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i. RESUMEN 

A nivel de las astas dorsales de la médula espinal, el sistema noradrenérgico modula la información 

nociceptiva proveniente de la periferia. Dicha modulación de carácter antinociceptivo está mediada 

por la activación de receptores α2-adrenérgicos espinales, los cuales, canónicamente están 

acoplados a proteína Gi, y cuando se activan, promueven una hiperpolarización de las neuronas, 

modulando a la baja el flujo de información. Estos receptores se clasifican en tres subtipos, α2A-, 

α2B- y α2C-adrenérgicos, sin embargo; hasta ahora, se desconoce el subtipo o subtipos de receptores 

que pueden estar mediando esta acción. A través de un abordaje conductual y electrofisiológico, el 

presente estudio dilucidó el perfil farmacológico de los subtipos de receptores α2-adrenérgicos 

involucrados en la antinocicepción inducida por clonidina.  

Se utilizaron ratas Wistar macho (280-320 g) divididas en dos grupos experimentales. En 

el primer grupo experimental, se evaluó en un modelo de nocicepción conductual (formalina al 

1%) el efecto antinociceptivo de la clonidina (0.1-10 nmol / 10 μl, intratecal) y/o el pretratamiento 

con los antagonistas α2-adrenérgicos selectivos: BRL 44408 (α2A-; 1, 10 nmol), imiloxan (α2B-; 1, 

10 nmol) o el JP-1302 (α2C-; 1, 10 nmol). En el segundo grupo experimental, se analizaron las 

respuestas extracelulares unitarias de neuronas de amplio rango dinámico (WDR) evocadas por la 

estimulación de su campo receptivo periférico (20 estímulos, 0.2 Hz, 1-mseg de duración, 0.1-3 

mA) antes y después de la administración espinal de clonidina (1, 10 nmol / 10 μl) y/o el 

pretratamiento con el antagonista BRL 44408 (1 nmol) o el JP-1302 (1, 10 nmol). 

La nocicepción conductual y neuronal fue inhibida por la clonidina (0.1-10 nmol). La 

antinocicepción conductual y electrofisiológica sólo fue bloqueada por el antagonista BRL 44408 

mas no por el imiloxan o el JP-1302. En el caso de los experimentos conductuales, la 

administración intratecal de JP-1302 inhibió la nocicepción per se; este efecto fue bloqueado en 

los animales pretratados con bicuculina (antagonista de los receptores GABAA). La 

antinocicepción inducida por el JP 1302 no fue observada en los experimentos electrofisiológicos. 

Este estudio muestra que la clonidina inhibe la nocicepción conductual y electrofisiológica 

a nivel espinal a través de la activación preferencial de los receptores α2A-adrenérgicos. Por otra 

parte, considerando que la antinocicepción conductual inducida por JP-1302 fue bloqueada por 

bicuculina, estos datos sugieren que durante un proceso inflamatorio la activación de receptores 

α2C-adrenérgicos tienen un efecto pronociceptivo posiblemente mediado por una disminución de 

la actividad GABAérgica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ii. SUMMARY 

The noradrenergic system modulates the incoming nociceptive information at the spinal cord level. 

This antinociceptive effect is mediated by the spinal α2-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, α2A-, α2B- and α2C-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 α2-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 μl, intrathecal) and / or pretreatment 

with selective α2-antagonists was evaluated in a behavioral nociception model (1% formalin). The 

antagonists used were BRL 44408 (α2A-; 1, 10 nmol), imiloxan (α2B-; 1, 10 nmol) or JP-1302 (α2C; 

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 μl) 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 α2A-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 α2C-adrenergic receptors have a pro-

nociceptive effect possibly mediated by a decrease in the GABAergic activity. 
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1. INTRODUCCIÓN  

El proceso a través del cual un estímulo dañino es detectado se llama nocicepción, mientras que el 

dolor, puede definirse como una experiencia angustiante asociada con un daño tisular actual o 

potencial con componentes sensoriales, emocionales, cognitivos y sociales (Williams y Craig, 

2016). En este sentido, se considera que la nocicepción subyace al dolor. De hecho, la nocicepción 

ha sido descrita en diversos organismos, desde los gusanos nemátodos (e.g. Caenorhabditis 

elegans) hasta los humanos, pero en el caso del dolor, esto es menos claro. De forma general, se 

considera que los estímulos nociceptivos periféricos son detectados por nociceptores, mientras que 

el dolor es considerado un proceso cognitivo y que por lo tanto requiere la integración de distintos 

componentes neuronales a nivel cortical.  

 En el caso de los nociceptores o neuronas nociceptivas aferentes primarias, estos contienen 

diversos receptores y canales iónicos de alto umbral que permiten la detección de estímulos dañinos 

(nociceptivos). Estos estímulos pueden ser de naturaleza térmica, química o mecánica. Si estos 

estímulos son lo suficientemente intensos para causar un daño tisular (i.e. estímulo nocivo o 

nociceptivo), los nociceptores se activarán, y posteriormente activarán a neuronas del sistema 

nervioso central (SNC).  

Estos nociceptores son neuronas pseudo-unipolares que pueden estar ligeramente 

mielinizadas como las fibras Aδ o sin mielinizar como las fibras C. Dichas neuronas tienen su 

cuerpo celular en los ganglios de la raíz 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. Así, un 

estímulo nociceptivo periférico, activa a los nociceptores, y esto provoca la liberación de 

neurotransmisores en la médula espinal. A nivel espinal, la activación de neuronas periféricas 

produce la activación de neuronas de segundo orden que proyectan hacia centros superiores en el 

SNC donde será integrado y codificado como dolor. 

Al ser el dolor una experiencia desagradable, el organismo ha desarrollado sistemas 

moduladores endógenos (e.g. opioidérgico, serotoninérgico, noradrenérgico), los cuales han 

evolucionado para detectar, integrar y coordinar una respuesta protectora ante estímulos 

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).  
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Desde esta perspectiva, se ha demostrado que existen proyecciones noradrenérgicas desde el 

locus coeruleus hacia las astas dorsales de la médula espinal ejerciendo una inhibición descendente 

sobre la entrada de estímulos nociceptivos que se integran en la médula espinal. Dicha modulación 

endógena noradrenérgica ha sido explotada clínicamente a través del uso de agonistas a los 

receptores α2-adrenérgicos como agentes analgésicos (Chan et al., 2010; Giovannitti et al., 2015; 

Smith y Elliot, 2001). El prototipo de estas sustancias con actividad sobre los α2-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 α2-adrenérgicos han sido clasificados 

en tres subtipos funcionales, denominados receptores α2A-, α2B- y α2C-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 

acción antinociceptiva de la clonidina. El presente proyecto pretende dilucidar a través de 

experimentos conductuales y electrofisiológicos el o los subtipos de receptores α2-adrenérgicos 

(α2A-, α2B- y/o α2C-) implicados en la antinocicepción de la clonidina a nivel de la médula espinal. 
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2. ANTECEDENTES 

El dolor es considerado un fenómeno biopsicosocial complejo, esto debido a que en parte es una 

experiencia emocional, pues la relación entre dolor y daño es variable. Ciertamente, el dolor es un 

indicador de un posible daño, o un sistema de alarma ante un evento nocivo. (Garland, 2012; 

Lumley et al., 2011). Desde el punto de vista fisiológico hay diversos sistemas que transmiten y 

modulan la información relacionado con eventos potencialmente dañinos. En este sentido, los 

estímulos nociceptivos son detectados por receptores sensoriales localizados en la periferia y 

transmitida a través de los ganglios de la raíz 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 dinámico (WDR, por sus siglas en inglés). Dichas neuronas son responsables de llevar la 

información hacia centros supraespinales tales como el tálamo y/o hacia la corteza somatosensorial, 

donde será integrada e interpretada como dolor (D’Mello y Dickenson, 2008). En este sentido, unos 

de los primeros sitios de modulación de la nocicepción es la médula espinal. 

 

2.1. Vías que transmiten la información nociceptiva 

2.1.1. Fibras aferentes primarias  

La medula espinal recibe información de la periferia mediante la activación de receptores 

sensoriales llamados nociceptores. Anatómicamente, los cuerpos celulares de los nociceptores 

están localizados en los DRG adyacentes a la médula espinal o en el ganglio del trigémino (en el 

caso de la información sensorial proveniente del rostro) (Lumpkin y Caterina, 2007).  

Los axones que provienen desde los nociceptores poseen una rama que inerva los tejidos 

donde los estímulos 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 órganos internos (Almeida et al., 2004), trasmiten la 

información sensorial hacia la médula espinal. Estas neuronas de primer orden o neuronas aferentes 

primarias nociceptivas pueden ser Aδ 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 proyección o de segundo orden del hasta dorsal de la médula espinal 

(Fig. 1), las cuales son un relevo para llevar la información nociceptiva hacia centros supraespinales 
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por diferentes vías ascendentes, tales como la vía espinotalámica (Das, 2015; Treviño et al., 1973; 

Willis et al., 1979; Willis, 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Clasificación de aferentes primarias por diámetro y velocidad de conducción. 

 
Figura 1. Fibras aferentes nociceptivas que terminan en neuronas de proyección del asta dorsal de la médula espinal. 

Neuronas de proyección en la lámina I reciben aferencias directas de fibras nociceptivas mielinizadas (Aδ) y aferencias indirectas 

de fibras nociceptivas amielínicas (C) por medio de interneuronas de la lámina II. Neuronas de la lámina V son predominantemente 

de amplio rango dinámico (WDR). Éstas reciben aferencias de bajo umbral proveniente de fibras mielínicas (Aβ), así como también 

de aferencias directas o indirectas de fibras aferentes nociceptivas (Aδ y C). En esta figura las neuronas de la lámina V proyectan 

sus dendritas a través de la lámina IV, donde hacen contacto con las terminales de las fibras aferentes primarias Aβ. La dendrita de 

la lámina III proveniente de la célula de la lámina V está en contacto con el axón terminal de una interneurona de la lámina II. 

 

2.1.2. Vía ascendente espinotalámica 

Existen diferentes vías que transmiten la información sensorial de la periferia hacia el SNC. Entre 

ellas se encuentra la vía del tracto espinotalámico, la cual funciona como el conducto principal de 

los nervios provenientes del asta dorsal hacia el cerebro, transmitiendo la nocicepción, temperatura 

(Fig. 2) y señales táctiles profundas hacia el tálamo (Bourne et al., 2014). El tracto espinotalámico 

está orientado verticalmente a lo largo de la porción 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 espinotalámico. Estas fibras, son contralaterales a sus células 

Clasificación Diámetro Mielina 
Velocidad de 

conducción 
Función sensorial 

Aβ Grande (6-12 μm) Sí >35 m/s Tacto 

Aδ Mediano (1-5 μm) Escasa 5-35 m/s Dolor “rápido” 

C Pequeño (0.2-1.5 μm) No <2 m/s Dolor “lento” 
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de origen y al área corporal que ellas representan (Andersson et al., 1997; Casey et al., 1994; 

Coghill et al., 1999; Derbyshire et al., 1997; Iadarola et al., 1998; Talbot et al., 1991; Tarkka y 

Treede, 1992).  

El tracto espinotalámico termina en: (i) la formación reticular del tallo cerebral; (ii) la 

sustancia gris periacueductal (PAG) del mesencéfalo; o continúan hasta (iii) el diencéfalo donde 

terminan en el tálamo, en la región ventral posterolateral o en los núcleos intralaminares. En el 

tálamo neuronas de tercer orden proyectan hacia la corteza somatosensorial, la ínsula y otras áreas 

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

Figura 2. Tracto espinotalámico lateral que conduce la información sensorial nociceptiva de receptores periféricos a la 

corteza somatosensorial.  
La transducción y transmisión de los estímulos nocivos desde los receptores de la piel asciende en la médula espinal hacia la 

circunvolución poscentral a través del tracto espinotalámico lateral. Las neuronas de primer orden transmiten la información 

sensorial por medio de neuronas pseudounipolares que ingresan a la médula espinal mediante el tracto de Lissauer, donde harán 

sinapsis con neuronas de segundo orden. Estas neuronas localizadas en las astas dorsales decusan por la comisura ventral y asciende 

por el tracto espinotalámico lateral antes de terminar en el núcleo posterolateral del tálamo. A este nivel, neuronas de tercer orden 

proyectan hacia la corteza somatosensorial.  

 

2.1.3. Vías descendentes 

Las vías descendentes se originan en o a través del relevo de núcleos del cerebro (Fig. 3) tales como 

la PAG en el cerebro medio, los núcleos 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; Sandkühler y Gebhart, 1984). 

Dichos núcleos envían proyecciones descendentes hacia la médula espinal por la vía dorsolateral 
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y ventrolateral funicular. De forma general, estos núcleos que proyectan hacia la medula espinal 

pueden modular la nocicepción, interactuando con diversos elementos neuronales en el asta dorsal, 

tales como: (i) las terminales de fibras aferentes primarias; (ii) las neuronas de proyección; (iii) las 

interneuronas excitadoras intrínsecas y las interneuronas inhibidoras; así como (iv) las terminales 

de otras vías descendentes (Millan, 2002).  

Cada una de las vías tiene una neuroquímica y conexiones neuroanatómicas diferentes. En 

este sentido, de forma clásica se considera que existen tres sistemas relevantes en la modulación 

descendente de la nocicepción: (i) el sistema opioidérgico; (ii) el serotonérgico; y (iii) el 

noradrenérgico. Debe acotarse que algunos de estos núcleos están involucrados no sólo en una 

respuesta descendente inhibidora sino también en una respuesta ascendente inhibidora de la 

nocicepción (Pertovaara y Almeida, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vías descendentes que inhiben la transmisión de la información sensorial en las astas dorsales de la médula espinal. 
El sistema descendente regula la entrada de señales nociceptivas a nivel de las neuronas localizadas en las astas dorsales de la 

médula espinal. Las señales dentro del sistema inhibidor descendente son codificadas en diferentes sitios del tallo cerebral 

incluyendo la sustancia gris periacueductal (PAG), el núcleo del rafé magno o el locus coeruleus (LC). 
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2.2. Modulación espinal endógena de la información nociceptiva 

2.2.1. Sistema opioidérgico  

El sistema opioidérgico es uno de los principales sistemas de analgesia endógena 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 

vocalización, lordosis, el control cardiovascular, y la modulación de la nocicepción (Behbehani, 

1995; Schoo et al., 2018). 

 Ante la presencia de un dolor agudo o persistente, la PAG se activa liberando opioides 

endógenos hacia la zona rostroventromedial del bulbo raquídeo (RVM), la cual envía señales 

descendentes hacia las astas dorsales de la médula espinal. En la médula espinal, inhibe la 

transmisión 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 

endógena y exógena mediada por opioides. De forma clínica, dicha analgesia se puede inducir por 

medio de estimulaciones eléctricas en el PAG, o por la administración de agonistas opioides en la 

PAG (Levy et al., 2010; Loyd y Murphy, 2014).  

Figura 4. Vías descendentes de la sustancia gris periacueductal. 
Vía descendente por la cual la PAG proyecta hacia el núcleo del rafé y ésta hacia las astas dorsales de la médula espinal.  
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2.2.2. Sistema serotoninérgico  

Como se mencionó en la sección anterior, la RVM ejerce un efecto antinociceptivo a nivel espinal. 

Dicho efecto antinociceptivo de la RVM es debido a la activación de los diferentes núcleos que la 

conforman, tales como el núcleo reticular gigantocelularis lateralis, el pars alfa, y el núcleo del 

rafé magno (NRM), siendo este último uno de los mayores núcleos serotoninérgicos (Vanegas y 

Schaible, 2003). La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es uno de los principales 

neurotransmisores que participan en la transmisión, procesamiento y control de la nocicepción 

espinal mediante la activación 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 iónicos, todos se 

encuentran acoplados a proteínas G (Brenchat et al., 2010; Viguier et al., 2013). En condiciones 

fisiológicas, se considera que a nivel espinal el efecto antinociceptivo de la serotonina está mediado 

por la activación de los receptores 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT3, 5-HT5A y/o 5-HT7 (Bannister y 

Dickenson, 2016; Lin et al., 2015; Muñoz-Islas et al., 2014; Sommer, 2009). 

 

  

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 acción directa sobre los receptores 5HT1A localizados en las fibras aferentes primarias, inhibiendo 

el flujo de información hacia las neuronas de WDR, o B) mediante una acción indirecta por medio de la activación de receptores 

5HT2 o 5HT3 que se encuentren en interneuronas GABAérgicas, las cuales a su vez inhibirán la transmisión nociceptiva en neuronas 

WDR. Abreviaturas: WDR; neuronas de amplio rango dinámico (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 participación en diversos procesos, como la atención, el sueño y la vigilia, el 

aprendizaje y la memoria, la emoción, la reproducción, la ansiedad y las respuestas centrales al 

estrés (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 activación del sistema 
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noradrenérgico ejerce un control sobre la nocicepción a nivel espinal (Archer et al., 1986; Gomes 

et al., 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 subnúcleos, desde el A1 hasta el A7. De forma particular, los subnúcleos 

A5, A6 y A7 tienen proyecciones noradrenérgicas descendentes hacia la médula espinal. En este 

sentido, diversos estudios sugieren que el locus coeruleus (LC) (subnúcleo A6) es relevante en la 

modulación de la nocicepción, ya que las proyecciones descendentes hacia la médula espinal 

establecen contactos sinápticos con fibras aferentes primarias, así como con neuronas de 

proyección del asta dorsal de la médula espinal (Fig. 6) (Carbone, 2017; Fan et al., 2014; Ossipov 

et al., 2014; Pertovaara, 2006). 

 

Figura 6. Mecanismo de modulación descendente noradrenérgica.  

Se ha propuesto que dicha acción puede estar mediada por 1) Proyecciones directas provenientes de núcleos supraespinales y cuyos 

axones terminan en neuronas de 1° (neuronas aferentes primarias) o de 2° orden (neuronas de proyección), induciendo 

antinocicepción por medio de receptores espinales α2-adrenérgicos. 2) Proyecciones provenientes de núcleos supraespinales cuyos 

axones activan interneuronas GABAérgicas por medio de receptores α1-adrenérgicos, esto a su vez inhiben a neuronas de 1° o 2° 

orden por medio de liberación de GABA. Abreviaturas: CS, centros supraespinales; FAP, fibra aferente primaria; GABA, ácido -

aminobutírico; GRD, ganglio de la raíz dorsal; NA, noradrenalina; NP, neurona de proyección. (Modificado de Millan 2002). 

 

2.2.3.1. Vía moduladora descendente noradrenérgica 

Aun cuando las fibras noradrenérgicas provenientes del LC establecen contactos sinápticos axo-

somáticos y axo-dendríticos con neuronas de proyección del asta dorsal de la médula espinal 

(Millan, 2002), la inervación noradrenérgica a este nivel es predominantemente no sináptica. Esto 

sugiere que la noradrenalina (NA) difunde desde los sitios de liberación hacia zonas distantes 
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(acción extra-sináptica) (Cliffer et al., 1988; Petkó y Antal, 2000; Sugiura et al., 1989; Suzuki et 

al., 2002). Ciertamente, la NA liberada por fibras descendentes puede actuar post- y pre-

sinápticamente por medio de la activación de receptores α2-adrenérgicos (Fig. 7) (Carbone, 2017; 

y Fan et al., 2014).  

 

Figura 7. Inhibición noradrenérgica de la nocicepción en las astas dorsales de la medula espinal.  

Se ha propuesto que dicha acción 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 transmisión 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 transmisión hacia interneuronas inhibidoras (las cuales  

expresan receptores α1-adrenérgicos) o neuronas de proyección (que expresan receptores α2-adrenérgicos) inhibiendo el flujo de 

información neuronal de manera indirecta o directa sobre neuronas de 2°orden. Símbolos abiertos; sinapsis excitadora, símbolos 

cerrados; sinapsis inhibidora. 

 

2.2.3.2. Noradrenalina y receptores noradrenérgicos 

La noradrenalina es un neurotransmisor sintetizado a partir del aminoácido tirosina a través de una 

secuencia de reacciones enzimáticas (Fig. 8), teniendo como producto intermedio la dopamina, la 

cual posteriormente será hidrolizada a su producto final, la NA (Llorca-Torralba et al., 2016).  

La NA ejerce su acción sobre receptores noradrenérgicos. En la actualidad se considera que 

existen tres familias de receptores noradrenérgicos, todos ellos pertenecientes al grupo de 

receptores acoplados a proteínas G (GPCR, por sus siglas en inglés), los cuales se clasifican como: 

receptores α1-, α2-, y β-adrenérgicos (Millan, 2002). Estructural, funcional y farmacológicamente 
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los receptores α1-adrenérgicos se subdividen en α1A, α1B y α1C, los receptores α2-adrenérgicos en 

α2A (Petrosh y Bylund, 1986; Bylund et al., 1988), α2B (Bylund et al., 1988; Uhlén y Wikberg, 1991) 

y α2C (Blaxall et al., 1999; Bylund, 1988) mientras que los receptores β-adrenérgicos se clasifican 

en β1, β2 y β3. De forma breve, se considera que, a nivel del SNC, la activación de receptores 

α2-adrenérgicos ejerce una acción predominantemente inhibidora (sin embargo, esto podría no 

tener que ver con inhibición neuronal en términos de excitabilidad), esto debido a que se encuentran 

acoplados a una proteína G inhibidora (Gi) (Bylund, 1995; Kukkonen et al., 2001; Ruffolo et al., 

93; Ruffolo y Hieble, 1994; Summers y McMartins, 1993).  

Los receptores adrenérgicos están 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 nocicepción, los receptores α2-adrenérgicos juegan un rol 

crítico en el sistema modulador descendente de la nocicepción a nivel espinal. Como se mencionó 

anteriormente, la activación del LC inhibe la entrada de información nociceptiva a las astas dorsales 

de la médula espinal a través de la liberación de noradrenalina y la activación de receptores 

α2-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, aún se desconoce la 

participación especifica de un subtipo o subtipos de receptores α2-adrenérgicos. 

Figura 8. Biosíntesis de noradrenalina.  
La NA es sintetizada a partir del aminoácido tirosina. El primer paso de esta síntesis es la conversión de la tirosina en L-di-hidroxi-

fenilalanina (L-DOPA) a través de la acción enzimática de la tirosina hidroxilasa (TH). Subsecuentemente, la L-DOPA es convertida 

en dopamina a través de la acción de la descarboxilasa de L-aminoácidos aromáticos, y sólo en las neuronas noradrenérgicas la 

dopamina es convertida a NA por la enzima dopamina β-hidroxilasa (DBH). La TH es el paso limitante, y afecta directamente la 

síntesis de la dopamina y NA en el cuerpo. Después de la síntesis, la NA es almacenada en vesículas en los axones terminales, para 

su posterior liberación ante una entrada eléctrica específica, para su posterior unión con sus receptores.  
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2.2.4.  Sistema GABAérgico 

Dentro del sistema nervioso, el ácido γ-Aminobutírico (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 inotrópicos GABAA (canales iónicos de cloro dependientes de 

ligando, conformados por 5 subunidades de proteínas) (McCarson y Enna 2014), y los receptores 

metabotrópicos GABAB (heterodímeros acoplados a una proteína Gi) (Pinard et al., 2010). 

Como se mencionó en secciones anteriores (sección 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 modulación de la información nociceptiva (Hori 

y Hoshino, 2012; Rudomin y Schmidt, 1999). Dicho efecto antinociceptivo puede ser activado por 

la 5HT (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 GABAérgicas, por medio de la activación de receptores α1-adrenérgicos presentes 

en dichas interneuronas. 

 
 

2.2.5. Modulación exógena de la información nociceptiva 

El análisis farmacológico usando agonistas y antagonistas α2-adrenérgicos no selectivos apoya la 

hipótesis de la actividad antinociceptiva ejercida por los receptores α2-adrenérgicos (Fairbanks et 

al., 2002; Fan et al., 2014; Khodayar 2006; Skovos et al., 2001; Yoon et al., 2011). Este 

conocimiento básico ha sido extrapolado a un uso clínico a través del uso de agonistas 

α2-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 α2-adrenérgicos (Tabla 2) (Pihlavisto et al., 1998), el cual es conocido 

por ser usado como un agente antihipertensivo. Sin embargo, este fármaco tiene efectos analgésicos 

por medio de la activación de los receptores espinales α2-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 nocicepción 

en monos Rhesus que la clonidina por vía subcutánea tiene efectos antinociceptivos. Así mismo, 

un estudio en humanos demostró que la administración intratecal de clonidina ejerce un efecto 

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

diversos efectos secundarios como sedación, bradicardia y depresión respiratoria. Estos efectos 

adversos están asociados a la activación inespecífica de subtipos de receptores α2-adrenérgicos, 

produciendo efectos cardiovasculares mediados por la activación del subtipo α2B-adrenérgico 

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

supraespinales induciendo anestesia y sedación por activación de los subtipos α2A- y α2C-

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

determinar el subtipo de receptor α2-adrenérgico, a nivel espinal, que media la acción 

antinociceptiva de la clonidina es de interés científico tanto básico como clínico.  

 

 Receptores adrenérgicos 

 α2A- α2B- α2C- 

Clonidina  7.7 pKi 7.1 pKi 7.5 pKi 

Tabla 2. Perfil de afinidad de la clonidina a los diferentes receptores α2-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 clínica la clonidina es utilizada como un agente analgésico; este 

efecto a nivel espinal es mediado por la activación de receptores α2-adrenérgicos, sin que hasta el 

momento se haya determinado funcionalmente el subtipo de receptor involucrado (α2A-, α2B- y/o 

α2C-). Este proyecto de investigación buscará caracterizar a través de experimentos conductuales y 

electrofisiológicos el subtipo de receptor α2-adrenérgico que media la modulación de la nocicepción 

a nivel de la médula espinal.  

 

4. JUSTIFICACIÓN 

El uso clínico de agonistas α2-adrenérgicos no específicos en la analgesia espinal induce diversos 

efectos adversos. Determinar el o los subtipos de receptores α2-adrenérgicos que median la acción 

antinociceptiva es de interés tanto básico como aplicado. De esta forma, el conocimiento del 

subtipo(s) de receptores α2-adrenérgicos que modulan la nocicepción espinal puede dar una pauta 

al uso de nuevos agonistas selectivos, que sean más eficaces como analgésicos y produzcan menos 

efectos secundarios.  

 

5. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

5.1. Hipótesis 

Si el efecto antinociceptivo de la clonidina es debido a la activación de uno o más de los subtipos 

de receptores α2-adrenérgicos, entonces el bloqueo farmacológico específico de cada uno de ellos 

discriminará su nivel de participación en dicho efecto antinociceptivo. 

 

5.2. Objetivo general 

Identificar farmacológicamente los subtipos de receptores α2-adrenérgicos involucrados en la 

modulación de la transmisión nociceptiva a nivel de la médula espinal de la rata. 

 

5.2.1. Objetivos particulares 

 Definir el subtipo o subtipos del receptor α2-adrenérgico espinal involucrado en la 

antinocicepción inducida por clonidina a través de una aproximación de análisis conductual. 

 Definir el subtipo o subtipos del receptor α2-adrenérgico espinal involucrado en la modulación 

nociceptiva a través del análisis de las respuestas de neuronas espinales WDR. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

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 alimentación e hidratación ad libitum. 

Estos animales se dividieron en dos grupos experimentales para su evaluación conductual o 

electrofisiológica. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los protocolos de 

investigación aprobados por el Comité de bioética del Instituto de Neurobiología, la Asociación 

Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) (Zimmermann, 1983), y 

bajo los principios éticos de experimentación en animales, establecidos por la NOM-062-ZOO-

1999, los cuales están acorde a los estatutos i) las guías ARRIVE (Animal Research: Reporting of 

In Vivo Experiments) y ii) las guías “Care and Use of the Laboratory Animals established by the 

National Institutes of Health” (Publicación NIH No.8023, 1978). 

 

6.2. Experimentos conductuales (prueba de la formalina) 

6.2.1. Procedimiento general 

El procedimiento se realizó bajo los parámetros descritos por Dubuisson y Dennis (1977). 

De forma breve, las ratas se colocaron en cámaras de observación de plexiglás abiertas durante 30 

min en tres días consecutivos para permitir la adaptación a su entorno. En el tercer día y después 

de los 30 min las ratas fueron retiradas de las cámaras de observación y sujetadas suavemente 

mientras que el dorso de la pata trasera era inyectado subcutáneamente (s.c., subcutáneo) con 50 

µl de formalina al 1 %. La inyección se realizó usando una aguja de calibre 30 G. Inmediatamente 

a la inyección s.c., los animales fueron devueltos a las cámaras de observación y el comportamiento 

nociceptivo fue cuantificado. El comportamiento nociceptivo se cuantificó como el número de 

retiros de la pata inyectada durante períodos de 1 min cada 5 min, hasta 60 min después de la 

inyección de formalina (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; Malmberg y Yaksh, 1992) (Fig. 9). El 

retiro de la pata inducido por la administración de la formalina genera una curva bifásica. Una fase 

inicial (0-10 min), seguida por un período de reposo relativamente corto, que fue seguido por una 

respuesta tónica prolongada (15-60 min). Los antagonista fueron administrados 20 min antes de la 

administración de clonidina, y esta última fue administrada 10 min antes de iniciar la prueba (Fig. 

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

A) Grupo control; se administró subcutáneamente (s.c.) 50 µl 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 administró intratecalmente (i.t.) 10 µl de 

clonidina (0.1, 1 o 10 nmol) 10 minutos después se administró 50 µl formalina 1% tal y como se describió en el inciso 

A. C) Grupo antagonista; se administró i.t. 10 µl de un antagonista α2-adrenergico (BRL 44408 0.1, 1 nmol, imiloxan 

10 nmol, JP 1302 1 nmol), 10 minutos después se administró intratecalmente 10 µl de clonidina (1 nmol) tal y como 

se describió en el inciso B. 

 

6.2.2. Canulación intratecal 

Para la administración intratecal (i.t.) de los distintos tratamientos, 5 días antes de la prueba de la 

formalina se realizó una canulación i.t. crónica (Yaksh y Rudy, 1976). Las ratas fueron anestesiadas 

con ketamina/xilacina (75/10 mg/kg) por vía 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 estereotáxico (David Kopf modelo 1730) asegurando que: (1) las orejas están en una 

posición 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 insertó un catéter de polietileno del No. 10 (PE-

10) a través de una pequeña incisión hecha en la membrana atlanto-occipital de la cisterna magna. 

Éste se introdujo 9 cm en el espacio intratecal con la finalidad de colocarlo a nivel de los segmentos 
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L4 y L5 de la medula espinal. Después de la cirugía, las ratas se colocaron individualmente en cajas 

de recuperación con alimento y agua ad libitum, permitiéndoles un periodo de recuperación de 5 

días 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 o que presentaron síntomas de 

deficiencias neurológicas posoperatorias (catatonia, o perdida de movilidad en alguna extremidad) 

fueron excluidas. 

 

6.2.3. Caracterización farmacológica del efecto de la administración intratecal de clonidina o los 

antagonistas 2-adrenérgicos sobre la nocicepción inducida por formalina al 1%. 

Se utilizó 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). 

 

  
Figura 10. Diseño de grupos experimentales usados en la prueba de la formalina para determinar el subtipo de receptor 

α2-adrenérgico involucrado en el efecto antinociceptivo de la clonidina.  
 

6.2.3.1. Protocolo para evaluar el efecto del vehículo sobre la nocicepción inducida por 

formalina. 

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

sacudidas de la pata inducidas por formalina en animales a los cuáles se les inyectó un volumen de 
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solución salina isotónica (SSI, vehículo) de 20 l en el espacio intratecal. La SSI fue administrada 

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

 

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

formalina 

Se realizaron los cursos temporales del número de sacudías de la pata inducidas por formalina en 

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

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

de formalina. 

 

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

BRL 44408, imiloxan, JP-1302 o bicuculina sobre la nocicepción inducida por formalina 

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

animales pretratados por vía 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 inyección s.c. de formalina. 

 

6.2.3.4. Protocolo para evaluar el efecto de la administración intratecal de los antagonistas BRL 

44408, imiloxan o JP-1302 sobre la antinocicepción inducida por clonidina 

Los animales pretratados por vía i.t. con el vehículo (20 l) 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 administró clonidina (1 nmol) por vía i.t. (n=5 en cada uno). La inyección de 

formalina se realizó 10 minutos después de la administración de clonidina y se cuantificó la 

conducta nocifensiva. 

 

6.2.3.5. Protocolo para evaluar el efecto de la administración intratecal de bicuculina sobre la 

antinocicepción inducida por el JP-1302 

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

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

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

realizó 10 minutos después de la administración de JP-1302. 
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6.2.4. Tratamiento estadístico de los datos  

Los resultados experimentales obtenidos en esta prueba se expresaron como el promedio ± el error 

estándar de la media del número de sacudidas por minuto de la pata. Se calculó el área 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. El ABC se consideró como una expresión global de la intensidad y duración 

del efecto. Las diferencias entre los promedios de los distintos grupos de animales fueron 

analizadas para determinar si existen diferencias estadísticamente significativas aplicando un 

análisis de variancia (ANOVA) de una vía seguido por una prueba post hoc de Tukey. Una p<0.05 

se consideró significativa. 

 

6.3. Experimentos electrofisiológicos 

6.3.1. Preparación experimental 

Los animales se dividieron en distintos grupos experimentales para su evaluación experimental 

(Fig. 11). Las ratas se anestesiaron con uretano (2 mg/kg), y se colocaron en decúbito dorsal. Se 

realizó una incisión en la piel de la garanta para exponer la tráquea. Se abrió la tráquea entre los 

aros de cartílago teniendo cuidado de no cortarla completamente, y se insertó una cánula 

intratraqueal. La cánula se aseguró y se conectó a la bomba de respiración (65-70 pulsos/min). 

Los animales fueron colocados en un aparato estereotáxico (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 realizó una incisión rostro caudal a través 

de la piel de la espalda del animal. El realizar incisiones paralelas a través del músculo permitió la 

fijación de las vértebras, utilizando abrazaderas espinales. Se posicionó la primera abrazadera 

espinal en el marco del equipo de manera rostral a la vértebra L1, se levantó la columna vertebral 

hacia las abrazaderas y se sujetó firmemente, teniendo cuidado de no lastimar la vértebra. Después 

de posicionar la segunda abrazadera, gentilmente se empujó la abrazadera hacia atrás en el marco 

del equipo para estirar el torso del animal y permitir la respiración.   

Se cortó y raspó el tejido conectivo y músculo que recubría la vértebra hasta que las uniones 

entre las vértebras fueron visibles. Se utilizó una gubia para realizar la laminectomía retirando las 

apófisis espinosas en dirección rostral, posteriormente se utilizó una fresa dental para retirar la 

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

mantuvo hidratada por medio de la aplicación tópica de solución salina isotónica (SSI). 

 
Figura 11. Diseño de grupos experimentales para el análisis electrofisiológico del subtipo de receptor α2-adrenérgico 

involucrado en el efecto antinociceptivo de la clonidina. 

 

6.3.2. Registro extracelular unitario y estimulación 

Los registros extracelulares unitarios fueron realizados utilizando microelectrodos de cuarzo-

platino/tungsteno (resistencia 4-7 MΩ) 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 

μm de la superficie dentro de las láminas superficiales de los segmentos del asta dorsal izquierda 

para buscar descargas unitarias. Para cada célula registrada, el campo receptivo somático específico 

fue localizado por estimulación mecánica manual de la pata trasera ipsilateral. Bajo estas 

condiciones, la estimulación 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 estimulación 

fueron insertadas s.c. en el campo receptivo periférico de la neurona registrada. Dicho campo 

receptivo se localizó en todos los casos en la pata ipsilateral al sitio de registro de la neurona. La 

prueba de estimulación eléctrica fue entonces realizada; dicha prueba consistió en 20 estímulos a 
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0.2 Hz con pulsos de 1 ms de duración 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 estimulación eléctrica del campo receptivo 

fue registrada, amplificada, digitalizada, y discriminada usando el hardware CED y el software 

Spike 2 (Cambridge Electronic Design; Version 5.20). Las señales 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 análisis posterior. La actividad 

evocada de las neuronas de amplio rango dinámico del asta dorsal de la médula espinal fueron 

registradas y analizadas como frecuencia acumulativa e histogramas peri-estímulo para detectar la 

ocurrencia de respuestas neuronales estadísticamente significativas.  

Sobre esta base, los umbrales de estimulación para evocar potenciales de acción y su 

frecuencia de ocurrencia, resultado de la estimulación periférica del campo receptivo en la pata 

trasera, fueron atribuidos al reclutamiento de las fibras Aβ, Aδ y C. Considerando la distancia entre 

el campo receptivo y los electrodos de registro, las latencias máximas corresponden a las 

velocidades de conducción periférica de las fibras Aβ (0-20 ms), Aδ (21-90 ms) y C (90-350 ms). 

Así, el número de potenciales de acción evocados que ocurrieron en respuesta a la estimulación 

eléctrica (20 estímulos, 0.2 Hz, 1-mseg de duración, 0.1-3 mA) fueron comparados antes (basal) y 

después del tratamiento con el vehículo o el fármaco(s). 

Las respuestas neuronales evocadas fueron evaluadas antes (respuesta basal) y después de la 

administración 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 administración de clonidina. Los 

fármacos fueron administrados a nivel espinal en un volumen de 10 l. 

 

6.3.3. Caracterización farmacológica del efecto de la administración espinal de clonidina sobre 

las respuestas nociceptivas de neuronas de amplio rango dinámico (WDR). 

Se utilizó 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, 5 y 10 neuronas. 
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6.3.3.1. Protocolo experimental para evaluar el efecto del vehículo sobre las respuestas 

nociceptivas de neuronas WDR 

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

vehículo; 10 l a nivel de la médula espinal) se registraron las respuestas neuronales de células 

WDR inducidas por la estimulación 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 utilizó 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 estimulación eléctrica de su campo receptivo en animales. 

 

6.3.3.3. Protocolo experimental para evaluar el efecto del BRL 44408 sobre la antinocicepción 

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 administró de forma tópica en la médula espinal 10 minutos previos a la 

administración tópica de clonidina (10 nmol, n=5). Es de importancia mencionar que, a este punto 

no se realizaron experimentos electrofisiológicos 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 utilizó 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 estimulación 

eléctrica de su campo receptivo en animales  

 

6.3.4. Tratamiento estadístico de los datos  

Los datos obtenidos de los registros electrofisiológicos se expresaron como el promedio ± el error 

estándar de la media. En todos los casos, el número de potenciales evocados inducidos por la 

estimulación 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 variación ≤10% en su respuesta neuronal inducida por la estimulación eléctrica durante 5 

controles consecutivos (5 minutos entre cada prueba). La actividad neuronal evocada antes y 

después del tratamiento se comparó usando un análisis de varianza de dos vías. La diferencia de 

actividad global neuronal de un grupo de animales antes y después del tratamiento se comparó 

usando un análisis de varianza de una vía. De allí si era aplicable, se realizó una prueba post hoc 

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

 

6.4. Fármacos 

Además de los anestésicos usados (ketamina, xilacina y uretano), se emplearon los siguientes 

fármacos: 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 fármacos fueron disueltos en solución fisiológica salina. 
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7. RESULTADOS  

7.1. Análisis conductual 

Como fue descrito por Debuisson and Dennis (1977), la administración subcutánea de formalina 

al 1% en la pata trasera derecha de la rata produce una respuesta nociceptiva bifásica característica 

(cuantificada como número de sacudidas de pata) (Fig. 12A, curva control). La primera fase (F1) 

ocurre inmediatamente después de la administración de formalina y decae a los 10 min, la segunda 

fase (F2) inicia a los 15 min posteriores a la administración de formalina y decae aproximadamente 

hasta los 60 min.  

 

7.1.1 Efecto de la administración intratecal de clonidina sobre la nocicepción inducida por 

formalina 

La administración intratecal (i.t.) de clonidina (0.1 nmol, n=5; 1 nmol, n=5; ó 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 áreas bajo la curva (ABC) de la fase 1 

y 2 de la prueba de la formalina. El análisis estadístico muestra que la clonidina disminuyó 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 número de sacudidas de la pata inducida por la administración s.c. 

de formalina (1 %). 

A) Se muestra el curso temporal bifásico (F1 y F 2) de la respuesta nociceptiva inducida por 1 % de formalina (50 µl) en las ratas 

del grupo control y los grupos tratados con clonidina (0.1, 1 ó 10 nmol/10 l). La clonidina se administró 10 minutos antes de la 

administración 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. Análisis de varianza (ANOVA) de una vía (P<0.001 vs grupo control). La clonidina se administró 10 

minutos antes de la administración s.c. de formalina. 
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7.1.2 Efecto per se de la administración intratecal de los antagonistas BRL 44408, imiloxan, y 

JP-1302 sobre la nocicepción inducida por formalina 

Se evaluó el efecto per se de la administración i.t. de BRL 44408 (antagonista especifico α2A-

adrenérgico), imiloxan (antagonista especifico α2B-adrenérgico) y JP-1302 (antagonista especifico 

α2C-adrenérgico). La figura 13 muestran que la administración de BRL44408 (0.1 nmol, n=5; o 1 

nmol, n=5) o imiloxan (10 nmol, n=5) no tienen efecto sobre la nocicepción inducida por formalina. 

En contraste, el JP-1302 (1 nmol, n=5; 10 nmol, n=5) reduce la nocicepción inducida por formalina. 
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Figura 13. Efecto per se de los antagonistas α2-adrenérgicos selectivos sobre el número de sacudidas de la pata inducida por 

formalina al 1%.  

A) Curso temporal de la respuesta nociceptiva inducida por formalina en el grupo control (solución salina isotónica, 0.9 % NaCl) y 

en los grupos tratados con los antagonistas α2-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 administración 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 administración de JP-1302 disminuyó significativamente la conducta 

nociceptiva en comparación con el grupo control. Análisis de varianza (ANOVA) de una vía (*P<0.05, P<0.01 vs grupo control). 
Los antagonistas se administraron 20 min antes de la administración de formalina. 

 

 

 

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

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

Con base en los resultados se decidió utilizar una dosis i.t. de clonidina de 1 nmol para caracterizar 

el subtipo de receptor α2-adrenérgico involucrado. Como se observa en la Fig. 14, el efecto 

antinociceptivo inducido por clonidina fue revertido en los animales pretratados con BRL44408 

(antagonista α2A-adrenérgico selectivo; 1 nmol) más no con imiloxan (antagonista α2B-adrenérgico 

selectivo) o JP-1302 (antagonista α2C-adrenérgico selectivo; 1 nmol). 
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Figura 14. Efecto de los antagonistas α2-adrenérgicos selectivos sobre la antinocicepción 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 

+ vehículo; (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 administración de BRL 44408 (de forma particular a 1 nmol) mas no por el imiloxan o el JP-1302. 

Análisis de varianza (ANOVA) de una vía (P<0.01, P<0.001 vs grupo control). Los antagonistas fueron administrados 10 min 

antes que la clonidina. 

 

7.1.4 Efecto de la administración intratecal de bicuculina sobre la antinocicepción inducida 

por el JP-1302 

Para tratar de explicar los efectos antinociceptivos inesperados inducidos por la administración 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.) revirtió el efecto antinociceptivo 

inducido por el JP-1302. Por otra parte, se observa que la administración de bicuculina (0.3 nmol, 

n=5) no tuvo un efecto per se sobre la nocicepción inducida por formalina 
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Figura 15. Efecto del antagonista GABAérgico selectivo bicuculina (0.3 nmol) sobre la antinocicepción inducida por el 

antagonista α2C-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 administración de bicuculina. 

Análisis de varianza (ANOVA) de una vía (*P<0.05 vs grupo control). La bicuculina fue administrada 10 min antes que el JP-1302. 

 

 

7.2. Análisis electrofisiológico 

Los registros extracelulares en la médula espinal se realizaron en 35 neuronas WDR con un campo 

receptivo cutáneo localizado ipsilateral al sitio de registro. La mayoría de las neuronas registradas 

se encontraron a una profundidad promedio de 700 ± 192 μm lo cual sugiere que se encontraban 

en la lámina V-VI (Manzano-García 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 estímulos no-nocivos como 

nocivos. En todos los casos, la estimulación eléctrica del campo receptivo periférico evocó 

respuestas neuronales WDR asociadas a la activación de fibras Aδ y C (Fig. 16). 

 

7.2.1. Estabilidad de los registros electrofisiológicos 

Dado que se registraron neuronas WDR en la zona lumbar de la medula espinal durante 60 min, se 

evaluó el efecto del tiempo en las respuestas nociceptivas neuronales provocadas por la 

estimulación eléctrica periférica. Como se observa en la Fig. 16A, las respuestas neuronales 

asociadas a la activación de fibras A, A 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 

duración de los registros. De forma similar, la administración del vehículo no tuvo efecto sobre la 

actividad neuronal asociada a fibras A, A 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 duración del experimento o al vehículo usado. 
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Figura 16. Ejemplos de histogramas peri-estímulo de neuronas WDR construidos a partir de la estimulación eléctrica 

periférica antes (histograma basal, izquierda) y 60 minutos después de los distintos tratamientos. 

Histograma peri-estímulo basal y después de 60 minutos en neuronas WDR control (A) y tratadas con vehículo (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-estímulo antes (basal) y después (60 minutos) de la administración de clonidina (1 nmol y 10 nmol); en 

este caso se observa una disminución de la actividad asociada al disparo de las fibras A y C, mas no de las fibras A. 

 

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

La administración espinal de clonidina (1, 10 nmol) no ejerce una inhibición sobre el porcentaje de 

la actividad neuronal o el porcentaje global de actividad de las fibras Aβ (Fig. 17A y 17D). En 

contraste, la clonidina (10 nmol) inhibió la actividad neuronal asociada al disparo de las fibras A 

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

estimulación eléctrica periférica. 

Los paneles A, B y C muestran el curso temporal del efecto de la administración de clonidina (1 o 10 nmol) sobre la actividad 

neuronal asociada al disparo de fibras A, Aδ y C expresada como porcentaje de cambio con respecto a su actividad basal. La 

administración espinal de clonidina (1 o 10 nmol) no modifica la actividad neuronal asociada a la activación de las fibras A (A); 

sin embargo, disminuye de forma significativa la actividad asociada al disparo neuronal de las fibras Aδ y C (B y C). Es interesante 

observar que el efecto antinociceptivo de la clonidina fue más notorio en las fibras Aδ que en las fibras C. Análisis de varianza 

(ANOVA) de dos vías de medidas repetidas (*P<0.05, P<0.01, P<0.001 vs. grupo control). Los paneles D, E y F muestran la 

actividad neuronal global de las fibras Aβ, Aδ y C; la clonidina (1, o 10 nmol) inhibe la actividad global solo de las fibras Aδ y C, 

más de las fibras A. Análisis de varianza (ANOVA) de una vía P<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 administración espinal del JP-1302 sobre la actividad de neuronas WDR 

La administración espinal de JP-1302 (1 nmol y 10 nmol) no tiene efecto sobre la actividad 

neuronal asociada al disparo de las fibras Aβ, A y C (Fig. 18A, 18B y 18C). La Fig. 18D y 18E 

muestra un ejemplo de los histogramas peri-estímulo de neuronas WDR tratadas con 1 o 10 nmol 

de JP-1302 en donde no se observa una disminución en la respuesta de las diferentes fibras que 

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

estimulación eléctrica periférica. 

Los paneles A, B y C muestran el curso temporal del efecto de la administración espinal de JP-1302 (1 nmol o 10 nmol) sobre la 

actividad neuronal asociada al disparo de fibras A, Aδ 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 administración espinal de JP-1302 (1 nmol y 10 nmol) 

no afecta la actividad neuronal asociada al disparo de las fibras Aβ (A), Aδ (B) o C (C). Análisis de varianza (ANOVA) de dos vías 

(P<0.05 vs grupo control). Los paneles D y E muestran dos ejemplos de histograma peri-estímulo obtenido antes (basal) y después 

de la administración de 1 nmol (D) o 10 nmol (E) de JP-1302, en el cual no se observa una disminución en la respuesta de los 

distintos componentes de actividad neuronal. El JP-1302 fue administrada en T=0. 

 

7.2.4. Efecto de la administración espinal de BRL 44408 sobre la inhibición 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 α2A-adrenérgico selectivo; 1 nmol) bloquea la antinocicepción inducida 

por 10 nmol de clonidina (10 nmol). De forma particular, la Fig. 19B y 19C muestra los cursos 

temporales donde se observa que el efecto de la clonidina sobre la actividad asociada a la activación 

de las fibras A y C es bloqueado por el BRL 44408. Resultados similares se obtienen en las 

gráficas 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-estímulo donde se ilustra el efecto de la clonidina sobre el disparo 

neuronal asociado al disparo de fibras A y C en una neurona WDR; 60 minutos después de la 

administración de clonidina se observa una clara disminución de la actividad de las fibras antes 

mencionadas. Por otra parte, la Fig. 19H muestra que la administración de BRL 44408 bloquea el 

cambio en la actividad neuronal inducida por clonidina. 
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Figura 19. La administración espinal de BRL 44408 bloquea la inhibición de la actividad neuronal inducida por la clonidina. 

Los paneles A, B y C muestran los cursos temporales del efecto del: (i) vehículo, (ii) clonidina, o (iii) clonidina + BRL44408 sobre 

la actividad neuronal asociada al disparo de fibras A, Aδ y C expresada como porcentaje de cambio con respecto a su actividad 

basal. La administración espinal de los distintos tratamientos no ejerce ningún efecto sobre la actividad neuronal asociada a la 

activación de las fibras A (A); sin embargo, el BRL 44408 bloquea la antinocicepción inducida por la administración de clonidina 

observada tanto para las fibras Aδ y C (B y C). Análisis de varianza (ANOVA) de dos vías de medidas repetidas (P<0.05 vs grupo 

control). Los paneles D, E y F muestra la actividad global neuronal de las fibras Aβ, Aδ y C en respuesta al pretratamiento con BRL 

44408 sobre la inhibición inducida por clonidina; el pretratamiento con BRL 44408 (1 nmol) abole la inhibición de la actividad 

neuronal inducida por clonidina (10 nmol) en las fibras Aδ y C. Análisis de varianza (ANOVA) de una vía (P<0.01 vs grupo 

control). Los paneles G y H muestran dos ejemplos de histograma peri-estímulo obtenido antes (basal) y después del tratamiento 

con clonidina (G) o con BRL 44408 + clonidina (H); el efecto de la clonidina observado como una disminución de la actividad 

asociada al disparo de las fibras A y C (G) no ser observa después del pretratamiento con BRL 44408 (H). 
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8. DISCUSIÓN  

8.1. General 

El presente trabajo tuvo como objetivo dilucidar, a través de experimentos de nocicepción 

conductual y electrofisiológicos, el subtipo de receptor α2-adrenérgico espinal involucrado en la 

antinocicepción inducida por clonidina. Es de importancia mencionar que los experimentos 

electrofisiológicos fueron realizados en neuronas de amplio rango dinámico (WDR) y no 

directamente sobre fibras aferentes primarias (Aβ, Aδ 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 

nocicepción conductual fueron realizados por medio de la prueba de la formalina, la cual es 

clasificada como un modelo de dolor persistente, siendo así 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 electrofisiológicos, que el receptor α2A-

adrenérgico se encuentra involucrado en la antinocicepción espinal inducida por clonidina. Por otra 

parte, por medio de la prueba de la formalina, se observó que el receptor α2C-adrenérgico ejerce un 

efecto antinociceptivo espinal, el cual es revelado por el JP-1302. 

 

8.2. La administración espinal de clonidina inhibe la nocicepción conductual y 

electrofisiológica 

Los resultados en los experimentos conductuales y electrofisiológicos muestran que la clonidina 

induce antinocicepción (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 

específica, experimentos conductuales y electrofisiológicos en roedores han demostrado que la 

activación de receptores espinales α2-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 clínicos demuestran que la administración epidural 

de clonidina ejerce un efecto analgésico (Brunschwiler et al., 1998; De Negri et al., 1997; Fogarty 

et al., 1993; Hood et al., 1996).  
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En este punto es relevante mencionar que aun cuando los receptores α2-adrenérgicos han sido 

subclasificados en al menos tres subtipos, denominados receptores α2A-, α2B- y α2C-adrenérgicos, 

el papel específico en la modulación espinal de la nocicepción no ha sido explorada en modelos 

funcionales de dolor (Bernard et al., 1990; McCleary y Leander, 1981; Starke y Altmann, 1973), 

diversos estudios de biología molecular han demostrado que los diferentes subtipos de receptores 

α2-adrenérgico se expresan en la médula espinal y ganglios de la raíz dorsal. A nivel de la raíz 

dorsal, el receptor α2A-adrenérgico se expresa principalmente en las fibras aferentes primarias 

(Aoki et al., 1994; Bücheler et al., 2002; Stone et al., 1998); el subtipo α2B- se localiza en ganglios 

de la raíz dorsal y en neuronas del asta dorsal de la medula espinal (Nicholson et al., 2005). Por 

otra parte, el subtipo α2C- se encuentra localizado en fibras descendentes e interneuronas de la 

medula espinal (Bücheler et al., 2002; Stone et al., 1998). En este contexto, para tratar de discernir 

el subtipo(s) de receptor α2-adrenérgico implicada en la antinocicepción inducida por clonidina, se 

analizó el efecto antinociceptivo de este fármaco en la prueba de la formalina (experimentos 

conductuales) y electrofisiológicamente en presencia de antagonistas (competitivos) selectivos, los 

cuales presentan un perfil de afinidad mayor (Tabla 3) a su subtipo de receptor α2-adrenérgico, ya 

sea; α2A- (BRL 44408; Dwyer et al., 2010; Uhlén et al., 1994; Young et al., 1989), α2B- (imiloxan; 

Michel et al., 1990; Uhlén et al., 1994; Young et al., 1989) y α2C-adrenérgicos (JP-1302; Sallinen 

et al., 2007; Tricklebank, 2007).  

 BRL 44408 Imiloxan JP-1302 

Receptor adrenérgico pKi pKi pKi 

α2A- 8.7 - 5.5 

α2B- 6.8 7.3 5.8 

α2C- 6.2 - 7.5 

Tabla 3. Perfil de afinidad de los antagonistas selectivos a los diferentes receptores α2-adrenérgicos. 
 

8.3. Papel de los receptores α2A-adrenérgicos en la antinocicepción inducida por clonidina 

El pretratamiento con 1 nmol de BRL 44408 bloqueó la antinocicepción inducida por la clonidina 

tanto en los experimentos de conductuales y electrofisiológicos (Fig. 14 y 19).  Estos datos sugieren 

que el efecto antinociceptivo de la clonidina es mediado principalmente por la activación de 

receptores α2A-adrenérgicos espinales. Considerando que diversos estudios muestran la presencia 

de receptores α2A-adrenérgicos a nivel de aferentes primarias nociceptivas (i.e. fibras Aδ y C) 

(Birder y Perl, 1999; Bücheler et al., 2002; Stone et al., 1998), nosotros hipotetizamos que el efecto 



34 

 

de la clonidina sobre este subtipo de receptores podría llevarse a cabo a nivel de las aferentes 

primarias. Esta suposición se ve reforzada considerando los experimentos electrofisiológicos, 

donde la clonidina sólo inhibe la actividad neuronal asociada a las fibras Aδ y C (Fig. 17 B y C) 

pero no la actividad de las fibras Aβ (Fig. 17A). Estos resultados descartan que la clonidina esté 

inhibiendo neuronas de segundo orden (i.e. WDR), y a su vez apoyan nuestra hipótesis sobre una 

inhibición directa de la clonidina sobre las aferencias primarias.  

Por otra parte, los experimentos realizados descartan la participación de los receptores α2B-

adrenérgicos considerando que, debido al perfil de afinidad que presenta el imiloxan (antagonista 

α2B-adrenérgico, Tabla 3), no interactúa con algún otro de los subtipos de receptores α2-

adrenérgicos, así 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 modulación de la 

nocicepción. 

 

8.4. El bloqueo de receptores α2c-adrenérgicos produce un efecto antinociceptivo en la 

prueba de la formalina 

Un resultado relevante fue el hecho de que la administración intratecal de 1 o 10 nmol de JP-1302 

(antagonista α2C-adrenérgico) tuvo un efecto antinociceptivo per se en los experimentos de 

nocicepción 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 electrofisiológicos (Fig. 18). Estos resultados en 

principio sugieren que los receptores α2C-adrenérgicos son pro-nociceptivos y que están 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 

presentó efectos per se, así mismo, en estudios realizados por Sallinen et al., en 2007, utilizando 

concentraciones máximas de 100 nmol, sólo reportaron un posible efecto antidepresivo al someter 

a los animales a la prueba de nado forzado, hipotetizando que dicho efecto podía estar mediado por 

la activación de receptores  α1-adrenérgicos. Sin embargo, el grupo de Sallinen no realizó 

experimentos para evaluar ese posible efecto antidepresivo, ni experimentos conductuales para 

evaluar nocicepción. Debido a esto, es necesario indicar que el efecto antinociceptivo del JP-1302 

puede estar mediado por un mecanismo diferente al cual aquí 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 participación de interneuronas GABAérgicas (Fig. 15) (Baba et al., 2000, 2000).  

Es necesario señalar que diversos reportes asocian la activación de receptores α2C-

adrenérgicos con un mecanismo de retroalimentación negativa; que provoca la inhibición de la 

liberación de neurotransmisores (Langer, 2015; Langer et al., 1977; Pelayo et al., 1977). 

Considerando que la noradrenalina promueve la transmisión GABAérgica en la médula espinal 

(Gassner et al., 2009) a través de la activación postsináptica de receptores α1-adrenérgicos en 

interneuronas GABAérgicas (Millan, 2002; Yoshimura y Furue, 2006), es probable que el bloqueo 

de receptores α2C-adrenérgicos presinápticos (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 

liberación de neurotransmisores, lo cual facilitaría la transmisión GABAérgica (Kawasaki et al., 

2003; Zhang y Ordway, 2003) en un modelo de nocicepción, esto tendría como resultado un efecto 

antinociceptivo. 

Dicho mecanismo de inhibición indirecta a nivel espinal, mediado por interneuronas, ha 

sido propuesto por diversos autores (Millan, 2002; Pertovara, 2006; Pertovaara y Almeida, 2006; 

Petkó y Antal, 2000). Bajo esta premisa, el bloqueo de receptores α2C-adrenérgicos eliminaría la 

retroalimentación negativa (Bücheler et al., 2002; Holmberg et al., 2003; Philipp et al., 2002; Stone 

et al., 1998; Zhang y Ordway, 2003) y facilita la activación de una neurona postsináptica (en este 

caso una interneurona GABAérgica, 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 hipótesis de la neurotransmisión GABAérgica en el efecto del JP-1302, se 

realizaron experimentos en presencia de bicuculina (antagonista inespecífico de los receptores 

GABAA), la cual no presentó efectos per se sobre la nocicepción inducida por la formalina (Fig. 

15). Los experimentos conductuales con bicuculina (0.3 nmol / 10 μl) muestran que la 

antinocicepción inducida por el JP-1302 es revertida con el pretratamiento de este fármaco. Estos 

resultados sugieren que existe una participación de los receptores GABAA en el efecto 

antinociceptivo del JP-1302 (Fig. 15) lo que refuerza nuestra hipótesis acerca de un posible 

mecanismo GABAérgico.  

Por otra parte, es interesante notar que la antinocicepción inducida por el JP-1302 sólo se 

observó en los experimentos conductuales mas no en los electrofisiológicos. Esta discrepancia 

puede ser debida al estímulo nocivo que se está empleando, pues la prueba de la formalina emplea 
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un estímulo químico generando la conducta bifásica (fase 1 y 2); resultados similares son 

observados registrando electrofisiológicamente neuronas WDR en la médula espinal (Dickenson y 

Sullivan, 1987). De forma específica, la fase 1 de corta duración se presenta dentro de los primeros 

10 min posteriores a la administración s.c. de formalina, generando nocicepción de tipo agudo por 

la activación de canales TRPA1 presentes en fibras C con la consecuente despolarización de 

aferentes nociceptivas C (Fischer et al., 2014; Kerstein et al., 2009). Mientras que en la fase 2 se 

genera nocicepción inflamatoria posterior a los 20 min de la administración de formalina, dicha 

inflamación es persistente y puede derivar en una sensibilización central (Fu et al., 2000, 2001; 

Hunskaar y Hole, 1987; Shibata et al., 1989; Tjølsen et al., 1992). En cambio, bajo el protocolo de 

experimentación empleado para los experimentos electrofisiológicos, se utilizaron estímulos 

eléctricos puntuales sobre un campo receptivo periférico específico; dichos estímulos despolarizan 

la membrana de las fibras aferentes primarias generando potenciales de acción sin generar procesos 

inflamatorios (Burchiel, 1984; Calvillo et al., 1982; Chapman et al., 1998; Fraser et al., 1992; Urch 

y Dickenson, 2003).  

Estas diferencias metodológicas son de gran importancia, pues se ha demostrado que la 

administración 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 estimulación eléctrica sobre un campo receptivo periférico. Siendo 

así, dicho incremento en la actividad noradrenérgica inducida por la formalina podría mantenerse 

de forma constante por la administración de JP-1302, mediante el mecanismo previamente 

propuesto (Fig. 20), generando así un efecto antinociceptivo en los experimentos conductuales mas 

no en los electrofisiológicos.  

En cualquier caso, estos resultados plantean nuevas preguntas acerca del mecanismo de 

acción involucrado en el efecto antinociceptivo del JP-1302. ¿Dicho efecto antinociceptivo será 

observable en un modelo electrofisiológico mediante la administración s.c. de formalina sobre un 

campo receptivo periférico? y plantea nuevas preguntas sobre su interacción y relación con el 

sistema GABAérgico u otros sistemas inhibidores de la transmisión nociceptiva.  
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Figura 20. Posible mecanismo de acción de los receptores α2A-adrenérgicos y α2C-adrenérgicos sobre la modulación de la 

nocicepción a nivel espinal.  

La activación de receptores α2-adrenérgicos inhibe la transmisión nerviosa. Dichos receptores de siete dominios transmembrana 

están acoplados por definición a proteínas Gi, proteínas que inhiben la actividad de la adenilato ciclasa, inactivan canales de Ca2+ 

y/o activan canales rectificadores de K+, los cuales son sistemas de transducción asociados con la inhibición de la liberación de 

neurotransmisores. Dicha activación resulta en una hiperpolarización y por lo tanto un bloqueo de la transmisión nerviosa. En este 

contexto, la activación de los receptores α2A-adrenérgicos presentes en las fibras aferentes primarias provoca un bloqueo de la 

información neuronal nociceptiva hacia neuronas WDR. Por otra parte, en el caso de los receptores α2C-adrenérgicos, estos en 

principio están 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 retroalimentación 

negativa. Sin embargo, bajo condiciones de nocicepción inflamatoria, o persistente, el bloqueo de este subtipo de receptores 

incrementa la liberación de neurotransmisor, lo cual puede mantener activo al sistema GABAérgico. En la figura se muestra como 

el bloqueo de receptores α2C-adrenérgicos por medio de la administración de JP-1302 incrementa el flujo de noradrenalina al espacio 

sináptico, por consiguiente, esto mantendrá activo a los receptores α1-adrenérgicos presentes en las interneuronas GABAérgica, 

generando así una inhibición de las neuronas WDR por parte del GABA. Abreviaturas: CS, centros supraespinales; FAP, fibra 

aferente primaria; GABA, ácido -aminobutírico; GRD, ganglio de la raíz dorsal; NA, noradrenalina; NP, neurona de proyección. 

Modificado de Millan 2002. 

 

 

 

9. CONCLUSIONES  

Con base en los resultados conductuales y electrofisiológicos, se establece que la clonidina ejerce 

una acción antinociceptiva por la activación de receptores α2A-adrenérgicos espinales. Por otra 

parte, bajo nocicepción de fase aguda e inflamatoria, el bloqueo espinal de receptores 

α2C-adrenérgicos (con el antagonista selectivo JP-1302) produce antinocicepción, la cual parece 

estar mediada a través de señalización GABAérgica.  
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