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INTRODUCCION

El dolor segun la International Association for the Study of Pain (IASP) es "una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con una lesion tisular,
presente o potencial y descrita en términos de la misma". Es una sensacion
heterogénea que se puede dividir en tres categorias desde el punto de vista
fisiologico: el dolor nociceptivo, el inflamatorio y el neuropatico (Garcia et al.,
2001). Como veremos mas adelante, la percepcion del dolor consta de un sistema
neural sensitivo (nociceptores) y unas vias nerviosas aferentes que responden a

estimulos nociceptivos tisulares (Puebla, 2005).

En la periferia, las prostaglandinas (PGs) tienen un papel muy importante
en la percepcion del dolor. El desarrollo del proceso de inflamacion se acompaiia
con la liberacion de PGs, y estas contribuyen a que se altere la relacion entre la
intensidad de los estimulos y las respuestas que estos originan. Su aplicacion
sensibiliza los nociceptores, lo que conlleva a una respuesta dolorosa exagerada
frente a estimulos que en otras ocasiones serian ligeramente dolorosos
(hiperalgesia). Esta disminucion del umbral del dolor (Vanegas et al., 2001),
incrementa la capacidad de respuesta de los sujetos a estimulacion nociva en

comparacién con el estado previo sin PGs (Raja et al., 1988).

Para el combate del dolor, se usan los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), que conjugan propiedades antiinflamatorias y analgésicas.
Los AINEs inhiben a las enzimas ciclooxigenasas (COX), responsable de la
sintesis de las PGs a partir de acido araquidonico (Torres et al., 2001). Se han
descrito al menos dos isoformas de la COX, una denominada COX-1 o
“constitutiva” y una segunda isoforma denominada COX-2 o “inducible”, que se
sobreexpresa en respuesta a un dafio tisular inflamatorio y por lo tanto se ha
propuesto que participa y/o empeora la respuesta inflamatoria. Esta division, si

bien en un primer momento fue muy Wtil, no es exacta, ya que ambas COX son
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constitutivas en el Sistema Nervioso Central (SNC) y la COX-1 puede contribuir

de manera importante tanto al dolor asociado como al proceso inflamatorio

(Torres et al., 2001).

Recientemente se ha demostrado que el efecto analgésico de los AINEs es
también debido a la accion que estos ejercen estructuras del tallo cerebral como la
Sustancia Gris Periacueductal (SGPA) y el Nucleo Raphe Magnus (NRM), asi
como de la Médula Espinal (Véazquez et al., 2005). Este efecto esta mediado, al
menos parcialmente, por la liberacion de opioides endégeno (Vazquez et al.,
2005), pero otros mecanismos de accion, como la inhibicion de la sintesis de PGs

dentro del sistema nervioso no se descarta.

Esta investigacion pretende estudiar el papel de la COX 1 sobre el sistema
de modulacion descendente del dolor; para ello se va a evaluar
electrofisiologicamente la respuesta de neuronas sensoriales espinales de ratas
sanas y ratas con una pata inflamada ante la estimulacion mecénica de su campo

receptivo, antes y durante la microinyeccion del SC 560 en la SGPA

12




CAPITULO I
EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

Las Prostaglandinas (PGs) constituyen mediadores locales de una amplia
variedad de funciones dentro del Sistema Nervioso Central (SNC), asi como en

tejidos periféricos.

Ultimamente ha emergido una gran cantidad de informacién sobre el rol
que juegan las PGs en el dolor y en la sensibilizacion central (Vanegas et al,
2001). Por otro lado, las ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1 y COX-2), las enzimas
que forman las PGs a partir del acido araquidénico, son expresadas tanto en el
ganglio de la raiz dorsal (GRD), en la médula espinal (ME), asi como en zonas
supraespinales como la SGPA ( Willingale et al., 1997; Inoue et al., 1999). Ambas
isoformas se expresan de manera constitutiva, pero en particular la COX-2 es
marcadamente sobreexpresada durante el desarrollo de inflamaciones periféricas

agudas o cronicas (Goppelt er al, 1998; Ebersberger et al., 1999).

En los tejidos periféricos asi como en el SNC se incrementa la liberacion
de PGs después de la estimulacion nociva, producida, por ejemplo, por pulsos
eléctricos (Ramwell er al., 1966), calor nocivo (Coderre et al., 1990), la inyeccion
subcutanea de formalina (Malmberg et al, 1995; Hua et al., 1999), y la
inflamacion periférica (Yang et al., 1996; Ebersberger et al., 1999; Giihring er
al., 2000). Dentro del SNC las PGs también ejercen efectos, asi tenemos que, la
administracion intratecal de prostaglandina E; (PGE;) causa alodinia e
hiperalgesia en animales despiertos (Taiwo er al., 1988; Minami et al., 1994,
1996; Malmberg et al., 1995; Nishihara et al., 1995). Finalmente, la aplicacion de

Anti-Inflamatorios No Esteroideos (AINEs) como la indometacina inhiben la
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sintesis de PGs no solo en el tejido inflamado sino también en la ME (Vanegas et

al.,2001).

Curiosamente, el efecto que las PGs pueden tener sobre el sistema de
modulacion descendente del dolor ha sido poco estudiado. Existen estudios que
demuestran que la administracion central de inhibidores especificos de la COX-2
favorece la modulacion del dolor, pero es muy poco lo que se sabe acerca de la
contribucién de la COX-1. Por eso en este trabajo estudiaremos el papel de la
COX-1 de la SGPA en la modulacién del dolor en situaciones normales y durante

el desarrollo de un cuadro inflamatorio periférico.

Es por esta razon que nos planteamos el siguiente problema de
investigacion: ;Cuaél es la accion del inhibidor especifico de la COX-1 SC 560,

sobre la hiperexcitabilidad neuronal espinal inducida por inflamacion?

Justificacion de la investigacion

Este proyecto de investigacion se realiza con la finalidad de estudiar la
accion central del SC 560, un inhibidor especifico de la COX-1, sobre el
desarrollo de la hiperexcitabilidad neuronal espinal inducida por inflamacion.
Como se menciond anteriormente esta enzima se encuentra presente en estructuras
claves del Sistema Descendente de Modulacion del Dolor, como la Sustancia Gris
Peri-Acueductal y es una de las enzimas responsable de la biosintesis de PGs en el

neuroeje.
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Objetivo General

Estudiar la accion del inhibidor especifico de la COX-1 SC 560, sobre la

hiperexcitabilidad neuronal espinal inducida por inflamacion.

Objetivos Especifico

e Evaluar electrofisiologicamente la respuesta de neuronas sensoriales
espinales de ratas sanas (sin inflamacién) y ratas con la pata inflamada y
sana a la estimulacion mecénica de su campo receptivo antes de la
microinyeccion en la SGPA del SC 560.

e Evaluar electrofisiologicamente la respuesta de neuronas sensoriales
espinales de ratas sanas (sin inflamacién) y ratas con la pata inflamada y
sana a la estimulacién mecénica de su campo receptivo durante la
microinyeccién en la SGPA del SC 560.

e Comparar la repuesta de neuronas espinales de ratas con la pata inflamada
vy sin inflamar a la estimulacion mecénica de su campo receptivo antes y

durante la microinyeccion del SC 560.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO

A lo largo de las ultimas décadas del siglo XX se han logrado avances
significativos en la comprension de los mecanismos del dolor y su tratamiento. En
el seno de los sistemas sensoriales, el dolor constituye una sefial de alarma para
intentar proteger al organismo. Esto desencadena una serie de reacciones con la
finalidad de disminuir la causa, y asi limitar las consecuencias de la agresion.
Dichos mensajes nociceptivos son transmitidos, modulados e integrados en
diferentes niveles del sistema nervioso, los cuales, iniciados en la periferia, viajan
hacia el asta dorsal de la médula y de ahi a diversas estructuras hasta llegar a

centros superiores (Perena et al., 2000).

Entre los conocimientos acumulados en el campo del dolor a lo largo de
las ultimas décadas, los mecanismos intimos de la neurotransmisiéon y/o
neuromodulacion de la sensacion dolorosa son los mas importantes. Pese a que el
dolor es un mecanismo de defensa, es decir, una sefial de alarma para proteger al
organismo y aumentar la supervivencia del individuo, en algunas ocasiones se
convierte en una fuente de sufrimiento inutil (Romera et al., 2000), que debe ser

efectivamente combatido.
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El dolor

Como se menciond en la introduccion en 1979 la International Association
for the Study of Pain (IASP) defini6 al dolor como "una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada con una lesién tisular, presente o potencial o
descrita en términos de la misma". Aqui debemos agregar que esta sensacién es
una experiencia sensorial muy compleja dado sus contenidos psicofisiologicos y
afectivos. Los componentes psicofisioldgicos de la sensacién dolorosa tienen que
ver con su localizacién, intensidad, caricter y duracién. Los componentes
afectivos por otro lado, tienen que ver con los sentimientos de rechazo y de

disconformidad que son parte integral de la experiencia nociceptiva. (Talbot ez
al., 1991).

Fisiologia del dolor

El sistema nociceptivo

Componentes periféricos

Los estimulos de una intensidad tan alta que son capaces de provocar dafio
tisular (estimulos nocivos) activan a los nociceptores o receptores de alto umbral

(Perl, 1971). Los nociceptores son los terminales nerviosos periféricos de las

neuronas aferentes primarias nociceptivas.

El soma de estas neuronas es pequefio y se ubica en los ganglios de la raiz

dorsal y los nucleos de los nervios trigéminos (Jessell ez al. 1991). Las neuronas
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aferentes primarias ademas de tener un proceso periférico que inerva a los tejidos,
tienen otra prolongaciéon que va hacia la medula espinal y que hace sinapsis con
neuronas espinales. Asi la informacion sensorial es llevada desde los tejidos

periféricos al sistema nervioso central (SNC).

Existen dos tipos de fibras aferentes nociceptivas:

1. Fibras Ad: responden a estimulos térmicos y mecanicos intensos. Se
caracterizan por ser de pequefio didmetro y poco mielinizadas.

2. Fibras C o nociceptores polimodales: responden tanto a estimulos mecanicos y
térmicos como a estimulos quimicos. Son de pequefio didmetro y

amielinizada.

Componentes centrales

Las fibras Ad y C, al entran a la medula espinal, ascienden y descienden
unos cuantos segmentos como parte del tracto Lissauer, para luego hacer sinapsis
con neuronas espinales de segundo orden, ubicas en su mayoria en la lamina I

(zona marginal), II (sustancia gelatinosa) y V (Jessell et al, 1991; Willis, 1985).

Las neuronas espinales pueden clasificarse en dos grupos de acuerdo a su
patron de respuesta ante estimulos nocivos.

e Neuronas nociceptivas especificas (NE): son aquellas cuya entrada
sensorial proviene principalmente de aferentes nociceptivos y por
ende solo responden a estimulos nocivos aplicados en su campo
receptivo (Fields, 1987).

e  Neuronas de amplio rango dinamico (ARD): reciben informacion
sensorial de aferentes primarios nociceptivos y de aferentes de bajo

umbral, y por eso muestran un aumento en su frecuencia de
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disparo cuando se aplican dentro de su campo receptivo estimulos

tanto inocuos como nocivos (Fields, 1987).

La mayoria de los axones de las neuronas de segundo orden NE y ARD,
cruzan la linea media de la medula espinal por la comisura gris central y
ascienden por la sustancia blanca del cuadrante anterolateral contralateral (Fields,

1987).

Sistema descendente de modulacion del dolor

La intensidad necesaria para que una persona responda ante un estimulo
dolosos es muy variable. Esto se debe a la capacidad que tiene el encéfalo de
suprimir la entrada de los impulsos dolorosos al sistema nervioso mediante la

activacion de un sistema de control o inhibicion del dolor que produce analgesia.

Spinothalamic
tract

Peripheral nociceptors

Figura 1: Sistema de analgesia.
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Estructuras del sistema de modulacion del dolor

En las ultimas dos décadas ha habido un considerable progreso en el
conocimiento de los mecanismos que modulan el dolor en el SNC. Buena parte
del impetu que permitié dicho progreso se deriva de la postulacion hecha por
(Wall, 1967), de un mecanismo de inhibicién ténico, de origen supraespinal, de
las aferencias cutdneas que llegan a la médula espinal llevando informacioén
nociceptiva. Entre los hallazgos experimentales que permitieron la postulacion de
un sistema de modulacién descendente destacan, por un lado la analgesia por
estimulacion eléctrica, y por otro, el descubrimiento de los péptido opioides
endogenos. Ambos mecanismos estan asociados al sistema descendente de
modulacién del dolor con sede en el tallo cerebral que incluye, como veremos la
sustancia gris periacueductal (SGPA) y el nucleo raphe de magnus (NRM) y un

complejo inhibitorio situado en las asta posteriores de la ME.

Sustancia Gris Periacueductal (SGPA)

La SGPA fue la primera estructura encefalica implicada en la modulacion
supraespinal del dolor. En 1969 Reynolds demostré que la estimulacion eléctrica
de la porcion ventro-lateral de la SGPA de ratas, selectivamente suprimia la
respuesta a la estimulacion dolorosa, sin afectar la locomocion ni la capacidad de
respuesta de los animales a la estimulacién inocua. A esto se le conoce con el
nombre de analgesia por estimulacion eléctrica (AEE) y su importancia fue
confirmada cuando algunos neurocirujanos colocaron estimulacion en zonas
homoélogas en el mesencéfalo de pacientes y provocaron una reduccion selectiva
del dolor clinico severo que estos sufrian (Fields, 1987). Un efecto similar al de la
AEE se produce cuando se microinyecta en la SGPA aminoacidos excitatorios
como el glutamato, indicando que la analgesia producida se debe a la excitacion
local de los cuerpos neurales o de dendritas y no a la de fibras de paso (Jensen et

al. 1992).
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Yaksh er al. (1979) realizaron un mapeo extensivo del encéfalo de la rata
para tratar de revelar los sitios que eran mas sensibles a la microinyeccion de
morfina. Encontré que cuando las microinyecciones se realizaban en la SGPA
ventrolateral (mismo sitio identificado por Reynolds), se conseguian las mayores
elevaciones en el umbral de los reflejos nocidefensivos (analgesia). Este efecto
analgésico de la morfina mostraba ser dependiente de la dosis y era
completamente revertido por la aplicacién sistémica de la naloxona, un
antagonista de receptores de opioides. Actualmente se ha demostrado usando
varias técnicas que la SGPA cuenta con una importante concentracién de péptidos

opioides y sus receptores.

Las proyecciones desde SGPA hasta las estaciones de relevo sinaptico
nociceptivo en la médula espinal son escasas, y existen muchas evidencias de que
el efecto analgésico de la SGPA es canalizado a través del nucleo raphe de

magnus.

Nucleo Raphe de Magnus (NRM)

La inhibicion de la entrada de informacion nociceptiva en la médula
espinal producida por la activacion de las neuronas de la SGPA se efectua a través
de un relevo en la NRM. Este relevo parece constituir un elemento eferente

obligatorio del sistema de modulacion nociceptiva.

Es posible lograr la antinocicepcion mediada por estimulacion eléctrica de
la NRM o al microinyector morfina en ella (Akaike e al., 1978; Azami et al.,
1982 Dickenson et al., 1979). Los axones que parten de NRM hasta el asta dorsal
de la médula espinal cursan a lo largo del funiculo dorsolateral (Basbaum er al.,
1978; Basbaum y Fields, 1984) y su integridad es necesaria para la produccion de
analgesia (Basbaum y Fields, 1984; Dickenson et al., 1979). La lesion de la NRM
o su bloqueo por anestésicos locales, atenuan significativamente la inhibicion
nociceptiva descendente desde SGPA (Gebhart er al., 1983; Sandkubhler et al.,
1984).
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Fields er al. (1983) encontraron en la NRM de las ratas, neuronas que
muestran cambios subitos en su frecuencia de descarga justo antes de la ejecucion
de un reflejo nocidefensivo o protector, conocido como reflejo de sacudida de la
cola (RSC). Estas neuronas fueron denominadas células off y on, y se cree que

tienen roles opuestos en la modulacion de la nocicepcion.

Tipos de dolor

En los afios recientes se ha clasificado al dolor en término de los

mecanismos patofisioldgicos que lo originan.

Dolor nociceptivo producido por la estimulacion de tejidos y estructuras
sanas (Schaible et al., 2000). Este tipo de dolor también es conocido como dolor
agudo o fasico (Millan, 1999) ya que su duracién es generalmente de minutos,
aunque esta medida es muy variable y depende de la fuente consultada. Este tipo
de dolor es simultaneo con el estimulo nocivo que lo causa, y proporcional a este,
ya que nociceptor es activado transitoriamente. También es altamente adaptativo y
preventivo ya que dispara conductas de retirada o escape que aleja del estimulo
nocivo la parte dafiada o potencialmente dafiable. Un ejemplo de este tipo de dolor

es el contacto de la mano con una superficie caliente (Millan, 1999)

Dolor nociceptivo originado en tejidos o estructuras inflamadas (Schaible et
al., 2000), que puede convertirse en un dolor cronico (Millan, 1999). Aparecen
cuando los tejidos o las estructuras estan inflamadas o dafiadas esta modalidad de
dolor se caracteriza por acompailarse clinicamente de:

1. Hiperalgesia, un incremento en el dolor producido por estimulos nocivos

(Millan, 1999). Esta puede ser primaria, cuando el dolor se origina en ¢l

4rea dafiada, o secundaria, cuando se origina en adyacencias de esta area.
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2. Alodinia, o sea, dolor inducido por estimulos que normalmente son
1NOCUOos.

3. Dolor espontaneo, es decir, el que se presenta en ausencia aparente de
estimulacion (Millan, 1999). Este tipo de dolor también tiene un
componente adaptativo ya que favorece la inmovilizacién de la parte

inflamada, favoreciendo su recuperacion.

Dolo neuropatico (Schaible er al., 2000), es aquel se produce cuando nervios

o neuronas del sistema nervioso central estan dafiados.

Este trabajo se desarrollo evaluando la accion del inhibidor especifico de la
COX-1 sobre el desarrollo del dolor inflamatorio y dolor nociceptivo agudo

originado en estructuras sanas.

Inflamacion

El proceso de inflamacion esta compuesto por una serie de eventos
bioquimicos y celulares complejos que se desencadenan en respuesta al dafio
tisular o por la presencia de agentes fisicos, quimicos o biologicos exdgenos. Los
signos de inflamacion son: rubor, calor, tumor (edema por extravasacion), dolor y
perdida de la funcion. El establecimiento de la inflamacion favorece la renovacion
del tejido lesionado o la destruccion del material extrafio, y durante su desarrollo

se afecta de manera notable el sistema nervioso central y periférico.

Después de un proceso inflamatorio se dan una serie de alteraciones en el
sistema somatosensorial, que amplifican las respuestas e incrementan la
sensibilidad a estimulos periféricos, de tal manera que el dolor puede ser activado

por estimulos de baja intensidad (De la Fuente, 2004).
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Causas de la inflamacion

1. Agentes fisicos: traumatismos y quemaduras
Agentes quimicos: causticos

Agentes biologicos: bacterias, virus, parasitos, hongos etc.

o e B

Agentes endogenos: oxidantes, isquemia, complejos inmunes, activacion
de mediadores quimicos etc.

5. Cuerpos extrafios: hilos de sutura, silice, cristales de urato

Mecanismos periféricos de dolor por inflamacion

(Hiperexcitabilidad Periférica)

Como se vio anteriormente, los terminales sensoriales de los nociceptores
que detectan estimulos nocivos pueden ser activados y sensibilizados por agentes
quimicos que son liberados como consecuencia de traumas o del desarrollo de
procesos inflamatorios. A la sensibilizacion de los aferentes primarios se le
denomina sensibilizacion periférica, y por esta se entiende el aumento en las
respuestas de los aferentes primarios nociceptivos a estimulos tanto nocivos como
inocuos (que previo a esta condicién, no los excitaba). Este proceso de
sensibilizacién se establece como consecuencia de la interaccion de los
nociceptores con los mediadores inflamatorios que se encuentran normalmente en

el tejido inflamado tales como las PGs (Coggeshall ez al., 1983).

A la sensibilizaciéon de los aferentes primarios se le denomina
sensibilizacion periférica, y por esta se entiende el aumento en la respuesta de los
aferentes primarios nociceptivos a los estimulos nocivos (lo cual se manifiesta
como hiperalgesia) y la aparicion de respuesta a los estimulos inocuos a los que

previamente eran insensibles (lo cual se manifiesta como alodinia).
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Mecanismos centrales del dolor por inflamacién

(Hiperexcitabilidad Central)

La sensibilizacion periférica induce un flujo incrementado de potenciales
de accion hacia la ME y los nucleos del trigémino, aqui es relevado por neuronas
espinales de segundo orden, que frente al incremento de flujo de informacién de
los aferentes primarios se tornan también hiperexcitables. Este proceso se
denomina sensibilizacion central (Wolf., 1983) y se caracteriza por la aparicion
de la hipersensibilidad o hiperexcitabilidad central, la alodinia y la expansion de

los campos receptivos de las neuronas espinales.

Después de la sensibilizacion las neuronas espinales muestran respuestas
aumentadas a los mensajes nociceptivos que vienen de la periférica. La
sensibilizacion central es un mecanismo que subyace, junto con la periferia, al
dolor nociceptivo en situaciones patolégicas tales como inflamacién. Existe
evidencia que muestra que la medula espinal exhibe un alto grado de plasticidad
durante el desarrollo de un proceso inflamatorio (Eblen-Zajjur ef al, 1997). Los
cambios en las propiedades de respuestas de neuronas espinales han sido

observadas usando el modelo de inflamacién por inyeccién de carragenina
(Dougherty et al., 1992).

Modelo de inflamacion por carragenina

El modelo inflamatorio desarrollado en este trabajo de grado es el de la
inyeccidn subcutanea de carragenina en la pata de la rata. La carragenina (cripus
de Chodrus) es un alga marina rojo purpura pequefa (hasta 22 centimetros de
largo) encontradas en orillas rocosas y en piscinas. Se utiliza en diversos

alimentos como productos lacteos y en came procesada como engrosador y
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estabilizador. Se puede hallar en productos tales como helado, crema batida, pudin

y yogurt. La carragenina es un producto vegetal irritante e inmunogénico (Joris ez
al., 1990).

El modelo consiste en inducir la inflamacién inyectando subcutaneamente
en una de las patas traseras de las ratas experimentales 100 microlitros de una

solucién al 2% de carragenina.

PROSTAGLANDINAS Y CICLOOXIGENASAS

Prostaglandinas

Las PGs constituyen una familia de 4cidos grasos con un anillo de
ciclopentano entre dos cadenas laterales, una de las cuales posee un grupo
carboxiterminal. Estas moléculas estan relacionadas con una gran cantidad de
procesos biologicos tales como el control del crecimiento y diferenciacién celular
y la homeostasis y juegan un papel en el desarrollo y el mantenimiento de los

procesos de inflamacion, asi como de la hiperexcitabilidad periférica y central que

de este se deriva.

Las PGs provienen de acido araquidénico, el cual es separado de los
fosfolipidos de la membrana celular por la accién de fosfolipasas. El acido
araquidoénico es convertido en PGs por la accion de dos isoformas de la

ciclooxigenasa COX; COX-1 y COX-2
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Figura 2: Biosintesis de las prostaglandinas.

Ciclooxigenasas (COX)

A la fecha, se han descrito al menos dos isoformas de la COX, una
denominada COX-1 o “constitutiva” y descrita como la responsable de la
biosintesis de PGs importantes en la homeostasis y ciertas funciones fisioldgicas
(ejemplo; PGs que participan en la proteccion; principalmente en el tubo
gastrointestinal o en la regulacion del flujo sanguineo renal). Otra denominada
COX-2 o “inducible”, que aparece en el escenario en respuesta a un dafio tisular o

estimulo inflamatorio y por lo tanto se ha propuesto que participa y/o empeora la

respuesta inflamatoria.

La identificacién de estas dos isoformas ha motivado el desarrollo de
nuevos AINEs con mayor selectividad sobre la COX-2. Los AINEs tradicionales
son relativamente no selectivos (Torres e al., 2001). Sin embargo, diversas
evidencias recientes han complicado el paradigma “La COX-1 es la buena y la

COX-2 es la mala”. Evidencias genéticas; ratones que carecen del gen para la
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enzima COX-2 presentan respuesta inflamatoria similar a la observada en ratones
normales (Torres ef al., 2001), mientras los ratones que carecen del gene COX-1
presentan una respuesta inflamatoria disminuida. Adicionalmente, en una serie de
trabajos realizados sobre inflamacion se ha observado que la COX-1 se
sobreexpresa en situaciones de inflamacién (Hawkey. 1999). Por lo tanto, se
sugiere que la COX-1 puede contribuir de manera importante tanto a la respuesta

inflamatoria como al dolor asociado al proceso inflamatorio.

'ACIDO ARAQUIDONICO

: P i ey P
COX 1 (constitutiva) | | COX2 (inducible) '
| At et e PR gtk 1
( 1 ST ida gisinca | PGE2: Vasodilatacion inflamogémca.
e en Estimulante de nociceptores, causa dolor. |
Pire I 1
|
|
Incrementa 18] M 1l 1 :
|
1 nhibe | 0N nlaquetari PCGI2: Vasodilatacion ini ATIORENICA I
) 5 i T el Hiperalgésic
i i lu
PGF2 Alfa:Estimula ln contraccion uterina |

IXA2: Electo vasaconstriclor

Estimulante de fa agregacion plaguetana

o S SR S

FISIOLOGIA NORMAL

FENOMENO) INFLAMATORIO
AINEs COX2 NO selectives: Flectos WIVErsOR

AINEs COX2 selectivos: Menos efectos secundiarnios |

Figura 3: Tipos de Ciclooxigenasas.
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Figura 4: Estructura de las ciclooxigenasa 1 y 2 y su interaccién con el acido

araquidonico.

Antiinflamatorios no Esteroideos (AINEs)

Los AINEs son sustancias quimicas con propiedades antiinflamatorias y
antipiréticas, con efectos que son similares a los de los corticoides pero sin las
consecuencias secundarias. Actuan bloqueando la sintesis de prostaglandinas

(Vane, 1999) y activando el sistema descendente de modulacién del dolor

(Vazquez et al., 2005).
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Accion farmacolégica

Como se menciond este grupo de fArmacos presenta una serie de acciones
farmacologicas bien establecidas, las cuales son segun
* Analgeésica y Antipirética: que se relaciona con el uso clinico a dosis bajas,
generalmente durante periodos cortos de tiempo.
* Antiinflamatoria: que se manifiesta a dosis mayores y de forma pautada y
continuada.
* Antiagregante plaquetario: accién no compartida en la misma medida por

todos los AINEs, como consecuencia de la inhibicién de la COX-1.
(Nufiez er al, 2001):

Membrana plaquetaria

Acido araquidonico

Cicloxigenasa|—p +
Pg G2

tromboxano
2 ——>TX A2

\ J
PgH .
/ ¢ \smtetasa

PgD2 PgE2 PgF2

Figura 5: Mecanismo de accion de los AINEs.
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Sistema Descendente de Modulacion del Dolor como Sitio de Accion de los

AINEs

Por mas de 100 afios los farmacélogos han tratado de definir el sitio de
accién de los compuestos analgésicos y han llegado a la conclusién de que la
percepcion del dolor puede ser inhibida por efecto a nivel de los receptores, por
efecto a nivel de la ME y otros sistemas que procesan la informacién nociceptiva,
por una accion conjunta en estos dos niveles, y por una activacién del Sistema
Descendente de Modulacion del Dolor. Este tltimo mecanismo se habia tenido
como exclusivo de los opiaceos pero hallazgos recientes indican que los AINEs
también pueden activar el sistema descendente de modulacién nociceptiva (Brune,

1987; Fitzgerald, 1986; Vazquez et al. 2005; Yash et al., 1976; Zimmermann,
1984).

Inicialmente los experimentos clasicos de Lim et al. (1964) habian
dividido a los roles analgésicos en dos grupos: uno constituido por los opioides,
que actuarian solo centralmente (es decir sobre estructuras del sistema nervioso
central), con la morfina como principal representante, y un segundo grupo
(formado por los AINEs), que actuarian solamente en la periferia (fuera del
SNC), donde destacan el salicilato de sodio, el acido acetilsalicilico (ASA,), el N-

acetyl-p-aminofenol (paracetamol), la indometacina, el ibuprofen, etc.

Vane (1971) demostré que en presencia de concentraciones bajas de
AINEs como la aspirina y la indometacia, se suprimia casi completamente la
sintesis de PGs. Asi, durante mucho tiempo ha persistido la idea de que los AINEs
eliminan el dolor y la hiperalgesia exclusivamente por via del bloqueo del
desarrollo del proceso inflamatorio, inhibiendo la sintesis de PGs producidas a
nivel periférico. Sin embargo, mas tarde se demostrd que la inyeccién
intracerebroventricular de AINEs como paracetamol, acetilsalicilato, fenacetina o
indometacia disminuia el comportamiento hiperalgésico que provocaba en ratas la
inyeccion de carragenina en una de las patas posteriores (Ferreira et al., 1978). En

ese mismo trabajo se demuestra que la inyeccion intracerebroventricular de estos
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AINEs actia de manera sinérgica en la produccion de antinocicepcion si son

inyectados ademds en la pata hiperalgésica (Ferreira et al., 1978).



CAPITULO 111
METODOLOGIA

Tipo de animal

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas macho de la cepa Sprague-

Dawley, de 200 a 250g de peso, criadas en el bioterio del IVIC.

A lo largo de la cirugia y el experimento los animales se mantuvieron
profundamente anestesiados (ausencia total de reflejos). Las normas bioéticas para

el manejo de animales se siguieron a lo largo de todo el trabajo.
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Materiales

Anestesia

Los animales fueron anestesiados con dosis de tiopental sddico
intraperitonealmente (i.p). La temperatura del animal se mantuvo a lo largo del
experimento entre 37° C a través de una manta térmica.

El nivel de anestesia fue comprobado por la ausencia de reflejos corneal y
de retirada de la pata ante la aplicacion de estimulos nocivos. Se realizaron
inyecciones de tiopental s6dico i.p. para asegurar un nivel profundo de anestesia.

Al concluir el experimento los animales fueron sacrificados mediante una

sobredosis intravenosa de tiopental sédico o con sobredosis de CO;,,

Vehiculo del SC 560 (dimetil formamida + salina 1:1): es uno de los derivados
de las Metilaminas, se utiliza como disolvente de resinas en la fabricacion de
cuero sintético, poliuretano y fibras acrilicas; se emplea también como medio de
reaccion y disolvente en la extraccion de productos farmacéuticos, asi como en

disolucion de resinas, pigmentos y colorantes.
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DIMETILFORMAMIDA CAS:68-12-2
Sinénimos: DMF; N,N-dimetilda; N-formildimetilamina
Formula: C;H;ON
Peso molecular: 73,09 CH3 —N—C=0
Presién de vapor a 20°C: 2,7 mmHg | |
Punto de ebullicion (760 mmHg): 153°C
Punto de fusién: - 61 °C CH, H
Densidad relativa (agua = 1): 0,9445 a 25°C
Densidad de vapor relativa (aire = 1): 2,51

Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas de la dimetilformamida.

8§C- 560: inhibidor selectivo de la COX-1 en una concentracion de 3 mM disuelto

en dimetilformamida y salina 1:1 (Telleira et al. 2006).

Cirugia

Los experimentos se realizaron siguiendo las normas éticas para el trabajo
con animales. Durante el desarrollo de la cirugia y del experimento los animales

se mantuvieron profundamente anestesiados.

1. Se afeit6 a la rata en parte del cuello, cabeza, zona de la espalda y patas

con la finalidad de facilitar el resto del procedimiento.

2. Se realiz6 un corte sobre la linea media del cuello con el objetivo de
exponer la traquea, se corté y se introdujo un traqueotomo el cual fue

fijado por medio de hilos.

3. Se introdujo en la vena yugular un catéter de 1 mm de grosor el cual fue

fijado mediante hilos.

4. Se practico una laminectomia (imagenes 3,4,5) para exponer los

segmentos lumbares L, a L, para esto se utiliz6 un cortacuticula con el
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cual extrajeron las vértebras correspondientes, una vez finalizada se colocod

un trozo de papel con solucion salina cubriendo la médula expuesta.

Imagen 4

Imagen 5

Luego la cabeza del animal fue fijada al marco esterotaxico (imagenes 6 y
7) con la finalidad de colocar canulas 12 mm en SGPA. Para lo cual se
llevaron a cabo los siguientes pasos:

* Se hizo una incisién en el nivel del craneo como se muestra en la

imagen 8, se limpi6 la zona con la finalidad de buscar Bregma
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situado en el punto de unidn de la sagital con la coronal como se ve
en la figura 6.

Se utiliz6 el micromanipulador y se tomaron las medidas de la
zona Anteroposterior (AP), Lateral (L) y Dorsoventral (DV), una

vez tomadas las medidas se procedié a hacer los célculos para

llegar al punto de insercion de la canula en SGPA (Pellegrino,

1981).

Figura 6: Ubicacion de Bregma

Se marco la zona y se procedid a hacer una craneotomia de Imm
con un dremel como se ve en la imagen 10, se introdujo la canula y
se bajo hasta el valor obtenido en DV.

Para fijar la canula al craneo se utilizo acrilico dental.

Imagen 6
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Imagen 10
38
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Imagen 12

6. Se fijo la médula espinal mediante pinzas a un soporte.

Imagen 14
39




Imagen 15

7. Se agrego agar a la médula (cubierta con papel y solucién salina) con la

finalidad de crear un medio semisélido para el electrodo.

Registro de neuronas

A través del reservorio se introdujo un microelectrodo de tungsteno aislado
con epoxy en el asta dorsal de la médula espinal para registrar extracelularmente
los potenciales de accion de las neuronas. Para el almacenamiento y la
discriminacion final de las neuronas se utilizé el programa de computadora Brain
Wave. Al iniciarse el registro unitario de la neurona se almacené la forma y la
amplitud del potencial de accion. Posteriormente y durante todo el experimento
los potenciales de accion fueron constantemente monitoreados en un osciloscopio

para controlar que se estuviera registrando la misma neurona durante todo el

experimento.

La senal se ajusté dentro de un discriminador de una ventana cuya salida
fue procesada en una interfase analdgico-digital para construir histogramas

periestimulo en una computadora durante el experimento. Los potenciales de

40




accion fueron también almacenados en el disco duro de la computadora para la

discriminacion final que se realizo al concluir los experimentos.

Muestreo de neuronas

Para realizar este estudio se recogieron neuronas que respondan a la
presion aplicada en pata, para ello se aplico agua caliente en la zona donde se
registro la neurona. Fueron rechazadas aquellas neuronas con campo receptivo en
otra zona o aquellas que presentaron actividad espontanea. Cuando se logré un
registro adecuado de la neurona (relacion sefial/ruido) se procedio a determinar el
tamafio y el umbral de su campo receptivo. Los estimulos se aplicaron en la pata.
La estimulacidon mecénica se aplicO mediante dos pinzas aplicadas
dorsoventralmente a la pata. Una de estas pinzas (inocua) producia una presion
leve. La otra pinza (nociva) producia una presion fuerte, que se percibié como

dolorosa al dedo del investigador.

Inflamacion de la pata

A las ratas se les indujo un proceso de inflamacion de la pata durante la
sesion de registro mientras la neurona estaba siendo estudiada, para esto se

inyecto la pata trasera de la rata con carragenina. (0.02mg).

Esta inyeccion subcutanea produce un aumento en el volumen de la pata,
acompaiado de enrojecimiento y calor dentro de los siguientes 15-30min después

de la inyeccion.
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Imagen 17

Protocolo experimental

Los experimentos se llevaron a cabo por ciclos de estimulacion que se
repitieron constantemente durante todo el experimento. Cada ciclo de
estimulacion se definié operacionalmente de la siguiente manera: dos minutos de
actividad basal (1 y 2), al comienzo del tercer minuto se aplica presion inocua
sobre la pata por 15 segundos, luego se esperan 15 segundos, se aplica el estimulo

nocivo por 15 segundos sobre la pata.

Esto se realizo para las diferentes tandas de experimentos a realizar, las cuales

fueron:
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1) Linea base: fue el periodo de 20 minutos que se realizé antes de cada
experimento con la finalidad de comprobar el comportamiento de la neurona

sin inflamacion y sin droga.

2) Control de inflamacion: se realizé una linea base de 20 minutos, siguiendo
el protocolo descrito anteriormente, una vez transcurrido este tiempo se
procedio a inyectar la carragenina en la pata trasera se siguid registrando la

actividad de la neurona hasta 1 hora después de la inyeccion.

3) SC 560 + Salina: se realiz6 una linea base de 20 minutos, una vez
transcurrido dicho tiempo se microinyecté en la SGPA el SC 560 y en la pata

salina, se registr6 la actividad de la neurona hasta 1 hora después de la

inyeccion.

4) SC 560 + Carragenina: se realizo una linea base de 20 minutos, una vez
transcurrido dicho tiempo se microinyecto el SC 560 en la SGPA y en la pata

carragenina, se registré la actividad de la neurona hasta 1 hora después de la

inyeccion.

Microinyeccion

Para la microinyeccion se utilizo una microcanula de aproximadamente 12
mm a 12.5 mm la cual esta conectada a una manguera que facilita su colocacion

en la pipeta Hamilton, con la cual se microinyect6 0.5u1 del inhibidor SC 560.
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Estadistica

Los resultados de expresaron como el promedio de cada 20 minutos de
registro de las neuronas. El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se
realiz0 mediante la prueba MannWhitney-Wilcoxon. Las diferencias se

consideran estadisticamente significativas cuando p<0.05.



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron 15 ratas, de las que se
registraron en total 17 neuronas, ubicadas en el asta dorsal de la médula espinal.
Para el analisis estadistico se promedid el valor de linea base y se compar6 con los
valores obtenidos en periodos de 20 min después de la inflamacion. De esta
manera se obtuvieron 4 puntos para graficar; 1) LB, que corresponde al promedio
de las respuestas de los ciclos de estimulacién que comprendieron la linea base; 2)
20 min, promedio de las respuesta de los primeros 20 min post inflamacion; 3) 40
min, promedio de las respuestas comprendidas entre los minutos 21 a 40 post
inflamaciéon y 4) 60 min, promedio de las respuestas comprendidas entre el
minutos 41 a 60 post inflamacion. Esto se realizo para cada grupo y con cada

intensidad de estimulo.

La inflamacion de la pata condujo al desarrollo del proceso de
hiperexcitabilidad espinal, caracterizada por el aumento en la respuesta de las

neuronas espinales a la estimulacién inocua y nociva de su campo receptivo.

La microinyeccion del SC 560, un inhibidor especifico de la COX-1, antes
del desarrollo de la inflamacién evitd el desarrollo del cuadro de
hiperexcitabilidad espinal. Por otro lado su aplicacion en animales sanos, sin
inflamacion, no afecto la respuesta de las neuronas espinales a la estimulacion

mecanica de su campo receptivo.
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Inflamacién por Carragenina

Para evaluar el modelo de inflamacion por carragenina se utilizaron 6

ratas de las que se registraron 6 neuronas.
Cambios en las frecuencias de disparo de las neuronas espinales.

En las graficas 1 y 2 se muestra el valor promedio de los potenciales de
accion que produjeron las neuronas cada 15s. El aumento de la respuesta entre el
punto 60 min con respecto al punto LB fue de 313 % para la estimulacion inocua

(grafica 1, p<0.05) y 158 % (grafica 2, p<0.05 para la estimulacién nociva).

Pata inocuo

Carragenina / Vehiculo

espigas /15 s

100 - <

LB 20 40 60 '
Tiempo (min)

Grafica 1: Control inflamacion, inflamacién de la pata con Carragenina. Estimulo

1nocuo.
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Pata nocivo
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Grafica 2: Control inflamacién, inflamacion de la pata con Carragenina.

Estimulo nocivo.

Microinyeccién del SC 560 en la SGPA de animales con inflamacién

En estos experimentos se utilizaron 5 ratas con las que se registrd 7

neuronas.

En el momento en el que se inyectdé la carragenina en la pata se
microinyect6 0.5ul de SC 560 mnM en la SGPA. El SC 560 previno el desarrollo

del cuadro de hiperexcitabilidad espinal, lo que puede apreciarse en las graficas 3

v 4.

El aumento de las respuestas del punto 60 min con respecto al punto LB
fue de apenas 222 % (grafica 3, p>0.05). La microinyeccion del SC 560 afectd
especialmente la respuesta de las neuronas a la estimulacion nociva como puede

apreciarse el leve aumento de 163 % (gréfica 4, p>0.05).
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Grafica 4: SC 560 en la SGPA vy carragenina. Estimulo nocivo.
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Microinyeccion del SC 560 en la SGPA de animales sanos

En estos experimentos se utilizaron 4 ratas de las cuales se registraron 4

neuronas.

La microinyeccion del SC 560 en animales sanos (sin proceso
inflamatorio), no afecto la respuesta de las neuronas espinales en la estimulacion.
Asi tenemos que la variacion de la respuesta de los 60 min comparada con la LB
fue de 95 % para la estimulacion inocua (grafica 5, p>0.05, no significativa) y de

102 % para la estimulacion nociva (grafica 6, p>0.05, no significativa).

Pata inocuo
500 W Salina / SC 560
| ® 400 - 1
| m ‘
0
~ 300 1
<
S 200 - I
&
@» 100 - I
1 I |
| O 1 J 1
l LB 20 40 60 ‘
|

Tiempo (min)

Grafica 5: SC 560 en la SGPA y salina. Estimulo inocuo.
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Grafica 6: SC 560 en la SGPA vy salina. Estimulo nocivo.

Tiempo (min)
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Discusion

En el presente trabajo se comprobd el aumento de las respuestas de las
neuronas sensoriales de la médula espinal sometidas a la entrada sensorial de
tejidos inflamados (grafica 1 y 2). Este cuadro de hiperexcitabilidad espinal
complejo y no totalmente comprendido, fue inhibido por la microinyeccion del SC
560 un inhibidor especifico de la COX-1 en la SGPA. Por otro lado su aplicacion
en animales sanos, sin inflamacion, no afecté la capacidad de respuesta de las

neuronas espinales.

El efecto de la aplicacion de AINEs no especificos (inhibidores tanto de la
COX-1 como COX-2), asi como inhibidores de la COX-2 ha sido ampliamente
estudiado (para revision Vanegas y Schaible, 2000). Con estos trabajos se reforzé
la idea de que solo la COX-2, inducible en situaciones de inflamacion, es la
principal responsable en el desarrollo de la hiperexcitabilidad espinal y que los
inhibidores inespecificos eran efectivos para prevenir dicho cuadro en el mismo
grado en que estos eran capaces de inhibir la COX-2. La COX-1 no pareciera
jugar ningun rol el la hiperexcitabilidad. Sin embargo los resultados obtenidos
por nosotros a lo largo del desarrollo de este trabajo que indican que la COX-1 es
también un “blanco” farmacologico que debe atacarse para evitar la
hiperexcitabilidad espinal, sin descuidar, por supuesto, a la COX-2. Ya que su
inhibicion especifica previno el desarrollo de la hiperexcitabilidad espinal dentro

de la primera hora postinflamacion (grafica 3y 4).

El efecto inhibitorio inmediato del SC 560 sobre el desarrollo de la
hiperexcitabilidad espinal (graficas 3 y 4) es compatible con el caracter
constitutivo de la COX-1. Dado que esta enzima se encuentra presente en el
tejido nervioso, y que sintetiza PGs activamente, su inhibicién debe tener un

efecto inhibitorio inmediato sobre la acciéon pro nociceptiva de las PGs.
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Por otro la microinyeccién del SC 560 en animales sanos (sin inflamacion)
no causd ningin efecto (graficas 5 y 6). Esto confirma numerosos trabajos
anteriores (Ver Millan, 1999) que muestra que los AINEs son poderosos
analgésicos que combaten efectivamente el desarrollo de cuadros de
hiperexcitabilidad periférica y central asociadas al dolor inflamatorio, pero no
afectan el dolor nociceptivo agudo originado en tejidos sanos. Los AINEs, a los
que pertenece el SC 560, tampoco tiene propiedades anestésicas, es decir no
produce el bloqueo de la conduccién nerviosa en neuronas nociceptivas, o

aquellas de bajo umbral, importantes para la somestesia general.

Por ultimo nuestros resultados también confirman hallazgos previos que
demuestran que los AINEs, drogas clasicamente consideradas como de accion
exclusivamente periférica, también actian en el SNC (Vazquez et al. 2005; 2007),
concretamente en estructuras pertenecientes al sistema descendente de

modulacion del dolor como la SGPA.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demuestra la COX-1 tiene un papel importante en

el desarrollo de la hiperexcitabilidad espinal.

Los AINEs son drogas efectivas para la prevencion del desarrollo de la

hiperexcitabilidad espinal.

Por ultimo, la SGPA, estructura clave del sistema descendente de la

modulacion del dolor, es un sitio de accion de los AINEs.
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