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i. RESUMEN

A nivel de las astas dorsales de la médula espinal, el sistema noradrenérgico modula la informacion
nociceptiva proveniente de la periferia. Dicha modulacion de carécter antinociceptivo estd mediada
por la activacion de receptores op-adrenérgicos espinales, los cuales, canonicamente estan
acoplados a proteina G;, y cuando se activan, promueven una hiperpolarizacion de las neuronas,
modulando a la baja el flujo de informacion. Estos receptores se clasifican en tres subtipos, aza.,
azB- y o2c-adrenérgicos, sin embargo; hasta ahora, se desconoce el subtipo o subtipos de receptores
que pueden estar mediando esta accion. A través de un abordaje conductual y electrofisioldgico, el
presente estudio dilucid6 el perfil farmacolégico de los subtipos de receptores ar-adrenérgicos
involucrados en la antinocicepcion inducida por clonidina.

Se utilizaron ratas Wistar macho (280-320 g) divididas en dos grupos experimentales. En
el primer grupo experimental, se evalu6 en un modelo de nocicepcion conductual (formalina al
1%) el efecto antinociceptivo de la clonidina (0.1-10 nmol / 10 pl, intratecal) y/o el pretratamiento
con los antagonistas oz-adrenérgicos selectivos: BRL 44408 (o2a-; 1, 10 nmol), imiloxan (o2s-; 1,
10 nmol) o el JP-1302 (o2c-; 1, 10 nmol). En el segundo grupo experimental, se analizaron las
respuestas extracelulares unitarias de neuronas de amplio rango dindmico (WDR) evocadas por la
estimulacion de su campo receptivo periférico (20 estimulos, 0.2 Hz, 1-mseg de duracién, 0.1-3
mA) antes y después de la administracion espinal de clonidina (1, 10 nmol / 10 ul) y/o el
pretratamiento con el antagonista BRL 44408 (1 nmol) o el JP-1302 (1, 10 nmol).

La nocicepcion conductual y neuronal fue inhibida por la clonidina (0.1-10 nmol). La
antinocicepcion conductual y electrofisiologica s6lo fue bloqueada por el antagonista BRL 44408
mas no por el imiloxan o el JP-1302. En el caso de los experimentos conductuales, la
administracion intratecal de JP-1302 inhibid la nocicepcion per se; este efecto fue blogueado en
los animales pretratados con bicuculina (antagonista de los receptores GABAA). La
antinocicepcion inducida por el JP 1302 no fue observada en los experimentos electrofisioldgicos.

Este estudio muestra que la clonidina inhibe la nocicepcion conductual y electrofisiol6gica
a nivel espinal a través de la activacion preferencial de los receptores o2a-adrenérgicos. Por otra
parte, considerando que la antinocicepcion conductual inducida por JP-1302 fue bloqueada por
bicuculina, estos datos sugieren que durante un proceso inflamatorio la activacion de receptores
azc-adrenérgicos tienen un efecto pronociceptivo posiblemente mediado por una disminucion de
la actividad GABAZérgica.



ii. SUMMARY

The noradrenergic system modulates the incoming nociceptive information at the spinal cord level.
This antinociceptive effect is mediated by the spinal az-adrenergic receptors, which are coupled to
Gi proteins, and when activated, promote hyperpolarization of neurons, thus avoiding the flow of
information. These receptors are classified into three subtypes, a2a-, az- and azc-adrenoceptors,
however, until now, the subtype or subtypes of receptors that may be mediating the spinal
antinociception are unknown. Through a behavioral and electrophysiological approach, the present
study elucidated the pharmacological profile of the az-adrenergic receptor subtypes involved in
clonidine-induced antinociception.

Male Wistar rats (280-320 g) were divided into two main experimental groups. In the first
group, the antinociceptive effect of clonidine (0.1-10 nmol / 10 pl, intrathecal) and / or pretreatment
with selective ap-antagonists was evaluated in a behavioral nociception model (1% formalin). The
antagonists used were BRL 44408 (o2a-; 1, 10 nmol), imiloxan (a2s-; 1, 10 nmol) or JP-1302 (a2c;
1, 10 nmol). In the second experimental group, extracellular unitary recordings of wide dynamic
range (WDR) neurons were made. The WDR responses were evoked by the stimulation of their
peripheral receptive field (20 stimuli, 0.2 Hz, 1-msec duration, 0.1-3 mA) before and after spinal
administration of clonidine (1, 10 nmol / 10 ul) or JP-1302 (1, 10 nmol).

The behavioral and neuronal nociception was inhibited by clonidine (0.1-10 nmol). This
behavioral and electrophysiological antinociception was blocked by BRL 44408 but not by
imiloxan or JP-1302. In the case of behavioral nociception, intrathecal administration of JP-1302
inhibited nociception per se; this effect was blocked in animals pretreated with bicuculline
(GABAA receptor antagonist). The antinociception induced by JP-1302 was not observed on the
electrophysiological experiments.

This study demonstrates that clonidine inhibits behavioral and electrophysiological
nociception at the spinal level through the preferential activation of o2a-adrenergic receptors. On
the other hand, since the JP-1302-induced antinociception was prevented by bicuculine, these data
suggest that during inflammatory process the activation of axc-adrenergic receptors have a pro-
nociceptive effect possibly mediated by a decrease in the GABAergic activity.
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1. INTRODUCCION

El proceso a través del cual un estimulo dafiino es detectado se Ilama nocicepcion, mientras que el
dolor, puede definirse como una experiencia angustiante asociada con un dafio tisular actual o
potencial con componentes sensoriales, emocionales, cognitivos y sociales (Williams y Craig,
2016). En este sentido, se considera que la nocicepcion subyace al dolor. De hecho, la nocicepcién
ha sido descrita en diversos organismos, desde los gusanos neméatodos (e.g. Caenorhabditis
elegans) hasta los humanos, pero en el caso del dolor, esto es menos claro. De forma general, se
considera que los estimulos nociceptivos periféricos son detectados por nociceptores, mientras que
el dolor es considerado un proceso cognitivo y que por lo tanto requiere la integracion de distintos
componentes neuronales a nivel cortical.

En el caso de los nociceptores o neuronas nociceptivas aferentes primarias, estos contienen
diversos receptores y canales ionicos de alto umbral que permiten la deteccion de estimulos dafiinos
(nociceptivos). Estos estimulos pueden ser de naturaleza térmica, quimica o mecanica. Si estos
estimulos son lo suficientemente intensos para causar un dafio tisular (i.e. estimulo nocivo o
nociceptivo), los nociceptores se activaran, y posteriormente activaran a neuronas del sistema
nervioso central (SNC).

Estos nociceptores son neuronas pseudo-unipolares que pueden estar ligeramente
mielinizadas como las fibras Ad o sin mielinizar como las fibras C. Dichas neuronas tienen su
cuerpo celular en los ganglios de la raiz dorsal (GRD) o en los ganglios del trigémino y sus
proyecciones axonales terminan en la periferia y en las astas dorsales de la medula espinal. Asi, un
estimulo nociceptivo periférico, activa a los nociceptores, y esto provoca la liberacion de
neurotransmisores en la médula espinal. A nivel espinal, la activacion de neuronas periféricas
produce la activacion de neuronas de segundo orden que proyectan hacia centros superiores en el
SNC donde sera integrado y codificado como dolor.

Al ser el dolor una experiencia desagradable, el organismo ha desarrollado sistemas
moduladores enddgenos (e.g. opioidérgico, serotoninérgico, noradrenérgico), los cuales han
evolucionado para detectar, integrar y coordinar una respuesta protectora ante estimulos
nociceptivos, que van desde los reflejos primitivos de la médula espinal hasta la compleja respuesta
emocional consciente y subconsciente que en el caso de los humanos puede referirse como dolor
(Bourne et al., 2014; Ossipov, 2012; Smith, 2018; Woller et al., 2017).



Desde esta perspectiva, se ha demostrado que existen proyecciones noradrenérgicas desde el
locus coeruleus hacia las astas dorsales de la médula espinal ejerciendo una inhibicion descendente
sobre la entrada de estimulos nociceptivos que se integran en la médula espinal. Dicha modulacién
enddgena noradrenérgica ha sido explotada clinicamente a través del uso de agonistas a los
receptores az-adrenérgicos como agentes analgéesicos (Chan et al., 2010; Giovannitti et al., 2015;
Smith y Elliot, 2001). El prototipo de estas sustancias con actividad sobre los ar-adrenoceptores es
la clonidina, la cual ejerce analgesia cuando se aplica a nivel espinal (Ackerman et al., 2003; Pan
et al., 1999; Rauck et al., 2015). No obstante, los receptores az-adrenérgicos han sido clasificados
en tres subtipos funcionales, denominados receptores a2a-, azs- y azc-adrenérgicos y el perfil de
afinidad de la clonidina por estos receptores es similar para los tres subtipos.

En este contexto, se desconoce funcionalmente cual es el subtipo de receptor implicado en la
accion antinociceptiva de la clonidina. El presente proyecto pretende dilucidar a través de
experimentos conductuales y electrofisiolégicos el o los subtipos de receptores oz-adrenérgicos

(02a-, 02B- y/0 azc-) implicados en la antinocicepcion de la clonidina a nivel de la médula espinal.



2. ANTECEDENTES

El dolor es considerado un fendmeno biopsicosocial complejo, esto debido a que en parte es una
experiencia emocional, pues la relacion entre dolor y dafio es variable. Ciertamente, el dolor es un
indicador de un posible dafio, o un sistema de alarma ante un evento nocivo. (Garland, 2012;
Lumley et al., 2011). Desde el punto de vista fisiol6gico hay diversos sistemas que transmiten y
modulan la informacion relacionado con eventos potencialmente dafiinos. En este sentido, los
estimulos nociceptivos son detectados por receptores sensoriales localizados en la periferia y
transmitida a través de los ganglios de la raiz dorsal (GRD) hacia las astas dorsales de la médula
espinal. En las astas dorsales, se encuentran neuronas de segundo orden y/o neuronas de amplio
rango dindmico (WDR, por sus siglas en inglés). Dichas neuronas son responsables de llevar la
informacidn hacia centros supraespinales tales como el talamo y/o hacia la corteza somatosensorial,
donde sera integrada e interpretada como dolor (D’Mello y Dickenson, 2008). En este sentido, unos

de los primeros sitios de modulacién de la nocicepcion es la médula espinal.

2.1. Vias que transmiten la informacion nociceptiva

2.1.1. Fibras aferentes primarias

La medula espinal recibe informacion de la periferia mediante la activacion de receptores
sensoriales Ilamados nociceptores. Anatdémicamente, los cuerpos celulares de los nociceptores
estan localizados en los DRG adyacentes a la médula espinal o en el ganglio del trigémino (en el
caso de la informacion sensorial proveniente del rostro) (Lumpkin y Caterina, 2007).

Los axones que provienen desde los nociceptores poseen una rama que inerva los tejidos
donde los estimulos son transducidos, y una rama central que inerva la médula espinal (Bell, 2018).
Estos receptores, los cuales son terminales nerviosas libres, se encuentran distribuidos en la piel,
mucosa, membranas, ligamentos y d&rganos internos (Almeida et al., 2004), trasmiten la
informacidn sensorial hacia la médula espinal. Estas neuronas de primer orden o neuronas aferentes
primarias nociceptivas pueden ser Ad o C (Tabla 1) (Fang X et al., 2005; Fernandes et al., 2016;
Le Bars et al., 1979; Mendell, 1966 y Wagman y Price, 1969).

Dichas neuronas de primer orden en conjunto con interneuronas excitadoras espinales
convergen en neuronas de proyeccion o de segundo orden del hasta dorsal de la médula espinal

(Fig. 1), las cuales son un relevo para llevar la informacion nociceptiva hacia centros supraespinales



por diferentes vias ascendentes, tales como la via espinotaldmica (Das, 2015; Trevifio et al., 1973;
Willis et al., 1979; Willis, 1985).

Clasificacion Diametro Mielina Velocidaqlde Funcion sensorial
conduccion
AP Grande (6-12 um) ~ Si >35 m/s Tacto
Ad Mediano (1-5 um) Escasa 5-35 m/s Dolor “rapido”
C Pequefio (0.2-1.5 um) ‘ No <2mls Dolor “lento”

Tabla 1. Clasificacion de aferentes primarias por didmetro y velocidad de conduccién.

Fibra AB
Fibra C

Fibra Ad

Neurona de
proyeccion

Figura 1. Fibras aferentes nociceptivas que terminan en neuronas de proyeccion del asta dorsal de la médula espinal.
Neuronas de proyeccion en la lamina I reciben aferencias directas de fibras nociceptivas mielinizadas (Ad) y aferencias indirectas
de fibras nociceptivas amielinicas (C) por medio de interneuronas de la ldmina Il. Neuronas de la lamina V son predominantemente
de amplio rango dinamico (WDR). Estas reciben aferencias de bajo umbral proveniente de fibras mielinicas (Ap), asi como también
de aferencias directas o indirectas de fibras aferentes nociceptivas (Ad y C). En esta figura las neuronas de la ldmina V proyectan
sus dendritas a través de la lamina IV, donde hacen contacto con las terminales de las fibras aferentes primarias Af. La dendrita de
la lamina 111 proveniente de la célula de la lamina V esté en contacto con el axdn terminal de una interneurona de la lamina I1.

2.1.2. Viaascendente espinotalamica

Existen diferentes vias que transmiten la informacion sensorial de la periferia hacia el SNC. Entre
ellas se encuentra la via del tracto espinotalamico, la cual funciona como el conducto principal de
los nervios provenientes del asta dorsal hacia el cerebro, transmitiendo la nocicepcidn, temperatura
(Fig. 2) y sefiales tactiles profundas hacia el talamo (Bourne et al., 2014). El tracto espinotalamico
esté orientado verticalmente a lo largo de la porcion ventrolateral de la espina dorsal. Los axones
de las neuronas de segundo orden (incluyendo neuronas WDR) que ascienden de la medula espinal

hacia el tallo cerebral forman el tracto espinotalamico. Estas fibras, son contralaterales a sus células
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de origen y al area corporal que ellas representan (Andersson et al., 1997; Casey et al., 1994;
Coghill et al., 1999; Derbyshire et al., 1997; ladarola et al., 1998; Talbot et al., 1991; Tarkka y
Treede, 1992).

El tracto espinotaldmico termina en: (i) la formacion reticular del tallo cerebral; (ii) la
sustancia gris periacueductal (PAG) del mesencéfalo; o contintan hasta (iii) el diencéfalo donde
terminan en el tAlamo, en la region ventral posterolateral o en los nicleos intralaminares. En el
talamo neuronas de tercer orden proyectan hacia la corteza somatosensorial, la insula y otras areas

corticales para ser censado, integrado e interpretado como dolor (Dinakar y Stillman, 2016).

Corteza
somatosensorial —»

\/\

S Téiamo

Tracto espinotalamico —p \,
‘\
| P —
‘ \ ; Estimulo
( )

T=='==" Neuronas

de primer orden /
» /

Medula espinal—

19% P4
B o

Figura 2. Tracto espinotalamico lateral que conduce la informacidn sensorial nociceptiva de receptores periféricos a la
corteza somatosensorial.

La transduccion y transmision de los estimulos nocivos desde los receptores de la piel asciende en la médula espinal hacia la
circunvolucion poscentral a través del tracto espinotalamico lateral. Las neuronas de primer orden transmiten la informacion
sensorial por medio de neuronas pseudounipolares que ingresan a la médula espinal mediante el tracto de Lissauer, donde haran
sinapsis con neuronas de segundo orden. Estas neuronas localizadas en las astas dorsales decusan por la comisura ventral y asciende
por el tracto espinotaldmico lateral antes de terminar en el nucleo posterolateral del tAlamo. A este nivel, neuronas de tercer orden
proyectan hacia la corteza somatosensorial.

2.1.3. Vias descendentes

Las vias descendentes se originan en o a través del relevo de nucleos del cerebro (Fig. 3) tales como
la PAG en el cerebro medio, los nacleos del rafé posterior (rafé magnus, obscurus, pallidus) a nivel
del bulbo en la zona rostroventromedial (RVM, por sus siglas en inglés) o el locus coeruleus (LC)
en la protuberancia (Fields, 2004; Gebhart, 2004; Millan, 2002; Sandkihler y Gebhart, 1984).

Dichos ndcleos envian proyecciones descendentes hacia la médula espinal por la via dorsolateral
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y ventrolateral funicular. De forma general, estos nlcleos que proyectan hacia la medula espinal
pueden modular la nocicepcion, interactuando con diversos elementos neuronales en el asta dorsal,
tales como: (i) las terminales de fibras aferentes primarias; (ii) las neuronas de proyeccion; (iii) las
interneuronas excitadoras intrinsecas y las interneuronas inhibidoras; asi como (iv) las terminales
de otras vias descendentes (Millan, 2002).

Cada una de las vias tiene una neuroquimica y conexiones neuroanatomicas diferentes. En
este sentido, de forma clasica se considera que existen tres sistemas relevantes en la modulacion
descendente de la nocicepcion: (i) el sistema opioidérgico; (ii) el serotonergico; y (iii) el
noradrenérgico. Debe acotarse que algunos de estos nucleos estan involucrados no sélo en una
respuesta descendente inhibidora sino también en una respuesta ascendente inhibidora de la

nocicepcion (Pertovaara y Almeida, 2006).

Corteza

l"lr
E)Q-- Locus Coeruleus

Nicleo del rafé 1

'l (
| /\ |
)N
Médula espinal—» w

Figura 3. Vias descendentes que inhiben la transmision de la informacion sensorial en las astas dorsales de la médula espinal.
El sistema descendente regula la entrada de sefiales nociceptivas a nivel de las neuronas localizadas en las astas dorsales de la
médula espinal. Las sefiales dentro del sistema inhibidor descendente son codificadas en diferentes sitios del tallo cerebral
incluyendo la sustancia gris periacueductal (PAG), el nicleo del rafé magno o el locus coeruleus (LC).




2.2. Modulacién espinal enddgena de la informacion nociceptiva

2.2.1. Sistema opioidérgico

El sistema opioidérgico es uno de los principales sistemas de analgesia endogena del organismo,
dicho sistema es activado por la sustancia gris periacueductal (PAG) (fig. 4), la cual es una
estructura involucrada en una gran variedad de conductas, tales como el miedo, la ansiedad, la
vocalizacion, lordosis, el control cardiovascular, y la modulacién de la nocicepcion (Behbehani,
1995; Schoo et al., 2018).

Ante la presencia de un dolor agudo o persistente, la PAG se activa liberando opioides
enddgenos hacia la zona rostroventromedial del bulbo raquideo (RVM), la cual envia sefiales
descendentes hacia las astas dorsales de la médula espinal. En la médula espinal, inhibe la
transmision nociceptiva proveniente de la periferia (Tobaldini et al., 2018). Estas proyecciones
descendentes hacia la médula espinal son parte de un circuito neuronal esencial para la analgesia
enddgena y exdgena mediada por opioides. De forma clinica, dicha analgesia se puede inducir por
medio de estimulaciones eléctricas en el PAG, o por la administracién de agonistas opioides en la
PAG (Levy et al., 2010; Loyd y Murphy, 2014).

Sustancia gris
periacueductal

Nucleo del rafé \

A

Figura 4. Vias descendentes de la sustancia gris periacueductal.
Via descendente por la cual la PAG proyecta hacia el ntcleo del rafé y ésta hacia las astas dorsales de la médula espinal.

Médula espinal



2.2.2. Sistema serotoninérgico

Como se menciono en la seccion anterior, la RVM ejerce un efecto antinociceptivo a nivel espinal.
Dicho efecto antinociceptivo de la RVM es debido a la activacion de los diferentes nacleos que la
conforman, tales como el nacleo reticular gigantocelularis lateralis, el pars alfa, y el nucleo del
rafé magno (NRM), siendo este ultimo uno de los mayores nucleos serotoninérgicos (Vanegas y
Schaible, 2003). La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es uno de los principales
neurotransmisores que participan en la transmisién, procesamiento y control de la nocicepcion
espinal mediante la activacion de receptores a 5-HT (Fig. 5). Estos receptores se clasifican en 7
familias (5-HT1 a 5-HT7) y, exceptuando a los receptores 5-HT3 que son canales idnicos, todos se
encuentran acoplados a proteinas G (Brenchat et al., 2010; Viguier et al., 2013). En condiciones
fisioldgicas, se considera que a nivel espinal el efecto antinociceptivo de la serotonina estd mediado
por la activacion de los receptores 5-HTia, 5-HT2a, 5-HT3, 5-HTsa y/o 5-HT7 (Bannister y
Dickenson, 2016; Lin et al., 2015; Mufioz-Islas et al., 2014; Sommer, 2009).

A Via Fibras B Via
descendente
descendente

aferentes

Hacia
cerebro

Hacia

cerebro Asta dorsal

= Asta dorsal

Figura 5. Esquema del sistema descendente serotoninérgico en la médula espinal.

Posibles mecanismos por el cual la serotonina ejerce su efecto antinociceptivo sobre las neuronas WDR en las astas dorsales de la
médula espinal. A) Mediante una accion directa sobre los receptores 5HT1a localizados en las fibras aferentes primarias, inhibiendo
el flujo de informacién hacia las neuronas de WDR, o B) mediante una accion indirecta por medio de la activacion de receptores
5HT2 0 5SHT3que se encuentren en interneuronas GABAérgicas, las cuales a su vez inhibiran la transmision nociceptiva en neuronas
WDR. Abreviaturas: WDR; neuronas de amplio rango dindmico (por sus siglas en inglés), 5-HT; serotonina.

2.2.3. Sistema noradrenérgico

El sistema noradrenérgico es considerado uno de los sistemas fundamentales del cerebro, esto
debido a su participacién en diversos procesos, como la atencion, el suefio y la vigilia, el
aprendizaje y la memoria, la emocion, la reproduccion, la ansiedad y las respuestas centrales al
estrées (Berridge et al.,, 2012; Itoi y Sugimoto, 2010; Sullivan et al., 1999). Numerosas
investigaciones a lo largo de la mitad del siglo pasado han establecido que la activacion del sistema
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noradrenérgico ejerce un control sobre la nocicepcion a nivel espinal (Archer et al., 1986; Gomes
etal., 1999; Kuraishi et al., 1985; Minor et al., 1988; Nickel et al., 1988; Ramana-Reddy y Yaksh,
1980; Reigle, 1985).

A nivel supraespinal, existen distintos grupos de células noradrenérgicas que han sido
clasificados en distintos subnucleos, desde el Al hasta el A7. De forma particular, los subnucleos
A5, A6 y A7 tienen proyecciones noradrenérgicas descendentes hacia la médula espinal. En este
sentido, diversos estudios sugieren que el locus coeruleus (LC) (subnucleo A6) es relevante en la
modulacion de la nocicepcidn, ya que las proyecciones descendentes hacia la médula espinal
establecen contactos sindpticos con fibras aferentes primarias, asi como con neuronas de
proyeccion del asta dorsal de la médula espinal (Fig. 6) (Carbone, 2017; Fan et al., 2014; Ossipov
et al., 2014; Pertovaara, 2006).

A
(061
® | GABA
(5]
]
EstimuloGB eEB “NGIE\’BN
nocivo FAP S

Figura 6. Mecanismo de modulacién descendente noradrenérgica.

Se ha propuesto que dicha accion puede estar mediada por 1) Proyecciones directas provenientes de ndcleos supraespinales y cuyos
axones terminan en neuronas de 1° (neuronas aferentes primarias) o de 2° orden (neuronas de proyeccion), induciendo
antinocicepcion por medio de receptores espinales az-adrenérgicos. 2) Proyecciones provenientes de nucleos supraespinales cuyos
axones activan interneuronas GABAérgicas por medio de receptores az-adrenérgicos, esto a su vez inhiben a neuronas de 1° o0 2°
orden por medio de liberacion de GABA. Abreviaturas: CS, centros supraespinales; FAP, fibra aferente primaria; GABA, acido y-
aminobutirico; GRD, ganglio de la raiz dorsal; NA, noradrenalina; NP, neurona de proyeccién. (Modificado de Millan 2002).

2.2.3.1. Via moduladora descendente noradrenérgica

Aun cuando las fibras noradrenérgicas provenientes del LC establecen contactos sinapticos axo-
somaticos y axo-dendriticos con neuronas de proyeccién del asta dorsal de la médula espinal
(Millan, 2002), la inervacién noradrenérgica a este nivel es predominantemente no sinaptica. Esto

sugiere que la noradrenalina (NA) difunde desde los sitios de liberacion hacia zonas distantes



(accion extra-sinaptica) (Cliffer et al., 1988; Petko y Antal, 2000; Sugiura et al., 1989; Suzuki et
al., 2002). Ciertamente, la NA liberada por fibras descendentes puede actuar post- y pre-
sinapticamente por medio de la activacion de receptores ap-adrenérgicos (Fig. 7) (Carbone, 2017;

y Fan et al., 2014).

A Fibra aferente c Fibra aferente

Via Via
descendente descendente
Asta dorsal Asta dorsal
Hacia Hacia
cerebro cerebro
B Fibra éferente D Fibra aferente
[
: ; [
Via Via \

descendente descendente /-

Asta dorsal

=

Interneurona
inhibidora

Hacia
cerebro

Hacia

cerebro Interneurona

excitadora

Figura 7. Inhibicién noradrenérgica de la nocicepcion en las astas dorsales de la medula espinal.

Se ha propuesto que dicha accion puede estar mediada por A) proyecciones directas cuyos axones terminan en neuronas de 2° orden,
B) proyecciones descendentes cuyos axones activan interneuronas inhibidoras, y esto a su vez inhibe a neuronas de 2° orden, C)
proyecciones descendentes distantes de la sinapsis, y cuyo efecto es mediado por neurotransmisores que difunden por medio de
volumen de transmisién hacia neuronas de 2° orden, o por D) proyecciones descendentes distantes de la sinapsis, y cuyo efecto es
mediado por neurotransmisores que difunden por medio de volumen de transmision hacia interneuronas inhibidoras (las cuales
expresan receptores ai-adrenérgicos) o neuronas de proyeccion (que expresan receptores oz-adrenérgicos) inhibiendo el flujo de
informacion neuronal de manera indirecta o directa sobre neuronas de 2°orden. Simbolos abiertos; sinapsis excitadora, simbolos
cerrados; sinapsis inhibidora.

2.2.3.2. Noradrenalina y receptores noradrenérgicos
La noradrenalina es un neurotransmisor sintetizado a partir del aminoécido tirosina a través de una
secuencia de reacciones enzimaticas (Fig. 8), teniendo como producto intermedio la dopamina, la
cual posteriormente sera hidrolizada a su producto final, la NA (Llorca-Torralba et al., 2016).

La NA ejerce su accion sobre receptores noradrenérgicos. En la actualidad se considera que
existen tres familias de receptores noradrenérgicos, todos ellos pertenecientes al grupo de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés), los cuales se clasifican como:

receptores o1-, az-, y B-adrenérgicos (Millan, 2002). Estructural, funcional y farmacolégicamente
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los receptores az-adrenérgicos se subdividen en aia, 1B y aic, los receptores ap-adrenérgicos en
aza (Petrosh y Bylund, 1986; Bylund et al., 1988), a2g (Bylund et al., 1988; Uhlén y Wikberg, 1991)
y azc (Blaxall et al., 1999; Bylund, 1988) mientras que los receptores B-adrenérgicos se clasifican
en P1, B2 y B3. De forma breve, se considera que, a nivel del SNC, la activacion de receptores
az-adrenérgicos ejerce una accion predominantemente inhibidora (sin embargo, esto podria no
tener que ver con inhibicion neuronal en términos de excitabilidad), esto debido a que se encuentran
acoplados a una proteina G inhibidora (Gi) (Bylund, 1995; Kukkonen et al., 2001; Ruffolo et al.,
93; Ruffolo y Hieble, 1994; Summers y McMartins, 1993).

Los receptores adrenérgicos estdn involucrados en diversas funciones, desde
cardiovasculares y respiratorias hasta nociceptivas. Estos receptores se encuentran distribuidos a
niveles supraespinales, espinales y periféricos, (Giovannitti et al., 2014; Gyires et al., 2009; Millan
2002; Pertovaara 2006). En el caso de la nocicepcidn, los receptores az-adrenérgicos juegan un rol
critico en el sistema modulador descendente de la nocicepcion a nivel espinal. Como se menciono
anteriormente, la activacion del LC inhibe la entrada de informacidn nociceptiva a las astas dorsales
de la médula espinal a través de la liberacion de noradrenalina y la activacion de receptores
az-adrenérgicos (Fairbanks et al., 2009; Millan 2002; Paqueron et al., 2003; Pertovaara y Wei,
2000; Pertovaara, 2004; Svokos et al., 2001; Yoon et al., 2011). Sin embargo, aun se desconoce la

participacion especifica de un subtipo o subtipos de receptores az-adrenérgicos.
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Figura 8. Biosintesis de noradrenalina.

La NA es sintetizada a partir del aminodacido tirosina. El primer paso de esta sintesis es la conversion de la tirosina en L-di-hidroxi-
fenilalanina (L-DOPA) a través de la accion enzimatica de la tirosina hidroxilasa (TH). Subsecuentemente, la L-DOPA es convertida
en dopamina a través de la accidn de la descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos, y sélo en las neuronas noradrenérgicas la
dopamina es convertida a NA por la enzima dopamina B-hidroxilasa (DBH). La TH es el paso limitante, y afecta directamente la
sintesis de la dopamina y NA en el cuerpo. Después de la sintesis, la NA es almacenada en vesiculas en los axones terminales, para
su posterior liberacion ante una entrada eléctrica especifica, para su posterior union con sus receptores.
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2.2.4. Sistema GABAEérgico

Dentro del sistema nervioso, el acido y-Aminobutirico (GABA), es el principal neurotransmisor
inhibidor y se encuentra ampliamente distribuido a través del cerebro y médula espinal (Enna y
McCarson, 2006; McCarson y Enna, 2014). Las dos familias principales de receptores
GABAérgicos son; los receptores inotrépicos GABAA (canales ionicos de cloro dependientes de
ligando, conformados por 5 subunidades de proteinas) (McCarson y Enna 2014), y los receptores
metabotropicos GABAg (heterodimeros acoplados a una proteina G;) (Pinard et al., 2010).

Como se menciono en secciones anteriores (seccion 2.2.2. Sistema serotoninérgico y 2.2.3.
Sistema noradrenérgico), a nivel de la médula espinal, interneuronas GABAérgicas localizadas en
las astas dorsales se encuentran involucradas en la modulacién de la informacion nociceptiva (Hori
y Hoshino, 2012; Rudomin y Schmidt, 1999). Dicho efecto antinociceptivo puede ser activado por
la 5SHT (Bannister y Dickenson, 2016; Lin et al., 2015; Sommer, 2009), o la NA (Gassner et al.,
20009; McCarson y Enna, 2014). En el caso de la NA, investigaciones realizadas en el 2000 por el
grupo de Baba y colaboradores, reportaron que la NA es capaz de promover la actividad de
interneuronas GABAEérgicas, por medio de la activacion de receptores ai-adrenérgicos presentes

en dichas interneuronas.

2.2.5. Modulacion exogena de la informacidn nociceptiva

El anélisis farmacoldgico usando agonistas y antagonistas az-adrenérgicos no selectivos apoya la
hipotesis de la actividad antinociceptiva ejercida por los receptores o-adrenérgicos (Fairbanks et
al., 2002; Fan et al., 2014; Khodayar 2006; Skovos et al., 2001; Yoon et al., 2011). Este
conocimiento basico ha sido extrapolado a un uso clinico a través del uso de agonistas
az-adrenérgicos no selectivos, como la clonidina (Adegboye et al., 2018; Eisenach et al., 1995,
1996, 2000; Fairbanks et al., 2009; Filos et al., 1992; Rauck et al., 2015; Shaikh et al., 2017).

2.2.5.1. Uso de la clonidina como analgésico

La clonidina sintetizada por primera vez en 1965 por Boehringer-Ingelheim es un agonista parcial
no selectivo de los receptores az-adrenérgicos (Tabla 2) (Pihlavisto et al., 1998), el cual es conocido
por ser usado como un agente antihipertensivo. Sin embargo, este farmaco tiene efectos analgesicos
por medio de la activacion de los receptores espinales az-adrenérgicos (Ackerman et al., 2003;
Giovannoni et al., 2009; Nguyen et al., 2017; Pan et al., 1999; Rauck et al., 2015).
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De forma breve, en 1985 Butelman y colegas demostraron en experimentos de nocicepcion

en monos Rhesus que la clonidina por via subcuténea tiene efectos antinociceptivos. Asi mismo,

un estudio en humanos demostrd que la administracion intratecal de clonidina ejerce un efecto

analgesico (Filos et al., 1994). A pesar de su uso clinico como analgésico, la clonidina produce

diversos efectos secundarios como sedacién, bradicardia y depresion respiratoria. Estos efectos

adversos estan asociados a la activacion inespecifica de subtipos de receptores az-adrenérgicos,

produciendo efectos cardiovasculares mediados por la activacion del subtipo azg-adrenérgico

(Giovannitti et al., 2015; Gyres et al., 2009 y Nguyen et al., 2017), como efectos centrales

supraespinales induciendo anestesia y sedacion por activacion de los subtipos o2a- y o2c-

adrenérgicos (Fairbanks et al., 2002; Stone et al., 2007 y Nguyen et al., 2017). Por lo tanto, el

determinar el subtipo de receptor ap-adrenérgico, a nivel espinal, que media la accién

antinociceptiva de la clonidina es de interés cientifico tanto basico como clinico.

Receptores adrenérgicos

Clonidina

2N~

a2B-

azc-

7.7 pKi

7.1 pKi

7.5 pKi

Tabla 2. Perfil de afinidad de la clonidina a los diferentes receptores o2-adrenérgicos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El efecto antinociceptivo del sistema noradrenérgico descendente a nivel espinal ha sido
ampliamente demostrado. En la clinica la clonidina es utilizada como un agente analgésico; este
efecto a nivel espinal es mediado por la activacion de receptores az-adrenérgicos, sin que hasta el
momento se haya determinado funcionalmente el subtipo de receptor involucrado (a2a-, a2g- y/0O
azc-). Este proyecto de investigacion buscara caracterizar a través de experimentos conductuales y
electrofisiologicos el subtipo de receptor az-adrenérgico que media la modulacion de la nocicepcion

a nivel de la médula espinal.

4. JUSTIFICACION

El uso clinico de agonistas az-adrenérgicos no especificos en la analgesia espinal induce diversos
efectos adversos. Determinar el o los subtipos de receptores az-adrenérgicos que median la accion
antinociceptiva es de interés tanto basico como aplicado. De esta forma, el conocimiento del
subtipo(s) de receptores az-adrenérgicos que modulan la nocicepcion espinal puede dar una pauta
al uso de nuevos agonistas selectivos, que sean mas eficaces como analgésicos y produzcan menos

efectos secundarios.

5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1. Hipotesis

Si el efecto antinociceptivo de la clonidina es debido a la activacidén de uno o mas de los subtipos
de receptores az-adrenérgicos, entonces el bloqueo farmacoldgico especifico de cada uno de ellos

discriminara su nivel de participacion en dicho efecto antinociceptivo.

5.2. Objetivo general
Identificar farmacolégicamente los subtipos de receptores oz-adrenérgicos involucrados en la

modulacién de la transmision nociceptiva a nivel de la médula espinal de la rata.

5.2.1. Objetivos particulares

e Definir el subtipo o subtipos del receptor oz-adrenérgico espinal involucrado en la
antinocicepcion inducida por clonidina a traves de una aproximacion de analisis conductual.

e Definir el subtipo o subtipos del receptor az-adrenérgico espinal involucrado en la modulacion

nociceptiva a través del analisis de las respuestas de neuronas espinales WDR.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1.  Animales

Se utilizaron 118 ratas Wistar macho con un peso de 295 + 15 g, habituadas a ciclos de luz-
obscuridad de 12/12 h, a una temperatura de 22 + 2 °C, con alimentacién e hidratacion ad libitum.
Estos animales se dividieron en dos grupos experimentales para su evaluacion conductual o
electrofisiologica. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los protocolos de
investigacion aprobados por el Comité de bioética del Instituto de Neurobiologia, la Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) (Zimmermann, 1983), y
bajo los principios éticos de experimentacion en animales, establecidos por la NOM-062-ZO0O-
1999, los cuales estan acorde a los estatutos i) las guias ARRIVE (Animal Research: Reporting of
In Vivo Experiments) v ii) las guias “Care and Use of the Laboratory Animals established by the
National Institutes of Health” (Publicacion NIH No.8023, 1978).

6.2. Experimentos conductuales (prueba de la formalina)
6.2.1. Procedimiento general

El procedimiento se realiz6 bajo los parametros descritos por Dubuisson y Dennis (1977).
De forma breve, las ratas se colocaron en cdmaras de observacion de plexiglas abiertas durante 30
min en tres dias consecutivos para permitir la adaptacion a su entorno. En el tercer dia y después
de los 30 min las ratas fueron retiradas de las camaras de observacion y sujetadas suavemente
mientras que el dorso de la pata trasera era inyectado subcutaneamente (s.c., subcutaneo) con 50
pl de formalina al 1 %. La inyeccion se realiz6 usando una aguja de calibre 30 G. Inmediatamente
alainyeccion s.c., los animales fueron devueltos a las cAmaras de observacion y el comportamiento
nociceptivo fue cuantificado. EI comportamiento nociceptivo se cuantifico6 como el nimero de
retiros de la pata inyectada durante periodos de 1 min cada 5 min, hasta 60 min después de la
inyeccion de formalina (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; Malmberg y Yaksh, 1992) (Fig. 9). El
retiro de la pata inducido por la administracion de la formalina genera una curva bifasica. Una fase
inicial (0-10 min), seguida por un periodo de reposo relativamente corto, que fue seguido por una
respuesta ténica prolongada (15-60 min). Los antagonista fueron administrados 20 min antes de la
administracion de clonidina, y esta Gltima fue administrada 10 min antes de iniciar la prueba (Fig.

9), en todos los casos se administré un volumen de 10 pl.
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Figura 9. Protocolos experimentales utilizadas en la prueba de la formalina.

A) Grupo control; se administré subcutaneamente (s.c.) 50 pl de formalina al 1% en el dorso de la pata trasera derecha
de las ratas en T=0 (inicio de la prueba de formalina). B) Grupo agonista; se administré intratecalmente (i.t.) 10 ul de
clonidina (0.1, 1 0 10 nmol) 10 minutos después se administrd 50 pl formalina 1% tal y como se describi6 en el inciso
A. C) Grupo antagonista; se administro i.t. 10 pl de un antagonista az-adrenergico (BRL 44408 0.1, 1 nmol, imiloxan
10 nmol, JP 1302 1 nmol), 10 minutos después se administro intratecalmente 10 pl de clonidina (1 nmol) tal y como
se describi6 en el inciso B.

6.2.2. Canulacion intratecal
Para la administracion intratecal (i.t.) de los distintos tratamientos, 5 dias antes de la prueba de la
formalina se realizé una canulacion i.t. crénica (Yaksh y Rudy, 1976). Las ratas fueron anestesiadas
con ketamina/xilacina (75/10 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) y el pelo de la parte dorsal de la
cabeza y cuello de la rata fue rasurado. Bajo estas condiciones, las ratas fueron montadas en un
aparato estereotaxico (David Kopf modelo 1730) asegurando que: (1) las orejas estan en una
posicion normal, relajada; (2) no hay evidencia de exoftalmos y (3) la cabeza se mueve libremente
hacia arriba y abajo, pero no se mueve lateralmente.
Bajo estas condiciones experimentales, se insertd un catéter de polietileno del No. 10 (PE-
10) a través de una pequefia incision hecha en la membrana atlanto-occipital de la cisterna magna.
Este se introdujo 9 cm en el espacio intratecal con la finalidad de colocarlo a nivel de los segmentos
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Lsy Ls de la medula espinal. Después de la cirugia, las ratas se colocaron individualmente en cajas
de recuperacién con alimento y agua ad libitum, permitiéndoles un periodo de recuperacion de 5
dias antes de realizar la prueba, y posterior al término del experimento, de nuevo se colocaron
individualmente en cajas. Las ratas que no recuperaron su peso 0 que presentaron sintomas de
deficiencias neuroldgicas posoperatorias (catatonia, o perdida de movilidad en alguna extremidad)

fueron excluidas.

6.2.3. Caracterizacion farmacologica del efecto de la administracion intratecal de clonidina o los
antagonistas a2-adrenérgicos sobre la nocicepcion inducida por formalina al 1%.
Se utilizé un grupo experimental con una n = 85 ratas. Dicho grupo fue subdividido en 3 subgrupos

con una n=5, n=15 y n=65, donde se realizaron los siguientes protocolos experimentales (Fig. 10).

N=85
I I 1 1
Control Agonista Antagonista
n=5 n=15 n=65
L 1 . 1
Clonidina Per se Clonidina 1 nmol JP-1302 1 nmol
0.1 nmol n=30 n=25 n=10
Clonidina | | BRL 44408 ’
[ | 1 nmol 0.1 nmol 6 1 nmol ] Vehiculo H ——
Clonidina - Imiloxan
10 nmol 10 nmol | | BRL44408
| 51502 0.Inmol 6 1 nmol | Bic;)culir;a
1 nmol 6 10 nmol 0.3 nmol
Bicuculina — Imiloxan 10 nmol
0.3 nmol

— JP-1302 [ nmol

Formalina 1%

Analisis temporal de la conducta

Figura 10. Disefio de grupos experimentales usados en la prueba de la formalina para determinar el subtipo de receptor
az-adrenérgico involucrado en el efecto antinociceptivo de la clonidina.

6.2.3.1. Protocolo para evaluar el efecto del vehiculo sobre la nocicepcién inducida por
formalina.

Se utilizd un grupo de animales (n=5) donde se realizaron los cursos temporales del nimero de

sacudidas de la pata inducidas por formalina en animales a los cuales se les inyect6 un volumen de
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solucion salina isotdnica (SSI, vehiculo) de 20 ul en el espacio intratecal. La SSI fue administrada

10 minutos antes de la inyeccion s.c. de formalina.

6.2.3.2. Protocolo para evaluar el efecto de la clonidina sobre la nocicepcion inducida por
formalina

Se realizaron los cursos temporales del nimero de sacudias de la pata inducidas por formalina en

animales pretratados con diferentes concentraciones de clonidina por via i.t. (0.1 nmol, n=5; 1

nmol, n=5; o0 10 nmol, n=5). La clonidina fue administrada 10 minutos antes de la inyeccion s.c.

de formalina.

6.2.3.3. Protocolo para evaluar el efecto per se de la administracién intratecal de los antagonistas

BRL 44408, imiloxan, JP-1302 o bicuculina sobre la nocicepcion inducida por formalina
Se realizaron los cursos temporales del nimero de sacudidas de la pata inducidas por formalina en
animales pretratados por via i.t. con los antagonistas: (i) 0.1 nmol o 1 nmol de BRL 44408; (ii) 10
nmol imiloxan; (iii) 1 o 10 nmol de JP-1302; y (iv) 0.3 nmol bicuculina (n=5 en cada uno). Los

antagonistas fueron administrados 20 minutos antes de la inyeccion s.c. de formalina.

6.2.3.4. Protocolo para evaluar el efecto de la administracién intratecal de los antagonistas BRL
44408, imiloxan o JP-1302 sobre la antinocicepcién inducida por clonidina

Los animales pretratados por via i.t. con el vehiculo (20 pl) o los antagonistas BRL 44408 (0.1

nmol o 1 nmol,), imiloxan (10 nmol) y JP-1302 (1 nmol). Diez minutos después, a todos los

animales se les administrd clonidina (1 nmol) por via i.t. (n=5 en cada uno). La inyeccién de

formalina se realiz6 10 minutos después de la administracién de clonidina y se cuantificd la

conducta nocifensiva.

6.2.3.5. Protocolo para evaluar el efecto de la administracién intratecal de bicuculina sobre la
antinocicepcién inducida por el JP-1302

Se realizaron los cursos temporales del numero de sacudidas de la pata inducidas por formalina en

animales pretratados con el vehiculo (20 ul) o el antagonista bicuculina (0.3 nmol; n=5) 10 minutos

previo a la administracion intratecal JP-1302 (1 nmol, n=5). La inyeccién s.c. de formalina se

realizd 10 minutos después de la administracion de JP-1302.
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6.2.4. Tratamiento estadistico de los datos

Los resultados experimentales obtenidos en esta prueba se expresaron como el promedio + el error
estandar de la media del nimero de sacudidas por minuto de la pata. Se calcul el area bajo la curva
(ABC) por el método de los trapezoides, de la primera (0-15 min) y segunda (15-60 min) fase de
la prueba de formalina. EI ABC se considerd como una expresion global de la intensidad y duracion
del efecto. Las diferencias entre los promedios de los distintos grupos de animales fueron
analizadas para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas aplicando un
andlisis de variancia (ANOVA) de una via seguido por una prueba post hoc de Tukey. Una p<0.05

se considero significativa.

6.3. Experimentos electrofisiologicos
6.3.1. Preparacion experimental
Los animales se dividieron en distintos grupos experimentales para su evaluacion experimental
(Fig. 11). Las ratas se anestesiaron con uretano (2 mg/kg), y se colocaron en decubito dorsal. Se
realizd una incision en la piel de la garanta para exponer la traguea. Se abrio la traguea entre los
aros de cartilago teniendo cuidado de no cortarla completamente, y se insert6 una cénula
intratraqueal. La canula se asegurd y se conectd a la bomba de respiracion (65-70 pulsos/min).

Los animales fueron colocados en un aparato estereotaxico (David Kopf modelo 1730) donde
la cabeza y las vértebras fueron fijadas. La temperatura de los animales se mantuvo constante
(38°C) a través de una almohadilla de agua circulante. Se realizé una incision rostro caudal a través
de la piel de la espalda del animal. El realizar incisiones paralelas a través del muasculo permitio la
fijaciéon de las vértebras, utilizando abrazaderas espinales. Se posiciond la primera abrazadera
espinal en el marco del equipo de manera rostral a la vértebra L1, se levanto la columna vertebral
hacia las abrazaderas y se sujet6 firmemente, teniendo cuidado de no lastimar la vértebra. Después
de posicionar la segunda abrazadera, gentilmente se empujé la abrazadera hacia atras en el marco
del equipo para estirar el torso del animal y permitir la respiracion.

Se cort6 y raspé el tejido conectivo y musculo que recubria la vértebra hasta que las uniones
entre las vértebras fueron visibles. Se utiliz6 una gubia para realizar la laminectomia retirando las
apofisis espinosas en direccion rostral, posteriormente se utilizé una fresa dental para retirar la

parte superior de las vértebras y se mantuvo paralela a la medula espinal evitando dafarla. Una vez
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realizada la laminectomia, si retir6 la duramadre utilizando una aguja 22G. La médula espinal se

mantuvo hidratada por medio de la aplicacion topica de solucién salina isotonica (SSI).

[
Cirugia
|
Neuronas
WDR
1 | : 1 1
Control Vehiculo Agonista Clonidina 10 nmol Antagonista
n=>5 n=35 n=10 n=5 n=10
| | Clonidina || BRL 44408 || IP-1302
1 nmol 1 nmol 1 nmol
Clonidina [ | JP-1302
10 nmol 10 nmol
Estimulacion
eléctrica

(20 sta 0.2 Hz)

Figura 11. Disefio de grupos experimentales para el analisis electrofisiologico del subtipo de receptor az-adrenérgico
involucrado en el efecto antinociceptivo de la clonidina.

6.3.2. Registro extracelular unitario y estimulacion

Los registros extracelulares unitarios fueron realizados utilizando microelectrodos de cuarzo-
platino/tungsteno (resistencia 4-7 MQ) montados en un sistema de multielectrodos (System
Eckhorn). Dicho sistema fue manipulado utilizando el software Eckhorn Matrix (Thomas
RECORDING GmbH, Giessen, Germany). Los microelectrodos fueron insertados entre 400 y 900
um de la superficie dentro de las laminas superficiales de los segmentos del asta dorsal izquierda
para buscar descargas unitarias. Para cada célula registrada, el campo receptivo somatico especifico
fue localizado por estimulacion mecanica manual de la pata trasera ipsilateral. Bajo estas
condiciones, la estimulacién eléctrica fue aplicada por medio de dos electrodos insertados en el
campo receptivo. En este caso, dos agujas finas (27G) conectadas a una unidad de estimulacion
fueron insertadas s.c. en el campo receptivo periférico de la neurona registrada. Dicho campo
receptivo se localizé en todos los casos en la pata ipsilateral al sitio de registro de la neurona. La

prueba de estimulacion eléctrica fue entonces realizada; dicha prueba consistio en 20 estimulos a
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0.2 Hz con pulsos de 1 ms de duracion a 1.5 veces la intensidad del umbral (0.1-3 mA) requerido
para evocar la respuesta de las fibras C.

La actividad neuronal extracelular inducida por la estimulacion eléctrica del campo receptivo
fue registrada, amplificada, digitalizada, y discriminada usando el hardware CED vy el software
Spike 2 (Cambridge Electronic Design; Version 5.20). Las sefiales crudas y discriminadas fueron
alimentadas a través de un monitor de audio y visualizadas en un osciloscopio. Las formas de onda
y los trenes de espigas fueron almacenados en un disco duro para su analisis posterior. La actividad
evocada de las neuronas de amplio rango dinamico del asta dorsal de la médula espinal fueron
registradas y analizadas como frecuencia acumulativa e histogramas peri-estimulo para detectar la
ocurrencia de respuestas neuronales estadisticamente significativas.

Sobre esta base, los umbrales de estimulacion para evocar potenciales de accion y su
frecuencia de ocurrencia, resultado de la estimulacién periférica del campo receptivo en la pata
trasera, fueron atribuidos al reclutamiento de las fibras Ap, Ad y C. Considerando la distancia entre
el campo receptivo y los electrodos de registro, las latencias maximas corresponden a las
velocidades de conduccion periférica de las fibras AP (0-20 ms), Ad (21-90 ms) y C (90-350 ms).
Asi, el numero de potenciales de accion evocados que ocurrieron en respuesta a la estimulacion
eléctrica (20 estimulos, 0.2 Hz, 1-mseg de duracion, 0.1-3 mA) fueron comparados antes (basal) y
después del tratamiento con el vehiculo o el farmaco(s).

Las respuestas neuronales evocadas fueron evaluadas antes (respuesta basal) y después de la
administracion espinal de clonidina o JP-1302 a tiempo t = 0, 10, 20, 30, 40, 50, y 60 min. El
antagonista BRL 44408 fue administrado 10 min antes de la administracion de clonidina. Los

farmacos fueron administrados a nivel espinal en un volumen de 10 pl.

6.3.3. Caracterizacion farmacoldgica del efecto de la administracion espinal de clonidina sobre
las respuestas nociceptivas de neuronas de amplio rango dinamico (WDR).

Se utilizé un grupo experimental con una n= 35 neuronas WDR. Dicho grupo fue subdividido en

5 subgrupos con una n de neuronas WDR de =5, 5, 10, 5y 10 neuronas.
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6.3.3.1. Protocolo experimental para evaluar el efecto del vehiculo sobre las respuestas
nociceptivas de neuronas WDR

En un grupo de neuronas control (n=5) o neuronas pretratadas con solucion salina isotonica (SSI,

vehiculo; 10 ul a nivel de la médula espinal) se registraron las respuestas neuronales de células

WDR inducidas por la estimulacion eléctrica de su campo receptivo periférico.

6.3.3.2. Protocolo experimental para evaluar el efecto de la clonidina sobre las respuestas
nociceptivas de neuronas WDR

Se utiliz6 un grupo de neuronas (n=10) en animales tratados con diferentes concentraciones de

clonidina (1 nmol, n=5; o 10 nmol, n=5) donde se registraron las respuestas nociceptivas de

neuronas WDR inducidas por la estimulacién eléctrica de su campo receptivo en animales.

6.3.3.3. Protocolo experimental para evaluar el efecto del BRL 44408 sobre la antinocicepcion
inducida por la clonidina en las respuestas nociceptivas de neuronas WDR
En un grupo de neuronas (n=5) tratadas con clonidina (10 nmol) se analizaron las respuestas
nociceptivas de neuronas WDR en animales pretratados con el antagonista BRL 44408 (1 nmol,
n=5). El BRL 44408 se administré de forma topica en la médula espinal 10 minutos previos a la
administracion tépica de clonidina (10 nmol, n=5). Es de importancia mencionar gque, a este punto
no se realizaron experimentos electrofisiologicos con animales pretratados con imiloxan, esto
debido a la ausencia de un efecto tanto per se como en presencia de clonidina, en los experimentos

conductuales.

6.3.3.4. Protocolo experimental para evaluar el efecto del JP-1302 sobre las respuestas
nociceptivas de neuronas WDR

Se utiliz6 un grupo de neuronas (n=10) pretratados con JP-1302 (1 nmol, n=5 y 10 nmol, n=5)

donde se registraron las respuestas nociceptivas de neuronas WDR inducidas por la estimulacion

eléctrica de su campo receptivo en animales

6.3.4. Tratamiento estadistico de los datos

Los datos obtenidos de los registros electrofisioldgicos se expresaron como el promedio * el error

estandar de la media. En todos los casos, el nUmero de potenciales evocados inducidos por la

estimulacion eléctrica fueron normalizados y expresados como porcentaje de cambio con respecto
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a la respuesta basal. La respuesta basal fue establecida después de identificar que la neurona tuvo
una variacion <10% en su respuesta neuronal inducida por la estimulacion eléctrica durante 5
controles consecutivos (5 minutos entre cada prueba). La actividad neuronal evocada antes y
después del tratamiento se comparé usando un andlisis de varianza de dos vias. La diferencia de
actividad global neuronal de un grupo de animales antes y después del tratamiento se comparo
usando un andlisis de varianza de una via. De alli si era aplicable, se realiz6 una prueba post hoc

de Tukey. En todos los casos se considero que hubo una diferencia estadistica cuando P<0.05.

6.4. Farmacos

Ademas de los anestésicos usados (ketamina, xilacina y uretano), se emplearon los siguientes
farmacos: clorhidrato de clonidina (Sigma Chemical Co., St Lous, MO, EUA); maleato de 2-[2H-
(1-metil-1,3-dihidroinindol)metil]-4,5-dihidroimidazol (BRL 44408; Sigma Chemical Co., St
Lous, MO, EUA); clorhidrato de imiloxan (Sigma Chemical Co., St Lous, MO, EUA); di-
clorhidrato de N-[4-(4-metil-1-piperazinilo)fenil]-9-acridinamina (JP-1302; Tocris Cookson Ltd,
Bristol, Avon, UK) y metioduro de bicuculina (Sigma Chemical Co., St Lous, MO, EUA). Todos

los farmacos fueron disueltos en solucidn fisioldgica salina.
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7. RESULTADOS

7.1.  Analisis conductual

Como fue descrito por Debuisson and Dennis (1977), la administracion subcutanea de formalina
al 1% en la pata trasera derecha de la rata produce una respuesta nociceptiva bifasica caracteristica
(cuantificada como numero de sacudidas de pata) (Fig. 12A, curva control). La primera fase (F1)
ocurre inmediatamente después de la administracion de formalina y decae a los 10 min, la segunda
fase (F2) inicia a los 15 min posteriores a la administracion de formalina y decae aproximadamente

hasta los 60 min.

7.1.1 Efecto de la administracién intratecal de clonidina sobre la nocicepcién inducida por
formalina
La administracion intratecal (i.t.) de clonidina (0.1 nmol, n=5; 1 nmol, n=5; 6 10 nmol, n=5)

bloquea de manera significativa la respuesta nociceptiva (sacudidas de la pata) inducida por la
formalina (Fig. 12). En la figura 12B y 12C se muestran las areas bajo la curva (ABC) de la fase 1
y 2 de la prueba de la formalina. El analisis estadistico muestra que la clonidina disminuyd de

forma significativa los comportamientos nocifensivos inducidos por la formalina en ambas fases.
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Figura 12. Efecto de la clonidina intratecal (i.t.) sobre el niUmero de sacudidas de la pata inducida por la administracion s.c.
de formalina (1 %).

A) Se muestra el curso temporal bifasico (F1 y F 2) de la respuesta nociceptiva inducida por 1 % de formalina (50 ul) en las ratas
del grupo control y los grupos tratados con clonidina (0.1, 1 6 10 nmol/10 pl). La clonidina se administré 10 minutos antes de la
administracion s.c. de formalina. En ambas fases (B y C) se observa que la clonidina disminuye de forma significativa el ABC con
respecto al grupo control. Analisis de varianza (ANOVA) de una via (*P<0.001 vs grupo control). La clonidina se administr6 10
minutos antes de la administracidn s.c. de formalina.
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7.1.2 Efecto per se de la administracion intratecal de los antagonistas BRL 44408, imiloxan, y

JP-1302 sobre la nocicepcién inducida por formalina

Se evalud el efecto per se de la administracion i.t. de BRL 44408 (antagonista especifico oza-
adrenérgico), imiloxan (antagonista especifico azg-adrenérgico) y JP-1302 (antagonista especifico
azc-adrenérgico). La figura 13 muestran que la administracion de BRL44408 (0.1 nmol, n=5; 0 1
nmol, n=5) o imiloxan (10 nmol, n=5) no tienen efecto sobre la nocicepcion inducida por formalina.

En contraste, el JP-1302 (1 nmol, n=5; 10 nmol, n=5) reduce la nocicepcion inducida por formalina.

A) B) C)
A . C (vehiculo;10 pl

307 F1 F2 O o uh Fase 1 Fase 2
o BRL44408 (0.1) 1204 6001
< <0~ BRL44408 (1) |> % P <0.05vs Control
s ) © ©
z ‘ <A Imiloxan (10) 2 > s o P <0.01vs Control
¢ 207 ¢ & JP 1302 (1) - s >
: “©- JP 1302 (10) O 80 o
L o o o
T 109 © o © °
E 0 40 @
g © ©

() (&)
o — —_
< o] O
0- <L ~ g N N <L
; 3 B EE :
r i T T T T | 04—
0 10 20 30 40 50 60 < @_«) > \@ ) Q@ Qo\
Tiempo (mi PR & & LR
p in) 0 & S N

Figura 13. Efecto per se de los antagonistas az-adrenérgicos selectivos sobre el nimero de sacudidas de la pata inducida por
formalina al 1%.

A) Curso temporal de la respuesta nociceptiva inducida por formalina en el grupo control (solucion salina isoténica, 0.9 % NaCl) y
en los grupos tratados con los antagonistas az-adrenergicos selectivos (BRL 44408 0.1 nmol, 1 nmol; imiloxan 10 nmol; JP-1302 1
nmol y 10 nmol). Los antagonistas se administraron 20 min antes de la administracion de formalina. Tanto en la fase 1 (B) como
en la fase 2 (C) no se observa un cambio significativo al comparar la respuesta del grupo control contra los tratados con los
antagonistas BRL 44408 o imiloxan. En contraste, la administracion de JP-1302 disminuyd significativamente la conducta
nociceptiva en comparacion con el grupo control. Analisis de varianza (ANOVA) de una via (*P<0.05, 0P<0.01 vs grupo control).
Los antagonistas se administraron 20 min antes de la administracion de formalina.

7.1.3. Efecto de la administracion intratecal de los antagonistas BRL 44408, imiloxan o JP-1302

sobre la antinocicepcién inducida por clonidina en la prueba de la formalina

Con base en los resultados se decidié utilizar una dosis i.t. de clonidina de 1 nmol para caracterizar
el subtipo de receptor az-adrenérgico involucrado. Como se observa en la Fig. 14, el efecto
antinociceptivo inducido por clonidina fue revertido en los animales pretratados con BRL44408
(antagonista aza-adrenérgico selectivo; 1 nmol) mas no con imiloxan (antagonista aog-adrenérgico

selectivo) o0 JP-1302 (antagonista axc-adrenérgico selectivo; 1 nmol).
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Figura 14. Efecto de los antagonistas az-adrenérgicos selectivos sobre la antinocicepcion inducida por clonidina (1 nmol).
A) Curso temporal de la respuesta nociceptiva inducida por formalina en el grupo control y en los grupos tratados con: (i) clonidina
+ vehiculo; (ii) clonidina + BRL44408 (0.1 o 1 nmol); (iii) clonidina + imiloxan (10 nmol); o (iv) clonidina + JP-1302 (1 nmol).
Los antagonistas fueron administrados 10 min antes que la clonidina. En ambas fases (B y C) el efecto antinociceptivo inducido
por clonidina es revertido por la administracion de BRL 44408 (de forma particular a 1 nmol) mas no por el imiloxan o el JP-1302.
Andlisis de varianza (ANOVA) de una via (OP<0.01, *P<0.001 vs grupo control). Los antagonistas fueron administrados 10 min
antes que la clonidina.

7.1.4  Efecto de la administracion intratecal de bicuculina sobre la antinocicepcién inducida

por el JP-1302
Para tratar de explicar los efectos antinociceptivos inesperados inducidos por la administracion i.t.

de JP-1302 se realizaron los siguientes experimentos (Fig. 15). El pretratamiento con un
antagonista de los receptores GABAA (bicuculina, 0.3 nmol, i.t.) revirtio el efecto antinociceptivo
inducido por el JP-1302. Por otra parte, se observa que la administracion de bicuculina (0.3 nmol,

n=5) no tuvo un efecto per se sobre la nocicepcién inducida por formalina

A) B) C)
- Fase 1 Fase 2
307 F1 F2
» -O- control <005 Control
it 4 Bicuculina (0.3 nmol) 120 600 * P 05 vs Lontro
b © ;
? JP 1302 (1 nmol) + > —|— >
g 20 =k~ Vehiculo (10 pl) = = - —
o <A~ Bicuculina (1 nmol) O 80+ O 400
(0] © ©
° - —
° 5 S
S 107 < - = -
E @ 404 < @ 200 <
° © < © <
. 2 o 2 )
0- < < < <
o o
r T T T T T 1 0- N N N N 0- N o N N
> N
0 10 20 30 40 50 60 O S ¢ © &P
N Q@ o o ¢ AQ"\ o <
Tiempo (min) [é) @ S <o > E
JP 1302 JP 1302
(1 nmol) (Inmol)

Figura 15. Efecto del antagonista GABAérgico selectivo bicuculina (0.3 nmol) sobre la antinocicepcion inducida por el
antagonista a2c-adrenérgico selectivo JP-1302 (1 nmol).
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A) Curso temporal de la respuesta nociceptiva inducida por formalina en las ratas del grupo: (i) control; (ii) JP-1302 (1 nmol); y
(iii) bicucilina + JP-1302. La bicuculina fue administrados 10 min antes que el JP-1302. Tanto en el curso temporal como en la fase
1 (B) y fase 2 (C) se observa que el efecto antinociceptivo inducido por JP-1302 fue bloqueado por la administracion de bicuculina.
Andlisis de varianza (ANOVA) de una via (*P<0.05 vs grupo control). La bicuculina fue administrada 10 min antes que el JP-1302.

7.2. Andlisis electrofisioldgico

Los registros extracelulares en la médula espinal se realizaron en 35 neuronas WDR con un campo
receptivo cutaneo localizado ipsilateral al sitio de registro. La mayoria de las neuronas registradas
se encontraron a una profundidad promedio de 700 = 192 um lo cual sugiere que se encontraban
en la lamina V-VI (Manzano-Garcia et al., 2018; Urch y Dickenson, 2003). Estas neuronas fueron
caracterizadas de acuerdo con las propiedades de su respuesta (tiempo de latencia) y fueron
clasificadas como neuronas WDR ya que se activaban tanto por estimulos no-nocivos como
nocivos. En todos los casos, la estimulacién eléctrica del campo receptivo periférico evoco

respuestas neuronales WDR asociadas a la activacion de fibras Ad y C (Fig. 16).

7.2.1.Estabilidad de los registros electrofisioldgicos

Dado que se registraron neuronas WDR en la zona lumbar de la medula espinal durante 60 min, se
evalué el efecto del tiempo en las respuestas nociceptivas neuronales provocadas por la
estimulacion eléctrica periférica. Como se observa en la Fig. 16A, las respuestas neuronales
asociadas a la activacion de fibras AB, Ad o C de las neuronas pertenecientes al grupo control
(n=5), no presentaron cambios significativos en su respuesta basal ni posterior a los 60 min de
duracién de los registros. De forma similar, la administracion del vehiculo no tuvo efecto sobre la
actividad neuronal asociada a fibras Ap, Ad o fibras C (Fig. 16B). En su conjunto, estos datos
muestran que no hay cambios significativos en las respuestas neuronales provocadas en nuestros

protocolos experimentales atribuibles al tiempo de duracién del experimento o al vehiculo usado.
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Figura 16. Ejemplos de histogramas peri-estimulo de neuronas WDR construidos a partir de la estimulacion eléctrica
periférica antes (histograma basal, izquierda) y 60 minutos después de los distintos tratamientos.

Histograma peri-estimulo basal y después de 60 minutos en neuronas WDR control (A) y tratadas con vehiculo (B). En estos dos
histogramas no se observa diferencia en la actividad de las diferentes fibras que convergen en las neuronas WDR. En (C) y (D) se
muestran histogramas peri-estimulo antes (basal) y después (60 minutos) de la administracion de clonidina (1 nmol y 10 nmol); en
este caso se observa una disminucion de la actividad asociada al disparo de las fibras A8 y C, mas no de las fibras Ap.

7.2.2. Efecto de la administracion espinal de clonidina sobre la actividad de neuronas WDR

La administracién espinal de clonidina (1, 10 nmol) no ejerce una inhibicion sobre el porcentaje de
la actividad neuronal o el porcentaje global de actividad de las fibras Ap (Fig. 17A y 17D). En
contraste, la clonidina (10 nmol) inhibio la actividad neuronal asociada al disparo de las fibras Ad

y C tanto de manera temporal (Fig. 17B y 17C) como global (Fig. 17E y 17F).
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Figura 17. La administracion espinal de clonidina inhibe la actividad neuronal de neuronas WDR evocada por la
estimulacion eléctrica periférica.

Los paneles A, B y C muestran el curso temporal del efecto de la administracion de clonidina (1 o 10 nmol) sobre la actividad
neuronal asociada al disparo de fibras AB, Ad y C expresada como porcentaje de cambio con respecto a su actividad basal. La
administracion espinal de clonidina (1 o 10 nmol) no modifica la actividad neuronal asociada a la activacion de las fibras AB (A);
sin embargo, disminuye de forma significativa la actividad asociada al disparo neuronal de las fibras Ad y C (B y C). Es interesante
observar que el efecto antinociceptivo de la clonidina fue méas notorio en las fibras A8 que en las fibras C. Analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias de medidas repetidas (*P<0.05, 0P<0.01, *P<0.001 vs. grupo control). Los paneles D, E y F muestran la
actividad neuronal global de las fibras Ap, Ad y C; la clonidina (1, o 10 nmol) inhibe la actividad global solo de las fibras A y C,
més de las fibras AP. Andlisis de varianza (ANOVA) de una via OP<0.01, *P<0.001 vs. grupo control). La clonidina fue
administrada en T=0.
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7.2.3. Efecto de la administracién espinal del JP-1302 sobre la actividad de neuronas WDR

La administracion espinal de JP-1302 (1 nmol y 10 nmol) no tiene efecto sobre la actividad
neuronal asociada al disparo de las fibras AB, Ad y C (Fig. 18A, 18B y 18C). La Fig. 18D y 18E
muestra un ejemplo de los histogramas peri-estimulo de neuronas WDR tratadas con 1 o0 10 nmol
de JP-1302 en donde no se observa una disminucién en la respuesta de las diferentes fibras que

convergen en las neuronas WDR.
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Figura 18. La administraciéon espinal de JP-1302 no inhibe la actividad neuronal de neuronas WDR evocada por la
estimulacion eléctrica periférica.

Los paneles A, B 'y C muestran el curso temporal del efecto de la administracion espinal de JP-1302 (1 nmol o 10 nmol) sobre la
actividad neuronal asociada al disparo de fibras AB, Ad y C expresada como porcentaje de cambio con respecto a su actividad basal.
expresada como porcentaje de cambio con respecto a su actividad basal. La administracion espinal de JP-1302 (1 nmol y 10 nmol)
no afecta la actividad neuronal asociada al disparo de las fibras AB (A), Ad (B) o C (C). Analisis de varianza (ANOVA) de dos vias
(P<0.05 vs grupo control). Los paneles D y E muestran dos ejemplos de histograma peri-estimulo obtenido antes (basal) y después
de la administracion de 1 nmol (D) o 10 nmol (E) de JP-1302, en el cual no se observa una disminucidn en la respuesta de los
distintos componentes de actividad neuronal. El JP-1302 fue administrada en T=0.

7.2.4. Efecto de la administracion espinal de BRL 44408 sobre la inhibiciéon inducida por

clonidina en la actividad nociceptiva de neuronas WDR

De manera temporal y como porcentaje global de actividad el pretratamiento con el antagonista
BRL 44408 (antagonista axa-adrenérgico selectivo; 1 nmol) bloguea la antinocicepcion inducida
por 10 nmol de clonidina (10 nmol). De forma particular, la Fig. 19B y 19C muestra los cursos
temporales donde se observa gue el efecto de la clonidina sobre la actividad asociada a la activacion
de las fibras Ad y C es bloqueado por el BRL 44408. Resultados similares se obtienen en las

gréficas del efecto global de los distintos tratamientos (Fig. 19E y 19F). La Fig. 19G muestra un
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ejemplo de un histograma peri-estimulo donde se ilustra el efecto de la clonidina sobre el disparo
neuronal asociado al disparo de fibras Ad y C en una neurona WDR; 60 minutos después de la
administracion de clonidina se observa una clara disminucion de la actividad de las fibras antes
mencionadas. Por otra parte, la Fig. 19H muestra que la administracion de BRL 44408 bloquea el

cambio en la actividad neuronal inducida por clonidina.
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Figura 19. La administracién espinal de BRL 44408 bloguea la inhibicion de la actividad neuronal inducida por la clonidina.
Los paneles A, B y C muestran los cursos temporales del efecto del: (i) vehiculo, (ii) clonidina, o (iii) clonidina + BRL44408 sobre
la actividad neuronal asociada al disparo de fibras AB, Ad y C expresada como porcentaje de cambio con respecto a su actividad
basal. La administracion espinal de los distintos tratamientos no ejerce ningun efecto sobre la actividad neuronal asociada a la
activacion de las fibras Ap (A); sin embargo, el BRL 44408 bloquea la antinocicepcion inducida por la administracion de clonidina
observada tanto para las fibras A8 y C (B y C). Andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias de medidas repetidas (P<0.05 vs grupo
control). Los paneles D, E y F muestra la actividad global neuronal de las fibras Ap, Ad y C en respuesta al pretratamiento con BRL
44408 sobre la inhibicién inducida por clonidina; el pretratamiento con BRL 44408 (1 nmol) abole la inhibicion de la actividad
neuronal inducida por clonidina (10 nmol) en las fibras A8 y C. Anélisis de varianza (ANOVA) de una via (0P<0.01 vs grupo
control). Los paneles G y H muestran dos ejemplos de histograma peri-estimulo obtenido antes (basal) y después del tratamiento
con clonidina (G) o con BRL 44408 + clonidina (H); el efecto de la clonidina observado como una disminucién de la actividad
asociada al disparo de las fibras A3 y C (G) no ser observa después del pretratamiento con BRL 44408 (H).
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8. DISCUSION

8.1. General

El presente trabajo tuvo como objetivo dilucidar, a traves de experimentos de nocicepcion
conductual y electrofisioldgicos, el subtipo de receptor a-adrenérgico espinal involucrado en la
antinocicepcion inducida por clonidina. Es de importancia mencionar que los experimentos
electrofisiologicos fueron realizados en neuronas de amplio rango dindmico (WDR) y no
directamente sobre fibras aferentes primarias (AB, Ad o C). No obstante, dichas neuronas de
segundo orden presentan convergencia de las diferentes fibras aferentes primarias, las cuales
pueden ser discriminadas con base en su periodo de latencia. Por otra parte, los experimentos de
nocicepcion conductual fueron realizados por medio de la prueba de la formalina, la cual es
clasificada como un modelo de dolor persistente, siendo asi un buen método para determinar el
potencial efecto analgésico de un compuesto (Bannon y Malmberg, 2007; Wheeler-Aceto y Cowan,
1991).

Con base en los resultados obtenidos y lo anteriormente mencionado, podemos demostrar
por medio de la prueba de la formalina, y experimentos electrofisiologicos, que el receptor aoa-
adrenérgico se encuentra involucrado en la antinocicepcién espinal inducida por clonidina. Por otra
parte, por medio de la prueba de la formalina, se observé que el receptor axc-adrenérgico ejerce un
efecto antinociceptivo espinal, el cual es revelado por el JP-1302.

8.2. La administracion espinal de clonidina inhibe la nocicepcion conductual vy
electrofisioldgica

Los resultados en los experimentos conductuales y electrofisiol6gicos muestran que la clonidina
induce antinocicepcion (Fig 12 y Fig 17); estos resultados concuerdan con reportes previos (Erne-
Brand et., 1999; Murata et al., 1989; Omote et al., 1991; O’Neill y Haigler, 1985). De forma
especifica, experimentos conductuales y electrofisiolgicos en roedores han demostrado que la
activacion de receptores espinales ao-adrenérgicos por la clonidina ejerce un efecto antinociceptivo
(Ackerman et al., 2003; Giovannoni et al., 2009; Nguyen et al., 2017; Pan et al., 1999; Rauck et
al., 2015). En concordancia, diversos estudios clinicos demuestran que la administracion epidural
de clonidina ejerce un efecto analgésico (Brunschwiler et al., 1998; De Negri et al., 1997; Fogarty
etal., 1993; Hood et al., 1996).
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En este punto es relevante mencionar que aun cuando los receptores az-adrenérgicos han sido
subclasificados en al menos tres subtipos, denominados receptores ooa-, o2e- Y ozc-adrenérgicos,
el papel especifico en la modulacion espinal de la nocicepcion no ha sido explorada en modelos
funcionales de dolor (Bernard et al., 1990; McCleary y Leander, 1981; Starke y Altmann, 1973),
diversos estudios de biologia molecular han demostrado que los diferentes subtipos de receptores
az-adrenérgico se expresan en la médula espinal y ganglios de la raiz dorsal. A nivel de la raiz
dorsal, el receptor axa-adrenérgico se expresa principalmente en las fibras aferentes primarias
(Aoki et al., 1994; Biicheler et al., 2002; Stone et al., 1998); el subtipo a2g- se localiza en ganglios
de la raiz dorsal y en neuronas del asta dorsal de la medula espinal (Nicholson et al., 2005). Por
otra parte, el subtipo aoc- se encuentra localizado en fibras descendentes e interneuronas de la
medula espinal (Biicheler et al., 2002; Stone et al., 1998). En este contexto, para tratar de discernir
el subtipo(s) de receptor az-adrenérgico implicada en la antinocicepcion inducida por clonidina, se
analizé el efecto antinociceptivo de este farmaco en la prueba de la formalina (experimentos
conductuales) y electrofisiolégicamente en presencia de antagonistas (competitivos) selectivos, los
cuales presentan un perfil de afinidad mayor (Tabla 3) a su subtipo de receptor oz-adrenérgico, ya
sea; axa- (BRL 44408; Dwyer et al., 2010; Uhlén et al., 1994; Young et al., 1989), azg- (imiloxan;
Michel et al., 1990; Uhlén et al., 1994; Young et al., 1989) y axc-adrenérgicos (JP-1302; Sallinen
et al., 2007; Tricklebank, 2007).

BRL 44408 Imiloxan JP-1302
Receptor adrenérgico pKi pKi pKi
a2A- 8.7 - 55
02B- 6.8 7.3 5.8
oc- 6.2 - 7.5

Tabla 3. Perfil de afinidad de los antagonistas selectivos a los diferentes receptores az-adrenérgicos.

8.3.  Papel de los receptores a2a-adrenérgicos en la antinocicepcion inducida por clonidina
El pretratamiento con 1 nmol de BRL 44408 bloque6 la antinocicepcion inducida por la clonidina
tanto en los experimentos de conductuales y electrofisiologicos (Fig. 14 y 19). Estos datos sugieren
que el efecto antinociceptivo de la clonidina es mediado principalmente por la activacion de
receptores aza-adrenérgicos espinales. Considerando que diversos estudios muestran la presencia
de receptores o2a-adrenérgicos a nivel de aferentes primarias nociceptivas (i.e. fibras Ad y C)

(Birder y Perl, 1999; Biicheler et al., 2002; Stone et al., 1998), nosotros hipotetizamos que el efecto
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de la clonidina sobre este subtipo de receptores podria llevarse a cabo a nivel de las aferentes
primarias. Esta suposicion se ve reforzada considerando los experimentos electrofisioldgicos,
donde la clonidina sélo inhibe la actividad neuronal asociada a las fibras Ad y C (Fig. 17 By C)
pero no la actividad de las fibras AP (Fig. 17A). Estos resultados descartan que la clonidina esté
inhibiendo neuronas de segundo orden (i.e. WDR), y a su vez apoyan nuestra hipotesis sobre una
inhibicion directa de la clonidina sobre las aferencias primarias.

Por otra parte, los experimentos realizados descartan la participacion de los receptores oop-
adrenérgicos considerando que, debido al perfil de afinidad que presenta el imiloxan (antagonista
azg-adrenérgico, Tabla 3), no interactia con algin otro de los subtipos de receptores ao-
adrenérgicos, asi mismo, los resultados obtenidos en los estudios conductuales (Fig. 14), son
similares a los experimentos, in vivo, realizados por Zhang et al., en 2012, los cuales muestran que
a concentraciones de 70 nmol el imiloxan no ejerce un efecto sobre la modulacion de la

nocicepcion.

8.4. EIl bloqueo de receptores axc-adrenérgicos produce un efecto antinociceptivo en la
prueba de la formalina
Un resultado relevante fue el hecho de que la administracion intratecal de 1 o 10 nmol de JP-1302
(antagonista ooc-adrenérgico) tuvo un efecto antinociceptivo per se en los experimentos de
nocicepcion conductual (tanto en fase 1 como 2 de la prueba de la formalina; ver Fig. 13), y dicho
efecto no fue observado en los experimentos electrofisiolégicos (Fig. 18). Estos resultados en
principio sugieren que los receptores axc-adrenérgicos son pro-nociceptivos y que estan basalmente
activos. Dicho hallazgo no ha sido reportado, pues, aunque en estudios previos se haya utilizado el
JP-1302 (0.0226 nmol) en la prueba de la formalina (Yoon et al., 2011), dicho antagonista no
presento efectos per se, asi mismo, en estudios realizados por Sallinen et al., en 2007, utilizando
concentraciones maximas de 100 nmol, s6lo reportaron un posible efecto antidepresivo al someter
a los animales a la prueba de nado forzado, hipotetizando que dicho efecto podia estar mediado por
la activacion de receptores az-adrenérgicos. Sin embargo, el grupo de Sallinen no realizo
experimentos para evaluar ese posible efecto antidepresivo, ni experimentos conductuales para
evaluar nocicepcidén. Debido a esto, es necesario indicar que el efecto antinociceptivo del JP-1302

puede estar mediado por un mecanismo diferente al cual aqui hipotetizamos. Aun cuando no
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existen evidencias claras, podemos inferir que el efecto antinociceptivo del JP-1302 pudiera estar
mediado por la participacién de interneuronas GABAérgicas (Fig. 15) (Baba et al., 2000, 2000).

Es necesario sefialar que diversos reportes asocian la activacion de receptores oac-
adrenérgicos con un mecanismo de retroalimentacion negativa; que provoca la inhibicién de la
liberacion de neurotransmisores (Langer, 2015; Langer et al., 1977; Pelayo et al., 1977).
Considerando que la noradrenalina promueve la transmision GABAérgica en la médula espinal
(Gassner et al., 2009) a traves de la activacion postsinaptica de receptores ai-adrenérgicos en
interneuronas GABAérgicas (Millan, 2002; Yoshimura y Furue, 2006), es probable que el bloqueo
de receptores oc-adrenérgicos presinapticos (Burnett y Gebhart, 1991; Holmberg et al., 2003;
Nicholas et al., 1993; Rosin et al., 1993; Scheinin et al., 1994; Talley et al., 1996) promueva la
liberacion de neurotransmisores, lo cual facilitaria la transmision GABAérgica (Kawasaki et al.,
2003; Zhang y Ordway, 2003) en un modelo de nocicepcion, esto tendria como resultado un efecto
antinociceptivo.

Dicho mecanismo de inhibicion indirecta a nivel espinal, mediado por interneuronas, ha
sido propuesto por diversos autores (Millan, 2002; Pertovara, 2006; Pertovaara y Almeida, 2006;
Petko y Antal, 2000). Bajo esta premisa, el bloqueo de receptores axc-adrenérgicos eliminaria la
retroalimentacion negativa (Blcheler et al., 2002; Holmberg et al., 2003; Philipp et al., 2002; Stone
et al., 1998; Zhang y Ordway, 2003) y facilita la activacion de una neurona postsinaptica (en este
caso una interneurona GABAGérgica, ver Fig. 20) (Baba H et al., 2000, 2000; Chen et al., 2006;
Gassner et al., 2009; Rudomin y Schmidt, 1999; Wei-Xiu et al., 2009).

Para probar la hipotesis de la neurotransmision GABAérgica en el efecto del JP-1302, se
realizaron experimentos en presencia de bicuculina (antagonista inespecifico de los receptores
GABA\), la cual no presentd efectos per se sobre la nocicepcion inducida por la formalina (Fig.
15). Los experimentos conductuales con bicuculina (0.3 nmol / 10 ul) muestran que la
antinocicepcion inducida por el JP-1302 es revertida con el pretratamiento de este farmaco. Estos
resultados sugieren que existe una participacion de los receptores GABAAa en el efecto
antinociceptivo del JP-1302 (Fig. 15) lo que refuerza nuestra hipotesis acerca de un posible
mecanismo GABAGérgico.

Por otra parte, es interesante notar que la antinocicepcion inducida por el JP-1302 sélo se
observo en los experimentos conductuales mas no en los electrofisioldgicos. Esta discrepancia

puede ser debida al estimulo nocivo que se esta empleando, pues la prueba de la formalina emplea
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un estimulo quimico generando la conducta bifasica (fase 1 y 2); resultados similares son
observados registrando electrofisiolégicamente neuronas WDR en la médula espinal (Dickenson y
Sullivan, 1987). De forma especifica, la fase 1 de corta duracion se presenta dentro de los primeros
10 min posteriores a la administracion s.c. de formalina, generando nocicepcion de tipo agudo por
la activacion de canales TRPA1 presentes en fibras C con la consecuente despolarizacion de
aferentes nociceptivas C (Fischer et al., 2014; Kerstein et al., 2009). Mientras que en la fase 2 se
genera nocicepcion inflamatoria posterior a los 20 min de la administracion de formalina, dicha
inflamacion es persistente y puede derivar en una sensibilizacién central (Fu et al., 2000, 2001,
Hunskaar y Hole, 1987; Shibata et al., 1989; Tjglsen et al., 1992). En cambio, bajo el protocolo de
experimentacion empleado para los experimentos electrofisiologicos, se utilizaron estimulos
eléctricos puntuales sobre un campo receptivo periférico especifico; dichos estimulos despolarizan
la membrana de las fibras aferentes primarias generando potenciales de accidn sin generar procesos
inflamatorios (Burchiel, 1984; Calvillo et al., 1982; Chapman et al., 1998; Fraser et al., 1992; Urch
y Dickenson, 2003).

Estas diferencias metodologicas son de gran importancia, pues se ha demostrado que la
administracion de formalina s.c. induce un incremento de la actividad noradrenérgica, 4 veces
superior a las condiciones basales (Ma et al., 2001; Martins et al., 2013; Sajadeianfard et al., 2005),
no siendo el caso mediante la estimulacion eléctrica sobre un campo receptivo periférico. Siendo
asi, dicho incremento en la actividad noradrenérgica inducida por la formalina podria mantenerse
de forma constante por la administracion de JP-1302, mediante el mecanismo previamente
propuesto (Fig. 20), generando asi un efecto antinociceptivo en los experimentos conductuales mas
no en los electrofisioldgicos.

En cualquier caso, estos resultados plantean nuevas preguntas acerca del mecanismo de
accion involucrado en el efecto antinociceptivo del JP-1302. ;Dicho efecto antinociceptivo sera
observable en un modelo electrofisioldgico mediante la administracion s.c. de formalina sobre un
campo receptivo periférico? y plantea nuevas preguntas sobre su interaccion y relacion con el

sistema GABAEérgico u otros sistemas inhibidores de la transmision nociceptiva.
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Figura 20. Posible mecanismo de accién de los receptores aza-adrenérgicos y azc-adrenérgicos sobre la modulacion de la
nocicepcion a nivel espinal.

La activacion de receptores az-adrenérgicos inhibe la transmision nerviosa. Dichos receptores de siete dominios transmembrana
estan acoplados por definicion a proteinas Gi, proteinas que inhiben la actividad de la adenilato ciclasa, inactivan canales de Ca®*
y/o activan canales rectificadores de K*, los cuales son sistemas de transduccion asociados con la inhibicion de la liberacién de
neurotransmisores. Dicha activacion resulta en una hiperpolarizacion y por lo tanto un bloqueo de la transmisién nerviosa. En este
contexto, la activacion de los receptores aza-adrenérgicos presentes en las fibras aferentes primarias provoca un bloqueo de la
informacion neuronal nociceptiva hacia neuronas WDR. Por otra parte, en el caso de los receptores azc-adrenérgicos, estos en
principio estan actuando como autoreceptores en fibras descendentes que tienen sinapsis con interneuronas GABAérgicas. Estos
autoreceptores adrenérgicos moderan el flujo de noradrenalina, posterior a un evento nocivo, mediante una retroalimentacion
negativa. Sin embargo, bajo condiciones de nocicepcion inflamatoria, o persistente, el bloqueo de este subtipo de receptores
incrementa la liberacion de neurotransmisor, lo cual puede mantener activo al sistema GABAérgico. En la figura se muestra como
el bloqueo de receptores azc-adrenérgicos por medio de la administracion de JP-1302 incrementa el flujo de noradrenalina al espacio
sinptico, por consiguiente, esto mantendra activo a los receptores ai-adrenérgicos presentes en las interneuronas GABAérgica,
generando asi una inhibicién de las neuronas WDR por parte del GABA. Abreviaturas: CS, centros supraespinales; FAP, fibra
aferente primaria; GABA, acido y-aminobutirico; GRD, ganglio de la raiz dorsal; NA, noradrenalina; NP, neurona de proyeccion.
Modificado de Millan 2002.

9. CONCLUSIONES

Con base en los resultados conductuales y electrofisioldgicos, se establece que la clonidina ejerce
una accion antinociceptiva por la activacion de receptores aoa-adrenergicos espinales. Por otra
parte, bajo nocicepcion de fase aguda e inflamatoria, el bloqueo espinal de receptores
azc-adrenérgicos (con el antagonista selectivo JP-1302) produce antinocicepcion, la cual parece

estar mediada a través de sefializacion GABAérgica.
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