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Introduccién

La lidocaina es el anestésico local mas utilizado en el mundo.” En medicina
veterinaria se le utiliza en diferentes formas para inducir anestesia local (topica,
infiltracion local, epidural, intratecal, etc.), como antiarritmico y como suplemento a
la anestesia general.? Su efecto terapéutico lo logra al alterar de forma reversible
los flujos i6nicos y disminuir la permeabilidad a los iones de sodio en la membrana
plasmatica, inhibiendo su despolarizacion. El bloqueo de la conduccion de impulsos
nerviosos se presenta 1 a 3 minutos posteriores a su administracion y su efecto dura

alrededor de 60 minutos.?

La lidocaina, al igual que otros anestésicos locales (v.g. etidocaina, mepivacaina,
ropivacaina, bupivacaina), se metaboliza en el higado a 2,6-xilidina* (Figura 1).
Primero sufre N-deetilacién produciendo monoetilglicinexilidida y posteriormente N-
dealquilacion para formar glicinexilidida, productos que sufren hidroxilacion para
formar 4-OH-2,6-xilidina.?

NH,

Figura 1. Formula estructural de la 2,6-xilidina. También se le conoce como 2-amino-1,3-dimetil-
benzeno, 2-amino-1,3-xileno, 2-amino-meta-xileno, 2,6-dimetilfenilamina, ortho-xilidina, o 2,6-meta-
xilidina.

Las aminas aromaticas carcinogénicas ejercen sus efectos biolégicos a través de
la activacion metabdlica por el citocromo P-450 (CYP), lo que activa intermediarios
electrofilicos reactivos que se unen al ADN.°En el caso de la 2,6-xilidina el grupo
nitréogeno y amino, ademas de la posicidon para del anillo aromatico, son dos sitios
posibles para que la monooxigenacion, mediada por el CYP, inicie la produccién
de N-(2,6-dimetilfenil)hidroxilamina (DMHA) y 4-amino-3,5-dimetilfenol (DMAP)

respectivamente (Figura 2). El DMHA tiene la capacidad de reaccionar con el ADN



de manera directa o posterior a una esterificaciéon.®’ La DMAP es potencialmente
genotodxica, ya que sufre oxidacion no enzimatica lo que genera una iminoquinona

que es muy electrofilica.®
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Figura 2. Vias de activacion propuestas de la 2,6-xilidina. La oxidacién de la 2,6-xilidina por el
CYP2E1/2A6 o por el CYP2A6 forman DMAP y DMHA, respectivamente. El DMHA tiene la capaci-
dad de reaccionar con el ADN o la hemoglobina. Ademas, también puede experimentar conjugacién
(Fase Il) para activar ésteres que pueden descomponerse espontaneamente para activar iones de
nitrenium, los cuales pueden reaccionar con el ADN y otras macromoléculas. Estos iones también
pueden reaccionar con H,O para formar DMAP. Este puede experimentar oxidacién no enzimatica
para generar una iminoquinona, que es fuertemente electrofilica. El DMHA también puede convertirse
a DMAP por el CYP2E1 (adaptado de Gan et al.®).

Estudios in vitro demostraron la conversion de lidocaina y monoetilglicinexilidida
a 2,6-xilidina en cortes de higado de humano* y CYPs humanos recombinantes
y microsomas hepaticos humanos generaron DMAP y DMHA a partir de
concentraciones micromolares y nanomolares de 2,6-xilidina, respectivamente.® En
ratas y perros, la DMAP es el principal metabolito de la 2,6-xilidina en la orina.t La
2,6-xilidina también se puede excretar a través de la leche, lo cual se observo en
vacas a las que se les administro lidocaina para diversos procedimientos quirurgicos,

e inclusive en humanos que recibieron lidocaina durante un procedimiento dental.®



También se han detectado niveles elevados de 2,6-xilidina-hemoglobina en humanos
que recibieron tratamientos con lidocaina para anestesia local o arritmias, lo que
sugiere que el DMHA es un metabolito de la lidocaina en humanos. Sin embargo,
este metabolito también se ha encontrado en personas que no han tenido contacto
con la lidocaina.’® Ademas de recibir lidocaina para procedimientos quirirgicos o
terapéuticos, los humanos se pueden exponer a este compuesto por el humo de
cigarro,™'2 por pesticidas," o por el consumo de leche contaminada ya sea de la

madre o de alguna otra especie.®

La 2,6-xilidina se considera como carcindgeno en ratas.' El Programa Nacional
de Toxicologia de los Estados Unidos de Norteamérica la reconoce como un
“evidente carcinogénico en animales experimentales”* y la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer la considera como un “probable carcinogénico en
humanos”.” Con base en esto, la Unidad de Evaluacién de Medicina Veterinaria de
la Agencia Europea para la Evaluacién de Productos Medicinales, prohibio el uso
de la lidocaina en animales de produccion en Europa.'® La Agencia de Alimentos y
Farmacos de los Estados Unidos de Norteamérica también se encuentra revisando

esta posibilidad."

Debido a que aun no hay suficiente evidencia cientifica del efecto carcinogénico de
la 2,6-xilidina en humanos, el uso de la lidocaina y otros anestésicos locales en esta
y otras especies continua. Esto incita a investigar nuevas alternativas para tratar de
controlar el dolor, tanto en medicina humana como en veterinaria, antes de que se

prohiba su uso por completo.

Una posible alternativa es el uso de antibacterianos ya que existen informes en
la literatura que describen efectos analgésicos para algunos aminoglucosidos,
B—-lactamicos y el cloranfenicol en modelos de dolor térmico, mecanico, visceral,
neuropatico, quirdrgico e inflamatorio en roedores.'®2° De ser comprobado su efecto
analgésico en diferentes especies domésticas, estos compuestos se podrian utilizar

con este fin en la practica veterinaria.



El presente estudio tuvo como objetivo investigar el potencial efecto anestésico
local de algunos antibacterianos en preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal
de ratas de 10 dias de edad (P10). El grado de maduracion y mielinizacion del nervio
isquiatico a esta edad es adecuado para responder al efecto de los anestésicos
locales, y la estimulacion eléctrica de estas preparaciones induce potenciales de
accion compuestos que permiten evaluar de manera simultanea las fibras nerviosas
Ay C.2"22 Esto hace que la preparacion de nervio isquiatico-raiz dorsal sea un buen

modelo para evaluar el posible efecto anestésico local de diferentes compuestos.



RESUMEN

ARMIJO GONZALEZ LUIS ANTONIO. Efecto de algunos antibacterianos sobre el
potencial de accion compuesto evocado en preparaciones de nervio isquiatico-raiz
dorsal de ratas. (Bajo la direccion de: Dr. Ignacio Lizarraga Madrigal, Dra. Sara del

Carmen Caballero Chacon).

La lidocaina es el anestésico local mas utilizado en el mundo, pero se ha demostrado
que, indistintamente del nUumero de exposiciones, sus metabolitos son potencialmente
carcinogénicos. Debido a esto es necesario buscar alternativas que permitan
controlar el dolor y que eviten la presencia de dichos efectos secundarios. Con base
en lo anterior se plante6 determinara a través de preparaciones in vitro de nervio
isquiatico-raiz dorsal de ratas de 10 dias de edad, el potencial anestésico local de
algunos antibacterianos. Las preparaciones se colocaron en camaras de acrilico con
el nervio isquiatico en contacto con los electrodos de estimulacion y su raiz dorsal
con los de registro. Para este estudio se utilizaron los antibacterianos trisulfato de
neomicina, sulfato de gentamicina, clorhidrato de minociclina y ampicilina sodica,
todos diluidos en solucién Tyrode modificada. Los tratamientos se aplicaron de
menor a mayor concentracion (1 uM — 100 mM) para determinar su efecto sobre la
amplitud de las fibras Ay C del potencial de accidon compuesto, el cual se evocé de
manera eléctrica. La gentamicina, ampicilina y minociclina disminuyeron de manera
significativa la amplitud de onda de las fibras A sin afectar significativamente la de
las fibras C; la neomicina no produjo efectos significativos. Es posible que el efecto
analgésico de algunos antibacterianos se deba a un efecto anestésico local. Si esto
se comprueba posteriormente en animales, estos farmacos podrian constituir una
alternativa que sustituya el empleo de la lidocaina para bloquear la transmision

neuronal.



Hipétesis

La aplicacién de concentraciones crecientes de algunos antibacterianos deprimira,
en forma dependiente de la concentracion, la amplitud de onda de las fibras tipo A
y C evocadas de manera eléctrica en preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal
de ratas P10.

Objetivos

Determinar, por medio de preparaciones in vitro de nervio isquiatico-raiz dorsal de

ratas P10, el potencial anestésico local de varios antibacterianos.

Objetivos especificos

Determinar el umbral de excitacion de cada una de las preparaciones de nervio

isquiatico-raiz dorsal de ratas P10.

Determinar la velocidad de conduccién de las fibras tipo Ay C en preparaciones de

nervio isquiatico-raiz dorsal de ratas P10.

Determinareltiemponecesario paraque cadaunadelas soluciones de antibacterianos
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a utilizar logre el equilibrio con respecto al tejido nervioso.

Realizar curvas de la concentracion-respuesta y determinar la concentracion
necesaria para inhibir en 50% (Cl,) la amplitud de las ondas de las fibras Ay C para
los antibacterianos que produzcan un efecto inhibitorio en preparaciones de nervio
isquiatico-raiz dorsal de ratas P10.



Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron 32 ratas P10 (Figura 3), de ambos sexos, de la cepa Wistar
provenientes del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Dieciséis

animales se utilizaron para los estudios preliminares y 16 para los trabajos de

experimentacion.
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Figura 3. Rata de la cepa Wistar de 10 dias de edad.
Diseccion

De acuerdo a la NOM-062-Z0O0-1999, las ratas se sacrificaron por medio de

dislocacion cervical y posteriormente se decapitaron.?"?® La piel de la regién ventral



se retird haciendo dos incisiones longitudinales sobre las cavidades toracica y
abdominal. Los érganos de ambas cavidades se retiraron para exponer el canal
vertebral, el cual se abrié por su parte ventral. Los nervios isquiaticos, junto con los
ganglios de la raiz dorsal L4 o L5 y sus respectivas raices dorsales y ventrales, se
disecaron en solucion de Tyrode modificada (118 mM NaCl, 24 mM NaHCO3;, 12
mM glucosa, 3 mM KCI, 1.5 mM CaCl,, 1.25 mM MgSO47H,0; pH 7.4) y aereada
(O2 95%/CO2 5%). Las preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal se colocaron
en una caja de Petri con solucion Tyrode modificada para retirar los remanentes de

tejido conjuntivo y muscular, asi como la raiz ventral de cada uno de los nervios.?'

Registros electrofisioldgicos

Las preparaciones se colocaron en camaras de acrilico con el nervio isquiatico en
contacto con los electrodos de estimulacion y la raiz dorsal en contacto con los
electrodos de registro. Los electrodos se aislaron eléctricamente por medio de
barreras hechas con una mezcla de vaselina y aceite mineral (5:4 v/v). Las
preparaciones se bafiaron en solucion Tyrode modificada a temperatura ambiente

(24- 26 °C).?!

Las preparaciones se estimularon (Estimulador modelo BSLSTM, BIOPAC Systems,
Santa Barbara, CA, Estados Unidos) por medio de pulsos sencillos en forma de
cuadrado con duracion de 500 us cada uno. Para cada preparacion, se determiné el
umbral de excitacion, que aqui se defini6 como el voltaje minimo necesario para
producir una respuesta clara por arriba del nivel basal (umbral de excitacién de
fibras A). Para evocar un potencial de accion compuesto en la raiz dorsal (PACRD)
que tuviera una onda C (umbral de excitaciéon de fibras C), las preparaciones se
estimularon a intensidades de 2, 4, 8, 16, 24, 32, 48 y hasta 64 veces el umbral de
excitacion. Los estimulos se aplicaron cada 2 minutos. Los experimentos
subsecuentes se llevaron a cabo utilizando voltajes dos veces mayor al umbral de
excitacion de las fibras C para cada preparacion. Los potenciales de accidon se

amplificaron y transfirieron por medio de un sistema digital de adquisicion de datos
6



(Modelo MP35, BIOPAC Systems), y se obtuvieron (10 kHz) por medio del
programa BIOPAC Student Lab PRO® (v. 3.7, BIOPAC Systems) para su analisis

posterior fuera de linea.

Velocidad de conduccién

Los PACRD se obtuvieron acorde al método anteriormente descrito y la velocidad
de conduccién de las fibras tipo A y C se determinaron a partir del tiempo
transcurrido entre la estimulacién del nervio y la generacion del pico de la onda para
la deflexidon respectiva (velocidad pico). La velocidad de conduccion se calculd
dividiendo la distancia de conduccién (15 mm) entre el tiempo de conduccidon para

cada onda.

Farmacos

Los farmacos utilizados fueron trisulfato de neomicina, sulfato de gentamicina,
clorhidrato de minociclina, ampicilina sddica, hiclato de doxiciclina, amoxicilina,
lidocaina y capsaicina. Todos los farmacos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos), a excepcién de la lidocaina que se obtuvo de Pisa
Farmacéutica Mexicana (Guadalajara, Jalisco, México). Los tratamientos se
aplicaron sobre 5 mm de la preparacion y cada preparacién recibid un solo
tratamiento (farmaco). Todos los tratamientos se administraron en un volumen de

400 pl. La formula estructural de cada farmaco se muestra en la Figura 4.

La lidocaina se diluyé en agua bidestilada hasta lograr una solucién madre de 40
mM, mientras que la capsaicina se diluyo en etanol al 96% a una concentracion de
1 mM. Ambas soluciones madre se mantuvieron a 4°C y, durante los dias de
experimentacion, se diluyeron en solucidon Tyrode para obtener las concentraciones
deseadas. Cada dia de experimentacién se prepararon diluciones nuevas en

solucion Tyrode para los antibacterianos, unicamente la minociclina se mantuvo en
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Figura 4. Férmula estructural de los farmacos utilizados (adaptado de Sumano y Ocampo24).



refrigeracion (por una sola noche) una vez hecha en solucion.

Debido a que el hiclato de doxiciclina (1 yM, 100 yM, 1 mM, 50 mM, 100 mM) se
precipitd y la amoxicilina (1 uM, 100 yM, 1 mM, 50 mM, 100 mM) formé una solucién

turbia de color blanco, estos antibacterianos no se utilizaron en los experimentos.

Estudios preliminares

Los estudios preliminares se llevaron a cabo con neomicina y ampicilina para tratar
de establecer las concentraciones a utilizar en los experimentos, asi como los
tiempos necesarios para que los antibacterianos se equilibraran. Se obtuvieron
cuatro registros basales del PACRD a intervalos de 2 minutos y posteriormente se
administraron concentraciones crecientes de estos antibacterianos (156 pM, 312
UM, 625 pM, 1.25 mM, 2.5 mM, 5 mM y 10 mM). Cada concentracion permanecié en

contacto con la preparacion por 5 minutos y se tomaron registros cada minuto.

Los registros de las ondas C mostraron gran variabilidad después de la aplicacion
de ambos antibacterianos (Figura 5). Para determinar si las variaciones se debian a
los tratamientos o alguna otra causa, se tomaron registros del PACDR siguiendo el
mismo protocolo que en los estudios preliminares con neomicina y ampicilina, pero
en esta ocasion unicamente en presencia de solucion Tyrode. Estos registros
control mostraron una variabilidad similar a la observada en los estudios
preliminares con neomicina y ampicilina (Figura 6), por lo que se determin6 que era

un problema de interferencia.
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Figura 5. Estudios preliminares. Efecto de la ampicilina (a; 156 yM - 10 mM) y neomicina (b; 156 uM
- 10 mM) sobre la amplitud de onda de las fibras A y C del potencial de accién compuesto de
preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal L4 o L5 de ratas de 10 dias de edad. Cada punto
representa la media + e.e.m. (n = 4).
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Figura 6. Estudios preliminares. Efecto de la soluciéon Tyrode sobre la amplitud de onda de las fibras
Ay C del potencial de accién compuesto de preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal L4 o L5 de
ratas de 10 dias de edad. Cada punto representa la media + e.e.m. (n = 4).

En estudios subsecuentes en los cuales sélo se administré solucion Tyrode, se
colocd un caiman al electrodo negativo de las preparaciones para hacer “tierra” y
disminuir la interferencia que se pudiese generar por los equipos eléctricos y
electronicos en el y alrededor del laboratorio de experimentacion y que pudieran
alterar los registros. Después se hizo otro tratamiento control en el que cada minuto

la solucion Tyrode aplicada a la preparacion fue reemplazada por una nueva.
Experimentos

Lidocaina

La solucion madre de lidocaina se diluyd en solucidon Tyrode hasta lograr
concentraciones de 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, y 2 mM. Después de obtener tres
registros basales del PACRD para cada preparacién, con un lapso de 2 minutos

entre cada uno de ellos, se aplicaron concentraciones crecientes de lidocaina
11



(0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, y 2 mM). Cada concentracion se dejé en contacto con
el nervio por 2 minutos antes de obtener un registro. Una vez aplicada la
concentracion mas alta, las preparaciones se lavaron con solucion Tyrode por 70
minutos. Durante los primeros 10 minutos, los lavados se realizaron cada 30-45
segundos; los siguientes 20 minutos, los lavados fueron cada minuto, y los ultimos
40 minutos, los lavados se llevaron a cabo cada 2 minutos. Durante el tiempo que
duraron los lavados se registraron PACRD cada 10 minutos para determinar el

grado de recuperacion de las fibras Ay C.

Capsaicina

La solucién madre de capsaicina se diluyé en solucién Tyrode para obtener una
concentracion de 2 uM. Esta concentracion se aplicé a las mismas preparaciones
que recibieron lidocaina una vez que paso6 el tiempo de lavado del farmaco. Se
obtuvieron tres registros basales con un lapso de 2 minutos entre cada uno de ellos
y después se aplico la capsaicina a la preparacion y se registraron dos PACRD con
2 minutos de intervalo entre ellos. No se hicieron lavados para intentar la

recuperacion de los PACRD.

Antibacterianos

En los experimentos subsecuentes con antibacterianos se obtuvieron cinco registros
basales con un lapso de 2 minutos entre cada uno de ellos y cada concentracion se
dej6o en contacto con la preparacion por 10 minutos. Durante este tiempo, se
registraron respuestas cada minuto sin cambiar la solucion hasta que se aplicara la
siguiente concentracion. Las concentraciones que se utilizaron para los
antibacterianos fueron mayores a las empleadas en los estudios preliminares ya
que en estos no se observd un efecto marcado por parte de la neomicina y la
ampicilina. Las concentraciones utilizadas fueron: neomicina 1 uM, 100 uM, 1 mM,
100 mM; ampicilina sédica 1 uM, 100 yM, 1 mM, 100 mM; minociclina 1 pM, 100
uM, 1 mM, 17.8 mM; y gentamicina 100 mM. Las diferencias en las concentraciones

a utilizar se debieron a la disponibilidad de los antibacterianos.
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Una vez que se aplicé la concentracion mas alta de cada tratamiento, las
preparaciones se lavaron con solucion Tyrode durante 30 minutos (a excepcion de
aquellas que recibieron minociclina). Durante este tiempo se realizaron registros
cada 10 minutos para determinar el porcentaje de recuperacion en la amplitud de

las ondas de las fibras Ay C.

Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como media £ e.e.m. El efecto de cada concentracion y
tratamiento sobre el PACRD se evalué midiendo la amplitud de las ondas de las
fiboras A 'y C. Los valores absolutos de las amplitudes de ambas ondas se
transformaron a valores porcentuales con respecto a sus niveles basales para cada
preparacion. Los datos obtenidos en los experimentos se evaluaron por medio de
analisis de varianza (ANOVA) para mediciones repetidas seguido de la prueba de
Tukey. El programa GraphPad Prism (Prism 4 for Macintosh, v4.0b, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) se utilizd para estos fines. Valores de P < 0.05

se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados

Umbral de excitacion y velocidad de conduccién

En 31 preparaciones en las que se obtuvieron registros estables en cuanto a la
amplitud de las fibras A y C, el umbral de excitacién de las primeras fue de 0.45 +
0.02 V y de las ultimas de 7.94 £ 0.3 V. La velocidad de conduccion de las fibras A
fue de 10.56 + 0.58 m/s y de las fibras C de 0.74 £ 0.02 m/s.

Tratamientos control (Tyrode)
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La amplitud de las fibras A disminuyé de manera significativa (P < 0.0001, ANOVA)
cuando se aplicé unicamente solucion Tyrode y ésta se reemplazd por soluciéon
fresca cada 5 minutos. Las diferencias fueron significativas a partir del minuto 8 (P =
0.05, Tukey). Bajo este mismo esquema, la amplitud de las fibras C también
disminuy6 a través del tiempo (P < 0.0001, ANOVA), pero permanecieron estables

durante 38 minutos (P = 0.05, Tukey) (Figura 7a).

Aunque los registros de las fibras A fueron mas estables cuando la solucion Tyrode
se reemplazdé por solucion fresca cada minuto, también hubo diferencias
significativas (P < 0.0001, ANOVA). En este caso los valores no variaron de manera
significativa durante los primeros 33 minutos (P = 0.05, Tukey). La amplitud de las
fibras C también vari6 de manera significativa (P < 0.0001, ANOVA) y los registros

fueron estables los primeros 30 minutos (P = 0.05, Tukey) (Figura 7b).
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Figura 7. Efecto de la solucion Tyrode sobre la amplitud de onda de las fibras A y C del potencial de
accion compuesto de preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal L4 o L5 de ratas de 10 dias de
edad. (a) La solucién Tyrode se reemplazé cada 5 minutos a partir del Ultimo registro basal (minuto
6). (b) La solucion Tyrode se reemplazd cada minuto a partir del ultimo registro basal (minuto 6).
Cada punto representa la media + e.e.m. (n = 4).
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Lidocaina

La aplicacion de lidocaina disminuyd, de manera dependiente de la concentracion,
la amplitud de las fibras A y C, logrando inhibir ambas fibras de manera casi
completa con la concentracion de 2 mM. La recuperacion de la amplitud de las
fiboras A 'y C fue de ~60% (Figura 8a,b). La concentracion necesaria para inhibir en
50% (Clso) la ampliutud de las fibras A fue de 662.8 + 1.38 yM y el valor
correspondiente para las fibras C fue de 369.8 £ 1.34 uM (Figura 8c).
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Capsaicina

La aplicacion de 2 uM de capsaicina disminuyd de manera significativa la amplitud
de onda de las fibras C (P < 0.0001; ANOVA); hubo diferencias significativas entre
todos los valores basales y aquellos obtenidos 4 minutos después de la aplicacion
de capsaicina (P < 0.001, Tukey). La respuesta de las fibras A no vari6 de manera

significativa (P = 0.0836; ANOVA) (Figura 9).
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Figura 9. (a) Efecto de la capsaicina (2 uM) sobre el potencial de accién compuesto de una pre-
paraciéon de nervio isquiatico-raiz dorsal L4 o L5 de ratas de 10 dias de edad. (b) Efecto de la
capsaicina (2 uM) sobre la amplitud de onda de las fibras A y C del potencial de accidon compuesto.

* Representa diferencia significativa con respecto a los valores basales (P < 0.001). Cada punto
representa la media £ e.e.m. (n = 6).
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Neomicina

La aplicacion de neomicina (1 uM - 100 mM) no disminuy6 de manera significativa la

amplitud de las fibras A (P = 0.0506, ANOVA) ni de las fibras C (P = 0.7524,
ANOVA) (Figura 10).
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Figura 10. (a) Efecto de la neomicina (100 mM) sobre el potencial de accién compuesto de una
preparacion de nervio isquiatico-raiz dorsal L4 o L5 de ratas de 10 dias de edad. (b) Efecto de la
neomicina (1 uM - 100 mM) sobre la amplitud de onda de las fibras A y C del potenciad de accion
compuesto. Cada punto representa la media £ e.e.m. (n = 4).
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Gentamicina

La gentamicina (100 mM) disminuy6 de manera significativa la amplitud de las fibras

A (P < 0.0001, ANOVA), siendo los valores basales diferentes a los de los registros

obtenidos 5 minutos a partir de la aplicacion del antibacteriano (P < 0.05, Tukey). La

amplitud de las fibras A regreso a niveles similares a los basales después de los

lavados con solucion Tyrode (Figura 11).

A pesar de que la prueba de ANOVA detectd diferencias significativas para las

fiboras C (P = 0.0006), las diferencias encontradas fueron entre el valor del ultimo

lavado con solucién Tyrode y los valores obtenidos durante la aplicacion de

gentamicina (P < 0.05, Tukey) (Figura 11).
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Figura 11. (a) Efecto de la gentamicina (100
mM) sobre el potencial de accion compuesto de
una preparacion de nervio isquiatico-raiz dorsal
L4 o L5 de ratas de 10 dias de edad. (b) Efecto
de la gentamicina (100 mM) sobre la amplitud
de onda de las fibras A y C del potenciad de
accion compuesto. Cada punto representa la
media £ e.e.m. (n = 4).
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Ampicilina

El andlisis de varianza detectd un efecto significativo de la ampicilina sobre la
amplitud de las fibras A (P < 0.0001). Aunque no hubo cambios significativos con las
concentraciones mas bajas (1 - 1000 uM), la aplicacion de 100 mM de ampicilina
deprimié de manera significativa la amplitud de las fibras A con respecto a los

valores basales (P < 0.05, Tukey) (Figura 12).

La amplitud de las fibras C también vari6 a través del tiempo (P < 0.0001, ANOVA).
Después de aplicar la ampicilina se observdé una tendencia a incrementar la
amplitud de las fibras C con las concentraciones mas bajas del antibacteriano (1 -
1000 puM), pero con la concentraciéon mas alta (100 mM) la tendencia fue a disminuir
la amplitud de las fibras. En ningun caso hubo diferencias significativas entre los
valores basales y los obtenidos durante la aplicacion de ampicilina (P = 0.05, Tukey)

(Figura 12).
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Minociclina

La minociclina disminuyd, de manera dependiente de la concentracion, la amplitud
de las fibras A (P < 0.0001, ANOVA). Las reduccion fue significativa, con respecto a
las mediciones basales, a partir de la aplicacion de 1 mM del antibacteriano (P <

0.05, Tukey). La variacion de las fibras C no fue significativa (P = 0.9469, ANOVA)
(Figura 13).
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Figura 13. (a) Efecto de la minociclina (17.8 mM) sobre el potencial de accién compuesto de una
preparacion de nervio isquiatico-raiz dorsal L4 o L5 de ratas de 10 dias de edad. (b) Efecto de la
minociclina (1 uM - 17.8 mM) sobre la amplitud de onda de las fibras A y C del potenciad de accion
compuesto. Cada punto representa la media £ e.e.m. (n = 3).
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Discusién

La serie de experimentos que se presentan en este trabajo investigaron la
capacidad anestésico local de la neomicina, gentamicina, ampicilina y minociclina.
Los tres ultimos antibacterianos deprimieron la amplitud de las fibras A, mientras
que ninguno de los cuatro farmacos tuvo un efecto significativo sobre las fibras C. El
presente estudio es el primero que reporta un efecto anestésico local para los

antibacterianos.

Tratamientos control (Tyrode)

Debido a la variabilidad en la amplitud de las fibras C de los registros obtenidos en
estudios preliminares con neomicina, ampicilina y solucién Tyrode (ver Materiales y
Métodos), se realizaron registros en preparaciones a las cuales unicamente se les
administré solucién Tyrode, la cual se reemplazé por solucion fresca cada 5
minutos, a efecto de determinar la causa de las diferencias obtenidas con el fin de

obtener registros mas constantes en cuanto a la actividad de las fibras Ay C.

Una de las causas mas comunes de variabilidad en registros electrofisioldgicos es
la interferencia ocasionada por aparatos eléctricos y electronicos asi como otras
fuentes de energia. Para eliminar esta posibilidad, se colocé el extremo de un
caiman al electrodo negativo de la camara de registro y el otro extremo a la mesa
de trabajo, la cual era de acero inoxidable, para hacer “tierra”. Esto fue suficiente
para eliminar las interferencias, aunque se observd disminucion progresiva en la
amplitud de las fibras A y C, siendo mas marcada en las primeras. Para solucionar
este problema, se decidido reemplazar la solucion Tyrode cada minuto, en lugar de
cada 5 minutos, por solucion fresca, lo cual permitié tener registros estables por

mas de 30 minutos.

Umbral de excitacion y velocidad de conduccion
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Los umbrales de excitacion y la velocidad de conduccion de las fibras Ay C que se
obtuvieron en este estudio (0.45+0.02Vy 7.94 +0.3V; 10.56 £ 0.58 m/sy 0.74
0.02 m/s, respectivamente) fueron similares a los reportados con anterioridad en
preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal L4 o L5 de ratas de 10 dias de edad
(022 £+ 019 V y 110 + 161 V; 794 + 048 m/s y 0.74 + 0.05 m/s,
respectivamente).21 Esta comparacion fue posible ya que en ambos estudios se
utilizé el mismo patréon de estimulacion. Esto confirma que las preparaciones
utiizadas en este estudio fueron viables y que las ondas de los registros

corresponden a las despolarizaciones de las fibras Ay C.

Lidocaina

La lidocaina es un anestésico local amidico que ejerce su efecto por infiltracién o
por aplicacion superficial, el cual consiste en impedir la generacién y la conduccion
del impulso nervioso.? La aplicacién de lidocaina disminuyo la amplitud de las fibras
Ay C en forma dependiente de la concentracion hasta inhibirla completamente con
una concentracion 2 mM. Debido a que la respuesta de un nervio ante un estimulo
depende de la despolarizacién de sus axones, lo cual implica la entrada de iones de
sodio del liquido extracelular al liquido intracelular a través de canales dependientes
de voltaje,25 la lidocaina debié disminuir la permeabilidad a este i6on impidiendo la
despolarizacién de las fibras.

Los valores Clso de lidocaina para las fibras A y C obtenidos en este estudio (662.8
+ 1.38 yM y 369.8 £ 1.34 uM, respectivamente) fueron mayores a los reportados
con anterioridad (242.25 + 94.27 uyM y 267.53 + 27.12 pyM, respectivamente) en
preparaciones de ratas de 10 dias de edad mantenidas en condiciones similares a
las aqui descritas.?’ Es posible que estas diferencias se deban a las cepas de ratas
utilizadas (Wistar en este estudio y Sprague-Dawley en el otro) y que existan
diferencias en la expresion y cinética de los diferentes tipos de canales de sodio que

poseen estos animales en el nervio isquiatico a los 10 dias de edad.
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Capsaicina

Para confirmar lo demostrado a partir de la velocidad de conduccion de las fibras C
se utilizé capsaicina, la cual es un bloqueador selectivo de la conduccion aferente
de las fibras C.%' Este compuesto, el cual es responsable de la sensacién picante de
los chiles, disminuyo la amplitud de las fibras C pero no la de las A. Esto demuestra
que las ondas del potencial de accion compuesto denominadas como fibras C en
este estudio fueron en realidad producidas por despolarizacion de axones
amielinicos. Se desconoce el mecanismo de accion por el cual la capsaicina
disminuye la actividad de las fibras C, pero se cree que tiene un efecto neurotoxico

sobre estas fibras.?’

Aminiglucdsidos (neomicina y gentamicina)

Los aminoglucésidos bloquean canales dependientes de voltaje para calcio por lo
que actuan como antagonistas competitivos del flujo del calcio hacia el interior de
las neuronas.?®%’ El calcio es importante para la regulacién de varios procesos
biolégicos, incluyendo la transmision de informacidn dolorosa. Por ejemplo, la
aplicacion de cloruro de calcio por via intracerebroventricular en ratones produjo
hiperalgesia.?® En congruencia con el efecto nociceptivo del calcio, los agentes
quimicos que disminuyen la disponibilidad extracelular del este i6n (agentes

quelantes como el EDTA) también son capaces de inducir antinocicepcion.?®

En un estudio en el cual se administré sulfato de neomicina (5 - 15 ug) y sulfato de
gentamicina (2.5 - 5 ug) por via intratecal hubo reduccién, de manera dependiente
de la dosis, de la alodinia mecanica en ratas.?” En forma similar, la administracién
intraperitoneal de sulfato de gentamicina (5 - 800 ug) produjo antinocicepcion en
ratas y ratones que recibieron carragenina en la articulacion femoro-tibio-patelar y

fueron sometidos a una prueba de dolor térmico."” La gentamicina, al bloquear
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canales dependientes de voltaje para calcio, disminuye la disponibilidad de este ion,
lo cual impide la liberacion de algunos neurotransmisores (glutamato, aspartato) y
disminuye la actividad neuronal.’ Los aminoglucdsidos no atraviesan la barrera
hematoencefélica de manera eficiente, por lo se piensa que el mecanismo por el

cual inducen antinocicepcion podria ser a nivel de sistema nervios periférico.'®"”

La hipotesis anterior se desafié en este estudio al administrar gentamicina (100 mM)
y neomicina (1 yM - 100 mM) a las preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal.
Unicamente la gentamicina disminuyé la amplitud de las fibras A, lo cual se puede
interpretar como un efecto anestésico local por bloqueo de flujo idnicos. El efecto
depresor del aminoglucosido fue de ~25%, a diferencia de lo reportado por
Raisinghani et al., quienes con neomicina (100 uM) lograron inhibir de manera total
las corrientes de calcio inducidas por capsaicina (1 yM) a través de receptores
vaniloides VR1 en neuronas cultivadas a partir de ganglios de la raiz dorsal de
ratas.®® En forma similar, Zhou y Zhao inhibieron casi por completo las corrientes
calcio y las corrientes de sodio resistentes a la tetrodotoxina en neuronas cultivadas
a partir de ganglios de la raiz dorsal de ratas al utilizar 40 pM y 100 mM de

neomicina, respectivamente.*’

Debido a que las concentraciones de los aminoglucosidos utilizadas en este estudio
fueron lo suficientemente altas como para inhibir el flujo iénico de calcio y sodio
segun lo reportado en la literatura,’®?' las diferencias en resultados se podrian
explicar por la forma en que se aplicaron los antibacterianos. En este estudio la
preparacion de nervio isquiatico-raiz dorsal se baind con el antibacteriano diluido en
solucién Tyrode, mientras que en los trabajos en donde se reportd inhibicién total
con aminoglucésidos, estos se aplicaron directamente a nivel intracelular. Es
posible que los aminoglucdsidos no hayan atravesado el epineuro de manera

eficiente y por lo tanto no hayan inducido un efecto anestésico local mas evidente.

Ampicilina

25



La administracion subcutdanea de ampicilina (100 mg/kg) en ratas con
comportamiento de automutilacion (autotomia) indujo analgesia comparable a la
producida por el &cido salicilico (300 mg/kg) y el ketoprofeno (4 mg/kg)."® Sin
embargo, cuando se administraron diferentes penicilinas, incluyendo ampicilina, por
via intracerebral (300 ug intraventricular y 30 ug en zonas cerebrales involucradas
con los efectos analgésicos de diferentes farmacos) no hubo cambios en la
sensibilidad al dolor en ratas.* Esto sugiere que los efectos analgésicos de la

ampicilina estdn mediados a nivel periférico.

La aplicacion de ampicilina (100 mM) inhibié casi por completo la amplitud de las
fibras A, sin afectar de manera significativa la de las fibras C. Este antibacteriano
tuvo el mayor efecto anestésico local en este estudio y es posible que esto

contribuya al efecto analgésico del farmaco.

Minociclina

La minociclina tiene efectos a nivel de sistema nervioso central, donde actua como
inhibidor de la activacion y proliferacion de la microglia, sin tener algun efecto
directo sobre los astrocitos o las neuronas.®® La activaciéon de la microglia y la
subsecuente liberacion de citocinas proinflamatorias (interleucina-1p y factor de
necrosis tumoral a) inducen el desarrollo de hipersensibilidad y facilitan la
transmision de dolor.>*3° La activacion de la proteincinasa p38 en la raiz dorsal y en

la médula espinal interviene en la generacion de este proceso.*

La administracion intraperitoneal de minociclina (40 mg/kg) una hora antes de la
constriccion de la raiz dorsal L5, pero no 5 dias después de la cirugia, disminuyo la
alodinia y la hiperalgesia en ratas. Este efecto se atribuyé a la capacidad de la
minociclina de inhibir la activacion de las células de la microglia y la consiguiente
liberacion de citocinas proinflamatorias.®* De manera similar, Ledeboer et al.

demostraron que la minociclina (50 pg por via intratecal) fue mas eficaz en prevenir
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y retardar el desarrollo de la alodinia que en revertirla en ratas con neuropatia
inducida en el nervio isquiatico.® Estos datos sugieren que la activacion de la
microglia participa en la generacion, pero no en el mantenimiento, del dolor

neuropatico.

En este estudio, la aplicacion de minociclina (1 y 17.8 mM) disminuy¢ la respuesta
de las fibras A en preparaciones de nervio isquiatico-raiz dorsal. Esto demuestra
que la minociclina no solo tiene un efecto analgésico central al actuar sobre la
microglia, sino que también ejerce un efecto anestésico local a nivel periférico. Esto

se debe a que los nervios periféricos carecen de este tipo de células.
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Conclusiones

El presente trabajo reporta por primera vez un efecto anestésico local para la
gentamicina, ampicilina y minociclina. El efecto fue evidente sobre las fibras A, pero
no en las C, por lo que se acepta la hipétesis formulada en este trabajo unicamente
para las fibras A. Debido a que se utilizaron preparaciones de nervio isquiatico-raiz
dorsal provenientes de animales de 10 dias de edad, el desarrollo neuronal aun es
incompleto pero funcional y sensible al efecto anestésico de la lidocaina, como se

demostrd aqui y en otros trabajos.?"#

Lasraices dorsales de cada nervio son una via aferente de la transmision de impulsos.
Al aplicar los antibacterianos antes mencionados sobre las preparaciones se bloqued
de manera selectiva la transmisién de impulsos de los axones mielinizados. Aunque
estos axones no son los principales responsables de transmitir sefales de dolor,
se sabe que algunas de éstas dependen de ellos. Esto abre la posibilidad de que
algunos antibacterianos interrumpan de alguna manera la transmision a lo largo del

axén y por lo tanto se inhiba la sensacion de dolor.

Debido a que el efecto analgésico de los antibacterianos no depende de la familia
en la que se clasifican ni de su capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica,
sino mas bien del farmaco en particular,' se evalué el efecto anestésico local de
diferentes antibacterianos, incluso algunos de una misma familia (los aminoglucésidos
neomicina y gentamicina). Los resultados demostraron un efecto anestésico local

en nervios periféricos, siendo mas evidente este efecto para la ampicilina.

Las concentraciones utilizadas en los experimentos y con las que se logré un efecto
anestésico local de los antibacterianos fueron mas altas a las que se alcanzan de

manera terapéutica en animales tratados con estos antibacterianos. Sin embargo,
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la administracion perineural de los mismos podria permitir alcanzar concentraciones
suficientes para bloquear la transmision de impulsos nerviosos. También es posible
que los antibacterianos puedan tener un efecto analgésico que no dependa del
efecto anestésico local que se encontré en este trabajo. Se necesitan estudios que

evaluen esta hipotesis.

Durante el transcurso de la fase experimental se presentaron varias dificultades
(interferencia, variabilidad en las amplitudes de las fibras C) inherentes a la
técnica utilizada. Estas dificultades fueron solucionadas y se lograron obtener, con
ayuda de un sistema digital de adquisicion de datos, registros electrofisioldgicos
que representan el primer trabajo de este tipo en el Departamento de Fisiologia y
Farmacologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Este trabajo sera

la base de futuras investigaciones.
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