotransmisor excitador sobre la
neurona T (-). De esta forma se disminuye la
transmision de la informacion dolorosa hacia el
tdlamo, y por tanto se cierra la compuerta.
Melzack (1965)

A partir de esta teoria, la investigacién en el campo de dolor ha crecido
exponencialmente y actualmente se sabe que el dolor no radica en un receptor ni
via especifica sino que es el resultado de la interaccion fisiologica o fisiopatologica

de diversos sistemas neuronales con diferentes funciones especificas.



En resumen se considera que el desarrollo del estudio de dolor presenta
tres estadios histéricos. El primero es la etapa mistico religiosa en la cual se
atribuye el origen del dafo al igual que la curacion a deidades propias de cada
cultura. Una segunda etapa que denominamos precientifica que se caracteriza por
el planteamiento de hipétesis funcionales (Descartes) que, en conjunto con los
primeros estudios anatdmicos sistematizados (Vesalius), dieron la primera etapa
para el estudio dirigido al entendimiento del dolor. Por Gltimo la etapa cientifica en
la cual se han aportado una serie de evidencias morfofuncionales y neuroquimicas
que han, inclusive, propiciado el desarrollo racional de métodos analgésicos y

antialgésicos asi como un mejor entendimiento de este fenémeno.



Definiciéon y Conceptos del Dolor.

Todos hemos experimentado en varias ocasiones el dolor y lo
contextualizamos como una experiencia desagradable. No obstante, en la mayoria
de los casos la definicion del mismo plantea varias controversias. En 1979 Bonica
(Merskey and Bodguk 1990) tuvo la necesidad de definir al dolor y las patologias
dolorosas de una manera universal con el fin de proporcionar un mejor
entendimiento para su estudio y tratamiento. Con ese propésito la Asociacién
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) lo define de la siguiente manera: “el
dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio
real o potencial del tejido, o descrito en términos de dicho dafo” (Merskey and
Bodguk 1990). Chapman (1996) pone especial énfasis en el componente
emocional de esta definicién y agrega que: “la emocién no es simplemente una
consecuencia de la sensacion dolorosa que ocurre después de que llega un
mensaje sensorial nocivo a la corteza somatosensorial, es en si, una parte

fundamental de la experiencia misma”.

Al igual que la definicién, la clasificacién del dolor ha tenido varios
problemas. En la actualidad existen diversas clasificaciones del dolor entre las
cuales hay dos que destacan. La primera es la propuesta por la IASP la cual tiene
relevancia clinica ya que clasifica al dolor en 5 ejes, identificando la regiéon del
dolor (eje 1), el sistema involucrado (eje 2), las caracteristicas temporales (eje 3),
la intensidad (eje 4) y la etiologia del mismo (eje 5) (Merskey and Bodguk 1990).
La segunda propuesta por Cervero y Laird (Cervero and Laird 1991) tiene un
mayor valor neurofisiolégico ya que integra, en tres fases, los probables
mecanismos involucrados en los diferentes tipos de dolor. Fase 1: consiste en un
estimulo nociceptivo breve y que es procesado por una via directa al sistema
nervioso central (SNC) a través de un receptor especifico hacia |la médula espinal,
al tdlamo y corteza en donde se integra como breve. Fase 2: dolor persistente

secundario a un estimulo periférico intenso que causa dano tisular e inflamacion.



Esta fase se caracteriza por hiperestimulacidén de los receptores asi como
de las aferencias medulares algésicas, lo cual genera un cambio del SNC a un
estado de sensibilizacion temporal. Hay que poner énfasis en que las dos primeras
fases son estados dolorosos fisiolégicos, mecanismos de alarma, ya que cuando
la estimulacion periférica cesa la percepcion dolorosa también. Fase 3. se
caracteriza por estados dolorosos anormales secundarios a lesidbn del SNC o
periférico. En esta fase se pierde el correlato funcional entre la estimulacion
periférica y la percepcién central ya que un estimulo minimo e incluso en la
ausencia de estimulacién el sujeto puede percibir dolor en la regién antes inervada
por el nervio lesionado. A este dolor también se le conoce como dolor patologico o
neuropatico (Fig. 5).
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Figura 5. Esquema de las fases de dolor propuesta por Cervero y Laird (1991)




En las fases 2 y 3 podemos encontrar dos estados particulares en la
experiencia nociceptiva como resultado de la hiperestimulacién: la hiperalgesia
que significa la percepcion dolorosa exagerada a un estimulo nociceptivo y la

alodina que es percibir dolor con un estimulo no nociceptivo (Fig. 6).
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Figura 5. Diagrama que ilustra los cambios en la percepcion dolorosa. En una situacion normal (curva
obscura) la sensacion dolorosa sélo se evoca cuando se aplica un estimulo nociceptivo. En la lesion
esta curva se desplaza hacia la izquierda provocando que un estimulo nociceptivo produzca una
sensacion dolorosa mayor (hiperalgesia), e incluso que un estimulo inocuo produzca dolor
(alodinia)(Cervero and Laird 1999).



Modelos de Dolor Crénico.

El estudio del dolor ténico o crénico en el humano presenta la ventaja de
tener un correlato cognitivo conductual altamente preciso. En este contexto existen
diversos modelos humanos para el estudio del dolor ténico (LaMotte et al. 1991;
Raja et al. 1984; Torebjork et al. 1992), sin embargo, en el estudio
electrofisiolégico asi como el de la génesis y mantenimiento del dolor crénico en el
hombre existen muchas limitantes tanto técnicas como éticas (Zimmermann 1983).
Por este motivo se han desarrollado diversos modelos animales con el fin de
entender la complejidad del dolor.

La investigacion experimental del dolor crénico, mediante la utilizacion de
animales integros, también ha sido un abordaje con problemas metodolégicos que
involucran la esfera ética y el analisis e interpretacion de resultados a través del
tiempo. Al respecto se pensé6 que un modelo experimental para el estudio del dolor
cronico debe de tener las siguientes caracteristicas:

a) que el modelo animal utilizado presente un fenémeno razonablemente

equiparable con el humano.

b) que el modelo provea los mecanismos intrinsecos para el entendimiento
del fenémeno que se pretende estudiar.

c) que se lleve a cabo bajo las normas y criterios éticos para la
experimentacion con dolor.

Albe-Fessard y cols (Albe-Fessard et al. 1990), realizaron una revision de
los diferentes modelos animales para el estudio del dolor crénico y los clasificaron
de acuerdo con el mecanismo de génesis del mismo en 3 grupos:
Hiperestimulacién, Deaferentacion y Foco Irritativo Central. En estos tres modelos
el animal despliega una conducta nociceptiva caracterizada por vocalizacion, auto

lesion y pérdida de la funcién del area afectada o sélo alguna de estas.
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Cabe resaltar que en estos tres modelos se han observado conductas
autodirigidas caracterizadas por lamido intenso, mordisqueo, rasgufio e incluso
hasta la auto amputacién del sitio afectado. A este respecto diversas revisiones de
autores como Levitt (1985), Coderre et al. (1986) y Kauppila et al. (1991), han
coincidido en que esta conducta autodirigida es el resultado de estimulacién
nociceptiva periférica la cual genera alteraciones morfofuncionales en la
percepcion de la nocicepcion a nivel central.

El modelo de hiperestimulacion consiste en la produccién de un foco
irritativo  periférico mediante la inyeccion de un agente quimionociceptivo
(carragenina o formalina) de manera subcutanea (Dubuisson and Dennis 1977), o
intraarticular (Adyuvante Freund o modelo PIFIR) (Colpaert et al. 1982,
Diaz_Reval et al. 2001), lo cual desencadena un comportamiento caracterizado
generalmente por vocalizacidon, rascado y mordisqueo, asi como pérdida de la
funcion del area afectada. A este respecto en el laboratorio hemos desarrollado un
modelo experimental que despliega una conducta de auto lesién cuantificable y
con recuperacion conductual ad integrum. Este modelo consiste en la inyeccion
subcutanea de 250 pl de carragenina al 1% en la regién plantar lo que
desencadena un proceso inflamatorio de un lapso aproximado de 10 dias asi
como una conducta de auto lesién cuantificable en 4 grados (Lopez-Avila et al
2004; Pellicer et al. 1999; Sotres Bayon et al. 2001).

Otro modelo es el de deaferentacion, el cual ha sido ampliamente utilizado
en la experimentacion del dolor crénico animal para el estudio de patologias
humanas como miembro fantasma doloroso (Wall et al. 1979), avulsion del plexo
braquial (Lombard et al. 1979) y otras neuropatias en donde la destruccién neural
es extensa o completa. Este procedimiento consiste en la seccion o ablacion de la
raiz dorsal en regiones cervicales (Basbaum 1974), lumbares (Saade et al. 1993;
Vierck et al. 2000), plexo braquial (Rabin and Anderson 1985) o nervio ciatico, la
cual desencadena una manifestacién conductual autolesiva cuantificable (Albe-
Fessard et al. 1990; Wall et al. 1979) conocida como autotomia (Fig. 7).



Esta conducta consiste en un excesivo autocuidado o autolimpieza del sitio
afectado expresado como lamido intenso, mordeduras y eventualmente la
amputacion del sitio denervado. La autotomia es un fenéomeno que se ha
observado en diferentes especies animales como en la rata, el ratén y el mono
(Basbaum 1974, Levitt and Levitt 1981; Wall et al. 1979) pero no es exclusivo de
estas ya que se ha reportado autotomia en humanos con neuropatias (Mailis
1996; Procacci and Maresca 1990). Asi mismo, la denervacién genera un
sindrome clinico conocido como “anestesia dolorosa” y es reportado como dolor
en el sitio denervado o anestesiado (Wall et al. 1979).
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Figura 7. Grado de autotomia. I :

- Un Punto por la lesion de una o todas las ufias.

- Un Punto por la lesion de la porcion distal de
cada dedo.

- Un Punto por la lesion de la porciéon proximal
de cada dedo.

- Un Punto por la lesion de la porcion distal de la
pata.

- Un Punto por la porcion proximal de
la pata.

Por ultimo, el modelo de “Foco Irritativo Central” consiste en generar un
foco epileptogeno, a través de la inyecciéon de gel de alumina y otras substancias,
en nucleos del SNC involucrados en la nocicepcion como el ganglio del trigémino
(Black 1974) o en la raiz dorsal del a médula espinal (Dyken 1965). El mecanismo
propuesto para este modelo es el de la hiperestimulacion de estos nlcleos
(Kryzhanovsky et al. 1974) lo cual desencadena una manifestacién conductual de

rascado en el sitio inervado por el nicleo previamente infiltrado.



Esta aproximacion experimental apoya la hipotesis de que las conductas de
autoagresiéon son el resultado de la disfuncién de nicleos y vias centrales

involucradas en la nocicepcién.

En los trabajos presentados en esta tesis utilizamos el modelo de
hiperestimulaciéon a través de quimionocicepcidn o termonocicepcion previa a la
denervacién del ciatico ipsilateral a la estimulaciéon. El motivo de combinar el
modelo de hiperestimulacion con el de deaferentacion es que en la mayoria de las
patologias dolorosas secundarias a deaferentaciéon, antes de la deaferentacion
generalmente cursan con lesiones inflamatorias o térmicas dolorosas, como por
ejemplo los pacientes que sufren un traumatismo por compresién o quemaduras y
después son amputados. Este modelo nos ayuda a explicar, durante el presente
trabajo, como el estado somatosensorial previo a la denervacion es determinante
en el desarrollo del dolor crénico y neuropatico.



Dolor Neuropatico.

El dolor es la consecuencia de un dafio tisular real o potencial como ya se
ha mencionado. El dolor al igual que la hipersensibilidad (alodinia e hiperalgesia)
disminuyen con el tiempo y ceden en el momento en que la lesion sana. Este es el
curso temporal normal de la experiencia dolorosa (Fase 1 y Fase 2 de Cervero
vide supra). Es importante mencionar que estas fases de dolor son fundamentales
para la homeostasis del organismo ya que lo alerta de un dafo posible o existente.
El dolor promueve una mejor y mas rapida recuperacion. Este sistema de alarma
se puede perder al lesionar el sistema nervioso, lo que genera una alteracién en la
percepcion somatosensorial acompainada de dolor (Fase 3 de Cervero), el cual

persiste durante dias, meses e incluso afios después de que la lesion desaparece.

Se define como dolor neuropatico al dolor iniciado o causado por una lesion
o disfuncién del sistema nervioso (Merskey 1990). En la actualidad la clasificacion
del dolor neuropatico se basa fundamentalmente en su etiologia que puede ser
inflamatoria, metabdlica, téxica o traumatica (Zimmermann 2001; Baron 2001). A
pesar de que el sitio de génesis del dolor neuropatico asi como su etiologia
desencadenante pueden ser diversas, todas ellas comparten mecanismos
fisiopatolégicos comunes (Baron 2001; Fields et al. 1998) y manifestaciones

clinicas similares.

Es importante destacar que el sistema somatosensorial no es un sistema
estatico, al contrario, se caracteriza por ser un sistema dinamico en donde un
mismo estimulo puede generar diferentes respuestas dependiendo del estado del
sistema.



Experimentalmente, el dolor neuropatico ha sido abordado a través de la
lesion parcial o total de un nervio. Este nervio al ser seccionado desarrolla un
proceso de cicatrizacion y regeneracion del sitio dafiado mediante la formacion de
un neuroma. Durante la formacién del neuroma se ha encontrado que existe una
sobre expresidn de canales de sodio en las fibras C. El efecto de la acumulacion
de estos canales de sodio genera una descarga espontanea continua (Devor and
Raber 1983), disminucion del umbral de activacién y un incremento en la
respuesta neuronal (Bennett 1994), que de manera conjunta aumentan la
sensibilidad a los estimulos quimicos, térmicos y mecanicos (Cline et al. 1989).

Este incremento de la respuesta periférica espontanea induce un estado de
hiperactividad central conocido como “sensibilizacién central” que continda de una
manera independiente al estimulo periférico. Al respecto, se ha demostrado que la
estimulacién eléctrica repetida de fibras C y ocasionalmente A5 (Price et al. 1971),
con trenes de baja frecuencia (0.3 - 0.5 Hz) produce una incremento en la
descarga de potenciales de accion lo cual generan una hiperactividad neuronal
que puede durar varios segundos después del término del estimulo (Eide 2000;
Eide 2000b). A este fenémeno caracterizado por la estimulacion sincronica
artificial de manera experimental, principalmente de fibras C, se le conoce como
“Wind Up”. Cabe resaltar que el “Wind Up" es un fenémeno ligeramente diferente
al de la sensibilizacion central ya que ésta es el resultado de la activaciéon
asincronica de aferentes primarios que desencadena en actividad espontanea,
hiperexcitabilidad e incremento del campo sensorial de las neuronas de amplio
rango, secundario a lesién tisular o dafio neural (Dougherty and Lenz 1994;Willis
et al. 1996; Woolf 1996). Es importante sefnalar que esta es una definicion muy
precisa del fenémeno, ya que la estimulacion periférica con estimulos inflamatorios
o térmicos no producen exactamente el fenomeno de “Wind Up” pero los
mecanismos fisiolégicos subyacentes son muy similares, y ambos tienen la

capacidad de generar sensibilizacién a nivel central.



Este incremento en la informacion sensorial por fibras C aumenta el disparo
de las neuronas nociceptivas de la médula dorsal hacia centros superiores
(sensibilizacion central) a través de liberacion de neuropéptidos como la sustancia
P y aminoacidos excitadores los cuales activan receptores NK (Qian et al. 1996),
AMPA-KA y N-metil-D-aspartato (NMDA) respectivamente (Dickenson and Sullivan
1987).

El receptor NMDA ha cobrado gran importancia en los ultimos afios debido
al mecanismo de génesis del “Wind Up” y la sensibilizacion central. Este se
caracteriza por ser un receptor ligando y voltaje dependiente. La activacion del
receptor NMDA sé6lo se puede llevar a cabo cuando la membrana esta
parcialmente despolarizada por la activacion de otro canal. En condiciones
normales el canal NMDA esta bloqueado por una molécula de magnesio (Mg ') y
en el momento de la despolarizacién parcial, el Mg ?* se sale del canal permitiendo

la entrada de Ca ?

*. La entrada de calcio a la célula dispara una serie de
mecanismos intracelulares que consisten en la fosforilacién del receptor de
membrana, activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa, asi como la activacién de
genes reguladores de la sintesis proteica (Eide 2000). Estas alteraciones
bioquimicas celulares generan cambios persistentes en la excitabilidad neuronal y
se han postulado como responsables del “Wind Up” y la sensibilizaciéon central.

(Dickenson 1997).

El ganglio de la raiz dorsal, ademas de las alteraciones bioquimicas,
también sufre de cambios degenerativos como consecuencia de la seccion neural
periférica. La denervacion también genera cambios importantes a nivel medular
caracterizados por alteraciones morfofuncionales de la lamina Il (Arvidsson et al.
1986; Castro_Lopes et al. 1990), que aunados a los cambios bioquimicos y
anatémicos del ganglio de la raiz dorsal, dan como resultado una modificaciéon
dramatica del procesamiento sensorial a nivel medular (Woolf 1994).
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La transmision del estimulo nociceptivo a lo largo del SNC es cada vez mas
compleja ya que se ha demostrado, a través de estudios anatémicos,
electrofisiolégicos y de imagenes funcionales, que el procesamiento de la
experiencia dolorosa involucra una gran serie de estructuras cerebrales (Treede et
al. 1999; Villanueva and Nathan 2000).

De acuerdo con Melzack y Casey 1968 (Melzack and Wall 1996) los
procesos encefélicos involucrados en la experiencia dolorosa tiene tres
componentes: 1) El componente sensorio discriminativo encargado de analizar el
sitio, la intensidad y la duracién del estimulo nociceptivo; 2) El componente
afectivo, encargado de la carga de desagrado de la experiencia dolorosa, y; 3) El
componente cognitivo encargado de la anticipacién, atencién y del andlisis de
experiencias nociceptivas pasadas.

Melzack (1990), al igual que Chapman (1996), propone una divisién
anatomofuncional entre las vias encargadas del procesamiento cognitivo- afectivo
y el sensorial. Esta divisién comienza a nivel medular. Postulan que la informacion
sensorial viaja a través del tracto espinotaldmico o también Hamado via lateral
hacia nucleos intralaminares talamicos y por ultimo a la corteza somatosensorial
primaria. Por otro lado, la via espinoreticular (Chapman 1996) o medial (Melzack
1990) es la encargada de la transmision destinada a procesos afectivos. Este
tracto medial contiene vias aferentes somatosensoriales y viscerosensoriales que
llegan a diferentes niveles del tallo cerebral. Asi mismo, dentro del cerebro existen
areas especializadas para el procesamiento de la informacion sensorio-
discriminativa (Talamo-Parietal) y para el procesamiento del componente afectivo
cognitivo (sistema limbico y corteza prefrontal) (Fig.8). Melzack sostiene que estos
sistemas trabajan en paralelo y que interactian con otras areas cerebrales con el
fin de integrar la experiencia dolorosa (Melzack and Wall 1996).

23



SUBSTANCIA GRIS

.
PERIACUEDUCTAL fivH MEDIAL
\ | ‘I\ i ; I.
4 ¥
| ;

INFORMACION
PERIFERICA
NOCICEPTORES  ~

e bt

Figura 8. Principales sistemas neuronales del dolor. Sistema medial (espinotalamico medial).
Sistema lateral (espinotaldmico lateral). Sistema inhibidor descendente. Melzack 1990.

En los ultimos afios diversos autores han cuestionado la hip6tesis que
propone un procesahiento de la experiencia dolorosa por diferentes vias

anatémicas y cada una con funciones especificas, ya que dicha hipotesis carece
de sustento experimental sélido (Villanueva and Nathan 2000).
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Evidencias experimentales morfofuncionales demuestran que la mayor
cantidad de fibras C y A$ con informacién nociceptiva somatica hacen sinapsis en
las laminas | y Il. El estimulo nociceptivo que viaja a través de estas laminas tiene
importantes proyecciones hacia el area lateral parabraquial, la sustancia gris
periacueductal y nicleos talamicos.

El area parabraquial proyecta hacia el area de la amigdala, la estria
terminal y el nudcleo hipotalamico ventromedial; estas tres estructuras se
encuentran involucradas en reacciones de ansiedad, miedo y comportamiento
defensivo agresivo (Villanueva and Nathan 2000). La sustancia gris periacueductal
al recibir estimulacién nociceptiva proveniente de la lamina | produce un
comportamiento autonoémico defensivo caracterizado por hipotensién, inmovilidad,
comportamiento de evitacién, vocalizaciéon asi como miedo y ansiedad (Bandler et
al. 1985; Depaulis et al. 1989). El tdlamo, pero especificamente los nticleos medial
dorsal, parafasicular y ventromedial, reciben aferencias de la lamina |. Las
principales proyecciones del nuicleo ventromedial y parafasicular son hacia la
corteza insular media, asi como a la corteza del cingulo (Villanueva and Nathan
2000) y juegan un papel importante en el procesamiento de la respuesta
conductual y emocional relacionada con el dolor.

Estudios electrofisiol6égicos en animales (Pellicer et al. 1999; Sikes and Vogt
1992; Vaccarino and Melzack 1989), en humanos (Tarkka and Treede 1993) asi
como estudios de imagen (Casey et al. 1994, Tuor et al. 2000), han demostrado
que la corteza anterior del cingulo (CAC) se encuentra involucrada en el
procesamiento de la experiencia dolorosa, pero en especial en el componente
desagradable de ésta (Casey 1999; Coghill et al. 1994; Rainville et al. 1997,
Rainville et al. 1992). También se ha demostrado que la CAC tiene gran relevancia
en la génesis y mantenimiento del dolor neuropatico (Melzack 1990; Vaccarino
and Melzack 1989;Pellicer et al. 1999).



Estos antecedentes indican que el dolor neuropatico conlleva un proceso
morfofuncional complejo ya que implica mecanismos periféricos y centrales que se
modifican a lo largo del tiempo. Por ejemplo: después de una seccion neural el
inicio de la sefial dolorosa comienza en el axén dafado, esta sefial sensibiliza las
neuronas del ganglio dorsal, quienes eventualmente activan neuronas de alto
orden, tanto talamicas como corticales. Estas ultimas se convierten al final del
proceso en las principales responsables de la experiencia dolorosa.

En esta tesis se postula que el estimulo periférico es esencial para
determinar las caracteristicas de la sensacién dolorosa, pero el mantenimiento de
esta es un proceso encefilico en donde la corteza anterior del cingulo juega un
papel determinante.



PRIMERA PARTE

informacion Sensorial Previa a la Denervacion
en el Desarrollo del Dolor Crénico

Planteamiento del Problema.

La lesién neural extensa genera dolor neuropatico entre el 70 y el 100% de
los pacientes (Katz and Melzack 1990). Un dato interesante en este tipo de
pacientes es que a pesar de que el mecanismo de lesién neural sea similar, el
dolor varia importantemente (Katz and Melzack 1990). Al respecto, diversos
autores han observado que el estado somatosensorial previo a la lesién neural
puede modificar el dolor que esta misma desencadena (Bach et al. 1988; Katz et
al. 1991; Nikolajsen et al. 1997). Asi mismo, existe evidencia experimental
controvertida con respecto a la estimulacién nociceptiva previa y su repercusiéon en
el modelo de deaferentacién (Bach et al. 1988; Seltzer et al. 1991). La intensidad,
temporalidad y tipo de dolor a lo cual hemos denominado cualia parece modificar
el estado somatosensorial posterior a la deaferentacion (Lopez-Avila et al. 1999).

Hipotesis.

La temporalidad y el tipo de estimulo nociceptivo previo a la denervacion
son factores determinantes e independientes que pueden modificar la nocicepcion
cronica en el modelo de deaferentacion.



Experimento 1.

Quimionocicepciéon y Temporalidad

En este experimento evaluamos la repercusion de wun estimulo
quimionociceptivo aplicado 30 minutos y 24 horas antes de la denervacién, en la
nocicepcién crénica medida a través de la conducta de autotomia.

Material y Método

Todos los procedimientos experimentales se realizaron bajo las
consideraciones éticas de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
(Zimmermann 1983), y mediante la aprobacién de los comités de proyectos y
bioética del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente.

Animales. Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 250-350 g al
momento de la cirugia. Durante el periodo de observacién las ratas se
mantuvieron en cajas individuales de acrilico transparente con ciclos normales de
luz oscuridad 12x12 h, y con alimentacién e hidratacién ad libitum.

Diseiio Experimental. Para este experimento se formaron 3 grupos: grupo
control (Con) (n = 20) unicamente denervado, grupo CAR 30 (n = 12) al cual se le
aplicé un estimulo quimionociceptivo 30 minutos antes de la denervacién y grupo
CAR 24 (n = 10) al cual se le aplico un estimulo quimionociceptivo 24 h antes de la
denervacion.



Estimulo Quimionociceptivo. La quimionocicepcién se indujo mediante la
infiltracién intraplantar derecha de carragenina lambda (CAR 50ul al 1% en
solucién salina. Sigma Chemical Co. St. Louis MO, USA). (Fig. 9)

Cirugia. Bajo anestesia general (pentobarbital sddico 50 mg/kg ip.), el nervio
ciatico derecho fue expuesto. El nervio se cort6 y se ligd con seda 3-0, 5 mmde la
porcion distal fueron removidos con el fin de evitar reinervacion. La piel fue
suturada con seda 3-0.

Conducta de Autotomia. Los grados de autotomia fueron observados
diariamente utilizando la escala propuesta por Wall et al (1979) vide supra (Fig 7).
Se registro el inicio de la autotomia y el nimero de animales que presentaron la
conducta en cada grupo (incidencia). El dia 50 los animales fueron sacrificados
con una sobredosis de pentobarbital sédico y la denervacion fue verificada.



Figura 9. Induccion del proceso quimionociceptivo.
a) Sitio de insercion de la aguja
b) Sito de infiltracion
c) Estado postinfiltracion
d) Estado 24 h postinfiltracion.
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GRADO DE AUTOTOMIA

Andlisis Estadistico. Con el fin de analizar la evolucién de la autotomia entre
los grupos, se utilizé la prueba MANOVA. Las diferencias entre el inicio de la
autotomia por grupos se establecieron con una la prueba de t Student. Para
establecer diferencias entre la incidencia se utilizé la prueba exacta de Fisher. Las
diferencias entre tratamientos por dia fueron establecidas con la prueba de ¢
Student como post hoc.

EVOLUCION DE LA AUTOTOMIA
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Grafica 1. Se observa el curso temporal de la autotomia durante 50 dias. Grupo Control (CON),
unicamente denervado; grupo CAR 30 denervado 30 minutos después del proceso
quimionociceptivo; grupo CAR 24 denervado 24 h después del proceso quimionociceptivo. Se
encontraron diferencias significativas entre grupos por dia utilizando la prueba t de Student (p<
0.05) (lineas horizontales). Las diferentes comparaciones se sefialan con simbolos: CON vs CAR
30 (+); CON vs CAR 24 (*) y CAR 30 vs CAR 25 (x).



GRUPOS

INCIDENCIA

INICIO

GRADO DE AUTOTOMIA

+EE. AL DIA 50.
6.71 +-1.73 4.05
CON
CAR 24 9.6 +- 2.48 1.60
CAR 30 98+/-222 FEF

Tabla 1. La incidencia se calculé como el numero de animales que presentaron la conducta sobre
los que no la presentan. Se encontré diferencia estadistica entre la incidencia del grupo CAR 24 vs
CAR 30 utilizando la prueba exacta de Fisher (*). El inicio se calculé como el dia promedio de cada

grupo en iniciar la conducta. El grado de autotomia se calcul6 utilizando la escala de Wall et al.

Resultados.

Los resultados muestran un incremento significativo en el grado de
autotomia en el grupo CAR 30 asi como una disminucién en el grupo CAR 24 al

compararlos con el grupo control (Grafica 1). La incidencia mostré diferencias

significativas entre el grupo CAR 30 vs CAR 24 (Tabla 1).
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Discusion.

Existe evidencia clinica que propone que estados nociceptivos previos a la
amputacién o denervacién, incrementan la probabilidad de génesis del miembro
fantasma doloroso (Bach et al. 1988; Jensen et al. 1985; Katz and Melzack 1990;
Katz et al. 1991; Nikolajsen et al. 1997). Se ha reportado en el modelo de
denervacion que estimulos quimionociceptivos (Pellicer et al. 1999),
termonociceptivos (Coderre and Melzack 1986) y la estimulacién eléctrica
nociceptiva periférica (Seltzer et al. 1991), aplicada antes, incrementan el grado de
autotomia. En estos trabajos no se tomé en cuenta el tiempo transcurrido entre el
estimulo doloroso y la denervacion, en todos ellos el lapso maximo entre estos dos
estimulos es de 1 h, de tal manera que los resultados en todos los casos es el de
potenciacion del efecto nociceptivo medido a través del incremento de la conducta
de autotomia.

Los resultados de este trabajo asi como los expresados por Abad et al
(Abad et al. 1998) examinan la repercusion de un estimulo quimionociceptivo
aplicado 24 h antes de la denervacion. El grupo de Abad también reporté que la
infiltracion de formalina 24 h, 3, 7 y 14 dias antes de la denervacién disminuye la
conducta de autotomia. Estos resultados apoyan el hecho de que una ventana
temporal mayor (al menos 24 h) entre el estimulo nociceptivo y la denervacion,
desencadena mecanismos inhibitorios capaces de disminuir la nocicepcién crénica
evaluada como la conducta de autotomia. Si bien nuestros procedimientos y
resultados no desentrafian la naturaleza del mecanismo, posiblemente la
inhibicidn esta dada por un sistema, previamente descrito (Le Bars et al. 1986), en
el cual un estimulo nociceptivo es capaz de inhibir otro estimulo doloroso mediante
la activacién de un control inhibitorio difuso descendente (DNIC). Otro posible
mecanismo operando en la inhibicién es el relacionado con la liberacion de

opioides endogenos después de un estimulo doloroso (Ruda 1982 ;Yaksh 1978).
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La liberaciébn de opioides por un estimulo nociceptivo primario
(quimionocicepcion) condiciona un estado de antialgesia, el cual disminuye la

repercusién de un dolor secundario, en este caso la denervacion.

El hecho de que un estimulo doloroso, en una ventana temporal corta (30
minutos) antes de la denervacion incremente la conducta de autotomia, sugiere la
activacion de mecanismos que potencian la sensibilizacion dolorosa. En este
contexto existe evidencia experimental de diversos autores que apoyan los
fendmenos de sensibilizacién producidos por liberacion de aminoacidos
excitadores y activacion de receptores NMDA (Dickenson 1994; Woolf and
Thompson 1991), los cuales se encuentran involucrados en la génesis del dolor
neuropatico (Eide 2000).



Experimento 2.

Termonocicepcion y Temporalidad

En este experimento evaluamos la repercusion de un estimulo
termonociceptivo aplicado 30 minutos y 24 horas antes de la denervacién, en la
nocicepcion crénica medida a través de la conducta de autotomia.

Diseiio Experimental. Para este experimento se formaron 3 grupos: grupo
Control (CON) (n = 20) nicamente denervado, grupo TERM 30 (n = 5) al cual se
le aplicé un estimulo termonociceptivo 30 minutos antes de la denervacion y grupo
TERM 24 (n = 7) al cual se le aplicd un estimulo termonociceptivo 24 horas antes
de la denervacion. La termonocicepcién se indujo mediante inmersion de la pata
derecha en agua a 55 °C durante 20 segundos (Coderre and Melzack 1986).El
grado de autotomia se midi6 1 vez cada 7 dias por 28 dias. El resto de la
metodologia es exactamente igual al experimento 1.

EVOLUCION DE LA AUTOTOMIA
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Grafica 2. Se observa el curso temporal de la autotomia durante 28 dias. Grupo Control (CON),
unicamente denervado; grupo TERM 30 denervado 30 min después del proceso termonociceptivo;
grupo CAR 24 denervado 24 h después del proceso termonociceptivo. Se encontraron diferencias
significativas entre grupos por dia utilizando la prueba t de Student (p< 0.05) (lineas horizontales).
Las diferentes comparaciones se sefialan con simbolos: CON vs TERM 30 (*); CON vs TERM 24
(x) y TERM 30 vs TERM 25 (+).
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GRADO DE AUTOTOMIA
GRUPOS INCIDENCIA .
AL DIA 28.
13/20 65% 4.05
CON

7 100% * 7.42
TERM 24
TERM 30 5/5 100 % * 10.2

Tabla 2. La incidencia se calculé como el nimero de animales que presentaron la conducta sobre
los que no la presentan. Se encontro diferencia estadistica entre la incidencia del grupo TERM 24 y
TERM 30 vs CON utilizando la prueba exacta de Fisher (*). El inicio se calculé como el dia
promedio de cada grupo en iniciar la conducta. El grado de autotomia se calculd utilizando la

escala de Wall et al.

Resultados.

Los resultados muestran un incremento significativo de la conducta de

autotomia en los grupos TERM 30 y TERM 24 al compararlos con el grupo control

(Grafica 2). Asi mismo se encontré diferencia significativa entre el grupo TERM 30

vs TERM 24. La incidencia mostré diferencias significativas entre el grupo TERM
30y TERM 24 vs CON (tabla 2).



Discusién.

Este experimento muestra que un estimulo termonociceptivo aplicado 30
minutos o 24 h previas a la denervacion incrementa de manera significativa la
conducta de autotomia con respecto al control, también observamos una
diferencia significativa en el grado de autotomia del grupo TERM 30 comparado
con el grupo TERM 24. Sugerimos que los mecanismos por los cuales el grupo
TERM 24 presenta menor grado de autotomia con respecto a grupo TERM 30 son
los mismos que los propuestos en el experimento 1, pero dada las caracteristicas
de este estimulo (55 °C durante 20 seg.), el cual se considera de mayor intensidad
que el quimionociceptivo (Coderre and Melzack 1986), observamos que la
inhibicién que presenta el grupo de TERM 24 es menor que la observada en el
grupo control. Esto puede deberse a que los mecanismos inhibitorios activados
son insuficientes para disminuir el proceso nociceptivo crénico en este
experimento.

Este experimento nos demuestra que el tipo de estimulo, asi como la
ventana temporal entre el estimulo y la nocicepcién, son factores independientes y

determinantes en el desarrollo del dolor crénico.

El incremento en la conducta de autotomia, y el aumento de la percepcion
dolorosa del miembro fantasma no son el resultado Unicamente de la estimulacién
nociceptiva previa a la lesion neural. Las caracteristicas o cualia de esta
estimulacién son determinantes en la repercusion nociceptiva. En el presente
trabajo mostramos directamente que la ventana temporal entre el estimulo
nociceptivo y la denervacién es determinante en el desarrollo de la conducta de
autotomia, dado que una estimulacion dolorosa inducida 30 minutos antes de la
denervacién incrementa de manera significativa la conducta de autotomia
comprada con el estimulo aplicado 24 h antes. Asi mismo, un estimulo diferente
aun aplicado con la misma temporalidad cambia de manera sustancial la
respuesta conductual nociceptiva cronica.



El grupo con un estimulo doloroso quimionociceptivo aplicado 24 h antes de
la denervacion presentd una conducta de autotomia inhibida con respecto al
control, motivo por el cual decidimos evaluar si esta inhibicion era debida a un
mecanismo endégeno presumiblemente descendente (Le Bars et al. 1986;
Villanueva et al. 1986) en el cual estuvieran involucrados los péptidos opiodes.

Con este fin se disenid el experimento 3.
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Experimento 3.

Quimionocicepcion, Temporalidad y Naltrexona

Determinar el efecto de los opioides endégenos en la evoluciéon de la
autotomia, en la ventana temporal que transcurre entre la induccioén del proceso
inflamatorio por y la denervacién del ciatico ipsilateral 24 h después.

Diseiio Experimental. En este experimento se formé un grupo: CAR24NX (n =
10) al cual se le aplicd naltrexona (1mg/kg ip.) inmediatamente después de la
induccion del proceso quimionociceptivo y se repitié la dosis a las 12 h; 24 h
después de la quimionocicepcion se denervd. Este grupo se comparé con los

datos obtenidos en el experimento 1.
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Grafica 3. Se observa el curso temporal de la autotomia durante 50 dias. Grupo Control (CON),
unicamente denervado; grupo CAR 30 denervado 30 minutos después del proceso
quimionociceptivo; grupo CAR 24 denervado 24 h después del proceso quimionociceptivo y grupo
CAR24NX al cual se le aplico naltrexona 1mg/kg ip. después del proceso quimionociceptivo y se
repitio la dosis a las 12 h, 24 h después de la quimionocicepcion se denervo



INICIO GRADO DE AUTOTOMIA
GRUPOS INCIDENCIA (%) +EE. AL DiA 50.
13/20 65% | 6.71 £1.73 4.05
CON
CAR 24 5/10 50% | 9.6 + 2.48 1.60
6/10 60% 741273 4.0
CAR24NX
CAR 30 1112 91% | 9.8+222 717

Tabla 3. No se encontraron diferencias significativas en la incidencia y el inicio de la conducta al
comparar el grupo CAR24NX con el resto de los grupos. El grado de autotomia se calculé
utilizando la escala de Wall et al (1979).

Resultados.

Los resultados muestran un incremento significativo del grado de autotomia
en el grupo CAR24NX al compararios con el grupo CAR 24, asi como una
disminucién al compararlo con el grupo CAR 30 (grafica 3). No hubo diferencias al
comparar el grupo CAR24NX con el control (tabla 3).
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Discusion.

Los resultados de este experimento nos muestran que la inducciéon del
proceso nociceptivo con carragenina, 24 h previas a la denervacién, desencadena
mecanismos opioides que participan en la inhibicién de la conducta nociceptiva,
susceptibles de ser bloqueados a través de la inyeccién peritoneal de naltrexona.

Existe evidencia experimental que sugieren que el dolor persistente,
desencadenado por modelos de neuropatia o inflamatorios generan una activacién
compensatoria de vias inhibitorias de la nocicepcion. A este respecto se ha
propuesto que al menos cuatro sistemas estan involucrados en dicha inhibicion:
los opioides enddgenos (Ruda 1982 ;Yaksh 1978), los canabinoides (Monhemius
et al. 2001), los aminoacidos excitadores (Terayama et al. 2000) y el sistema
gabaérgico (Le Bars et al. 1986; Villanueva et al. 1986). Con lo que al sistema
opioide respecta, existe evidencia directa e indirecta de que la nocicpecién por
inflamacién incrementa la sintesis y liberacion de péptidos afines a los receptores
mu (Wu et al. 2001).

Nuestros resultados muestran que el bloqueo del receptor mu, mediante la
inyeccién de naltrexona, revierte parciaimente la analgesia desencadenada por el
proceso inflamatorio durante las primeras 24 h.

Estos datos al igual que los resultados de los experimentos anteriores apoyan
nuestra hipotesis en donde la cualia juega un papel importante en el desarrollo del
dolor crénico ya que al menos el tipo de estimulo, la intensidad del mismo y la
ventana temporal entre el estimulo nociceptivo y la denervacién modifican de
manera radical la nocicepcion crénica evaluada a través de la conducta de

autotomia.
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SEGUNDA PARTE

Papel de los Sistemas Glutamatérgicos y Dopaminérgicos

en el Desarrollo del Dolor en la Rata

En la actualidad el tratamiento del dolor crénico se ha constituido en uno de
los mayores retos terapéuticos, la aproximacién farmacolégica en este tipo de
padecimientos ha presentado numerosas fallas terapéuticas, dada la complejidad
de los diferentes sistemas algésicos y antialgésicos involucrados.

Un gran nimero de trabajos recientes relacionan a los aminoacidos
excitadores (AE) con procesos nociceptivos. En particular los que reportan la
existencia de glutamato (GLU) y aspartato (ASP), tanto en aferentes primarios de
grueso calibre, como en los delgados (C y A delta). Se ha descrito que estos AE
se liberan tanto con estimulos nocivos agudos (Kangrga and Randic 1990)como
cronicos (Skilling et al. 1988). Hay también evidencia del papel diferencial que
juegan los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), en modelos de
termonocicepcién aguda y en la fase tonica tardia (Lutfy et al. 1997). Estos
resultados sugieren que el receptor NMDA tiene poca relevancia en los
mecanismos algésicos agudos, en cambio, parecen jugar un papel importante en
la fase tonica tardia.

La eficacia de los antagonistas NMDA en la disminucién del dolor ha sido
ampliamente demostrada (Davar et al. 1991; Eisenberg et al. 1994; Eisenberg et
al. 1995; Mao et al. 1992; Neugebauer et al. 1993; Suzuki et al. 2001; Tseng
1998), pero su administracion cronica causa efectos secundarios los cuales
impiden un tratamiento prolongado con este tipo de farmacos. Igualmente existe
evidencia experimental que muestra que agentes antagonistas NMDA bloquean la
transmision nocicieptiva a nivel dorsal (Davies and Lodge 1987) y reducen la

nocicepcion en animales (Dickenson and Sullivan 1987).



Recientemente se ha reportado la eficacia de la dosis Unica de amantadina
(l-amino-adamantane) en el tratamiento de ciertos tipos de dolor crénico, no
relacionados con la deaferentacion (Eisenberg and Pud 1998; Pud et al. 1998).
Este farmaco es un antagonista no competitivo de baja afinidad al receptor NMDA,
que presenta una cinética rapida de bloqueo y desbloqueo (Komhuber et al. 1991;
Kornhuber et al. 1995).

La amantadina también actia induce la liberacion de dopamina (Gordon et
al. 1996; Stone 1976; Takahashi et al. 1996). Esta doble condicion del farmaco,
antagonista NMDA, por un lado y de facilitador dopaminérgico por el otro, ha
resultado un buen candidato para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y
se ha observado que los efectos farmacolégicos secundarios son menores.

Se ha puesto de manifiesto tanto por otros grupos como el nuestro, el papel
de la dopamina como posible mediador inhibitorio central de procesos dolorosos
(Saadé et al. 1997; Sotres Bayon et al. 2001; Sotres Bayon et al. 2001). La
administracion de L-dopa disminuye las respuestas conductuales nociceptivas en
animales (Paalzow 1992) asi como la percepcién dolorosa en el humano (Ertas et
al. 1998). La microinyeccion intracerebral de dopamina en modelos de dolor
inflamatorio (prueba de formalina) y dolor neuropatico (deaferentacién nerviosa)
disminuye la respuesta antinociceptiva de forma dosis dependiente (Franklin 1989;
Lyerly et al. 1988; Morgan and Franklin 1891) .

Nuestro grupo ha demostrado que la lesién y la estimulacion eléctrica del
area tegmental ventral (nucleo dopaminérgico) modifica la conducta nociceptiva
cronica en la rata (Sotres Bayén et al. 2001). Con estos antecedentes decidimos
investigar si la amantadina a diferentes dosis (3, 30 y 90 mg/kg dosis Unica ip) es
capaz de reducir la respuesta nociceptiva en tres modelos: hiperalgesia
secundaria a un proceso inflamatorio, termonocicepcion aguda y nocicepcion

cronica por denervacion.



Experimento 1.

Hiperalgesia secundaria a un proceso inflamatorio

Con esta serie experimental se evalué la respuesta antialgésica
termonociceptiva (reflejo de flexién) con diferentes dosis de amantadina 1 hy 24 h
después de la induccién de un proceso inflamatorio.

Material y Método.

Animales. Se utilizaron ratas Wistar machos con un peso de 250 a 350 g. Los
animales se mantuvieron en grupos de 5 dentro de cajas de acrilico transparentes,
con un ciclo de luz oscuridad de 12x12 h y con alimentacién e hidratacién ad
libitum.

Disefio Experimental. Para este experimento se utilizaron 6 grupos: un grupo
control (n = 25); un vehiculo (n = 15) inyectado con solucién salina (NaCl 0.9%)
1ml/kg ip. mas inyeccion intraplantar de 50 pl de solucién salina; un grupo
carragenina (CAR) (n=15) inyectados con solucién salina 1ml/kg ip. mas induccién
del proceso inflamatorio; y 3 grupos de amantadina (n = 15 cada uno), inyectados
con amantadina (clorhidrato de adamantanamina, Sigma Chemical Co. St. Louis
MO, USA), 3, 30 y 90 mg/kg ip. respectivamente, mas la inducciéon del proceso
inflamatorio.

Induccién del Proceso Inflamatorio. El proceso inflamatorio se indujo mediante
la infiltracién intraplantar derecha de carragenina lambda (CAR 50ul al 1% en

solucion salina. Sigma Chemical Co. St. Louis MO, USA).
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Prueba de Termonocicepcion. Con el fin de disminuir el estrés de los animales
en experimentacion, se sometieron a un periodo de habituacion tanto al equipo
como al personal a lo largo de 7 dias consistentes en sesiones diarias de 10
minutos en las cajas de experimentacion. El séptimo dia los animales fueron
pesados y marcados apropiadamente. La respuesta conductual nociceptiva se
midié por medio de un aparato de termonocicepcién plantar que evoca un reflejo
flexor antialgésico (Hugo Basile mod. 7370) (Fig. 10). Las ratas permanecieron en
cajas de acrilico (17 x 22 x 13cm), con piso de vidrio. Después del periodo de
habituacion, la fuente de calor radiante se posiciond debajo de la regién plantar
derecha trasera. La latencia al reflejo de nocicepcion (LRN) se determiné con una
exactitud de 0.1 seg. mediante un dispositivo electronico de tiempo. Todos los
grupos exceptuando el control se probaron 1h y 24 h después de la inyeccion ip.

El grupo control se probd sin ninguna inyeccion.

Figura 10.
Aparato de termonocicepcion




Latencla al Reflsjo Hoclcaplivo (s}

Andlisis Estadistico. Para determinar las diferencias entre el reflejo de flexion
antialgésico por prueba (1h y 24 h) entre los grupos se aplic6é una analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de Tuckey como pos-hoc. Con el fin de
determinar las diferencias de las latencias al reflejo de flexién a lo largo del tiempo

entre grupos utilizamos una analisis maltiple de varianza (MANOVA).

Latencia al Refisjo Mociceptivo (s)
-

Contel Vehisule cAR CAR + CAR + CAR + Control Vehkuio caRr CAR + CAR

Grafica 4. Respuesta conductal antialgésica evaluada como la latencia al reflejo nociceptivo (LRN) en
segundos, desencadenada por una fuente termonociceptiva (Ugo Basile. Prueba Plantar. Mod. 7370). A)
LRN probada una hora después de la infiltracion intraplantar. Control (n=25) sin tratamiento; vehiculo
(n=15) con 50 pl de salina 0.9% intraplantar mas 1 mikg de salina 0.9% ip.; CAR (n=15) con 50 pl de
carragenina intraplantar al 1% mas 1 ml/kg de salina al 0.9% ip.; grupos amantadina (n = 15 cada uno)
con 50 pl de carragenina intraplantar al 1% mas 3, 30 y 90 mg/kg ip. de amantadina respectivamente. Se
encontré una disminucion significativa entre el grupo CAR comparado con el grupo control (**), vehiculo
(**) y amantadina 90 mg/kg (*). El grupo amantadina 3 mg/kg muestra una LRN disminuida al comparar
con control (*) y vehiculo (*). Los grupos amantadina presentan una tendencia dosis dependiente, con
diferencias estadisticas al comparar el grupo 90 mg/kg con el grupo 3 mg/kg (*). El analisis estadistico se
realizo utilizando la prueba de analisis de varianza (ANOVA) y una prueba Tukey como post hoc (* p <
0.05, ** p = 0.004). B) Mismos grupos y parametros probados 24 h después de la infiltracion intraplantar.
No se encontraron diferencias entre grupos ( ANOVA NS)
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Resultados.

Una hora después de la infiltracion de CAR se midi6é la LRN (segundos +
error estandar). El grupo control (6.32 + 0.18) y vehiculo (6.48 + 0.24) presentaron
LRN similares (p = 0.99). El grupo CAR (4.54 + 0.39) muestra una disminucion
significativa de la LRN comparado con el grupo control, vehiculo y amantadina 90
mg/kg (6.22 + 0.43). En el grupo amantadina 3 mg/kg (4.76 + 0.32) se observa una
disminucién significativa de la LRN comparado con el control (p = 0.016) y el
vehiculo (p = 0.014). Los grupos de amantadina 30 (5.72 + 0.48) y 90mg/kg
muestran LRN similares cuando son comparados con los grupos control y
vehiculo. Los grupos de amantadina presentan una tendencia dosis dependiente,
siendo estadisticamente significativos cuando se compara el grupo de amantadina
90 mg/kg con el de 3 mg/kg (p= 0.045) (Grafica 4A).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la LRN entre grupos
a las 24 h del inicio del proceso inflamatorio. (Control 6.59 + 0.15; vehiculo 6.0 +
0.32; CAR 6.18 + 0.45; amantadina 3 mg/kg 6.21 + 0.41; 30 mg/kg 6.24 + 0.5; 90
mg/kg 6.22 + 0.5). No se encontraron diferencias estadisticas al comparar la

evolucion del la LRN 1h vs 24 h posterior al inicio del proceso inflamatorio (Grafica
4B).
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Latencla al Reflejo Noclceptivo (s)

Experimento 2.

Termonocicepcion Aguda

En este experimento se evaludé el efecto de la amantadina sobre la

respuesta termonociceptiva aguda.

Disefio Experimental.  Para este experimento se utilizaron 5 grupos: un grupo
control (n = 25); un vehiculo (n = 15) inyectado con solucién salina (NaCl 9%)
1ml/kg ip.; y 3 grupos de amantadina (n = 15 cada uno), inyectados con
amantadina (clorhidrato de adamantanamina, Sigma Chemical Co. St. Louis MO,
USA), 3, 30 y 90 mg/kg ip. respectivamente. Es decir mismo disefio que el
experimento anterior, pero, sin la induccién del proceso inflamatorio.

A B

Control Vehlculo Amantading Amantading

Centrol Vehiculo 4l
Imgikg Jomgig somgmg Imgikg Jomglkg

Amantading
Semgg

Grafica 5. Respuesta conductal antialgésica evaluada como la latencia al reflejo nociceptivo (LRN) en
segundos, desencadenada por una fuente termonociceptiva (Ugo Basile. Prueba Plantar. Mod. 7370).
A) LRN probada una hora después de la infiltracién intraplantar. Control (n=25) sin tratamiento; vehiculo
(n=15) 1ml/kg de salina 0.9% ip.; grupos amantadina (n = 15 cada uno) inyectados con 3, 30 y 90 mg/kg
ip. de amantadina respectivamente. El analisis estadistico se realizo utilizando la prueba de analisis de
varianza (ANOVA) B) Se observan los mismos grupos y parametros probados 24 h después de la
infiltracion intraperitoneal. No se encontraron diferencias entre grupos en ninguna de las dos pruebas (

ANOVA NS)
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Resultados.

No hubo diferencias significativas entre grupos probados a la hora (Control
6.32 £ 0.18; vehiculo 6.53 + 0.36; amantadina 3 mg/kg 5.88 + 0.41; 30 mg/kg 6.80
+ 0.42; 90 mg/kg 5.93 + 0.33) ni a las 24 h (Control 6.59 + 0.15; vehiculo 6.62 +
0.49; amantadina 3 mg/kg 5.99 + 0.25; 30 mg/kg 5.59 + 0.28; 90 mg/kg 5.70 +
0.17) del inicio del proceso inflamatorio (graficas 5 A y B), tampoco hubo

diferencias al comparar la evolucion de la LRN 1 h vs 24 h después del proceso
inflamatorio.
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Experimento 3.

Nocicepcién Crénica

Este experimento evalud el efecto de la administracion de amantadina ip. en
el desarrollo de un proceso nociceptivo cronico evaluado mediante la conducta de
autotomia.

Animales. Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 250-350 g al
momento de la cirugia. Durante el periodo de observacion las ratas se
mantuvieron en cajas individuales de acrilico transparente con ciclos normales de
luz oscuridad 12x12 h, y con alimentacion e hidratacién ad libitum.

Disefio Experimental. Se utilizaron cuatro grupos en este experimento:
vehiculo (n = 14) con induccién del proceso inflamatorio 30 min previos a la
denervacién mas inyeccién unica de salina 1 mi/kg inmediatamente después de la
denervacién; grupos amantadina (n = 10 cada uno), con la induccién del proceso
inflamatorio 30 minutos antes de la inyeccion de amantadina 3, 30 y 90 mg/kg
respectivamente, inmediatamente después de la denervacion.

Proceso Inflamatorio.  Se indujo un proceso inflamatorio 30 minutos antes de
la denervacion por medio de la inyeccién intraplantar derecha de 250 pl de CAR

lambda al 1% en solucién salina.

Cirugia. Bajo anestesia general (pentobarbital sédico 50 mg/kg), el nervio
ciatico derecho fue expuesto cuidadosamente. El nervio se corté y se ligo con
seda 3-0, 5 mm de la porcion distal fueron removidos con el fin de evitar

reinervacion. La piel fue suturada con seda 3-0.



Conducta de Autotomia. Los grados de autotomia fueron evaluados
diariamente utilizando la escala propuesta por Wall et al (1979). Se registr6 el
inicio de la autotomia y el nimero de animales que presentaron la conducta por
grupo (incidencia). El dia 49 los animales fueron sacrificados con una sobredosis
de pentobarbital y la denervacion fue verificada.

Analisis Estadistico. Para el analisis de la evolucion de la autotomia entre los
grupos, se utilizé una prueba MANOVA. Diferencias entre el inicio de la autotomia
por grupos se establecieron con la prueba de f Student. Para establecer
diferencias entre la incidencia se utiliz6 la prueba exacta de Fisher. Diferencias
entre tratamientos por dia fueron establecidas con una prueba de t Student como

post hoc. La significancia para todos los analisis estadisticos fue de p < 0.05.

Evolucion de la Autotomia
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Grafica 6.- Respuesta nociceptiva medida a través de la conducta autotomia durante 50 dias.
Todos los grupos se denervaron 30 minutos después de la infiltracion intraplantar de carragenina
250 ul al 1%. El grupo control se inyectd con salina 0.9% inmediatamente después de la
denervacion. Grupos Amantadina con mismo procedimiento que el control pero con inyeccion de
amantantadina 3, 30 y 90mg/kg ip. Las dosis de amantadina 30 y 90 mg/kg disminuyeron
significativamente el grado de autotomia (MANOVA p < 0.05). Las diferencias significativas entre
grupos por dia ( 30 y 90 mg/kg vs. control) se establecieron mediante una T de Student (p<0.05)
(barras horizontales).

N



GRADO DE
GRUPOS INCIDENCIA INICIO AUTOTOMIA
+EE. AL DIiA 50.
13/14
Vehiculo (92%) 227+32 4.71
Amantadina 8/10 229+45 3.9
3mgl/kg (80%)
410 *
Amantadina (40%) 356+104 1.8
30 mg/kg
5M10*
Amantadina (50%) 26.9+10.3 2.8
90 mg/kg

Tabla 4. Caracteristicas de la conducta de autotomia en los grupos experimentales. La
incidencia se calculé para cada grupo como el porcentaje de animales que mostraron la
conducta por grupo. Las diferencias en la incidencia entre grupos se determiné por la prueba
exacta de Fisher (* p < 0.05, ** p < 0.005 comparada contra el grupo control). El inicio de la
autotomia se calculé con el promedio de inicio de cada grupo. El grado de autotomia fue
determinado utilizando la escala de Wall ef af (1979).

Resultados.

La inyeccién Unica de amantadina disminuy6 la conducta de autotomia en
todos los grupos, con diferencias estadisticamente significativas en los grupos
amantadina 30 y 90 mg/kg comparados con el vehiculo (MANOVA p < 0.05)
(grafica 6). Se obtuvieron diferencias significativas al comparar la incidencia de los

grupos 30 y 90 mg/kg contra el vehiculo. No se encontraron diferencias en el inicio
de la autotomia) (tabla 4).
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Discusion.

En este estudio se muestra que la dosis Unica, intraperitoneal de
amantadina (agonista dopaminérgico y antagonista NMDA), disminuye de forma
dosis dependiente la respuesta conductual hiperalgésica inducida por carragenina,
probada mediante termonocicepcién. Con esta misma prueba sin la induccién de
un proceso hiperalgésico previo, la administraciéon de amantadina ip., no mostré
efecto en la latencia de la respuesta antialgésica. Asi también disminuyd la

conducta nociceptiva crénica (autotomia), inducida por denervacion.

Se ha utilizado a la inyeccion de carragenina en tejidos blandos como un
modelo de dolor crénico por hiperestimulaciéon (Albe-Fessard et al. 1990) el cual
induce un proceso inflamatorio que produce hiperalgesia (Hargreaves et al. 1988).
Por otro lado, se ha reportado que la activacion repetitiva del receptor NMDA,
mediante estimulos nociceptivos, desencadenan un proceso de “Wind Up” y
sensibilizacion central relacionados con el desarrollo de alodinia e hiperalgesia
(Dickenson 1994; Dickenson and Sullivan 1987; Eide 2000; Woolf and Thompson
1991). Los resultados muestran que un estimulo térmico nociceptivo aplicado 1 h
después de la infiltracion de 50 pl de carragenina al 1% produce una disminucion
en la latencia del reflejo de evitacion, con respecto al control y al vehiculo. A este
hecho es al que denominamos respuesta conductual hiperalgésica.

La administracion de amantadina aumenta la latencia a la respuesta
conductual hiperalgésica de manera dosis dependiente, revirtiéndola
completamente en la dosis de 90mg/kg. Esto sugiere que este farmaco disminuye
el proceso de hiperalgesia inducido por la carragenina.

En los experimentos en los que se evaluo la latencia al reflejo de flexion a
las 24 h de la inyeccion de CAR no se observaron diferencias al compararse con
los grupos control y vehiculo. Consideramos que esto podria deberse a la cantidad
de CAR infiltrada (50 ul al 1%), la cual no representa un estimulo doloroso lo

suficientemente potente para ser detectado como hiperalgesia 24 h después.

N
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Un punto importante a documentar en este trabajo es la accion de la
amantadina en una prueba de nocicepcién aguda (termonocicepcién) sin ningdn
procedimiento nocivo previo. La mayoria de la evidencia experimental relaciona al
receptor NMDA con procesos de sensibilizacion que conllevan tiempos largos de
estimulacién con patrones de ritmo especifico (bajas frecuencias). En si, la
génesis del dolor ténico (Haley et al. 1990; Schouenborg and Dickenson 1988;
Woolf and Thompson 1991). Si bien se ha documentado la accién de antagonistas
del receptor NMDA (AP5, AP7 y CPP) en pruebas de nocicepcién ténica (tail flick),
al parecer los resultados no son claros dado que las dosis de los antagonistas,
que operan como antinociceptivos, inducen también disfuncién motora (Lutfy et al.
1997). Este hecho dificulta el analisis de la antinocicepcién. Por otro lado el efecto
dopaminérgico a nivel del SNC se ha asociado predominantemente con
antinocicepcion ténica y crénica (Saadé et al. 1997).

Dado que la amantadina presenta los dos efectos farmacolégicos
anteriormente descritos, la posibilidad de que modifique la nocicepcidén aguda es

baja; hecho que se comprobd con los resultados obtenidos en este experimento.

Estda ampliamente documentado que la transeccion nerviosa en la rata
produce una conducta de autotomia (Basbaum 1974; Wall et al. 1979) asociada a
un proceso de nocicepcion cronica (Albe-Fessard et al. 1990; Coderre et al. 1986;
Kauppila and Pertovaara 1991). Se ha documentado también que un estimulo
nociceptivo previo a la denervacion incrementa importantemente la conducta de
autotomia (Coderre and Melzack 1986). La activacion de receptores y vias
relacionadas con estimulos nociceptivos previo a la denervacion, en una ventana
temporal del orden de minutos (Lopez-Avila et al. 1999), produce cambios
centrales relacionados con procesos de sensibilizacién que incrementan el nivel

de nocicepcion o disestesia.



En este experimento utilizamos, como estimulo nociceptivo previo a la
denervacion, la infiltracién de carragenina en la pata, con el que se obtiene un
incremento de la conducta de autotomia. Este modelo nos parece adecuado para
probar el efecto de la amantadina, ya que mimetiza patologias similares en el
hombre, asociadas al miembro fantasma doloroso y al dolor por denervacién entre
otras.

Nuestros resultados muestran que dosis Unicas de amantadina producen
una disminucién en la conducta de autotomia. Se observa que el efecto de la
amantadina no presenta una respuesta dosis dependiente. Es probable que la
dosis de 30 mg/kg, de este farmaco, sea una dosis cercana a la de mayor efecto
sobre la conducta de autotomia ya que una dosis 3 veces mayor (90 mg/kg) no
reduce dicha conducta.
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CONCLUSION

La amantadina presenta dos caracteristicas farmacolégicas relacionadas
estrechamente con la inhibicién de los mecanismos de génesis del dolor

patolégico o neuropatico, como lo muestran los resultados de este trabajo.

La primera caracteristica, ampliamente descrita, es el bloqueo de los
canales NMDA, lo cual disminuye el proceso de “Wind Up” y sensibilizacién
central. Con relacién a este hecho sugerimos que el bloqueo de los canales NMDA
y su papel en la sensibilizacién central estd determinada por una ventana
temporal. Existe evidencia experimental de que la administracion de antagonistas
NMDA previa o inmediatamente después del inicio de un proceso nociceptivo que
produce hiperalgesia es capaz de reducir de manera dosis dependiente el
desarrollo de la nocicepcién tonica o cronica (Davar et al. 1991; Eisenberg et al.
1994; Eisenberg et al. 1995; Mao et al. 1992; Neugebauer et al. 1993; Suzuki et al.
2001; Tseng 1998). En cambio la aplicacion de antagonistas NMDA, después de
haberse establecido el proceso hiperalgésico, tiene poco efecto en la disminucién
de la hiperalgesia y las dosis que lo revierten solo son eficaces en periodos cortos
o producen efectos secundarios adversos importantes, (Bennett et al. 2000;
Eisenberg et al. 1995; Herrero et al. 1994; Khandwala et al. 1997; Kristensen et al.
1992; Lutfy et al. 1997; Nikolajsen et al. 2000; Nikolajsen et al. 1996; Ren et al.
1992; Takahashi et al. 1996).
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La segunda caracteristica esta dada por la accién dopaminérgica a nivel
central. Se ha reportado que la administracibn de amantadina induce un
incremento en la liberacién de dopamina (DA) (Brown and Redfern 1976; Quack et
al. 1995; Stromberg et al. 1970). Takahasi y cols. (Takahashi et al. 1996)
reportaron que la administracién de dosis Unicas de amantadina (100 mg/kg ip.)
incrementa la liberaciéon de DA en el nlcleo estriado, un 40% a la hora de la
inyeccion. Asi mismo, se ha reportado que este farmaco es un agonista DA
(Karobath 1974; Vernier et al. 1969) e inhibidor de su recaptura (Fletcher and
Redfern 1970; Heikkila and Cohen 1972).

Con estos resultados proponemos que los efectos dopaminérgicos de la
amantadina en la nocicepcién ténica o crénica se ejercen a través del sistema
mesolimbico dopaminérgico, ya que la activacién de este sistema incrementa la
liberaciéon de DA y disminuye la nocicepcion (Saadé et al. 1997).

Es importante mencionar que la dosis Unica de amantadina (200mg iv) ha
resultado ser altamente eficaz en la reducciéon de dolor neuropatico por cicatriz
quirargica (Pud et al. 1998) y de dolor crénico no por deaferentacion neural
(Eisenberg and Pud 1998) por periodos mucho mayores a la vida media del
farmaco y con minimos efectos secundarios. Hasta el momento no existe reporte
de algin ofro antagonista NMDA con efectos similares. Nuestros resultados
muestran que la amantadina es eficaz en la reduccion de la nocicepcion por
deaferentacion, por lo cual sugerimos que pueda ser una alternativa terapéutica en
el tratamiento y la prevencion del dolor por deaferentacion como el miembro
fantasma doloroso.
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Thermal nociceptive stimulus prior to denervation increases the intensity of autotomy behavior. However, experi-
mental evidence provided by formalin infiltration as a chemonociceptive stimulus previous to denervation shows
contradictory results in autotomy behavior. Based on this framework, we explored the effect of a peripheral
nociceptive inflammatory process [carrageenan (CAR) 250 ul at 1%, intraplantar] induced 30 min (CAR 30) or
24 h (CAR 24) before denervation, on the development of autotomy behavior. Male adult Wistar rats were used.
The control group (CON) was only denervated. The results showed a significant enhancement of autotomy
score in the CAR 30 group and a decreased autotomy score in the CAR 24 group when compared with the
CON group. These results show that the time span between a noxious stimulation and denervation is an impor-

tant factor in determining the intensity of autotomy.

Autotomy Denervation Inflammation

Nociception

Carrageenan Rat

Introduction

It has been reporied that sensory nociceptive activity pre-

vious to peripheral deafferentation conditions somatosen-

sory states, particularly painful ones. Clinical evidence
shows that the referred pain after amputation (phantom
limb pain) exhibits topological and sensory characteristics
similar to the pain expenienced previous to amputation. The
timing, localization, and type of pain previous to amputa-
tion seem to play an imponant role in the development of
phantom limb pain (9,12).

The term “anesthesia dolorosa” (18) has been related to
an unpleasant perceptual state named disesthaesia (11). An-
esthesia dolorosa can be produced by a peripheral neural
denervation. which tnggers autotomy behavior in animals.
This procedure is considered as an ammal model of phan-
tom himb pain (18). Several explanations have been pro-
posed for the development of autotomy behavior. such as
the presence of spontaneous activity and a peripheral neu-
ronal hyperactivity state produced by neurectomy (4,18)
This abnormal activity has also been related with the reor-

Tlalpan, México DF.. CP 14370 Fax =635 99 80. E-mail: pellicer®

ganization of neurectomized axons and the creation of neu-
roma (5). Autotomy behavior can be observed in men with
central or peripheral neuropathic pain (12.15), although it
has also been reported without pain in humans (17).

Experimental evidence (6) has shown that the application
of a thermonociceptive stimulus 30 min prior to denerva-
tion increases the intensity of autotomny. It also has been
reported that infiltration of formalin, as a chemonociceptive
stimuli prior to denervation. shortens the onset of autotomy
behavior (7). By contrast. Abad et al. (1) found that forma-
lin infiltration. as a nociceptive event (60 min. 1. 3. 7. and
14 days prior to denervanion). diminishes autotomy behav-
ior. With this framework we were interested in exploring
the role played by the time span between a chemonocicep-
tive stimulus and denervation in relation to autotomy be-
havior. With this aim. 2 pamnful stimulus was applied either
24 h or 30 min prior to denervation.

Methods

For this study we used @ model of neuronal hyperexcitability
(2) consisting of the intrapiantar infiltration of carrageenan (CAR)

Address correspondence and reprimt requests to Francisco Pellicer. Instiuto Mexicano de Psiquiatnia. Camine 2 Nechimilco 101 San Lorsnso Huipulco,

edu.my
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the infiltrated limb.

The expeniment was camied out in accordance to Lhe regula-
tions of the Ethics Commitiee of the International Association for
the Study of Pain (1ASP) (19). and was approved by the Project’s
Commission at the Insttuto Mexicano de Psiquiatria.

The experiments were carmed out in male Wistar rats. weighing
250-300 g. The ammals were housed in individual cages. under
normal light-dark cycles 12/12 h, with water and food ad libitum.
The inflammatory process was induced by subcutaneous infiltra-
tion of the sole of the right hindpaw with CAR lambda (250 pl,
at 1% in saline solution) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

Under pentobarbital anesthesia (60 mg/kg. IP) the sciatic nerve
was exposed and ransected; the proximal end of the nerve was
ligated with 3-0 silk, and a 5-mm portion of the distal nerve was
removed (o prevent reinnervation. The groups were: control
(CON) (n = 20), only denervated; CAR 30 (n=12). in which an
inflammatory process was induced 30 min prior to denervation;
and CAR 24 (n = 10), in which an inflammatory process was in-
duced 24 h prior 1o denervation. Daily autotomy scores were com-
puted for 50 days. using a scale devised by Wall et al. (18). We
also recorded the autotomy onset time and the number of animals
that presented autotomy behavior by group (incidence). On day

prior 1o ipsilateral denervation of

LOPEZ-AVILA ET AL.

50. animals were sacrificed by an overdose of pentobarbiial anes-
thesia and denervation was verified.

In order 10 analyze the autotomy score berween groups we used
MANOVA. Differences between treatments per day were estab-
lished by a Student’s :-test (p < 0.03). Differences in the onset of
autotomy between groups were established by a Fisher's exact
probability test (p < 0.05).

Results

Our results showed a significant enhancement of autot-
omy score in the CAR 30 group and a decrease in autotomy
score in the CAR 24 group when compared with the CON
group (Fig. 1). On day 50, the maximum score for each
group was: CAR 30, 7.17; CAR 24, 1.60; and CON, 4.05.
Significant differences in incidence were found between
CAR 30 and CAR 24 (Table 1).

Discussion
Clinical evidence has shown that the nociceptive state

prior to denervation influences the genesis of phantom limb
pain (3,8,9,14). It has also been demonstrated that thermo-

AUTOTOMY TIME COURSE
X
y -0-CAR 30 *
74 ~0-CAR24 Voo veto  alst
—&-CON 00000 Y
P -]
T
| Lt
' SoOBSBEBEZRER2333%
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Figure 1. The temporal course of autotomy during SO davs. Control group (CON). only denervated: CAR
30 group, denervated 30 min after the infiliravon with CAR: and CAR 24 denervated 24 h afier the 1afilira-

blish the diff

es of

uon of CAR. We used 3 MANOVA

y score between groups. There

were significam differences between groups per day. established by a Student’s i-test (p < 0.05) (honzontal
barsi The different compansons are indicated by symbols: CON vs, CAR 30 (=), CON vs. CAR 24 (")

and CAR 30 vs. CAR 24 (X)
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Table 1
Auiotomy Behavior
Autotomy
Onset Score at

Group Incidence Day + SEM Day 50
CON 13720 (65%) 6.71£1.73 4,05
CAR 24 5/10 (50%) 96 +248 1.60
CAR 30 1/12(91%) 98 x2.22 717

The incidence was calculated for each group as the percent-
age of the number of animals that displayed the autolomy
behavior, divided by the number of Is that did not show
it. A Fisher's exact probability test was used 1o determine the
statistical differences on incidence between groups. The on-
set was calculated as the mean day. for each group, in which
the initiated. A score was camed out using
a scale devised by Wall ex al. (18).

nociceptive (6), chemonociceptive (7), and peripheral elec-
trical nociceptive stimuli (16), applied 30 min prior o
denervation, increase autotomy behavior, Recent experi-
mental data, together with the results reported in this work,
show that chemonociceptive stimuli applied 24 h prior 10
denervation diminish autotomy behavior. Abad et al. (1)
have reported that the infiltration of formalin 24 h and 3,
7. and 14 days before denervation diminishes autotomy;
nevertheless, in the same study animals injected 30 and 60
min prior to denervation did not show autotomy score
changes compared to the control group.

In the present work we observed that the intensity of
autotomy behavior is determined by the time span that
elapses between nociceptive stimulation and denervation.
Injection of CAR 30 min prior to denervation causes a Sig-
nificant increase in autotomy behavior. By contrast, the in-
jection of CAR 24 h prior to denervation causes a signifi-
cant decrease in autotomy.

The results suggest that different mechanisms underlie
the somatosensorial algesic processes observed. These
mechanisms depend on the time span elapsing between ap-
plication of the painful simulation and neurectomy. Thus,
for the case of a “short period™ (30 min), we propose that
an additive somatosensorial algesic phenomenon enhances
the autotomy behavior. This supports the “pain memory”
theory established by Katz and Melzack (9). which pro-
poses that pain states before denervation will condition the
pain states after denervation. On the other hand, the results
obtained when the painful sumulation was applied 24 h
before denervation suggest the activauon of an inhibitory
phenomenon such as the one proposed by Le Bars et al.
(101, n which a nociceptive stimulus is capable of dimin-
ishing another painful sumulus by the activauon of the dif-
luse noxious inhibitory control (DNIC).

Further expenments should be done in order to clanfy
the relanonship between carrageenan infiltration prior to
denervation and the DNIC phenomena.
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Abstract

The research of chronic nociception using whole animals is an approach plagued with methodological drawbacks within the ethical realm,
as well as difficulties in the analysis and interp of time dependent results. On this work, we propose an experimental mode] that
displays tonic nociception measured as a quantifiable self-injury behaviour (SIB) produced by the inflammation of soft tissue located in the
paw of the rat elicited by carrageenan 1% (CAR) infilration. We established five categories or levels for the analysis of the self-injury
behaviour reflecting the intensity of rat nociception triggered by CAR infiltration. In addition, we determine that this model does not induce
inescapable pain by noticing no significant differences when measuring weight gain and sexual behaviour. We propose this nociception

model as physiologically and ethically appropnate for the study of long-lasting nociception.

© 2004 Elsevier B.V. All nghts reserved.
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1. Type of research

Experimental research in chronic nociception using
whole animals is an approach plagued with methodological
drawbacks within the ethical realm, as well as difficulties in
the analysis and interpretation of time dependent results
[1.14.24]. In relation to this matter. we believe that an
experimental model for the study of chronic nociception
must comply with the following criteria:

{a) The experimental model must be reasonably similar to
the human phenomenon.

(b} The model should provide the intrinsic mechanisms to
gain some nsight in the phenomenon under study.

(¢) The experiments must fulfil the norms and ethical
standard criteria established for pain research 23]
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In this sense, numerous models of peripheral neuropathy
have been created in rat that achieve this aim either by
neurocompression at different nerve levels [2,13,17] or
denervation [23]. These models produce chronic nociception
manifested as spontaneous pain, allodinya, hyperalgesia and
in the case of the denervation model. quantifiable autotomy
behaviour towards the limb associated to the neuropathy.
These procedures have made the study of the putative role of
brain structures possible [22], as well as that of peripheral
and central mechanisms of the nervous system involved
in the development of chronic nociception.

The experimental model that we propose displays a
quantifiable self-injury behaviour (SIB) produced by the
inflammation of soft tissue located in the paw of the rat
elicited by carrageenan infiltration and presents an ad
integrum behavioural recovery response. [15.19.21].

Self-injury behaviour is a spontaneous animal behaviour
response triggered by noxious stimuli that may be mani-
fested through excessive grooming, liking, biting or partial
or total amputation of the affected limb (autotomy) [14].
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Despite the fact that SIB has been questioned in terms of its
correlation to the nociceptive stimulus intensity [12,14,20],
several authors have cleared the fact that in a variety of
experiments the increase of the nociceptive process causes a
SIB increase and vice versa. [5,18,19,21].

This protocol is appropriate for investigating the follow-
ing aspects:

(a) Nociceptive behaviour assessed by SIB, taking into
account its intensity, incidence, and onset.

(b) Evaluation of the involved sites and anatomic pathways
related to SIB by means of the following approaches:
lesion, stimulation and electrophysiological recording of
the nervous system (NS).

(c) Assessment of neurotransmitters and pharmacological
agents related to SIB administered either systemically or
locally.

With the purpose of evaluating a series of parameters
indicative of the well being of the animal during the chronic
nociceptive process, growth and weight curves were taken
into consideration by the daily recording of body weight. In
addition, the performance of sexual behaviour was assessed
since on the one side, it is a motivated behaviour and on the
other implies the display of stereotyped motor responses
involving motor co-ordination, both characteristics sensitive
to detrimental physiological conditions [16]).

2. Time required

The time required from the induction of the inflammatory
process, followed by SIB evolution to the resolution of the
inflammation is about 10 days. The experimental model is
intended to explore SIB development, as well as the
inflammatory process, so that the experimental interventions
could increase or diminish the total procedure time.

3. Materials

* 0.9% saline solution

* Carrageenan Lambda (Sigma. St. Louis. MO, USA)

* 1 ml svringe and 27G x 12 mm needle (Henke Sass
Wolf. Germany)

* 10 cm of cotton thread

* Standard ruler with mm accuracy

* Individual rat acrvlic cages

* Protocol sheet

3.1 Animals

Adult male Wistar rats (250-350 g) were used. Rats
were raised. housed and maintained at the National Insti-
tute of Psvehitry Ramon de la Fuente (INPRF). During
the obsenvaton period they were kept in transparent

acrylic individual cages under laboratory conditions with
a 1212 h light—dark cycle and with free access to food
and water.

Experiments were conducted in agreement with the
ethics committee regulations of the International Associa-
tion for the Study of Pain and with the approval of INPRF
Project Commission [25].

We consider that the minimum number of subjects per
group liable to an adequate statistical analysis is between 10
and 15 animals.

Rats were maintained in individual cages in order to
avoid aggressions among them and also to insure that the
lesions present in the inflamed paw were self-inflicted and
not due to social interactions.

4. Procedure
4.1. Carrageenan solution preparation

Heat up 0.9% saline solution to 35 °C and maintain this
temperature. Pour carrageenan (CAR) in a 1:100 proportion
(1% CAR solution) and stir until homogenised. Keep
carrageenan solution in a sterile bottle.

4.2. Inflammatory procedure

Immobilise gently the rat. Measure the plantar perimeter
of the hind paw at metatarsal level with a cotton thread to the
nearest millimetre [10] (Fig. 1). Infiltrate by inserting the
needle in the proximal portion of the paw in order to deliver
the carrageenan solution into the paw. Immediately after
injection measure the plantar perimeter again. All data should
be recorded on the protocol sheet.

4.3. Inflammatory evolution

Three different volumes (50, 100, and 250 pl, n=15 each
group) of the CAR solution as well as vehicle (250 pl 0.9%
saline solution, n=15) were tested in order to determine the
degree of inflammation. SIB development was also recorded
for each of them.

Plantar perimeter was daily measured, at the same hour,
with the purpose of evaluating inflammation evolution.

4.4. SIB evaluation

Our group established five categories or levels for the
analysis of the self-injury behaviour reflecting the intensity
of rat nociception triggered by CAR infiltration. The levels
were established based on the extension and mulnplicity of
lesions that the rat inflicts upon its own swollen paw as
tollows: grade 0, without lesion: grade 1. one lesion of less
than 3 mm long in the major longitudinal axis: grade 2, mul-
tiple lesions less than 3 mm long in the major longitudinal
axis; grade 3. one lesion larger than 3 mm long in the major
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Fig. 1. Measure of the Plantar Perimeter. (A) Shows the procedure to
measure the plantar perimeter. Thread is used 10 surmound the methatarsal
region and its length 1s measured in millimetres. (B) Shows the plantar view
of the procedure.

longitudinal axis, with or without multiple lesions of less
than 3 mm long; and finally, grade 4, multiple lesions larger
than 3 mm long in the major longitudinal axis (110, ).

SIB must be recorded daily to establish onset, grade and
progression of the lesions.

SIB onset is defined as the mean day per group when
SIB behaviour is initiated, regardless of its degree. If the
animal does not present SIB behaviour, then the last day
of the experimental recording is considered as the onset
day.

It is important to have a record sheet with a schematic
drawing of both sides of the rat paw to keep a daily register
of the lesions in order to avoid confusion of a new lesion
with a pre-existent one.

Incidence is calculated as the number of rats that show
the behaviour in relation to the total number of animals for
each group.

4.5. Weight evolution

Weight is registered daily, at the same time of the day
during 14 days, for all the animals within a group. This

record is initiated 4 days previous to the intraplantar
infiltration of either CAR or vehicle. The first weight
recorded was measured prior to the infiltration day. In order
to plot the increment (percentage) of the weight gain per
group, 0% is assigned to the weight recorded on the day of
the experiment.

Grade 0.

Grade 1.

Grade 2.

Grade 3.

Grade 4.

Fig. 2. Self-injury behaviour grades. This figure depicts the seli-injury
behaviour induced by intrapl infil of CAR 1% 250 pl. Grade 0.
without lesion; grade 1. one lesion of less than 3 mm long in the major
longitudinal axis; grade 2. multiple lesions less than 3 mm long in the major
longitudinal axis; grade 3. one lesion larger than 3 mm long in the major
longitudinal axis. with or without multiple lesions of less than 3 mm long:
and finally, grade 4. multiple lesions larger than 3 mm long in the major
longiudinal axis.
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4.6. Sexual behaviour

To evaluate the sexual behaviour of animals subjected to
an inflammatory process due to carrageenan, as previously
described, two groups were tested. The experimental group
was infiltrated with 250 pul CAR 24 h before the assessment
of sexual behaviour performance (n=6). The control group
followed the same protocol with the difference that the
infiltration consisted of vehicle (n=7). All rats received
three sexual behaviour tests, and the sexually active males
(those showing ejaculation latencies shorter than 15 min in
the last of these tests) were selected for the study. Receptive
female rats were used as stimulus. Receptivity was induced
in intact females by the sequential subcutaneous adminis-
tration of oestradiol valerianate (4 pg/rat, Schering, Berlin,
Germany) followed 44 h later by progesterone (2 mg/rat, 4-
pregnane-3, 20-dione, Sigma). These drugs were dissolved
in sesame oil for subcutaneous administration.

Sexual behaviour tests were conducted in a room under a
dim red light, 3 h after the onset of darkness and 4 h after
progesterone injection to the females. Male rats were
introduced into a cylindrical observation cage (1 male per
cage) and a 5-min adaptation period was allowed before the
introduction of a single receptive female rat. Thereafter,
sexual behaviour was recorded. The following parameters
were registered: (a) intromission latency, time taken from
the introduction of the female into the observation cage to
the first intromission (mount with vaginal penetration); (b)
number of mounts (mount with pelvic thrusting); (c) number
of intromissions; (d) ejaculation latency, time from the first
intromission of a series to ejaculation; (e) post-ejaculatory
interval, time from ejaculation to the first intromission of the
next series; (f) number of ejaculations; and (g) percentage of
rats achieving mount, intromission, and ejaculation and
resuming copulation after ejaculation.

4.7. Statistical analyses

SIB index, inflammation and weight during the expen-
mental period were analysed by a repeated measures
ANOVA (treatments being the between subjects effect and
days of treatment the within subjects effect). Differences
between treatments per day were assessed by means of a post
hoc Tukey test. Inflammation data were transformed. after
the statistical analvsis. into the percentage plantar penimeter
ncrement induced by the CAR mjection. SIB onset data
were analysed by means of a one-way ANOVA, treatment
being the independent variable and day of SIB onset per
animal within treatment the independent one. A post hoc
Tukey test was used to contrast mean day of SIB onset
between treatments, Differences in the number of subjects
showing SIB per treatment (incidence) were assessed by
means of the Fisher exact probability test. The significance
for all statistical analvses was established at p <0.05.

Sexual behaviour parameters were statistically compared
between vehicle and experimental groups by means of a

Mann-Whitney U-test. The proportion of rats showing the
different sexual behaviour components (mounts, intromis-
sion, ejaculation, resumed copulation) was cc d by the

Fisher exact probability test.

5. Results
5.1.SIB

Our results showed that increasing doses of CAR in-
duced dose-dependent inflammatory processes that correlat-
ed with SIB degrees. We found a dose dependent significant
difference in SIB degree between groups (ANOVA F 19.97,
df 3, p<0.000). The CAR 250 group presented the highest
SIB degree (2.5 +0.42) followed by CAR 100 group
(1.6 £ 0.42). SIB was not present in either the CAR 50 or
control groups.

Significant differences were found when comparing
groups CAR 250 and CAR 100 vs. CAR 50 and controls
(p<0.001, Tukey test) (see Fig. 3).

5.2. Inflammation

The inflammatory process showed dose dependent sig-
nificant differences among all groups (ANOVA F 121.42, df
3, p<0.000, Tukey p<0.003). The inflammation peak was
produced 24 h after CAR injection (Fig. 4). The inflamma-
tory process was resolved in an 8 to 14 day interval
depending on the injected volume.

5.3. SIB onset

Onset of SIB behaviour exhibited significant differences
among groups. Groups CAR 100 and CAR 250 showed 2.8
days as the mean time for the behaviour onset. Meanwhile,
groups CAR 50 and control displayed no SIB behaviour
during the time-period analysed (ANOVA F 32.58, df 2.
p<0.000).

5.4. SIB incidence

A 100%., 80% and 0% incidence was found in CAR 250,
CAR 100 and CAR 50 groups, respectively. The control
group also presented 0% incidence. Statistically significant
differences were found when groups CAR 250 and CAR
100 were compared with groups CAR 50 and control.
(Fisher p<0.000).

3.5 Weight gain

No significant differences were found in weight gain for
all groups during the experimental process, however. a
diminution in weight gain was evident, depending on the
mfiltration dosage. 24 h after the induction inflammatory
process (e 3)
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Fig. 3. Effect of the injection of three different volumes of

1%. in the self-injury behaviour grade average. The CAR 250 group presented the

highest SIB degree (2.5 + 0.42) followed by CAR 100 group (1.6 = 0.42) (ANOVA 0.000). Groups CAR 50 and control did not show SIB. Significant
differences were found when comparing groups CAR 250 and CAR 100 vs. CAR 50 and control (Tukey <0.001).

5.6. Sexual behaviour

Data obtained for male sexual activity revealed that the
nociceptive procedure did not significantly alter the propor-
tion of male rats that exhibited sexual behaviour. All
animals (100%, n=7) presenting nociceptive inflammatory
processes were able to mount, intromit and all but one
(85.7%, n=6) achieved ejaculation (Fig. 6, % Copulating
Rats). When analysing specific sexual behaviour parame-
ters, statistically significant increases were found in the
number of mounts (p<0.01: Fig. 6, M) and ejaculation

0%

60%

BERIMETER INCREASE
-
o
-

latency (p<0.02); Fig. 6, EL) in animals with nociception
(CAR 250) as compared to control rats (Con). No other
sexual behaviour parameter was affected in animals sub-
jected to the nociceptive procedure.

6. Discussion

This model consisted of the induction of a nociceptive
process by means of the infiltration of an inflammatory agent
(carrageenan) into the soft tissue of the paw. This procedure
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=
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Fig 4. Inflammation temporal course The mflammators process showed a dose dependent sigmifican: difference among all groups (ANOVA 0.0, Tukes

p<0.003) The maxumum nflanmanon peak was produced 24 h afier CAR injecnon
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Fig- 5. Weight evolution. No sigmificant differences were found i weight gam for all groups dunng the experimental process

unchained a reversible inflammation that inggered a self-
injury behaviour characterised by skin lesions quantifiable
with regard to their onset, intensity and duration.

At the present moment there are vanous models for the
study of nociception in animals. They can be classified by
their temporality into acute models. lasting from minutes to
hours such as the ones produced by thermonociception [8].
mechanonociception | 3] and chemonociception [6.9]. In this
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context. the immaplantar injection of CAR. with similar
doses as used in the present article, 15 a model that has
been used. for several vears, to induce mechanic and
thermal hyperalgesia | 1]. Moreover. intraplantar microinjec-
tion of 200 pl of CAR 1% has been used to analyse the
mereased tngger frequency in neurons involved in nocicep-
tive processing. such as those located in the thalamic nucler.
the prefrontal conex and the somatosensory cortex [7.11]
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On the other hand, there are chronic models, which can
be obtained by the ligature [2,4] or severance [23] of
peripheric nerves. The latter procedures originate autotomy
behaviour. Such behaviour is characterised by the partial or
total self-amputation of the denervated extremity, provoked
by biting. The autotomy score, which quantifies the exten-
tion that has been self amputated, is related to the degree of
nociception and may be developed in the course of weeks to
months [1,24].

Not only does the here introduced model allow the
observation of the development of nociception under a
window that has a temporality located in the middle of the
above mentioned models, but also it presents additional
advantages such as the fact that the induction of the process
does not require surgery, that is, it is less invasive and
consequently soft tissues suffer less damage. Besides, the
inflammatory process may be induced gradually and in a
dose-dependent manner. Given the temporality for the es-
tablishment of the inflammation and SIB, the model allows
pharmacological intervention or prophylactic and therapeu-
tic procedures, which may vary in their temporal scheme.

7. Bioethical considerations

It is relevant to emphasise that the model did not confer
animals an inescapable pain condition meaning that this
condition was not fatal per se or produced significant
alterations in vital spheres such as reproductive, feeding or
motor behaviours or important impairments related to sleep
and wakefulness. To this respect, our model allowed the
assessment of the sexual behaviour of those animals sub-
jected to a high carrageenan dose (250 pl). We observed on
the one side that all subjects were able to copulate and on
the other that only two specific parameters indicative of the
ability to copulate were affected, i.e., sexual performance
was altered in the animals that underwent the nociceptive
procedure. However, those parameters reflecting sexual
motivation were not altered by the procedure.

Altogether, the data suggest that the nociceptive proce-
dure did not induce an important behavioural despair and.
therefore, did not interfere with the ability of the animals to
interact with the environment. Moreover, CAR 250 animals
were still able to experience sexual drive and execute copu-
lation, although with a small deficit evidenced by the greater
number of mounts and the longer time required to achieve
the ejaculatory threshold. One other assessed parameter was
the weight gain previous to (4 days) and during (10 days) the
inflammatory process. as well as during the development of
the self-injury behaviour. During this whole period. it was
found that even though the differences were not statistically
significant among the groups. a diminution in weight gain
was evident depending on the infiltration dosage.

With these results in mind. we propose this nociceptive
model as physiologically and ethically appropriate for the
study of medium term nociception.

Acknowledgements

This research was partially supported by CONACyT FP-
28696M; IMP 3230; Scholarship CONACyT-DGEP
UNAM for ALA. We thank J. Manuel Ortega-Legaspi for
valuable suggestions and support.

References

[1] D. Albe-Fessard, M.A. Giamberardino. O. Rampin, Comparison of
different animal models of chronic pain. in: R. Press (Ed.). Advances
in Pain Research and Therapy. vol. 13, S. Lipton et al.. New York.
1990, pp. 11-27.

[2] G.J. Bennen. Y.-K. Xie. A peripheral mononeuropathy in rat that

d disorders of pain like those seen in man. Pain

33 (1988) B7- 107
[3] K.J. Burchiel, Effects of electrical and mechanical sumulation on two
foci of spontaneous activity which develop in primary afferent neu-
rons after penipheral axotomy. Pamn I8 (1984) 249- 265

[4] IM. Chung, JW. Leem. S.H. Kim. Somatic afferem fibers which
continuously discharge after being isolated from their receptors. Brain
Research 599 (1992) 29- 33,

[5] T.J. Coderre. R. Melzack. Procedures which increase acute pain

sensitivity also i y. Exp ntal N logy 92

(1986) 713-722.

F.C. Colpaert. T. Meert, P. De-Witte, P. Schmitt. Further evidence

validating adjuvant anhritis as an experimental model of chronic pain

in the rat, Life Sciences 31 (1982) 67-75.

[7] M. Condes-Lara. R M. Sanchez-Moreno. |. Omana-Zapaw. Cortical

facilitatory action on centralis lateralis thalamic activity during the

F of geenin-produced infl . Archives of

Medical Research 27 (1996) 265-273.

S.L. Cruz. N. Paez-Mantinez, F. Pellicer. L.A. Salazar, C. Lopez-

Rubalcava. Toluene increases acute thermonociception i mice,

Behavioural Brain Research 120 (2001) 213-220.

ML Diaz-Reval, R. Ventura-Maninez, G.P. Hernandez-Delgadillo.

AM. Dominguez-Ramirez, F.1. Lopez-Munoz. Effect of caffeine on

antinocicepnve action of ketoprofen in rats. Archives of Medical

Research 32 (2001) 13-20.

[10] D. Fletcher. V. Kayser. G. Guilbaud. Influence of uming of adminis-
tration on the analgesic effect of bupivacaine infiltration in carmageen-
i d rats. A hesiology 84 (1996) 1129- 1137,

[11] G. Guilbaud, J.M. Benoist, M. Condes-Lara. M. Gautron. Further
evidence for the involvement of Smi conical neurons in nociception:
their responsiveness al 24 hr after carrageenin-induced hyperalg
infl ion in the rat. S v and Motor Research 10
(1993) 229-244

[12] T Kauppila. Correlanon between autotomy-behay ior and current the-
ones of neuropathic pain, Neuroscience and Biobehavioral Reviews
2301095 111 129

[6

sl
deve

%

19

(13] SH. Kim. JM Chung, An experimental model for penpheral neu-
ropathy produced by sepmental spinal nerve hganon in the an Pain
S0 (1992) 3535 363

[14] M. Lesin, Dysesthesias and self-muwtilation in humans and subhu-
mans: a revien of clinical and experimental studies, Brun Research
IST (1985) 247290

[13] F Pellicer. A, Lopes-Avila, E Torres-Lopez. Flectne stumulation of
the ¢ingulum bundle precipitates onset of autoromy induced by -
Nammanon i e, Furopean Journal of Pain 3 (1999) 28793

[la] DW Paff Dove, Newrobiological and Molecular Mechan:i<ms of

Sexual Monvation. MIT Press. Cambndge. MAL 1999, 312 pp

7. Sehtzer. R Dubner, Y Shir. A novel behay ioral model of neuno

pathie pain disorders produced in rars by partial scaatic nene injun

Pam 43 (1990) 205218



44

[18] Z. Seltzer. B.Z. Beilin, R. Ginzburg, Y. Paran. T. Shimko. The role of

9]

[20]

(21

A. Lopez-Avila et al. / Brain Research Prowocols 13 (2004) 37-44

injury discharge in the induction of pathi

Pain 46 (1991) 327-336.

F. Sotres-Bayon. E. Torres-Lopez, A. Lopez-Avila, R. del-Angel. F.

Pellicer, Lesion and electrical stimulation of the ventral regmental area

modify persistent nociceptive behavior in the rat, Brain Research 898

(2001) 342-349.

W.H. Sweet, Animal models of chronic pain: their possible validation

from human experi with ior rhi and ital an-

algesia, Pain 10 (1981) 275-295.

E. Torres-Lopez, R del-Angel, F. Pellicer, Stimulation of the thalamic
dial and mediodorsal nuclei stimulati h the self-

injury behaviour induced by an inflammatory process in the rat. An-

algesia 5 (2000) 67-73.

pain behavior in rats,

122]

[23)

[24]

251

Al Vaccarino, R. Melzack. The role of the cingulum bundle in self-
ilation following peripheral y in the L Experimental

Neurology 111 (1991) 131134,

P. Wall, M. Devor. R. Inbal. J. Scadding. D. Schonfeld. Z. Seltzer. M.

Tol ez, A followi h

y 2 p I nerve lesions: expen-
mental anaesthesia dolorsa. Pain 7 (1979) 103-111.

R. Zehser. Z. Selizer. A practical guide for the use of animal models
in the study of neuropathic pain. in: U. Lindblom (Ed ), Touch. Tem-
perature, and Pain in Health and Disease: Mechanisms and Assess.
ments, vol. 3. IASP Press. Seanle. 1994, pp. 295- 338,
M. Z Ethical guidelines for i igations of
tal pain in conscious animals, Pan 16 (1983) 109-110.




1

Pain 111 (2004) 136-143

www elsevier.com/locate /pain

Dopamine and NMDA systems modulate long-term nociception
in the rat anterior cingulate cortex

Alberto Lopez-Avila, Ulises Coffeen, J. Manuel Orlega-Legaspl,
Rosendo del Angel Francisco Pellicer®

Laboratorio de Neurofisiologia Integrativa, Subdireccion de I igaci en N Institute Nacional de Psig
Ramdn de la Fuente, Camino a Xochimilco, 101 San Lorenzo Huipuico Tlalpan, Méxzico DF cp 14370, Mexico

Received 13 January 2004; received in revised form 21 May 2004; accepted 7 June 2004

Abstract

The anterior cingulate contex (ACC) 9lays a key role in pam plwcsung, Il has been reported that increased activity of glutamatergic
projections into the ACC intensifies p EiC Proj inhibit it. The aim of this study was to evaluate the role
of dopaminergic and NMDA sy of the ACC in the modnlllmn of long-term nociception elicited by sciatic denervation in the rat. Score,
onset and incidence of long-term nocicep were i by the y behavior. The effects of a single microinjection into the ACC
of different doses of dopamine (100 oM, 100 pM and 100 mM), a NMDA receptor antagonist (MK801 200 nM and 9.34 mM) and
amantadine, a dopamine agonist and NMDA receptor antagonist (10, 100 and 1000 M) were tested on long-term nociception. Dopamine
diminished autotomy behavior in an inverse dose-dependent manner, with dopamine 100 oM as most effective concentration. MK801 and
amantadine elicited a significant reduction on autotomry scare. Prior injections of D1 and D2 mctpurmgomm blnchsd the anunm:lcepm‘e

effects of amantadine on long-term nociceptive behavior. The present study suggests an i

ic and g gic

systems within the ACC in the gencsis and maintenance of long-term nociception.
© 2004 International Association for the Study of Pain. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Nociception: Anterior cingulaie cortex; A fipe; Dy

Mk 801; A

y: Pain; Rat

1. Introduction

A number of animal studies have shown that the anterior
cingulate cortex (ACC) plays a relevant role in the
processing of affective and cognitive aspects of nociception
(Abbatt and Melzack, 1978; Devinsky et al., 1995; Johansen
et al., 2001). Moreover. it has been reported that the ablation
of the ACC or the interruption of the cingulum bundle
relieves the unpleasant painful sensation in patients with
intractable pain (Foltz and White. 1962; Hassenbusch et al.,
1994); Hurt and Ballantine. 1974). More recently, functional
imaging technigues have shown that modifications of the
activity of the ACC are related with the affective-emotional
component of pain (Ploghaus et al., 2003; Rainville et al.,
1997). Functional magnetic resonance imaging in rats,
showed that the ACC is activated by nociceptive electrical

* Corresponding author. Tel. +52.56.55.28.11x250; fax: +52.56-55-
99.80.

E-mail address: pelliceri®imp.edumax (F, Pellicer).

or chemical stimuli in an analogous way to humans (Chang
and Shyu, 2001; Tuor et al., 2000).

ACC activity is also depend on dopaminergic
modulation via the ventral tegmental area (VTA) (Fuster,
1997, Oades and Halliday, 1987; Sotres-Bayon et al.. 2001).
Indeed, the electrical stimulation of the VTA inhibits the
ACC neurons that respond to noxious stimuli (Mantz et al..
1988, 1989, Pirot et al.. 1996). Accordingly. our group
demonstrated thal nociceplive reactions in the rat are either

h i by lesions or inhibited by the electrical stimu-
lation of the VTA (Sotres-Bayon et al., 2001 ). These data
suggesl that long-term nociceplion processing in the ACC
could be modulated by at least two systems, an excilatory
one activated through NMDA receplors; and an inhibitory
one activated by the dopaminergic system.

The aim of this work was o investigate the role that
dopaminergic and gl gic systems might play within
the ACC in the onset and evolution of chronic nociception
Sciatic neurectomy was employed as a trigger for neuro-
pathic pain expressed as autotomy behavior (AB) in the rat

0304-3959/520 060 £ 2004 Intemational Association for the Study of Pain. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

doi: 10,1016/ pain 2004 06 010
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{Wall et al., 1979). The nociceptive process was increased
by a painful stimulation applied prior to denervation in order
to enhance the AB (Coderre and Melzack, 1986; Lopez-A-
vila et al., 1999).

ACC microinjections of dopamine, a NMDA receptor
antagonist and amantadine, a NMDA receptor antagonist
(Komhuber et al., 1991, 1995) with dopaminergic releasing
properties (Gordon et al., 1996; Stone, 1976; Takahashi
et al., 1996; Toide, 1990) were tested on long-term, AB.

2. Material and methods

The experiments were conducted in agreement with
the ethics committee regulations of the Intemational
Association for the Study of Pain (Zimmermann, 1983)
and with the project’s commission approval of the Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramdn de la Fuente (INPRF).

Male Wistar rats (250-350 g) were raised, housed and
maintained in the INPRF. During the observation period the
animals were maintained in transparent acrylic individual
cages with light-dark cycles of 12X 12h, and with
ad libitum feeding and hydration.

2.1. Experimental design

For all surgical and nociceptive procedures, the rats were
anaesthetized with halothane 2% mixed with 98% O,. The
nociceptive process was inducted 30 min prior to sciatic
denervation. Either the drugs or the vehicle were micro-
injected into the ACC immediately after denervation, except
for amantadine pre-denervation group (vide infra). AB was
evaluated throughout 25 days.

2.2. Nociceptive process induction

The nociceptive process was inducted by immersing the
rat’s right hind paw in hot water at 55 °C during 20 s, 30 min
prior to denervation (Coderre and Melzack, 1986).

2.3. Denervation

The right sciatic nerve was exposed. The nerve was cut
and ligated with silk 3-0 suture. Five millimeters of the
distal end were removed in order 1o avoid reinervation.
Skin was closed with silk 3-0 suture.

2.4. Microinjection

A unilateral cannula (28 gauge, Small Parts, USA) was
stereotaxically positioned into the left ACC. The cannula tip
was placed 2 mm underneath the meningeal tissue (A, | mm
from Bregma: L. — 0.6 mm from mid line). The cannula was
connected by polyethylene tubing (PE-10, 20 cm length) to
a [0 ul syringe (Hamilton, Reno, NV). Either the drug or
the vehicle were microinjected by means of a syringe pump

at a rate of 0.5 pl/min (Harvard Apparatus, MA, USA),
during 4 min. These microinjection parameters have been
reported not to induce any tissular damage (Peterson, 1998).
The cannula was left in place for additional 60 s to reduce
the chance of reflux. The cannula was removed and the skull
skin was closed with silk 3-0 suture.

2.5. Autotomy behavior (AB)

Daily autotomy scores were computed for 25 days, using
a scale devised by Wall et al. (1979). This scale gives a
score of | for the removal of one or more nails; an additional
score of 1 was added for each distal half digit attacked and
further score of 1 was added for each proximal half digit
attacked. If the distal or proximal half of the paw was
attacked an additional score of 1 was added for each one.
We also recorded the AB onset as the mean day, within each
group, in which autotomy initiated. The number of animals
that presented AB per group was measured (incidence).
On day 25, animals were sacrificed by an overdose of
pentobarbital and denervation was verified.

2.6. Sratistical analysis

The following variables were calculated from the raw
data obtained from daily regi of the y scores,
incidence of the behavior (calculated as the number of rats
that showed the behavior in relation to the total number of
animals in that group), the onset of the behavior (calculated
as the mean day of onset of the behavior for every group)
and its maximum score (calculated as the sum of the
autotomy scores for every group considering the autotomy
13 score categorization (Wall et al., 1979). In order 1o
analyze the evolution of autotomy index a repeated
measures ANOVA was nun. Differences between treatmernts
per day were assessed by means of a post hoc Tukey test.
AB onset data were analyzed by means of a one-way
ANOVA. A Student r-test was used as a post hoc to contrast
mean day of AB onset between treatments. Differences in
the percentage of subjects showing AB per treatment
(incidence) were assessed by means of a Fisher exact
probability test. The significance for all statistical analyses
was established at P < 0.05.

2.7. Experimenial groups

Control (7= 10). the nociceptive process and the
denervation were carried out. Vehicle (n= 14). same
procedure as the control, but with a microinjection of 2 pl
saline solution (0.9%) immediately after denervation.

2.7.1. Dopamine groups

Dopa (n= 10 each), same procedure as vehicle, but
dopamine (3-hydroxytyramine hydrochloride, Sigma
Chemicals, St Louis, MO) was microinjected at 100 nM,
100 pM and 100 mM, respectively, for each group.
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2.7.2. NMDA receptor antagonists groups

MEKS801 (n = 10 each), the same procedure as vehicle
was conducted except that the microinjected agent
was MKB801 ((+)-MK-801 hydrogen maleate, Sigma
Chemicals, St Louis, MO) at 200nM and 9.34 mM,
respectively, for each group.

2.7.3. Amantadine groups

Amant post-denervation, the experiment was precisely
the same as with the vehicle group, but with the
microinjection of amantadine (adamantan-l-amine,
Sigma Chemicals, St Lowis, MO) 10 pM (n= 10},
100 uM (n = 10) and 1000 pM (n = 9), respectively, for
each group. Amant pre-denervation (n = 10 each), the
procedure and the doses were the same as in the previously
explained group, but the microinjection into the ACC was
performed immediately after the induction of the nocicep-
tive process (that is 30 min before denervation).
2.74. D1 and D2 gonists prior to tadine group

D1-D2 antagonist + amant 1000 pM (n = 10), the
procedure was the same as the vehicle, but there was a
microinjection of a mixture (I pl) of SCH23390 hydro-
chloride, DI receptor antagonist, 30nM (R-(+)-SCH-
23390 hydrochloride, Sigma Chemicals, St Louis, MO)

12 « Dopa100nM va. Control snd

and spiperone, D2 receptor 2 300 nM (spif
hydrochloride, Sigma Chemicals, St Louis, MO); immedi-
ately after the microinjection of the mentioned mixture 1 pl
of amantadine 2 mM was administered into the ACC in the
same place by the same cannula. The concentration of

dine was doubled due to the fact that the volume
needed to be divided in half in order to allow the
administration of the D1-D2 antagonists diluted in the
1 pl left, therefore, although the amantadine concentration
was doubled, the actual quantity of amantadine was the
same as the maximum dosage used in the previous
experiment.

3. Results
3.1. Depamine groups

The results show that the administration of dopamine,
100 oM and 100 pM (Repeated measures ANOVA
P < 0.05), significantly diminish the autotomy score as
compared to control and vehicle (repeated measures
ANOVA P = 0.00) (Fig. 1). A significant difference was
found from day 6 to 25 when comparing groups dopa
100 nM vs. control and vehicle and group dopa 100 mM

—e— Control i
—— Vehicle
10 —= Dopatoonm

Autotomy Score

T —T J

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Fig. |. Long-term nociceptive respo d through

Days

¥ swore for 25 days. Control group (v = 10) with the induction of a nociceplive process

irat’s right hind paw immersed in water at §5 °C for 20 «) and denervation 30 min afterwards: Vehicle (s = 14). same procedure, but with 2 wl saline solution
after denervation, Dopa tn = 10 each) with the microinjection of 2 ul of dopamine 100 M. 100 pM and 100 mM, respectively. A significant decrease m
awtotomy score in groups dopa 10K nM and 100 pM s observed when compared 1o groups conrrol and vehicle (repeated measures Anova P < 0.05). The
significance between groups per day was established by a Tukey test as a post hoc (£ < 0.05) (horizoatal bars).
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Table |

Ch: of y beh in the diff peri 1 groups

Group Incidence (%)  Onset Maximum
score (day 25)

Coatrol L0110 (100) 36038 109

Vehicle 14714 (100) 33x07 104

Dopa, 100 oM 10/10 (100) 6.6 + 0.9 4

Dopa, 100 oM 10710 (100} 58 %06 1.6

Dopa, 100 mM 10410 (100) 4307 9.6

MEKB801, 200 nM 910 (90) B.3x 20 6.6

MK801, 9.34 mM 10410 (100) 1510 6.7

Amant pre- B/10 (80) 123 % 2.6 43

denervation, 10 pM

Amant pre- B/10 (B0) 10.2 £ 2.5* 54

denervation, 100 pM

Amant pre- 19T 108 + 3.1* 4.11

denervation, 1000 pM

Amant post- 110 ( 100y 68 + 0.8 62

denervation, 10 pM

Amant post- 110 (100} 7519 59

denervation, 100 pM

Amant post- 8710 (80) HA=27 48

denervation, 1000 pM

D1-D2 antagoenist 10710 (100) 5.8 £ 0.66 95

+ amant, 1000 pM

The incidence was calculated for cach group as the percentage of the
number of animals that displayed autotomy behavior, divided by the total
number of animals in the group. The onset was calculated as the mean day,
within each group, in which autotomy initiated. A one-way ANOVA test
was used to d i istically signi di m th of AB
berween groups (Student r-test as post boc sigmificant level, *P < 0.05).
Autolomy score was determined using the scale devised by Wall er al.
{1979).

12 4
-+— Control
— Vehicle

Autotomy Score

139

vs. control and vehicle from day 13 to 25 (post hoc Tukey
test, P < 0.05). By comparing all dopa groups between
them there were also significant differences (nM vs. mM,
nM vs. mM, mM vs. pM, repeated measures ANOVA
P < 0.05). There were no significant differences found in
neither incidence nor AB onset. Group dopa 100 mM did
not show any difference when compared to control and
vehicle (Table 1).

3.2. NMDA receptor antagonists groups

The results show that the administration of MK801
200 nM and 9.34 mM diminish the autotomy score in a
significant way as compared to control and vehicle (repeated
measures ANOVA P <005) (Fig. 2). There was a
significant difference per day when comparing MKE01
200 oM vs. control and vehicle and 9.34 mM vs. control and
vehicle from day 13 to 25 in both comparisons (post hoc
Tukey test, P < (.05). There were no significant differences
when comparing groups MK801 200nM vs. 9.34 mM.
Also, we did not find any differences neither in incidence
nor in onset of AB in any of the groups (Table 1).

3.3. Amantadine groups

Results show that the ad ation of tadine 10,
100 and 1000 pM pre- and post-diminishes the autotomy
score in a significant way as compared to control and
vehicle (Repeated measures ANOVA P < 0.05) (Fig. 3).

* —

ATt

0 +or o —_——r—r—r—r—r—r—7TT

12 34 5 67 89

T

I S e e e e e . A ]

10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Days
Fig. 2. Long-term noviceplive response measured through avtotomy score for 18 days. Control (1 = 10} and vehicle (n = 14). Groups MK 801 micrainjected
with 2l of MK 801 200 aM (v = 9)and 9.34 mM (v = 100 Asi d in y score in both MK 801 groups is observed when compared 1o

control and vehicle irepeated measures Anova P < 0.05). The difference between MKB01 groups vs. control and vehicle per day was established by a Tukey

fesl as a post hoe (P < (L0%) thonizontal bar
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~a— Control *
— Vehicke

=0~ Amant Pre 10 uM
—o— Amant Pre 100 uM
~r— Amant Pre 1000 ub
—&— Amant Post 10 uM
8 1 —— Amant Post 100 uM
—i— Amant Post 1000 u

6 9

Autotomy Score

—TrTr Tttt T —r—r

12 345 67 8 91011 12 131415 1617 18 19 20 21 22 23 24 25
Days

Fig. 3. Long-term nociceptive response measured through autotomy score for 25 days. Control (n = 10) and vehicle (n = 14). Groups amant pre-,
microinjected with 2 ul of amantadine 10 (n = 10), 100 (n = 10) and 1000 pM (n = 9) 30m|n prior 1o denervalion: amant post-. microinjected with 2 ul of

amaniadine 10, 100 and 1000 pM (s = 10 each), immedistely after denervation. A 5 in
when compared to control and vehicle (repeated measures ANOVA P < 0.05) T‘.‘!e diffi b the di

was established by a Tukey test as a post hoe (P < 0.05) (horizontal bar).

There was a significant difference per day when comparing
the amantadine groups (each one of the doses pre- and post-)
vs. control and vehicle from day 13 to 25 (post hoc Tukey
test, P < 0.05). The onset showed a significant difference
between groups (one way ANOVA 0.007). The Student
r-test used as a post hoc showed differences (P < 0.05)
when comparing control and vehicle vs. amant post-
1000 uM and the three pre-amant groups. When comparing
autotomy score between amantadine groups we did not find
any differences, neither did the incidence in any of the
groups (Table 1).

3.4. DI and D2 antagonists prior to dine group

This group showed no differences in neither autotomy
score incidence nor AB onset as compared to control and
vehicle (Table 1: Fig. 4).

4. Discussion

Our results show that NMDA and dopaminergic systems
may modulate long-term nociception in the ACC, measured
through AB.

Previous experimental evidence demonstrates that
electrical stimulation of the cingulum bundle of the rat
self-injury behavior (Pellicer etal.. 1999) and the ablation of
this cortex diminishes it (Saade et al.. 1996). In addition to
its stimulus-induced antinociceptive effects, dopamine may
also tonically inhibit nociception in the mesolimbic/

y score in all groups is
groups vs. control and vehicle per day

mesocortical circuits, because lesion of the dopaminergic
neurons of the VTA results in hyperalgesic responses
and increased AB after deafferentation (Saade et al.. 1997).
In the same line of evidence, our group found that the VTA
electrical stimulation diminishes AB and has, therefore,
proposed that this could be due to an increase of dopamine
release in the ACC (Sotres-Bayon et al., 2001).

The neuropathic pain model induced by denervation
procedure (riggers both a peripheral and central
sensitization states, that have been related to AB in animals
(Wall et al.. 1979). In the present work such sensitization
was increased by a thermonociceptive stimulus applied to
the denervated zone, prior to denervation, in order to
enhance AB (Coderre and Melzack, 1986; Lopez-Avila
et al.. 1999), This model is fairly correlated with clinical
reports in patients showing that a painful focus previous to
amputation elicils a high incidence of phantom limb pain
(Katz and Melzack. 199()).

4.1. Dopamine and the ACC

Qur findings suggest that dopaminergic mesocortical
circuits within the ACC are able to inhibit long-term
nociception related to mesocortical pathways. Such a role is
not limited to the ACC since dopamine is an important
inhibitor of nociception throughout the cerebral corex
(Burkey et al.. 1999),

As far as the dopamine dose is concerned, we found that
microinjections of nanomolar doses of dopamine were the
most effective in diminishing the autotomy score, whereas
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12 4
—e— Control
10 — Vehicle
—+— D1+02 Ant+Amant
§8-
gs.
-
T , ]
2 4
0 rt=yp——r——r—r—r—r—

1 2 3 45 67 8 9 1011 1213 1415 1617 18 19 20 21 22 23 24 25
Days

Fig. 4. Long through y score for 25 days. Control (n = 10) and vehicle (v = 14). Group DI-D2 ant + amant
1000 M (,n = 10}, mth a mml‘ﬂﬂm of; mixrore (1 pl) of SCH233%0 hydrochloride, DI receptor antagonist 30 nM (SCH-23390) and a D2 receplor

tagonist 300 nM

pip distely after the micrvinjection of the

There were no differences found between gmupt

micro and millimolar doses were less effective. This is in
agreement with previous evidence showing that dopamine
release within the ACC and the striatum induced by
chemical noxious stimulation of the rat's hind paw, or
stress induced by an electrical tail shock is in the order of
pico to nanomoles (Abercrombie et al., 1989; Gao et al.,
2001). However, our results show an inverse dose dependent
effect. The micro and millimolar doses are less effective in
antinociception than the nanomolar concentration. Based on
the data obtained in the present work, we are unable to
support the lack of effect on autotomy score when vsing
higher doses of dopamine. Nevertheless, it seems possible
that, as reported by Fuster, the lack of pre-synaptic
dopamine receptors in the mesolimbic sysiem prevenis a
regulation of dopamine action through this mechanism
(Fuster, 1997). Moreover, since extracellular dopamine
increase can reduce post-synaptic receptor expression
(Morelli et al., 1993), the subsequent desensitization
would be sufficient to reduce the effect of dopamine on
ACC neurons.

4.2. NMDA receptor and the ACC

Antinociceptive effects of NMDA receptor antagonists in
the CNS have been shown following several routes of
administration (Carpenter and Dickenson, 1999; Dickenson,
1997; Eide, 2000a.b; Lutfy et al., 1997; Nikolajsen et al.,
1996). Our results showed a significant decrease in
nociception following the microinjection of MK801 within
the ACC at both nanomolar and millimolar concentrations.
Such doses have been shown to elicit antinociceptive effects

mixtare | pl of 2 mM was sdmini d into the ACC.

in other CNS areas (Luger et al., 1995; Nasstrom et al.,
1993). These results suggest the participation of NMDA
receptors in the ACC in the genesis of long-term nocicep-
tion mediated through AB.

4.3. Amantadine and the ACC

Our findings show that a single microinjection of
amantadine into the ACC reduces significantly long-term
nociception measured as AB. The 10 pM dose was chosen
because this concentration has been proven to be effective in
the reatment of Parkinson disease (Kornhuber et al., 1995).
The two remaining doses were increased in case there was a
mayor effect on diminishing AB.

The aim of microinjecting amantadine at two different
times was to investigate whether it has a prophylactic,
therapeutic or both actions. Our results suggest a similar
prophylactic and therapeutic effect of amantadine within a
time lapse of 30 min prior to denervation to immediately
after it. Despite not being a significant difference between
groups, the experiments in which amantadine was adminis-
tered prior to denervation showed a lower autotomy score
than its post-denervation counterparts.

The antinociceptive effects of amantadine into the ACC
could be related to its dual pharmacological properties. The
first one relates to its capability of blocking NMDA

ptors. A ber of studies have shown that NMDA
receptor blockade diminishes central sensitization (Eide,
2000a.b). Moreover, the administration of NMDA
antagonists prior or during the induction of a nociceptive
process, as seen in the above discussed experiment, is able
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to reduce nociception (Bennett, 1994; Davar et al., 1991;
Dickenson, 1997; Eisenberg et al.,, 1994; Hermero et al.,
1994; Khandwala et al., 1997; Kristensen et al., 1992; Lutfy
et al., 1997; Mao et al., 1992; Neugebauer et al., 1993;
Nikolajsen et al., 1996, 2000; Ren et al., 1992; Suzukietal.,
2001; Takahashi et al., 1996; Tseng, 1998).

The second feature is the dopaminergic agonist action of
amantadine (Karobath, 1974; Vemnier et al., 1969) as
illustrated by the inhibition of its uptake (Fletcher and
Redfern, 1970; Heikkila and Cohen, 1972) and an increase
of its release (Brown and Redfemn, 1976; Quack et al., 1995;
Stromberg et al,, 1970). Our results further support the
possibility that the activation of the mesolimbic
dopaminergic system i dog 1 within
the ACC and diminishes nocncepmu (Saade et al., 1997,
Sotres-Bayon et al., 2001).

Our findings suggest that the main inhibitory effect of
amantadine in the ACC is mediated by an interaction with
the mesolimbic dopaminergic system. D1 and D2 receptor
antagonists block the long-term antinociceptive effect
produced by the highest dose of amantadine (1000 uM).
Nevertheless, an additional antinociceptive action through
the glutamatergic system cannot be discarded.

To our knowledge, this is the first study that shows both
prophylactic and therapeutic antinociceptive effects of
amantadine microinjections into the ACC. It is important
to note that a unique dose of amantadine (200 mg IV)
reduced chronic pain (Eisenberg and Pud, 1998; Pud et al.,
1998) for time periods far longer than the drug’s mean life
and with minimal secondary effects. Our results suggest that
amantadine could be efficient in the reduction of pain by
deafferentation.

5. Conclusion

The present study suggests an interaction between
dopaminergic and glutamatergic systems within the ACC
in the genesis and maintenance of long-term nociception.
Our results illustrate that the microinjection of
dopaminergic agonists into the ACC has a greater
antinociceptive effect than the NMDA receptor blockade,
as far as long-term nociception measured through AB is
concerned,
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