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RESUMEN 

El contenido de esta tesis se divide en dos partes. En la primera se analiza 

el papel de la información sensorial previa a la denervación en el desarrollo de la 

nocicepción crónica evaluada a través de la conducta de autotomía en la rata. En 

este contexto se estudió el efecto de la nocicepción química (250 ul de 

carragenina intraplantar) así como de la nocicepción térmica (55ºC durante 20 

segundos), aplicadas en dos eventos, el primero 24 horas previas a la denervación 

y el segundo 30 minutos antes de la misma. Se registró el inicio, la intensidad y el 

porcentaje de sujetos que presentaron la autotomía. El análisis de los resultados 

muestra que la estimulación nociceptiva previa a la denervación incrementa la 

nocicepción crónica y que la ventana temporal entre el estímulo nociceptivo y la 

denervación es determinante en el desarrollo del dolor crónico. 

En la segunda parte de la tesis se evalúa el papel de los sistemas 

dopaminérgicos y glutamatérgicos, mediante la inyección de amantadina 

intraperitoneal (agonista dopaminérgico y antagonista NMDA), en los siguientes 

tres modelos de dolor en la rata: nocicepción aguda, hiperalgesia secundaria a la 

inflamación y nocicepción crónica. Los resultados indican que la inyección única 

de amantadina (3, 30 y 90 rng/kg ip) disminuye la hiperalgesia secundaria a la 

inflamación de manera dosis dependiente, y disminuye también la nocicepción 

crónica inducida por denervación, sin embargo no causa efecto en la nocicepción 

aguda. Esto muestra que el bloqueo del sistema glutarnatérgico y la potenciación 

del doparninérgico disminuyen de manera eficaz la nocicepción crónica y sugiere a 

la amantadina corno una buena alternativa terapéutica en la prevención y 

tratamiento del dolor crónico. 
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INTRODUCCIÓN 

Historia. 

El dolor ha sido una de las preocupaciones más remotas de la raza 

humana. Hoy en día 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 

intrusión de objetos al cuerpo ya sea de una manera física o "demoniaca". Los 

sacerdotes fungían como médicos y a través de la observación de las estrellas y 

sacrificio de animales disminuían el dolor y sus enfermedades acompañantes. Los 

egipcios sostenían que el dolor era infringido por influencias religiosas de sus 

dioses o espíritus de la muerte, principalmente Seth. Estas influencias penetraban 

por las fosas nasales u oídos y se distribuían a través de una red vascular llamada 

metu hasta llegar al corazón. Según lo descrito en el papiro de Ebers el dolor 

disminuía expulsando a los demonios por medio del vómito, 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 energía vital 

llamada chi, el cual corre a través del cuerpo por 14 meridianos. Un desbalance en 

las fuerzas, o una alteración en el flujo del chi provoca enfermedad y dolor. Al 

menos desde 2600 años 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 prehispánico, diversas culturas como la Azteca. también 

sostenían que el dolor y las enfermedades eran de origen divino, pero los 

sacerdotes no sólo las curaban a través de rezos sino tenían un amplio 

conocimiento en herbolaria y curaban cierto tipo de enfermedades con plantas 

específicas para cada una de ellas (Fig. 1). 
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Otra cultura a considerar es la Maya, la cual tenía a la diosa lxtab. 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). 

Figura 1 
Manuscrito azteca tomado del libro 
Libellus de medicinalibus indorum herbis, de 
1552. 
La planta Xonachton azcapayxiia, 
se recomienda contra el dolor del corazón. 

• . ..,,, •. e .,,.._~..._"~ r' ........ .;.._l 
~~ - '"'.""'-- - - . ,,..,r.,._ ........:...i :J ---r· ..... ,,__,,,~__. ·_ ·•• ,.; ... _.~..J ,,,, __ .,,,...,., .. ._ ... ......_ . . 

-:--·· - --- l 

En Grecia, Anaxágoras (500-458 a.C) sostenía que el dolor, así como todas 

las sensaciones, radicaba en el cerebro. Por el contrario, Empédocles (490-430 

a.C), Platón (427-347 a.C) y Aristóteles (384- 322 a.C) opinaban que todas las 

sensaciones pero en especial el placer y el dolor radicaban en el corazón y la 

sangre. Hipócrates 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 Aristóteles, que sus discípulos fueron en contra de esta 

idea y postularon nuevamente que el centro de las sensaciones radica en el 

cerebro. Galeno (131-200) retomó estos estudios, y realizó grandes avances en la 

anatomía y fisiología 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, predominó la 

idea aristotélica de que las sensaciones, incluido el dolor, radicaban en el corazón 

(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. 
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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 teoría de Galeno así como su basta observación del sistema nervioso central, 

postula que los nervios son unos tubos llenos de pequet\os hilos los cuales 

conectan al cerebro con la piel y otros órganos. Refiere que la transmisión 

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 vía del dolor. Al respecto escribe: 
• Si por ejemplo, el fuego (A) está 
cerca del pie (B), las minúsculas 
partículas 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 histológicos, 

anatómicos y fisiológicos y fue en este siglo cuando se postularon dos principales 

teorías. La primera es la teoría de la Especificidad, postulada por Schíff en 1858, 

que propone que el dolor es una sensación específica que tiene su propio aparato 

de medición independiente de las demás sensaciones. La segunda teoría es de la 

Sumación que se sustenta en el concepto aristotélico en que el dolor es una 

estimulación excesiva del sentido del tacto y completamente desarrollada por 

Goldscheider en 1894 quien refiere que el dolor es el resultado de la intensidad del 

estímulo así como de la sumación del mismo a nivel central (Fig. 3b)(Boníca and 

Loeser 2001) . 



En el siglo XX se desató el debate entre las dos teorlas previamente 

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

que el dolor viaja a través de fibras específicas (pequeñas) desde el receptor 

hasta la médula y de ahí a centros específicos para el procesamiento del dolor en 

el cerebro (Fig. 3a). Por el contrario, Livingston apoyó la teoría de la sumación y 

mencionó que existe sumación y reverberación en las fibras pequeñas y que éste 

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

propone la teoría de la interacción sensorial la cual involucra ambos sistemas 

(Bonica and Loeser 2001). Esta teoría menciona que el estímulo doloroso se 

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

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

están encargadas de otras percepciones (Fig. 3d). 

Figura 3. Esquema de los modelos del dolor . 
A. Modelo de von Frey quien supuso que las fibras 

largas (L) transmitían tacto y las pequeñas (S) dolor 
de una manera separada y específica. 

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

C. Modelo conceptual de circuitos reverberantes 
involucrado en el dolor crónico, propuesto por 
Livingston. 

D. Modelo de la interacción sensorial propuesto por 
Noordenbos donde propone que las fibras largas 
inhiben (-) y las pequeñas excitan (+) y la 
nocicepción es transmitida a través de un sistema 
polisináptico al cerebro. 

A 

8 
l .' ,,... ..... - - --- - - >------
--~' '-º ,-_ 

' ( ..... ,__ _____ _ 
' ... . 

e 
-"--------.:-"'. ~~---- -- _,.. 
s 

...--.:,\ --..#· . ·~)- -- - - -.-

~ _/... ': --..."~ 

~ .; · <. 
···, 

<,-- -

10 



Wall y Melzack en la década de los 50s estudiaron estas teorías y llegaron 

a la conclusión que la más adecuada era la teoría de la especificidad pero no 

había evidencia que apoyara que la percepción dolorosa fuera directamente 

proporcional al estimulo recibido, por lo cual sugirieron que la experiencia dolorosa 

estaba en gran parte modificada por factores psicológicos. Como resultado de lo 

anterior Wall y Mezack publicaron su teoría la cual nombraron Mla compuerta del 

dolor" (Fig. 4). Ésta incluye elementos como especialización fisiológica, sumación 

central e influencia psicógena en la experiencia dolorosa (Wall y Melzack 1965). 

Figura 4. 
Esquema de la Compuerta del Dolor. 

El estímulo doloroso es codificado y conducido a 
la médula espinal por las fibras delgadas AO y C 
(O). Esta información llega a una neurona (T) 
que se encarga de enviarla al tálamo. Hasta este 
punto, la compuerta por donde pasa la 
información sensorial dolorosa se encuentra 
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 cutáneo mediante vibración o 
tacto. Esta información se transmite por fibras 
gruesas AJ3 (G), que activan las neuronas 
inhibitorias de la sustancia gelatinosa de Rolando 
(SG), las terminaciones de estas células hacen 
contacto presináptico con las terminaciones de la 
neurona sensitiva primario, inhibiendo la 
liberación de neurotransmisor excitador sobre la 
neurona T (-). De esta forma se disminuye la 
transmisión de la información dolorosa hacia el 
tálamo, y por tanto se cierra la compuerta. 
Melzack (1965) 
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A partir de esta teoría, la investigación en el campo de dolor ha crecido 

exponencialmente y actualmente se sabe que el dolor no radica en un receptor ni 

vía específica sino que es el resultado de la interacción fisiológica o fisiopatológica 

de diversos sistemas neuronales con diferentes funciones específicas. 
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En resumen se considera que el desarrollo del estudio de dolor presenta 

tres estadías históricos. El primero es la etapa místico religiosa en la cual se 

atribuye el origen del daño al igual que la curación a deidades propias de cada 

cultura. Una segunda etapa que denominamos precientífica que se caracteriza por 

el planteamiento de hipótesis funcionales (Descartes) que, en conjunto con los 

primeros estudios anatómicos sistematizados (Vesalius), dieron la primera etapa 

para el estudio dirigido al entendimiento del dolor. Por último la etapa científica en 

la cual se han aportado una serie de evidencias morfofuncionales y neuroquímicas 

que han, inclusive, propiciado el desarrollo racional de métodos analgésicos y 

antialgésicos así como un mejor entendimiento de este fenómeno. 
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Definición y Conceptos del Dolor. 

Todos hemos experimentado en varias ocasiones el dolor y lo 

contextualizamos como una experiencia desagradable. No obstante, en la mayoría 

de los casos la definicíón del mismo plantea varias controversias. En 1979 Bonica 

(Merskey and Bodguk 1990) tuvo la necesidad de definir al dolor y las patologías 

dolorosas de una manera universal con el fin de proporcionar un mejor 

entendimiento para su estudio y tratamiento. Con ese propósito la Asociación 

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 daño 

real o potencial del tejido, o descrito en términos de dicho daño" (Merskey and 

Bodguk 1990). Chapman (1996) pone especial énfasis en el componente 

emocional de esta definición y agrega que: "la emoción no es simplemente una 

consecuencia de la sensación dolorosa que ocurre después de que llega un 

mensaje sensorial nocivo a la corteza somatosensorial, es en sí, una parte 

fundamental de la experiencia misma". 

Al igual que la definición, la clasificación 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 clínica ya que clasifica al dolor en 5 ejes, identificando la región del 

dolor (eje 1), el sistema involucrado (eje 2), las características temporales (eje 3), 

la intensidad (eje 4) y la etiología del mismo (eje 5) (Merskey and Bodguk 1990). 

La segunda propuesta por Cervero y Laird (Cervero and Laird 1991) tiene un 

mayor valor neuroftsiológico 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 vía directa al sistema 

nervioso central (SNC) a través de un receptor específico hacia la médula espinal , 

al tálamo y corteza en donde se integra como breve. Fase 2: dolor persistente 

secundario a un estimulo periférico intenso que causa daño tisular e inflamación. 
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Esta fase se caracteriza por hiperestimulación de los receptores así como 

de las aferencias medulares algésicas, lo cual genera un cambio del SNC a un 

estado de sensibilización temporal. Hay que poner énfasis en que las dos primeras 

fases son estados dolorosos fisiológicos, mecanismos de alarma, ya ~ue cuando 

la estimulación periférica cesa la percepción dolorosa también. Fase 3: se 

caracteriza por estados dolorosos anormales secundarios a lesión del SNC o 

periférico. En esta fase se pierde el correlato funcional entre la estimulación 

periférica y la percepción central ya que un estímulo mínimo e incluso en la 

ausencia de estimulación el sujeto puede percibir dolor en la región antes inervada 

por el nervio lesionado. A este dolor también se le conoce como dolor patológico o 

neuropático (Fig. 5). 
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Figura 5. Esquema de las fases de dolor propuesta por Cervero y Laird (1991) 
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En las fases 2 y 3 podemos encontrar dos estados particulares en la 

experiencia nociceptiva como resultado de la hiperestimulación: la hiperalgesia 

que significa la percepción dolorosa exagerada a un estímulo 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 percepción dolorosa. En una situación normal (curva 
obscura) la sensación dolorosa sólo se evoca cuando se aplica un estimulo nociceptivo. En la lesión 
esta curva se desplaza hacia la izquierda provocando que un estimulo nociceptivo produzca una 
sensación dolorosa mayor (hiperalgesia), e incluso que un estimulo inocuo produzca dolor 
(alodinia)(Cervero and Laird 1999). 
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Modelos de Dolor Crónico. 

El estudio del dolor tónico o crónico 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 tónico (LaMotte et al. 1991; 

Raja et al. 1984; Torebjork et al. 1992), sin embargo, en el estudio 

electrofisiológico así como el de la génesis y mantenimiento del dolor crónico 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 investigación experimental del dolor crónico, mediante la utilización de 

animales íntegros, también ha sido un abordaje con problemas metodológicos que 

involucran la esfera ética y el análisis e interpretación de resultados a través del 

tiempo. Al respecto se pensó que un modelo experimental para el estudio del dolor 

crónico debe de tener las siguientes características: 

a) que el modelo animal utilizado presente un fenómeno razonablemente 

equiparable con el humano. 

b) que el modelo provea los mecanismos intrínsecos para el entendimiento 

del fenómeno que se pretende estudiar. 

c) que se lleve a cabo bajo las normas y criterios éticos para la 

experimentación con dolor. 

Albe-Fessard y cols (Albe-Fessard et al. 1990), realizaron una revisión de 

los diferentes modelos animales para el estudio del dolor crónico y los clasificaron 

de acuerdo con el mecanismo de génesis del mismo en 3 grupos: 

Hiperestimulación. Deaferentación y Foco Irritativo Central. En estos tres modelos 

el animal despliega una conducta nociceptiva caracterizada por vocalización, auto 

lesión y pérdida de la función del área afectada o sólo alguna de estas. 
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Cabe resaltar que en estos tres modelos se han observado conductas 

autodirigidas caracterizadas por lamido intenso, mordisqueo, rasgui'lo e incluso 

hasta la auto amputación 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 estimulación 

nociceptiva periférica la cual genera alteraciones morfofuncionales en la 

percepción de la nocicepción a nivel central. 

El modelo de hiperestimulación consiste en la producción de un foco 

irritativo periférico mediante la inyección de un agente quimionociceptivo 

(carragenina o formalina) de manera subcutánea (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 vocalización, rascado y mordisqueo, así como pérdida de la 

función del área afectada. A este respecto en el laboratorio hemos desarrollado un 

modelo experimental que despliega una conducta de auto lesión cuantificable y 

con recuperación conductual ad integrum. Este modelo consiste en la inyección 

subcutánea de 250 µI de carragenina al 1% en la región plantar lo que 

desencadena un proceso inflamatorio de un lapso aproximado de 10 días así 

como una conducta de auto lesión cuantificable en 4 grados (López-Avila et al 

2004; Pellicer et al. 1999; Sotres Bayón et al. 2001). 

Otro modelo es el de deaferentación, el cual ha sido ampliamente utilizado 

en la experimentación del dolor crónico animal para el estudio de patologías 

humanas como miembro fantasma doloroso (Wall et al. 1979), avulsión del plexo 

braquial (Lombard et al. 1979) y otras neuropatías en donde la destrucción neural 

es extensa o completa. Este procedimiento consiste en la sección o ablación de la 

raíz dorsal en regiones cervicales (Basbaum 1974), lumbares (Saade et al. 1993; 

Vierck et al. 2000), plexo braquial (Rabin and Anderson 1985) o nervio ciático, la 

cual desencadena una manifestación conductual autolesiva cuantificable (Albe­

Fessard et al. 1990; Wall et al. 1979) conocida como autotomía (Fig. 7). 
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Esta conducta consiste en un excesivo autocuidado o autolimpieza del sitio 

afectado expresado como lamido intenso, mordeduras y eventualmente la 

amputación del sitio denervado. La autotomía es un fenómeno que se ha 

observado en diferentes especies animales como en la rata, el ratón y el mono 

(Basbaum 1974; Levitt and Levitt 1981; Wall et al. 1979) pero no es exclusivo de 

éstas ya que se ha reportado autotomia en humanos con neuropatias (Mailis 

1996; Procacci and Maresca 1990). Así mismo, la denervación genera un 

síndrome clínico conocido como "anestesia dolorosa" y es reportado como dolor 

en el sitio denervado o anestesiado (Wall et al. 1979). 

Figura 7. Grado de autotomía. 

- Un Punto por la lesión de una o todas las uñas. 
- Un Punto por la lesión de la porción distal de 

cada dedo. 
- Un Punto por la lesión de la porción proximal 

de cada dedo. 
- Un Punto por la lesión de la porción distal de la 

pata. 
- Un Punto por la porción proximal de 

la pata. 

. .... . -. -. . . . 

Por último, el modelo de "Foco Irritativo Central" consiste en generar un 

foco epileptógeno, a través de la inyección de gel de alumina y otras substancias, 

en núcleos del SNC involucrados en la nocicepción como el ganglio del trigémino 

(Black 1974) o en la raíz dorsal del a médula espinal (Dyken 1965). El mecanismo 

propuesto para este modelo es el de la hiperestimulación de estos núcleos 

(Kryzhanovsky et al. 197 4) lo cual desencadena una manifestación conductual de 

rascado en el sitio inervado por el núcleo previamente infiltrado. 
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Esta aproximación experimental apoya la hipótesis de que las conductas de 

autoagresión son el resultado de la disfunción de núcleos y vías centrales 

involucradas en la nocicepción. 

En los trabajos presentados en esta tesis utilizamos el modelo de 

hiperestimulación a través de quimionocicepción o termonocicepción previa a la 

denervación del ciático ipsilateral a la estimulación. El motivo de combinar el 

modelo de hiperestimulación con el de deaferentación es que en la mayoría de las 

patologías dolorosas secundarias a deaferentación, antes de la deaferentación 

generalmente cursan con lesiones inflamatorias o térmicas dolorosas, como por 

ejemplo los pacientes que sufren un traumatismo por compresión o quemaduras y 

después son amputados. Este modelo nos ayuda a explicar, durante el presente 

trabajo, cómo el estado somatosensorial previo a la denervación es determinante 

en el desarrollo del dolor crónico y neuropático. 
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Dolor Neuropático. 

El dolor es la consecuencia de un daño 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 lesión 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 daño posible o existente. 

El dolor promueve una mejor y más rápida recuperación. Este sistema de alarma 

se puede perder al lesionar el sistema nervioso, lo que genera una alteración en la 

percepción somatosensorial acompañada de dolor (Fase 3 de Cervero), el cual 

persiste durante días, meses e incluso años después de que la lesión desaparece. 

Se define como dolor neuropático al dolor iniciado o causado por una lesión 

o disfunción del sistema nervioso (Merskey 1990). En la actualidad la clasificación 

del dolor neuropático se basa fundamentalmente en su etiologi,a que puede ser 

inflamatoria, metabólica, tóxica o traumática (Zimmermann 2001; Baron 2001). A 

pesar de que el sitio de génesis del dolor neuropático así como su etiología 

desencadenante pueden ser diversas, todas ellas comparten mecanismos 

fisiopatológicos comunes (Baron 2001; Fields et al. 1998) y manifestaciones 

clínicas similares. 

Es importante destacar que el sistema somatosensorial no es un sistema 

estático, al contrario, se caracteriza por ser un sistema dinámico en donde un 

mismo estímulo puede generar diferentes respuestas dependiendo del estado del 

sistema. 
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Experimentalmente, el dolor neuropático ha sido abordado a través de la 

lesión parcial o total de un nervio. Este nervio al ser seccionado desarrolla un 

proceso de cicatrización y regeneración del sitio dañado mediante la formación de 

un neuroma. Durante la formación del neuroma se ha encontrado que existe una 

sobre expresión de canales de sodio en las fibras C. El efecto de la acumulación 

de estos canales de sodio genera una descarga espontánea continua (Devor and 

Raber 1983), disminución del umbral de activación y un incremento en la 

respuesta neuronal (Bennett 1994), que de manera conjunta aumentan la 

sensibilidad a los estímulos químicos, térmicos y mecánicos (Cline et al. 1989). 

Este incremento de la respuesta periférica espontánea induce un estado de 

hiperactividad central conocido como "sensibilización central· que continúa de una 

manera independiente al estímulo periférico. Al respecto, se ha demostrado que la 

estimulación eléctrica repetida de fibras C y ocasionalmente AS (Price et al. 1971), 

con trenes de baja frecuencia (0.3 - 0.5 Hz) produce una incremento en la 

descarga de potenciales de acción lo cual generan una hiperactividad neuronal 

que puede durar varios segundos después del término del estímulo (Eide 2000; 

Eide 2000b). A este fenómeno caracterizado por la estimulación sincrónica 

artificial de manera experimental, principalmente de fibras C, se le conoce como 

"Wind Up". Cabe resaltar que el "Wind Up" es un fenómeno ligeramente diferente 

al de la sensibilización central ya que ésta es el resultado de la activación 

asincrónica de aferentes primarios que desencadena en actividad espontánea, 

hiperexcitabilidad e incremento del campo sensorial de las neuronas de amplio 

rango, secundario a lesión tisular o daño neural (Dougherty and Lenz 1994;Willis 

et al. 1996; Woolf 1996). Es importante señalar que esta es una definición muy 

precisa del fenómeno, ya que la estimulación periférica con estímulos inflamatorios 

o térmicos no producen exactamente el fenómeno de "Wind Up" pero los 

mecanismos fisiológicos subyacentes son muy similares, y ambos tienen la 

capacidad de generar sensibilización a nivel central. 
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Este incremento en la información sensorial por fibras C aumenta el disparo 

de las neuronas nociceptivas de la médula dorsal hacia centros superiores 

(sensibilización central) a través de liberación de neuropéptidos como la sustancia 

P y aminoácidos 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 últimos años debido 

al mecanismo de génesis del 'Wind Up" y la sensibilización central. Este se 

caracteriza por ser un receptor ligando y voltaje dependiente. la activación del 

receptor NMDA sólo se puede llevar a cabo cuando la membrana esta 

parcialmente despolarizada por la activación de otro canal. En condiciones 

normales el canal NMDA esta bloqueado por una molécula de magnesio (Mg 2
•) y 

en el momento de la despolarización parcial, el Mg 2
• se sale del canal permitiendo 

la entrada de Ca 2
•. La entrada de calcio a la célula dispara una serie de 

mecanismos intracelulares que consisten en la fosforilación del receptor de 

membrana, activación de la enzima óxido nítrico sintasa. así como la activación de 

genes reguladores de la síntesis 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 sensibilización central. 

(Dickenson 1997). 

El ganglio de la raíz dorsal, además de las alteraciones bioquímicas, 

también sufre de cambios degenerativos como consecuencia de la sección neural 

periférica. La denervación también genera cambios importantes a nivel medular 

caracterizados por alteraciones morfofuncionales de la lámina 11 (Arvidsson et al. 

1986; Castro_lopes et al. 1990), que aunados a los cambios bioquímicos y 

anatómicos del ganglio de la raíz dorsal , dan como resultado una modificación 

dramática del procesamiento sensorial a nivel medular (Woolf 1994). 
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La transmisión del estimulo nociceptivo a lo largo del SNC es cada vez más 

compleja ya que se ha demostrado, a través de estudios anatómicos. 

electrofisiológicos y de imágenes 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 encefálicos involucrados en la experiencia dolorosa tiene tres 

componentes: 1) El componente sensorio discriminativo encargado de analizar el 

sitio, la intensidad y la duración del estímulo nociceptivo; 2) El componente 

afectivo, encargado de la carga de desagrado de la experiencia dolorosa, y; 3) El 

componente cognitivo encargado de la anticipación, atención y del análisis de 

experiencias nociceptivas pasadas. 

Melzack (1990). al igual que Chapman (1996), propone una división 

anatomofuncional entre las vlas encargadas del procesamiento cognitivo- afectivo 

y el sensorial. Esta división comienza a nivel medular. Postulan que la información 

sensorial viaja a través del tracto espinotalámico o también llamado vía lateral 

hacia núdeos intralaminares talámicos y por último a la corteza somatosensorial 

primaria. Por otro lado, la vla espinoreticular (Chapman 1996) o medial (Melzack 

1990) es la encargada de la transmisión destinada a procesos afectivos. Este 

tracto medial contiene vías aferentes somatosensoriales y viscerosensoriales que 

llegan a diferentes niveles del tallo cerebral. Así mismo, dentro del cerebro existen 

áreas especializadas para el procesamiento de la información sensorio­

discriminativa (Talamo-Parietal) y para el procesamiento del componente afectivo 

cognitivo (sistema límbico y corteza prefrontal) (Fig.8). Melzack sostiene que estos 

sistemas trabajan en paralelo y que interactúan con otras áreas cerebrales con el 

fin de integrar la experiencia dolorosa (Melzack and Wall 1996). 
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Figura 8. Principales sistemas neuronales del dolor. Sistema medial (espinotalámico medial). 

Sistema lateral (espinotalámico lateral). Sistema inhibidor descendente. Melzack 1990. 

En los últimos anos diversos autores han cuestionado la hipótesis que 

propone un procesamiento de la experiencia dolorosa por diferentes vlas 

anatómicas y cada una oon funciones específicas, ya que dicha hipótesis carece 

de sustento experimental sólido (Villanueva and Nathan 2000). 
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Evidencias experimentales morfofuncionales demuestran que la mayor 

cantidad de fibras C y AfJ con información nociceptiva somática hacen sinapsis en 

las láminas 1y11. El estimulo nociceptivo que viaja a través de estas láminas tiene 

importantes proyecciones hacia el área lateral parabraquial, la sustancia gris 

periacueductal y núcleos talámicos. 

El área parabraquial proyecta hacia el área de la amígdala, la estría 

terminal y el núcleo hipotalámico 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 estimulación nociceptiva proveniente de la lámina 1 produce un 

comportamiento autonómico defensivo caracterizado por hipotensión, inmovilidad, 

comportamiento de evitación, vocalización asi como miedo y ansiedad (Bandler et 

al. 1985; Depaulis et al. 1989). El tálamo, pero específicamente los núcleos medial 

dorsal, parafasicular y ventromedial, reciben aferencias de la lámina l. Las 

principales proyecciones del núcleo ventromedial y parafasicular son hacia la 

corteza insular media, así como a la corteza del cíngulo (Villanueva and Nathan 

2000} y juegan un papel importante en el procesamiento de la respuesta 

conductual y emocional relacionada con el dolor. 

Estudios electrofisiol6gicos en animales (Pemcer et al. 1999; Sikes and Vogt 

1992; Vaccarino and Melzack 1989), en humanos (Tarkka and Treede 1993} así 

como estudios de imagen (Casey et al. 1994, Tuor et al. 2000) , han demostrado 

que la corteza anterior del cíngulo (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 neuropático (Melzack 1990; Vaccarino 

and Melzack 1989;Pellicer et al. 1999). 
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Estos antecedentes indican que el dolor neuropático 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 sección neural el 

inicio de la sel'\al dolorosa comienza en el axón dai'\ado, esta seí'ial sensibiliza las 

neuronas del ganglio dorsal, quienes eventualmente activan neuronas de alto 

orden, tanto talámicas como corticales. Estas últimas se convierten al final del 

proceso en las principales responsables de la experiencia dolorosa. 

En esta tesis se postula que el estímulo periférico es esencial para 

determinar las caracteristicas de la sensación dolorosa, pero el mantenimiento de 

esta es un proceso encefálico en donde la corteza anterior del cíngulo juega un 

papel detenninante. 
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PRIMERA PARTE 

lnformaclon Sensorial Previa a la Denervación 

en el Desarrollo del Dolor Crónico 

Planteamiento del Problema. 

La lesión neural extensa genera dolor neuropático 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 lesión neural sea similar. el 

dolor varía importantemente (Katz and Melzack 1990). Al respecto, diversos 

autores han observado que el estado somatosensorial previo a la lesión neural 

puede modificar el dolor que esta misma desencadena (Bach et al. 1988; Katz et 

al. 1991 ; Nikolajsen et al. 1997). Así mismo, existe evidencia experimental 

controvertida con respecto a la estimulación nociceptiva previa y su repercusión en 

el modelo de deaferentación (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 deaferentación (López-Avila et al. 1999). 

Hipótesis. 

La temporalidad y el tipo de estímulo nociceptivo previo a la denervación 

son factores determinantes e independientes que pueden modificar la nocicepción 

crónica en el modelo de deaferentación. 
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Experimento 1. 

Quimionocicepción y Temporalidad 

En este experimento evaluamos la repercusión de un estímulo 

quimionociceptivo aplicado 30 minutos y 24 horas antes de la denervación, en la 

nocicepción crónica medida a través de la conducta de autotomia. 

Material y Método 

Todos los procedimientos experimentales se realizaron bajo las 

consideraciones éticas de la Asociación Internacional para el Estudio del Dolor 

(Zimmermann 1983), y mediante la aprobación de los comités de proyectos y 

bioética del Instituto Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente. 

Animales. Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 250-350 g al 

momento de la cirugla. Durante el período de observación las ratas se 

mantuvieron en cajas individuales de acrílico transparente con ciclos normales de 

luz oscuridad 12x12 h, y con alimentación e hidratación ad libitum. 

Diseño Experimental. Para este experimento se formaron 3 grupos: grupo 

control (Con) (n = 20) únicamente denervado, grupo CAR 30 (n = 12) al cual se le 

aplicó un estímulo quimionociceptivo 30 minutos antes de la denervación y grupo 

CAR 24 (n = 10) al cual se le aplicó un estimulo quimionociceptivo 24 h antes de la 

denervación. 
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Estímulo Quimionociceptivo. La quimionocicepción se indujo mediante la 

infiltración intraplantar derecha de carragenina lambda (CAR 50µ1 al 1 % en 

solución salina. Sigma Chemical Co. St. Louis MO, USA). (Fig. 9) 

Cirugía. Bajo anestesia general (pentobarbital sódico 50 mg/kg ip.). el nervio 

ciático derecho fue expuesto. El nervio se cortó y se ligó con seda 3-0, 5 mm de la 

porción distal fueron removidos con el fin de evitar reinervación. la piel fue 

suturada con seda 3-0. 

Conducta de Autotomía. Los grados de autotomía fueron observados 

diariamente utilizando la escala propuesta por Wall et al (1979) vide supra (Fig 7). 

Se registró el inicio de la autotomía y el número de animales que presentaron la 

conducta en cada grupo (incidencia). El dla 50 los animales fueron sacrificados 

con una sobredosis de pentobarbital sódico y la denervación fue verificada. 
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Figura 9. Inducción del proceso quimionociceptivo. 
a) Sitio de inserción de la aguja 
b) Sito de infiltracioo 
e) Estado postinfiltración 
d) Estado 24 h postinfiltración. 
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Análísis Estadístico. Con el fin de analizar la evolución de la autotomía entre 

los grupos, se utilizó la prueba MANOVA. Las diferencias entre el inicio de la 

autotomía por grupos se establecieron con una la prueba de t Student. Para 

establecer diferencias entre la incidencia se utilizó la prueba exacta de Fisher_ Las 

diferencias entre tratamientos por día fueron establecidas con la prueba de t 

Student como post hoc. 
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Gráfica 1. Se observa el curso temporal de la autotomía durante 50 días. Grupo Control (CON), 
únicamente 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 día utilizando la prueba t de Student (p< 
0.05) (líneas horizontales). Las diferentes comparaciones se senalan con símbolos: CON vs CAR 
30 (+); CON vs CAR 24 (*)y CAR 30 vs CAR 25 (X). 
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INICIO GRADO DE AUTOTOMIA 
GRUPOS INCIDENCIA 

±E.E. AL DiASO. 

13/20 65% 6.71 +/- 1.73 4.05 
CON 

CAR24 5/10 50% 9.6 +/- 2.48 1.60 

CAR30 11/12 91 % * 9.8 +/- 2.22 7.17 

Tabla 1. La incidencia se calculó como el número de animales que presentaron la conducta sobre 
los que no la presentan. Se encontró diferencia estadística entre la incidencia del grupo CAR 24 vs 
CAR 30 utilizando la prueba exacta de Fisher (•). El inicio se calculó como el día promedio de cada 
grupo en iniciar la conducta. El grado de autotomia se calculó utilizando la escala de Wall et al. 

Resultados. 

Los resultados muestran un incremento significativo en el grado de 

autotomía en el grupo CAR 30 así como una disminución en el grupo CAR 24 al 

compararlos con el grupo control (Gráfica 1). La incidencia mostró diferencias 

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



Discusión. 

Existe evidencia clínica que propone que estados nociceptivos previos a la 

amputación o denervación, 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 

denervación que estímulos quimionociceptivos (Pellicer et al. 1999), 

termonociceptivos (Coderre and Melzack 1986) y la estimulación eléctrica 

nociceptiva periférica (Seltzer et al. 1991 ), aplicada antes, incrementan el grado de 

autotomía. En estos trabajos no se tomó en cuenta el tiempo transcurrido entre el 

estímulo doloroso y la denervación, en todos ellos el lapso máximo entre estos dos 

estímulos es de 1 h, de tal manera que los resultados en todos los casos es el de 

potenciación del efecto nociceptivo medido a través del incremento de la conducta 

de autotomía. 

Los resultados de este trabajo así como los expresados por Abad et al 

(Abad et al. 1998) examinan la repercusión de un estímulo quimionociceptivo 

aplicado 24 h antes de la denervación. El grupo de Abad también reportó que la 

infiltración de formalina 24 h, 3, 7 y 14 días antes de la denervación disminuye la 

conducta de autotomía. Estos resultados apoyan el hecho de que una ventana 

temporal mayor (al menos 24 h) entre el estímulo nociceptivo y la denervación, 

desencadena mecanismos inhibitorios capaces de disminuir la nocicepción crónica 

evaluada como la conducta de autotomía. Si bien nuestros procedimientos y 

resultados no desentrañan la naturaleza del mecanismo, posiblemente la 

inhibición está dada por un sistema, previamente descrito (Le Bars et al. 1986), en 

el cual un estímulo nociceptivo es capaz de inhibir otro estimulo doloroso mediante 

la activación de un control inhibitorio difuso descendente (ONIC). Otro posible 

mecanismo operando en la inhibición es el relacionado con la liberación de 

opioides endógenos después de un estímulo doloroso (Ruda 1982 ;Yaksh 1978). 

33 



La liberación de opioides por un estimulo nociceptivo primario 

(quimionocicepción) condiciona un estado de antialgesia, el cual disminuye la 

repercusión de un dolor secundario, en este caso la denervación. 

El hecho de que un estímulo doloroso, en una ventana temporal corta (30 

minutos) antes de la denervación incremente la conducta de autotomía, sugiere la 

activación de mecanismos que potencian la sensibilización dolorosa. En este 

contexto existe evidencia experimental de diversos autores que apoyan los 

fenómenos de sensibilización producidos por liberación de aminoácidos 

excitadores y activación de receptores NMDA (Dickenson 1994; Woolf and 

Thompson 1991), los cuales se encuentran involucrados en la génesis del dolor 

neuropático (Eide 2000). 
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Experimento 2. 

Termonocicepción y Temporalidad 

En este experimento evaluamos la repercusión de un estímulo 

termonociceptivo aplicado 30 minutos y 24 horas antes de la denervación, en la 

nocicepción crónica medida a través de la conducta de autotomía. 

Diseño Experimental. Para este experimento se formaron 3 grupos: grupo 

Control (CON) (n = 20) únicamente denervado, grupo TERM 30 (n = 5) al cual se 

le aplicó un estímulo termonociceptivo 30 minutos antes de la denervación y grupo 

TERM 24 (n = 7) al cual se le aplicó un estimulo termonociceptivo 24 horas antes 

de la denervación. La termonocicepción se indujo mediante inmersión de la pata 

derecha en agua a 55 ºC durante 20 segundos (Coderre and Melzack 1986).EI 

grado de autotomía se midió 1 vez cada 7 días por 28 días. El resto de la 

metodología es exactamente igual al experimento 1. 
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Gráfica 2. Se observa el curso temporal de la autotomía durante 28 dias. Grupo Control (CON}, 
únicamente 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 día utilizando la prueba t de Student (p< 0.05) (líneas horizontales). 
Las diferentes comparaciones se señalan con símbolos: 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 DÍA 28. 

13/20 65% 4.05 
CON 

717 100%" 7.42 
TERM 24 

TERM 30 515 100%" 10.2 

Tabla 2. La incidencia se calculó como el número de animales que presentaron la conducta sobre 
los que no la presentan. Se encontró diferencia estadística entre la incidencia del grupo TERM 24 y 
TERM 30 vs CON utilizando la prueba exacta de Fisher (*). El inicio se calculó como el día 
promedio de cada grupo en iniciar la conducta. El grado de autotomia se calculó utilizando la 
escala de Wall et al. 

Resultados. 

Los resultados muestran un incremento significativo de la conducta de 

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

(Gráfica 2). Así mismo se encontró diferencia significativa entre el grupo TERM 30 

vs TERM 24. La incidencia mostró diferencias significativas entre el grupo TERM 

30 y TERM 24 VS CON (tabla 2). 
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Discusión. 

Este experimento muestra que un estímulo termonociceptivo aplicado 30 

minutos o 24 h previas a la denervación incrementa de manera significativa la 

conducta de autotomía con respecto al control, también observamos una 

diferencia significativa en el grado de autotomía 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 características 

de este estimulo (55 ºC durante 20 seg.), el cual se considera de mayor intensidad 

que el quimionociceptivo (Coderre and Melzack 1986), observamos que la 

inhibición 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 crónico en este 

experimento. 

Este experimento nos demuestra que el tipo de estímulo, así como la 

ventana temporal entre el estímulo y la nocicepción, son factores independientes y 

determinantes en el desarrollo del dolor crónico. 

El incremento en la conducta de autotomía, y el aumento de la percepción 

dolorosa del miembro fantasma no son el resultado únicamente de la estimulación 

nociceptiva previa a la lesión neural. Las caracteristicas o cualia de esta 

estimulación son determinantes en la repercusión nociceptiva. En el presente 

trabajo mostramos directamente que la ventana temporal entre el estimulo 

nociceptivo y la denervación es determinante en el desarrollo de la conducta de 

autotomía, dado que una estimulación dolorosa inducida 30 minutos antes de la 

denervación incrementa de manera significativa la conducta de autotomía 

comprada con el estímulo aplicado 24 h antes. Así mismo, un estímulo diferente 

aun aplicado con la misma temporalidad cambia de manera sustancial la 

respuesta conductual nociceptiva crónica. 
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El grupo con un estímulo doloroso quimionociceptivo aplicado 24 h antes de 

la denervación presentó una conducta de autotomía inhibida con respecto al 

control, motivo por el cual decidimos evaluar si esta inhibición era debida a un 

mecanismo endógeno presumiblemente descendente (Le Bars et al. 1986; 

Villanueva et al. 1986) en el cual estuvieran involucrados los péptidos opiodes. 

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

Quimionocicepción, Temporalidad y Naltrexona 

Determinar el efecto de los opioides endógenos en la evolución de la 

autotomía, en la ventana temporal que transcurre entre la inducción del proceso 

inflamatorio por y la denervación del ciático ipsilateral 24 h después. 

Diseño Experimental. En este experimento se formó un grupo: CAR24NX (n = 
10) al cual se le aplicó naltrexona (1mg/kg ip.) inmediatamente después de la 

inducción del proceso quimionociceptivo y se repitió la dosis a las 12 h; 24 h 

después de la quimionocicepción se denervó. Este grupo se comparó con los 

datos obtenidos en el experimento 1. 
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Gráfica 3. Se observa el curso temporal de la autotomia durante 50 dias. Grupo Control (CON). 
únicamente 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 aplicó naltrexona 1mg/kg ip. después del proceso quimionociceptivo y se 
repitió la dosis a las 12 h. 24 h después de la quimionocicepción se denervó. 
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INICIO GRADO DE AUTOTOMIA 
GRUPOS INCIDENCIA(%) 

±E.E. AL OÍA 50. 

13/20 65% 6.71 ± 1.73 4.05 
CON 

CAR24 5/10 50% 9.6 ± 2.48 1.60 

6/10 60% 7.4 ± 2.73 4.0 
CAR24NX 

CAR30 11/12 91 % 9.8 ± 2.22 7.17 

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 autotomía se calculó 
utilizando la escala de Wall et al (1979). 

Resultados. 

Los resultados muestran un incremento significativo del grado de autotomía 

en el grupo CAR24NX al compararlos con el grupo CAR 24, así como una 

disminución al compararlo con el grupo CAR 30 (gráfica 3). No hubo diferencias al 

comparar el grupo CAR24NX con el control (tabla 3). 
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Discusión. 

Los resultados de este experimento nos muestran que la inducción del 

proceso nociceptivo con carragenina, 24 h previas a la denervación, desencadena 

mecanismos opioides que participan en la inhibición de la conducta nociceptiva, 

susceptibles de ser bloqueados a través de la inyección peritoneal de naltrexona. 

Existe evidencia experimental que sugieren que el dolor persistente, 

desencadenado por modelos de neuropatía o inflamatorios generan una activación 

compensatoria de vías inhibitorias de la nocicepción. A este respecto se ha 

propuesto que al menos cuatro sistemas están involucrados en dicha inhibición: 

los opioides endógenos (Ruda 1982 ;Yaksh 1978), los canabinoides (Monhemius 

et al. 2001), los aminoácidos 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 nocicpeción por 

inflamación incrementa la síntesis y liberación de péptidos afines a los receptores 

mu (Wu et al. 2001 ). 

Nuestros resultados muestran que el bloqueo del receptor mu, mediante la 

inyección de naltrexona, revierte parcialmente 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 hipótesis en donde la cualia juega un papel importante en el desarrollo del 

dolor crónico ya que al menos el tipo de estímulo, la intensidad del mismo y la 

ventana temporal entre el estímulo nociceptivo y la denervación modifican de 

manera radical la nocicepción crónica evaluada a través de la conducta de 

autotomía. 
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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 crónico se ha constituido en uno de 

los mayores retos terapéuticos, la aproximación farmacológica en este tipo de 

padecimientos ha presentado numerosas fallas terapéuticas, dada la complejidad 

de los diferentes sistemas algésicos y antialgésicos involucrados. 

Un gran número de trabajos recientes relacionan a los aminoácidos 

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 estímulos nocivos agudos (Kangrga and Randic 1990)como 

crónicos (Skilling et al. 1988). Hay también evidencia del papel diferencial que 

juegan los receptores N-metil-0-aspartato (NMDA), en modelos de 

termonocicepción aguda y en la fase tónica tardía (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 tónica tardía. 

La eficacia de los antagonistas NMDA en la disminución 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 administración crónica causa efectos secundarios los cuales 

impiden un tratamiento prolongado con este tipo de fármacos. Igualmente existe 

evidencia experimental que muestra que agentes antagonistas NMDA bloquean la 

transmisión nocicieptiva a nivel dorsal (Davies and Lodge 1987) y reducen la 

nocicepción en animales (Oickenson and Sullivan 1987). 
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Recientemente se ha reportado la eficacia de la dosis única de amantadina 

(1-amino-adamantane) en el tratamiento de ciertos tipos de dolor crónico, no 

relacionados con la deaferentación (Eisenberg and Pud 1998; Pud et al. 1998). 

Este fármaco es un antagonista no competitivo de baja afinidad al receptor NMDA, 

que presenta una cinética rápida de bloqueo y desbloqueo (Komhuber et al. 1991 ; 

Kornhuber et al. 1995). 

La amantadina también actúa induce la liberación de dopamina (Gordon et 

al. 1996; Stone 1976; Takahashi et al. 1996). Esta doble condición del fármaco, 

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 farmacológicos 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 Bayón et al. 2001; Sotres Bayón et al. 2001). La 

administración de L-dopa disminuye las respuestas conductuales nociceptivas en 

animales (Paalzow 1992) así como la percepción dolorosa en el humano (Ertas et 

al. 1998). La microinyección intracerebral de dopamina en modelos de dolor 

inflamatorio (prueba de formalina) y dolor neuropático (deaferentación nerviosa) 

disminuye la respuesta antinociceptiva de forma dosis dependiente (Franklin 1989; 

Lyerly et al. 1988; Margan and Franklin 1991). 

Nuestro grupo ha demostrado que la lesión y la estimulación eléctrica del 

área tegmental ventral (núcleo dopaminérgico) modifica la conducta nociceptiva 

crónica en la rata (Sotres Bayón et al. 2001 ). Con estos antecedentes decidimos 

investigar si la amantadina a diferentes dosis (3, 30 y 90 mg/kg dosis única ip) es 

capaz de reducir la respuesta nociceptiva en tres modelos: hiperalgesia 

secundaria a un proceso inflamatorio. termonocicepción aguda y nocicepción 

crónica por denervación. 
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Experimento 1. 

Hiperalgesia secundaria a un proceso inflamatorio 

Con esta serie experimental se evaluó la respuesta antialgésica 

tennonociceptiva (reflejo de flexión) con diferentes dosis de amantadina 1 h y 24 h 

después de la inducción 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 acrílico transparentes, 

con un ciclo de luz oscuridad de 12x12 h y con alimentación e hidratación ad 

libitum. 

Diseño Experimental. Para este experimento se utilizaron 6 grupos: un grupo 

control (n = 25); un vehículo (n = 15) inyectado con solución salina (NaCI 0.9%) 

1ml/kg ip. más inyección intraplantar de 50 µI de solución salina; un grupo 

carragenina (CAR) (n=15) inyectados con solución salina 1 ml/kg ip. más inducción 

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, más la inducción del proceso 

inflamatorio. 

Inducción del Proceso Inflamatorio. El proceso inflamatorio se indujo mediante 

la infiltración intraplantar derecha de carragenina lambda (CAR 50µ1 al 1 % en 

solución salina. Sigma Chemical Co. St. Louis MO, USA). 
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Prueba de Termonocicepción. Con el fin de disminuir el estrés de los animales 

en experimentación, se sometieron a un período de habituación tanto al equipo 

como al personal a lo largo de 7 días consistentes en sesiones diarias de 1 O 

minutos en las cajas de experimentación. El séptimo día los animales fueron 

pesados y marcados apropiadamente. La respuesta conductual nociceptiva se 

midió por medio de un aparato de termonocicepción plantar que evoca un reflejo 

flexor antialgésico (Hugo Basile mod. 7370) (Fig. 1 O) . Las ratas permanecieron en 

cajas de acrílico (17 x 22 x 13cm), con piso de vidrio. Después del periodo de 

habituación, la fuente de calor radiante se posicionó debajo de la región plantar 

derecha trasera. La latencia al reflejo de nocicepción (LRN) se determinó con una 

exactitud de 0.1 seg. mediante un dispositivo electrónico de tiempo. Todos los 

grupos exceptuando el control se probaron 1 h y 24 h después de la inyección ip. 

El grupo control se probó sin ninguna inyección. 

Figura 10. 
Aparato de termonocicepción 
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Análisis Estadístico. Para determinar las diferencias entre el reflejo de flexión 

antialgésico por prueba (1h y 24 h) entre los grupos se aplicó una análisis de 

varianza (ANOVA) y una prueba de Tuckey como pos-hoc. Con el fin de 

determinar las diferencias de las latencias al reflejo de flexión a lo largo del tiempo 

entre grupos utilizamos una análisis múltiple de varianza (MANOVA). 
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Gráfica 4. Respuesta conducta! antialgésica evaluada como la latencia al reflejo nociceptivo (LRN) en 
segundos, desencadenada por una fuente tennonociceptiva (Ugo Basile. Prueba Plantar. Mod. 7370). A) 
LRN probada una hora después de la infiltración intraplantar. Control (n=25) sin tratamiento; vehículo 
(n=15) con 50 µI de salina 0.9% intraplantar más 1 ml/kg de salina 0.9% ip.; CAR (n=15) con 50 µI de 
carragenina intraplantar al 1% más 1 ml/kg de salina al 0.9% ip.; grupos amantadina (n = 15 cada uno) 
con 50 µI de carragenina intraplantar al 1% más 3, 30 y 90 mg/kg ip. de amantadina respectivamente. Se 
encontró una disminución significativa entre el grupo CAR comparado con el grupo control (••¡, vehículo 
( .. )y amantadina 90 mg/kg (•). El grupo amantadina 3 mg/kg muestra una LRN disminuida al comparar 
con control (•) y vehículo (•). Los grupos amantadina presentan una tendencia dosis dependiente, con 
diferencias estadísticas al comparar el grupo 90 mg/kg con el grupo 3 mg/kg (•). El análisis estadístico se 
realizó utilizando la prueba de análisis de varianza (ANOVA) y una prueba Tukey como post hoc (• p < 
0.05, •• p = 0.004). B) Mismos grupos y parámetros probados 24 h después de la infiltración intraplantar. 
No se encontraron diferencias entre grupos ( ANOVA NS) 
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Resultados. 

Una hora después de la infiltración de CAR se midió la LRN (segundos± 

error estándar). El grupo control (6.32 ± 0.18) y vehículo (6.48 ± 0.24) presentaron 

LRN similares (p = 0.99). El grupo CAR (4.54 ± 0.39) muestra una disminución 

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 

disminución significativa de la LRN comparado con el control (p = 0.016) y el 

vehículo (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 

vehículo. Los grupos de amantadina presentan una tendencia dosis dependiente, 

siendo estadísticamente significativos cuando se compara el grupo de amantadina 

90 mg/kg con el de 3 mg/kg (p= 0.045) (Gráfica 4A). 

No hubo diferencias estadísticamente significativas en la LRN entre grupos 

a las 24 h del inicio del proceso inflamatorio. (Control 6.59 ± 0.15; vehículo 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 estadísticas al comparar la 

evolución del la LRN 1 h vs 24 h posterior al inicio del proceso inflamatorio (Gráfica 

48) . 
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Experimento 2. 

Termonoclcepclón Aguda 

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

respuesta termonociceptiva aguda. 

Diseño Experimental. Para este experimento se utilizaron 5 grupos: un grupo 

control (n = 25); un vehiculo (n = 15) inyectado con solución salina (NaCI 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 diseño que el 

experimento anterior, pero, sin la inducción del proceso inflamatorio. 
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Gráfica 5. Respuesta conducta! 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 infiltración intraplantar. Control (n=25) sin tratamiento: vehículo 
(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 análisis estadlstico se realizo utilizando la prueba de análisis de 
varianza (ANOVA) B) Se observan los mismos grupos y parámetros probados 24 h después de ta 
infiltración intraperitoneal. No se encontraron diferencias entre grupos en ninguna de las dos pruebas ( 
ANOVANS) 
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Resultados. 

No hubo diferencias significativas entre grupos probados a la hora (Control 

6.32 ± 0.18; vehículo 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; vehículo 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 (gráficas 5 A y 8), tampoco hubo 

diferencias al comparar la evolución de la LRN 1 h vs 24 h después del proceso 

inflamatorio. 
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Experimento 3. 

Nocicepción Crónica 

Este experimento evaluó el efecto de la administración de amantadina ip. en 

el desarrollo de un proceso nociceptivo crónico evaluado mediante la conducta de 

autotomía. 

Animales. Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 250-350 g al 

momento de la cirugía. Durante el período de observación las ratas se 

mantuvieron en cajas individuales de acrílico transparente con ciclos normales de 

luz oscuridad 12x12 h, y con alimentación e hidratación ad libitum. 

Diseño Experimental. Se utilizaron cuatro grupos en este experimento: 

vehículo (n = 14) con inducción del proceso inflamatorio 30 min previos a la 

denervación mas inyección única de salina 1 ml/kg inmediatamente después de la 

denervación; grupos amantadina (n = 10 cada uno), con la inducción del proceso 

inflamatorio 30 minutos antes de la inyección de amantadina 3, 30 y 90 mg/kg 

respectivamente, inmediatamente después de la denervación. 

Proceso Inflamatorio. Se indujo un proceso inflamatorio 30 minutos antes de 

la denervación por medio de la inyección intraplantar derecha de 250 µI de CAR 

lambda al 1 % en solución salina. 

Cirugía. Bajo anestesia general (pentobarbital sódico 50 mg/kg), el nervio 

ciático derecho fue expuesto cuidadosamente. El nervio se cortó y se ligo con 

seda 3-0, 5 mm de la porción distal fueron removidos con el fin de evitar 

reinervación . La piel fue suturada con seda 3-0. 
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Conducta de Autotomía. Los grados de autotomía fueron evaluados 

diariamente utilizando la escala propuesta por Wall et al (1979). Se registró el 

inicio de la autotomía y el número de animales que presentaron la conducta por 

grupo (incidencia). El dla 49 los animales fueron sacrificados con una sobredosis 

de pentobarbital y la denervación fue verificada. 

Análisis Estadístico. Para el análisis de la evolución de la autotomía entre los 

grupos, se utilizó una prueba MANOVA Diferencias entre el inicio de la autotomía 

por grupos se establecieron con la prueba de t Student. Para establecer 

diferencias entre la incidencia se utilizó la prueba exacta de Fisher. Diferencias 

entre tratamientos por día fueron establecidas con una prueba de t Student como 

post hoc. La significancia para todos los análisis estadísticos fue de p < 0.05. 

Evolucion de la Autotomía 

6 ..,._Control 

-ir-Amantadina 3mg/kg 

' -0-Amantadina 30mglkg 

l ~Amantadina 90mglkg 

J 3 

.g 
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Gráfica 6.- Respuesta nociceptiva medida a través de la conducta autotomía durante 50 dias. 
Todos los grupos se denervaron 30 minutos después de la infiltración intraplantar de carragenina 
250 ul al 1%. El grupo control se inyectó con salina 0.9% inmediatamente después de la 
denervación. Grupos Amantadina con mismo procedimiento que el control pero con inyección 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). 
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GRADO DE 
GRUPOS INCIDENCIA INICIO AUTOTOMÍA 

±E.E. AL DÍA 50. 

13/14 
Vehículo (92%) 22.7 ± 3.2 4.71 

Amantadina 8110 22.9 ± 4.5 3.9 
3mg/kg (80%) 

4/10 ..... 
Amantadina (40%) 35.6 ± 10.4 1.8 

30 mg/kg 
5/10 * 

Amantadina (50%) 26.9 ± 10.3 2.8 
90 mg/kg 

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

Resultados. 

La inyección única de amantadina disminuyó la conducta de autotomía en 

todos los grupos, con diferencias estadísticamente significativas en los grupos 

amantadina 30 y 90 mg/kg comparados con el vehículo (MANOVA p < 0.05) 

(gráfica 6) . Se obtuvieron diferencias significativas al comparar la incidencia de los 

grupos 30 y 90 mg/kg contra el vehículo. No se encontraron diferencias en el inicio 

de la autotomía) (tabla 4). 
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Discusión. 

En este estudio se muestra que la dosis única, intraperitoneal de 

arnantadina (agonista dopaminérgico y antagonista NMDA), disminuye de forma 

dosis dependiente la respuesta conductual hiperalgésica inducida por carragenina, 

probada mediante termonocicepción. Con esta misma prueba sin la inducción de 

un proceso hiperalgésico previo, la administración de arnantadina ip., no mostró 

efecto en la latencia de la respuesta antialgésica. Así también disminuyó la 

conducta nociceptiva crónica (autotomía), inducida por denervación. 

Se ha utilizado a la inyección de carragenina en tejidos blandos como un 

modelo de dolor crónico por hiperestimulación (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 activación repetitiva del receptor NMDA, 

mediante estímulos nociceptivos, desencadenan un proceso de 'Wind Up" y 

sensibilización 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 estímulo térmico nociceptivo aplicado 1 h 

después de la infiltración de 50 µ1 de carragenina al 1 % produce una disminución 

en la latencia del reflejo de evitación, con respecto al control y al vehículo. A este 

hecho es al que denominamos respuesta conductual hiperalgésica. 

La administración 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 fármaco disminuye 

el proceso de hiperalgesia inducido por la carragenina. 

En los experimentos en los que se evaluó la latencia al reflejo de flexión a 

las 24 h de la inyección de CAR no se observaron diferencias al compararse con 

los grupos control y vehículo. Consideramos que esto podría deberse a la cantidad 

de CAR infiltrada (50 ~ti al 1 %), la cual no representa un estímulo doloroso lo 

suficientemente potente para ser detectado como hiperalgesia 24 h después. 
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Un punto importante a documentar en este trabajo es la acción de la 

amantadina en una prueba de nocicepción aguda (termonocicepción) sin ningún 

procedimiento nocivo previo. La mayoría de la evidencia experimental relaciona al 

receptor NMDA con procesos de sensibilización que conllevan tiempos largos de 

estimulación con patrones de ritmo específico (bajas frecuencias). En si, la 

génesis del dolor tónico (Haley et al. 1990; Schouenborg and Dickenson 1988; 

Woolf and Thompson 1991). Si bien se ha documentado la acción de antagonistas 

del receptor NMOA (AP5, AP7 y CPP) en pruebas de nocicepción tónica (tail flick), 

al parecer los resultados no son claros dado que las dosis de los antagonistas, 

que operan como antinociceptivos, inducen también disfunción motora (Lutfy et al. 

1997). Este hecho dificulta el análisis de la antinocicepción. Por otro lado el efecto 

dopaminérgico a nivel del SNC se ha asociado predominantemente con 

antinocicepción tónica y crónica (Saadé et al. 1997). 

Dado que la amantadina presenta los dos efectos farmacológicos 

anteriormente descritos, la posibilidad de que modifique la nocicepción aguda es 

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

Está ampliamente documentado que la transacción nerviosa en la rata 

produce una conducta de autotomía (Basbaum 1974; Wall et al. 1979) asociada a 

un proceso de nocicepción crónica (Albe-Fessard et al. 1990; Coderre et al. 1986; 

Kauppila and Pertovaara 1991). Se ha documentado también que un estímulo 

nociceptivo previo a la denervación incrementa importantemente la conducta de 

autotomía (Coderre and Melzack 1986). La activación de receptores y vías 

relacionadas con estímulos nociceptivos previo a la denervación, en una ventana 

temporal del orden de minutos (López-Avila et al. 1999), produce cambios 

centrales relacionados con procesos de sensibilización que incrementan el nivel 

de nocicepción o disestesia. 
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En este experimento utilizamos, como estimulo nociceptivo previo a la 

denervación, la infiltración de carragenina en la pata, con el que se obtiene un 

incremento de la conducta de autotomía. Este modelo nos parece adecuado para 

probar el efecto de la amantadina, ya que mimetiza patologías similares en el 

hombre, asociadas al miembro fantasma doloroso y al dolor por denervación entre 

otras. 

Nuestros resultados muestran que dosis únicas de amantadina producen 

una disminución en la conducta de autotomía. 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 fármaco, sea una dosis cercana a la de mayor efecto 

sobre la conducta de autotomía ya que una dosis 3 veces mayor (90 mg/kg) no 

reduce dicha conducta. 
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CONCLUSIÓN 

La amantadina presenta dos características farmacológicas relacionadas 

estrechamente con la inhibición de los mecanismos de génesis del dolor 

patológico o neuropático, como lo muestran los resultados de este trabajo. 

La primera característica, ampliamente descrita. es el bloqueo de los 

canales NMOA, lo cual disminuye el proceso de Wind Up" y sensibilización 

central. Con relación a este hecho sugerimos que el bloqueo de los canales NMDA 

y su papel en la sensibilización central está determinada por una ventana 

temporal. Existe evidencia experimental de que la administración 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 nocicepción tónica o crónica (Oavar 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 aplicación de antagonistas NMDA, después de 

haberse establecido el proceso hiperalgésico, tiene poco efecto en la disminución 

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 característica está dada por la acción dopaminérgica a nivel 

central. Se ha reportado que la administración de amantadina induce un 

incremento en la liberación 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 administración de dosis únicas de amantadina (100 mg/kg ip.) 

incrementa la liberación de DA en el núcleo estriado, un 40% a la hora de la 

inyección. Así mismo, se ha reportado que este fármaco 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 nocicepción tónica o crónica se ejercen a través del sistema 

mesolímbico dopaminérgico, ya que la activación de este sistema incrementa la 

liberación de DA y disminuye la nocicepción (Saadé et al. 1997). 

Es importante mencionar que la dosis única de amantadina (200mg iv) ha 

resultado ser altamente eficaz en la reducción de dolor neuropático por cicatriz 

quirúrgica (Pud et al. 1998) y de dolor crónico no por deaferentación neural 

(Eisenberg and Pud 1998) por periodos mucho mayores a la vida media del 

fármaco y con mínimos efectos secundarios. Hasta el momento no existe reporte 

de algún otro antagonista NMDA con efectos similares. Nuestros resultados 

muestran que la amantadina es eficaz en la reducción de la nocicepción por 

deaferentación, por lo cual sugerimos que pueda ser una alternativa terapéutica en 

el tratamiento y la prevención del dolor por deaferentación 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 iníiltration as a chemonociceptive stimutus 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 µJ 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 lnflammation Nociception Carrageenan Rat 

Introductioo 

lt has been reponed that sensory nociceptive activity pre­
vioos 10 periphcral deafferentation conditions somatosen- · 
sory state.~. particularly rainful ones. Oinical evidence 
shows that the referred pain after amputation (phantom 
limb pain) ellhibits topological and sensol')' characteristics 
similar to the pain ellperienced previous 10 amputation. The 
timing. locaJization, and type of pain previous 10 amputa­
tion seem 10 play an important role in the deve lopment of 
phantom limb pain (9, 12). 

The term "anesthesia dolorosa- ( 18') has been related 10 
an unpleasan1 perceptual state named d isesthaesia ( 11 ). An· 
esthesia dolorosa c an be produced by a peripheral neural 
dene rvation. which triggers autotom~ beha"ior in an imals. 
This procedure is considered as an animal modc l of phan· 
tom limb pain ( 18). Seve ra] cxplanations ha ve been pro · 
posed for the de,·elopment oi autotomy behavior. such as 
thc prcsence oí spontaneous ac1!\·i1y and a perrpheral ncu· 
ronal hyperactivity sia te produced by· neurec1omy (4.18). 
This abnormal activ ity has also been related with the reor-

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

Experimental evidence (6) has shown that !he application 
of a thermonociceptive stimulus 30 min prior to denerva­
tion increases the intensiry of aurotomy. lt also has been 
reponed that infiltration of formalin. as a chemonociceptive 
stimuli prior to denervation. shonens !he onset of au101omy 
behavior (7). By contrast. Abad et al. ( 1) found that forma­
l in infiltration. as a nociceptive event <60 min. l. 3. 7. and 
14 days prior 10 denervation l. d1minishes autotomy behav­
ior. With thi s framework we " ·ere intercsied in e¡¡ploring 
the role played by the time span be1ween a chemonocicep­
tive stimulus and denervauon in re lation 10 auto1omy be· 
havior. With th is aim. a pa infu l siimulus was applied either 
24 h or 30 min pnor to denerva11on. 

For this s wdy wc u~c:d a modcl 0 1 n~uronal hyperc:xcnabilit~· 
(2) cons1s11ng of rhe ini.rapbn!;lr míilu3t10n of carrlgeenan (CAR) 
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as a chemonoci~prive srimulu.~ prior to ipsilateral denervation of 
the infiltrated limb. 

The experimcnr was carried out in accordance to the regula­
tions of the Ethics Comminee of the Intcmal.ional Association for 
the Study of Pain ( IASP) ( 19). and was approved by the Project's 
Commission at the Instituto Mexicano de Psiquiatría. 

The experimenlS wcre carried out in maJc WiSLlt ms. weighing 
250-300 g. Thc animals were houscd in individual cages. under 
normal light-dark cyclcs 12112 h. with water and food ad libirum. 
Thc inílammatory proccss was induced by subcutaneous infiltra­
tion of rhe sole of the right hindpaw with CAR lambda (250 µJ. 
at 1% in saline solution) (Sigma Chemical Co .. SL Louis. MO). 

Undcr pencobarbital anesthcsia (60 mglkiz. lP) thc sciatic oerve 
was exposed and transccted; thc proximal end of thc ncrve was 
lig.atcd with 3..0 silk. anda 5-mm portion of the distal nerve was 
removed to prcvem reinnervation. The groups were: control 
(CON) (n = 20). only denervatcd: CAR 30 (n = 12). in which an 
inflammatory pl'llCC$S was induced 30 min prior to denervation: 
and CAR 24 (n = 10). in which an inllammatory proccss was in­
duccd 24 h prior to denervaiion. Daily au10tomy seores were com· 
putcd for 50 days. using a scale devised by Wall et al. (18). We 
also recorded the auto!omy onset time and the number of animals 
that presented au«xomy behavior by group (incidence). On day 
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50. animals were sacrificed by an overdose of pentobarbital anes· 
thesia and deoervation was verified. 

In order to analy?e the autotomy scocc be1ween groups we used 
MANOV A. Differences between treatments ptt day were estat>­
lished by a Student's 1-1es1 (p < 0.05). Differences in the onset of 
autolOm)' between groups were established by a Fisher" s cxact 
probability tcs1 (p < 0.05). 

Results 

Our results showed a significant enhancement oí autot· 
omy scorc in the CAR 30 group anda decrease in au101omy 
score in the CAR 24 group when compared with the CON 
groop (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 differenccs in iricidence were found bctween 
CAR 30 and CAR 24 (rabie 1). 

Discussion 

Clinical evidence has shown that the nociceptive state 

prior to denervañon influenccs the genesis of phantom limb 
pain (3.8,9,14). It has also bcen demonscrated that thermo-

AUTOTOllY TIME COURSE 
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fil!Ur• 1. The o:mpor.>J <OU~ of 3U10<omy durin: SO d.ays. COOIJ'OI group (CON¡. onl)" dcnervotcd: CAR 
3-0 group. dcnervoted 30 mtn alter lile inftJttauon with CAR: and CAR 24 dencrvated 24 h alter the JO!iltr.i· 
uon oí CAR. We uscd a MANOVA to esublish thc differences of auiotomy seore bctwecn ~roups. lñc'c 
wcrc s·1gnificam differc:ncc~ bc1\A<een groups pcr da.y. c-sta.b1iYtcd by a Studcnt'~ HeM (p <O.OS) thonzont.:tl 
blfl.) Tñc d ilfcrcnt compansons are 1ndica1ed by symbols. COK vs. CAR 30 ( ... ): CON v<. CAR 2J (" l. 
and CAR 30 •·s. CAR ~J íX) 
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Group 

co:-.: 
CAR 24 
CAR 30 

Tabk l 

AIJl()(omy BchaVlOf 

lnc~c 

13/20 (65%) 
5110 (50%) 

11112 (91%) 

Onset 
Day± SEM 

6.7 1±1.73 
9.6 ± 2.48 
9.8 ± 2.22 

AlllO!omy 
SGon: at 
Day so 

4.0S 
1.60 
7.17 

Thc mcidenc:e was C3lculat<d for cach ¡roup as tho pctt:enl· 

•:e or 1he number or animals Iba< dlspbyed tho autoiorny 
beha.,or. divided by lhc nwnbcrof an\ma1s 1llat did not show 
~ A Fishcr"s c.ua probabil~y ICS< ..... ated IO dclCtmine tho 
•uusuc:al diff....- ca incideace ~ pou ... Tbe on· 
SC\ wa.< calcubl.ed as tho man d>y. for eadl poup. ín 101'1ich 
lhc au1ocomy üt1üaled. Auto1omy $COft """ amed - asing 
• scalc <kvtted by Wall et al.(!&). 

nociccptive (6), chemonociceptive \7). and peripheral elec­
Lrical nociceptive stimuli (16). applied 30 ntin prior to 
dencrvation, increase autolomy behavior. Recent experi­
mental data. togelher with !he resuhs reported in this work, 
show that chemonociccptivc stimuli applied 24 h prior to 
dencrvation diminish autotomy behavior. Abad et al. (1) 
have reponed that thc infihration of formalin 24 h and 3, 
7. and 14 days bcfore clcncrvatioo diminishcs autotomy; 
nevenheless. in me same Sllldy animals injectcd 30 and 60 
min prior to dcncrvation did not show autotomy score 
changcs compared to thc contrOI group. 

In the prescm work wc obscrvcd that the intensity of 
auto1omy behavior is detennined by the time span that 
clapscs between nociceptive stimulalion and denervation. 
lnjcction oí CAR 30 min prior to dcncrvation causes a sig­
nilicant increase in au101omy behavior. By cootrast, the in­
jeclion of CAR 24 h prior to dencrvation causes a signifi­
can! decrease in autotomy. 

Thc results suggcst that diffcrent mechanisms undcrlic 
thc somatoscnsorial algesic processes observed. 11iese 
mcchanisms depcnd on the time span elapsing between ap­
plicallon of the painful slimulation and neurectomy. Thus, 
for the case of a ~shon period~ (30 ntin). we proposc that 
an additive somatoscnsorial algcsic phenomenon enhanccs 
the au101omy behavior. This supports the "pain memory~ 
theory established by Katz and Melzack (9). which pro­
poscs tha1 pain states beíore denervation will condition the 
pa1n stJte' :iítcr de nervation. On thc other hand, the results 
oli1a1ncd when thc painful stimulation was applied 24 h 
b<:lorc denervation su22est thc activation of an inhibitory 
phcnomcnon such as "ihe one proposcd by Le Bars et al. 
< IOJ. 111 wh1ch a nociceptivc stimulus is capablc oí dimin­
""'"g anothcr painiul sumulus by the acúvauon oí the di(. 
1 u~c noioous mhibitory control (Dl'\ IC). 

Funher expenments should be done m ordcr 10 clarify 
thc rcla11nn<hip be1ween cam1gccnan 1nfiltrat1on prior to 
den.:í' a11on and thc Dl'\!C phenomcna. 
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Abstract 

Tbe research of chronic nociccption using wbole animals is an approach plagucd with methodologieal drawbacks within die ethical reatm.. 
as well as difficultics in the anatysis and intcrpretation of time dependent results. Oo this work. we propose ao experirocotal model that 
displays tonic nociccprion measured as a quaotifiable sclf·injwy behaviour (SIB} produced by lhe intlammation of soft tissue located in die 
paw of the rat elicited by carragcenan J % (CAR) infiltration. We cstablished five catcgorics or leve Is for the aoalysis of die self-injury 
behaviour retlecting the intensity of rat nociception triggcrcd by CAR inftltratioo. In addirion. wc detenninc that this modcl does oot induce 
incscapable pain by noticing no significant diffrn:nccs whcn measuting wcight gain and sexual behaviour. Wc proposc this oocicc¡>tion 
modcl as physiologically aod ethically appropriatc for the srudy of long-lasting nociccption. 
C 2004 Elsevier B.V. Ali rights rescrvcd. 

Tht•me: StnWJ)• !'ystems 

Tnpi<' : P3in modulation;311atomy aod pbysiology 

Kt'1·wrnd.t· Animal model: Chronic nocicepcH>rc l.oOammation~ Sel í~injury bcba\'iour. Ra1: Pain 

l. T)-pe of research 

Experimental researcb in cbrooic nociception using 
whole animals is an approach plagued with methodological 
drawbacks within tbe ethical realrn. as well as difficulties in 
the analysis and interprctation of time dcpendent rcsults 
[ 1.l-U-1 ). In relation to this matter. we believe that an 
experimental model for th!! study of chronic nociception 
must comply with the following critcria: 

ta) The experimenta l modcl must be rcasonably similar to 
the human phenomenon. 

(b) The mode l should provide the intrinsic mechanisms 10 

gain some insight in thc phenomenon under study. 
¡e¡ The experiments must fultil the nonns and cthical 

standard criteria .:stablished for pain rcsearch [25 1. 

'" t .._lHt'";".._l1l\tlll~ ,lU1htJr f3_, , -~~·56° 55°99-~0 

E m.ul r1.Mn·h pdbci:r fc tll\p .c:Ju.m'.\ (F P~lhccr) 

t t -.:(0 .:~x' ,« fn,nt mJuc-r i ~00~ El"'\1c=r BS . • ..\ 11 n!l!ht, rt."'<"1."\! 
.t,11l(llhlf\ 1 f\ r:1111n.-.. rn.>1 ~0(>4 OJ.001 

In tbis sense. numerous models of peripheral neuropathy 
have bccn crcated in rat that achieve this aim either by 
neurocompression at differcnt nerve levels (2, 13.1 7) or 
denervation [23 ]. These models produce chronic nociceprion 
manifested as spontaneous pain. allodinya. hyperalgesia and 
in the case of the denervation model. quantifiable autotomy 
behaviour towards the limb associated to tbe neuropatby. 
These procedurcs have made the study ofthe putative role of 
brain srructures 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 
quantitiable self-injury behaviour (SIB) produced by the 
intlammation o f so ft tissuc located in the paw of the rat 
el icitcd by carrageenan infiltration and prcsents an ad 
integnim behavioural recovery response. [ 15.19.21 ). 

Selt~injury bchaviour is a spontancous animal behaviour 
response triggercd by noxious stimuli that may be mani­
fested through excessive grooming. lik ing. biting or partial 
or total amputation of thc affected limb (autotomyl [ l-1]. 
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Despite the fact that sm has been questioned in temlS of its 
correlation to the nociceptive stimulus intensity [12.14.20], 
severa! authors havc cleared tbe fact that in a varicty of 
experiments the increase of the nociceptive process causes a 
sm increase and vice versa. [5.18.19.2 1]. 

This protocol is appropriate for investigat.ing the follow­
ing aspects: 

(a) Nociceptive behaviour assessed by SIB, taldng into 
account its intensity, incidencc, and onsct. 

(b) Evaluation ofthe involved sites and anatomic pathways 
related to SIB by means of thc following approaches: 
lcsion. stimulation and electtophysiological recording of 
the nervous systcm (NS). 

(e) Assessmcnt of neurotransmitters and pharmacological 
agents related to SIB administered cither systemically or 
locally. 

With the purpose of evaluating a series of pararneters 
indicativc ofthe well being ofthe animal during the chronic 
nociceptive process. growtb and weight curves were taken 
into consideration by tbe daily recording of body weigbt. In 
addition. the performance of sexual behaviour was asscsscd 
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 scnsitive 
10 detrimental physiological conditions ( 16 ). 

2. Time rcquired 

The time required fmm the induction ofthe inflarnmatory 
process. followed by SIB evolution to the resolution of thc 
inflammation is about 1 O days. The experimental modcl is 
intended 10 explore SIB developmcnt. as wcll as the 
inflammatory process. so that the experimental intervcntions 
could increasc or diminish the total procedure time. 

3. Materials 

• 0.9% saline solution 
• Carrageenan Lambda (Sigma. St. Louis. MO. USA) 
• 1 mi syringe and 27G x 12 mm needle (Henke Sass 

Wolf. Gcm1any) 
• 1 O cm of conon 1hread 
• Standard ruler " ith mm accuracy 
• Individual rat acryl ic cages 
• Protocol sheet 

3.1 Animal.< 

Adult male \\' isiar rats (250- 350 g) were used. Rats 
wcre raised. hou>cd and maintained at the National lnsti· 
IUIC of Psych1mr~ Ramon de la Fuente (!NPRF). During 
thc obsc:r' ation pc:riod thc:~ wcrc kep1 in transparem 

acrylic individual cages uoder laboratory conditions with 
a 12112 h light - dark cyclc and with free access to food 
and water. 

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

We consider that the minimum number of subjects per 
group liable to an adequate statistical analysis is betwcen 1 O 
and 15 anirnals. 

Rats were maintaincd in individual cages in order to 
avoid aggressions arnong them and also to insure that the 
lesion.s prcsent in the inflamed paw were self-inflicted and 
not due to social intcractions. 

4. Procedure 

4. 1. Carrageenan solution prepara1ion 

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

4.2. lnflammatory proced11re 

lmmobilise gently the rat. Measure the plantar perimeter 
ofthe hind paw at metatarsal level with a cotton thread to 1he 
nearest millimetre [10] (Fig. 1 ). Infütrate by insening thc 
needle in the proximal portion ofthe paw in order to deliver 
the carrageenan solution into the paw. lmmediately after 
injection measure the plantar perimeter again. Ali data sbould 
be record e<! on the protocol sheet. 

4.3. lnjlammatory evo/111ion 

Threc different volumes (50. 100. and 250 µl. n• l5 each 
group) ofthe CAR solution as well as vehicle (250 µI 0.9% 
saline solution. n-15) were tested in order to determine the 
degree of inflammation. SIB developmcnt was also recorded 
for eacb of them. 

Plantar perimeter was daily measured. at the sarne hour. 
with the purposc of evaluating inflammation evolution. 

4.4. SIB eml11arion 

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 
wcre established based on thc extcnsion and multiplicity of 
lcsions that the rat inflicts upon its own swollen paw as 
follows: grade O. without lesion: grade 1. one lcsion of less 
than 3 mm long in the major longitudinal axis: grade 2. mul· 
1iplc lcsions less than 3 mm long in thc major longitudinal 
a.xis: grade 3. one lesion larger than 3 mm long in thc major 



.1. úipc!:·Avlli1 el al. l Oraln Re,te11n.·h Pi'ntncn/,( I J (Jf)(}4¡ 37- .J4 39 

A 

B 

Fig. 1. Mea$ure of the Plantar Perimeter. CA) Shows tbe proccdurc 10 

measure du.~ plonrar pt'rimettr. Threild is u~d 10 surround 1bc methatorsal 
rtgion and its lcn,gth u1 me:u.urt'd in. millimetm. (8) Shows thc plantar vicw 
of the procedure. 

longitudinal axis, with or without mu ltiple lesions of les~ 
than 3 mm long; and tinally, grade 4, muhiple lesions larger 
than 3 mm long in the major longitudinal 3Xis tri~ :!l. 

SIB must be rccorded daily to estahlish onset. grade and 
progression o r the lesions. 

SIB onsct is dcfined as !he mean day per group when 
sm hehav iour is initiated, regard less of its degree. lf the 
animal does not prescnt SrB behaviour, thco the last day 
of the experimental rccording is considcred as the onsct 
day. 

lt is important to havc a record sheet with a sehematic 
drawing of hoth sides of thc rat paw to kecp a daily register 
of thc lcsions in o rder to avoid confusion of a oew lesion 
wi lli a pre-existent onc. 

lncidenc.: is calculated as lhc number of rats that show 
the behav iour in relation to the total ouoiber of animals for 
each group. 

4.5. Weight evo/11tio11 

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

record is iuitiatcd 4 days previous to thc intrap lan1ar 
iofiltration of either CAR or vehicle. The first weigh1 
recorded was measured prior to thc infiltration day. In ordcr 
to plot the incremcnt (pereentagc) of thc weight gain pcr 
group, 00/o is assigncd to the weight rccordcd on thc day of 
tbe cxperiment. 

Grade O. 

Grade l. 

cr .. de 2. 

G.-ade 3. 

Grade 4 . 

Fig. 2. Self-injur)' bchtl\ iour g.rarlcs. Thi~ figur~ dcricts thc sclí·inju~ 
bebaviour induced by intmphmt;\r infiltra1ion C'IÍCAR 1% '250 11l. Grade O. 
,,ithout lesion: grade l. onc lcsion of less thnn .l mm long in thc m.ajor 
Jongituilinol axis: grade 2. multiple les.ion~ less lhnn ) mm lo11g in 1hc major 
longitudinal axis; grode 3. one lcsion lurgcr tban J mm long i11 thc m3jor 
Jongitudi_nal axi~. wi1h or wilhou1 multiple lesjons of less thfln ) mm l"ng: 
and finally. grade 4. multiple l~ioM, larger 1h1.m 3 mm lons io the m:i1or 
lon~11udinal e~b. 
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4.6. Sex110/ hehavio11r 

To evaluate the sexual behaviour of animals subjccted to 
an inllammatory process due to carrageenan. as prcviously 
describe<!. two groups wcre tested. The experimental group 
was intiltrated with 250 µI CAR 24 h bcforc thc asscssment 
of sexual bebaviour performance (n = 6). The control group 
followed the same protocol with the difference that the 
infiltration consisted of vehicle (n = 7). Ali rats received 
three sexual behaviour tests. and the sexually active males 
(those showing ejaculation latencies sborter than 15 mio in 
the last of these tests} were selccted for the study. Rcceprive 
female rats werc used as stimulus. Receptivity was induccd 
in intact females by the sequential sulx:utaneous adminis­
tration of oestradiol valerianatc (4 µg/rat, Schering, Berlin, 
Germany) followed 44 h later by progcstcrone (2 mg/rat, 4-
pregnane-3. 20..dionc, Sigma). Thcse drugs wcrc 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 
progcsterone injection to the females. Mate rats were 
introduccd into a cylindrical observation cage (1 male per 
cage) and a 5-min adaptation period was allowed before the 
introduction of a single reccptive female rat. Thereafter. 
sexual behaviour was recorded. The following parametcrs 
were registered: (a} intromission latency, time taken from 
the introduction of the fcmale into tbe observation cage to 
the first intromission (mount with vaginal penetration}; (b) 
number of mounts (mount with pelvic thrusring); (e} number 
of intromissions; (d) ejaculation latency. time from the first 
intromission of a series to ejaculation; (e) post-ejaculatory 
interval. time from ejacu lation to the first intromission of the 
next series: (f) number of ejaculations: and (g} percentage of 
rats achieving mount, intromission. and cjacularion and 
resuming copulation after ejaculation. 

4. 7. S101is1ical 01101):<1?.• 

SIB index. inflammation and weigbt during the experi­
mental period were anal ysed by a repeated measures 
ANOVA (treatmcnts being the between subjccts effect and 
days of treatment the within subjccts effect). Oifferences 
betwcen treatments per day werc asscssed by meaos of a post 
hoc T ukcy test ln tlam mation data wcre 1ransfom1ed. afler 
the statistica l analysis. into the perccntagc plantar perimeter 
increment induccd b\ the c AR injection. SIB OllSCI data 
" ere analyscd by means of a one-way ANOVA. 1rca1ment 
bcing thc independcnt 'ariable and day of sm onset per 
animal within 1rc:11mcnt thc indcpendcm onc. A post hoc 
Tukey test was uscd 10 comra;;t mean day of SIB onse1 
bctwcc:n trcatmcnts. Differcnccs in the numbcr of subjects 
showing SIB pcr 1rc:a1mc:m (incidencc) "ere assessed by 
means of thc Fishcr cxact probabi lny test. The signi ticancc 
for a li s1atis11cal ana lyscs " a,; cstablished ar p < 0.05. 

Scxu:1 l bch:" iour paramcrcrs \\ere statist icall) comparcd 
bctwccn '.:h iele and cxpcnmcmal groups by means o! a 

Mann- Whitney U-test. The proportion of rats showing the 
different sexual bebaviour components (mounts, intromis­
sion. ejaculation. resumed copulation) was compare<! by the 
Fisher exact probability test. 

S. ResullS 

5.1. SIB 

Our results showed that increasing doses of CAR in­
duced dose-dependcnt inflammatory processes that correlat­
ed with SIB degrees. We found adose depcndent significan! 
differcnce in SIB degree between groups (ANOVA F 19.97. 
d/3. p < 0.000). Tbe CAR 250 group presented tbe highest 
SIS 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. /11jlamma1ion 

Tbe inllammatory process sbowed dose dependent sig­
nificant difTerences among ali groups (ANOVA F 121.42, df 
3. p < 0.000, Tukcy p < 0.003). The inflammation peak was 
produced 24 h after CAR injectioo (Fig. 4). Tbe inflamma­
tory process was resolved in an 8 to 14 day interval 
depending on the injected volume. 

5.3. SIB 011.<et 

Onset of SIB behaviour exhibited significant differences 
among groups. Groups CAR 100 and CAR 250 showed 2.8 
days as the mean time for tbe bebaviour onset. Meanwbile, 
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 incid1mce 

A 100%. 80% and 0% incidence was found in CAR 250. 
CAR 100 and CAR 50 groups. respectivcly. The control 
group also prcsented 0% incidence. Statistically significant 
Lli ffercnces were found when groups CAR 250 and CAR 
100 were compared with groups CAR 50 and control. 
(fisher p < 0.000). 

5.5. Weig llf g(li11 

:\o siguiticant differenccs were found in wcight gain for 
ali groups during the experimental process. howe"er. a 
diminution in weight gain was evident. dcpending on thc 
intihr.ition dosagc. 24 h after the induction inflammatory 
proccss 1 í1g S 1. 
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5.6. Sexual belraviour 

Data obtained for male sexual activity rcvealed that the 
nociceptive procedurc did not significantly alter the propor­
tion of male rats that cxhibited sexual bchaviour. Ali 
animals (100%, n = 7) presenting nociccptivc inflammatory 
processes were able to mount. intromit and ali but one 
(85.7o/o, n = 6) achieved ejaculation (Fig. 6. % Copulating 
Rats). When analysing specific sexual behaviour parame­
ters, s tatistically significant incrcascs were found in the 
number of mounts (p<0.01: Fig. 6. M) and ejaculation 
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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
jee1ed to thc nociceptive procedure. 

6. Discussion 

This model consisted of the induction of a nociceptive 
process by means ofthe infiltration ofan inflammatory agent 
( carrageenan) in to the soft tissue of the paw. This procedure 
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uncbai.ned a reversible intlammation that 1riggcrcd a $Cl f­
injury bchaviour charac1criscd by skin lesions q uamifiab lc 
wilh regard 10 1hcir onsc1. intcnsily and dura1ion. 

Al the prcsent moment there are various modcl s for tite 
study of nocicepiion in animals. They can be classiti~-d by 
thcir 1cmporali1y imo acu1e modcls. lasting from 111inu1cs 10 
hours such as 11te o nes produced by them1011ociccp1io11 (i'j . 
mechanonociccption (3 ] and chcmonociccp1ion (6.9J. In 1his 
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On the other band, tbere are cbronic models, which can 
be obtaioed by tbe ligature (2,4] or severance [23] of 
peripheric nerves. The laner procedures originate autotomy 
behaviour. Such behaviour is characterised by the partial or 
total self-amputation of the denervated cxtremity, 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 [l ,24]. 

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

7. Biocthkal consideratioos 

lt is relevan! to empbasise that the model did not confer 
animals an inescapablc pain condition meaning tbat Ibis 
conditioo was not fatal per se or produccd significan! 
alterations in vital spheres sucb as reproductive, feeding or 
motor bebaviours or importan! impainnents related to sleep 
and wakefuloess. To tb.is respect, our model allowed the 
assessment of the sexual behaviour of those animals sub­
jected to a higb carrageenan dose (250 µI). We observed on 
tbe one side that ali subjects were able to copulate and on 
tbe otber tbat only two specific parameters indicative of the 
ability to copulate were affected, i.e., sexual performance 
was altered in the animals that underwent the nociceptivc 
procedure. Howcver, tbose paramcters re flecting sexual 
motivation were not altered by the proccdure. 

Altogether, tbe data suggest that the nociceptive proce­
dure did not induce an imponant bchavioural despair and. 
therefore, did not interfere with the ability of the anima Is to 
interact with the environment. Morcover. CAR 250 animals 
wcre s1ill ablc 10 cxperiencc sexual drive and execu1c copu­
la1ion. although wi1h a small deficit cvidenced by 1he grcaicr 
numbcr of mounts and 1hc longcr time requircd 10 achicvc 
lhe cjaculatory threshold. Onc 01her assesscd parame1cr w3s 

1he wcight gain previous 10 (4 days) and during ( 1Odays)1he 
inílammalory process. as well as during the developmenl of 
1he self-injury bchaviour. During this wholc pcriod. il was 
found 1ha1 even lhough 1hc diflercnces were nol srn1is1ically 
sign ifican1 among the groups. a diminu1ion in wcigh1 ga in 
was evidcnt depcnding on 1hc infilrra1ion dosagc. 

With thesc rcsu lls in mind. we propase 1his nociccptive 
modcl as physiologically and cthically appropria1c for 1he 
s1udy of medium tcrm nociccption. 
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Dopamine and NMDA systems modulate long-term nociception 
in the rat anterior cingulate cortex 

Alberto López-Avila, Ulises Cotfeen, J. Manuel Ortega-Legaspi, 
Roseado del Ángel, Francisco Pellicer* 
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Abotract 

Thc ancerior cingulatc con.:• (ACC) plays a kcy role in paio proccssing. lt bu beco rcport«l lhac incn:ascd activicy of glutamatcrgic 
projc<:tioas ioto the ACC ioiensi.lics oociccptioo; wbcrus clopo.m.iDcrgic projectioos iobibit it. 1be aim ol this sllady wu co cvoluaie the role 
of dopaminc.rgic and NMDA sys1cnu of the ACC in che modulalioo o( long-1enn oocicc:ptioo cliciled by sciacic dcoervation in th.c ral. Scorc. 
onscc and incidcncc of long-cenn nociccption wcre mcuurcd by tbc aucocomy behavior. Thc cffcas o( a sfoglc microinjection into lhc ACC 
of diffcn:nt doses of dopaminc (100 oM, 100 µ.M aod 100 mM), a NMOA rcecptor aotagooist (MK801 200 nM a nd 9.34 mM) and 
amao1adinc. a dopaminc agooist and NMDA receptor antagooist (10, 100 and 1000 µ.M) wcn: IC$ted oo long-icrm oodccption. Oopaminc 
diminished aucotomy behavior ia an invcrsc dose.-depeodcnt mannc:r. witb dopamine 100 nM as mosa cffc:ctive concc.ouaaioo. MKSOI and 
amaotadine cliciled a signilicantn:ductioo ooauu>eomy score. Prioriajccóoos ofDI aod D2receptor antagooisu blockcd tbcaotioocicq>tive 
cffccts o f aman1&dinc on long-•cnn oocicc:ptive bchavior. Tbc p<acot study suggcsts an interaction bctwcco dopaminergic and gtu1ama1ergic 
systcms within lhc ACC in thc gcncsis and mainlcnallCC of long-tenn oociception. 
O 2004 lnccmational As.•ociation for lhc Scudy of Pain. Pllblishcd by l!lscvicr B.V. All ñghts rescrvcd. 

Keywords: Nocicepüoo: A1ntrior e-in guiase ('()t'leX: Amaotadi.oe: Oopamint; Mk 801; AutolOmy; P•ÜI; Jht 

l . lntroductioo 

A number of animal studies have shown that the anterior 
ciogulate conex (ACC) plays a relevan! role in the 
processing of affective a.nd cognilive aspects of nociception 
(Abboll and Mcl7.ack. 1978: Dcvinsky et al .. 1995: Johansen 
et al .. 2001 ). Moreover. it ha.< been reponed thac the ablation 
of the ACC or the in1errup1ion of the cingulum bundle 
relieves the unplcasan1 painful sensation in patients with 
intmctabk pain CFolrz :md Whitc. 1962; Ha.<senbusch et al.. 
1990: Mun :111d Ballantinc. 197-1). More recencly. functional 
imaging techniques have shown that modifications of the 
activity of the ACC are rclaccd with the affectivo-emolional 
componcnt of pain CPt.,gh:iu, et al.. 2003: Rainville et al .. 
1997). Func1io nal nugnelic resonance imaging in rats. 
showed 1ha1 •he ACC i< ac1ivated by nocicep1ive eleclrical 

• Corrc .. ponJing ~mhOC' Td •~!-56·~.S · .!~- 1 h.?50: (:u: +!i~·S6-S!i-
99·80. 
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or chcmical stimuli in ao aoalogous way to humaos (Chang 
and Shyu. 2001; Tuor et al .. 2000). 

ACC activity is also dependen! on dopaminergic 
modulation via the ventral cegmcncal area (VTA) (Fustc r. 
1997: Oa<lcs and llalliday. 1987: Sotres-Bayon et al .. 2001 ). 
lndeed, the electrical stimulation of the VT A inhibits the 
ACC neurons tha1 respond to noxious scimuli (Man1z et :ti.. 
1988. 1989: Pirot ec al.. 1996). Accordingly. our group 
demonstra1ed thac nociceptive reactions in the ra1 are either 
enhanced by lesions or inhibited by thc e kc1rical stimu­
lation of che VT A (So1res-Bayon et al.. 2001 ). These data 
suggest 1hat long-cenn nociception processi ng in the ACC 
could be modulated by at least two systems. a n exci1a1ory 
one ac1ivated through NMDA receptors; and an inhibicory 
one acLivated by the dopaminergic system. 

The aim of this work was to investigate the role that 
dopaminerg ic and glutamatcrgic syste ms might play wi1hin 
the ACC in the onset and evolu1ion of chronic nociception. 
Sdatic neurectomy was employed as a 1rigger for neuro· 
pathic pain expressed as autotomy behavior (AB) in the mt 

O}().t. ,\'1}$91')~1) 00 C 100.S ln1coa11onal AsMXiatioo for che S1udy of P~io. Publishcd by EIS<"vicr U.V. Ali righ1s tt~rvcd. 

doi: I0.1016/j .p3in.2(>04.06 0 1 O 
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(Wall et al .. 1979). The nociceptive process was incrcased 
by a painful stimulatioo applied prior 10 denervation in order 
to enhance the AB (CO<lerre and Melzack. 1986: López-A­
vila et al .. 1999). 

ACC microiojectioos of dopamine, a NMDA receptor 
antagoniSI aod amantadine, a NMDA recepto.- antagooist 
<Komhuber et al.. 1991. 1995) with dopanlinergic relcasing 
propert.ies (Gordon et al.. 1996: Stone. 1976; Takahashi 
et al .. 1996: Toide. 1990) were tested on long-ierm, AB. 

2. Material arul methods 

The experiments were cooducted in agreemeol with 
the e1hics commiuee regulations of the lntemational 
Association for tbe StUdy of Pain (Zimmermann. 1983) 
and with the project's commission approval of tbe Instituto 
Naciooal de Psiqu.íalrÍa Ramón de la Fuente (INPRF). 

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

2.1. E.rperimental duign 

For all surgical aod nociceptive procedures, tbe rats were 
anacsthetized with balothaoc 2% mixcd with 98% 0 2. The 
nociceptive process was inducted 30 min prior to sciatic 
denervation. Either !he drugs or tbe vebicle were micro· 
injected inlo the ACC immediately after denervatioo. except 
for amaotadine prtrdeoervat.ion group (vide infra). AB was 
evaluated througbout 25 days. 

2.2. Nodceptive proceu induclion 

Tbe nociceptive process was inducted by immersing lhe 
rat's right hind paw in hot water at 55 ºC during 20 s, 30 roin 
prior to denervation (C<Xlerre and Melzack. 1986). 

2.3. Denerva1ion 

The right sciatic nerve was exposed. The nerve was cut 
and ligated with silk 3-0 suture. Fíve roillimetcrs of the 
distal end werc removed in order to avoid reinervaiion. 
Skin was closed with silk 3-0 suture. 

2.-1. Microinjection 

A unilateral cannula (28 gauge. Small Parts, USA) was 
s1ereo1axically positioned into the left ACC. Tbe cannula tip 
was placed 2 mm undemcath the meoiogcal tissue (A. 1 mm 
from Br.,gma: L. - 0.6 mm from mid lioe). The cannula was 
connected by polyethylene tubing (PE-10. 20 cm leogth) to 
a 10 µ.I syringe (Harnillon. Reno. NV). Either the drug or 
lhe vehicle wcrc microinjected by meaos of a syringe pump 

al a rate of O.S 11.l/min (Harvard Appanatus, MA, USA). 
during 4 min. These microinjection parameters bave beco 
reponed not to induce any tissular darnage (Peterson. 1998). 
The cannula was left in place for additional 60 s to reduce 
the chance of reftux. 1ñe cannula was removed and tbc skull 
sl<in was closed witb silk 3..0 suture. 

2.5. Autotomy /Hhavior (AB) 

Daily autotomy seores were computed for 25 days. using 
a scale deviscd by Wall et al. (1979). This scale gives a 
score of 1 for the removal of one or more naib; an add:itional 
score of 1 was added for eacb distal half digit attacked and 
further score of 1 was added for eacb proximal balf digit 
attacked. lf tbe distal or proximal balf of the paw was 
attacled an additional score of 1 was added for each one. 
We also recorded lhe AB onset as tbe mean day. wilbin each 
group, in whicb autOIOmy initiated. Tbe number of animals 
that preseoted AB per group was measured (incidcnce). 
On day 25. animals wcre sacrificed by an overdose of 
peotobarbital and denervation was veriñed. 

2.6. Statisrical analysis 

The following variables were calculated from the raw 
data obtained from daily reg;stration of the autotomy seores, 
iocidence of the bebavior (cakulated as lbe n11mber of rats 
lhat showed lhe bchavior in relation 10 lhe total number of 
animals in thal group). the onset of lhe behavior (cakulated 
as tlle mean day of onset of tbe bebavior for every group) 
and its maximum score (calculated as the sum of the 
auto1omy seores for every group consideriog tbc autoromy 
13 score caiegorization (Wall et al .. 1979). lo onler to 
analyze the evolution of autotomy index a repeated 
mcasures ANOVA was run. Di1fereoces between tre.ttmeots 
per day were assessed by means of a post boc Tukey tesL 

AB onset data were analyzed by mcans of a one-way 
ANOV A. A Studeot 1-test was used as a post boc to contrast 
mean day of AB onset between 1rca1ments. Differences in 
the pen:entage of subjects sbowing AB per treatment 
(incidence) were assesscd by meaos of a Fi.sher exact 
probability test. Tbe significance foc ali statistical analyses 
wa~ established at P < O.OS. 

2. 7. Experim~nta/ groups 

Control (11 = 10). the nociccptive process and thc 
dcnerva!ion were carried out. Veh.icle (n = 14). same 
procedure as lhe control, but with a microinjection of 2 µI 
saline solu!ion (0.9%) immcdiately after denet'lation. 

2.7./. Dopamine groups 
Dopa ( 11 = 10 each). same procedure as vehicle. but 

dopamine (3-hydroxytyramine hydrochloride, Sigma 
Cbemicals. St Louis. MO) was microinjected at 100 nM. 
100 µ.M and 100 mM. respectively. for each group. 
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2. 7.2. NMDA receptor an1agonisu group.t 
MK801 (n = 10 each). the same procedure as vehicle 

was conducted except that the microinjectcd agent 
was MK801 ((+)-MK-801 hydrogen maleate. Sigma 
Chemicals. St Louis. MO) at 200 nM and 9.34 mM, 
respectivcly, for cach group. 

2. 7.3. Amantadine groups 
Amant post-denervation. the experiment was precisely 

tbe samc as with the vehicle group, but with tbc 
microinjection of amantadine (adamantan-1-amine. 
Sigma Cbemicals. St Louis. MO) 1 O µM (n = 10). 
100 µM (n = 10) and 1000 µM (11 = 9). respectively. for 
eacb group. Amant pre-dencrvation (n = IO each). the 
procedure and the doses werc the same as in the previously 
e xplained group. but the microinjection into the ACC was 
peñormed imrnediately aftcr the induction of the nocicep­
tive process (that is 30 min before denervation). 

2.7.4. DI and 02 anragonisrs prior to amantadine group 
Dl-02 antagonist + amant 1000 µM (11 = 10). the 

procedure was the same as the vebicle, but there was a 
microinjection of a mixture (1 µI) of SCH23390 hydro­
chloride, DI receptor antagonisr. 30 nM (R-(+ )-SCH· 
23390 hydrocbloride, Sigma Chemicals. St Louis, MO) 
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and spiperone. D2 receptor antagooist. 300 nM (spiperone 
hydrochloride. Sigma Chemicals. St Louis. MO); immedi· 
ately after the microinjection of the mentiooed mixtuJe 1 µI 
of amantadine 2 mM was adminislered into the ACC in the 
same place by thc same cannula. 1be concenlralion of 
amantadine was doubled due to the fact that the volume 
needed t.o be dividcd in balf in order to allow tbc 
administration of the 01-02 antagonists diluted in the 
1 µI left. therefore. although the amantadine concentration 
was doubled. the actual quantity of amantadine was the 
samc as the maximum dosage used in the previous 
experiment. 

3. Resalts 

3.1. Dopam.ine groups 

Thc resulL~ show that the administration of dopaminc. 
100 oM and 100 µM (Repeated mcasures ANOV A 
P < O.OS), sigoifican!ly diminish the autotomy score as 
compared to control aod vehicle (repeated measures 
ANOVA P = 0.00) (Fig. 1). A signi.ftcant differeoc:e was 
found from day 6 to 25 wben comparing g:roups dopa 
100 nM vs. control and ve hiele and group dopa 100 mM 

100nlll ... Conlral--

2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

Days 

f'1s. l. Lon¡·tcnn nod.:epuw re~pon;,,c mo~urcd 1hrouih auU,)tt.>my ~ore for :s d:.p ... Control sroup (11 a 10) wirh 1hc induc-rion of a no..~keptiw pn.xC'4' 
i rat'"' right hind P3"' immcr~d in v.·:u.:r:u $S be (cw .!O,¡ tmd dtncr\':tlion JO min :af1crv.3.rd.): Vchide (tt = 1.1). ~mC' ~cdure. bu1"'' Ílh2 f.LI ~linc $.Olu1ion 
aticr denervar1on. Dopa In = 10 C':t~·h) with lhC' mi.:rotn~,·1ion of ~ µI o( dopamine 100 n.\I. 100 µ M and lOOmM. rcsp«:dvdy. A sigrU.fiQm decrr.aSie in 
:n1101omy M.'Ore in gl"(IUp' dop:t 100 n~t and 100 µM i!'o oh~rw<I 1,1chen ~ompan:d 10 s.roop~ ~onrrol :.nd \'ehkk lrt~31cd meuul"C'S A.nO\':t P <O.OS). T hc 
iignifieancc bttweco groups pct day wu cstabfübed by a Tukcy test u a post boc (P <Oº') chorizotU31 bats). 
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Table 1 
Cbaracteristic.s of autotomy behavior in thc ditrereat «pcrimcota.I gtOUps 

Croup 

Cootrol 
Vchidc 

Dopa. 100 oM 
Dopa. 100 ~M 
Dopa. IOOmM 
MK801, 200 oM 
MK801, 9.34 mlll 

Amaot pre-
det1crv1rion. 10 µ.M 
Amll)t pre-

ducrvation. 100 µM 
Amaot pre-
denuv.uioa. l 000 ¡.i.M 
Ama.in post· 
dcoerv.uioo. 10 J'.M 
Arnaa1 posJ· 
dC"ncrva1ion, 100 µM 

Am.ut post-
dcn«V&rion.. 1000 µM 
OJ -02 aotagonist 
+ amant. 1000 µM 

lnddeoce (~J Onse1 

10110 (1 00) J .6 :!; 0 .8 
14/14 ( 100) J . J !: 0 .7 
10/10 ( 100) 6.6 .t 0.9 
10/10 ( 100) S.8 ± 0.6 
10/10 (100) 4.J :!; 0.7 
9110(90) 8.3 :!; 2.0 

l(l/10(100) 1.5 :!; 1.0 
8/10 (80) ll .3 :t 2.6• 

8110 (80) 10.2 .t 2.S• 

119 (77) 10.8 :!: 3.J• 

IOllO ( 100) 6 .8 !: 0 .8 

IOllO ( 100) 1.5 .l; 1.9 

8/10(80) 11.3 :t. 2.7• 

IOllO (100) 5.8 :!; 0.66 

Ma.1ii:nvm 
xorc (da7 H) 

10.9 
10.4 
4 

1.h 

9 .6 
6 .6 
6.1 
4.) 

5.4 

4.11 

6.2 

S.9 

4 .8 

9.5 

Tbe incidcnc:e wu cak:ula1ed for cad a group '"'" tbc pclCet:ltl&e of me: 
aumber of animab lhat di~playcd au1otomy be.havior, divtded by tbe totaJ 
aumbcrof animals in l.hc g-roup. The OOf.Cl wa.'\ cakulaled ü lhc mea.a day. 
within cuh group. in whkh autotomy initiatcd. A ooc· way A.NOVA test 
was uted 10 dctt:rmine swistically significant <tifferecoes iu tbeootet of AB 
bc-twccn ¡rou~ tSrudcn1 r· le$1 as posa bcx: sigaitlcaor levet •p < O.OS). 

Au101omy scorc wa~ d<tc rmincd u\in¡ 1be ~al< dc:,;~d by Wall et al. 

( 1979). 

12 --c-
-Yehlde 

10 ...-MK801200nM 

-O-MK801 9.34 mM 

2 

vs. cootTol and vehicle from day 13 to 25 (post boc Tukey 
test, P < 0.05). By compariog ali dopa groups between 
them there were also sigoíficanl differences (nM vs. mM, 
nM vs. mM. mM vs. µM, rcpeated measurcs ANOV A 
P < 0.05). Tberc were no sígoíficant differcoces found in 
neithcr incidence nor AB onset. Group dopa 100 mM did 
not show any difference wben comparcd 10 con1rol and 
vehicle (rabie 1 ). 

3.2. NMDA nctpror a111agonists groups 

The rcsults show thal tbe administration of MK801 
200 nM and 9.34 mM diminisb tbe autotomy scorc in a 
significan! way as comparcd to control and vebicle (repeated 
measurcs ANOVA P < 0.05) (Fig. 2). There was a 
significan! differeoce pes- day wben oomparing MK.801 
200 oM vs. control and vehicle and 9.34 mM vs. control and 
vehicle from day 13 to 25 in botb comparisons (post boc 
Tukey test. P < 0.05). lbere were no significant differcnces 
when comparing groups MK801 200 nM vs. 9.34 mM. 
Also, we did no! find aoy differeoces neither in incidence 
nor io onset of AB in any of the groups (Table 1 ). 

3.3. Amantadint groups 

Resulls show 1hat tbe administration of amantadinc 10. 
100 and 1000 µM pre· and post-diminishes lhe autotomy 
scorc in a significan! way as compared to control and 
vehicle (Repeated measurcs ANOVA P < 0.05) (Fig. 3). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1t 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 
Days 

Fig. 1. Loog·tcrm nv.:i.:<pt1\c rc' i)'-'n"' mca .. ul't"J through au101omy \ ..:Ol't" (Qr !~ dayr.. Control (n := 10) ;and , ·ehkle (n ;:; l .J), Gr0ups MK 801 . microinjc..-:1cJ 

w11h: µ1 ~f ~tK ~(>I 100 n~1 (o - 9) ,u,d ").~J m~t (11 = 10\. A significaot decrca.se io autotoOl)' tl:'Ot:C ic botb MK 801 groups is obSttvcd wben COU'tparcd to 
~·onm:il anJ 'C'h1.:k lr<p<.ttcJ me.Mire .. Anl\,,1 P < O.O:S). Tbc: diffúcocc be1 .. ·ccn MK801 g.roup.; \/~ . control a.nJ v<'hic1c pcr da.y • ·u cSl.abfühcd by a Tukcy 

tcq 3, J. ro' t tH'.:' \f < 00."') 1h .;;c111:1n1.1l bau 
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12 --Corlln>I ---O--Pft10ull 
10 -<>---Pft100ull 

-o--Pft1000ull 
-----10ull 

! 8 -+-AmMt ,.,.. 100 ..... 

~ 
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i 4 

2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

Days 

Fi¡. 3. Long·tC'nn nockeprh'c rc~n.<.c meawrcd th.rough aurotomy ~ore for 2S diy~. Conuol (n =- tO) and ' 'chidc (n =- 14). G~ amanr pre-. 
mkroinjc:crcd ... ..;,h ! µ.I ot a.mantadinc 10 (n =- 10). 100 (" :r 10) and tOOO ,.._y (n ~ 9). JO min prior 10 dtncrvation: aman1 post·. microinjecccd wilh 2 Ji.,l of 
am:1nradinc 10. 100 and 1000 ..,M tn = lOcacb). immedialcly aftttdeaervalioo. A sig:ni.6cao1dcaeatein MdrleOmy tooRiuaU amamtadioogroupaisot.crvcd 
whcn comparcd ro control and \'Chick: (rcpearcd mcuuru. ANOVA P <O.OS}. Tbe diffettoce bctweeG the amaa&adine 8f'OUJ>6 vs. control and ve.hiele per day 
wu cMabfimcd by a Tukcy fie$ f a~ a pof.I hoc (P < 0.05) (horizontal bar). 

Tbere was a significan! difference per day wben comparing 
!he aman1adine groups (each one of 1be doses pre- and posi-) 
vs. control and vchicle from day 13 to 25 (post hoc Tukey 

test. P < 0.05). The onsct showed a significant differcoce 
hetweeo groups (one way ANOV A 0.007). The Student 
M est u.~d as a post boc sbowed differences (P < 0.05) 
when comparing control and vchicle vs. amant post· 
1000 µ.M and 1be !bree prc-amant groups. Whcn comparing 
autotomy score between amantadioe groups wc did not find 
any differences, neither did the incidence in any of !he 
groops <Table 1 ). 

3.4. O I anti 02 anragoni.m prior ro amanradine group 

This group showed no diffcrences in neilhcr autotomy 
score incidence nor AB onset a s compared to conu-ol and 
ve hiele cTabk 1: Fig . .¡¡. 

4. Discussion 

Our resulL< show thal NMDA and dopaminer¡;ic systcm s 
may modulate long·tem1 nociception in 1he ACC. measured 
!hrough AB. 

Previous experimental evidence demo nstrates that 

electtical stimulation of the cingulum bundle of lhe rat 
~lf- in_jury behavior<Pcllic\'rct al.. 19W) and 1~ abl:uion of 
1his conex dimi nishes ir CSa:ide e1 al.. 19961. In addiuon 10 
its s1imu lus-induced an1inocicep1 ive effects. dopamine may 

also ronical ly inhibi t noc iception in the mesolimhic/ 

mesoconical circuits, becausc lesion of the dopaminergic 
neurons of rhe VTA results in byperalgesic responses 

and increa.~ AB after deaffe rentation (Saa<le et al .• 1997). 
In the samc linc of evidence. our group foond that the vr A 
electrical sti mulation diminishes AB and has. therefore. 

proposcd that thls could be due to an increase of dopaminc 
re le ase in the ACC (Sotres· Bayon et al.. 2001 ). 

The ncuropathic pain modcl induced by dcnervation 
procedure triggen both a pcripbcral and central 

scnsitization st.ates. tbat llave beca relaied to AB in animals 
(Wall et al .• 1979). In the prescnt worlc sucb scnsitization 
was increased by a thermonocíceptive stimulus applied to 
the denervated zone. prior 10 denervation. in order to 
enhaoce AB (Coderre and Melzack. 1986: López-Avila 
et al.. 1999). This modcl is fairly correlated with cLinical 
repons in patient.s showing lhat a painfu\ focus previous to 
amputa1ion elicits a bigh incidence of phanrom limb pain 
f Ka1z anll Melzack. 1990). 

4.1. Dopamine tlnd the ACC 

Our ftndings suggest that doparninergic mesocortical 
cin:uiis wi!hin !he ACC are able to inhibit long-term 
nociception rela1ed to mesocortical pathways. Such a role is 
not limited to 1he ACC since dopam ine is an imponant 
inhibitor of nociception !hroughout the cerebral con ex 
<Burk~y et al.. 1999). 

As far a s thc dopamine dosc is concemcd. we found 1ha1 
microinjections of nanomolar doses of dopamine were the 
most effective in diminishing the au101omy score. whereas 
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

o.y. 
Fi¡. 4 .. Lona:·•crm noci«pcive re.,.,~ mcaJUttd chrou¡h autOIOmy tte<>tt fot 25 d.ays. Control (n = 10) and vdúdc (11 :;;:; 14). Group OJ-02 anl + amane 
1000 ¡o.M (lt a 10). wil.h a microinjC<'lion o( a mixrur< (1 1'1) ol SCH23390 hydrO<hlc:.idc. DI rttq><a< an<a1oni11 30 nM (SCH-23390) anda 02 r«<p«< 

aa-i" 300 oM (spiperoee): immcdUl<I)' afler tk microilljccóo9 of !he mcocioood mist'llR 1 "' ol - 2 DlM wu admie.i.......S lato tk ACC. 
There wcrc oo dift"aaces fouod be"'eu gro•ps.. 

micro and millimolar doses were less effective. This is ío 
agreement with previous evidence showing tbat dopamine 
release wlthin the ACC and the slriatum induced by 
cbemical oorjous stimulatio11 oí the rat's hind paw, or 
stress induced by an electrical tail shock is in the order oí 
pico to rumomoles (Abercrombie et al.. 1989; Gao et al., 
2001 ). However. our results show an in verse dose dependen! 
effect. The micro aod millimolar doses are less effective in 
antioocíceptioo thao the nanomolar coocentration. Bascd on 
tbe data obWned in the present work. we are anable to 
support the !acle of effect on autotomy score wben using 
higber doses of dopamlne. Nevertheless, it seems possible 
that, as reponed by Fuster, lhe lack of pre·synaptic 
doparnine receptors in lhe mesolimbíc system preveots a 
regulation of dopamine action lhrougb lhís mechanism 
(Fuste r. 1997). Moreover. since extracellular dopamine 
increase can reduce post-synaptic receptor expressíon 
(Mo re lli c1 ni.. 1993). lhe subsequeot descnsítiuitioo 
would be sufficient 10 reduce tbc effect of dopamioe on 
ACC ncurons. 

4. Z. NMDll receptor and the ACC 

Antinociceptive effects of NMDA receptor antagooists in 
thc CNS have been showo following several routes of 
administration (Carpcmcr and Dickenw n. 1999; Dicke nw n. 
1997; Eide. 2000a.b: Lurfy c1 al .. 1997: Nikolajsen et al .. 
1996). Our results showed a s ignificant decrease in 
nociccption following the mic roinjeclion of MK801 wilhiP 
lhc ACC a1 bolh nanomolar and millimolar coocentralions. 
Such doses bave been shown to elicit antinociceptive etfects 

in Olher CNS arcas (Luger et al .• 1995; Nasstrom et al., 
1993). These results suggest tbe participatioo of NMDA 
recepton ID tbe ACC in the genesís of long· term oocícep­
tioo mediated througb AB. 

4.J. AmantodiM tutd tM ACC 

Out findings show that a single micromJe<:ÚOD of 
amanract;ne inlo tbe ACC reduces significanlly loog-lieflJl 
oociceptioo measwed a.s AB. Tbe 1 O v-M dose was cbosen 
because this coocentration has beeo proveo to be eff'ectivc in 
tbe treatment of Parltinson disease (Komhubcr et al., 1995). 
1be two remainíng doses were increa.sed in case tberc was a 
mayoc effect oo diminishing AB. 

Tbe aim of microinjectiog amantadioe at two differenl 
times was to iavestigaie wbether il has a prophylactic, 
lherapeutic or botb actions. Out results suggest a similar 
propbylactic and lherapeutic effect of amantadine wilhio a 
time lapse of 30 min prior to dene.-vation to immedlately 
after iL Despite not beiog a significan! differeoce betwcen 
groups, the experiments in wbich amanladine was adminís­
tcred prior to deO«Vatioo sbowed a lower autotomy score 
Iban its post-deoervalion counterpans. 

Tbe antioocíceptivc cffects of amantadioe into the ACC 
could be related to its dual pharmacological properties. The 
first ooe relaics to its capability of bloclóng NMDA 
receptocs. A oumber of studies llave showo that NMDA 
receptor bloekade dimi.nishcs central sensitization (Eidc. 
2000a .b). Moreover, the admínistration of NMDA 
antagooists prior or duriog lhe induction of a nociceptivc 
process, as seen in the abovc discussed experiment. is able 
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ro reduce oociceptioo (BeMen.. 1994; Davar et al .• 1991: 
Dickenson, 1997; Eisenberg et al., 1994; Herrero et al.. 
1994; Khandwala et al., 1997; Kristensenet al., 1992; Lutfy 
et al .. 1997; Mao et al.'. 1992; Neugebauer et al., 1993; 
Nikolajsen et al, 1996. 2000; Ren et al., 1992; Suzuk.i et al.. 
2001; Takabashi et al., 1996; Tseng. 1998). 

Tbe secolld feature is tbe dopaminergic agonist action of 
amaotadioe (K.arobatb, 1974; Vernier et al .• 1969) as 
illu.~ttaled by the inbibitioo of its uptake (Fletcher and 
Redfern, 1970; Heikkila and Cobeo, 1972) andan increase 
of its release (Brown and Redfem. 1976; Quack et al., 1995; 
Stromberg et al, 1970). Our results funber support the 
possibility that tbe activa1ion of tbe mesolimbic 
dopaminergic system increases dopamine release wilhin 
the ACC and diminisbes oociceptioo (Sa3'!e et al .• 1997: 
Sottes-Bayon et al., 2001). 

Our liDdinp suggest that the maÍll inbibitory effect of 
amaotadiae in tbe ACC is mediated by an interaction with 
the mesolimbic dopaminergic sySlem. DI and 02 receptor 
antagon.ists block the Jong-term aotinociceptive effect 
produced by tbe bigbest dose of amaoladine (100011-M). 
Nevei1beless, an additional antinoclceptive actioo througb 
the glucamaiergic system cauot be díscarded. 

To oar t:oowledge, Ibis is the finl study lhat shows both 
propbylactic and tbaapeutic antinociceptive effects of 
amaotadine microinjections i.DIO tbe ACC. 11 is importan! 
ro note tbal a unique dose of amantadine (200 mg N) 
reduced cbronic paio (Eisenberg and Pud, 1998; Pud et al., 
1998) for time periods far looger Iban tbe drug's mean life 
and witb minimal secondary effects. Our results suggest lha1 
amantadine c:ould be ellicieot in the reduction of paio by 
deaffereotation. 

Tbe present s1udy suggests an inieraction between 
dopamioergic aod glutamaiergic systems wilhin the ACC 
io the genesis and maintenance of Jong-term oociception. 
Our results illusttate that the microinject ion of 
dopaminergic agonists into the ACC has a greater 
aotinociceptive etrect than the NMDA receptor blockade. 
as far as long-term nociceptioo measured through AB is 
concemed. 
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