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RESUMEN

El dolor es una experiencia compleja que alerta a los individuos de lesiones reales o
potenciales. Para su estudio se divide en cuatro fases: transduccion, transmision,
interpretacion y modulacion. La experiencia dolorosa cumple una funcidon protectora
primordial, no obstante, dada la caracteristica altamente subjetiva y contextual de esta
experiencia el dolor puede resultar incapacitante, ademds puede producir una profunda

alteracion de los mecanismos de regulacion del Sistema Nervioso Central (SNC).

De los mecanismos de regulacion se ha reportado que, especificamente los agonistas
a receptores de dopamina (DA), producen un efecto analgésico observado de manera
empirica en pacientes y corroborado en modelos animales de dolor. Este efecto es mediado
principalmente por receptores dopaminérgicos de la familia D2, cuyas vias de senalizacion y
mecanismos de accidon son analogos al de los receptores opioides. Los agonistas endogenos
y exogenos de los receptores p-opioide producen un efecto antinociceptivo muy eficaz en
dolor agudo e inflamatorio, a pesar de ser los analgésicos por excelencia, sus efectos adversos
como la tolerancia y adiccion limitan su uso por periodos prolongados para condiciones de

dolor crénico.

Recientemente se ha sugerido que la tolerancia y la adiccion producida por los
agonistas a receptores p-opioide es producida, en parte, por interacciones con receptores
dopaminérgicos. Aunado a esto, ambos tipos de receptores se expresan en practicamente los
mismos sitios anatémicos involucrados en la modulacion de la nocicepcion y el dolor a nivel
de la médula espinal. De igual manera, se han reportado interacciones entre ambos sistemas
durante los procesos de dolor y analgesia a nivel cortical. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto antinociceptivo de la coadministracion de farmacos agonistas a los
receptores tipo D2 y farmacos agonistas al receptor p-opioide en tres modelos de dolor
(nociceptivo, inflamatorio y neuropatico), y determinar si la coadministracion mejora el
efecto antinociceptivo de los mismos farmacos comparado a cuando se administran de
manera independiente. Ademads, evaluamos el proceso de analgesia y la conducta de

preferencia producida por la administracion sistémica de la terapia de coadministracion.

La administracion de los farmacos se llevo a cabo por via intratecal (i.t.) y subcutdnea

(s.c.); se realizaron pruebas para nocicepcion térmica y mecanica, antes y después de la
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administraciéon de los farmacos. Como modelo de dolor inflamatorio se realizaron
inyecciones intraplantares de adyuvante completo de Freund (ACF) y la ligadura floja del
nervio ciatico (LFC) como modelo de dolor neuropatico. Para la conducta de preferencia

utilizamos el paradigma de condicionamiento preferente de lugar (CPL).

En el modelo animal de nocicepcion la coadministracion i.t. de quinpirol (1 nmol;
agonista del receptor D2) redujo ~8 veces la dosis requerida de DAMGO (agonista de los
receptores p-opioide) para producir antinocicepcion mecanica. En el modelo de dolor
inflamatorio, la coadministracion de 1 nmol de quinpirol y 30 pmol de DAMGO revirtié
completamente la hiperalgesia producida por el ACF frente a estimulos térmicos y mecanicos
nocivos. Los farmacos administrados por separado no produjeron un alivio completo de la
hiperalgesia. quinpirol 1 nmol y 100 pmol de DAMGO via i.t. también aliviaron la
hiperalgesia mecanica y térmica en el modelo de LFC. En cuanto a la administracion
sistémica por via s.c., los grupos de tramadol 10 mg/kg, quinpirol 1 mg/kg y la
coadministracion, no tuvieron efectos estadisticamente significativos en el modelo de animal
de nocicepcion, no obstante, la combinacion revirtio la hiperalgesia en los modelos de dolor
inflamatorio y neuropdatico. La coadministracion de los farmacos agonistas produjo un
cambio significativo en la conducta de condicionamiento, solamente en el modelo

inflamatorio.

El presente trabajo ofrece nuevas evidencias de una relacion sinérgica antinociceptiva
entre los agonistas opioidérgicos y dopaminérgicos. Esta combinacion, podria ayudar al
tratamiento de condiciones dolorosas resistentes a los tratamientos convencionales y podria
reducir los efectos adversos presentes en la administracion cronica de opioides. Ademas,
presentamos un antecedente conductual de la modulacion dopaminérgica diferencial en
aferentes primarias periféricas y la modulacion que ejercen en el proceso de cronicidad en el

dolor patologico.
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ABSTRACT

Pain is a complex experience that alerts individuals from potential or real lesions. Pain
has been divided in transduction, transmission, interpretation or integration, and modulation
for its study. The pain experience accomplishes a primordial protective function, however
due to its characteristic highly subjective and contextual nature, pain may turn incapacitating
and moreover produce a profound alteration in the regulatory systems at the Central Nervous

System (CNS).

The regulatory mechanisms work with several neurotransmitters and it has been
reported that specifically dopamine (DA) receptor agonists produce an analgesic effect;
empirically observed in Parkinson’s disease patients and then corroborated in animal models
of pain. This analgesic effect is principally mediated by D»-like family of DA receptors
whose signaling pathways and mechanisms of action are analogous to those carried by opioid
receptors when activated. Endogenous and exogenous agonists for p-opioid receptors show
an efficient antinociceptive effect over hyperalgesia produced by acute and inflammatory
pain. Despite being the gold-standard analgesics, opioid adverse effects such as tolerance and

addiction hamper their use for prolonged periods of time in chronic pain conditions.

Tolerance and addiction produced by p-opioid receptor agonists is in part, due to the
interactions with DA receptors. Coupled with this, both receptors are expressed in practically
the same anatomical sites for central modulation of pain and nociception, both at the brain
and spinal cord. Furthermore, intertwined interactions between both systems have been
reported during the process of pain and analgesia in the CNS. So, the main objective of the
present study was to evaluate the antinociceptive effect of coadministration therapy of drug
agonists for Da-like receptors and p-opioid receptors in 3 animal models of pain (nociceptive,
inflammatory and neuropathic). Also, to determine if the coadministration therapy improves
the antinociceptive effect of drugs when administered alone. Finally, we also evaluated the
potential analgesia and conditioned place preference produced by the systemic administration

of our co-adjuvant therapy.

Drug administration was carried either locally or systemically by intrathecal (i.t.) or
subcutaneous route (s.c.), respectively. Thermal and mechanical nociception tests were

carried before and after the administration of drugs. As an inflammatory model of pain, we
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used the intraplantar injection of Complete Freund Adjuvant (CFA), and we used the sciatic
loose ligature (SLL) as a model of neuropathic pain. To evaluate preference through

analgesia, we used the conditioned place preference (CPP) paradigm.

1.t. coadministration of quinpirole (1 nmol; D»-like receptor agonist) reduced ~8 times
the required dose of DAMGO (u-opioid receptor agonist) to produce mechanical
antinociception. In the inflammatory model, coadministration of 1 nano moles of quinpirole
and 30 pico moles of DAMGO completely reversed mechanical and thermal hyperalgesia
produced by CFA administration. Independently administered drugs did not provide a
complete reversal of hyperalgesia. However, 1 nmol of quinpirole and 100 pmol of DAMGO
also completely abolished thermal and mechanical hyperalgesia during the SLL neuropathic
model of pain. Systemic s.c. administration of 10 mg/kg of tramadol, 1 mg/kg quinpirole,
and the coadministration of both doses in different animal groups did not significantly altered
nociceptive mechanical and thermal induced reflex latencies in the nociceptive model of pain.
In sharp contrast, coadministration therapy did completely abolished hyperalgesia produced
by either inflammatory or neuropathic models of pain, particularly thermal hyperalgesia.
Systemic coadministration of drug agonists produced a statistically significant change in the

preference behavior in the CPP paradigm, only the CFA inflammatory model.

The present study offers new evidence about a synergistic antinociceptive relationship
between opioid and dopaminergic agonists. This combination of drugs could aid in the
treatment of painful conditions resistant to conventional treatments and also help to ease
some of the adverse effects produced by chronic administration of opioids. Furthermore, we
show a behavioral background of differential dopaminergic modulation over primary
afferents and the modulatory effect they have over the chronicity process in pathological

pain.
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1. Introduccion

Los circuitos neuronales intrinsecos existen como resultado de la interaccion de: 1)
componentes celulares determinados genéticamente al nacer (neuronas, glia, células
inmunes, y los circuitos constitutivos resultantes), 2) la experiencia sensitivo/motora durante
el desarrollo inicial del individuo (postnatal-adultez temprana, codificacion a través de
memoria y perfeccionamiento de los circuitos constitutivos) y 3) los componentes
autorregulatorios que permiten la plasticidad neuronal, que modifica estos circuitos para
adaptarse a las contingencias del medio (a través de experiencias) (LaMantia, 2017). La
interaccion diaria con nuestro ambiente produce cambios entre las fuerzas sinapticas de
comunicacion en los circuitos neuronales preestablecidos, sin embargo, estos circuitos se
mantienen en un estado de homeostasis. Las experiencias extraordinarias o complejas pueden

modificar estos circuitos de manera drastica y potencialmente permanente.

1.1. Dolor

El dolor es una experiencia compleja en la cual, informacion periférica producida por
estimulos potencialmente dafiinos se transmite a estructuras superiores, comunicando
acciones inmediatas para prevenir el dafio. La organizacion internacional para el estudio del
dolor (IASP, por sus siglas en inglés) define al dolor como: “una experiencia emocional y
sensorial desagradable causada por, o parecida a la causada por, una lesion real o potencial
de tejidos”. El dolor tiene dos componentes temporales: el primero de corta duracion, pero
rapida transmision y el segundo de mayor duracion, pero de transmision demorada. La
experiencia del dolor comienza con la transduccion del estimulo nocivo en el Sistema
Nervioso Periférico (SNP) por medio de neuronas del especializadas denominadas
nociceptores, cuyos cuerpos celulares se encuentran en los ganglios de la raiz dorsal (GRD)
o en los ganglios trigéminos (GT), ubicados anatdbmicamente de manera lateral a la médula
espinal o adyacentes al tallo cerebral, respectivamente. La terminal nerviosa periférica del
nociceptor inerva la piel, musculos, huesos y 6rganos internos del cuerpo por medio de
terminales libres, denominadas asi por la ausencia de un arreglo celular especifico, los cuales
generalmente estdn optimizados para la transduccion de estimulos de bajo umbral en el
Sistema Somatosensorial (SS). La porcidén axonica proximal del nociceptor tiene contacto
sinaptico con neuronas de la asta dorsal de la médula espinal en el Sistema Nervioso Central

(SNC). El cuerpo celular de los nociceptores, asi como el de las demas aferentes sensitivas,
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se encuentra dentro del GRD. Las proyecciones de los nociceptores son distales/periféricas

y proximales/médula espinal.

La distincion y especializacion de las neuronas del GRD fue ampliamente reconocida
hace mas de 100 afios por Sherrington (Sherrington, 1903), dos décadas después se segrego,
de acuerdo al didmetro de las fibras y su velocidad de conduccién, el tipo de conducta que
producia la activacion de las fibras de distinto didmetro (Gasser & Erlanger, 1927). La
identificacion irrefutable de las fibras con menor diametro (fibras C) como nociceptores
ocurri6 después (Bessou & Perl, 1969). El grosor de cada fibra depende, en parte, del
porcentaje de mielinizacion. La fibra A (AB) tienen la velocidad de conduccion més rapida
debido al mayor grado de recubrimiento de mielina conferido por los oligodendrocitos. Las
fibras AB sefializan la experiencia diaria de interaccion con nuestro alrededor a través del SS;
de ahi el requerimiento de alta velocidad de conduccion y sensibilidad para el reconocimiento
de los estimulos. En contraste, las neuronas con fibras C y A0 estan pobremente mielinizadas,
lo que resulta en una velocidad de conduccion hasta 100 veces mas lenta para la nocicepcion:
transduccion de experiencias potencialmente dafiinas a un lenguaje neural. Los nociceptores
A0 comunican la nocicepcion rapida de corta duracion y las fibras C (ausencia de
recubrimiento de mielina, pero no de oligodendrocitos) comunican una segunda nocicepcion,
que llega mas tarde y ademas de duracion. Gracias a esto, los mecanismos reflejos de retirada
aparecen en primer lugar, mientras que la ubicacion y sensacion de aversion que resulta del

estimulo nociceptivo aparece en segundo lugar.

El nociceptor es una neurona pseudounipolar con una sola proyeccidon axonica que se
bifurca en la seccion mas proximal a la médula espinal y transmite el estimulo desde tejidos
afectados hacia la asta dorsal de la médula espinal. Posteriormente, estructuras superiores del
SNC integran la informacion nociceptiva. Finalmente, por medio de los bucles de
retroalimentacion en distintas areas del tallo cerebral y cortezas, asi como modulacion en la
médula espinal, la experiencia del dolor emerge. El estudio del dolor y la division del proceso
en 4 fases distintivas ha permitido identificar posibles areas de intervencion farmacologica
para las condiciones de dolor patologico, no obstante, no existe una diferencia temporal entre

ellas. Las fases del dolor son transduccion, transmision, integracion y modulacion.
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1.1.1. Transduccion

La transduccioén sensorial ocurre cuando estimulos de naturaleza mecanica, térmica o
quimica de alto umbral activan receptores ubicados en las terminales nerviosas periféricas
de los nociceptores. Estos receptores especializados pueden activar vias de sefializacion
intracelular o cambiar la polaridad de la célula a través de la entrada de iones, permitiendo
asi la generacion de potenciales de accion (PA). Los GRD y GT presentan diferencias
considerables (Lopes et al., 2017; Megat et al., 2019), no obstante los nociceptores del
GRD/GT estan especializados para la transduccion del estimulo nociceptivo. Este proceso

continna a través de la activacion de sistemas de neurotransmision.

La activacion de receptores especializados en la deteccion de estimulos nocivos
produce la entrada directa (ionotrépicos) o indirecta (metabotropicos) de iones Na* y Ca?*
extracelulares. Igualmente, el Ca** puede provenir del medio intracelular, dado que los
estimulos nociceptivos también activan canales ionotrdpicos ubicados en organelos como el
reticulo endoplasmico (Hagenacker et al., 2008). El alto umbral de los estimulos que activan
los nociceptores altera el medio intra y extracelular lo que termina por despolarizar a los
nociceptores, (generalmente con un potencial de membrana en reposo ~ -60 mV) generando
el conocido potencial de receptor. Si la despolarizacion producida por el potencial de
receptor es suficiente para activar una cantidad suficiente de canales de sodio activados por
voltaje, esto generara un PA. El PA se propaga a lo largo del axon, donde también se expresan
canales 16nicos especificos como el Cay3.2. Posteriormente, el PA producira la activacion de
canales de calcio sensibles a voltaje ubicados en la porcion del nociceptor que hace contacto
sinaptico con el asta dorsal de la medula espinal. Esto aumentara la probabilidad de liberacion
de vesiculas sindpticas con neurotransmisores excitadores en las ldminas diana del asta

dorsal, especificas para las distintas poblaciones de nociceptores.

Utilizando técnicas de expresion genética, inmunohistoquimica y electrofisiologia se
ha podido caracterizar a las poblaciones de neuronas nociceptivas y sus propiedades
electrofisioldgicas (Dubin & Patapoutian, 2010; Chiu ez al., 2014). Estas diferencias a nivel
molecular permite agrupar a los nociceptores ya sean térmicos, mecanicos o quimicos (Le
Pichon & Chesler, 2014). La evidencia experimental (Koltzenburg & Handwerker, 1994;

Stucky & Lewin, 1999), asi como los métodos de analisis bioinformatico han permitido
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confirmar que detrés de esta segregacion poblacional esta un marco genético predeterminado

durante el desarrollo (Le Pichon & Chesler, 2014; Usoskin et al., 2015; Zheng et al., 2019).

La transduccion sensorial de estimulos mecanicos nociceptivos es mediada por el
canal ionico TACAN (movimiento, en farsi), este canal se expresa en la poblacion de
nociceptores mecanicos (mecanonociceptores) no peptidérgicos (que unen a la isolectina
B4 (Stucky & Lewin, 1999)). La activacion del canal TACAN genera corrientes con cinéticas
de activacion ultra lentas. Asimismo, se activan conductas nocifensivas que se distinguen
de los mecanismos de retirada de caracter reflejo. El silenciamiento genético global de
TACAN en estado embrionario es letal, por lo que se generaron ratones con silenciamiento
condicional por la administracion de tamoxifen. El silenciamiento de TACAN disminuye la
corrientes de adaptacion ultra lenta y la expresion de conductas nocifensivas producidas por
estimulos mecéanicos nocivos en los ratones transgénicos con receptores para tamoxifen
(Beaulieu-Laroche et al., 2020). Los mecanonociceptores tienen contacto sinaptico en la

médula espinal, de manera especifica en la lamina II interna de Rexed.

Contrario a los mecanociceptores, la transduccion de estimulos quimicos nocivos se
caracteriza por ocurrir en una poblacién de nociceptores que expresan una variedad de
canales i6nicos, entre ellos miembros de la familia TRP, como por ejemplo el canal catidénico
inespecifico TRPV1 y el TRPALI, este tltimo activado por irritantes quimicos. La deteccion
y transduccion de otros elementos quimicos, como los protones (H") y la consecuente
acidificacion del medio, es mediada por receptores ASIC (canales i6nicos sensibles a acido
por sus siglas en inglés) (Wemmie et al, 2013). Las aferentes primarias espinales y
medulares que responden fuertemente a los pruritégenos (que causan comezén) expresan
receptores como el MrgprD (Liu et al., 2009) (receptor acoplado a proteinas G relacionado
con Mass, por sus siglas en inglés) y terminan en neuronas de proyeccion principalmente en

laldmina Il y V.

En cuanto a los estimulos térmicos nocivos, existen dos extremos, las temperaturas
muy altas (39-50°C) o muy bajas (< 15°C). Las muy altas, activan al receptor TRPV1, el cual
transduce el estimulo y permite la entrada de Na* y Ca?" (Caterina et al., 1997). Este receptor
se expresa en la poblacion de nociceptores térmicos (termonociceptores) peptidérgicos

(expresion de CGRP y sustancia P) que hacen contacto sindptico con neuronas de la ldmina
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Iy Il externa. En las temperaturas nocivas bajas (<15°C (Bessou & Perl, 1969)) la percepcion
de dolor se distingue por ser mucho mas duradera (Morin & Bushnell, 1998) y por tener un
rango dindmico mas amplio (0 - 28°C). El dolor por frio es mediado por el receptor TRPMS,
que es expresado por un subgrupo de neuronas que son distintas a las que expresan el TRPV1
(McKemy, 2013). Los nociceptores para el frio nocivo tienen un andamiaje molecular
definido donde las corrientes de Na* son mediadas principalmente por el canal Nay1.8. Es
util considerar que compuestos naturales como el mentol producen la sensacion inocua de
frio, activando al TRPMS8 (McKemy et al., 2002). De acuerdo con su umbral de activacion,
las poblaciones sensibles a frio se dividen en bajo umbral cuando tienen altos niveles de
expresion para TRPMS, mientras que las poblaciones de alto umbral, presumiblemente
nociceptores polimodales, expresan al canal de potasio con corrientes Ixp caracteristicas y

una expresion baja de TRPMS8 (Madrid et al., 2009).

El PA caracteristico que resulta de la transduccion de estimulos en los nociceptores
es resultado de la expresion especifica de canales de sodio Nay1.7, 1.8 y 1.9, codificados por
los genes SCN94, SCN10A y SCNII1A respectivamente. Especificamente el Nayl.7 se
expresa en el 85% de nociceptores (Dib-Hajj et al., 2013) y su mutaciéon homocigédtica en
humanos resulta en la patologia de insensibilidad congénita al dolor; generalmente los
individuos que padecen esta patologia tienen altas tasas de mortalidad debido a infecciones
no percibidas y auto mutilacion (Axelrod & Hilz, 2003). Existen diferencias en la expresion
de canales id6nicos entre poblacionales de nociceptores que determinan las corrientes
despolarizantes, umbrales de activacion, patrones de disparo y propagacion del PA; asi como
también la transmision sinaptica final en las laminas del asta dorsal (Waxman & Zamponi,

2014).

Si bien, hasta ahora se han mencionado poblaciones de nociceptores con receptores
especificos para estimulo mecanicos, quimicos y térmicos particulares, el fenémeno de
respuesta polimodal o inespecifica ha sido reportado recurrentemente. (Wang et al., 2018).
Interesantemente, la sefalizacion a través de potenciales de accidon entre nociceptores para
calor y frio también depende de las propiedades de activacion a nivel poblacional. Las
diferencias entre curvas de activacion entre calor y frio permiten una estrategia de
codificacion gradual entre neuronas para calor; en comparacion las neuronas para frio nocivo
tienen una codificacion de tipo combinatorio para su activacion (McCoy et al., 2013).
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Finalmente, la transmision de la sefial nociceptiva a centros superiores tiene su relevo
sindptico en laminas superficiales del asta dorsal (especificamente la I-V), y la activacion del
circuito espinal depende principalmente de la activacion de interneuronas que, a excepcion
de los estimulos pruritogénicos, ocurre presumiblemente en poblaciones polimodales (Braz
et al.,, 2014). A pesar de estas distinciones la complejidad del proceso de transduccion esta
lejos de ser dilucidada ;como es que la informacion codificada por aferentes sensitivas
primarias de coactivacion (comin en poblaciones de interneuronas polimodales) es
procesada por la médula espinal para el proceso de transmision? sigue siendo una pregunta

abierta.

1.1.2. Transmision

La entrada de Ca?" en la terminal espinal de las neuronas aferentes primarias permitira
la fusion de vesiculas sinapticas a la membrana axonal proximal y la posterior liberacion de
glutamato en la hendidura sinaptica. La activacion de neuronas de 2° orden en la médula
espinal determina el comienzo de la transmision del estimulo nociceptivo hacia el SNC. La
segregacion funcional de los nociceptores esta bien emparejada con los circuitos espinales
que transmiten las diversas demandas conductuales para las cuales cada aferente primaria es
empleada (Liu ef al., 2009; Braz et al., 2014; Wercberger & Basbaum, 2019) Aunado a esto,
las interneuronas ubicadas en la médula espinal son la representacion celular literal de la
“llave” metaforica de la Teoria de la compuerta, propuesta por los psicologos (Melzack &
Wall, 1965); esta llave deja “la puerta abierta” para los estimulos nociceptivos (Braz et al.,
2014). El procesamiento de las sefales aferentes primarias en la médula espinal depende del
procesamiento neuronal entre distintas poblaciones que forman una “puerta” que determina
el paso de sefales inocuas o nociceptivas. Si el estimulo nociceptivo pasa esta compuerta, las
neuronas de proyeccion llevaran la sefial de alerta y tendran contactos sinapticos con distintas

areas cerebrales, produciendo la sensacion de dolor.

Las interneuronas o llaves metaféricas han sido categorizadas en excitadoras e
inhibidoras y morfoldégicamente se dividen en verticales, radiales, centrales (excitadoras) e
isleta (inhibidora) (Grudt & Perl, 2002). En paralelo a la caracterizacién neuroquimica de las
aferentes primarias, las interneuronas tienen clasificaciones de subpoblaciones excitadoras

(que expresan PKC, receptor p-opioide, neurotensina, y neuroquinina B) asi como
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subpoblaciones inhibidoras (neuropeptido Y, galanina, parvalbumina (PV) y sintetasa de
oxido nitrico neuronal (nNOS)) (Polgar et al., 2013). El receptor a somatoestatina SST4 estd
expresado en las interneuronas inhibidoras positivas a galanina y nNOS con notable ausencia

en las interneuronas PV™, lo que genera nuevos subgrupos de interneuronas inhibidoras.

El hallazgo de que la estimulacidon nociceptiva mecanica, térmica o quimica activa
poblaciones de interneuronas GAL"’ SST.a" (Polgar et al, 2013) es crucial para el
entendimiento de la Teoria de la compuerta. Estas interneuronas desinhiben a las neuronas
de proyeccion con receptor a neuroquinina- 1(NKR-1) ubicadas en la substancia gelatinosa
(SG o laminas I y II) dejando “la puerta abierta” para los circuitos neuronales nociceptivos.
En contraste, estimulos no nociceptivos (inocuos) activan interneuronas inhibidoras de la
poblacion PV* (Hughes et al., 2012) que inhiben a las neuronas de proyeccion NKR-1. La
teoria de la compuerta también toma en cuenta las transduccion de estimulos inocuos en las
fibras AB y la consecuente activacion de las interneuronas en la SG que “cierran la puerta”

para los estimulos nociceptivos en la médula espinal (Braz et al., 2014).

Para comprender mejor esta teoria recordemos que la medula espinal esta organizada
de manera laminar y las proyecciones aferentes de estimulos distintos estan repartidos de
manera diferencial. Las ldminas [-VI (Esquema 1) se localizan en la porcion dorsal de la
medula espinal; dentro de la lamina I, solamente el 5% de la poblaciéon neuronal total son
neuronas de proyeccion; no obstante, en su mayoria son especificas para la nocicepcion. Las
neuronas de la [dmina I estan clasificadas en piramidales, multipolares y fusiformes (Lima &
Coimbra, 1986). Las neuronas piramidales carecen del receptor NKR-1 mientras que las
multipolares y fusiformes si expresan NKR-1 y estan catalogadas como no nociceptivas y
nociceptivas, respectivamente. En la lamina II también se expresan neuronas nociceptivas de
proyeccion NKR-1 ademas de una amplia variedad de interneuronas. En la lamina III,
adicionalmente, se expresan neuronas de proyeccion que, por responder tanto a estimulos
inocuos como nociceptivos, se denominan de amplio rango dindmico 0 WDR por sus siglas
en inglés. Las neuronas WDR, la comunicacion cruzada con aferentes primarias con
receptores para estimulos de bajo umbral (AB) y las aferentes viscerales aumentan

considerablemente en la ldmina V.
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En la ldmina V se encuentran neuronas que reciben directamente informacion de las
fibras A3 y A0 y dado que las dendritas de estas neuronas se extienden de manera dorsal
hasta la lamina II, también reciben informacién nociceptiva de las fibras C. Asi mismo
aferentes viscerales tienen su contacto sinaptico con neuronas de la ldmina V.
Importantemente, las neuronas de proyeccion de las ldminas III-V son generalmente
multipolares con largas dendritas orientadas dorsalmente que se pueden extender hasta la
lamina I. Esta compleja red de contactos sindpticos podria ofrecer una explicacion para el
fenémeno de dolor referido. Este dolor se manifiesta en la porcion de piel que esta inervada
al mismo nivel espinal que los nociceptores del drgano interno afectado y desde las primeras
investigaciones, suele referirse el dermatoma isosegmentario. Un ejemplo clésico es el dolor

de brazo izquierdo justo antes de un infarto (Luz et al., 2015; Selzer & Spencer, 1969).

A pesar de presentar evidencia de su participacion en la nocicepcion durante la
caracterizacion de los sistemas sensitivos a finales de los afios 70 (Fields et al., 1977) la
participacion de las laminas VII y VIII sigue sin estar integrada por completo en la
investigacion del dolor (Wercberger & Basbaum, 2019). Las neuronas nociceptivas de las
laminas VII y VIII se distinguen por poseer campos receptivos grandes con entradas
excitadoras e inhibidoras complejas, ademds de ser altamente sensibles a los anestésicos
(Fields et al., 1977). Estas neuronas tienen proyecciones ipsilateralates y bilaterales hacia la
formacion reticular media y a los ntcleos intralaminar y parafasicular del tdlamo, razén por
la cual el tracto ascendente que forman recibe el nombre de espinoreticulotalimico
(Wercberger & Basbaum, 2019). La clasificacion electrofisiolégica de estas neuronas
permitié identificar neuronas de proyeccion especificas para la nocicepcion, asi como

neuronas sensibles para estimulos cutaneos y viscerales (Meyers & Snow, 1982).

Ejemplificando la complejidad de procesamiento espinal, pocas poblaciones de
interneuronas estan asociadas a un estimulo nocivo especifico (Braz et al., 2014). Para el frio
y calor nocivo una sola interneurona inhibidora de isleta recibe informacion aferente primaria
de fibras TRPM8 y TRPVI1 (Zheng et al, 2010). En contraste, los nociceptores
pruritogénicos, aferentes MrgprD* asi como aferentes TRPA1", activan subtipos de
interneuronas excitadoras verticales y radiales respectivamente (Uta et al., 2010), sugiriendo
especificidad de transmision para estimulos pruritogénicos (Braz et al., 2014). Aunado a esto,
el nucleo lateral espinal (localizado en la materia blanca de la médula espinal) recibe

21



multiples entradas sinapticas de aferentes peptidérgicas, asi como de interneuronas y
neuronas propioespinales (Sikandar et al., 2017). Las neuronas de este nucleo proyectan

hacia tallo cerebral, hipotalamo y tdlamo (Todd, 2010).

Es importante resaltar que las neuronas de 2° orden con arreglos celulares especificos
para estimulos de bajo umbral activadas por en el SS ascienden sin decusar la linea media de
la médula espinal, en contraste, la nocicepcion como mecanismo de alerta activa neuronas de
proyeccion que cruzan la linea media a nivel del contacto sindptico y ascienden por medio
del tracto anterolateral (Esquema 1). Se han identificado 5 tractos con proyecciones
nociceptivas: espinotalamico, espino-mesencefalico (o espino-parabraquial), cervico-
talamico, espino-reticular y espino-hipotaldmica. Dada esta segregacion de aferentes y la
posterior influencia de proyecciones descendentes eferentes, provenientes de las areas del
mesencéfalo y corticales, la médula espinal es considerada el primer sitio de integracion del

SNC.

1.1.3. Integracion 6 Interpretacion

La nocicepcion, como proceso de comunicacion de una alarma, continua con las
neuronas de 2° orden y su contacto sindptico con las distintas areas encefalicas (Salomons et
al., 2016). La densa red de comunicacion horizontal formada por las neuronas corticales de
3° orden esta aun menos delimitada que a niveles primarios y secundarios. La integracion
modula la experiencia dolorosa a través de la percepcion del entorno particular en el que se
encuentre el individuo, en conjunto con los componentes emocionales y contextuales
asociados previamente. La experiencia diaria, asi como la experiencia de dolor, es procesada
en areas corticales que generan aprendizaje. Este aprendizaje retroalimenta y modula la
planeacion y procesamiento de tareas, e incluso los sistemas primarios de monitoreo

(incluidos los nociceptores, neuronas de 1° orden).

Las senales nociceptivas de 3° orden provocan cambios en la actividad de diversas
cortezas asociativas del encéfalo: las cortezas somatosensoriales (primaria y secundaria S1'y
S2) (Da Silva & Seminowicz, 2019; Krishnan et al., 2016), prefrontal (CPF) en sus varias
divisiones (Koob & Volkow, 2010; Mitsi & Zachariou, 2016; Wiech, 2016), anterior del

cingulo (CAC)y corteza insular (Esquema 1), donde nuestro grupo de trabajo ha demostrado
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que la DA tiene actividad antinociceptiva (Coffeen et al., 2010). A nivel subcortical la
experiencia de dolor activa el tdlamo, los ganglios basales, la sustancia gris periacueductal
(SGP), el nticleo parabraquial y el cerebelo (Apkarian et al., 2005). Las estructuras corticales
confieren caracteristicas cualitativas especificas, que posteriormente convergen informacion
a través de la densa red horizontal de comunicacion piramidal en las cortezas de asociacion
que comprenden la experiencia de dolor, presente en todos los organismos animales. La
integracion de los estimulos periféricos, los componentes afectivos/emocionales (ganglios
basales, CAC de manera no especifica, véase mas adelante), la comparacion con informacion
interna (experiencias previas de ansiedad y dolor) y la retroalimentacion convierten al dolor

en una experiencia de consciencia Unica, con criterios altamente subjetivos y personales.

Obligatoriamente la integracion comprende el uso de circuitos neuronales
preestablecidos cuyas caracteristicas particulares de expresion de receptores y contactos
sinapticos (tanto a nivel primario, secundario y terciario de procesamiento e integracion) son
producto de componentes genéticos intrinsecos con patrones de activacion predecibles. La
actividad eléctrica de la corteza insular es un ejemplo de porque el anélisis de estructuras
cerebrales por separado no representa la experiencia del dolor de manera completa
(omitiendo estimulos visuales, auditivos, sensitivos de bajo umbral y memorias). La
actividad en la corteza de la insula en condiciones control es la misma frente a estimulos
nocivos (potencialmente dolorosos) que frente a otras modalidades sensitivas inocuas (visual,
auditiva, somatosensorial) (Peirs & Seal, 2016). El andlisis conjunto de circuitos en
estructuras corticales, medulares e incluso espinales y periféricas ha ayudado a la compresion

del dolor en individuos sanos y su transicion a un estado de cronicidad.

La visualizacion de la activacion concertada de distintas areas corticales con técnicas
de imagenologia y registro -electroencefalografico (EEG), acoplado con analisis
bioinformaticos y algoritmos de inteligencia artificial, ha demostrado una alta capacidad de
prediccion para las distintas formas de dolor fisico, social y dolor vicario (Krishnan et al.,
2016). Cambiando el paradigma tradicional de estudio, estos modelos tienen un mejor
resultado predictivo cuando se renuncia a la distincion de las areas corticales entre
afectivas/emocionales y de procesamiento primario. El resultado predictivo es atin mejor si
la experiencia del dolor se estudia en conjunto con las funciones a nivel individual/conjunto,
la integracion de fuerzas sinapticas entre distintas areas de procesamiento (primario,
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secundario o terciario) y las dimensiones matemadticas y computacionales que estas
representan. De manera complementaria a los cambios draméaticos por la percepcion de
estimulos de alto umbral en las fases procesamiento primario, la “matriz del dolor” muestra
patrones de alteracion transitorios en el tiempo, es decir, cambios en la plasticidad de las
fuerzas sindpticas resultado de la activacion conjunta del dolor y la experiencia diaria a través

del monitoreo por aferentes primarias.

Existe evidencia de mecanismos plasticos de potenciacion a largo plazo (LTP) en
circuitos tdlamo-corticales con contactos sinapticos en la CAC, donde la plasticidad LTP fue
inducida mediante la evocacioén de experiencias previas de ansiedad o dolor cronico (Koga
et al., 2015). La interaccion del circuito tdlamo-cortical con la CAC es primordial para la
relaciéon mutuamente sumatoria de ansiedad y dolor (Peirs & Seal, 2016). Las areas corticales
de manera individual pueden llevar a cabo mas de una funcion, por ejemplo, la corteza insular
presenta actividad en funciones afectivas y cognitivas, ademds presenta mecanismos de
regulacion sindptica (homeostasis entre mecanismos plésticos) dentro de los grupos
neuronales que la constituyen (Navratilova et al., 2015; Roy et al., 2009; Turrigiano, 2011).
Ambas funciones alteran la regulacion de circuitos neuronales por medio de activacion
preferencial y modificacion especifica entre circuitos. La experiencia del dolor activa esta y
otras cortezas con funciones equivalentes, como el hipocampo (Chater & Goda, 2013; Lecei
& van Winkel, 2020; Vitureira et al., 2012) no obstante, el individuo mantiene la homeostasis
en sus circuitos constituyentes. El dolor y sus cambios en el SNC ocurren de manera

generalmente reversible, mientras no haya alteraciones en los sistemas de modulacion.
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Esquema 1. Las aferentes primarias, cuyo cuerpo celular se encuentra en el ganglio de la raiz dorsal, llevan
informacion inocua o nociceptiva desde la periferia y tienen relevo sinaptico en el asta dorsal de la médula espinal.
Los estimulos inocuos ascienden de manera ipsilateral al sitio de transduccion mientras que los estimulos
nociceptivos cruzan la linea media y ascienden por el tracto antero-lateral a través de neuronas de 2° orden. A nivel
de talamo los estimulos inocuos activan neuronas dentro del nticleo ventral posterior medial (VPM) mientras que los
estimulos nociceptivos activan neuronas de 3° orden en el ntcleo central posterior lateral (VPL). El nticleo VPL del

talamo tiene proyecciones hacia las estructuras corticales coloreadas, donde ocurre la integracion.
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1.1.4. Modulacion

La modulacién endogena del dolor resulta del bucle formado entre estructuras
subcorticales-corticales, mesencefalicas, del tallo cerebral, medulares y periféricas (GRD y
GT). Especificamente involucra los procesos de regulacion espinal propuestos en la teoria de
la  compuerta, retroalimentacion y la modulacion proveniente de estructuras
caracteristicamente asociadas con la analgesia. Esta ultima modulacion utiliza los
neurotransmisores: serotonina, noradrenalina, endocanabinoides, DA y opioides endogenos
cuyos receptores se expresan de manera muy amplia en los nociceptores, a nivel medular en
neuronas e interneuronas excitadoras e inhibidoras y en estructuras corticales. Algunas
familias de neurotransmisores presentan dos clases de receptores tanto ionotrépicos como
metabotropicos que pueden ser divididas de acuerdo con las vias de sefializacion de
activacion/inhibicion que desencadenan de manera intracelular. De manera particular, el
sistema dopaminérgico ha recibido atencion en los ultimos afios dada su aparentemente

estrecha relacion con el sistema opioidérgico en los procesos de modulacion del dolor.

1.2. Sistema dopaminérgico (monoaminérgico)

A pesar de que el tdlamo sea la principal diana de las neuronas de proyeccion en
primates, el 80% de las proyecciones en roedores estan dirigidas hacia el ntcleo parabraquial
en el tallo cerebral dorsolateral (Wercberger & Basbaum, 2019). También es el caso de la
modulacion serotoninérgica proveniente del nucleo magno del rafé, y de la médula rostro
ventral (MRV). La serotonina, del grupo de las monoaminas, es liberada de estas estructuras
e hiperpolariza las aferentes nociceptivas primarias y las neuronas de proyeccion
interactuando con los receptores 5-HT1 y 5-HT> (Millan, 2002). La serotonina también activa
interneuronas inhibidoras cuando activa los receptores 5-HTs. De manera similar, la
modulacién noradrenérgica, del subgrupo de las catecolaminas, ejerce un efecto
antinociceptivo mediante la inhibicion de las aferentes primarias por la activacion del
receptor axa adrenérgico (Yaksh, 1979). Esta familia de receptores 024 inhibe las neuronas
de proyeccion del asta dorsal. Por otra parte el receptor aia media la activacion de
interneuronas inhibitorias  (Pertovaara, 2006), complementando la modulacion

noradrenérgica.
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La DA es otro neurotransmisor de la familia de las catecolaminas que presenta un
grupo catecol (di-hidroxi-benceno) unido a una etilamina. Utilizando el aminodacido tirosina
como sustrato y después de los procesos de hidroxilacion y descarboxilacion, por parte de la
tirosina hidroxilasa y la L-DOPA descarboxilasa se obtiene la DA. Se encuentra
evolutivamente en todos los cordados y tiene funciones diversas: percepcion sensorial de la
vista y el olfato, control somato-motor, memoria, y endocrinolégico incluida la defecacion
(Naitou et al., 2016; Yamamoto & Vernier, 2011). El papel de la DA en el movimiento,
motivacion y recompensa fueron reconocidas justo después de su sintesis quimica en 1910.
Carlsson fue el primero en reconocer el papel de la DA en la regulacion locomotora, asi como
su papel fundamental en la adiccion generada por las drogas de abuso (Carlsson et al., 1958).
Actualmente los fArmacos dopaminérgicos se utilizan ampliamente para el tratamiento de
tremores producidos por la enfermedad Parkinson, y se exploran como alternativas

terapéuticas para el alivio de dolor crénico.

Los receptores de DA tienen la estructura clasica de 7 dominios transmembranales
alfa hélice acoplados a proteinas G (GPRCRs por sus siglas en inglés) (Project, 2009) y se
clasifican en 2 familias: familia D1, que comprende a los subtipos D; y Ds acoplados a
proteinas Gs. Estructuralmente estan caracterizados por un tercer bucle citoplasmético corto
y una porcion C-terminal larga que confiere la unioén de ligando especifico y las propiedades
de acoplamiento a la proteina Gs que tiene un efecto activador sobre la adenilil ciclasa (AC).
La activacion de la AC aumenta la produccion de AMP ciclico (cAMP), un segundo
mensajero que activa vias de sefializacion como PIP3, PKC, y PKA. A pesar del 80% de
homologia entre receptores D1 y Ds, la subfamilia Ds tiene una mayor actividad constitutiva,
afinidad y potencia, asi como menor afinidad por un agonista inverso (Esquema 2) (Plouffe

etal., 2012).

La familia D> comprende a los subtipos D2, D3 y D4 acoplados a proteinas Gi, que
inhiben la actividad de la AC. Los farmacos agonistas a la familia D> disminuyen la
probabilidad de liberacion de NT puesto que inhiben a los canales de Ca®*" tipo L/N y
permiten la entrada de potasio a través de la activacion de canales GIRK (Beaulieu &
Gainetdinov, 2011). La familia D, esta caracterizada por un tercer bucle citoplasmatico largo
y una porciéon C-terminal corta. Los mecanismos de neurotransmision resultado de la
activacion de estas dos familias de receptores en estructuras subcorticales pueden clasificarse
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como liberacién ténica y fasica de DA. La transmision fasica esta mediada por trenes de
descarga de neuronas dopaminérgicas en respuesta a estimulos conductuales més inmediatos,
por ejemplo, la estimulacioén nociva de alto umbral. Los tipos de neurotransmision tonica y
fasica estan interrelacionados dado que niveles altos de DA tonica atentian la liberacion fasica
de DA y viceversa. En el estriado la liberacion tonica de DA estimula a auto receptores
presinapticos D> que limitan la sintesis y liberacion de DA. Interesantemente, el receptor D»
tiene dos variantes de ARN mensajero derivadas del splicing alternativo que resultan en una
forma larga (D2L) y una corta (D>S). Se ha reportado que D>S funge como auto receptor

mientras que D>L tiene una funciéon predominantemente postsinaptica (Usiello et al., 2000).

Los nucleos dopaminérgicos principalmente estdn en el mesencéfalo (A8-A10) y el
diencéfalo (A11-Al15) (Brady et al, 2012; Yamamoto & Vernier, 2011). Las vias
neuroanatomicas incluyen neuronas de la via nigroestriatal que proyectan de la substancia
nigra hacia el globo palido, putamen y nticleo caudado. Esta via tiene un papel muy bien
establecido en el control y coordinacién del sistema somato-motor (Jarcho et al., 2012). Las
neuronas de la via mesocorticolimbica proyectan desde el area ventral tegmental (AVT)
hacia estructuras subcorticales como nucleo accumbens (NAc), tdlamo, amigdala e
hipocampo. Otras proyecciones del AVT tienen como diana las cortezas, motora, CAC, CPF
e insular. Esta via participa en la regulacion de la atencion, motivacion y procesos de
recompensa, como el condicionamiento preferente de lugar (Tzschentke, 2007). De manera
importante para la modulacion del dolor, el nicleo hipotaldmico paraventricular posterior,
también conocido como nticleo Al1, cuenta con la maquinaria enzimatica para la sintesis de
DA, tiene proyecciones directas hacia la médula espinal y el GT (Koblinger et al., 2014;

Puopolo, 2019) y su activacion optogenética produce antinocicepcion (Liu ef al., 2019).

Nuestro grupo de trabajo reportd que dosis bajas de DA, administradas en CAC y la
corteza insular, pueden revertir conductas nociceptivas mecanicas y térmicas (Coffeen et al.,
2008; Lopez-Avila et al., 2004). Aunado a esto, se ha demostrado que distintas poblaciones
neuronales de la via nociceptiva en la médula espinal y las neuronas del GRD expresan todos
los subtipos de receptores a DA (Galbavy et al., 2013; Xie et al., 1998; Zhu et al., 2007). La
activacion especifica de los receptores de la familia D> produce antinocicepcion tanto en
animales sanos como en modelos de dolor inflamatorio y neuropatico (Almanza et al., 2015;
Cobacho et al., 2014; Holstege et al., 1996; Lapirot et al., 2011; Skagerberg et al., 1982;
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Tamae et al, 2005). Recientemente nuestro grupo de trabajo demostré que, de manera
andloga a los opidceos, la activacion de los receptores tipo D> tiene un mecanismo de accion
a nivel de las terminales espinales de las aferentes primarias produciendo antinocicepcion a
través de inhibicion presinaptica (Almanza et al., 2019). Asi mismo se ha observado que el
efecto de los agonistas a receptores dopaminérgicos, especificamente quinpirol, es mediado
por la activacion de receptores de la familia D,. El mecanismo de accion de este fArmaco
involucra neuronas del GRD no peptidérgicas, inhibiendo de la entrada de Ca?* por medio de

la activacion de receptores D4 preferentemente (Segura-Chama et al., 2020).

De manera caracteristica, existen déficits en la actividad ténica de DA en un subgrupo
de pacientes que sufren de dolor cronico. Afiadiendo a la importancia del sistema
dopaminérgico, este subgrupo de pacientes también presenta una disrupcion en las respuestas
dopaminérgicas frente a estimulos nocivos (Fil et al, 2013). La neurotransmision
dopaminérgica modula las funciones cognitivas y afectivas frente a experiencias diarias, asi
como durante la experiencia altamente subjetiva del dolor. Actualmente se desconoce la
profundidad con la que estas afecciones al sistema dopaminérgico predisponen a los

pacientes a condiciones cronicas.
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Canal de K+ rectificante Canales de Ca%
entrante acopladoa  activados por voltaje

GPCR
(GIRK) Quinpirol/Pramipexol SKF 38393

cAMP
Senalizacion Receptores /
de la familiaD, y D, PKA

Esquema 2. Vias de senalizacion intracelular activadas por los agonistas de la familia
D1 y Da. Los receptores D, estan acoplados a proteinas Gsy después de su activacion el trimero
de la proteina G se disocia en sus subunidades os y By. La subunidad Gos activa la AC
aumentando en la concentracion de cAMP intracelular. Este segundo mensajero activara a la
PKA vy esta cinasa a su vez a dianas moleculares correspondientes. La activacion de receptores
D, produce que la proteina Gij, se disocie en sus subunidades oo y By. La subunidad G i
inhibe a la AC disminuyendo la concentracion de cAMP, mientras que la subunidad GBy inhibe
a los canales de Ca®" activados por voltaje y activa los canales rectificantes de K disminuyendo

la probabilidad de liberacion de NT e hiperpolarizando al nociceptor, respectivamente.
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1.3. Sistema opioidérgico

La modulacion del dolor, mediante el uso de compuestos presentes en plantas como
la amapola (de la cual se extrae el opio), es el método analgésico mas antiguo registrado en
medicina; el primer registro data del afio 3000 A.C. en Sumeria (Brownstein, 1993). El
aislamiento de la morfina, compuesto activo del extracto de amapola, y los avances en la
tecnologia médica del siglo XIX, como la aguja hipodérmica, popularizaron el uso de este
opioide. El aumento en los casos de adiccion y otros efectos adversos (depresion respiratoria,
constipacion) no evitaron que la morfina se mantuviera como el estandar de oro para la
analgesia, lo que motivo la busqueda de moléculas con estructuras andlogas a la morfina. Los
avances cientificos en el campo de la quimica, que tuvieron un auge durante el siglo XIX,
permitieron la rapida identificacion de varios agonistas para los receptores opioides, incluida
la heroina (diacetilmorfina). Fue hasta 100 afios después que se sintetizo la naloxona, el
primer antagonista puro para el receptor p-opioide; ampliamente utilizado para tratar la
sobredosis de heroina. Con estos compuestos como herramientas farmacoldgicas se

identificaron los receptores y los mecanismos analgésicos asociados al sistema opioidérgico.

El sistema opioidérgico esta conformado por 4 receptores acoplados a proteinas Gijo
L, 8, k y el receptor de orfanina N/Q. La suposicion de que existian agonistas enddgenos para
los receptores opioides resultd de los efectos de la administracion conjunta de farmacos
agonistas y antagonistas a dichos receptores donde se observaron las conductas de
antinocicepcion, analgesia y adiccion, asi como otros mecanismos fisioldgicos. Durante los
afios 70’s (Kakidani et al., 1982) se identificaron 3 precursores peptidicos, que resultan en
poco mas de 20 opioides enddégenos. Todos los opioides enddgenos comparten la secuencia
de encefalina (Y-G-G-F-M/L) (Why Gigi Fears Me/Lucifer?) en la porcion N-terminal
(Pasternak & Pan, 2013). La identificacion irrefutable de los primeros 3 tipos de receptores
opioides y su expresion diferencial en el SNC resulto de la evaluacion de morfina, ketazocina
y SKF10047 como agonistas para los receptores L, K, y 0, respectivamente. Se observaron
efectos como miosis, bradicardia, hipotermia y antinocicepcion resultado de la activacion de
receptores L; constriccion pupilar, depresion de los reflejos flexores y sedacion por la
activacion de receptores k; por ultimo, midriasis, taquipnea, taquicardia y mania por la

activacion de receptores o (Martin et al., 1976; Brownstein, 1993). Este resultado se
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complementd con la investigacion genética y la identificacion de las secuencias de

aminoacidos para los 3 tipos de receptores para opioides.

Los opioides endogenos son péptidos presentes en el proceso evolutivo desde los
anfibios (Xu et al., 2014) y difieren en la extension de aminoécidos en su porcion C-terminal.
Divididos de acuerdo con el propéptido del que son originados, la proopiomelanocortina es
el precursor de las endorfinas, la proencefalina de las encefalinas y la prodinorfina de las
dinorfinas. Estos péptidos endogenos activan con distintos niveles de afinidad a los
receptores W, 0 y k. Los agonistas que activan estos receptores producen que el dimero G
beta/gamma active a los canales de K, hiperpolarizando la célula, ademas de inhibir a los
canales de Ca?"disminiyendo la probabilidad de liberacion de NT (Esquema 3). La
modulacion del dolor por medio de los agonistas a receptores opioide ocurre principalmente
por la activacion de estas dianas moleculares a través de la activacion de los receptores p-

opioide en las aferente primarias (Bourinet et al., 1996).

Ademas, existe modulacién por medio de neuronas locales en la médula espinal que
contienen encefalinas en sus terminales axonicas (interneuronas inhibidoras) y constituyen
otro mecanismo de modulacion de las aferentes primarias (Todd, 2010). Estas neuronas
locales espinales también pueden ser activadas por sistemas descendentes de modulacion
serotoninérgica. La integracion del sistema opioide a todos los niveles del procesamiento del
dolor es la razon por la cual estos farmacos son tan eficientes para tratar el dolor de tipo
agudo, y de porque la investigacion de este sistema es tan importante. Las aferentes primarias
nociceptivas (GRD), asi como las neuronas de la asta dorsal de la médula espinal presentan
los 3 tipos de receptores a opioides (Yaksh et al., 1988). La activacion de los receptores p-
opioide media la analgesia producida por la administracion de morfina y este receptor se
expresa en toda la via nociceptiva, donde también se aprecia su efecto antinociceptivo de
manera significativa en la médula espinal y en la SGP (Pertovaara & Wei, 2001; Waldhoer

et al., 2004; Wang et al., 2010 Al-Hasani & Bruchas, 2011)(Pasternak & Pan, 2013).

El receptor p-opioide tiene un alto nivel de variabilidad genética debido a la expresion
de variantes derivadas del splicing que modifican los dominios en la porciéon C-terminal
intracelular y N-terminal extracelular. Las variaciones en los dominios intracelulares también

determinan la expresion tisular especifica de los receptores p-opioide (Xu et al, 2017). La
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amplia variabilidad de expresion en este receptor explica porque las alteraciones producidas
por condiciones patologicas y la posterior administracion agonistas p-opioide, produce
efectos secundarios tan variados como tolerancia, constipacion, depresion respiratoria,
adiccion y las muertes que se asocian a la sobredosis de opioides. Estos efectos secundarios
involucran varios mecanismos celulares y genéticos, incluidos la regulacion a la baja de
receptores p disponibles en toda la via nociceptiva, disfuncion de la sefializacion intracelular
(Christie, 2008; Pasternak & Pan, 2013), y mas recientemente, mecanismos que involucran

a los receptores a DA (Navratilova et al., 2015; Dai et al., 2016).

Canal de K+
rectificante entrante Canales de Ca?*
DAMGO/Tramadol acoplado a GPCR activados por voltaje
(GIRK) Ca?*

O
ol

e
5 ;‘; N ¥ UseslAT
> )

Gau/o

GBy

Senalizacion Receptores
H-opioide

B arrestina

Esquema 3. Vias de sefializacion intracelular activadas por los agonistas a
receptores p-opioide. El trimero formado por la proteina Gi, se disocia en sus
subunidades 0o y By. La subunidad G ai/o inhibe a la AC disminuyendo la
concentracion de cAMP, mientras que la subunidad GBy inhibe a los canales de
Ca*" activados por voltaje y activa los canales rectificantes de K* disminuyendo la
probabilidad de liberacion de NT e hiperpolarizando al nociceptor,
respectivamente. La activacion del receptor p-opioide también provoca su

internalizacion a través de la union con B-arrestina.
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1.4. Dolor patoldégico: mas que una alarma descompuesta

El dolor que surge de la nocicepcion tiene un componente benéfico para el individuo
previniendo lesiones subsecuentes a la deteccion y posible dafio producido por el estimulo
nocivo de alto umbral. El dolor persistente produce un bucle de retroalimentacion positiva a
través de la liberacion de factores pro-inflamatorios que sensibilizan a los nociceptores. Esto
mantiene la hiperalgesia en lesiones inflamatorias hasta que la lesion no presente un riesgo
para el individuo y el medio extracelular cercano al nociceptor pueda volver a la homeostasis.
No solo la heterogeneidad genética intrinseca de los individuos contribuye a la etiologia
variable del dolor, la diversidad de escenarios y experiencias particulares para la formacion
de lesiones también influyen en la persistencia sefializacion nociceptiva alterada, tornando
al dolor en una patologia por si misma (Da Silva & Seminowicz, 2019; Ploner ef al., 2017).
Los cambios producidos, lejos de ser solo el resultado de la hiperactividad sindptica de
sefializacion periférica, ejemplifican la complejidad de procesamiento a todos los niveles

(Leknes et al., 2008; Wiech, 2016).

Los procesos de sensibilizacion alteran la sefializacion periférica, lo que a su vez
subyace los fenomenos de alodinia e hiperalgesia. La alodinia es el dolor provocado por
estimulos previamente considerados inocuos, mientras que la hiperalgesia es el incremento
de la percepcion de dolor frente a estimulos previamente considerados dolorosos. Estos
procesos son los 2 sintomas mas prominentes en las condiciones de dolor neuropatico (Jensen
& Finnerup, 2014). Estos sintomas generalmente son compensados por los mecanismos
autorregulatorios de analgesia, sin embargo, cambios en las fuerzas sinapticas que perturben
el delicado e intrincado equilibrio entre los factores, bioldgicos (neuronales), psicologicos
(memoria, experiencias previas) y sociales (recompensa, atencion (Verhoeven et al., 2010))
que subyacen a la compleja experiencia del dolor pueden tornar al dolor en una enfermedad
propia (Stein ef al., 2020). La interaccion entre los sistemas de modulacién dopaminérgicos
y opioidérgicos ha abierto una posibilidad terapéutica para que los agonistas y antagonistas
dopaminérgicos puedan fungir como adyuvantes en terapias de coadministraciéon con

opioides en condiciones de dolor patologico.

El dolor cronico en la practica clinica se distingue en ocasiones como maligno

(relacionado con el cancer y su tratamiento) y no maligno (inflamatorio, musculo-
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esquelético, neuropatico) (Stein et al., 2020). El dolor crénico no maligno se subdivide en
inflamatorio (artritis), musculo-esquelético (dolor de espalda baja) y neuropatico (dolor del
miembro fantasma, neuralgia post-herpética, neuropatia diabética) (Baron, 2006). El dolor
neuropatico es una patologia que comprende cambios a nivel molecular, celular y fisioldgico
en las cuatro fases de procesamiento del dolor, tiene una prevalencia del 7-10% en la
poblacion mundial y su tratamiento actual brinda alivio moderado a 4 de cada 10 pacientes
(Baron et al., 2010; Van Hecke et al., 2014). El dolor neuropatico esta definido por la IASP
como “dolor causado por una lesion directa o enfermedad del sistema somatosensorial”
(Jensen et al., 2011). Es ttil dividir las causas del dolor neuropatico entre periféricas o
centralizadas para generar aproximaciones terapéuticas mas adecuadas (Jacobs et al., 2020)
distinguiendo la antinocicepcion de la analgesia, respectivamente. Este método ha
demostrado un aumento sustancial en la efectividad analgésica y la valencia positiva asociada

con el tratamiento (Schulte et al., 2020).

A nivel de transduccion periférica, los incrementos o decrementos en la expresion de
la amplia heterogeneidad de canales idnicos y las contribuciones especificas de estos durante
el potencial de accidon, explican en parte los cambios electrofisiologicos registrados en
pacientes con dolor neuropatico por lesiones periféricas. Los canales Cay3.2 (corriente de
Ca*" tipo T), HCN1 y 2 (corriente cationica activada por hiperpolarizacion), ANOI1 (corriente
de Ca®" activada por CI), Nayl.3, Nayl.7, 8 y 9 presentan un aumento en su expresion
durante las condiciones de dolor neuropatico. Estos cambios de expresion estan relacionados
con un aumento de liberacién de NT excitadores, aumento en la excitabilidad neuronal y
alteraciones en el potencial de membrana. En contrapunto, los canales de potasio BK, SK1,
TREK, TASK-1 y 2, TRESK (corrientes de fuga) y Kv1.2 (media la repolarizacion para el
potencial de accion) asi como las corrientes de K* activadas por Ca®* (Ix) disminuyen su
expresion en el GRD. Estos cambios se relacionan con la disfuncionalidad para inhibir la tasa
de disparo neuronal (Waxman & Zamponi, 2014). Cambios adicionales implican la
desregulacion de interneuronas, vias descendentes de modulacion, activacion de células
gliales y liberacion de moléculas relacionadas con el sistema inmune; lo que conlleva a
reorganizacion morfologica y funcional de las aferentes de proyeccion del asta dorsal

(Esquema 4) (Campbell & Meyer, 2006; Gold & Gebhart, 2010; Pertovaara, 2006).
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Durante el dolor cronico de origen central existe un procesamiento distorsionado de
la informacion sensorial en la experiencia del dolor, medido en pruebas de cuantificacion
sensorial y neuroimagen funcional (Kucyi & Davis, 2015). El primer hecho en llamar la
atencion del cerebro en condiciones de dolor cronico fue el hallazgo de que las areas
corticales involucradas con el procesamiento de dolor decrementan en tamafio por ejemplo,
la insula y la CAC (Apkarian et al., 2005). Asimismo, se manifiesta un incremento en la
conectividad de areas corticales pro-nociceptivas y un decremento en la conectividad de areas
anti-nociceptivas. Estas anormalidades, ocurren posiblemente por un desbalance en las
concentraciones de NT en el SNC que controlan el procesamiento sensorial, atencion,
memoria e incluso suefio (Schmidt-Wilcke & Clauw, 2011). De manera paralela a los
cambios en la transduccion periférica, los circuitos talamocorticales presentan cambios en la
expresion de receptores y contransportadores que mantienen el gradiente catidénico de las
neuronas (Esquema 4). Las anormalidades en el procesamiento autondomico y el eje
hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA), involucrados en las patologias de depresion y dolor
crénico, son sustratos neurobioldgicos que activan circuitos neurales de manera

indistinguible (Daviu et al., 2019; Weger & Sandi, 2018).

Importantemente, los sistemas opioidérgico y dopaminérgico presentan alteraciones
en condiciones patologicas que desvian la homeostasis del individuo de manera
potencialmente permanente. Ambos sistemas son de relevancia primaria, puesto que tienen
una estrecha relacion en el mantenimiento de condiciones de dolor neuropatico periférico y
central, asi como en la percepcion de alivio por el tratamiento (Aira et al., 2016; Aira et al.,
2014 (a); Airaet al., 2014 (b); Burns et al., 2019; Finan et al., 2018; Navratilova et al., 2015).
Existen 3 lineas de tratamiento para el dolor neuropatico y comprenden en primer lugar a los
antidepresivos inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina, antidepresivos
triciclicos y gabapentinoides; la segunda linea comprende al tramadol y parches de
capsaicina; la tercera linea comprende a la toxina botulinica y a los opioides fuertes o
agonistas completos de los receptores p-opioide (Dworkin et al., 2007; Finnerup et al., 2016;
Finnerup et al., 2010). La administracion por separado de estos firmacos no revierte
efectivamente los sintomas de alodinia e hiperalgesia, sin embargo, la combinacion entre
agonistas opioides y farmacos adyuvantes, principalmente los que tienen actividad

dopaminérgica, ha demostrado resultados analgésicos consistentes (Rodgers et al., 2019).
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Dolor patolégico: mas que una alarma

descompuesta
Nociceptores con terminales perifericas y Neuronas corticales de 3° (tdlamo) orden y
proyecciones a neuronas de 2°orden, cambios de aferentes de 4° orden (Moduladoras), durante el
expresion durante lesiones periféricas dolor de origen central
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Esquema 4. Las flechas hacia arriba indican cambios de sobreexpresion mientras que las flechas hacia
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abajo indican disminucion en la expresion proteica. A la izquierda se presentan los cambios que ocurren en
las aferentes primarias. Generalmente, aumentan la frecuencia de disparo y disminuyen el umbral de
activacion de los nociceptores. Al lado derecho se encuentran los cambios que ocurren en los circuitos
talamocorticales. Hay un decremento en los receptores p-opioide, asi como en los cotransportadores de Na*
K"y CI' (NKCC) asi como el cotransportador de K™y CI' (KCC) ambos implicados en la transmision
GABAZérgica. Las lesiones periféricas que provocan dolor neuropatico reducen las entradas inhibidoras del

talamo hacia la corteza dado la disminucion de la frecuencia de disparo, asi como un aumento en el umbral de

activacion (Boadas-Vaello et al., 2016).
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1.4.1 Interaccion entre los sistemas dopaminérgico y opioide. Relacion

molecular y durante el dolor patologico

La morfina es una fitoalexina producida por Papaver somniferum, comunmente
conocida como amapola. Se encuentra principalmente en la savia o latex que es exudada del
fruto inmaduro cuando este es perforado. En su ruta de biosintesis, la morfina contiene la via
de sintesis completa de la DA, todos los precursores, las enzimas necesarias y a la DA misma
como un precursor para la sintesis de morfina (Stefano & Kream, 2010). Existe evidencia
anatomica, fisiologica, farmacoldgica y conductual que sugiere la interaccion entre el sistema
dopaminérgico y opioidérgico en areas del sistema limbico asociadas con la recompensa
(Daviu et al., 2019; Finan et al., 2018; Navratilova et al., 2015; Stefano & Kream, 2010). Asi
mismo existe evidencia de que la interaccién entre estos sistemas tiene un componente
sumatorio para el efecto analgésico en condiciones de dolor patologico (Kamei & Saitoh,

1996).

La interaccién entre los receptores a DA y p-opioide presenta una importante
oportunidad terapéutica para el tratamiento del dolor. Es importante resaltar que la
antinocicepcion, producto de la activacion de receptores p-opioide, aumenta en presencia de
agonistas a los receptores D2, disminuyendo la dosis requerida de opioides para reducir los
potenciales de campo producidos por la estimulacion de fibras C en modelos animales de
dolor neuropatico (Aira et al., 2014). En concordancia con lo anterior, se han reportado
cambios en la expresion para ambos receptores en condiciones de dolor inflamatorio y
neuropatico, principalmente en la médula espinal y la CAC. A su vez, se ha reportado un
aumento en la liberacién de DA, asi como en la expresion de los receptores D> (Coffeen et
al., 2008, 2010; Navratilova et al., 2015). Recientemente se observé que la coadministracion
de agonistas a receptores D3 pudo restaurar los efectos antinociceptivos de la morfina, asi
como disminuir su potencial de recompensa en un modelo de compresion en la medula

espinal (Rodgers et al., 2019).

En contrapunto con la interaccion con receptores de la familia D2, se ha observado un
aumento en la expresion de los receptores D; en condiciones de dolor neuropatico y su

activacion produce antinocicepcion de manera dependiente del sistema opioidérgico (Aira et
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al., 2016). Este aumento en la expresion de los receptores D promueve la disfuncion del
receptor D3 y esto a su vez previene la antinocicepcion producida por la administracion de
morfina (Brewer et al., 2014). Esta relacion aparentemente antagoénica de balance entre
ambos sistemas esta presente en sitios del SNC relacionados con la antinocicepcion y la
analgesia. Un ejemplo es el circuito de la SGP. Aunque la SGP no proyecta de manera directa
a la médula espinal (Boadas-Vaello et al., 2016), recientemente se demostré que en la SGP
existe una dindmica donde la activacidon de receptores p-opioide disminuye la inhibicion
GABA¢érgica sobre las neuronas dopaminérgicas y estas modulan la actividad de circuitos

antinociceptivos y analgésicos por medio de proyecciones descendentes (Li ef al., 2016).

2. JUSTIFICACION

La activacion de los receptores D» y receptores p-opioide produce antinocicepcion a
nivel periférico por mecanismos de accidon analogos. Proponemos que cuando se apliquen en
conjunto estos farmacos podran potenciar su efecto antinociceptivo. Entre las ventajas
adicionales de utilizar farmacos de naturaleza y blancos moleculares distintos tenemos que
los agonistas dopaminérgicos tienen un margen de seguridad alto y pueden administrarse por
periodos de tiempo prolongados con efectos secundarios tolerables. En comparacion, los
opioides tienen un rango medio-bajo y no se recomienda su uso en el largo plazo, por lo que

administrar dosis bajas podria mejorar su margen de seguridad

La sinergia analgésica producida por la administracion de opioides con otros farmacos
(antinflamatorios no esteroideos) incentiva el uso de una terapia coadyuvante entre los
agonistas a receptores p-opioide y otro tipo de receptores, como los receptores a DA tipo D»,

ya que ambos participan en la modulacion del dolor.

3. HIPOTESIS

La coadministracion de dosis bajas de quinpirol, un agonista dopaminérgico para
receptores D, potenciard el efecto antinociceptivo de DAMGO y tramadol, agonistas -

opioidérgicos, en los modelos de dolor nociceptivo, inflamatorio y neuropatico.
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar si la administracion de quinpirol, agonista a receptores tipo D2, potencia o

facilita la antinocicepcion producida por DAMGO vy tramadol, agonistas a receptores -

opioide en los modelos de dolor nociceptivo, inflamatorio y neuropatico.

4.1 Objetivos Particulares

40

Estimar las dosis efectivas 50 (DEso) de DAMGO, tramadol y quinpirol y
analizar si su coadministracion induce un efecto antinociceptivo mejor al de
la administracion independiente de farmacos.

Analizar si la coadministracion de las DEso de quinpirol como adyuvante
mejora el efecto antinociceptivo de DAMGO y tramadol durante los modelos
de dolor inflamatorio y neuropatico.

Determinar las dosis DAMGO, tramadol y quinpirol que produzcan un efecto
antinociceptivo en pruebas de nocicepcion térmica y mecénica en un modelo
de dolor neuropético.

Evaluar los posibles cambios sobre la expresion de receptores p-opioide y D>
en el GRD, médula espinal y encéfalo durante la terapia coadyuvante en
condiciones patoldgicas.

Determinar si la coadministracion de quinpirol y tramadol tiene efectos sobre
los componentes afectivos del dolor (recompensa) por medio del paradigma

de condicionamiento preferente de lugar.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Modelo animal

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con peso entre 200-350 g. Fueron
mantenidas en condiciones de luz oscuridad de 12 h, con agua y alimento ad libitum. Para
iniciar la habituacion, los animales fueron mantenidos en un cuarto aislado destinado
solamente para los experimentos conductuales en el cual se mantuvieron por 30 minutos sin
perturbaciones externas y posteriormente durante 30 minutos en cada uno de los aparatos
conductuales, esto durante dos dias consecutivos y media hora antes del experimento. Este
protocolo fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de

la Fuente Muiiz (oficio CEI/C/069/2017).

5.2 Administracion por inyeccion intratecal (i.t.)

Brevemente, los animales fueron anestesiados con isofluorano (2% y 98% O2) y
fueron colocados en una superficie elevada en dectbito ventral de manera que las
extremidades traseras quedaran colgando y extendidas. Se realiz6 una incision (~3 mm) en
la piel que cubre la espina dorsal (entre L4-L6) y se introdujo una aguja de calibre 25G en el
espacio intervertebral, se asumi6 que la punta se encontraba en el espacio subaracnoideo
cuando se observo un reflejo rapido en la cola. Se administraron 50 pL de vehiculo (VH) o
solucion con farmaco con una jeringa Hamilton. Se le permiti6 a cada animal recuperarse en
las camaras de acrilico hasta que los animales estaban completamente despiertos (usualmente

después de los 5 min), el experimentador no conocia el contenido de las jeringas.

5.3 Administracion por inyeccion subcutanea (s.c.)

Los animales fueron gentilmente restringidos utilizando toallas de microfibra y se
estir6 el tejido del cuello formando una pequefia hendidura triangular donde se introdujo una
aguja de calibre 25G. Después de haber confirmado presion negativa con la jeringa, se
administr6 el farmaco. Los animales fueron restringidos con las toallas de microfibra durante

las sesiones de habituacion.
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5.4 Farmacos y disefio experimental

Los farmacos utilizados a continuaciéon fueron adquiridos de la empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, Misuri, E.U.A.). Quinpirol fue utilizado como un agonista a receptores
tipo D> (# de catdlogo Q111) y utilizamos 5 dosis logaritmicamente proporcionales en rango
nanomolar (0.3-30 nmol). Se utiliz6 el farmaco SKF-38393 (# de catalogo D047) como
agonista de los receptores D; en una tnica concentracion de 30 nmol. Raclopride (1 nmol)
fue utilizado como antagonista al receptor D> (# de catdlogo R121). El pramipexol (# de
catalogo A1237) es un agonista a los receptores D3 y utilizamos 3 dosis logaritmicamente
proporcionales en rango nanomolar (10-30 nmol). Como agonista a los receptores p-opioide
utilizados la encefalina D-Ala2, N-Me-Fe4, Gli5-ol (DAMGO) (# de catalogo E7384) y
utilizamos 6 dosis logaritmicamente equidistantes de DAMGO en pico moles (3-1000 pmol).
Tramadol es un agonista parcial de los receptores p-opioide y fue obtenido de la empresa
AMSA (México) en solucion para inyeccion intramuscular; se utilizaron 2 dosis de 10 y 30
mg/kg. Estos farmacos fueron disueltos en solucioén salina (NaCl 0.9%) referida como
vehiculo (VH) y fueron probados en animales sanos. Para las curvas dosis respuesta se
utilizaron dosis de trabajos previos (Almanza et al., 2015) y posteriormente obtuvimos las
dosis requeridas para un efecto maximo que va de ningln efecto antinociceptivo al efecto
maximo . Después de determinar las DEso de los farmacos se utilizo la dosis fija de 1 nmol
de quinpirol como adyuvante de los fArmacos opioides DAMGO en dosis de 30 y 100 pmol
y tramadol en dosis de 30 mg/kg. Estas dosis fueron utilizadas en los modelos de dolor

inflamatorio y neuropatico.

5.5 Pruebas conductuales

Se realizaron mediciones antes y 15, 30, 60 y 120 min después de la administracion
de VH o farmaco de manera i.t. y 0.5, 1, 3 y 24 h después de la administracion s.c. Se utilizé
un estesidmetro para las pruebas de nocicepcion mecanica, el cual consiste en colocar a los
animales en cajas de acrilico sobre una malla metéalica donde un filamento metalico presiona
la pata trasera y el estimulo aumenta en intensidad en forma de rampa (de 0 a 50 g en 10
segundos). Las medidas de 4 pruebas consecutivas fueron promediadas y con ese valor se
determind la latencia de retirada. Se utiliz6 el aparato de Hargreaves para las pruebas de
nocicepcion térmica, el cual consiste en colocar a los animales en cajas de acrilico sobre un

piso de vidrio translucido anti reflejante, la fuente de calor fue una lampara infrarroja de SOW
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que incide sobre las patas traseras produciendo un reflejo flexor. El promedio de 3 pruebas
fue utilizado para obtener las latencias de retirada. Cada medicion estuvo separada por un

lapso de 4 minutos.

5.6 Modelo de dolor inflamatorio

Se obtuvieron las latencias de retiro basal frente a estimulos térmicos y mecéanicos
previo a la induccion de la inflamacion, posteriormente se utilizo la inyeccion intraplantar de
50 uL de adyuvante completo de freund (ACF; 1:1 en solucion salina) en la pata derecha para
inducir dolor inflamatorio. El adyuvante consiste en una suspension oleosa (aceite mineral)
de membranas completas o pulverizadas inactivadas por choque térmico de Mycobacteria,
las cuales producen la activacion sostenida del sistema inmune innato de manera local
(Billiau & Matthys, 2001; Stills, 2005). La liberacion sostenida de antigenos produce una
reaccion retardada de hipersensibilidad (cuyo efecto maximo se ha estandarizado en el
laboratorio y otros para ocurrir a los 90 minutos (Mercado-Reyes et al., 2019; Navarro-
Alvarez et al., 2018)) posteriormente se produce una intensa reaccion inflamatoria e
hiperalgesia en el sitio de lesion. Después de 90 minutos evaluamos las latencias de retiro y
solamente incluimos a los individuos que presentaron una disminuciéon mayor al 40% con
respecto a las latencias basales. Posteriormente evaluamos la nocicepcion frente a estimulos
térmicos y mecanicos nocivos a los 15, 30, 60 y 120 min después de la administraciéon de VH
o farmaco de manera intratecal. Para la evaluacion del efecto farmacolégico de la
administracion sistémica o subcutanea las latencias de retirada fueron evaluadas a las 0.5, 1,

2, 3 y 24 h después.

5.7 Modelo de dolor neuropatico

Para inducir neuropatia se utilizé el modelo de la ligadura floja del nervio ciatico en
la pata derecha (Bennett & Xie, 1988). Las ratas fueron anestesiadas con isofluorano (3% y
97% oxigeno medicinal), después de comprobar que el animal estuviera anestesiado
procedimos a rasurar la pata derecha en la cual se realizé una incision de 5 mm en la piel y
una posterior diseccion roma del biceps femoris para exponer el nervio ciatico. Una vez
expuesto se realizaron 3 ligaduras flojas (seda 4-0) alrededor del nervio ciatico con Imm de
separacion y se colocd el nervio de nuevo en su lugar. En todos los animales la herida fue

suturada con 2 puntos simples realizados con hilo de acido poliglicolico 3-0 y se coloco de
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manera independiente en una caja de acrilico para su posterior recuperacion. 14 dias después

de la cirugia se llevaron a cabo las pruebas conductuales.

5.8 Paradigma de condicionamiento de preferencia de lugar

Con el objetivo de evaluar los efectos farmacologicos a nivel de procesamiento
cortical utilizamos el paradigma de CPL (Smith et al., 2016). El aparato consisti6 en dos
cajas de acrilico de 30x25x60 cm de color blanco y negro y una caja de 15x25x30 cm de
color gris. Con un luxémetro determinamos la intensidad luminica de las cdmaras blanco y
negro a 10 lux y la intensidad de la camara gris a 20 lux de tal manera que esta Ultima
desalentara pasar tiempo ahi, los roedores prefieren lugares obscuros. Las ratas fueron
habituadas primero 1 hora a la habitacion destinada para la conducta. Los experimentos
fueron realizados en condiciones de luz roja. Posteriormente fueron habituadas en el aparato
conductual para CPL por 30 minutos dos dias antes de la experimentacion. El dia de la
experimentacion se coloco a los animales por 15 minutos en el aparato conductual con las
puertas de intercomunicacion abiertas para determinar sus preferencias basales. Se
videograb¢ al animal durante las sesiones experimentales. El programa ezTrack (Pennington
et al., 2019) fue utilizado para rastrear a los animales y el tiempo que pasaron en cada
recamara. Si estas preferencias excedian los 700 segundos en condiciones basales el animal

se excluia del experimento.

Posteriormente para el condicionamiento, el VH fue administrada por via subcutanea
e inmediatamente se colocd al animal en el aparato con las puertas cerradas y en el color
asignado previamente durante 30 minutos. 4 horas después se administraron los fairmacos
correspondientes y se coloco en el color contrario durante 30 minutos. Al dia siguiente los
animales siguieron los mismos protocolos de habituacion y fueron colocados en el aparato
conductual con las puertas abiertas durante 15 minutos. El tiempo que pasaron en cada

recamara fue obtenido y promediado.

5.9 Analisis de datos

Los grupos para cada una de las dosis de farmacos utilizados constaron de 8
individuos por cada dosis probada (n = 8), con excepcion del grupo de 30 pmol de DAMGO
(n=10), y del grupo de coadministracion de quinpirol con DAMGO (n = 11). En los grupos

de modelos de dolor patologico n = 6. El nimero minimo requerido de animales por grupo
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fue determinado por medio del calculo matematico de andlisis poder. Las latencias de reflejo
flexor estan expresadas en segundos. Los datos estdn presentados como la media + error
estandar de la media. Estos datos fueron posteriormente normalizados para las curvas dosis
respuesta y analisis de efecto maximo. La normalizacion consiste en utilizar los valores de
latencia basales como el factor de normalizacion (obtenidos en animal intacto en modelo de
dolor nociceptivo, y antes de la administracion de ACF y de la cirugia en los modelos de
dolor inflamatorio y neuropéatico, respectivamente) la cual se tomé como el 100% de efecto

para cada serie experimental.

Para la curva dosis respuesta se determino el efecto méximo de cada dosis ocurridos
en cualquier punto en el tiempo mismos que fueron graficados para construir la curva. Los
datos de dosis respuesta fueron ajustados utilizando un modelo de regresion no-lineal con
una ecuacion  sigmoidea de 3  factores y = Emin + Emin — Emax /1 +
10 Log (DE50) — x donde DEs representa la dosis del fArmaco a la cual se produjo el 50%
del efecto maximo. Para determinar si en las combinaciones la coadministracion de quinpirol
y DAMGO mostraron un efecto antinociceptivo sinérgico se utilizé el método de la suma de
cuadros o prueba de F para evaluar si la DEsp de DAMGO cambi6o después de la
coadministracion con quinpirol de manera distinta a la esperada por la suma de los efectos

por separado elevados al cuadrado.

Se verifico que la distribucion de los datos fuera normal y que las varianzas fueran
igualitarias. Se utilizo ANOVA de dos vias para realizar comparaciones de grupos y la prueba
Dunnett post hoc para obtener significancia entre grupos. El grupo control fue el efecto
antinociceptivo registrado 15 minutos después de la administracion de VH. Las diferencias
se consideraron significativas cuando P < 0.05 y utilizamos el * para P < 0.05, ** para P <
0.001 y *** para P < 0.0001. Se utilizo la prueba de F de extra suma de cuadrados para
determinar si los parametros (incluida DEso) observados entre las curvas dosis respuesta eran

estadisticamente distintos.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de DAMGO i.t. sobre las latencias de retirada frente a

estimulos térmicos nocivos en el modelo de dolor nociceptivo

Para determinar el efecto farmacoldgico de DAMGO, agonista a los receptores p-
opioide. La administracion i.t. de VH no produjo cambios estadisticamente significativos en
las latencias de retiro en ningun punto en el tiempo evaluado en las pruebas de nocicepcion
térmica lo que nos permite descartarlo como una fuente de variacion (Fig. 1A). Las latencias
de retirada ante estimulos térmicos nocivos de todos los grupos previos a la administracion
i.t. de farmacos tuvieron como promedio 8.5 s. El grupo de 10 pmol de DAMGO tuvo el
promedio mas bajo de 7.3 s mientras que el més alto fue del grupo de 100 pmol con 9.1 s. y
como podemos observar en la Fig.1A. El efecto antinociceptivo de la administracion i.t. de
las 6 dosis de DAMGO fue comparado contra el promedio de las latencias obtenidas 15
minutos después de la administracion i.t. de VH. Las dosis de 300 y 1000 produjeron cambios
estadisticamente significativos sobre las latencias de retirada a los 15 minutos, tiempo al que
también se registr6 su efecto maximo (Fig. 1B) (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de
Dunnett P = 0.0001 y 0.0001 respectivamente; n = 8 para todos los grupos a excepcion de
DAMGO 30 pmol n = 10). Los datos normalizados con respecto al promedio obtenido 15
minutos después de la administracion de VH descartan la variacion inicial y parten un mismo
punto inicial (Fig. 1B). El efecto de las dosis de 300 y 1000 pmol también es significativo a
los 30 minutos (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P = 0.0001 y 0.0001

respectivamente). El efecto anti-nociceptivo desaparecio por completo a los 60 minutos.
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Figura 1. Efecto de la administracion intratecal de DAMGO sobre las latencias de
retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos (aparato de Hargreaves) en segundos
(A) y con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos donde se
muestran los asteriscos de significancia (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de

Dunnett P =0.0028, 0.0001 y 0.0001 respectivamente).
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Efecto del quinpirol administrado de manera i.t. sobre las latencias de

retirada frente a estimulos térmicos nocivos

Para determinar el efecto farmacoldgico del quinpirol, agonista para los receptores de
familia D», sobre las latencias de retirada ante estimulos térmicos nocivos utilizamos 5 dosis
logaritmicamente proporcionales en rango nanomolar. Los grupos previos a la administracion
i.t. de quinpirol tuvieron como promedio 8.6 s. El grupo de 3 nmol tuvo el promedio mas
bajo (8.1 s) mientras que el mas alto fue del grupo de 1 nmol con 9 s de retirada (Fig. 2A).
El efecto antinociceptivo de la administracion i.t. de las 5 dosis de quinpirol fue comparado
contra el promedio de las latencias obtenidas 15 minutos después de la administracion i.t. de
VH. Como podemos observar en la Fig. 2B ninguna de las dosis administradas produjo
cambios significativos sobre las latencias retirada (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de

Dunnett).
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Figura 2. Efecto de la administracion intratecal de quinpirol sobre las latencias de
retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos (aparato de Hargreaves) en segundos

(A) y con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos.
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6.2 Efecto de DAMGO administrado de manera i.t. sobre las latencias de

retirada frente a estimulos mecanicos nocivos

La administracion i.t. del VH no produjo cambios estadisticamente significativos en
las latencias de retiro en ningun punto en el tiempo evaluado en las pruebas de nocicepcion
mecanica. Las latencias de retirada ante estimulos mecanicos nocivos de todos los grupos
tuvieron como promedio 8.6 s. El grupo de 300 pmol tuvo el promedio més bajo con 8.2 s
mientras que el mas alto fue del grupo de 100 pmol con 8.9 s de retirada en condiciones
basales (Fig. 3A). El efecto antinociceptivo de la administracion i.t. de las 6 dosis de
DAMGO fue comparado contra el promedio de las latencias obtenidas 15 minutos después
de la administracion i.t. de VH. Como podemos observar en la Fig. 3B las dosis menores a
100 pmol no produjeron cambios significativos sobre las latencias de retirada. Las dosis de
100, 300 y 1000 pmol produjeron cambios significativos sobre las latencias de retirada,
registrando su efecto maximo a los 15 minutos (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de
Dunnett P =0.0007, 0.0001 y 0.0001, respectivamente). El efecto de estas dosis también fue
significativo a los 30 minutos. (P =0.0028, 0.0001 y 0.0001 respectivamente). El efecto anti-
nociceptivo todavia es significativo a los 60 minutos para la dosis de 1000 pmol (P = 0.004)

y desaparece por completo en todos los grupos a los 120 minutos.
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Figura 3. Efecto de la administracion intratecal de DAMGO sobre las latencias de
retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos (Estesiometro) en segundos (A) y
con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos. Los asteriscos

representan resultados estadisticamente significativos.
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Efecto de quinpirol administrado de manera i.t. sobre las latencias de

retirada frente a estimulos mecanicos nocivos

La administracion i.t. del VH no produjo cambios estadisticamente significativos en
las latencias de retiro en ningun punto en el tiempo evaluado en las pruebas de nocicepcion
mecanica. Las latencias de retirada ante estimulos mecanicos nocivos de todos los grupos
tuvieron como promedio 8.1 s. El grupo de 1 nmol tuvo el promedio mas bajo con 7.2 s
mientras que el mas alto fue del grupo de 0.3 nmol con 8.45 s de retirada (Fig. 3A). El efecto
antinociceptivo de la administracion i.t. de las 5 dosis de quinpirol fue comparado contra el
promedio de las latencias obtenidas 15 minutos después de la administracion i.t. de VH. Las
dosis de 1, 3, 10 y 30 nmol produjeron cambios estadisticamente significativos sobre las
latencias de retirada a los 15 minutos (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P
=0.002 dosis de 1 nmol P <0.0001 para las dosis de 3-30 nmol). Estas mismas dosis también
tuvieron un efecto antinociceptivo significativo a los 30 minutos (P = 0.03, 0.0001, 0.0001 y
0.008, respectivamente). Interesantemente, el efecto antinociceptivo de la dosis de 3 nmol es
significativo aun después de 60 minutos (P = 0.04). El efecto de todos los grupos desparece

por completo después de 120 minutos.
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Figura 4. Efecto de la administracion intratecal de quinpirol sobre las latencias de

retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos (Estesiometro) en segundos (A) y con

datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos donde se representan los

asteriscos para indicar significancia estadistica.
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6.3 Efecto de agonistas D; y D3 administrados de manera i.t. sobre las

latencias de retirada frente a estimulos térmicos nocivos

Para determinar el efecto farmacologico del pramipexol, agonista para la familia de
receptores D> con mayor afinidad por el receptor D3 utilizamos 3 dosis logaritmicamente
proporcionales en rango nanomolar. También utilizamos SKF-38393, agonista selectivo de
los receptores de la familia D; sobre las latencias de retirada ante estimulos térmicos nocivos
para determinar su efecto antinociceptivo. Los grupos previos a la administracion i.t. de
pramipexol tuvieron como promedio 8.6 s. El grupo de 1 nmol tuvo el promedio mas bajo
(9.1 s) mientras que el mas alto fue del grupo de 30 nmol del agonista selectivo de receptores
D1, SKF-38393, con 11.4 s (Fig. 5A). El efecto antinociceptivo de la administracion i.t. de
estos farmacos, agonistas para receptores de la familia D; y D3, fue comparado contra el
promedio de las latencias obtenidas 15 minutos después de la administracion i.t. de VH.
Como podemos observar en la Fig. 5B ninguna de las dosis administradas produjo cambios

estadisticamente significativos sobre las latencias de retirada (ANOVA de dos vias).
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Figura 5. Efecto de la administracion intratecal de pramipexol y SKF-38393 sobre las
latencias de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos (Hargreaves) en segundos (A)
y con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos. (ANOVA de dos vias y

prueba post hoc de Dunnett; n = 8 para todos los grupos).
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6.4 Efecto de agonistas D; y D3 administrados de manera i.t. sobre las

latencias de retirada frente a estimulos mecanicos nocivos

La administracién i.t. de VH no produjo cambios estadisticamente significativos en
las latencias de retiro en ningun punto en el tiempo evaluado en las pruebas de nocicepcion
mecanica. Las latencias de retirada ante estimulos mecanicos nocivos de todos los grupos
tuvieron como promedio 8.1 s. El grupo de 1 nmol tuvo el promedio mas bajo con 7.2 s
mientras que el mas alto fue del grupo de 0.3 nmol con 8.45 s de retirada (Fig. 6A). El efecto
antinociceptivo de la administracién i.t. de estos farmacos, agonistas para receptores de la
familia D1 y D3, fue comparado contra el promedio de las latencias obtenidas 15 minutos
después de la administracion i.t. de VH. Como podemos observar en la Fig. 6B la dosis de
30 nmol de pramipexol fue la tnica en producir cambios significativos sobre las latencias de
retirada frente a estimulos mecanicos nocivos a los 15 minutos (ANOV A de dos vias y prueba

post hoc de Dunnett P =0.0001).
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Figura 6. Efecto de la administracion intratecal de pramipexol y SKF-38393 sobre las

latencias de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos (estesiometro) en segundos

(A) y con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos.
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6.1.1. ABC y CDR del efecto maximo de DAMGO y quinpirol frente a

estimulos térmicos nocivos

El curso temporal (Fig. 1-4) permite analizar el efecto de un farmaco en puntos
especificos del tiempo total del experimento. Para evaluar el efecto de los farmacos durante
el tiempo total de duracidon del experimento se calculd el area bajo la curva de cada
concentracion, y como se puede observar en el histograma de las Fig. 7A y 7B las barras
representan la media del area bajo la curva (ABC) total de cada concentracion, mientras que
las figuras geométricas en cada grupo representan el valor obtenido por cada individuo o rata.
El analisis del ABC del efecto de DAMGO (Fig. 7A) también es significativo para los grupos
de 300 y 100 pmol (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunett P = 0.0012 y 0.0001,

respectivamente) asi como el andlisis del curso temporal (Fig. 1A).

Utilizando la media del efecto maximo (obtenidos a los 15 minutos) de los cursos
temporales construimos la curva dosis respuesta de ambos farmacos (Fig. 7C) para obtener
la dosis que produjera el 50% (EDso) del efecto méximo (Emax). La administracion i.t. de
DAMGO tuvo como EDsp 189 pmol mientras que la administracion i.t. de quinpirol no tuvo

cambios significativos en los valores de ABC (Fig. 7B) y no requirié de una CDR.
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Figura 7. Analisis de area bajo la curva (ABC) del efecto de la administracion intratecal de DAMGO (A)
y quinpirol (B) sobre las latencias de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos. La curva dosis-respuesta
(CDR) de ambos farmacos (C) fue realizada con los datos de efecto maximo normalizados. Los asteriscos
representan resultados estadisticamente significativos. (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunett P =

0.0012 y 0.0001 respectivamente)
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6.2.1. ABC y CDR del efecto maximo de DAMGO y quinpirol frente a

estimulos mecanicos nocivos

El andlisis de ABC de la administracion i.t. de DAMGO (Fig. 8A) arrojo6 los mismos
resultados de significancia para las dosis de 100, 300 y 1000 pmol que los cursos temporales
(ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunett P = 0.0029, 0.0001 y 0.0001
respectivamente). En concordancia con el andlisis del curso temporal de los datos de latencia
de retirada normalizados para el efecto de la administracion i.t. de quinpirol (Fig. 3B), el
analisis de ABC fue estadisticamente significativo para las dosis de 1-30 nmol (Fig. 8B)
(ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunett P = 0.0328, 0.0003, 0.0001 y 0.0010
respectivamente). La CDR para DAMGO obtuvo como EDso 141 pmol mientras que para
quinpirol la EDsp fue 1 nmol (Fig. 6C).
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Figura 8. Analisis de area bajo la curva (ABC) del efecto de la administracion intratecal de DAMGO (A) y
Quinpirol (B) sobre las latencias de retirada en respuesta a estimulos mecéanicos nocivos. La curva dosis-respuesta (CDR)
de ambos farmacos (C) fue realizada con los datos de efecto maximo normalizados. Los asteriscos representan resultados

estadisticamente significativos. (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunett P = 0.0012 y 0.0001 respectivamente)
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El efecto de ambos farmacos ocurre predominantemente sobre las latencias de retirada
de pata ante estimulos mecanicos nocivos. La administracion i.t. de DAMGO requirié de una
menor cantidad para tener un efecto significativo en comparacion con las respuestas durante
la termonocicepcion. En contraste, la administraciéon de quinpirol solamente tuvo efecto

durante la mecanonocicepcion.

6.5 Efecto antinociceptivo de la coadministracion de quinpirol, un
agonista D2, con DAMGO, un agonista de los receptores p sobre la nocicepcion
térmica

Para determinar si el efecto antinociceptivo de la administracion i.t. de DAMGO
podria ser potenciado o sinérgico con la coadministracion i.t. de quinpirol, utilizamos 4 dosis
de DAMGO y las administramos de manera conjunta con una dosis fija de quinpirol (DEso =
1 nmol) y observamos el efecto sobre las latencias de retirada frente a estimulos térmicos. El
efecto antinociceptivo de la coadministracion i.t. de estos farmacos fue comparado contra el
promedio de las latencias obtenidas 15 minutos después de la administracion i.t. de VH (Fig.
9A). La coadministracion i.t. de la dosis de 30 o 100 pmol de DAMGO con 1 nmol de
quinpirol produjo un aumento significativo en las latencias de retirada frente a estimulos
térmicos nocivos a los 15 minutos (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P =
0.0064, 0.0001, respectivamente) tiempo al que también se presentd su efecto maximo (Fig.
9B). Solamente el grupo de coadministracion con 100 pmol fue significativo a los 30 minutos
(P =0.04). Estos resultados son comparables con los obtenidos en los cursos temporales de
los datos normalizados para la administracion independiente de DAMGO (Fig. 1B) aunque

el efecto antinociceptivo desaparece con mayor rapidez.
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las latencias de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos en segundos (A) y con

datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos. Los asteriscos representan

resultados estadisticamente significativos.
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6.5.1 ABC y CDR del efecto maximo de la coadministracion de DAMGO

y quinpirol frente a estimulos térmicos nocivos

En contraste con el efecto maximo a los 15 minutos en los cursos temporales el
analisis de ABC del efecto antinociceptivo de la coadministracion no produjo cambios
estadisticamente significativos sobre las latencias de retirada frente a estimulos térmicos
durante el tiempo total del experimento, 120 minutos (Fig. 10A). Asi mismo, la
coadministracion no produjo cambios significativos sobre la CDR. Se observa en la Fig. 10B
que los puntos de la CDR para la coadministracion son reciprocos con la administracion

independiente de DAMGO.
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Figura 10. Analisis de area bajo la curva (ABC) del efecto de la
coadministracion intratecal de DAMGO y quinpirol sobre las latencias de
retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos. La curva dosis-respuesta
(CDR) de la coadministracion (circulos vacios en B) fue realizada con los datos
de efecto maximo normalizados. (ANOVA de una via y prueba post hoc de

Dunett P =0.0012 y 0.0001 respectivamente)
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6.6. La coadministracion de agonistas a receptores tipo D> aumenta el
efecto antinociceptivo de los agonistas p-opioide durante la nocicepcion

mecanica

En la figura 11A podemos observar que la coadministracion i.t. de dosis bajas de
DAMGO con quinpirol tienen efectos antinociceptivos desde la dosis de 10 pmol sobre las
latencias de retirada producidas por estimulos mecanicos nocivos. El efecto antinociceptivo
de la coadministracion i.t. de estos farmacos fue comparado contra el promedio de las

latencias obtenidas 15 minutos después de la administracion i.t. de VH.

En contraste con el andlisis de los cursos temporales con datos crudos, el andlisis de
los datos normalizados fue significativo para el grupo de coadministracion de 3 pmol de
DAMGO (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P = 0.037); la significancia fue
la misma para el efecto maximo ocurrido a los 15 minutos de dosis mayores (30-100 pmol;
P > 0.0001, para cada uno). Ademas, el efecto antinociceptivo de los grupos de 10 y 100

pmol fue significativo aun después de 30 minutos (P = 0.0012 y 0.0001, respectivamente)
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con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos. Los asteriscos

representan resultados estadisticamente significativos.
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6.6.1. Analisis de las ABC y CDR de la coadministracion de DAMGO y

quinpirol frente a estimulos térmicos nocivos

El analisis de ABC (Fig. 12A) fue significativo para los grupos de coadministracion
de las dosis de 10, 30 y 100 pmol de DAMGO (ANOVA de una via, prueba post hoc de
Dunnett P = 0.021, 0.0072 y 0.0001, respectivamente). La CDR de los grupos de
coadministracion (Fig. 12B) muestra que el efecto maximo fue estadisticamente superior al
de la administracion independiente de DAMGO y la EDsp = 17 para los grupos de
coadministracion pmol fue 8 veces menor para producir el mismo efecto antinociceptivo que

la dosis de 100 pmol de DAMGO.

Para determinar si los cambios del efecto de DAMGO en presencia de quinpirol fue
farmacoldgicamente sinérgico, realizamos una prueba de suma de cuadrados totales (o
prueba F) entre la CDR de DAMGO administrado de manera independiente y la CDR de los
grupos de coadministracion, resultando en una diferencia estadisticamente significativa (P <
0.0001). Especificamente el efecto del quinpirol al coadministrarse con DAMGO disminuy6
la EDso, y aumentd el tope del efecto maximo de DAMGO, esto s6lo ocurrid en

mecanonocicepcion y no en la prueba de termonocicepcion.
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Figura 12. Analisis de area bajo la curva (ABC) del efecto de la
coadministracion intratecal de DAMGO y quinpirol sobre las latencias de
retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos. La curva dosis-respuesta
(CDR) de la coadministracion (B) fue realizada con los datos de efecto maximo
normalizados. (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunett P = 0.0012 y

0.0001 respectivamente)
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Durante las condiciones de dolor patologico, especificamente las que resultan de una
afeccion directa al sistema aferente primario, la alodinia e hiperalgesia son sintomas
principales reportados por los pacientes. Con el objetivo de evaluar si la coadministracion de
DAMGO vy quinpirol tiene un efecto antinociceptivo, lo cual podria fungir como un
antecedente preclinico de alternativa terapéutica para el dolor cronico, administramos dosis
sub-efectivas de DAMGO de manera conjunta con la DEso de quinpirol y probamos su efecto

sobre la hiperalgesia producida por dos modelos de dolor: inflamatorio y neuropatico.

6.7 Efecto antihiperalgésico de la coadministracion de quinpirol y
DAMGO frente a estimulos térmicos nocivos en un modelo de dolor

inflamatorio

Para determinar el efecto antinociceptivo de la coadministracion de DAMGO vy
quinpirol en condiciones de dolor inflamatorio utilizamos el modelo de dolor inflamatorio
por administracion intraplantar de ACF. Primero obtuvimos las latencias basales de retirada
de pata frente a estimulos térmicos, posteriormente administramos ACF de manera
intraplantar en la pata derecha y dejamos pasar 90 minutos para el establecimiento del
proceso inflamatorio. Después de los 90 minutos obtuvimos las latencias de respuesta en la
pata derecha y determinamos si las latencias disminuyeron al 50% de su valor basal. de En
el modelo de dolor inflamatorio de ACF, las latencias basales de todos los grupos
disminuyeron a un promedio de 41 = 9 % durante termonocicepcion 90 min después de la
aplicacion del ACF con respecto a las latencias basales; esta disminucion se conservo durante
la duracion total del experimento (2 horas). La administracion i.t. de VH no produjo cambios
en las latencias de retirada durante el proceso inflamatorio (Fig. 13A y B). La administracion
1.t. de quinpirol 1 nmol fue insuficiente para revertir la hiperalgesia de manera significativa
frente a estimulos térmicos, en contraste con el modelo de dolor nociceptivo, en donde 1

nmol de quinpirol si produce cambios en las latencias de retirada.

En los cursos temporales con datos normalizados (Fig. 13B) DAMGO en dosis de 30
pmol revirtié parcialmente las latencias de retirada durante la termonocicepcion, el cambio
fue estadisticamente significativo (n = 6; ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett

P =0.02). La coadministracion de quinpirol 1 nmol y DAMGO 30 pmol revirti6é por completo

70



la hiperalgesia durante la termonocicepcion 15 minutos después de la administracion i.t.
(ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P < 0.0001; n = 6). Este efecto fue
significativo aun después de 30 minutos (P = 0.0002). Para determinar si este efecto anti-
nociceptivo estaba mediado principalmente por receptores de la familia D,, administramos
raclopride (antagonista de los receptores a DA de la familia D2) en una dosis equimolar de
quinpirol junto con DAMGO. Tanto en los cursos temporales con datos como en los analisis
ABC (Fig. 13C) observamos que la terapia de coadministracion en conjunto con el
antagonista selectivo produjo un efecto similar a la administracion independiente de 30 pmol
de DAMGO. En el analisis de ABC del curso temporal total observamos que solamente la
terapia de coadministracion de DAMGO y quinpirol pudo revertir de manera significativa la
hiperalgesia producida por el ACF (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett P <
0.0061; n = 6) (Fig. 13C).
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Figura 13. Efecto de la coadministracion intratecal de DAMGO y quinpirol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos en segundos (A) y con
datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos después de la induccion de
hiperalgesia por el modelo inflamatorio de ACF. Los asteriscos representan cambios

estadisticamente significativos.
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Efecto antihiperalgésico de la coadministracion de quinpirol y DAMGO

frente a estimulos mecanicos nocivos en un modelo de dolor inflamatorio

Las latencias basales de todos los grupos disminuyeron a un promedio de 46 = 9 %
en la prueba de mecanonocicepcion 90 min después de la administracion intraplantar de ACF;
esta disminucidén se conservd durante la duracion total del experimento (2 horas). La
administracién i.t. de VH no produjo cambios en las latencias de retirada frente a estimulos
mecanicos nocivos durante el proceso inflamatorio (Fig. 14A y B). En los cursos temporales
(Fig. 14A) la administracion i.t. de DAMGO en dosis de 30 pmol revirtié parcialmente las
latencias durante la mecanonocicepcion de manera estadisticamente significativa,
unicamente 15 minutos después de la administracion (n = 6; ANOVA de dos vias y prueba
post hoc de Dunnett P = 0.022). En contraste, el curso temporal con datos normalizados no
arrojo significancia para este grupo. La coadministracion de quinpirol y DAMGO revirtio a
un 98 + 7 % las respuestas de retirada frente a estimulos mecéanicos nocivos, este efecto fue
altamente significativo en ambos cursos temporales (P = 0.0001 y P =0.0006). Cabe resaltar
que el efecto anti-nociceptivo fue significativo atin después de 30 minutos (P = 0.02) (Fig.
14A). El andlisis del curso temporal con datos normalizados solamente fue significativo para
el efecto maximo a los 15 minutos. Para saber si este efecto estaba mediado principalmente
por los receptores de la familia D2, administramos raclopride (antagonista de los receptores
a DA de la familia D2) junto con DAMGO y quinpirol, y observamos un efecto similar a la
administracion independiente de 30 pmol de DAMGQO. El anélisis de ABC fue significativo
solamente para el grupo de coadministracion (ANOVA de una via y prueba post hoc de

Dunnett P < 0.026; n = 6) (Fig. 14C).
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Figura 14. Efecto de la coadministracion intratecal de DAMGO y quinpirol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos en segundos (A) y
con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos después de la induccion
de hiperalgesia por el modelo inflamatorio de ACF. Los asteriscos representan resultados

estadisticamente significativos.
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6.8 Efecto antihiperalgésico de la coadministracion de quinpirol y
DAMGO frente a estimulos térmicos nocivos en un modelo de dolor

neuropatico

Se realizd la ligadura floja del cidtico (LFC), y 14 dias después se produjo un
decremento promedio en las latencias de retirada de todos los grupos a 45 + 1 % con respecto
de las latencias previas a la cirugia. El decremento en las latencias se mantuvo a lo largo del
experimento y la administracion de VH no modifico este decremento (Fig. 15A y B). La
administracién i.t. de quinpirol tuvo modesto efecto antihiperalgésico, aunque no fue
significativo (Fig. 15A), el analisis de los datos normalizados fue significativo para el efecto
de este farmaco a los 30 minutos (Fig. 15B). Para este modelo de dolor la dosis DAMGO fue
de 100 pmol debido a que la coadministracion de 1 nmol de quinpirol y 30 pmol de DAMGO,
previamente efectiva en el modelo inflamatorio, no produjo cambios significativos. La
administracion i.t. de 100 pmol de DAMGO disminuy6 significativamente la hiperalgesia
térmica (P = 0.0001; n = 6). Este efecto se conservo atn después de los 30 minutos (P =
0.0004; P = 0.0001 Fig. 15A y B respectivamente). La coadministracion de 1 nmol de
quinpirol y 100 pmol de DAMGO pudo revertir por completo la hiperalgesia térmica, efecto
que se conservo significativo aun después de 30 minutos. La disminucion de la hiperalgesia
no desaparecié por completo después de 2 horas, no obstante, este efecto ya no fue
estadisticamente significativo. Para determinar si este efecto antihiperalgésico estaba
mediado principalmente por la activacion de los receptores D2, administramos raclopride en
dosis equimolares con quinpirol y observamos un efecto igual al de la administracion

independiente de DAMGO.

El analisis de ABC fue significativo (Fig. 15C) para los grupos de DAMGO 100 pmol,
la coadministracion con quinpirol y para el grupo con el antagonista selectivo raclopride
(ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett P = 0.0025, <0.0001 y 0.0021,

respectivamente; n = 6).
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Figura 15. Efecto de la coadministracion intratecal de DAMGO y quinpirol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos en segundos (A) y con
datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos después de la induccion de

hiperalgesia por el modelo de dolor neuropatico de LFC.
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Efecto antihiperalgésico de la coadministracion de quinpirol y DAMGO

frente a estimulos mecanicos nocivos en un modelo de dolor neuropatico

Durante la mecanonocicepcion la LFC produjo un decremento en las latencias de
retirada al 50 + 3 % con respecto a las latencias basales. El decremento se mantuvo a lo largo
del experimento y la administracion i.t. de VH no altero esta hiperalgesia mecéanica (Fig. 16A
y B). La administracion i.t. de quinpirol no produjo cambios significativos en ninguno de los
dos cursos temporales. DAMGO en dosis de 100 pmol pudo revertir significativamente la
hiperalgesia mecédnica solamente en su efecto maximo a los 15 minutos (ANOVA de dos vias
y prueba post hoc de Dunnett P = 0.007; n = 6). En contraste, la coadministracion i.t. de 1
nmol de quinpirol y 100 pmol de DAMGO pudo aliviar por completo la hiperalgesia
mecénica y su efecto fue ain significativo después de 30 minutos (P = 0.0001 y 0.01
respectivamente, mismos resultados en ambos cursos temporales Fig. 16A y B). Para
determinar si este efecto antihiperalgésico estaba siendo mediado principalmente por la
actividad de los receptores D se utilizé raclopride en dosis equimolares con quinpirol y en
conjunto con la aplicacion de DAMGO observamos que el efecto fue similar al de la
administracion independiente de DAMGO, cabe resaltar que el efecto fue significativo atin
después de 30 minutos (P =0.0002y 0.009 y P =0.001 y 0.03 Fig. 16A y B respectivamente).
El andlisis de ABC fue significativo solamente para el grupo de (Fig. 16C) (ANOVA de una
via y prueba post hoc de Dunnett P = 0.046)

Es claro que la terapia de coadministracion tiene un efecto anti-nociceptivo eficaz
tanto en el modelo de dolor inflamatorio (ACF) como en el modelo de dolor neuropatico
(LFC). Vale la pena resaltar que, si bien el efecto fue menor dadas las condiciones de
alteracion funcional en el sistema aferente primario, la nocicepcion térmica se vuelve sensible

tanto al efecto de la administracion i.t. de quinpirol como a la terapia de coadministracion.
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Figura 16. Efecto de la coadministracion intratecal de DAMGO y quinpirol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos en segundos (A) y
con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 120 minutos después de la induccion

de hiperalgesia por el modelo de dolor neuropatico de LFC.
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La via de administracion intratecal no es la opcion preferida para pacientes con
dolor cronico; por ello decidimos probar la eficacia de la terapia coadyuvante, pero
administrada de manera sistémica mediante una inyeccion subcutdnea (s.c.). DAMGO no
cruza la barrera hemato-encefalica, entonces decidimos probar la eficacia de la terapia
coadyuvante utilizando agonistas débiles de los receptores p-opioide. Utilizamos tramadol,
farmaco de segunda linea para el tratamiento del dolor neuropéatico, y comparamos su
efecto contra el de la administracion s.c. de quinpirol en pruebas de nocicepcion térmica y

mecanica.

6.9 Administracion s.c. de tramadol y su efecto sobre las latencias de

retirada frente a estimulos térmicos nocivos

La administracion s.c. de VH no produjo cambios estadisticamente significativos en
las latencias de retiro en ningun punto en el tiempo evaluado en las pruebas de nocicepcion
térmica. Las latencias de retirada ante estimulos térmicos nocivos de todos los grupos previo
a la administracion s.c. de firmacos tuvieron como promedio 10.4 s. Las 2 dosis de tramadol
(10 y 30 mg/kg) produjeron cambios significativos sobre las latencias de retirada cuyo efecto
maximo se presentd a los 30 minutos (Fig. 17A) (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de
Dunnett, P = 0.02 y 0.0001 respectivamente; n = 6), y se mantuvo después de 1 hora (P =
0.03 y 0.007 respectivamente). En contraste el andlisis con datos normalizados fue
significativo solamente para la dosis de 30mg/kg a los 30 minutos (P = 0.0004). El analisis
de ABC (Fig. 17C) fue significativo para ambas dosis (ANOVA de una via y prueba post hoc
de Dunnett P = 0.03 y 0.002 respectivamente).
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Figura 17. Efecto de la administracion subcutanea de tramadol sobre las latencias
de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos en segundos (A) y con datos
normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas. (C) andlisis de area bajo la curva,
cada simbolo representa el valor unico del analisis geométrico del curso temporal de cada

individuo.
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Administracion s.c. de quinpirol y su efecto sobre las latencias de

retirada frente a estimulos térmicos nocivos

Para determinar el efecto de la administracion sistémica de quinpirol durante la
termonocicepcion utilizamos 4 dosis logaritmicamente equidistantes (0.3-3mg/kg) y en
concordancia con la administracion local (i.t.) el curso temporal de los datos normalizados
(Fig. 18B) muestra que la dosis 3 mg/kg aumento6 el efecto antinociceptivo (ANOVA de dos
vias y prueba post hoc de Dunnett, P =0.01; n = 6).

En concordancia el andlisis de ABC (Fig. 18C) muestra que las dosis de 0.3 y 3 mg/Kg
de quinpirol produjeron aumento en las latencias de retirada mismas que fueron
estadisticamente significativas (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett P = 0.047

y 0.044 respectivamente).
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Figura 18. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol sobre las latencias
de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos en segundos (A) y con datos
normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas. (C) Analisis de area bajo la curva,
cada simbolo representa el valor unico del analisis geométrico del curso temporal de cada

individuo representado en unidades arbitrarias.
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6.10 Efecto antinociceptivo de tramadol (s.c.) frente a estimulos

mecanicos nocivos

La administracion s.c. de solucion salina (VH) no produjo cambios estadisticamente
significativos en las latencias de retirada en ningiin punto en el tiempo evaluado en las
pruebas de nocicepcion mecanica. Las latencias de retirada ante estimulos mecéanicos nocivos
de todos los grupos previo a la administracion s.c. de fAirmacos tuvieron como promedio 8 s.
La dosis de 30 mg/kg fue la unica en aumentar significativamente las latencias de retirada
durante la mecanonocicepcion (Fig. 19A y B) (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de
Dunnett, P=0.0001; n = 6). Este aumento tuvo su efecto maximo a los 30 minutos y mantuvo
su significancia a la hora (P = 0.0001) y a las 2 horas posteriores a su administracion s.c. (P

= 0.002) (Fig. 19A).

Asi mismo el andlisis de ABC fue significativo para la dosis de 30 mg/kg (Fig. 17C)
(ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett P = 0.002).
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Figura 19. Efecto de la administracion subcutanea de tramadol sobre las latencias
de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos en segundos (A) y con datos
normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas. (C) Analisis de area bajo la curva,
cada simbolo representa el valor unico del analisis geométrico del curso temporal de cada

individuo representado en unidades arbitrarias.
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Efecto antinociceptivo de quinpirol (s.c.) frente a estimulos mecanicos

nocivos

Los cursos temporales de datos en segundos y con datos normalizados (Fig. 20A y B)
muestran un claro efecto dosis respuesta para la administracion s.c. de quinpirol. La primera
dosis en producir un aumento significativo de las latencias de retirada durante la
mecanonocicepcion fue la dosis de 1 mg/kg (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de
Dunnett, P = 0.019; n = 6). Interesantemente, el efecto maximo se presentd 1 hora después
de la administracion (P = 0.005). Este efecto se presentd de igual manera para la dosis de 3
mg/kg tanto para los cursos temporales con datos en segundos (P = 0.0001 y 0.0007, para el
efecto a las 0.5 y 1 h respectivamente) como para los datos con datos normalizados (P =
0.0001 y 0.002, respectivamente). En analisis de ABC también fue significativo para las dosis
de 1 y 3 mg/kg (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett P = 0.002 y 0.004

respectivamente).

El quinpirol administrado de manera sistémica tiene un efecto anti-nociceptivo
consistente frente a estimulos mecanicos nocivos al igual que la administracion local (i.t.) de

quinpirol y pramipexol como agonistas a receptores de la familia D> (Fig. 4 y 6).
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Figura 20. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol sobre las latencias
de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos en segundos (A) y con datos
normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas. (C) Analisis de area bajo la curva,
cada simbolo representa el valor unico del analisis geométrico del curso temporal de cada

individuo representado en unidades arbitrarias.
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6.11 Efecto antinociceptivo de tramadol (s.c.) en coadministracion con

quinpirol (s.c.) frente a estimulos térmicos nocivos

Utilizamos la primera dosis de tramadol en aumentar significativamente las latencias
de retirada durante estimulos térmicos (10 mg/kg) y la administramos de manera conjunta
con la primera dosis sistémica de quinpirol en producir un efecto antinociceptivo consistente
y observamos el efecto de esta coadministracion sobre latencias de retirada durante la
nocicepcion térmica y mecanica en condiciones fisioldgicas de nocicepcion normales. Asi
mismo comparamos el efecto de la dosis de 30 mg/kg de tramadol que consistentemente fue
antinociceptiva frente a estimulos térmicos y mecanicos coadministradas con la dosis fija de
1 mg/kg de quinpirol. La coadministracién de tramadol (10 mg/kg) y quinpirol (1 mg/kg)
disminuy¢ la termonocicepcion significativamente. Interesantemente el efecto fue solamente
significativo 2 h después de la administracion s.c. (Fig. 21A y B) (ANOVA de dos vias y

prueba post hoc de Dunnett P = 0.0001 para ambos cursos temporales; n = 6).

El andlisis de ABC (Fig. 19C) muestra que ademas de ser el inico grupo que presento
cambios estadisticamente significativos en comparacion con las latencias de retirada por
administracioén s.c. de VH, la anti-nocicepcion térmica producida por la coadministracion fue
también significativa contra el efecto de la administracion independiente de ambos farmacos
(tramadol y quinpirol Fig. 16C y 18C respectivamente) (ANOVA de una via y prueba post
hoc de Dunnett P < 0.0001 coadministraciéon vs. VH; Q y T vs. Q P < 0.0001,

coadministracion vs T P = 0.001).
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Figura 21. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol y tramadol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos en segundos (A) y con
datos normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas. (C) Analisis de area bajo la
curva, cada simbolo representa el valor tnico del andlisis geométrico del curso temporal

de cada individuo representado en unidades arbitrarias.
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Efecto antinociceptivo de tramadol (s.c.) en coadministracion con quinpirol

(s.c.) frente a estimulos mecanicos nocivos

Ambas dosis de tramadol (10 y 30 mg/kg) coadministradas con quinpirol produjeron
un aumento significativo de las latencias de retirada durante la mecanonocicepcion a los 30
minutos (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P =0.0006 y 0.0001 para ambos
cursos temporales; n = 6). Al igual que el efecto antinociceptivo durante la termonocicepcion
la coadministraciéon s.c. no tuvo un efecto dosis respuesta consistente. El grupo de
coadministracion con 30 mg/kg de tramadol tuvo su efecto maximo a las 2 horas (Fig. 22A
y B) (P = 0.0001 para ambos cursos temporales). Vale la pena resaltar que este efecto fue
aun significativo después de 3 h (P = 0.03). El analisis de ABC (Fig. 22C) fue significativo
solamente para el efecto el grupo de coadministracion con 30 mg/kg de tramadol en
comparacion con las latencias basales en respuesta a la administracion s.c. de VH. El efecto
de los farmacos por separado no fue significativo e incluso no fue diferente del observado

contra la administracion independiente de 30 mg/kg de tramadol.

En contraste con la administracion local (i.t.) de la terapia coadyuvante con agonistas
dopaminérgicos de la familia D, (quinpirol) cuyo efecto ocurrié predominantemente durante
la mecanonocicepcion (en ausencia de condiciones que puedan exacerbar la percepcion
nociceptiva), el efecto antinociceptivo de la coadministracion con tramadol (agonista débil
de los receptores p-opioide) y quinpirol fue altamente significativo en la prueba de
termonocicepcion en condiciones no patoldgicas. Ademads, el efecto maximo en general,
ocurrid 2 horas después de la administracion sistémica (s.c.). Para determinar si la
coadministracion con tramadol también podria ser considerada como una alternativa
terapéutica en condiciones de dolor patologico, utilizamos la primera dosis (tramadol
10mg/kg y quinpirol 1mg/kg) en producir efectos antinociceptivos consistentes y la
administramos en los 2 modelos de dolor patoldgico previamente estudiados (inflamatorio y

neuropatico).
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Figura 22. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol y tramadol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos mecéanicos nocivos en segundos (A) y
con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas. (C) Analisis de area bajo la
curva, cada simbolo representa el valor inico del analisis geométrico del curso temporal

de cada individuo representado en unidades arbitrarias.
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6.12 Efecto antihiperalgésico de tramadol (s.c.) en coadministracion con
quinpirol (s.c.) frente a estimulos térmicos nocivos en un modelo de dolor

inflamatorio

Utilizando el modelo de dolor inflamatorio por inyeccion intraplantar de ACF
observamos un decremento de las latencias de retirada de todos los grupos a 43% con
respecto de las latencias basales durante la termonocicepcion. Este decremento se mantuvo
con la duracién total del experimento (24 h) y la administracion de VH no produjo cambios
significativos sobre las mismas (Fig. 23A y B). La administracion s.c. de 1 mg/kg de
quinpirol disminuy¢ significativamente la hiperalgesia térmica una hora después de su
administraciéon (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P = 0.01). Este efecto
antinociceptivo se mantuvo significativo después de 2 h (P =0.02). La administracion s.c. de
10 mg/kg de tramadol disminuy6 la hiperalgesia apenas después de 30 minutos de su
aplicacion (P =0.020) y este efecto present6d su maximo 1 h después (P = 0.005) y se mantuvo
significativo ain después de 2 h (P=0.017). La coadministracion s.c. de tramadol y quinpirol
tdisminuy¢ significativamente la hiperalgesia térmica consistentemente a las 0.5, 1 (P =
0.0001 para ambos puntos en el tiempo), y 2 h después (P < 0.0001), momento en el cual
pudo aliviar por completo la disminucion de las latencias basales producidas por el modelo
inflamatorio. Importantemente el efecto antinociceptivo fue significativo no solo después de
3 h (P =0.0002), sino hasta 24 h después de la administracion s.c. (P = 0.028) (Fig. 23A 'y
B).

Al igual que en condiciones nociceptivas normales el andlisis de ABC para los cursos
temporales con datos normalizados (Fig. 21C) durante la hiperalgésica producida por el ACF
no solo fue significativo en comparacion con la administracion de VH sino también contra la
administracion independiente de los fArmacos (Fig. 23C) (ANOVA de una via y prueba post
hoc de Dunnett P <0.0001 vs. VH, 0.0018 vs. Q, 0.003 vs. T; n = 6 c/u).
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Figura 23. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol y tramadol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos en segundos (A) y
con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas después de la induccion del
modelo inflamatorio con ACF. (C) Analisis de area bajo la curva, cada simbolo
representa el valor tnico del analisis geométrico del curso temporal de cada individuo

representado en unidades arbitrarias.




Efecto antihiperalgésico de tramadol (s.c.) en coadministracion con
quinpirol (s.c.) frente a estimulos mecanicos nocivos en un modelo de dolor

inflamatorio

El modelo de dolor inflamatorio por inyeccion intraplantar de ACF produjo un
decremento de las latencias de retirada de todos los grupos a 58% con respecto de las latencias
basales durante la mecanonocicepcion. Este decremento se mantuvo con la duracion total del
experimento (24 h) y la administracion de VH no produjo cambios significativos sobre las
mismas (Fig. 24A y B). A pesar de que la disminucion de las latencias de respuesta frente a
estimulos mecanicos no fue tan exacerbada como en experimentos previos (Fig. 14) la
administracién s.c. independiente de tramadol o quinpirol no disminuy¢ la hiperalgesia de
manera significativa en ningin punto en el tiempo durante el total de los cursos temporales
(Fig. 24A y B). En amplio contraste, el grupo de coadministracion de ambos fArmacos revirtio
la hiperalgesia mecénica de manera significativa a los 30 minutos, punto en el cual se
presentd también su efecto maximo (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P <
0.0001, misma significancia para el registro 1 h post administracion s.c.). El efecto
antinociceptivo fue significativo a las 2 y 3 h (P = 0.002 para ambos puntos del curso

temporal) y desaparecio por completo después de 24 h.

De manera notable y en comparacion con el efecto en condiciones no patologicas
(Fig. 22C) el analisis de ABC no solo fue significativo en comparacion con el VH sino
también contra la administracion independiente de ambos farmacos (Fig. 24C) (ANOVA de
una via y prueba post hoc de Dunnett P < 0.0001 vs. VH, 0.0018 vs. Q, 0.003 vs. T; n = 6
c/u).
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Figura 24. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol y tramadol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos en segundos (A) y
con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas después de la induccion del
modelo inflamatorio con ACF. (C) Analisis de area bajo la curva, cada simbolo
representa el valor tnico del analisis geométrico del curso temporal de cada individuo

representado en unidades arbitrarias.
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6.13 Efecto antihiperalgésico de tramadol (s.c.) en coadministracion con
quinpirol (s.c.) frente a estimulos térmicos nocivos en un modelo de dolor

neuropatico

Durante el modelo de dolor neuropatico por compresion del ciatico, LFC, observamos
un decremento de las latencias de retirada ante estimulos térmicos nocivos de 46% con
respecto de las latencias basales mismo que se mantuvo hasta el final experimento (24 h). La
administracion s.c. de VH no produjo cambios en ningtin punto en el tiempo a lo largo de los
cursos temporales. De igual manera la administracion s.c. independiente de tramadol o
quinpirol no revirti6 la hiperalgesia de manera significativa en ningin punto en el tiempo en
los cursos temporales con datos normalizados (Fig. 25B). La coadministraciéon de ambos
farmacos disminuy6 significativamente las latencias de retirada durante la termonocicepcion
y de manera consistente con los experimentos previos (Fig. 21 y Fig. 23) el efecto maximo
antinociceptivo se presento a las 2 horas (ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett
P = 0.0004); este efecto fue significativo hasta las 3 h (P = 0.024). Contrario a estos
resultados los cursos temporales con datos en segundos (Fig. 25A) fueron significativos para
el efecto antinociceptivo de la administracion s.c. de Tramadol después de 30 min (ANOVA
de dos vias y prueba post hoc de Dunnett P = 0.02), presentd su efecto maximo a las 2 h (P
=0.0018) y mantuvo su significancia ain después de 3 h (P = 0.02). De manera importante,
la administracion de quinpirol también disminuy¢ la hiperalgesia significativamente (P =
0.003), este efecto antinociceptivo ocurrid especificamente 2 h posteriores a la

administracion de quinpirol (Fig. 25A).

En concordancia con este ultimo andlisis de cursos temporales con datos
normalizados, el andlisis de ABC (Fig. 25C) fue significativo para el efecto antinociceptivo
de Tramadol (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett P =0.01) y para el grupo de

coadministracion de ambos farmacos (P = 0.002).
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Figura 25. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol y tramadol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos térmicos nocivos en segundos (A) y con
datos normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas después de la induccion del
modelo de dolor neuropatico con la LFC. (C) Analisis de area bajo la curva, cada simbolo
representa el valor tnico del analisis geométrico del curso temporal de cada individuo

representado en unidades arbitrarias.
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Efecto antihiperalgésico de tramadol (s.c.) en coadministracion con
quinpirol (s.c.) frente a estimulos mecanicos nocivos en un modelo de dolor

neuropatico

El modelo de dolor neuropatico con LFC resulta en un decremento de las latencias de
retirada ante estimulos mecanicos de un 59% con respecto de las latencias basales mismo que
se mantuvo hasta el final experimento (24 h). La administracion de VH no produjo cambios
en las latencias. Asi mismo, la administracion s.c. de tramadol o quinpirol de manera
independiente no revirti6 la hiperalgesia de manera significativa en ningiin punto en el tiempo
(Fig. 26A). De manera consistente con la administracion local (i.t.) de agonistas con alta
afinidad por los receptores L, la coadministracion de tramadol como agonista débil con
quinpirol como adyuvante para el efecto antinociceptivo revirtio la hiperalgesia mecanica de
manera significativa apenas 0.5 h después de su administracion sistémica s.c. (ANOVA de
dos vias y prueba post hoc de Dunnett P = 0.0001) el efecto mantuvo su significancia hasta

después de 3 horas (P = 0.02) (Fig. 26A)

Consistente con el andlisis de los cursos temporales, el andlisis de ABC fue
significativo solamente para el efecto antinociceptivo del grupo de coadministracion a lo
largo de todo el curso temporal de los datos normalizados (ANOVA de una via y prueba post

hoc de Dunnett P = 0.022).

A lo largo del analisis previo de los cursos temporales para el efecto antinociceptivo
de la coadministraciéon s.c. de tramadol (agonista débil de los receptores p-opioide) y
quinpirol, que incluye el punto en el tiempo de 24h a diferencia de los experimentos con
administraciéon local de quinpirol y DAMGO (agonista completo de los receptores -
opioide), es claro que existe una potenciacion del efecto antinociceptivo; especialmente
termonociceptivos. También vale la pena distinguir que 120 minutos después de la
administracion s.c. se presento el efecto maximo, en comparacion con la administracion i.t.

de quinpirol y DAMGO, donde el efecto maximo ocurri6 a los 15 minutos.

97



A Mecanonocicepcion

x VH
Quinpirol 1 mg/kg

-
o
1

|

A Tramadol 10 mg/kg
v Q1 mg/kg) + T (10 mg/kg)

Latencia (segundos)
[@)]

A LFC ,

BasalLFC 05 1 2 3 24
Tiempo (horas)

—~ 150+
o
©
(0]
N
©
£ 1004
[e]
£
kel
QO
£ 504
(0]
o
(]
©
N
Basal SLL 0.5 1 2 3 24
Tiempo (horas)
400~ *
|
Q3001 u v
< At I;
'a' _l_ -1 v
_;g“ 2004 g e
kel X | L] AA
C
= 1004
O T T T T
> N Q Q
J o &\ . &\
mgkg o

Figura 26. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol y tramadol sobre
las latencias de retirada en respuesta a estimulos mecanicos nocivos en segundos (A) y
con datos normalizados (B) registradas a lo largo de 24 horas después de la induccion del
modelo de dolor neuropatico con la LFC. (C) Analisis de area bajo la curva, cada simbolo
representa el valor tnico del analisis geométrico del curso temporal de cada individuo

representado en unidades arbitrarias.
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6.14 Condicionamiento preferente de lugar (CPL) como paradigma para

el estudio del alivio como un componente emocional del dolor

La evaluacion de conductas nociceptivas, como los reflejos de retirada y la latencia
de estos frente a estimulos térmicos y mecénicos nocivos, implica los niveles de transduccion
y transmision a nivel medular/pontino y es util para el tratamiento de dolor crénico producido
por dafio directo al SNC o condiciones inflamatorias cronicas. No obstante, el dolor cronico
también puede resultar en alteraciones a la integracién y modulacion a nivel cortical (Da
Silva & Seminowicz, 2019; LeBlanc et al., 2016; Parisien et al., 2019; Ploner et al., 2017).
Por ello decidimos evaluar el efecto de la terapia de coadministracion s.c. de agonistas
dopaminérgicos D> y p-opioidérgicos sobre uno de los aspectos centrales de los farmacos
analgésicos, la sensacion de alivio y la preferencia que genera condicionamiento medida en
segundos (Leknes et al., 2008). Evaluamos la preferencia 30 minutos después de la
administracion s.c. de quinpirol, tramadol y su coadministracién en condiciones control, con
animales sin ninguna lesion, evaluando si nuestros tratamientos no producen por ellos
mismos condicionamiento. En el paradigma de condicionamiento preferente de lugar (CPL)
en condiciones control (Fig. 27), se muestra que el efecto de la terapia de coadministracion
no fue estadisticamente diferente con respecto a los puntajes de preferencia (seg) obtenidos

por la administracion independiente de quinpirol (Img/kg) y tramadol (10mg/kg).

99



CPL Modelo Nociceptivo

300 , n.s. ,
Q L L}
5 200+ ° o
Q2 - ° g0
R T
3 Ill
% 0  m— | ®e :
D§_> -100- ¢ |

[ ]
-200 | | | |
O N &,\Q >
Q)(
(N
mg/kg

Figura 27. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol, tramadol y su
coadministracion sobre la conducta de preferencia expresada en segundos registradas 1
dia después de la habituacion durante 30 minutos en la recamara contraria a la de
preferencia basal. Resultados obtenidos mediante la resta de la preferencia basal en la
recamara contraria a la de preferencia y las obtenidas 1 dia después del paradigma de

condicionamiento.
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6.15 La terapia de coadministracion s.c. de quinpirol y tramadol produce

preferencia en el modelo de dolor inflamatorio

10 mg/kg de Tramadol tuvo un efecto marcado sobre la preferencia 30 minutos
después de su administracion s.c. no obstante este efecto se observd en la mitad de los
individuos registrados y la media del grupo no fue significativa. La coadministracion de
tramadol con quinpirol produjo una diferencia estadisticamente significativa en la preferencia
con respecto a la obtenida por la administraciéon de VH, asi como frente a la administracion
independiente de ambos farmacos durante el modelo de dolor inflamatorio (DI) (ANOVA de
una via y prueba post hoc de Dunnett P = 0.031). Durante el modelo de dolor neuropatico

(DN) no se observo este efecto de la coadministracion
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Figura 28. Efecto de la administracion subcutanea de quinpirol, tramadol y su
coadministracion sobre la conducta de preferencia expresada en segundos registradas 1
dia después de la habituacion durante 30 minutos en la recamara contraria a la de
preferencia basal. Resultados obtenidos mediante la resta de la preferencia basal en la

recamara contraria a la de preferencia y las obtenidas 1 dia después del paradigma de

condicionamiento.
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7. DISCUSION

El presente trabajo ofrece nueva evidencia acerca de la interaccion farmacologica
entre la activacion de receptores dopaminérgicos como adyuvantes de la antinocicepcion
producida por agonistas de los receptores p-opioide, utilizando dosis menores a las que
producen antinocicepcion por si mismas (subclinicas). Dosis bajas de DAMGO
administradas con agonistas de los receptores D> son suficientes para aumentar la
antinocicepcion mecanica en el modelo de dolor nociceptivo cuando se administran por via
i.t., lo que sugiere una interaccion sinérgica del efecto antinociceptivo de ambos farmacos a
nivel de aferentes primarias y sus proyecciones a nivel de medula espinal, principalmente.
En los modelos de dolor inflamatorio y neuropatico el efecto de la coadministracion local
(viai.t.) de estos farmacos también fue efectivo al revertir la hiperalgesia térmica y mecanica,
lo que refuerza la hipdtesis del efecto periférico. En los experimentos de administracion
sistémica, el efecto maximo de quinpirol se observo 1 hora después, mientras que la
coadministracion de este farmaco con tramadol ejercié su efecto maximo 2 horas después.
Lo anterior apunta a que la dindmica de expresion y activacion de los receptores D2 y los
receptores p-opioide cambia durante condiciones patoldgicas; lo que puede aprovecharse de
manera terapéutica. Adicionalmente, la evaluacion de CPL mostré que esta coadministracion
también modifico la conducta de preferencia, exclusivamente en el modelo inflamatorio. Esto
sugiere que los efectos analgésicos dependientes de la sefalizacion opioidérgica y

dopaminérgica disminuyen en condiciones de dolor crénico.

7.1 Validacion farmacoldgica y nuevos hallazgos de la interaccion entre
receptores D> y p-opioide

Los farmacos administrados de manera local (i.t.) en el modelo de dolor fisiologico
corroboran la eficacia farmacologica de las dosis utilizadas y estdn en concordancia con la
literatura reportada. La administracién i.t. de quinpirol y pramipexol tuvo efecto
antinociceptivo frente a estimulos mecénicos nocivos como previamente reportaron otros
grupos de trabajo con agonistas de receptores tipo D> (Almanza et al., 2015; Segura-Chama
et al., 2020; Tamae et al., 2005). Frente a estimulos térmicos nocivos solamente DAMGO
tuvo un efecto significativo. Es importante resaltar que este efecto no alcanzé el maximo
posible (25 s), en comparacion con el efecto frente a estimulos mecéanicos. No obstante,

nuestros resultados de antinocicepcion térmica con DAMGO i.t. concuerdan con la magnitud
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del efecto utilizando dosis similares en trabajos previos (Ossipov et al., 1995; Shimoyama et
al., 1997). Particularmente, el efecto del quinpirol, al menos en los sistemas aferentes
primarios ocurre en las terminales centrales de los nociceptores del GRD que expresan
marcadores para una de las poblaciones neuronales clave que codifica estimulos mecanicos
los mecanonociceptores) El mecanismo de accion del quinpirol parece ocurrir mediante la
inhibicion de corrientes de Ca*" mediadas por los canales Cay 2.2 posterior a la activacion
de receptores D4 en el mismo grupo celular, debido a que bloqueadores especificos
(conotoxina) para estos canales inhibieron el efecto del quinpirol (Almanza et al., 2019;

Segura-Chama et al., 2020).

El andlisis de los componentes celulares determinados genéticamente a través de
bioinformatica y técnicas de secuenciacion de siguiente generacion (NGS por sus siglas en
inglés) han podido determinar poblaciones celulares clave de mecanonociceptores en el
GRD, dentro de las cuales, ademas de los nociceptores no peptidérgicos (IB4") se encuentran
neuronas del GRD que expresan la enzima tirosina hidroxilasa (TH") (Lallemend & Ernfors,
2012; Usoskin et al., 2015). Curiosamente, ademas de transducir estimulos mecanicos, esta
poblacion presenta al transportador vesicular de glutamato VGLUT-2, esencial para la
nocicepcion térmica. La deplecion especifica en la poblacion TH* disminuye la respuesta a
estimulos térmicos nocivos (Lagerstrom et al.,, 2010) sugiriendo que esta poblacion podria
participar en la transduccion de estimulos térmicos (termonociceptores). Estos resultados
deben interpretarse con precaucion ya que existe evidencia de que la poblacion TH' carece
de los transportadores de DA (Barraud et al., 2010). A pesar de esta carencia, una via
alternativa para apoyar la transduccion térmica en esta poblacion seria la sintesis extracelular

de DA, a partir de la liberacién de L-DOPA (Brumovsky et al., 2006).

Las porciones neuronales TH" observadas en la médula espinal también pertenecen a
proyecciones descendentes provenientes del niicleo A11. La liberacion de DA en la médula
espinal parece ejercer una modulacidn tonica inhibiendo neuronas WDR (Lapirot et al.,
2011). ElI pramipexol es un farmaco agonista a receptores D> y D3, ampliamente utilizado
para el tratamiento de problemas motores producidos por la enfermedad de Parkinson (EP)
(Antonini et al., 2010). Existen reportes en pacientes con EP tratados con pramipexol, donde
se observo un efecto analgésico; efecto secundario que también disminuy6 efectivamente los
dolores asociados con fibromialgia (Edinoff et al., 2020). El pramipexol produce un efecto
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antinociceptivo en pruebas de mecanonocicepcion (Fig. 6) y estos resultados forman parte
del segundo articulo en el que se publicaron resultados (Almanza et al., 2019); ademas es
parte de la evidencia que presentamos para postular que los agonistas a receptores tipo Da>
pueden fungir como agentes analgésicos (Liu et al., 2019; Puopolo, 2019; Tang et al., 2021)
Recientemente se publicd una revision acerca del potencial analgésico de los receptores a

DA que postula a los receptores tipo D> como agentes adyuvantes (Wang et al., 2021).

Los agonistas D utilizados en el presente trabajo son especificos para receptores
acoplados a proteinas G que tienen el mismo tipo de interaccién con mecanismos de accion
intracelulares que los receptores p-opioide: inhibicion (disminucion de la actividad de la
AC), inhibicion de la corriente de Ca?>" de canales Cav2.2 (acoplada a la liberacion del
neurotransmisor), asi como la hiperpolarizacion por activacion de canales GIRK. Aunado a
estos mecanismos presinapticos, en la sustancia gelatinosa se ha reportado que la activacion
del receptor Dy y el receptor p-opioide tienen efecto sobre neuronas postsinapticas (Aira et

al., 2014).

En farmacologia, una interaccion sinérgica ocurre por la presencia de efectos
farmacoldgicos analogos, en este caso antinociceptivos, obtenidos por mecanismos de accion
diversos y complementarios. Basado en la heterodimerizacién entre receptores Di y
receptores p-opioide (Juhasz et al., 2008), asi como la activacion de vias de sefializacion
alternas por parte de los heterodimeros entre el receptor adrenérgico a» y los receptores -
opioide (Chabot-Dor¢ et al., 2015), propusimos que los receptores D podrian también formar
heterodimeros con los receptores p-opioide y explicar el efecto sinérgico observado (Fig. 10
y 12) (Mercado-Reyes et al., 2019). Posteriormente, utilizando dos lineas celulares y una
variedad de receptores quiméricos unidos a al menos 3 marcadores distintos para el estudio
de interacciones entre proteinas, Vasudevan y cols. proveyeron evidencia robusta de la

existencia de heterodimeros Do/receptores p-opioide (Vasudevan et al., 2019).

La sinergia farmacoldgica entre receptores D, y el receptor p-opioide en la
antinocicepcion mecénica, en animales sanos, podria deberse a una segregacion funcional del
efecto de la terapia coadyuvante. Especificamente el heterodimero D2/ receptores p-opioide
parece alterar el reclutamiento de B-arrestina al receptor p-opioide por lo que se mantiene

mas tiempo en la membrana; este hetero-complejo fue estudiado con la isoforma larga del
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receptor D> (Vasudevan et al., 2019). De igual manera la activacion del receptor p-opioide
activa una isoforma de la cinasa PKC (PKC o) que fosforila al receptor y lo mantiene
desensibilizado en la membrana celular disminuyendo asi el efecto antinociceptivo (Nandi et
al., 2004). La farmacodinamia de los agonistas modifica la actividad del sistema
dopaminérgico. En el caso de la administracion sistémica, la morfina produce liberacion de
DA, desinhibiendo las proyecciones descendentes del nucleo All y quizd aumentando la
concentracion de DA endogena a nivel de la médula espinal. Este mecanismo funge como

adyuvante a la antinocicepcion de estos farmacos cuando se coadministran (Pappas et al.,

2011).

Con lo expuesto hasta ahora, podemos razonar que, la activacion de vias de
sefializacion intracelular alternativas dada la presencia de heterodimeros a nivel de la médula
espinal y probablemente en el SNC, asi como la activacion de la Gnica proyeccion espinal
descendente de DA, proveniente del nicleo A11, son los posibles mecanismos de accion del

efecto sinérgico de la coadministracion.

Es importante, no olvidar que estos mecanismos estan presentes en animales sanos en
el modelo de dolor no patologico. Las dosis utilizadas en animales sanos no tienen efecto a
nivel de circuitos neuronales de recompensa y motricidad debido a que evidencia conductual
demuestran ausencia de efecto para la dosis de < 1 mg/kg s.c. de quinpirol (Paino, 2014). La
actividad coordinada de los receptores D> y los receptores p-opioide ubicados de manera pre-
y postsindptica en areas centrales y periféricas asi como otros neurotransmisores, cambia en
condiciones patoldgicas (Boadas-Vaello et al., 2016). El nuevo hallazgo del quinpirol como
adyuvante en la terapia de coadministracion podria tener efectos terapéuticos adicionales,

dados los cambios en el sistema opioidérgico y dopaminérgico.
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7.2 Interaccion del efecto de DAMGO y tramadol, agonistas al receptor
p-opioide y quinpirol, agonista al receptor tipo D2, sobre el procesamiento y
retroalimentacion nociceptivo en 2 modelos de dolor patologico

Los modelos de dolor patologico producen alteraciones sobre la expresion de
receptores para opioides y DA en sustratos neuronales necesarios para la analgesia, cuya
integridad de funcionamiento se pierde si la patologia persiste (Dai et al., 2016). A nivel
periférico y central la temporalidad de estos cambios protedmicos y genéticos tiene
diferencias que pueden aprovecharse para la intervencion farmacolédgica. El modelo de dolor
inflamatorio inducido por inyeccion intraplantar de ACF, produce la disminucion de ARN
mensajero y expresion proteica del receptor p-opioide en los GRD y en la médula espinal
(Aoki et al., 2014); cambios que también ocurren durante modelos de dolor neuropatico
(Zhang et al., 1997). Asi mismo, se ha reportado una disminucion en la expresion de los
receptores D» espinales (Brumovsky et al., 2006). Las entidades neuronales y los circuitos
genéticamente predeterminados involucrados en los efectos de la terapia coadyuvante pueden
ser clasificados de acuerdo con las respuestas observadas en las conductas de retirada y
condicionamiento preferente de lugar (CPL), a través de los circuitos corticales de

integracion y modulacion.

A nivel cortical, la inflamacién inducida por carragenina disminuye la liberacion de
DA en la corteza de la insula, mientras que el nivel de ARN mensajero codificante para el
receptor D> aumenta. Los cambios en la expresion asi como la antinocicepcion producida por
la activacion de este receptor son notorios 3 h después del establecimiento del modelo
inflamatorio (Coffeen et al., 2010). En el modelo de dolor neuropético por denervacion del
ciatico, la administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de agonistas a receptores D> en la
parte rostral de la insula disminuye los puntajes de nocicepcidon cronica; de manera
inesperada, estos agonistas son inefectivos durante la inflamacion articular aguda (Coffeen
et al., 2008). Estos efectos, aparentemente contradictorios, se explican por la temporalidad

de los diversos mecanismos de accion.

A nivel espinal y electrofisiolégicamente, el mecanismo de accion del quinpirol en
condiciones inflamatorias inhibe el disparo de potenciales de accidon provocados por la

activacion de fibras C WDR; esta subpoblacion neuronal tiene las propiedades de
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facilitacion y control difuso inhibidor de lo nocivo (DNIC por sus siglas en inglés). La
administracién de quinpirol répidamente atenua la facilitacion (5 minutos); bloquear los
receptores D2 inhibe el DNIC en la médula espinal (Lapirot ef al., 2011). Estos mecanismos
de inhibicion estan presentes en ambos modelos de dolor patologico ya que la inhibicion fue
altamente significativa (Fig. 13 y 15) y ocurri6 preferentemente sobre estimulos térmicos. La
segregacion funcional del efecto de la terapia coadyuvante apoya la hipotesis de que las
modalidades conductualmente relevantes pueden ser moduladas selectivamente,
especificamente los termonociceptores del GRD (Scherrer ef al., 2009). Lo anterior tiene
un potencial terapéutico sustancial, dada la amplia diversidad de sintomas periféricos (como

la alodinia e hiperalgesia) que acompafian el dolor crénico (Jensen & Finnerup, 2014).

Con la excepcion de la antinocicepcion térmica en el grupo de 100 pmol de DAMGO,
la cual también tuvo un mayor efecto en las condiciones del modelo LFC (29 vs 40% en el
modelo LFC Fig. 1B y 15B), el efecto antinociceptivo de los fAirmacos administrados se
mantiene intacto en condiciones de dolor patoldgico. p.ej. DAMGO frente a estimulos
mecénicos tuvo el mismo efecto antinociceptivo, a pesar del establecimiento del modelo
inflamatorio (Fig. 3B y 16B). Por igual, la dosis subclinica de 100 pmol i.t. de DAMGO en
los modelos de LFC tuvo su efecto maximo a los 15 minutos (Fig. 13 y 14). Estos resultados
no concuerdan con lo reportado previamente para los opioides, donde carecen de efecto anti-
nociceptivo en modelos de dolor neuropatico. De manera llamativa, la administracion i.t.
DAMGO en el modelo de dolor neuropatico ejerce su efecto maximo una hora después de su
administracion (Fig. 16A). Paraddjicamente, los receptores p-opioide ubicados
exclusivamente los nociceptores del GRD median tanto los efectos secundarios de los
opioides como la inhibicién efectiva de la transmision primaria aferente exacerbada. La

diferencia radica en el sitio anatdmico de su efecto y la dosis utilizada (Corder et al., 2017).

Lo anterior sugiere que los mecanismos espinales a nivel presinaptico y las diversas
proyecciones descendentes de modulacion parecen no verse afectadas por el establecimiento
de los modelos de dolor patoldgico. La administraciéon de quinpirol i.t. tiene su efecto
maximo a los 15 minutos, mientras que en la administracion s.c. se observa 1 hora después
(Fig. 20A). Con la misma tendencia, la terapia de coadministracion s.c. con tramadol present6

su efecto maximo 2 h después de su administracion, tanto en animales sanos (Fig. 21) como
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durante los modelos de dolor patoldgico (Fig. 23 y 25), por lo que es importante analizar los

posibles sustratos neuronales y la temporalidad de los efectos que estdn mediando.

Los farmacos opioides tienen efecto sobre los aspectos emotivos/afectivos del dolor
y la terapia coadyuvante podria tener efecto sobre estos aspectos de integracion. Se ha
demostrado una correlacion positiva entre la liberacion de opioides endogenos, producto de
la experiencia dolorosa, en la CAC y un decremento en las conductas afectivo-emocionales
del dolor. La CAC estd implicada en la codificacion de las caracteristicas aversivas del dolor
y las lesiones en la porcion rostral del CAC tienen efecto sobre los aspectos aversivos de la
inyeccion de formalina en la pata trasera de las ratas, sin afectar las respuestas de retirada.
De manera similar, el tratamiento con morfina directa en el CAC fue suficiente para producir
CPL y provocar una liberacién de DA en el NAc, solamente en las ratas con lesion de nervio
ciatico. Estos hallazgos proponen una base neural para los efectos de recompensa producidos

por la actividad de los opioides enddgenos y el alivio de dolor (Navratilova et al., 2015).

En el modelo de dolor fisioldgico los estimulos térmicos y mecanicos nocivos
producen un reflejo de retirada que a veces estd acompafiado de gesticulaciones en el rostro
de nuestro organismo de estudio, la rata Wistar (Langford et al., 2010). La interpretacion
neuropsicologica ha sido base del conocimiento bioldgico del dolor aun antes de la
mencionada Teoria de la Compuerta. Las conductas de reflejo de retirada por un estimulo
nocivo siguen presentes en animales descerebrados (Woolf, 1984); més aun, estas conductas
no requieren de aprendizaje, una caracteristica fundamental del dolor fisioldgico (Porreca &
Navratilova, 2017; Vierck et al., 2008). En comparacion, las gesticulaciones del rostro y la
modulacion de los circuitos neuronales que representan el estado actual de los circuitos
pueden ser evaluados conductualmente. Aunado a esto, los modelos clasicos de dolor
patoldgico parecen no afectar la calidad de vida de los individuos durante el total de tiempo
evaluado (2 semanas promedio) (Urban et al., 2011; Yalcin et al., 2011) por lo que estudiar
el efecto antinociceptivo y analgésico través de estudios conductuales complementarios es

primordial.
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7.3 Nucleo A11 como sustrato clave para la analgesia farmacologica,

incluida la terapia coadyuvante, en 3 modelos de dolor

La investigacion de los circuitos neurales que median el efecto placebo, la activacion
del sistema de recompensa por alivio de dolor y el aprendizaje aversivo por dolor se encuentra
en sus estadios iniciales; no obstante, se han establecido relaciones funcionales entre los
sistemas dopaminérgico y opioidérgico mediante la interaccion de sustratos neuronales
especificos. El condicionamiento y la antinocicepcion producidos por la administracion
sistémica de la terapia farmacoldgica de coadministracion se explican por la posible accion
sinaptica entre areas de integracion y modulacion del dolor, mismas que presentan cambios

en los modelos de dolor patologico.

Las intervenciones farmacologicas que pretendan aliviar el dolor crénico no sélo
deben enfocarse en reestablecer eficazmente la modulacion y disminuir la transmision
sinaptica aberrante de las aferentes primarias, también deben de poder activar y modular el
animo, sentimientos y la percepcion positiva de la terapia a través de la activacion de sustratos
neuronales, tales como CAC, NAc, SGP, y AVT (Mitsi & Zachariou, 2016). El efecto
placebo es bien conocido en la practica médica y marcé un parteaguas en la comprension de
los procesos neurobioldgicos relacionados con la analgesia efectiva. La manipulacion
experimental de los receptores p-opioide y receptores D> en animales y humanos ha
demostrado que ambos sistemas de receptores son clave para el efecto placebo (Scott et al.,
2008). Estos sistemas de NT también estan presentes en las areas corticales clave CAC, NAc,
SGP, y AVT. El efecto placebo, y percepcion del alivio del dolor tienen sustratos neuronales
analogos, los cuales presentan desequilibrios sindpticos durante el dolor crénico en pacientes
con lesion directa del SNP. Estos desequilibrios también afectan los circuitos neuronales de

recompensa, mismos que activan el circuito NAc, CAC y AVT.

Los modelos conductuales que estudian la preferencia estan relacionados con el
circuito mesocorticolimbico de recompensa (Porreca & Navratilova, 2017) y nuestros
resultados sugieren que la terapia de coadministracion fue efectiva en producir CPL en el
modelo de dolor inflamatorio. La sefializacion glutamatérgica excitatoria, dependiente de la

via indirecta (receptores D>) en neuronas medianas espinosas (MSN neurons) del NAc media
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la recompensa. Esta via presentd cambios en trabajos previos que utilizaron nuestro mismo
modelo de dolor inflamatorio (CFA) en su variante cronica. Importantemente, solo la variable
aguda del modelo CFA presento alteraciones sinapticas mediadas por receptores NMDA con
una marcada ausencia de la LTD mediada por receptores AMPA (Schwartz et al., 2014). Esta
depresion sinaptica estd en parte mediada por los receptores D»2S. Los receptores D2, en
general, tienen mayor afinidad por la DA. Se ha observado un decremento en la liberacion
de DA en el NAc de humanos durante el dolor créonico, lo que se traduce en un aumento en
la transmision excitatoria, dados los mecanismos de inhibicion por activacion de
autoreceptores presinapticos (Taylor et al., 2016). En comparacion, la recompensa repentina
no esperada produce liberacion fasica de DA tanto en ratas como humanos, mientras que la
ausencia de alivio o recompensa produce un decremento en la misma. Si un fdrmaco es
ineficaz en producir la analgesia esperada esto se traducird en cambios de la sefializacion

dopaminérgica.

El resultado de la diferencia entre liberacion de DA por presencia o ausencia de alivio
es analogo con el proceso computacional de prediccion de errores, el cual tiene como sustrato
neuronal candidato a la SGP (Roy et al., 2014). La SGP integra sefales nociceptivas de
entrada y modula el dolor a través de proyecciones descendentes opioidérgicas. Los efectos
maximos, registrados en los cursos temporales de los modelos de dolor, presentes hasta 2
horas después de su administracion, muestran que la terapia de coadministracion podria tener
efecto antinociceptivo por medio del circuito AVT-NAc-SGP. La liberacion de DA en el
NAc por activacion tonica del AVT, produce condicionamiento en un modelo de analgesia
por bloqueo nervioso, 1, pero no 4 dias después del establecimiento de una lesion por incision
(Navratilova et al., 2012). La actividad de las neuronas del circuito AVT-NAc y la
manipulacion farmacolédgica de la via nigroestriatal (Rivera et al., 2017) sugiere que la
inhibicion tonica se pierde en situaciones de desviacion homeostatica cronica como el dolor
neuropatico, pero se mantiene en condiciones de dolor inflamatorio agudo. El dolor de
relevancia clinica tienen un componente tonico que no es visible con los métodos de estudio
actuales (Porreca & Navratilova, 2017). Serd necesario complementar los resultados de
nuestro estudio con experimentos que aborden es componente en ambos modelos de dolor
patoldgico. Otros sitios anatomicos intervienen en la antinocicepcion y CPL observados por

la terapia de coadministracion.
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La activacion eléctrica del nticleo A1l produce antinocicepcion por medio de la
activacion de receptores D> (Fleetwood-Walker ez al., 1988; Wei et al., 2009). Esta activacion
parece depender de la desinhibicion de neuronas GABA¢érgicas (Wei et al., 2009) ademas de
ser especifica para estimulos nociceptivos (Charbit et al., 2009) El nicleo A1l cuenta con
aproximadamente 450 neuronas que carecen del efecto protector de los autoreceptores
presinapticos D>. Las neuronas dopaminérgicas generalmente presentan ambas isoformas o
variaciones genéticas de los receptores D», donde se distingue la isoforma DL, que se
expresa preferentemente de manera postsinaptica y los receptores D,S presinapticos, que
inhiben de liberacion subsecuente de DA por medio de actividad autdcrina (Usiello et al.,
2000) (Pappas et al., 2008). Este mecanismo también controla la sintesis y liberacion de DA
en los circuitos neuronales que median el efecto placebo y la recompensa, mencionados
previamente. El transportador de DA, DAT (por sus siglas en inglés, también VMAT?),

esencial para la recaptura de DA, aparentemente tampoco esta presente en el niicleo A11.

Importantemente, el nicleo All y sus proyecciones espinales tienen un claro
dimorfismo sexual que esta ligado a una de las diferencias sexuales mejor caracterizadas en
las ratas. El nticleo de neuronas motoras denominado nucleo espinal bulbocavernoso (NEB)
estd presente en los segmentos L5 y L6 controla los musculos sexualmente dimorficos
bulbocavernoso y elevador en los machos. Los machos ademéas presentan hasta 4 veces mas
cuerpos celulares TH asi como hasta 3 veces mas fibras de inervacion dopaminérgica. Esto
se debe a la inervacion del NEB y explica parte de los resultados aqui obtenidos (Pappas et
al., 2010). Sera menesteroso determinar si los efectos de la terapia coadyuvante también se
presentan en ratas hembra. Relevantemente, se report6 este ano que el nucleo A1l presenta
cambios transitorios en su transmision tonica, mismos que se reestablecen aun en la

cronicidad de modelos de dolor neuropatico (Zhao et al., 2021).

En el modelo de seccionamiento de la médula espinal se estudi6 el perfil protedémico
para la sintesis y liberacion de DA, asi como la expresion de las dos familias de receptores
Dy D; en el nticleo Al1. Interesantemente, el seccionamiento a nivel toracico produjo una
disminucion transitoria en las enzimas TH*, dopamina descarboxilasa y en el receptor D». La
ausencia de condicionamiento presente en nuestros resultados (Fig. 28) concuerda con la
disminucién presente 3 semanas después del establecimiento del modelo. Aunado a esto, los
investigadores mantuvieron a los animales hasta dos meses después y observaron que el
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decremento en las enzimas dopamina descarboxilasa se recuperaba después de este tiempo,
con la excepcion la expresion del receptor D2 y la enzima TH. Una caracteristica de la sintesis
de proteinas axonales es que el ARN mensajero de los axones permite una regulacion
espacio-temporal precisa en respuesta al ambiente extracelular (Zhao et al, 2021). La
inhibicion tonica total del nicleo All, asi como su resiliencia ante modelos de dolor
patologico crénico lo sitia como un blanco farmacoldgico que podria ser activado por la

terapia coadyuvante de manera especifica.

Por lo anterior, resta por establecer las dosis de opioides fuertes, como la morfina,
que coadministrados con adyuvantes dopaminérgicos D> produzcan condicionamiento en el
modelo de dolor neuropdtico, asi como establecer si también hay condicionamiento en la

variante cronica de los modelos de dolor inflamatorio y neuropatico.

7.4 Dolor cronico en la poblacion mexicana: el futuro de la intervencion

clinica y los modelos de intervencion multidisciplinarios

Brevemente para concluir el impacto del presente estudio en México, la situacion
actual referente al uso de opioides apunta a que podria presentarse un aumento en los casos
de adiccion y muertes fatales relacionados con el uso de opioides debido a la promocién del
actual gobierno para la legalizacion y despenalizacion del uso de mariguana con fines
medicinales, el aumento en la prescripcion de opioides, asi como la ubicacion geografica y
su proximidad con los Estados Unidos de América, nacién que reporta hasta 70 mil muertes

al afio, situacion que ha sido descrita como Opioid epidemic (Boslett et al., 2020).

Por presion de varias organizaciones, principalmente la Fundacion Mexicana para la
Salud, se relajaron las medidas de restriccion lo que derivé en un aumento del uso y la
prescripcion de opioides hasta en un 200%. En el mismo estudio se sugiere una serie de
medidas que podrian mitigar el impacto de este aumento, siendo una de las principales, el
uso de medicamentos no opioides como adyuvantes (Goodman-Meza et al., 2019). De esta
manera el presente trabajo asienta antecedentes preclinicos que satisfacen esta medida.
Ademas, presenta la importante distincion entre los procesos de antinocicepcion y analgesia,
misma que estos autores también sugieren como medida preventiva que debe ser incluida en

las rotaciones y escuelas médicas del pais.
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La comunicacion estrecha entre investigadores y médicos, asi como la poblacion

mexicana, permitira que la prescripcion de opioides y la investigacion de terapias

coadyuvantes resulten en un mejor manejo clinico del dolor crénico, mismo que también ha

presentado un aumento en su incidencia en la poblacién mexicana (Hollingshead et al.,

2017).

8. CONCLUSIONES
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El efecto de la administracion i.t. de quinpirol, pramipexol DAMGO vy
tramadol en individuos sanos ocurre a través de mecanismos analogos en
poblaciones neuronales de aferentes primarias y circuitos espinales dada la
rapida aparicion del efecto antinociceptivo y corto tiempo de duracion del
efecto maximo.

La terapia coadyuvante de quinpirol y DAMGO i.t. asi como quinpirol y
tramadol s.c. fue efectiva en revertir la hiperalgesia producida por los modelos
de dolor patoldgico. Especificamente, la hiperalgesia mecanica en el modelo
de dolor neuropatico, refractaria para tratamientos convencionales, pudo ser
revertida por la terapia coadyuvante en su administracion local y sistémica.
La terapia coadyuvante es capaz de producir un aumento en el
condicionamiento de preferencia producido por la administracion de tramadol
en condiciones de dolor patologico, particularmente en el modelo de dolor

inflamatorio.
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