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El receptor 5-HT; pertenece a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G y su activacion incrementa los niveles de AMPc. En cuanto a su
distribucion en el sistema nervioso, se ha detectado la proteina y el RNAm en el
ganglio de la raiz dorsal, asimismo se ha descrito la presencia de receptores en el
asta dorsal de la médula espinal. Por su parte, la evidencia electrofisiologica
relaciona al receptor 5-HT; con la apertura de canales de Ca®* y la generacion de
una corriente de cationes no selectiva activada por hiperpolarizacion (ly) que
incrementa la excitabilidad de fibras Ad y AB. No obstante, a pesar de la evidencia
que sefiala un papel pronociceptivo del receptor 5-HT7 solo se tiene conocimiento
de un estudio conductual a nivel periférico local y espinal en un modelo de dolor
inflamatorio. En este trabajo se evalud la posible participacion del receptor 5-HT7
en el procesamiento del dolor a nivel periférico local, espinal y sistémico. Para ello
ratas Wistar hembra de 6 - 8 semanas de edad con un peso corporal entre 180 -
220 g fueron evaluadas con la prueba de plancha caliente, la prueba de la
formalina y el modelo de dolor neuropatico descrito por Kim y Chung. Para la
evaluacion periférica local, espinal y sistémica, las ratas recibieron una inyeccion
subcutanea, intratecal o intraperitoneal, respectivamente, del antagonista selectivo
del receptor serotoninérgico SB-269970 (antagonista 5-HT7) 10 minutos antes de
evaluarse en la prueba de plancha caliente y de la inyeccion de formalina en la
pata derecha y 15 minutos antes de evaluar la alodinia tactil en el modelo de dolor
neuropatico. Para evaluar la posible participacion de los receptores 5-HT7 a nivel
periférico local, la 5-CT (agonista del receptor 5-HT7 ) fue co-administrada con el
antagonista del receptor 5-HT; SB-269970. La administracion sistémica de SB-
269970 (3-10 mg/kg) no produjo cambios significativos en la latencia en la prueba
de plancha caliente. La inyeccion periférica ipsilateral, pero no la contralateral, de
SB-269970 (3-30 pg/pata) redujo de manera dosis-dependiente el comportamiento
inducido por formalina durante ambas fases de la prueba de formalina al 1%. El
efecto pronociceptivo de 5-CT (1 ug/pata) a nivel periférico local se redujo
significativamente por la administracion periférica del antagonista del receptor 5-
HT; SB-269970 (30 pg/pata) en la prueba de la formalina al 0.5%. A nivel espinal
la administracion del SB-269970 (1-30 ug /rata) no produjo algun cambio
significativo en el numero de sacudidas en ambas fases de la prueba de la
formalina. A nivel sistémico el SB-269970 (1-10 mg/kg) redujo de manera dosis
dependiente el comportamiento inducido por la formalina solo en la fase 2 de la
prueba de la formalina al 1%. El pretratamiento espinal con SB-269970 (37.5-50
ug/rata), asi como el pretratamiento sistémico con SB-269970 (3-10 mg/kg) redujo
significativamente la alodinia inducida por la ligadura del nervio. Estos resultados
sugieren que los receptores 5-HT; tiene un papel pronociceptivo en el
procesamiento del dolor a nivel periférico, espinal y sistémico en modelos de dolor
inflamatorio y neuropatico.
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The 5-HT7 receptor is a member of the G-protein-coupled receptor superfamily,
its activation stimulate cAMP production. In the nervous system, the mRNA
encoding 5-HT7 receptors and the protein for this receptor have been detected in
the dorsal root ganglion, likewise the superficial dorsal horn is endowed with a
modest level of 5-HT; receptors. On the other hand, electrophysiological studies
have accumulated evidence which suggest that this receptor is associated with an
increase in calcium influx through of the opening of calcium channels and with the
generation of a hyperpolarisation-activated non selective cation current (l4). This
result in an enhancement of transmitter release, as well as an increase in the
excitability and responsiveness of fibers Ad and AB. Nevertheless, the evidence
that shows a possible pronociceptive role of the 5-HT7 receptor, there is only one
behavioral study in animal inflammatory pain model in peripheral and spinal level
that demostrates its participation in the proccesing of pain. In this regard, this work
was undertaken to determine the possible participation of the local peripheral,
spinal or systemic serotonergic 5-HT7 receptors in the proccesing of pain. Female
Wistar rats aged 6 - 8 weeks with body weight between 180 and 220 g were
evalued with the hot plate test, the formalin test, and a neurophatic model of Kim y
Chung. For local peripheral, spinal and systemic evaluation, rats received a
subcutaneous, intrathecal or intrapertioneal injection, respectively, of the selective
serotonergic receptor antagonists SB-269970 (antagonist 5-HT7;) 10 minutes
before evalued in the hot plate and formalin injection into the right paw and 15
minutes before evalued tactile allodynia in the neurophatic pain model. In order to
assess the possible participation of local peripheral 5-HT7 receptors on 5-CT (5-
HT7 receptor agonist) were co-administered with the 5-HT7 receptor antagonist SB-
269970. The systemic administration of SB-269970 (3-10 mg/kg) produced no
significant change in the latency of the hot plate test. The peripheral injection
ipsilateral, but not contralateral, administration of SB-269970 (3-30 ng/paw)
reduced in a dose-dependent manner formalin-induced behaviour during both
phases of the 1 % formalin test. Local peripheral pronociceptive effects of 5-CT (1
ng/paw) were significantly reduced by local peripheral injection of the 5-HT7
receptor antagonist SB-269970 (30 ug/paw), in the 0.5% formalin test. At the spinal
level the intrathecal administration of SB-269970 (1-30 ng /rat) produced no
significant change in the number of flinches in both phases of the formalin test. At
the systemic level of SB-269970 (1-10 mg/kg) reduced in a dose-dependent
manner formalin-induced behaviour only in phase 2 of the 1% formalin test. Spinal
pretreatment with SB-269970 (37.5-50 ug/rat) and systemic pretreatment with SB-
269970 (3-10 mg/kg) significantly reduced nerve ligation-induced allodynia. Results
suggest that serotonergic 5-HT; receptor plays a pronociceptive role in peripheral,
spinal and systemic sites in the processing of pain of inflammatory and neurophatic
pain models.
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2.1 DOLOR

2.1.1 Generalidades

La Organizacion Internacional para el Estudio del Dolor (International
Association for the Study of Pain) ha propuesto en la actualidad la definicion de dolor
mas adecuada, al cual define como una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada a un dafo tisular real o potencial que puede ser descrito en

términos de la magnitud del dafio (Merskey, 1979).

El dolor es un mecanismo de defensa cuya funcién es la de salvaguardar la
integridad del organismo ante factores que pudieran ser destructivos. Sin embargo,
cuando existe un funcionamiento anormal en las estructuras que regulan este
mecanismo, el dolor sobrepasa su funcion y se vuelve patolégico (Bowman y Rand,
1984).

El dolor no es una entidad sensorial homogénea ya que dentro de su

clasificacion existen varios tipos: nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y funcional.

Clasificacion del dolor (Figura 1; Woolf, 2004)

1. Nociceptivo: Es un mecanismo de alarma que anuncia la presencia de un estimulo
potencialmente dafino. Debe ser controlado solo bajo situaciones clinicas
especificas, tales como durante una cirugia o procedimiento médico que dafe
tejido y después de un trauma. El dolor nociceptivo es ademas una sensacion
fisiologica vital, la carencia de este mecanismo en pacientes con insensibilidad
congénita al dolor debido a una mutacion del receptor tirosin cinasa A resulta en
una perdida de neuronas sensitivas de alto umbral y reduce su expectativa de

vida.
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2.

Inflamatorio: Si el tejido sufre dafno a pesar del sistema defensivo nociceptivo (Por
ejemplo, por trauma, cirugia, o enfermedades inflamatorias), el organismo
desplaza su necesidad de protegerse en contra de un estimulo nocivo,
potencialmente dafino hacia promover la recuperacion del tejido danado. En este
estado, la sensibilidad esta incrementada de tal forma que al estimular la parte
afectada normalmente no deberia sentir dolor pero en esta situacién si. Como
resultado, nosotros procuramos no hacer contacto o mover la parte dafiada hasta
que la reparacion se complete, minimizando el dafo. EI dolor inflamatorio
tipicamente disminuye en tanto el dafo y la respuesta inflamatoria sea resuelta.
Neuropético: Resulta de lesiones al sistema nervioso periférico, como en
pacientes con polineuropatia diabética o debido al SIDA, neuralgia post-herpetica,
radiculopatia lumbar, o al sistema nervioso central, como en pacientes con dafio a
la medula espinal, esclerosis multiple, etc.

Funcional: En esta forma de sensibilidad al dolor no se detecta ningun déficit
neurologico o anormalidad periférica. El dolor se debe a una respuesta anormal
del sistema nervioso, en el cual el aparato sensorial amplifica los sintomas.
Algunas condiciones con este tipo de dolor son: fibromialgia, sindrome de intestino

irritable.
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A. Dolor nociceptivo

Calor

mecanica
intensa

Irritantes
quimicos

B. Dolor inflamatorio
Inflamacion

S ~—
@

Macréfago
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Granulosito

—>

C. Dolor neuropatico

D. Dolor funcional

Estimulo periférico nocivo

@

Frio
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Neurona sensorial
nociceptiva

@—} CEREBRO

MEDULA ESPINAL
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O
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//
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| S—

Nervios y tejidos
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@—} CEREBRO

Procesamiento central

anormal

2.1.2 Fisiologia del dolor

2.1.2.1 Nocicepcion

Figura 1. Los 4 tipos de

dolor primarios de |la
clasificacion  del  dolor
(Modificado de  Woolf,
2004).

Es un término neurofisiolégico que se refiere a los mecanismos neurales por los

cuales se detectan los estimulos nocivos. La nocicepcion comprende dos etapas: La

transduccion de los estimulos nocivos por las terminales periféricas de las fibras

aferentes primarias y la transmision de estas sefiales al sistema nervioso central.

Para transmitir informacion nociceptiva la neurona debe ser selectiva, es decir debe

ser capaz de distinguir entre estimulos inocuos y nocivos (Hyman y Cassem, 1995).

En este sentido, los nociceptores poseen dos caracteristicas importantes que ayudan
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a realizar esta distincidn: un umbral alto de estimulacion y la capacidad de relacionar
de manera directa la frecuencia de la descarga con la intensidad del estimulo
(Besson, 1969).

Médula espinal

Figura 2. Proceso del dolor: Los estimulos térmicos, mecanicos o quimicos nocivos para el organismo
son transducidos a potenciales de accidon mediante nociceptores aferentes primarios.

Dichos potenciales son conducidos desde la periferia hasta la médula espinal para ser transmitidos a
neuronas de segundo orden, encargadas de llevar y transmitir el estimulo a centros supraespinales
donde se integra la percepcion del dolor. Canal vainilloide con potencial de receptor transitorio
(TRPV1, 2 y 3), canal de potasio de dos poros 1 (TREK-1), canal i6nico sensible a acido degerina
mamifera (MDEG), canal a mentol con potencial de receptor transitorio 8 (TRPM8) y ganglio de la raiz
dorsal (GRD). Modificado de Scholz y Woolf (2002).

2.1.2.2 Vias ascendentes

El proceso comienza con la deteccion de estimulos nocivos para el organismo
y su conversion a potenciales de accidon (transduccion) mediante nociceptores
aferentes primarios (Figura 2). Los nociceptores son fibras sensoriales de diametro
pequefo desmielinizadas (fibras-C) o ligeramente mielinizadas (fibras A-6) (Tabla 1).
Estas neuronas contienen sus cuerpos celulares en los ganglios de la raiz dorsal (que
inervan tronco, extremidades y visceras), el ganglio trigeminal (que inerva cabeza y

cuello), y el ganglio nodoso (que inerva visceras). Las fibras C con su cuerpo celular
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en el ganglio de la raiz dorsal hacen sinapsis principalmente en la lamina |l del asta

dorsal de la médula espinal mientras que las fibras A-6 lo hacen en las laminas Il y V
(Sawynok y Liu, 2003).

Velocidad de ” Grado de Tipo de
Receptores Diametro
conduccion mielinizacién  estimulo
Merkel
Rufini
. 30-120 m/s 5-15 um -+ Mecanico
Meissner
Pacini
Terminaciones Mecanico
6-30 m/s 1-5 pm ++
libres Térmico
o Mecanico
Terminaciones
t Cc 0.5-2 m/s 0.5-2 um Térmico
libres .
Quimico

Tabla 1. Nervios Periféricos. Caracteristicas principales. Modificado de Garcia y Herrero (1998).
Arriba: Fibra mielinizada, Centro: Fibra poco mielinizada y Abajo: Fibra no mielinizada.

Las fibras C suelen clasificarse anatdmicamente en dos grupos principales
dependiendo de la presencia de neuropéptidos, de su regulacion por factores de
crecimiento y de su patron de inervacion en el asta dorsal de la médula espinal. Las
fiboras C peptidérgicas contienen sustancia P y el péptido relacionado al gen
calcitonina (CGRP), expresan el receptor tirosincinasa A (TrkA), responden al factor
de crecimiento neural (NGF) e inervan la lamina | y Il externa. Por su parte, las fibras
C no peptidérgicas expresan sitios de unién a isolectina B4 (IB4) y receptores P2Xj5,
responden al factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF) y terminan en la lamina |l
interna del asta dorsal de la médula espinal. Ambas poblaciones expresan receptores
vainilloides (VR-1) y son sensibles a capsaicina (Snider y McMahon, 1998; Sawynok
y Liu, 2003). Por otro lado, las fibras A-6 suelen clasificarse funcionalmente en dos
categorias (Tabla 2). Las fibras A-6 tipo | que se activan a temperaturas mayores de
52°C vy las fibras A-6 tipo Il que lo hacen a temperaturas mayores de 43°C (Tabla 2).
Ambas categorias responden a estimulos mecanicos (Caterina y Julius, 2001).
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Tabla 2. Clasificacion y caracteristicas de los nociceptores.

Tipo de Nociceptor Tipo de Fibra Tipo de Estimulos Campo receptivo

_ Térmicos (>52°C) )
Mecanociceptores de alto umbral | A-8 Tipo 1 <1 mm
Mecanicos

_ Térmicos (>43°C) )
Mecanotermonociceptores A-5 Tipo Il <5 mm
Mecanicos
Térmicos (>43°C)

Nociceptores Polimodales C | C Mecanicos (>1g) 17 mm?

Quimicos (acidos, histamina o KCI)

Nociceptores al Frio A-50C Frio (<15°C) 1-145 mm?

Datos tomados de Fields y Martin, 1994; Hyman y Cassem, 1995; Caterina y Julius, 2001.

Ademas de las fibras C y A-5, existen en la periferia fibras mielinizadas A- que
en condiciones normales participan como mecanorreceptores de bajo umbral en la
percepcion tactil pero ante un proceso inflamatorio modifican su fenotipo
convirtiéndose en fibras tipo A-6 de alto umbral (Costigan y Woolf, 2000) que ahora
expresan receptores VR-1, SP y canales de sodio especificos de neuronas
sensoriales, cabe sefalar que todas estas caracteristicas se encuentran normalmente
en fibras tipo C.

Continuando con el procesamiento del dolor, una vez que el estimulo nocivo
ha sido convertido a potenciales de accion, estos viajan desde la periferia hasta el
asta dorsal de la médula espinal (conduccion) a través de los axones de las fibras
aferentes primarias nociceptivas donde pueden ser transferidos a neuronas de
segundo orden (transmision). La sustancia gris de la médula espinal se divide en 10
laminas (Rexed, 1952) (Figura 3), de las cuales tienen especial importancia en el
procesamiento del dolor la capa marginal de Waldeyer (lamina 1), la sustancia
gelatinosa (lamina Il), el nucleo propio (laminas IlI-VI), y el area que rodea el
conducto central (lamina X) ya que los axones de la mayoria de las neuronas de
dichas laminas constituyen el sistema espinotalamico (Sorkin, 1997). Las laminas del
| - VI forman el asta dorsal de la medula espinal y dentro del asta dorsal los
nociceptores primarios hacen sinapsis con neuronas intrinsecas que promueven la

interaccion de la informacion nociceptiva aferente y eferente y son responsables de la
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transmision del estimulo nociceptivo a centros supraespinales (Hyman y Cassem,
1995; Almeida y cols., 2004).

\

Figura 3. Clasificacion de la sustancia gris de la médula espinal a nivel de la quinta vértebra lumbar.
Modificado de Rexed, 1952.

Las neuronas intrinsecas de la médula espinal pueden clasificarse en base a la
respuesta que presentan ante estimulos aferentes primarios o0 en términos de su
proyeccion (Millan, 1999; Almeida y cols., 2004). De acuerdo a la respuesta que
presentan ante estimulos aferentes primarios la clasificacion establece neuronas
nociceptivas especificas (SN), neuronas de amplio rango dinamico (WDR) y neuronas
no nociceptivas (N-NOC), mientras que en base a su proyeccion las neuronas se
clasifican en neuronas de proyeccion (PN), neuronas propioespinales
intersegmentales (IPN) e interneuronas que pueden ser excitatorias (EXIN) o
inhibitorias (ININ).

Las neuronas SN se localizan en las laminas I, Il, V y VI, responden
exclusivamente a estimulos nocivos y hacen sinapsis con fibras A-6 de alto umbral y

fibras C polimodales. Sus campos receptivos son puntiformes y presentan una
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organizacion somatotopica sobretodo en la lamina | por lo que estan involucradas en
la localizacién e identificacion de la calidad del estimulo. Por su parte, las neuronas
WDR se localizan en las laminas |, I, IV, V, VI, X y en el asta anterior, la principal
caracteristica es su capacidad para responder en forma gradual a estimulos inocuos
y nociceptivos en una gama amplia de intensidades, reciben aferencias de fibras A-,
A-6 y C y sus campos receptivos son extensamente organizados en regiones mas
centrales del asta dorsal. Por ultimo, las neuronas N-NOC se localizan en las laminas
[, I'y IV, reciben aferencias de fibras A-B y A-3, responden a estimulos mecanicos y
térmicos inocuos y actuan indirectamente en mecanismos de supresion segmental
(Sorkin, 1997; Almeida y cols., 2004).

De acuerdo con la segunda clasificacion, las neuronas IPN integran diversos
niveles de la médula espinal, asi como las regiones ipsilateral y contralateral de ésta.
Las interneuronas modulan la informacion de las diferentes laminas y segmentos de
la médula, en tanto que los axones procedentes de las neuronas de proyeccion
forman las vias ascendentes que transmiten la informacibn a estructuras
supraespinales. Las vias ascendentes principales se agrupan en dos sistemas
generales. El sistema de columnas dorsales-lemnisco interno y el sistema
anterolateral (Garcia y Herrero, 1998). El sistema de las columnas dorsales-lemnisco
interno esta formado por grandes fibras mielinizadas que en general transmiten

informacion tactil no nociceptiva y de orientacion espacial (Guyton y Hall, 1996).

Por otro lado, las fibras del sistema anterolateral se originan principalmente en
las laminas I, IV-VIl y X del asta dorsal, las cuales reciben aferencias de fibras A-6 y
C (Garcia y Herrero, 1998). Al salir del asta dorsal cruzan al lado opuesto y
ascienden por las columnas laterales de la médula para terminar a distintas alturas
del tronco encefalico (Figura 4). Se dividen filogenéticamente en dos diferentes
sistemas: 1) El sistema neoespinotalamico que ocupa la regién lateral del tallo
cerebral y comprende los tractos espinotalamico ventral, espinocervical y la ruta
postsinaptica de la columna dorsal; 2) y el sistema paleoespinotalamico que ocupa la

region media del tallo cerebral y esta formado por los tractos espinotalamico medio,
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espinorreticular, espinomesencefalico, espinohipotalamico, espinoparabraquioamig-

daloide y espinoparabraquiohipotalamico (Almeida y cols., 2004).

El tracto espinotalamico se origina principalmente de las laminas | y V aunque
también salen fibras de las laminas I, IV, VI, VII, VIIl y X. Basados en su origen y la
proyeccion de sus fibras, algunos autores han descrito tres formas de aferencias para
el tracto espinotalamico. Una es la via neoespinotalamica monosinaptica o tracto
espinotalamico ventral que proyecta directamente a los nucleos del complejo ventral
del talamo involucrados en el componente sensorial-discriminativo del dolor (Dubner
y Bennett, 1983). La segunda es la via multisinaptica paleoespinotalamica o tracto
espinotalamico medio que hace conexién con los nucleos intralaminar y posterior
medial del talamo involucrados en el componente afectivo-motivacional del dolor. Por
ultimo, la via espinotalamica monosinaptica proyecta directamente al nucleo central
medial del talamo involucrado en la parte afectiva de la experiencia dolorosa (Millan,
1999; Almeida y cols., 2004).

El tracto espinorreticular se origina principalmente en las laminas V, VIl y VIII
aunque también proyecta fibras de las laminas | y X. Presenta dos proyecciones al
tallo cerebral, una de ellas esta dirigida al nucleo precerebelar localizado en la
formacion reticular lateral e involucrado en el control motor, mientras que la otra se
dirige hacia la formacion reticular pontobulbar medial involucrada en los mecanismos
nociceptivos. Las aferencias del tracto espinorreticular participan en la parte afectiva-
motivacional, asi como en las respuestas autbnomas al dolor. Es una via importante
en la modulacién nociceptiva ya que activa estructuras del tallo cerebral responsables

de la supresion descendente (Menetrey y cols., 1980; Willis y Westlund, 1997).

El tracto mescensefalico se origina principalmente en las laminas I, II, IV, V y
VI aunque también proyecta aferencias de las laminas VII, X y del asta ventral, las
cuales obedecen una organizacion somatotropica. Las fibras que salen de la lamina |
originan dos sistemas aferentes que ocupan el funiculo dorsolateral, el primero,

llamado tracto espinoanular asciende a la sustancia gris periacueductal (PAG),
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mientras que el segundo, denominado tracto espinotectal alcanza las laminas
profundas del colliculus superior. Cabe mencionar que la PAG recibe aferencias
excitatorias e inhibitorias de esta via, lo que nos sugiere una actividad autoregulatoria
con diferentes conexiones y velocidades de propagacion. Ademas, el tracto
mescensefalico recibe influencia excitatoria e inhibitoria del tracto espinocervical a
través de interneuronas colateralizadas entre ambos tractos; asimismo, este modelo
de colaterizacion se ha observado entre los tractos espinotdlamico y
espinomescensefalico donde ambos tractos se activan uno al otro. Por ultimo, la
estimulacion de las regiones inervadas por el tracto espinomescensefalico son
capaces de provocar comportamientos aversivos ante el estimulo nocivo, ademas de
respuestas motoras, autbnomas, cardiovasculares y motivacional-afectivas (Wiberg y
Blomqvist, 1984; Yezierski y Mendez, 1991; Almeida y cols., 2004).

El tracto espinoparabraquial se origina de neuronas SN que parten de las
laminas | y Il de la médula espinal y proyectan al nucleo parabraquial donde se
forman dos sistemas de aferencias hacia la amigdala y hacia el hipotalamo. Ademas
el nucleo parabraquial recibe colateralizaciones de los tractos espinorreticular y
espinomescensefalico y del nucleo parasimpatico sacral. Este tracto se asocia con la
regulacion neuroendocrina, autonoma y motivacional-afectiva del dolor (Bester y
cols., 1997; Willis y Westlund, 1997; Almeida y cols., 2004).

El tracto espinohipotalamico tiene su origen en las laminas I, Vy X y en los
nucleos, caudal y espinal. Estas neuronas responden a estimulacién inocua y nociva
proveniente de tendones, musculos, articulaciones, visceras y piel; proyectan a
diferentes nucleos hipotalamicos y presentan colaterales al nucleo rojo, colliculus
superior, sustancia negra, nucleo pretectal, globo palido, caudado putamen vy
sustancia innominata. Ademas, el hipotalamo recibe aferencias nociceptivas de los
tractos trigeminalhipotalamico y reticularhipotalamico e integra al sistema nervioso
auténomo mediante aferencias provenientes del nucleo vagal dorsal y de la columna
intermediolateral, por lo que se sugiere que este sistema participa en las respuestas

auténoma, neuroendocrina, motivacional-afectiva y de alerta en la experiencia
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dolorosa de origen somatico y visceral (Katter y cols., 1991 y 1996; Burstein y cols.,
1996; Almeida y cols., 2004).

El tracto espinocervical parte principalmente de las laminas Ill y IV aunque
inerva en menor proporcion las laminas |, Il y V. Las neuronas que parten de las
laminas Il y IV originan proyecciones al nucleo cervical lateral y al nucleo del tracto
solitario y reciben proyecciones descendentes de estas estructuras. Ademas, se han
descrito que la activacion de este tracto estimula la activacion de los tractos
espinomescensefalico, espinotalamico, espinocervical y espinorreticular mediante
colateralizaciones. Este tracto esta relacionado con los componentes emocional-
afectivos, sensorial-discriminativos y autonomos del dolor (Downie y cols., 1988;
Millan, 1999; Almeida y cols., 2004).

Por ultimo, la via postsinaptica de la columna espinal tiene su origen en las
laminas Ill, V, VI y VII de la union sacro-lumbar y de la columna toracica que
proyectan al nucleo gracilis y talamo: Es la via aferente mas larga que transmite
informacion visceral y en base a sus proyecciones talamicos se le ha involucrado en
los componentes emocional-afectivos y sensorial-discriminativos del dolor (Hirshberg
y cols., 1996; Almeida y cols., 2004).
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Sistema limbico

Talamo

Complejo medial del Talamo (
Complejo lateral del Talamo

Amigdala

Mucleo pretectal posterior
Coliculo superior

Sustancia gris pericueductal
Nucleo rojo

Formacion reticular

Locus coeruleus
Formacién reticular
Regién parabraquial lateral

PONS

Nucleo trigeminal
Nucleo precerebelar:
Nucleo gigantocelular
Mucleo del rafé magno
Mucleo magneocelular
Formacion reticular

Nucleo de la columna dorsal
MNucleo cervical |ateral

Médula cervical

Asta dorsal de la
médula espinal

Figura 4. Vias ascendentes del dolor. Modificado de Almeida y cols., 2004.
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2.1.2.3 Talamo y proyecciones corticales

Una vez que las vias aferentes nociceptivas han transmitido el impulso a
estructuras supraespinales, la experiencia dolorosa se integra y adquiere su caracter
desagradable (percepcion). Diversos estudios indican que el cerebro medio, talamo,
hipotalamo, nucleo lentiforme, corteza somatosensorial (S| y Sll) y los cingulos
insular, prefrontal, anterior y parietal son estructuras basicas en la percepcion del
dolor (Millan, 1999). De estas estructuras el talamo es el principal centro de relevo de
la informacién sensorial destinada a la corteza (Figura 5) y son sus nucleos los que

definen el procesamiento de esta informacion (Almeida y cols., 2004).

! |

Corteza Prefrontal Corteza Cingulada Anterior

] sl

Figura 5. Circuitos supraespinales. El complejo lateral talamico esta integrado por los nucleos
ventroposterolateral (VPL), ventroposteromedial (VPM), ventroposteroinferior (VPI). ElI complejo
posterior por los nucleos posterior (PO), ventromedial posterior (VmPO) y el complejo medial por los
nucleos medial dorsal (MDvc), centromedial (CM) y central lateral (LC). Modificado de Almeida y cols.,
2004.

El complejo nuclear lateral esta integrado por los nucleos ventroposterolateral
(VPL), ventroposteromedial (VPM) y ventroposteroinferior (VPI). Recibe aferencias de

los tractos espinotalamico, espinorreticular, espinocervical y espinoparabraquial
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(Almeida y cols., 2004), sus neuronas presentan una organizacion somatotrdpica,
proyectan a la corteza somatosensorial secundaria (Sll) y responden a estimulos
térmicos y mecanicos. En este sentido, el nucleo VPL es reconocido como el principal
centro somatosensorial de relevo y tiene conexiones con la corteza somatosensorial
primaria (Sl); responsable de la localizacion e intensidad del dolor (Willis y cols.,
2001). Al igual que el nucleo VPL, el nucleo VPM esta involucrado en el aspecto
sensorial-discriminativo del dolor; ademas de aspectos emocionales, autbnomos y
psicomotores en virtud de que sus fibras proyectan a la corteza prefrontal y se
encuentra interconectado con la amigdala, hipotdlamo y PAG. Ademas, en este
nucleo convergen fibras provenientes de la region parabraquial y del nudcleo

paratrigeminal (Li y cols., 1997; Gauriau y Bernard, 2002; Almeida y cols., 2004).

El complejo posterior del talamo esta integrado por el nucleo pulvinar oralis, el
nucleo posterior (PO) y la division del nucleo ventromedial posterior (VmPO). Recibe
aferencias de los tractos espinotalamico, espinohipotalamico, espinoparabraquial y la
via postsinaptica de la columna dorsal y establece un circuito reverberante con la
corteza reforzando la activacion de las neuronas talamicas y corticales ante estimulos
nocivos (Roberts y cols., 1992; Millan, 1999). Los nucleos PO y VmPO forman parte
integral del sistema nociceptivo medial estableciendo conexiones con la corteza
insular y singular; involucradas en el componente afectivo-emocional del dolor. Estos
nucleos responden a informacion térmica nociva y a estimulos mecanicos inocuos y

nocivos (Yeziersk, 1990; Treede y cols., 1999).

Por su parte, el complejo medial del talamo esta integrado por el nucleo medial
dorsal (MDvc) y el ndcleo intralaminar. Recibe aferencias de los tractos
espinotalamico, espinomescensefalico y espinohipotalamico y proyecta a la corteza
singular sugiriendo una contribucién en el aspecto afectivo-motivacional del dolor.
Ademas, interconecta con estructuras responsables de la atencion y respuestas
motoras como el estriado y el cerebelo con lo que probablemente participa en la

conducta de escape ante un estimulo nocivo (Willis y Westlund, 1997; Millan, 1999).
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2.1.2.4 Vias descendentes

Las vias descendentes permiten al organismo conocer y responder a un
estimulo nocivo facilitandolo o inhibiéndolo (modulacion) (Akil y cols., 1976). En
1965, Melzack y Wall como parte de su teoria de la compuerta propusieron la
existencia de un sistema especifico capaz de modular el dolor. Hoy en dia se sabe
que incluso los centros supraespinales mas altos influyen en el procesamiento
nociceptivo llevado a cabo en el asta dorsal a través de vias descendentes mono y
polisinapticas (Mlllan, 2002) (Figura 6). En este sentido, las cortezas frontocortical,
somatosensorial y parietal proyectan terminales directas al asta dorsal de la médula
espinal produciendo antinocicepcion (Miller, 1987). Mientras que la corteza insular y
ventral orbital producen inhibicion descendente via relevos con otras estructuras
supraespinales como la PAG (Zhang y cols., 1997; Millan, 2002). Asimismo, la
corteza frontal participa en la inhibicion descendente via su relevo con el nucleo del
rafé magno (NRM), en tanto, que la estimulacion de la corteza del cingulo anterior
produce respuestas aversivas al dolor que facilitan la informacion nociceptiva (Miller,
1987; Calejesan y cols., 2000).

El hipotalamo se encuentra ampliamente interconectado con el NTS, PAG,
bulbo raquideo rostroventrolateral (RVM) y estructuras corticolimbicas por lo que esta
implicado en la dimensién afectiva y cognitiva del dolor (Millan, 1999). El sistema
hipotalamo-espinal se origina de los nucleos hipotalamico paraventricular (PVN),
arcuato, tuberomamilar y posterior periventricular. Este sistema participa produciendo
tanto facilitacion como inhibicién descendente (Bonica, 1990; Mlllan, 2002). En lo que
se refiere a las vias polisinapticas, el nucleo predptico medial proyecta intensamente
a PAG y RVM participando en la respuesta motora al dolor e inhibicion descendente
(Murphy y cols., 1999).

La PAG se encuentra reciprocamente interconectada con el hipotalamo, PBN,
NTS y estructuras corticolimbicas incluyendo la corteza frontal y la amigdala por lo

que participa en el control emocional (Gray y Magnuson, 1992; Odeh y Antal, 2001).
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Por un lado, el sistema PAG-espinal participa en la facilitacion descendente, esta
integrado en su mayoria por neuronas que contienen péptidos excitatorios; las cuales
descienden por el funiculo dorsolateral proyectandose directamente al asta dorsal de
la médula espinal (Skirboll y cols., 1983). Mientras que por el otro lado, las vias
polisinapticas de la PAG involucran la participacion de neuronas serotoninérgicas y
glutamatérgicas al RVM y noradrenérgicas al nucleo A7, aunque también se han
reportado proyecciones de neuronas GABAérgicas y encefalinérgicas a estos
nucleos. Todas estas proyecciones traen como consecuencia un efecto

antinociceptivo sobre el asta dorsal (Wiklund y cols., 1988; Millan 2002).

El bulbo raquideo rostroventromedial (RVM) es una region heterogénea que
recibe proyecciones de vias descendentes originadas de la PAG, PBN, NTS y otras
estructuras involucradas en recibir y procesar informacién nociceptiva. Esta region
manda proyecciones inhibitorias y excitatorias a laminas superficiales y profundas del
asta dorsal (Fields y Basbaum, 1994; Millan, 2002) y es en el RVM donde se localiza
el nucleo del rafé magno (NRM) rico en neuronas serotoninérgicas (Feldman y cols.,
1997).

El ndcleo del tracto solitario (NTS) al igual que el nucleo parabraquial (PBN)
funciona como una interfase entre el sistema sensorial y autonomo. Esta
reciprocamente conectado con el hipotalamo y regiones corticolimbicas. Su
estimulacién produce antinocicepcion via PAG o directamente en el asta dorsal de la
médula espinal (Mtui y cols., 1993 y Millan, 2002), aunque también participa en la
facilitacion descendente a través de la RVM (Morgan y cols., 1989; Wiertelak y cols.,
1997). Por otro lado, el PBN participa suprimiendo la respuesta nociceptiva via el
NTS, RVM o directamente en el asta dorsal (Yoshida y cols., 1997). Por ultimo, el
nucleo reticular dorsal recibe y proyecta directamente a laminas profundas y
superficiales manteniendo un circuito reverberante que al estimularse produce
principalmente estados de hiperalgesia (Almeida y cols., 1996; 1999), aunque
algunos autores sefalan la existencia de controles inhibitorios a través de este

circuito (Bouhassira y cols., 1992).
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DRG
NERVIO
DANADO

ESTiMULD
NOCIVO

Figura 6. Vias descendentes. Sustancia gris pericueductal (PAG), nucleo del tracto solitario (NTS),
nucleo parabraquial (PBN), bulbo raquideo rostroventrolateral (RVM), nucleo reticular dorsal (DRT),
neurona de proyeccion (PN), fibra aferente primaria (PAF) y ganglio de la raiz dorsal (DRG).

Modificado de Millan, 2002.
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2.1.2.5 Mecanismos moleculares

El dolor es el resultado de diversos mecanismos moleculares. Algunos de
estos son unicos a una condicion dolorosa, otros se encuentran presentes en
multiples sindromes clinicos o pueden expresarse a diferentes tiempos (Scholz y
Wolf, 2002). En este sentido, un estimulo intenso pero sin dafio al tejido, da como
respuesta un dolor transitorio de pocos segundos, bien localizado que no
desencadena procesos de sensibilizacion. Esta sefal intensa es transducida por
receptores especializados a corrientes despolarizantes y conducidas al sistema
nervioso central (SNC) a través de los axones de las fibras aferentes primarias. En
este tipo de dolor (transitorio o nociceptivo) participan receptores que responden a
agentes fisicos y quimicos nocivos. Dentro de estos receptores tenemos a los
receptores de la familia TrpV y el receptor TrpM8 (Patapoutian y cols., 2003) que
detectan estimulos térmicos nocivos, o bien aquellos que responden a estimulos
mecanicos intensos y estan estructuralmente relacionados a los canales de sodio
sensibles a acido (ASICs), denominados DRASIC, MDEG y TREK-1 (Garcia-
Anoveros, 2001). Todos estos receptores son mas bien canales i6nicos que
actuan despolarizando a la neurona (Costigan y Woolf, 2000; Scholz y Wolf,
2002).

Por otro lado, cuando el estimulo es capaz de producir dafio al tejido, una
gran cantidad de sustancias endoégenas son liberadas en el sitio de lesion, que
pueden excitar o sensibilizar las fibras aferentes primarias y forman parte de la
“sopa inflamatoria” responsable de este tipo de dolor (inflamatorio o agudo) (Woolf
y Costigan, 1999; Sawynok y Liu, 2003). En primer lugar, el dafio producido a las
células del tejido libera protones y ATP que actuan despolarizando las fibras
aferentes primarias por activacion de los receptores ASICs y P2Xj,
respectivamente (Costigan y Woolf, 2000). La activacion de fibras aferentes
primarias (principalmente fibras C) genera potenciales antidromicos y ortodrémicos
que liberan neuropéptidos como la sustancia P y CGRP (Wall y Devor, 1983;

Willis, 1999) que a su vez despolarizan terminales nerviosas vecinas y son
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responsables de la vasodilatacion y extravasacion plasmatica, asi como también
de la regulacion de la secrecion de diversos mediadores inflamatorios en diversas

células (Szolcsanyi, 1988; Costigan y Woolf, 2000).

Las células endoteliales activadas expresan moléculas de adherencia como
la selectina E, selectina P, ICAM-1 (molécula de adherencia intracelular) y VCAM-
1 (molécula de adherencia de células vasculares) que intervienen de modo
fundamental para precondicionar vy orientar a las células circulantes hacia el sitio
de inflamacion (Roberts y Morrow, 2002). La migracion de células al tejido dafiado
causa la liberacion de numerosos mediadores del dolor, entre los cuales se
encuentra la serotonina, que es liberada por plaguetas, mastocitos y células
endoteliales (Taiwo y Levine, 1992). Ademas de la serotonina los mastocitos
afnaden a la “sopa inflamatoria” histamina, prostaglandinas y bradicinina (Costigan
y Woolf, 2000;). Por su parte, los macrofagos liberan citocinas (IL-1, IL-6 y TNF-a.)
y factores de crecimiento (NGF y LIF). Todos estos mediadores actuan sobre sus
respectivos receptores sensibilizando o despolarizando a las fibras aferentes
primarias (Fajardo y cols., 2001; Kidd y Urban, 2001).

La sensibilizacién periférica (Figura 7) ocurre inicialmente mediante la
activacion de diversas cinasas, que a su vez fosforilan multiples proteinas, entre
ellas canales ionicos dependientes de voltaje y canales idnicos operados por
ligando ocasionando asi un incremento de corrientes de Na* y Ca* y una
disminucion de corrientes de K™ (Gold, 1999; Millan, 2002). Seguido de estos
cambios tempranos (segundos), comienza a haber cambios transcripcionales
(minutos), debidos a las proteincinasas activadas, que fosforilan factores de
transcripcion y neurotrofinas como el NGF, el cual se internaliza junto con su
receptor de membrana TrkA al nucleo celular donde inicia cambios
transcripcionales (Leslie y cols., 1995). Estos cambios refuerzan la excitabilidad
neuronal ya que se incrementa la sintesis de moléculas involucradas en la
transmision nociceptiva como SP y CGRP (Apfel, 2000; Costigan y Wolf, 2000)

que no solo afectan a las fibras C, sino también a las fibras Ap y Ad que modifican
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su fenotipo e inervacién en el asta dorsal (Woolf y cols., 1992, 2000; Sawynok y
Liu, 2003).
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Figura 7. Sensibilizacién Periférica. Modificado de Costigan y Wolf, 2000.

Dentro del asta dorsal de la médula espinal, un estimulo nocivo, pero sin
dafio al tejido, libera glutamato de las terminales centrales de las fibras aferentes
primarias. El glutamato transmite el impulso nociceptivo a través de receptores
AMPA que generan potenciales post-sinapticos excitatorios rapidos que sefialan la
duracion, intensidad y localizacion del estimulo periférico nocivo y por ende, sirven
como un sistema de advertencia al organismo (Woolf y Costigan, 1999). Por otro
lado, si existe dafo al tejido, los potenciales generados son mas intensos o
sostenidos liberando ademas neuropéptidos como SP y el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), los cuales a su vez activan receptores post-

sinapticos desencadenando multiples cascadas de transduccion (Michael y cols.,
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1997; Costigan y Woolf, 2000; Khasabov y cols., 2002). En primer lugar el
glutamato activa receptores AMPA que despolarizan las neuronas post-sinapticas,
dicha despolarizacién remueve al ién Mg®** que bloquea los canales NMDA
permitiendo al glutamato activar a estos receptores trayendo como consecuencia
un incremento en el Ca®* intracelular (Woolf y Salter, 2000). El incremento de Ca?*
y los multiples receptores activados estimulan la participacion de diversas enzimas
(NOS, COX) y multiples proteincinasas (PKA, PKC, MAPK) (Woolf y Costigan,
1999).

TERMINAL CENTRAL DE LA +#~ NEURONA DEL ASTA DORSAL
FIBRA AFERENTE PRIMARIA 4
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Figura 8. Sensibilizacion central. Modificado de Costigan y Wolf, 2000.

Las proteincinasas fosforilan receptores de membrana y canales iénicos
haciendo mas excitable a la neurona, como en el caso del receptor NMDA que al
ser fosforilado puede permanecer mas tiempo abierto y ser mas sensible a la

presencia de glutamato, por su parte la NOS y la COX sintetizan metabolitos como
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oxido nitrico y prostaglandinas (respectivamente) que pueden actuar tanto pre
como post-sinapticamente (Costigan y Woolf, 2000). Todos estos cambios
producen sensibilizacion central (Figura 8) que ademas activa cambios
transcripcionales como el incremento en el mRNA del receptor TrkB después de
dos horas de producido el dafio al tejido (Mannion y cols., 1999).

En resumen, la actividad y el metabolismo de las fibras sensoriales se
puede alterar profundamente por una variedad de mediadores que se generan por
el dano tisular y la inflamacion. Estos mediadores incluyen sustancias liberadas
por el tejido dafado, sustancias de origen vascular, de fibras aferentes, fibras
simpaticas y diversas células inmunes. El efecto de estos mediadores consiste en
activar o sensibilizar las fibras aferentes produciendo cambios en los canales
ionicos y receptores de membrana. Estos cambios tienen el potencial de alterar la
transcripcion de genes e inducir a largo plazo alteraciones en la bioquimica de las
neuronas sensoriales (Dray, 1995). A continuacién se hace una revision de uno de

estos mediadores, motivo de esta tesis.

2.1.3 Serotonina

2.1.3.1 Historia

En la década de 1930 Erspamer, utilizando un colorante para indoles
encontré que las concentraciones mas altas de enteramina se encontraban en las
células enterocromafines del tubo digestivo, plaquetas y SNC (Erspamer y Asero
1952). Casi dos décadas después el grupo de Page (Rapport y cols., 1948) aislo y
caracterizd desde un punto de vista quimico una sustancia vasoconstrictora
liberada por las plaquetas de la sangre coagulada que recibié el nombre de
serotonina. Sin embargo, no fue sino hasta 1976 cuando Page mostré que esta
sustancia era idéntica al indol aislado por Erspamer (Page, 1976; Sanders y

Mayer, 2002). Cabe mencionar que fue a mediados de 1950 cuando se sugirié que
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la serotonina podia funcionar como neurotransmisor en el cerebro de mamiferos
(Brodie y Shore, 1957).

2.1.3.2 Estructura, sintesis, distribucion y metabolismo

hew
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3-(B-aminoetil)-5-hidroxiindol

C1oH12N20
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p.f. 167 — 168 °C como clorhidrato de 5-HT

Figura 9. Estructura quimica de la serotonina.

La serotonina se sintetiza por una via de dos etapas a partir del aminoacido
esencial triptéfano (Figura 10). El cual se capta activamente en el encéfalo por
medio de un transportador que también transporta a otros grandes aminoacidos
naturales y de cadena ramificada (Denizeau y Sourkes, 1977; Mandell y Knapp,
1977). El primer paso de la biosintesis se lleva a cabo por la hidroxilasa de
triptéfano, la cual requiere oxigeno molecular y tetrahidropteridina, no sufre
inhibicion por producto terminal pero es activada por fosforilacion mediante la
CaM-KIlI, esta reaccién es el paso limitante de la biosintesis. Una vez formado el
L-5-hidroxitriptéfano, la descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos lo convierte
en serotonina, esta reaccion requiere vitamina Bg para poder llevarse a cabo
(Boadle-Biber, 1993).

La serotonina se metaboliza principalmente en el SNC a &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) mediante un proceso de dos etapas (Udenfriend,
1959). El primer paso se lleva a cabo por la enzima monoaminooxidasa (MAOa)

que convierte a la serotonina en acetaldehido del 5-hidroxiindol, el cual se
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convierte a 5-HIAA por la enzima aldehido deshidrogenasa (Feldman y cols.,
1997). Cabe sefalar que ésta es la principal via de metabolismo para la serotonina
pero cuando las concentraciones de NADH se incrementan bajo ciertas
circunstancias como la ingesta de alcohol, la ruta por la cual se metaboliza el
acetaldehido del 5-hidroxiindol cambia de la via oxidativa hacia la via reductiva.
Este fendmeno tiende a incrementar la excrecion de 5-hidroxitriptofol, y reducir en

correspondencia la de 5-HIAA.
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Figura 10. Biosintesis y metabolismo de la serotonina.

El 5-HIAA se transporta al exterior del encéfalo por un proceso sensible al
inhibidor probenecid (Forn, 1972) y se excreta por orina junto con pequenas
cantidades de 5-hidroxitriptofolsulfato o de conjugados glucuronados. La excrecion
ordinaria de 5-HIAA es de 2 -10 mg/dia (Sanders y Mayer, 2002). Ademas del
metabolismo por accion de la MAO, existe un proceso de captacién mediado por

un cotransportador de Na* que se encuentra localizado en la membrana exterior
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de las terminaciones axonianas serotoninérgicas y en la membrana exterior de las
plaquetas. Este cotransportador es muy especifico y al ser fosforilado sufre
internalizacién. Cabe mencionar, que a diferencia de estos transportadores, el
transportador de aminas vesicular es inespecifico (Graham y Langer, 1992;
Feldman y cols., 1997).

Giro del cingulo
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Figura 11. Origen y vias ascendentes y descendentes serotoninérgicas. Modificado de Bonica y
cols., 1990; Purves y cols., 2001.

En cuanto a su distribucién en el sistema nervioso central (Figura 11) las
neuronas serotoninérgicas encontradas en el asta dorsal de la médula espinal se
originan de neuronas descendentes del tallo cerebral ya que la transeccion espinal
cronica resulta en una deplecidon completa de los niveles de 5-HT (Dubner y
Bennett, 1983). Los cuerpos celulares de estas neuronas se encuentran
localizados principalmente en los nucleos del rafe magno (NRM), rafe oscuro
(NRO), rafe palido (NRP) y rafe dorsalis (NRD). EI NRM proyecta sus axones a

través del funiculo dorsolateral a las laminas |, Il, IV, V y cerca del canal central
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mientras que el NRO y el NRP descienden sus axones a motoneuronas

localizadas en el asta ventral (Ruda y cols., 1986).

En relacion a las vias ascendentes se han descrito dos vias principales
denominadas ventral y dorsal. La via ascendente ventral se origina de los nucleos
B6, B8 y NRD y proyecta a numerosas partes del diencéfalo, ganglios basales,
sistema limbico y corteza mientras que la via ascendente dorsal inicia en los
nucleos NRD y B8 y proyecta a PAG aunque la mayoria de sus axones asciende
para unirse con el sistema ventral. Cabe mencionar que también se han descrito
proyecciones al cerebelo y diversas estructuras del puente y bulbo raquideo
(Feldman y cols., 1997).

INHIBICION DESCENDENTE FACILITACION DESCENDENTE
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Figura 12. Localizacion de los diferentes subtipos de receptores a 5-HT en el asta dorsal y su
participacion en el procesamiento nociceptivo. Modificado de Millan 2002.

No hay una separacion anatomica absoluta en las estructuras involucradas

en los sistemas descendentes de inhibicion y facilitacion serotoninérgicos ya que
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en la actualidad se aceptan al menos 14 subtipos de receptores, los cuales
pueden mediar tanto sistemas descendentes excitatorios como inhibitorios
dependiendo del mecanismo de transduccion intracelular al cual se encuentren
acoplados y al sitio funcional donde se encuentren localizados en el asta dorsal
(Figura 12) (Millan, 2002).
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Tabla 3. Nomenclatura propuesta por el subcomité sobre receptores a 5-HT de la NC-IUPHAR. Datos tomados de Alexander y cols., 2005.

Receptor

Otros nombres

Localizaciéon
cromosomica

Mecanismo
Transduccional

Agonistas

Antagonistas

Efecto neuronal

5-HT1a 5911.2-q13 (-)AC 8-OH-DPAT * (£) WAY 100635 (8.7) Hiperpolarizacion
L 694247 GR 55562 (7.4)

5-HT1g 5-HT1pp 6913 (-)AC Sumatriotan ° SB 224289 (8.5) Hiperpolarizacién
P SB 236057 (8.9)

PNU 109291 . o
5-HT1p 5-HT1p,, 1p34.3-36.3 (-) AC Sumatriptan BRL 15572 (7.9) Hiperpolarizacién
5-hte 6914-15 (-) AC Hiperpolarizacion

5-HT1gg LY 334370 . o
5-ht4¢ 5-HT, 3p11-p14.1 (-) AC Sumatriptan Hiperpolarizacion
D c Ketanserina (8.5 - 9.5) .
5-HT2a 5-HT, 13914-921 PLC DOl MDL 100907 (9.4) Despolarizacion
5-HT2s 5-HTor 2036.3-937.1 PLC BW 723C86 SB 204741 (7.8) Despolarizacion
Mesulergina (9.1)
5-HTc 5-HT1c Xq24 PLC Ro 600175 SB 242084 (9.0) Despolarizacion
RS 102221 (8.4)
SR 57227 Granisetron (10)
5-HT; M 11923.1-g23.2 | Canal Na'/K/Ca?* . . Ondansetrén (8 - 10) Despolarizacién
m-clorofenilbiguanida . )
Tropisetrén (10 - 11)
BIMU 8 GR 113808 (9 - 9.5)
5-HT, 5q31-33 (+) AC RS 67506 SB 204070 (10.8) Despolarizacion
ML 10302 RS 100235 (11.2)
5-htsa 5-HTs, 7q936.1 (-) AC Hiperpolarizacion
5-htsg NQ“_.“_.-Q“_.w ? ?
Ro 630563 (7.9)
5-hte 1p35-36 (+) AC mwﬁwﬂwﬁw_uﬂmm%_ﬁo SB 271046 (7.8) Despolarizacion
P SB 357134 (8.5)
} 5-HTx ) 5CT>>5HT>5MeOT>8-OH-DPAT SB 258719 (7.9) o
S-HT7 5-HT -like 10423.3-24.3 (+)AC Sumatriptan inactivo SB 269970 (9.0) Despolarizacion

@ También actla como agonista parcial 5HT.
® También es agonista a los receptores 5-HT1p y 5-HT1f.
¢ También activa al receptor 5-HTac.
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2.1.3.3 Receptores y dolor

La clasificacion de los receptores serotoninérgicos comenzé en 1957 cuando
Gaddum vy Picarelli demostraron que la respuesta funcional del ileo de cobayo a
serotonina podia ser bloqueada parcialmente por morfina (M), mientras que el
remanente de la respuesta era inhibido por dibenzilina (D). De esta manera,
propusieron una subdivision de estos receptores novedosos, a los cuales
denominaron M y D. Posteriormente, Peroutka y Snyder (1979) demostraron la
presencia de dos sitios distintos a 5-HT, utilizando los radioligandos [°H]-5-HT, [*H]-
espiperona y [’H]-LSD. Asi, los sitios se llamaron 5-HT; y 5-HT,, donde el 5-HT;
correspondia al receptor D. Una década después, en 1986 Bradley y cols. basandose
en la evidencia existente hasta el momento propusieron tres grupos principales
llamados 5-HTi-like, 5-HT, y 5-HT3, donde el ultimo correspondia al receptor M
descrito por Gaddum y Picarelli. Tiempo después se adopté como criterio primordial
para clasificar a los receptores de la familia 5-HT la gran afinidad que desplegaban
por 5-HT. Pero esta clasificacion resulté invalida ya que un receptor expresado en el
plexo coroideo denominado 5-HTc, no compartia las propiedades farmacoldgicas,
mecanismo transduccional o secuencia de aminoacidos con los miembros de su
familia. Esto generaba un problema ya que el receptor 5-HT1c (posteriormente 5-
HTyc) podia clasificarse de una manera mas adecuada en la familia 5-HT, (Humprey
y cols., 1993).

Asi, el Comité para la Nomenclatura de Receptores del Club de Serotonina,
propuso un nuevo sistema de clasificacion basado en informacion operacional,
estructural y transduccional. Esto implicaba que ningun criterio podria ser exclusivo o
predominante y que el término de receptor solo podria aplicarse a una entidad de la
cual fueran disponibles los tres tipos de informacion y que ademas se tuviera
evidencia razonable de su papel funcional (Hoyer y cols., 1994). Estos principios
fueron posteriormente aceptados por el Comité de Nomenclatura de la Unién

Internacional de Farmacologia (NC-IUPHAR) y se adaptd progresivamente para
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acomodar informacion nueva (Figura 13). Actualmente se reconocen 14 subtipos de

receptores divididos en 7 familias

SHTp—— o — 5HT,
5-hty «— L, 5ht
5-ht,p «—— + 5-HT,
5-ht |

N

- 6. — 5HTu
I l . 5-HT,
L+ 5-HT,,

5-HT,
(Hoyer y cols., 2002).

Figura 13. Clasificacion de los receptores a serotonina de acuerdo con la IUPHAR. Modificado de
Hoyer y cols., 2002.

2.1.3.3.1 Receptor 5-HT1a

El receptor 5-HT1a se encuentra acoplado negativamente a adenilato ciclasa
(AC) y su activacion causa hiperpolarizacion neuronal, un efecto mediado a través de
proteinas G acopladas directamente a la apertura de canales de K (Aghajanian y
Marek, 1995) y cierre de canales de Ca*". Consta de 422 aminoacidos (aa) y tiene
sitios de glicosilacion y fosforilacion. El receptor humano se encuentra localizado en
el cromosoma 5g11.2-q13 (Barnes y Sharp, 1999). Se ha observado que dentro de
sus efectos neuroenddcrinos y neuroquimicos, la activacion del receptor 5-HTqa por
un lado aumenta la liberacion de ACTH, prolactina, NA y Ach; mientras que por el
otro disminuye la liberacion de 5-HT y glutamato. Sus efectos principales son el
sindrome serotoninérgico, hipotermia, hiperfagia, ansiolisis e incremento en el

comportamiento sexual.
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En cuanto a la farmacologia el 8-OH-DPAT es el agonista mas selectivo hasta
la fecha, aunque se sabe que también se une a receptores 5-HT;. El WAY-100635 es
el antagonista mas potente, aunque el NAD-299 parece ser mas selectivo (Barnes y
Sharp, 1999; Hoyer y cols., 2002).

En cuanto a su distribucion en el SNC, se han encontrado en una alta
concentracion en el asta dorsal, sobre todo en las laminas superficiales, aunque
también existen en laminas profundas y en la lamina X (Thor y cols., 1993), pero
pobre expresion en el asta ventral (VH) y columna intermediolateral (IML).
Reproduciblemente, se han reportado cantidades sustanciales del mRNA en el
ganglio de la raiz dorsal (DRG) (Pierce y cols., 1996; Chen y cols., 1998; Wu y cols.,
2001). En niveles supraespinales se encuentran en areas mesencefalicas (nucleo del
rafe), estructuras limbicas (hipocampo y septo lateral) y corticales (corteza entorrinal

y cingulo) (Barnes y Sharp, 1999).

Doak y Sawynok (1997) reportaron la participacion de receptores 5-HT¢ en
terminales periféricas utilizando el agonista 5-CT en la prueba de formalina, pero
cabe senalar, que este compuesto también actua como agonista 5-HT7, por lo que
posiblemente el efecto observado se deba a la activacion de este receptor ya que
produce despolarizaciéon neuronal, contrario a los 5-HTy que producen

hiperpolarizacion.

A nivel del asta dorsal, la administracion de agonistas 5-HT4s en numerosos
estudios conductuales reportan acciones hiperalgésicas. Asimismo, la estimulacion
de estos receptores revierte la antinocicepcion producida por antidepresivos, nicotina,
calcitonina, estrés, agonistas o, y agonistas GABAérgicos, sugiriendo la participacion
de estos receptores en el sistema descendente facilitatorio, el cual se activa por
estimulacién del bulbo raquideo ventromedial (RVM), excitacion del nervio vago o

inflamacion periférica (Millan, 2002)..
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Se piensa que las acciones pronociceptivas del receptor 5-HT4s estan
mediadas por interneuronas inhibitorias (ININ) GABAérgicas, en apoyo a esta teoria,
la administracién intratecal de agonistas GABA bloquea la alodinia mecanica evocada
por activaciéon de receptores 5-HT1a (Millan y cols., 1996). Ademas, se ha observado
que la activacion del receptor 5-HT 14 induce la expresion genética de dinorfina en el
asta dorsal, un opioide, del cual se han reportado propiedades pronociceptivas
(Millan, 2002).

No obstante, dependiendo del parametro a evaluar, la modalidad del estimulo
y varios otros factores, diversos autores han reportado también acciones
antinociceptivas en estudios conductuales (Bardin y cols., 2000, 2001). Esta
evidencia junto con estudios electrofisiolégicos, que demuestran que los agonistas 5-
HT1a producen hiperpolarizacion en neuronas del asta dorsal y nucleo trigeminal
(Grudt y cols., 1995), sugieren que estos receptores se encuentran localizados en
neuronas de proyeccion (PN). Ademas, se ha sugerido la participacion de la via
descendente de la sustancia gris pericueductal (PAG) en estos efectos (Lin y cols.,
1996).

A nivel supraespinal, el receptor 5-HT1a ejerce una influencia facilitatoria
indirecta en el locus ceruleo por inhibicion del disparo de ININ GABAérgicas (Gobert y
cols., 2000). Por otro lado, los autorreceptores 5-HT1a localizados en el nucleo del
rafé magno y otros nucleos serotoninérgicos ejercen un pronunciado efecto inhibitorio
(Millan y cols., 1999). En el PAG, la activacion de receptores 5-HTia junto con
receptores u refuerzan el sistema descendente inhibitorio (DI), ya que
sinergisticamente suprimen la liberacion de GABA (Kishimoto y cols., 2001).
Finalmente, también se ha asociado de manera indirecta al receptor 5-HT1a con la
antinocicepcion producida por modulacion del sistema colinérgico (Galeotti y cols.,
1997).
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2.1.3.3.2 Receptor 5-HTp

El receptor 5-HT4g fue originalmente caracterizado en roedores de acuerdo a
criterios operacionales (Pedigo y cols., 1981). Afos mas tarde se detectdé otro
receptor en bovinos y se clasificod inicialmente como 5-HTp (Heuring y Peroutka,
1987). Sin embargo, ambos receptores presentaban similitudes en su mecanismo

transduccional, funcion y distribucién, pero no en su farmacologia.

En el humano, el receptor 5-HT4g se clasificd originalmente como 5-HTp, y en
base a su homologia con el receptor RDC4 en perro se reclasificé como 5-HTp, y 5-
HTipg, debido a que se encontraron dos genes homologos a este receptor en el
humano, que al ser expresados presentaban la farmacologia descrita para el receptor
5-HT1p.

La controversia se aclar6 cuando el receptor 5-HTg de roedor y 5-HT1pg en el
humano fueron clonados y se encontré que compartian una homologia del 97%. De
hecho, las diferencias farmacolégicas de estos dos homdlogos son atribuidas a una
mutacion puntual del aminoacido Asp'® por Arg'?®. De acuerdo con esto, el receptor
humano 5-HTipg ahora se conoce como 5-HT4g y se encuentra localizado en el
cromosoma 6q13, sin embargo, es importante sefialar que ahora las caracteristicas
operacionales son definidas por el receptor 5-HT1g humano. En este sentido, este
receptor al igual que todos los de la familia 5-HT4 se encuentra acoplado
negativamente a adenilato ciclasa y su activacion refuerza corrientes de K

contribuyendo inhibitoriamente en la excitabilidad neuronal (Le Grand y cols., 2000).

En el SNC, se ha reportado que este receptor puede servir como autorreceptor
o heterorreceptor controlando la liberacion de acetilcolina, glutamato, dopamina,
noradrenalina y GABA (Pauwels, 1997). Dentro de las aplicaciones terapéuticas
destaca su propiedad antimigrafiosa. Tentativamente se le han atribuido otros efectos
al receptor que incluyen hipofagia, hipotermia y ereccion. Ademas, el raton KO tiene

un comportamiento altamente agresivo.
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En cuanto a su farmacologia, existen diversos agonistas caracterizados, como
el RU 24969, MK 462 (rizatriptan), BW 311C90 (zolmitriptan), SKF 99101H, GR
46611, L 694247, CP 93129, LY 334370 y sumatriptan. Pero algunas de estas
moléculas podrian tener alta afinidad por los receptores 5-htie (sumatriptan, LY
334379) o 5-HTp (L 694247), En la actualidad, existen dos agonistas que permiten
distinguir entre el receptor humano 5-HTg (SB 216641) y 5-HT1p (BRL 15572). Con
respecto a los antagonistas, los mas comunmente utilizados en roedores, son el
pindolol, cianopindolol y SDZ 21009, pero son equipotentes con el receptor 5-HT1a
(Barnes y Sharp, 1999; Hoyer y cols., 2002).

En relacion a su distribucién en el SNC, los receptores 5-HTig se han
localizado principalmente en la post-sinapsis de las laminas | y IV del asta dorsal,
mientras que su expresion en las terminales centrales de las PAF parece ser minima.
Interesantemente diversos estudios demuestran que tanto el mMRNA como el receptor
se encuentran presentes en fibras C y Ad, sugiriendo un papel en la reduccion de la
extravasacion neurogénica. La extravasacion neurogénica esta implicada junto con la
vasodilatacién directa de vasos cerebrales en la patogénesis de la migrafia. De
hecho, hay un interés creciente de tratar la migrafa utilizando agonistas 5-HTg que
actuen a nivel post-sinaptico del nucleo trigeminal (Mitsikostas y Del Rio, 2001;
Millan, 2002).

Por lo que concierne al nivel supraespinal, hay una densidad marcada de
receptores 5-HT4g en la PAG y NTS, pero no hay evidencia que demuestre que el
receptor ejerce una modulacion nociceptiva en estas vias descendentes. Por el
contrario, se ha reportado que el receptor 5-HT4g ejerce una influencia inhibitoria en
las vias ascendentes colinérgicas y en las vias descendentes del NRM, sitio de

accion del acetaminofén (Millan, 2002).
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2.1.3.3.3 Receptor 5-HTp

El receptor humano inicialmente llamado 5-HTqp, (ahora llamado 5-HT4p) por
su similitud farmacoldgica con el receptor 5-HT1pg (ahora llamado 5-HT1g) resultd ser
homologo al receptor 5-HTp descubierto en rata, que se encuentra localizado sobre
el cromosoma humano 1p34.3-p36.3, tiene un acoplamiento celular negativo a
adenilato ciclasa y es capaz de formar heterodimeros con el receptor 5-HT4g (Barnes
y Sharp, 1999; Xie y cols., 1999).

En relacion a su farmacologia diversos compuestos que tienen alta afinidad
por el receptor 5-HT1p, también la tienen por el receptor 5-HT4g (GR 127935, GR
125743). Aunque recientemente se ha reportado un agonista selectivo 5-HT1p (PNU
109291) que promete ser un agente terapéutico para tratar la migrana (Barnes y
Sharp, 1999; Cutrer y cols., 1999).

Este receptor se expresa en DGR y TG de fibras C peptidérgicas tanto en
cobayos, como en humanos. Al igual que el receptor 5-HT4g participa en la inhibicién
de la liberacién de neurotransmisores en la periferia, su participacion para modificar
la liberacion de neurotransmisores en la terminal central permanece por demostrarse
(Hou y cols., 2001).

Respecto a la expresion intrinseca del receptor 5-HTqp, existe evidencia que
se expresa en la lamina X de la médula espinal y en el nucleo trigeminal del tallo
cerebral. Esta localizacion tanto en terminales centrales de PAF como en neuronas
intrinsecas de la DH sugiere un papel antinociceptivo de este receptor. Sin embargo,
su papel preciso en comparacién con los receptores 5-HTqg requiere estudios
funcionales. A nivel supraespinal el receptor esta concentrado en ciertas regiones
como el globo palido y la sustancia negra pero en ninguna que tenga que ver con
estructuras involucradas en la modulacion descendente (Barnes y Sharp, 1999;
Millan, 2002).
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2.1.3.3.4 Receptor 5-ht;g

El receptor 5-htig se identifico en estudios de “binding” en homogenados de
corteza frontal humana. Se encuentra acoplado negativamente a adenilato ciclasa, su
secuencia peptidica contiene 365 aa y su gen se ha mapeado en el cromosoma
humano 6q14-q15, sin embargo su funcionalidad hasta la fecha es desconocida.
Asimismo, no existen ligandos selectivos para este receptor, pero se sabe que tiene
alta afinidad por 5-HT y baja por 5-CT y sumatriptan. En cuanto a la distribucion de
este receptor, se ha encontrado su mRNA en la corteza entorinal, caudado, putamen,

amigdala y regiones hipotalamicas (Barnes y Sharp, 1999; Hoyer y cols., 2002).

2.1.3.3.5 Receptor 5-htyr

El gen del receptor 5-hty originalmente se detecté en raton en base a la
homologia de su secuencia con los receptores 5-HT1g y 5-HTp (Amlaiky y cols.,
1992). Inicialmente fue llamado 5-htigg basandose en su similitud farmacologica,
incluyendo su baja afinidad por 5-CT. Sin embargo, la distribucion del mRNA es

diferente en ambos receptores (Barnes y Sharp, 1999).

El receptor consiste de una proteina de 366 aa acoplada negativamente a
adenilato ciclasa y cuyo gen humano se encuentra localizado en el cromosoma 3p11.
En cuanto a su distribucién y funcion poco se conoce, pero se ha identificado el
MRNA de este receptor en regiones del SNC como el hipocampo, estriado, corteza,
hipotalamo, talamo, nucleo del rafé dorsal, PAG y NTS; pudiendo ser estas ultimas
cinco regiones importantes en la modulacidn del dolor. Su distribucion sugiere que el
receptor podria estar desempefiando un papel como autorreceptor (Hoyer y cols.,
2002; Millan, 2002).

En relacién a su farmacologia el sumatriptan tiene alta afinidad por este

receptor. Ademas, recientemente se ha desarrollado un agonista selectivo (LY

- 38 -



Maestria en Ciencias Biologia Experimental, I. . Q. B. INTRODUCCION

334370) que pudiera ser importante como agente antimigrafioso. En este sentido, se
ha reportado que el receptor 5-hti podria estar implicado en el control de la
extravasacion neurogénica en PAF que inervan las meninges pero no todos los datos
publicados concuerdan al respecto. Se ha observado también que estos receptores
se expresan en terminales centrales y en neuronas intrinsecas del nucleo trigeminal,
lo que sugiere un papel antinociceptivo pre- y post-sinaptico a este nivel, mientras
que a nivel de la médula espinal la modulacién parece llevarse solo a nivel pre-
sinaptico (Millan, 2002).

2.1.3.3.6 Receptor 5-HTza

Histéricamente el receptor 5-HT,a se clasifico como receptor D (Gaddum y
Picarelli, 1957) y 5-HT, (Peroutka y Snyder, 1979). Se encuentra localizado en el
cromosoma humano 13q14-g21, contiene 471 aa (rata, ratdbn y humano), al igual que
todos los miembros de esta familia, se encuentra acoplado positivamente a
fosfolipasa C y disminuye corrientes de K*. Ademas, contiene sitios para glicosilacion,

fosforilaciéon y palmitoilacion (Hoyer y cols., 2002).

La familia de receptores 5-HT, se caracteriza por su baja afinidad a 5-HT y una
alta afinidad por agonistas (DOI, DOB y DOM) y antagonistas 5-HT, (ritanserina e IClI
170809). En este sentido, los antagonistas ketanserina y espiperona son cerca de
dos 6rdenes de magnitud mas selectivos para el 5-HT,a en relacién con los otros
miembros de esta familia, sin embargo, tienen afinidad por otros receptores de
monoaminas. Recientemente se han desarrollado nuevos antagonistas potentes y
selectivos para el receptor 5-HT24 (MDL 100907, SB 200646, SB 206553).

En cuanto a sus acciones neuroendodcrinas y heuroquimicas, se ha
demostrado que aumenta la liberacion de cortisol, ACTH, oxitocina, renina, prolactina
y disminuye la de noradrenalina. Conductualmente es responsable de sindromes
como las sacudidas de perro mojado y del tren posterior en rata, y las sacudidas de

cabeza en ratén. La aplicacién terapéutica principal radica en el uso de antagonistas
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no selectivos (olanzapina, clozapina, seroquel) como antipsicéticos. Ademas, cabe
sefalar que el efecto alucindgeno producido por el LSD es debido a su accion sobre
el receptor 5-HT,a (Barnes y Sharp, 1999; Hoyer y cols., 2002).

En relacion a su distribucién, se ha reportado que existe una cantidad de
receptores 5-HT,a moderada en las terminales centrales de las PAF, aunque hay que
tener en mente diversos reportes que los localizan en PN e inhibiendo la liberacion de
NA de manera indirecta. Estos reportes le dan al receptor 5-HT,a un papel
pronociceptivo en la médula espinal, pero también existen reportes de su
participacion antinociceptiva a este nivel, estimulando ININ GABAérgicas y
glicinérgicas que hacen sinapsis en terminales de PAF y PN. De hecho, algunos
estudios han documentado que pueden mediar acciones antialodinicas y suprimir la
nocicepcion inflamatoria. Ademas, se ha postulado la participacion de estos
receptores en la antinocicepcidon producida por administracion espinal de inhibidores
COX-2 (Millan, 2002).

A nivel supraespinal, se encuentran localizados en corteza y ganglios basales,
asi como en nucleos importantes en la modulacion descendente del dolor (PBN, NTS,
RVM, PAG, NRM y LC), aunque hasta la fecha no existe evidencia directa de su
participacion, se cree que el receptor 5-HT,a esta involucrado en la antinocicepcion
inducida por morfina en la RVM y PAG (Hoyer y cols., 2002; Millan, 2002).

2.1.3.3.7 Receptor 5-HT2p

La ultima introduccion a la familia de receptores 5-HT, fue el receptor 5-HTg.
Este receptor media la contraccién del musculo liso del fondo del estbmago y aunque
originalmente fue clasificado como 5-HT-like, 5-HT+1r o SRL, en la actualidad ha sido
reclasificado como 5-HT,s. Contiene 481 aa y se encuentra localizado en el
cromosoma humano 2q36.3-2q37.1, al igual que los otros dos miembros de esta

familia, su activacion estimula la hidrolisis de fosfatidilinositol.
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De acuerdo a su farmacologia los agonistas que presentan alguna selectividad
son 5-MeOT, a-Me-5-HT y BW723C86, mientras que los antagonistas mas selectivos
desarrollados hasta la fecha son el SB 204741 y RS 127445. Estudios conductuales
han reportado que la activacion de este receptor posee propiedades ansioliticas,
produce hiperfagia, reduce la frecuencia de acicalamiento y media la vasorelajacion
de manera dependiente del endotelio en diversos vasos. Por lo que el antagonista SB
200646 se ha indicado para el tratamiento de la migrafia (Barnes y Sharp, 1999;
Hoyer y cols., 2002).

En cuanto a su distribucién, el receptor se encuentra presente principalmente
en células endoteliales, en tanto, que en el sistema nervioso exhibe muy bajos
niveles. Aunque se han detectado niveles bajos en amigdala, hipotalamo dorsal,
septo lateral, cerebelo, DRG y neuronas intrinsecas del asta dorsal (Barnes y Sharp,
1999; Millan, 2002).

2.1.3.3.8 Receptor 5-HT,c

El receptor 5-HT,c se describié originalmente en diversas especies del plexo
coroideo mediante estudios de “binding” con [*H]-5-HT. Este receptor podia ser
marcado con [°H]-mesulergina, [°H]-LSD, pero no [°H]-ketanserina (Pazos y cols.,
1984). Se clasifico originalmente como 5-HT4c por su alta afinidad a 5-HT, sin
embargo, una vez que fue clonado y se obtuvo mas informacién acerca de él, se le
reclasificd a la familia 5-HT, como 5-HT,c. Se encuentra acoplado positivamente a
fosfolipasa C, el gen que codifica al receptor esta localizado en el cromosoma
humano Xqg24 y al menos hay 14 isoformas de este receptor debido a la edicion que
lleva a cabo la adenina desaminasa en el mMRNA del receptor (Fitzgerald y cols.,
1999; Barnes y Sharp, 1999).

La mayoria de los agonistas (DOI, mCPP) y antagonistas (ritanserina,

LY53857, mesulergina, mianserina) no distinguen lo suficiente entre los receptores

(Hoyer y cols., 1994). Sin embargo, los receptores 5-HT,s y 5-HToc pueden ser
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distinguidos del receptor 5-HT2a por su alta afinidad para el SB 200646A y SB 206553
y baja afinidad por los antagonistas MDL 100907, ketanserina y espiperona.
Recientemente se han desarrollado dos antagonistas (SB 242084, RS-102221) con al
menos dos ordenes de magnitud, respecto a los otros dos receptores de esta familia;
asi también se han reportado agonistas moderadamente selectivos como el Ro
600175y MK 212 (Barnes y Sharp, 1999).

Dentro de sus funciones, la activacion del receptor produce ansiogenésis,
hipoactividad, hipofagia, incremento en la ereccién penil y dicinesia oral. Ademas, se
ha observado que su activacién produce la inhibicién ténica de la transmision
dopaminérgica y adrenérgica, pero no serotoninérgica en la corteza frontal. Por otro
lado, los ratones “KO” para el receptor 5-HT,c presentan convulsiones espontaneas,
deterioro en la memoria, incremento en la ingesta de comida y obesidad (Hoyer y
cols., 2002).

A nivel del asta dorsal existen poblaciones del receptor 5-HT,c en laminas
superficiales y profundas del asta dorsal, incluyendo la lamina X, estan localizados
principalmente sobre neuronas de proyeccion, pero también se encuentran sobre las
terminales centrales de las PAF. Su distribucion concuerda con su papel
pronociceptivo en el asta dorsal. Hasta la fecha solo existe un estudio funcional en el
modelo de “tail-flick”, en el cual se propone que los receptores 5-HT,c potencian las
acciones pronociceptivas de agonistas 5-HT1a en el asta dorsal (Bervoets y cols.,
1990; Millan y cols., 1997).

A nivel supraespinal, el receptor 5-HT,c se encuentra localizado principalmente
en el plexo coroideo, pero también se ha identificado su mRNA en nucleos
importantes en la modulacion del dolor como PAG, PBN, NTS, RVM y LC. Cabe
mencionar que en este Ultimo nucleo el receptor se encuentra sobre ININ
GABAérgicas ejerciendo una influencia inhibitoria pronunciada e indirecta en la

transmision dopaminérgica y noradrenérgica. Sin embargo, también se ha reportado

-42 -



Maestria en Ciencias Biologia Experimental, I. . Q. B. INTRODUCCION

una influencia excitatoria en vias histaminérgicas provenientes de los cuerpos

tuberomamilares al asta dorsal (Millan, 2002).
2.1.3.3.9 Receptor 5-HT3;

El receptor 5-HT3 es el receptor M descrito por Gaddum y Picarelli (1957),
contiene 487 aa y presenta una gran identidad con la superfamilia de receptores
acoplados a canales i6nicos (nicotinicos, glicina y GABA,A), su gen se encuentra
localizado en el cromosoma 11g23.1-q23.2 y su estructura cuaternaria esta formada
por 5 subunidades. La activacion de este receptor dispara una despolarizacion rapida
debida a una corriente transitoria no selectiva de cationes (Na*, K*, Ca®"). Hasta la
fecha, se han caracterizado dos isoformas con perfil farmacoldgico similar,
distribucion y caracteristicas electrofisiolégicas cuando son expresadas como
homomeros. Aunque recientemente la literatura ha reportado la clonaciéon de una

tercera subunidad, de la cual no ofrecen mas detalles.

Dentro de su farmacologia se encuentran los antagonistas ondansetron,

granisetrén y tropisetréon.

Se ha reportado que dentro de sus acciones neuroquimicas, la activacién del
receptor 5-HT3; aumenta la liberacién de serotonina, GABA, CCK y dopamina, pero
inhibe la liberacion de glutamato y acetilcolina, estas acciones probablemente
contribuyen de manera directa o indirecta a los efectos conductuales observados. En
este sentido, la administracion de antagonistas 5-HT3; produce ansidlisis, refuerza la
memoria y disminuye la psicosis. Ademas, la principal aplicacion terapéutica de los
antagonistas 5-HT3 se da en quimioterapia y radioterapia para inhibir la nausea vy el
vomito que provocan estos tratamientos y se ha postulado su aplicacién en el
tratamiento de la migraina, pero su uso no ha logrado materializarse en estudios

clinicos (Barnes y Sharp, 1999; Hoyer y cols., 2002).
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En cuanto a su participacién en dolor, se ha observado que los receptores 5-
HT3 se encuentran localizados en las terminales centrales de las fibras C que inervan
principalmente la lamina | del asta dorsal donde al parecer aumentan la liberacion de
SP via la generacién de ON, también se ha comprobado su distribucién en ININ
GABAérgicas y opioidérgicas en laminas superficiales (I y IlI) y profundas que
ramifican a las laminas superficiales, las cuales reciben inervacién de vias
descendentes serotoninérgicas. Sin embargo, no se debe descartar su distribucion en
EXIN y PN. Por otro lado, su localizacién en terminales periféricas aumenta la
induccion del dolor inflamatorio, el cual se potencia por la presencia de los receptores

5-HT2a y 5-HT4 localizados en las terminales.

A nivel supraespinal, los receptores 5-HT3 se encuentran localizados en el
area postrema, hipocampo, nucleo motor dorsal y NTS. En este sentido, los
receptores 5-HT3; se expresan en fibras aferentes vagales que inervan el NTS, el
cual trasmite la informacién nociceptiva a controles descendentes localizados en la
RVM. Ademas, la expresiéon de receptores 5-HT3; en terminales periféricas de estas

fibras participa en la induccion del dolor cardiaco y visceral.

Por ultimo, debemos senalar que algunos farmacos como el 6xido nitroso y
anestésicos generales producen sus efectos antinociceptivos a través de este
receptor, mientras que otros como el halotano e isoflurano potencian la apertura del

canal cationico (Hoyer y cols., 2002; Millan y cols., 2002).

2.1.3.3.10 Receptor 5-HT,

El receptor 5-HT, inicialmente se caracterizo a finales de la década de los 80°'s
(Bockaert y cols., 1992) aunque su existencia fue especulada 20 afios antes en el
coliculo de la rata. Se encuentra acoplado positivamente a adenilato ciclasa donde su
activacion cierra corrientes de K y abre corrientes de Na* de canales resistentes a
tetrodotoxina. Su gen se ha mapeado en el cromosoma humano 5g31-33 y se han

identificado diversas isoformas generadas por “splicing” (5-HTa-+).
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Dentro de sus funciones se encuentra mediando la secreciéon y motilidad del
intestino mediante la liberacion de acetilcolina, en musculo cardiaco la activacién del
receptor 5-HT, produce un efecto cronotropico e inotropico positivo en diversas
especies, en SNC aumenta la liberacién de diversos neurotransmisores como
dopamina, GABA, 5-HT y acetilcolina, por lo que se ha observado que su activacion

mejora la memoria. Asimismo se ha reportado se existencia en musculo liso.

En la actualidad hay diversos agonistas (BIMU 8, RS 67506, ML 10302) y
antagonistas (GR 113808, SB 204070, SB 203186, RS 23597-190, RS 39604)
potentes y selectivos que podrian tener aplicacidn terapéutica en diversos
desérdenes como la arritmia cardiaca, incontinencia urinaria, trastornos
gastrointestinales y enfermedades neurodegenerativas. La cisaprida se emplea como

gastroprotector y el tegaserod en constipacion (Hoyer y cols., 2002).

En cuanto al sistema nervioso, el receptor 5-HT, se encuentra localizado en
PAF de tipo C, tanto en terminales periféricas como en terminales centrales
ejerciendo un papel pronociceptivo, ademas se sugiere su existencia en PN
complementando este papel en el DH de la médula espinal. A nivel supraespinal el
receptor se encuentra principalmente en PAG, NTS y PBN, pero el efecto
antinociceptivo observado por administracion i.c.v. de agonistas 5-HT4 no se debe a
vias descendentes serotoninérgicas, por lo que se sugiere, aunque no ha sido
comprobado que el efecto antinociceptivo involucra vias descendentes colinérgicas,
ya que se ha establecido bien que el receptor 5-HT, facilita la transmisién ascendente

colinérgica (Millan, 2002).
2.1.3.3.11 Receptor 5-htsa

El receptor 5-htsp se ha mapeado en el cromosoma humano 7q36.1 y se ha
sugerido que se encuentra acoplado negativamente a adenilato ciclasa en astrocitos

(Carson y cols., 1996) y lineas celulares C6, HEK 293 y Sf9 (Francken y cols., 2000),

sin embargo, puede estar acoplado positivamente a AMPc y a canales de K*
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rectificadores. En cuanto a su distribucion, se encuentra localizado principalmente en
la glia de hipotalamo, hipocampo, cuerpo calloso y ventriculos cerebrales (Hoyer y
cols., 2002).

En cuanto a su distribuciéon en regiones importantes en la transmision del
dolor, se ha reportado su presencia en el nucleo trigeminal y aunque no se examina
la localizacion precisa del receptor 5-htsp en las PAF, la identificacion del mRNA
sugiere la expresion en estas fibras, asi también, parece probable su presencia en
neuronas intrinsecas a la meédula espinal. Pero el verdadero interés sobre este
receptor radica en el hecho de que su distribucion a nivel supraespinal, se concentra
en nucleos importantes en la modulacion descendente del dolor (hipotalamo, NTS,
RVM, NRM, PAG, LC), pero hasta la fecha no existen estudios directos que
demuestren su papel (Mlllan, 2002).

2.1.3.3.12 Receptor 5-htsg

El receptor putativo 5-htsg ha sido mapeado en el cromosoma humano 2q11-
g13, sin embargo, se ha observado que este gen falla en codificar una proteina
funcional debido a la presencia de codones de paro en su secuencia, por lo que no

parece ser funcional en humanos (Hoyer y cols., 2002, Mlllan, 2002).

2.1.3.3.13 Receptor 5-htg

El receptor 5-hts fue clonado en base a su homologia con otros receptores
(Monsma vy cols., 1993; Ruat y cols., 1993), contiene 438 aa y se encuentra
localizado en el cromosoma humano 1p35-p36, se encuentra acoplado positivamente
a adenilato ciclasa, se distribuye principalmente en tejido neuronal, concretamente en
estriado, nucleo accumbens, corteza, hipocampo y tubérculo olfatorio. Actualmente
existen diversos agonistas (EMDT) y antagonistas (Ro 630563, SB 271046, SB
357134) que presentan cierta selectividad por el receptor 5-hts.
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Con la finalidad de determinar sus posibles funciones fisiolégicas diversos
estudios han reportado que la administracion de antagonistas 5-hts y/o
oligonucleotidos antisentido refuerza la memoria, disminuye la ingesta de comida y el
peso corporal y produce un sindrome dependiente de la liberacion de acetilcolina que
consiste en bostezos, masticaciones y estiramientos. En este mismo sentido, se ha
observado que el receptor putativo podria estar participando en la patogénesis de
desordenes psiquiatricos debido a que diversos agentes antipsicéticos (clozapina,
olanzapina, fluperlapina, seroquel) y antidepresivos (clomipramina, amitriptilina,
doxepina y nortriptilina) acttan como antagonistas 5-hts (Barnes y Sharp, 1999;

Hoyer y cols., 2002).

En relacién a su posible papel en dolor, la evidencia publicada en relacién a la
presencia del receptor 5-hts en DRG y neuronas intrinsecas de la médula espinal
resulta contradictoria hasta la fecha, por lo que su presencia queda por confirmarse
en estudios posteriores, asi también, a nivel supraespinal la presencia del receptor
putativo (5-htg) no parece ser importante en regiones de modulacion descendente
(Millan, 2002).

2.1.3.3.14 Receptor 5-HT

Ahora ha quedado bien establecido que este receptor, es el receptor descrito
como 5-HT-like que media la relajacion del ileo de cobayo y vena safena del gato
(Feniuk y cols., 1983). Su cadena peptidica contiene 445 aa y se encuentra
localizado en el cromosoma humano 10g23.3-g24.4. Presenta una alta homologia
Interespecie (>90 %) pero baja homologia con otros miembros de la familia 5-HT (<50
%) (Hoyer y cols., 2002).

Este receptor incrementa los niveles de AMPc mediante la activacion de las
isoformas de adenilato ciclasa insensibles a calcio (AC1 y AC8), asi como la isoforma
sensible AC5 (Baker y cols., 1998), aunque también se ha observado que activa a la

proteincinasa activada por mitdgenos (MAPK) en cultivos primarios neuronales
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(Errico y cols., 2001). EI cDNA contiene dos intrones, uno localizado en la segunda
asa intracelular (Bard y cols., 1993) y el segundo en el extremo carboxilo (Ruat y
cols., 1993), responsable de al menos cuatro isoformas reportadas para el receptor
(5-HT7ap) que difieren en su extremo carboxilo terminal (Heidmann y cols., 1997),
pero no en su farmacologia, distribucion o mecanismo de transduccion (Heidmann y
cols., 1998). Ademas, el receptor tiene sitios consenso para N-glicosilacion en el
extremo amino terminal y sitios de fosforilaciéon para PKA y PKC en la tercer asa

intracelular y carboxilo terminal (Heidmann y cols., 1997).

El perfil farmacoldgico de este receptor se caracteriza por su alta afinidad por
agonistas 5-HT¢1 (5-CT, 5-MeOT, 8-OH-DPAT), asi como por agonistas (LSD) y
antagonistas 5-HT; (ritanserina, metergolina, metisergida, mesulergina). Actualmente
se tienen antagonistas selectivos a este receptor, particularmente SB 258719 y SB
269970 (Thomas y cols., 1998; Hagan y cols., 2000).

En cuanto a su distribucién en el SNC, se ha detectado un modesto nivel de
receptores 5-HT7 en el asta dorsal de la médula espinal, pero posiblemente, estos se
encuentren localizados en las terminales centrales de las PAF ya que el mRNA se ha
detectado en el ganglio trigeminal (Terrén y cols., 2001) y DRG, pero no en la médula

espinal (Gustafson y cols., 1996; Pierce y cols., 1996; Wu y cols., 2001).

En relacibn a las terminales centrales de las PAF, hay evidencia
electrofisiolégica que sugiere un papel pronociceptivo de estos receptores via la
generacion de AMPc, el cual genera una corriente de cationes activada por
hiperpolarizacion (Iy), lo que refuerza la liberacion de neurotransmisores e incrementa
la excitabilidad de estas fibras (Ad). Interesantemente, este mismo fendmeno se ha
observado en terminales centrales de fibras AB, lo que sugiere la participacion de
estos receptores en la mediacion de la alodinia mecanica (Cardenas y cols., 1999,
2001; Chapin y Andrade, 2001 a,b). Asimismo, se ha postulado que estos receptores
participan en el padecimiento de la migrafa debido al efecto excitador que ejercen

sobre las PAF y la vasodilatacion cerebral que producen (Terron, 1998).
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A nivel supraespinal, las regiones que ofrecen una concordancia fuerte entre el
MmRNA y la expresion del receptor incluyen al hipotalamo, talamo y regiones
corticales, aunque otras regiones como el hipocampo, nucleo del rafé dorsal,
sustancia negra y PAG presentan moderados niveles del receptor (Gustafson y cols.,
1996). Estudios recientes de inmunohistoquimica demostraron evidencia de la
localizacion pre y postsinaptica del receptor 5-HT7 a nivel de la medula espinal dorsal
de rata (Doly y cols., 2005).

A pesar de la evidencia que sefala un papel pronociceptivo del receptor 5-HT7,
solo se ha realizado un estudio conductual a nivel periférico local y espinal en un
modelo de dolor inflamatorio (Rocha y cols., 2005) que demuestra el papel que

desempena este receptor en la transmision del dolor.
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El receptor 5-HT; pertenece a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G (Vanhoenacker y cols., 2000), su activacion incrementa los niveles de
AMPc (Tsou y cols., 1994) y existen al menos cuatro isoformas (5-HT7a.p) que difieren
en su extremo carboxilo terminal (Heidmann y cols., 1997), pero no en su
farmacologia, distribucién o mecanismo de transduccién (Heidmann y cols., 1998). En
cuanto a su distribucién en el sistema nervioso, se ha detectado la proteina y el
mMRNA en el ganglio de la raiz dorsal (Pierce y cols., 1996; Meuser y cols., 2002),
asimismo se han descrito receptores 5-HT7 en el asta dorsal de la médula espinal
(Gustafson y cols., 1996; Meuser y cols., 2002; Doly y cols., 2005). Por su parte, la
evidencia electrofisiolégica relaciona al receptor 5-HT; con la apertura de canales de
Ca?* (Baker y cols., 1998; Lenglet y cols., 2002) y la generacion de una corriente de
cationes activada por hiperpolarizacion (ly) que refuerzan la liberacion de
neurotransmisores e incrementan la excitabilidad de fibras Ad y AR (Cardenas y cols.,
1999, 2001; Chapin y Andrade, 2001 a,b). No obstante, a pesar de la evidencia que
sefala un papel pronociceptivo del receptor 5-HT7, solo se tiene conocimiento de un
estudio conductual a nivel periférico local y espinal en un modelo de dolor inflamatorio
(Rocha y cols., 2005). Como se ha mencionado existen varios tipos de dolor y asi
diversos mecanismos que participan a diversos niveles por lo que se hace necesario
utilizar ademas del modelo de dolor inflamatorio, también modelos de dolor
nociceptivo y neuropatico a nivel no solo periférico local y espinal, sino también
sistémico que nos sugerira la posible participacion del receptor 5-HT7 también a nivel
central y demostrar el papel que desempeia este receptor en el procesamiento de los

diversos tipos de dolor.
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4 El receptor 5-HT; participa en el procesamiento del dolor a diferentes

niveles en diversos modelos de dolor en rata.
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5.1 OBJETIVO GENERAL

v Determinar la participacion del receptor 5-HT; en diversos modelos de

dolor.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto del antagonista selectivo 5-HT; (SB-269970) a nivel

periférico, espinal y sistémico empleando el modelo de plancha caliente.

e Evaluar el efecto del antagonista selectivo 5-HT; (SB-269970) a nivel

periférico, espinal y sistémico empleando el modelo de formalina al 1%.

e Determinar el efecto de SB-269970 sobre el efecto pronociceptivo de la 5-

CT a nivel periférico en el modelo de formalina al 0.5%.

e Evaluar el efecto de SB-269970 a nivel periférico, espinal y sistémico en el

modelo de Kim y Chung de neuropatia.
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6.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar hembra con un peso corporal de 180-220 g
provenientes del Bioterio del CINVESTAV (Sede Sur). Las ratas se mantuvieron
con libre acceso a agua y alimento. Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo a las guias sobre aspectos éticos para la investigacion del dolor
experimental en animales (Zimmermann, 1983). Adicionalmente, el estudio fue
aprobado por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales del Departamento
(Farmacobiologia, CINVESTAV). Cada rata se utilizd sélo una vez y se sacrifico en

una camara con CO; al final de cada experimento.

6.2 FARMACOS

En el presente estudio se utilizaron los siguientes farmacos comprados en
Sigma: Cloruro de (R)-3-(2-(2-(4-metilpiperidin-1-il)etil)pirrolidin-1-sulfonil)fenol
(SB-269970) y 5-Carboxamidatriptamina (5-CT). Los farmacos se diluyeron en

solucion salina isotdnica que sirvié como vehiculo para su administracion.
6.3 PREPARACION DE FORMALINA

La formalina es una solucién diluida de formaldehido comercial (37% w/v
Merck-México, S.A., México, D.F.). El formaldehido al 37% se considera como

formalina al 100% y de éste se realizaron las diluciones adecuadas para obtener

formalina al 1% y 0.5%.
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6.4 PREPARACION DE LA CANULA

Inicialmente el catéter de polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsippany, NJ,
EUA) se corta en pedazos de aproximadamente 10 cm. Después, cada fragmento
se anuda ligeramente por la mitad, el nudo se fija con metilmetacrilato y la canula
se estira al doble por uno de sus extremos. Finalmente, la canula se corta en el
extremo que fue estirado 8 cm después del nudo. Previo a la cirugia las canulas
se mantuvieron inmersas en una solucién de etanol al 70% y antes de utilizarse se

limpiaron con solucion salina.

6.5 METODOLOGIA

6.5.1 Canulacion intratecal

Para evaluar el papel que tiene el receptor 5-HT7; en el procesamiento del
dolor a nivel espinal fue necesario llevar a cabo el método de canulacion intratecal
cronico descrito por Yaksh y Rudy (1976). Las ratas se prepararon para cirugia
con una mezcla de ketamina-xilazina intraperitoneal (65 y 14 mg, respectivamente,
en un volumen de 0.2 mL). Una vez anestesiada la rata, esta se afeitdé de la
cabeza y se desinfectd adecuadamente. Posteriormente se colocdé en un
estereotaxico de tal manera que la cabeza permaneciera en posicion horizontal.
Se llevo a cabo un ligero corte de la piel que cubre la base del craneo, se cort6 el
musculo de manera transversal y se separd del craneo hasta localizar la
membrana atlanto-occipital donde se realizé una incision ligera y se insertd en
direccion caudal un catéter de polietilieno (PE-10) aproximadamente 8 cm a lo
largo del espacio intratecal. El catéter fue fijado y se suturd la piel. Al finalizar la
cirugia, las ratas recibieron 5 mL de solucion salina de forma subcutanea para
permitirles recuperar algo de liquido perdido durante la cirugia y se colocaron en
cajas individuales de acrilico con libre acceso a agua y alimento permitiéndoles un
periodo de recuperacion de cinco dias antes de ser evaluadas. Cada 24 horas las

ratas se evaluaron y aquellas que presentaron deficiencias post-operativas como
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flacidez, alodinia, agitacion, incoordinacién motora, pérdida de peso y deficiencias

en los reflejos se descartaron del estudio.

6.5.2 Modelo de plancha caliente

Las ratas fueron entrenadas en el aparato (sin encender) por 10 minutos por
3 dias antes de iniciar la prueba. La superficie de la plancha caliente se calent6 a
una temperatura constante de 52 + 0.1°C. Las ratas se colocaron sobre la plancha
caliente, la cual estuvo rodeada por un cilindro transparente de Plexiglas, y al
presionar el interruptor el medidor de tiempo fue activado. La latencia de respuesta
al lamido de la pata trasera o salto hacia el borde del cilindro se consideré como la
respuesta nociceptiva. La rata se retir6 inmediatamente de la plancha caliente y se
devolvié a su caja. Si una rata no reaccionaba dentro de los 30 segundos (punto
de corte), la prueba era terminada y la rata retirada de la plancha caliente. Los

animales se evaluaron una vez y se sacrificaron en una camara de COx,.

6.5.3 Prueba de la formalina

Las ratas se colocaron en un cilindro de observacion (Plexiglas) de 30
centimetros de diametro con espejos en la parte posterior durante 30 minutos con
la finalidad de permitirles adaptarse a su entorno. Después de este periodo, la rata
se retird de la camara de observacidn para realizar la administracion de los
farmacos. Diez minutos después de la administracion de los farmacos la rata se
retir6 nuevamente para llevar a cabo la administracion (subcutanea) de 50 uL de
formalina al 0.5 % o0 1% (diluida con solucién salina 0.9%) en el dorso de la pata
posterior derecha utilizando una aguja del No. 30. Después de la administracién
las ratas se colocaron nuevamente en los cilindros de acrilico y se cuantifico la
conducta dolorosa como el numero de sacudidas de la pata inyectada en
intervalos de 1 minuto cada 5 minutos por 60 minutos ya que se ha descrito que
esta conducta es la mas consistente (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; Malmberg y

Yaksh, 1993). En este modelo la disminucion en el nimero de sacudidas se
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traduce como antinocicepcion, mientras que un aumento se considera
pronociceptivo. Todos los experimentos se llevaron a cabo a una temperatura

ambiente entre 25 y 27°C (Tjolsen y cols., 1992).

6.5.4 Modelo de neuropatia

Para producir la neuropatia se realizé el procedimiento descrito por Kim y
Chung (1992). Las ratas se prepararon bajo anestesia con una mezcla ketamina-
xilazina (45 y 12 mg/kg, respectivamente) administrada intraperitonealmente. Se
hizo una incision parcial en el area lumbar transversa izquierda para aislar y ligar
los nervios espinales izquierdos LS y L6 con una sutura de seda 6-0 justo distal al
ganglio de la raiz dorsal y préoximo a la formacion del nervio ciatico.
Posteriormente se procedié a suturar la herida. Después de 10-15 dias de
recuperaciéon postcirugia se evalué que las ratas no presentaran lesion
neuromotora, de ser asi se sacrificaba. A un grupo de ratas se les sometié a una

segunda cirugia para la colocacidén de una canula intratecal.

6.5.5 Prueba de umbral tactil

Para la prueba las ratas se colocaron en cajas de plastico individualmente
con un fondo de malla metélica y se ambientaron durante 30 minutos. La prueba
de umbral tactil evoca el retiro de la pata con el nervio ligado (izquierdo) al
estimular con los filamentos de von Frey. El area estimulada es la parte media de
la superficie plantar, sobre la distribucidn del nervio ciatico, evitando la almohadilla
de la pata. Se determiné el 50% de umbral de retiro empleando el método arriba-
abajo (Dixon, 1980; Chaplan et al., 1994). En el paradigma arriba-abajo, la prueba
se inicia con el filamento de 4.31 g, a la mitad de la serie de 20 filamentos de von
Frey con incrementos logaritmicos de rigidez o dureza y se ascendio o descendi6
(1.65 — 6.65 g; Dixon, 1980; Chaplan et al., 1994) en funcion de la respuesta del
animal. Se midié el umbral de retiro tomando como respuesta positiva el retiro de

[{gat)

la pata estimulada en un lapso de 10 segundos, denotandose con un simbolo “x”.
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La respuesta negativa fue aquella en la que al estimular la pata ésta no era
retirada y se marcd con un simbolo “0”. Después del primer cambio, ya sea
respuesta positiva o negativa, se llevd a cabo la estimulaciéon otras 4 veces
tomando una serie de 6 patrones de respuestas positivas y negativas, asi como el
ultimo filamento utilizado. Esta estimulacion se llevé a cabo a tiempos de 0, 15, 30,
60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 minutos después de administrar los compuestos.
Los patrones de respuesta fueron tabulados y el 50 % de umbral de respuesta se
calculé usando la formula (Dixon 1980; Chaplan et al., 1994):
50% Umbral (g) = (10%"**1) /10,000
Donde:
Xf : Es el valor del ultimo filamento de von Frey usado ( en unidades log).
k : Es el factor de correccion basados en los patrones de respuesta de la
tabla de calibracion y al valor tabulado en base al patron de
respuestas positivas y negativas.

d : Son las diferencias de promedio entre estimulos (unidades log).

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron curvas del numero de sacudidas contra el tiempo y se
obtuvo el area bajo la curva (ABC) mediante el método de trapezoides (Tallarida y
Murray, 1981) de la primera y segunda fase de la prueba de formalina. EI ABC se
consideré como una expresion global de la intensidad y duracion del efecto. Para
el modelo de plancha caliente, se grafico la latencia en minutos y el ABC de la
latencia contra el tiempo. Para el modelo de neuropatia se calculé el 50% de

umbral de retiro y el ABC del umbral de retiro vs tiempo (Chaplan et al., 1994).

Los resultados se expresaron como el promedio *+ el error estandar de la

media para cada grupo experimental (n =6).

Los datos (ABC) se graficaron en el programa Graphpad Prism 4.0 y el

analisis estadistico se llevd a cabo mediante el programa SigmaStat 2.03 en
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donde una p < 0.05 se consider6 significativa. Cuando se compararon las
diferencias entre mas de dos tratamientos se realiz6 un analisis de varianza
seguido de la prueba de Tukey, mientras que cuando se compararon solo dos

tratamientos se llevé a cabo una prueba t-Student.

6.7 DISENO EXPERIMENTAL

6.7.1 Curso temporal para el antagonista selectivo 5-HT; por via periférica,

espinal y sistémica

La administracion periférica, espinal y sistémica del antagonista
serotoninérgico se llevé a cabo de acuerdo a lo reportado en la literatura y a datos
preliminares obtenidos en el laboratorio. En este protocolo de investigacion se
utilizé formalina al 1% para ver un efecto antinociceptivo. Ademas, formalina al
0.5% para ver un efecto pronociceptivo de 5-carboxamidatriptamina vy
coadministrar el farmaco antagonista del receptor 5-HT; (SB-269970). La
administracion de los farmacos se realizé 10 min antes de la prueba de plancha
caliente (Figura 14) y formalina (Figura 17) y 15 min antes en el modelo de
neuropatia (Figura 18). Todos los farmacos se disolvieron previamente en solucién

salina isotdnica y se prepararon el mismo dia en que fueron evaluados.

6.7.2 Modelo de plancha caliente

La administracion periférica local no se llevd a cabo por razones técnicas,
donde no es posible administrar simultdneamente en ambas patas y esperar una
respuesta similar. La administraciéon por via espinal se realizaria de obtener
resultados positivos en la administracion sistémica.

La administracion sistémica se llevé a cabo por via intraperitoneal en dosis
crecientes de SB-269970 (3-10 mg/kg). Con la finalidad de averiguar si la solucion
salina isoténica administrada por via sistémica modifica la conducta nociceptiva

inducida por la plancha caliente o si ésta es capaz de producir la conducta de
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lamido de patas traseras o brinco al borde del cilindro por si sola se realizdé un
grupo a nivel sistémico de manera similar tanto en volumen como en tiempo a el
antagonista serotoninérgico. En el grupo control se administré salina
(intraperitoneal) 10 minutos antes de la evaluacion con la plancha caliente en vez

del antagonista serotoninérgico.

Administracion sistémica (-10 min)
Solucion salina
SB-269970

— L

Modelo de plancha caliente

Lamido

Salto
v

- Curso temporal
- Area bajo la curva (ABC)
Solucion salina
SB-269970

Figura 14. Diagrama de flujo del disefio experimental para el modelo de plancha caliente.
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6.7.3 Modelo de formalina

Ambientacian Fretratamiento hodelo
1 1 1 1
| | | |
-40 -0 o B0

Tiernpo [min]

Figura 15. Disefio experimental para las curvas dosis-respuesta de los farmacos.

La administracion sistémica se llevo a cabo por via intraperitoneal en dosis
crecientes de SB-269970 (1-10mg/kg). Después de la administracién de formalina
la conducta de sacudidas se evalué durante 1 minuto cada 5 minutos por los
siguientes 60 minutos.

Por otro lado, la administracion por via espinal se realizé a través de la
canula previamente colocada. Aqui, dosis crecientes de SB-269970 (1-30 pg)
fueron administradas en un volumen de 10 pL en el espacio intratecal a nivel
lumbar 10 minutos antes de administrar formalina. Después de la administracién
de formalina la conducta de sacudidas se evalu6 durante 1 minuto cada 5 minutos
por los siguientes 60 minutos.

La administracion periférica local se llevé a cabo por via subcutanea, en
donde, dosis crecientes de SB-269970 (1-30 ug) se administraron en un volumen
de 50 pL en la regidén dorsal de la pata posterior derecha de la rata 10 minutos
antes de administrar formalina. Después de la administracién de formalina la
conducta de sacudidas se evalué durante 1 minuto cada 5 minutos por los
siguientes 60 minutos.

En base a los mismos criterios utilizados a nivel periférico, espinal y
sistémico se utilizé formalina al 1% para evaluar el efecto producido por SB-
269970.
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6.7.4 Coadministracién del agonista no selectivo 5-HT; con el antagonista

selectivo 5-HT7 por via periférica local en el modelo de formalina .

Se coadministro (-10 min) una dosis efectiva del agonista (5-CT) con el
antagonista (SB-269970). La concentracion de formalina utilizada en la
coadministraciéon fue la misma que la utilizada para el agonista sélo y la
coadministracion se llevo a cabo de la misma manera en tiempo, forma y volumen,
de acuerdo a lo anteriormente descrito para la administraciéon del farmaco solo
(Figura 15). Con este protocolo (Figura 16) se quiso comprobar la posible
participacion del receptor 5-HT7 en el procesamiento del dolor a nivel periférico

local en un modelo de dolor de tipo inflamatorio.

Ambientacion Coadministracion  Formalina
| 1 | 1
1 | | 1
- 40 - 10 n] E0

Tiermpo [min]

Figura 16. Disefio experimental para las coadministraciones.

6.7.5 Grupos controles en la prueba de la formalina

6.7.5.1 Vehiculo

Con la finalidad de averiguar si la solucion salina isotonica administrada por
via periférica local, espinal o sistémica modifica la conducta nociceptiva inducida
por formalina o si ésta es capaz de producir la conducta de sacudidas por si sola
(sin formalina) se realizaron grupos a nivel periférico, espinal y sistémico de
manera similar tanto en volumen como en tiempo a el antagonista serotoninérgico.
En el primero, segundo y tercer grupo se administré salina (i.t., i.p. 6 s.c.) 10
minutos antes de la administracion de formalina subcutanea (0.5 6 1%), mientras

que el cuarto grupo recibié solucién salina subcutanea en vez de formalina.
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6.7.5.2 Tratamiento contralateral

Para averiguar si el efecto nociceptivo o antinociceptivo producido por los
farmacos a nivel periférico era debido a una accion local y no a un efecto sistémico
se compard la eficacia del farmaco administrado de manera ipsilateral vy
contralateral contra el grupo control (salina). Para la estrategia anterior se eligid
aquella dosis que mostré la mayor eficacia, la cual seria utilizada para la

coadministracion.

.'.--‘-
Administracion TR — —
periférica (-10 min) - ‘Administracion
Solucién salina sistémica (-10 min)
SB-269970 Solucion salina
SB-269970 + 5-CT SB-269970

Canulacion intratecal
Evaluacion actividad
motriz

y reflejos 5 dias

Modelo de Modelo de
formalina 0.5-1% & formalina 1%
Via subcutanea Via subcutanea
dorso de pata Administracion dorso de pata
derecha espinal (-10 min) derecha
Solucion salina
Sacudidas SB-269970 Sacudidas
—_— g;

-Curso temporal Modelo de -Curso
-Area bajo la curva formalina 1% temporal
(ABC) Via Sacudidas -Area bajo la
Solucion salina subcutanea curva (ABC)
SB-269970 dorso de pata Solucién salina
SB-269970 + 5-CT derecha SB-269970

Figura 17. Diagrama de flujo del disefio experimental para el modelo de la formalina.
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6.7.6 Modelo de neuropatia

La administracion sistémica se llevo a cabo por via intraperitoneal, en dosis
crecientes de SB-269970 (1-10 mg/kg).

La administracion por via espinal se realiz6 a través de la canula
previamente colocada. Aqui, dosis crecientes de SB-269970 (12.5-50 pg) fueron
administradas en un volumen de 10 uL en el espacio intratecal 15 minutos antes
de evaluar el umbral tactil.

La administracion periférica local no se realizd por razones técnicas, donde
la administracién periférica local intraplantar afecta la evaluacion de la alodinia

tactil al realizarse en la misma area.

6.7.7 Grupo control en el modelo de neuropatia

Con la finalidad de averiguar si la solucion salina isotonica administrada por
via espinal y sistémica modifica la conducta nociceptiva inducida por la ligadura de
nervios L-5/L-6 se realiz6 un grupo a nivel espinal y otro a nivel sistémico de
manera similar tanto en volumen como en tiempo a el antagonista serotoninérgico.
En el grupo espinal se administré salina (intratecal) 15 minutos antes de la prueba
de umbral tactil y en el grupo sistémico se administroé salina (intraperitoneal) 15

minutos antes de la prueba de umbral tactil en vez del antagonista serotoninérgico.
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Modelo de neuropatia
(Kim y Chung)
12 dias post cirugia. Ratas
con dano neurolégico son
sacrificadas

L

Canulacion intratecal
Evaluacion actividad motriz y
reflejos 5 dias

Administracion espinal
(-15 min)
Solucion salina
SB-269970

Umbral
de retiro
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Modelo de neuropatia
(Kim y Chung)
12 dias post cirugia. Ratas
con dano neurolégico son
sacrificadas

L

Administracion sistémica
(-15 min)
Solucion salina
SB-269970

Umbral
de retiro

— =

-Curso temporal
-Area bajo la curva (ABC)
Solucion salina
SB-269970

Figura 18. Diagrama de flujo del disefio experimental para el modelo de neuropatia.
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7.1 EVALUACION DEL RECEPTOR 5-HT; EN EL MODELO DE PLANCHA
CALIENTE

7.1.1 Efecto del antagonista serotoninérgico a nivel sistémico en el modelo de

plancha caliente

La administracion sistémica del antagonista del receptor 5-HT; SB-269970 mostro
una tendencia de aumento de latencia en el modelo de plancha caliente (3-10 mg/kg),

pero sin alcanzar diferencia estadistica significativa (Figura 19).

15
—#- Salina
_ A~ 3 mglkg, i.p.
g,’ 10 —e— 10 mg/kg, i.p.
=
o
8
® 5
|
c L] L] L] L] L}
0 50 100 150 200
Tiempo (min)
2000+
é 1000+
0-

Salina 3 10

SB-269970 (mg/kg, i.p.)

Figura 19. Falta de efecto antinociceptivo del antagonista selectivo 5-HT; (SB-269970) sobre la
conducta nociceptiva inducida por el modelo de plancha caliente a nivel sistémico. Arriba: Cursos
temporales del antagonista selectivo 5-HT; SB-269970 administrado por via intraperitoneal en la rata
10 minutos antes de someterse al modelo de plancha caliente. Abajo: Los datos se expresan como el
ABC calculados a partir de los cursos temporales como el promedio + el error estandar de al menos 6
animales en cada grupo experimental.
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7.2 EVALUACION DEL RECEPTOR 5-HT; EN EL MODELO DE LA FORMALINA

7.2.1 Efecto del antagonista serotoninérgico a nivel sistémico en el modelo de

la formalina

La administracion sistémica del antagonista del receptor 5-HT; SB-269970
disminuyo6 el numero de sacudidas en ambas fases de la prueba de formalina (1%)
alcanzando diferencia estadisticamente significativa solo en la fase 2 a partir de la
dosis de 3 mg. Lo anterior puede verse en la figura 20. Ahi se observa la eficacia
antinociceptiva del farmaco SB-269970 sobre la fase 2, tanto en cursos temporales

como en grafica de barras (ABC).

Fase 1

35
30
25
20

125+

100+

-  Salina 754
—4— 1mgkg Q
-~ 3 mg/kg 5

—o— 10 mglkg %

25+

Num. de Sacudidas

5 n=6
0 , L —
70 Salina 1 3 10
Tiempo (min) SB-269970 (mglkg, i.p.)
Figura 20. Efecto antinociceptivo del antagonista
selectivo 5-HT; (SB-269970) sobre la conducta
nociceptiva inducida por formalina (1%) a nivel Fase 2

sistémico. Arriba: Cursos temporales del efecto
antinociceptivo producido por SB-269970
administrado en la regién peritoneal de la rata 10
minutos antes de la inyeccion de formalina al 1%
(50 pL) en la regién dorsal de la pata de la rata.
Fase | (0 - 10 min), Fase Il (15 - 60 min). Abajo: Los
datos se expresan como el ABC de la Fase | y |l
calculada a partir de los cursos temporales como el
promedio + el error estdndar de al menos 6
animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo de salina, p
< 0.05 por ANOVA seguido de la prueba de Tukey. Salina 1 3 10

SB-269970 (mg/kg, i.p.)

n=6
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7.2.2 Efecto del antagonista serotoninérgico a nivel espinal en el modelo de la

formalina

La administracién espinal del antagonista selectivo 5-HT7; SB-269970 mostré
una tendencia a disminuir el numero de sacudidas de manera dependiente de la
dosis (3-30 ug ) en la fase 2 de la prueba de la formalina, pero dicha tendencia no

alcanzo diferencia estadistica significativa (Figura 21).

Fase 1
40

150+
30

—8— Formalina 1% 100+
20 —&— 1pg,i.t. I3
—¥— 3pug,it. 9
——10pg, it.
10 ——30pg, it.

n=6

50+

No. de Sacudidas

cl L) L) L) L) L) L) L] 0' .
0 10 20 30 40 50 60 70 Salina 1 3 10 30

Tiempo (min) SB-269970 (ug/rata, i.t.)

Fase 2

700-
Figura 21. Falta de efecto antinociceptivo del antagonista 600-
selectivo 5-HT; (SB-269970) sobre Ila conducta
nociceptiva inducida por formalina (1%) a nivel espinal.
Arriba: Cursos temporales del antagonista selectivo 5-HT; ¢ 400
SB-269970 administrado por via espinal 10 minutos antes 2 300
de la inyeccion de formalina al 1% (50 uL) en la region 200-
dorsal de la pata posterior derecha. Fase | (0 - 10 min),
Fase Il (15 - 60 min). Abajo: Los datos se expresan como
el ABC de la Fase | y Il calculados a partir de los cursos 0-
temporales como el promedio * el error estandar de al
menos 6 animales en cada grupo experimental. SB-269970 (pgirata, i.t.)

5004

1004

Salina 1 3 10 30
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7.2.3 Efecto del antagonista serotoninérgico a nivel periférico local en el

modelo de la formalina

La administracion periférica local del antagonista 5-HT; SB-269970 disminuyé
el numero de sacudidas de manera dependiente de la dosis (3-30 ug) en ambas
fases de la prueba de formalina (1%) alcanzando diferencia estadisticamente
significativa a partir de la dosis de 10 pg. Lo anterior puede verse en la figura 22. Ahi
se observa la eficacia antinociceptiva del farmaco SB-269970 sobre la fase 1y la fase
2, tanto en cursos temporales como en grafica de barras. Asimismo, la administracion
contralateral de SB-269970 y de formalina en la pata ipsilateral (30 ug) no produjo un
efecto estadisticamente diferente del grupo control, lo que sugiere un efecto

antinociceptivo local y no sistémico.

40

Fase 1

30
150+
- Formalina 1 %

~¥— 3nug
——10 g
—@-30pg 1004
-E-30pugCL

20

10

No. de Sacudidas

ABC

n=6 50

n=6
*p<0.05

c L) LJ LJ LJ LJ LJ L) L]

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)

Salina 3 10 30 30CL

Figura 22. Efecto antinociceptivo del antagonista SB-269970 (pglpata)

selectivo 5-HT; (SB-269970) sobre la conducta
nociceptiva inducida por formalina (1%) a nivel

periférico local. Arriba: Cursos temporales del Fase 2

efecto antinociceptivo producido por SB-269970 7009

administrado en la region dorsal de la pata posterior 600

derecha de la rata 10 minutos antes de la inyeccion 500- .

de formalina al 1% (50 pL) en la misma region. Fase 4001 X

I (0 - 10 min), Fase Il (15 - 60 min). Abajo: Los datos 2 3004

se expresan como el ABC de la Fase | y Il calculada 200-

a partir de los cursos temporales como el promedio 100- =6
* el error estdndar de al menos 6 animales en cada 0- p<0.05
grupo experimental. *Estadisticamente diferente al Salina 3 10 %0 soct
grupo de salina, p < 0.05 por ANOVA seguido de la $B-269970 (ug/pata)

prueba de Tukey. CL: contralateral.
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7.2.4 Efecto de la coadministracion del agonista serotoninérgico con el

antagonista selectivo 5-HT7 a nivel periférico local en el modelo de la formalina

La administracién periférica local de SB-269970 (30 ng) revirtio el efecto

pronociceptivo de 5-CT (1 ug) de manera estadisticamente significativa cuando

ambos farmacos se coadministraron en un volumen de 50 pL (Figura 23) 10 minutos

antes de la inyeccion de la formalina (0.5%).

Num. de Sacudidas

30 —B- Salina
25 —— 1 pg 5-CT
20 ¥ 1 pg 5-CT +
30pg SB-269970
n=6
L]
70
Tiempo (min)
Fase 2
500 *
400
*p<0.05 vs Salina
o 3007 **p<0.05 vs 5-CT
2 200- *k n=6
100
0_
Salina 1 Sg:?:)m
5-CT (ng/pata)

-069 -

Figura 23. Efecto de la administracion del
antagonista selectivo 5-HT; (SB-269970) sobre
la conducta pronociceptiva inducida por el
agonista 5-carboxamidotriptamina (5-CT) en el
modelo de formalina (0.5%). Arriba: Cursos
temporales del efecto pronociceptivo producido
por 5-CT y de los efectos resultantes de la
coadministracion de 5-CT con SB-269970
administrados en la regién dorsal de la pata
posterior derecha. Fase | (0 - 10 min), Fase Il
(15 - 60 min). Abajo: Los datos se expresan
como el ABC de la Fase 2 calculados a partir de
los cursos temporales y representan el
promedio * el error estandar de al menos 6
animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo de salina,
**Estadisticamente diferente al grupo de 5-CT
(1 Mg), p < 0.05 por ANOVA seguido de la
prueba de Tukey.
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7.3 EVALUACION DEL RECEPTOR 5-HT; EN EL MODELO DE NEUROPATIA

7.3.1 Efecto del antagonista serotoninérgico a nivel sistémico en el modelo de

neuropatia (Kim y Chung)

La administracion sistémica (intraperitoneal) del SB-269970 mostro efecto
antialodinico dependiente de la dosis (1-10 mg) en el modelo de neuropatia (Kim y

Chung), alcanzando diferencia estadistica significativa a partir de 3 mg/kg (Figura 24).

125
2
2 10.0
E .
o 7.5- . . -l Salina, i.p.
o ¥ v : * ¢ ®- 1 mglkg, i.p.
S 504/ ¥ 3 mglkg, i.p.
e}
E 4 +— 10 mg/kg, i.p.
§ n=6
© 0.0+ . . : .

0 50 100 150 200

Tiempo (min)

1500+

1000+

ABC

5004

Salina 1 3 10

SB-269970 (mg/kg, i.p.)

Figura 24. Efecto antinociceptivo del antagonista selectivo 5-HT; (SB-269970) sobre la conducta
nociceptiva inducida por el modelo de neuropatia a nivel sistémico. Arriba: Cursos temporales del
antagonista selectivo 5-HT; SB-269970 administrado por via intraperitoneal 15 minutos antes de
someter a la rata a la prueba de umbral de retiro. Abajo: Los datos se expresan como el ABC
calculados a partir de los cursos temporales como el promedio * el error estandar de al menos 6
animales en cada grupo experimental. *Diferencia significativa con respecto al grupo de salina, p<0.05
por ANOVA seguido de la prueba de Tukey.

-70 -



Maestria en Ciencias Biologia Experimental, I. I. Q. B. RESULTADOS

7.3.2 Efecto del antagonista serotoninérgico a nivel espinal en el modelo de
neuropatia (Kim y Chung)

La administracion espinal del antagonista 5-HT; SB-269970 mostré efecto
antialodinico dependiente de la dosis (12.5-50 ug) en el modelo de neuropatia (Kim y

Chung), alcanzando diferencia estadistica significativa a partir de 37.5 ug (Figura 25).

20
=
2 164
°
o 124 —- Salina
% —A—12.5 g, i.t.
5 8 -@-25 g, i.t.
£ -F-37.5 g, iit.
e ——50 g, it.
8 n=6
c L L L L L L L
0 30 60 90 120 150 180
Tiempo (min)
2000+

Salina 12.5 25 37.5 50

SB-269970 (pg/rata, i.t.)

Figura 25. Efecto antinociceptivo del antagonista selectivo 5-HT; (SB-269970) sobre la conducta
nociceptiva inducida por el modelo de neuropatia a nivel espinal. Arriba: Cursos temporales del
antagonista selectivo 5-HT; SB-269970 administrado por via espinal 15 minutos antes de someter a la
rata a la prueba de umbral de retiro. Abajo: Los datos se expresan como el ABC calculados a partir de
los cursos temporales como el promedio £ el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo
experimental. *Diferencia significativa con respecto al grupo de salina, p<0.05 por ANOVA seguido de
la prueba de Tukey.
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8.1 PRUEBA DE PLANCHA CALIENTE

Esta prueba consiste en la introduccion de la rata en un espacio cilindrico

con el extremo superior abierto y una superficie consistente en una placa metélica
que es calentada (Woolfe y Mac-Donald, 1944; Eddy y Leimbach, 1953;
O’Callaghan y Holzman, 1975). Este modelo produce dos tipos de comportamiento
que pueden ser medidos en términos de sus tiempos de reaccion, siendo el lamido
de la pata o el salto al borde del cilindro. Ambos comportamientos son
considerados como respuestas integradas supraespinalmente. En cuanto a su
sensibilidad a sustancias analgésicas, el comportamiento de lamido de pata es
afectado solo por opioides. Por otro lado, el tiempo de reaccidén de salto al borde
del cilindro es incrementado proporcionalmente por analgésicos menos poderosos,
tales como el acido acetilsalicilico o paracetamol, especialmente cuando la
temperatura de la plancha es de 50°C o menos (Ankier, 1974), o si la temperatura
se incrementa de modo progresivo y lineal, ejemplo, de 43 a 52°C a 2.5°C/min
(Hunskaar et al., 1985). La especificidad y sensibilidad de la prueba puede
aumentar si se mide el tiempo de reaccion del primer comportamiento evocado ya
sea lamido de pata o salto (Carter, 1991). EI comportamiento es relativamente
estereotipado en el raton pero es mas complejo en la rata, pudiendo ser chillidos,
lamido de patas anteriores, lamido de patas traseras, enderezamiento, inicio y
termino de autolimpieza, entre otras cosas. Estos comportamientos han sido
llamados como “movimientos defensivos cadticos” (Knoll y cols., 1955). Espejo y
Mir (1993) identificaron y describieron 12 comportamientos diferentes. Debido a
que muchos de estos comportamientos se presentan, la observacion de ellos se
dificulta. Ademas, esta prueba es muy susceptible al fendmeno de aprendizaje, el
cual resulta en un acortamiento progresivo del tiempo de reaccion al saltar y
acompanarse de la desaparicion del comportamiento de lamido (Knoll y cols.,
1955). Asi, el animal puede lamerse las patas y saltar durante la primera prueba
pero puede saltar casi inmediatamente — acortando el tiempo de reaccion- durante

las pruebas subsecuentes (Takagi y Iwamoto, 1952; Jacob, 1963; Kayan y cols.,
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1969; Van Ree y Leys, 1985; Espejo y Mir, 1993). Similarmente, aun colocando los
animales sobre una plancha no caliente una vez que observaron la prueba lleva a
que en pruebas subsecuentes disminuya el tiempo de reacciéon en condiciones
estandar con una temperatura nociva constante (Bardo y Hughes, 1979; Hunskaar
y cols., 1986). En general, las mediciones son variables, aun dentro del mismo
laboratorio (Miller, 1948; Tjglsen y Hole, 1997). Todos estos factores hacen que
esta prueba sea muy delicada de usar. En el analisis final se debe de hacer notar
que esta prueba consiste en la estimulacion de cuatro extremidades y aun la cola
del animal simultaneamente (Knoll y cols., 1955). Tal estimulacién heterotropica
involucra grandes areas corporales que indudablemente disparan controles
inhibitorios difusos que probablemente alteren las respuestas observadas.

En el modelo de plancha caliente se induce la funcién de alerta reflejada
por la activacion fasica de nociceptores ante un potencial estimulo peligroso que
excede el rango fisiolégico. Este propdsito de aviso del dolor es mas evidente en
la piel, la cual estda mas expuesta a dafios externos. El dolor agudo, cutaneo evoca
asi, una respuesta de retiro o de escape, respuestas restrictivas que tienen como
finalidad el discontinuar la exposicion a el estimulo nocivo y, asi, terminar con el
dolor. El estimulo agudo térmico provocado por la plancha caliente es de una
duracion de pocos segundos activando solo nociceptores transitorios (Millan,
1999).

El propdsito del presente estudio fue investigar la participacién relativa del
receptor 5-HT; en el dolor de tipo agudo térmico. Nuestros resultados confirman
que la serotonina no tiene un efecto pronociceptivo en este modelo de dolor agudo
a nivel central (Yaksh y Wilson, 1979; Solomon y Gebhart, 1988; Crisp y cols.
1991; Bardin y cols. 1997a). La administracion sistémica del antagonista del
receptor 5-HT; SB-269970 en el modelo de plancha caliente mostré una
tendencia de aumento de latencia, pero sin alcanzar diferencia estadistica
significativa. La funcion instantdnea de los nociceptores en la senalizacion
después de la exposicidon a estimulos agudos nocivos corresponde a la funcién de
alerta del dolor y parece presentarse con poca intervencion de mecanismos

moduladores periféricos o centrales (Handwerker y Kobal, 1993). EI modelo de
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plancha caliente esta disefiado para estimular so6lo receptores del dolor a la
superficie plantar de las ratas y evitando un dafio tisular, al no presentarse este no
hay un proceso inflamatorio suficiente donde la serotonina pudiera estar
actuando. Una gran mayoria de los modelos de comportamiento en ratas usados
para acceder a la participacion de la serotonina emplean pruebas térmicas. Hay
sin embargo, evidencia que los resultados obtenidos usando estas pruebas
térmicas pueden ser seriamente mal interpretadas si la temperatura de la piel de la
rata no es monitoreada apropiadamente (Hole y cols., 1990), ya que los efectos
vasculares de la serotonina pueden modificar esta temperatura (Eide y Tjolsen,
1988). Otras cuestiones es que la serotonina enddgena espinal esta involucrada
no soélo en la nocicepcion sino también en funciones no nociceptivas tales como el
control motor lo cual de hecho pueden afectar la respuesta en las pruebas
nociceptivas. Sacudidas espontaneas de la cola pueden ser inducidas por la
administracion del agonista no selectivo del receptor 5-HT; 8-OH-DPAT en ratas
(Millan y cols., 1991). Hay que tomar en cuenta también el hecho de que
resultados opuestos han sido obtenidos usando los mismos modelos de dolor y
que los subtipos de receptores del serotonina exhiben afinidades diferenciales por
serotonina, la variedad de efectos descritos anteriormente podrian ser debido a
acciones sobre diferentes sitios serotoninérgicos o no serotoninérgicos
dependiendo de las dosis usadas (Crisp y cols., 1991; Cesselin y cols., 1994;
Millan, 1994). El objetivo de utilizar el presente modelo de dolor agudo térmico fue
para evaluar la participacién del receptor de serotonina 5-HT7 a nivel central o
periférico en el dolor inducido por el modelo de plancha caliente al administrar el
antagonista selectivo para este receptor y probar su capacidad de bloquear la
antinocicepcion inducida por serotonina endégena en caso de que ésta estuviera
presente. Los resultados estan de acuerdo con los estudios previos donde la
administracion de agonistas del receptor 5-HT4a (los cuales ya se ha mencionado
antes que también tienen afinidad por el receptor 5-HT7) no modifica las
reacciones dolorosas (Solomon y Gebhart, 1988; Mjellem y cols., 1992; Millan,
1994).
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8.2 PRUEBA DE LA FORMALINA

La inyeccion subcutanea de un volumen pequefio (50 pL) de formalina
diluida (0.5 y 1 %) en la region dorsal de la pata posterior derecha de ratas hembra
produjo una conducta de sacudidas (conducta nociceptiva) bifasica dependiente
de la concentracidon de formalina y del farmaco administrado como pretratamiento.
La primera fase (fase |) fue de inicio rapido, gran intensidad y corta duracidn
(aproximadamente 5 min). La fase | fue seguida de un corto periodo durante el
cual la rata no mostr6 la conducta sugestiva de nocicepcion. Finalmente, la
segunda fase (fase Il) inicio entre los 10 y 20 minutos después de la inyeccion de
formalina y aumenté de manera gradual alcanzando un maximo entre los 25 y 40
minutos dependiendo del pretratamiento y una duracién de alrededor de 40
minutos con ambas concentraciones de formalina. Los cursos temporales
descritos anteriormente concuerdan con lo publicado en la literatura por diferentes
autores (Dubuisson y Dennis, 1977; Tjolsen y cols., 1992). En este sentido, Puig y
Sorkin (1996) correlacionan mediante registros electrofisiolégicos las fuertes
sacudidas observadas en la fase 1 (0 - 10 minutos) con una actividad exagerada
de las fibras aferentes sensoriales, pero dichos registros no logran explicar
completamente el comportamiento nociceptivo observado durante la fase 2, en
donde se muestra una actividad aferente discreta. Esta aparente discrepancia es
resuelta por Dickenson y Sullivan (1987), los cuales demuestran que durante el
periodo en el cual se observa una actividad aferente primaria discreta, las
neuronas del asta dorsal de la médula espinal muestran un aumento en su
excitabilidad con un perfil temporal bifasico similar a la conducta nociceptiva, es
decir, existe un proceso de sensibilizacién central. Asimismo, se ha demostrado
que la actividad de diversos componentes inflamatorios y la liberacion de
sustancias mediadoras del dolor (Hunskaar y Hole, 1987; Tjdlsen y cols., 1992)
juegan un papel muy importante en el comportamiento nociceptivo de la fase Il. En
resumen, se puede argumentar que la conducta nociceptiva manifestada durante
la fase | es consecuencia de la accion directa de la formalina sobre los

nociceptores localizados principalmente sobre las fibras C mientras que la fase 2
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se debe a la liberacién de diversos componentes inflamatorios tanto en la periferia
como a nivel espinal y a un proceso de sensibilizacion central (Hunskaar y Hole,
1987; Tjolsen y cols., 1992; Yashpal y cols., 1998).

La prueba de formalina describe diferentes comportamientos, entre los que
se encuentran el morder, lamer, levantar y sacudir la pata inyectada, por lo que la
conducta nociceptiva se puede evaluar registrando el tiempo en que la rata se
muerde y mantiene levantada la pata o la frecuencia del numero de sacudidas
(Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; Coderre y cols., 1993; Abbott y cols., 1995). En el
presente trabajo se cuantificé la conducta de sacudidas debido a que es el
parametro mas utilizado para cuantificar el grado de dolor (Dubuisson y Dennis,
1977) y que ha demostrado ser un parametro util para cuantificar la actividad
antinociceptiva de farmacos de accidén periférica y central (Wheeler-Aceto vy
Cowan, 1991; Lee y Jeong, 2002). Aunque algunos autores sugieren que la suma
del tiempo de lamida mas el tiempo de levantamiento de la pata es mejor indice
del dolor inducido por formalina (Abbot y cols., 1995). La conducta de sacudidas
es mas ritmica y constante durante el periodo de observacion lo cual es una
ventaja sobre las otras que son mas esporadicas. Asimismo, se asume que la
espontaneidad de la conducta de mordida/lamida representa ataques episddicos
de dolor fasico y la de sacudidas dolor cronico o subagudo, por lo que es posible
considerar que la conducta de sacudidas es mejor indice de la conducta
nociceptiva cuando se desea evaluar el dolor ténico de origen inflamatorio.

Asimismo, en la prueba de la formalina la intensidad del estimulo es un
factor importante de determinar ya que se ha sugerido que la utilizacion de altas
concentraciones de formalina (5 %) induce otras reacciones conductuales que
pueden interferir con la conducta nociceptiva de sacudidas (Clavelou y cols., 1995)
mientras que la utilizacion de concentraciones muy bajas incrementa el riesgo de
aumentar la variabilidad o la incidencia de “no respondedores” (Wilson y Mogil,
2001) por lo que en el disefio experimental se decidio utilizar formalina al 1 % para
ver un posible efecto antinociceptivo y formalina al 0.5 % para observar con mayor
claridad un posible efecto pronociceptivo como lo reporta previamente Doak y

Sawynok en 1997.
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Otros factores pueden impactar o alterar la conducta nociceptiva o la
eficacia antinociceptiva de algunos farmacos (Damaj, 2001). En especial la prueba
de la formalina se ve afectada por factores de estrés como son los sonidos, los
olores, luz intensa, elevada presion atmosférica o la intensa actividad humana en
el cuarto durante el periodo en que se esta llevando a cabo la prueba (Tjolsen y
cols., 1992), por lo que las ratas fueron evaluadas a temperatura controlada (25 —
27 °C) en un cuarto aislado y exclusivo para la realizacion de esta prueba tratando
de esta manera de disminuir los factores que podrian alterar los resultados de la
prueba. Dentro de estos factores debemos considerar uno muy importante, el
género debido a que en nuestro estudio se utilizaron ratas hembra y algunos
autores han reportado que el ciclo estral puede influenciar la conducta nociceptiva
en algunos modelos de dolor (Vincler y cols., 2001; Craft y cols., 2004). Datos
obtenidos en el laboratorio muestran que la conducta nociceptiva inducida por la
inyeccién s.c. de formalina al 1% es similar tanto en machos como en hembras
(datos no mostrados). De manera similar, Yaksh y cols. (2001) en su modelo
automatizado de formalina no observaron diferencia entre hembras y machos en la
conducta nociceptiva de sacudidas. También, se ha descrito que el ciclo estral no
altera la conducta nociceptiva de ambas fases de la prueba de la formalina
(Vincler y cols., 2001). Lo anterior apoya a nuestras observaciones. Sin embargo,
Aloisi y colaboradores reportaron que la conducta de sacudidas y lamidas de la
pata inyectada fue mayor en hembras comparadas con machos administrando
formalina al 10% (Aloisi y cols., 1994), pero no con formalina al 0.1 % (Aloisi y
cols., 1995a; 1995b) o al 5 % (Yaksh y cols., 2001). Por lo que resulta evidente
que altas concentraciones de formalina parecen afectar la conducta nociceptiva
entre machos y hembras.

En nuestros resultados observamos que los farmacos utilizados en el
presente trabajo tuvieron su efecto pronociceptivo o antinociceptivo sobretodo en
la fase Il de la prueba de la formalina. Esto nos sugiere que el receptor 5-HT7
podria jugar un papel principal en el dolor de tipo inflamatorio. Este argumento es
sustentado por el trabajo publicado por Meuser y colaboradores (2002) en donde

la administracién intrarticular de 8-OH-DPAT y 5-HT incrementa los niveles de c-
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fos en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal a los 60 y 90 minutos de
la administracion del farmaco. Ademas, dicho incremento se previene por la
administracion intrarticular de metiotepina lo que sugiere la participacion del
receptor 5-HT7;. Asimismo, el grupo de Yun-Qing Li (Wu y cols., 2001) sugiere
también la participacion del receptor 5-HT7 en el dolor de tipo inflamatorio debido a
que la administraciéon subcutanea de adyuvante completo de Freund en la pata
posterior de la rata incrementa los niveles de mRNA para el receptor 5-HT; en el
ganglio de la raiz dorsal cuatro dias después de la administracion del adyuvante.
En este estudio se evaluo la posible participacion de los receptores 5-HT7 a nivel
periférico en el comportamiento nociceptivo inducido por formalina. Como
previamente se reportd (Doak y Sawynok, 1997), nosotros utilizamos una
concentracion baja de formalina (0.5%) para detectar acciones pronociceptivas del
agonista del receptor de 5-HT, la 5-carboxamidotriptamina, mientras que una
concentracion mayor de formalina (1%) se utiliz6 para detectar acciones
antinociceptivas del antagonista selectivo del receptor 5-HT;. Bajo estas
condiciones nosotros fuimos capaces de observar un efecto antinociceptivo
periférico local con el antagonista selectivo del receptor 5-HT7, el SB-269970, en
la prueba de la formalina. El efecto antinociceptivo local de SB-269970 no fue
debido a una accion sistémica ya que la administracion en la pata contralateral no
mostro efecto alguno. Como SB-269970 inhibe preferentemente a los receptores
5-HT7 (Hoyer y cols., 2002; Roberts y cols., 2001; Thomas y cols., 2000, 2002),
nuestros resultados sugieren una participacion relevante de los receptores 5-HT7
periféricos locales en el proceso nociceptivo inducido por formalina. La funcién
pronociceptiva de los receptores 5-HT; periféricos locales en la prueba de la
formalina fue confirmada cuando la administracion del agonista del receptor 5-
HT71a 5-CT produjo nocicepcién durante la fase 2 de la prueba de la formalina y
su efecto fue significativamente revertido por el antagonista del receptor 5-HT7 SB-
269970. Notablemente, nuestros datos farmacologicos estan correlacionados con
datos previos anatémicos (Rocha y cols., 2005) que sugieren un efecto directo de
los agonistas y antagonistas del receptor 5-HT; sobre nociceptores de la piel

donde una subpoblacién de estas fibras expresa receptores 5-HT; y datos
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electrofisioldgicos indican que la activacion de receptores 5-HT; incrementa el
AMP ciclico y la excitabilidad neuronal (Cardenas y cols., 1999). Esta evidencia
esta en linea con el hecho que la inyeccién local de tanto 5-HT o analogos del
AMP ciclico produce hiperalgesia (Taiwo y Levine, 1991, 1992; Taiwo y cols.,
1989). Basados en su mecanismo transduccional, se podria esperar que la
activacion periférica de los receptores 5-HT; (positivamente acoplados a la
adenilato ciclasa) produzca nocicepcion. Evidencia conductual ha sido
proporcionada en este sentido donde los receptores 5-HT7; (Rocha y cols., 2005)
tienen una participacién significativa en la hiperalgesia inducida por 5-HT. La
coadministracion a nivel periférico local de SB-269970 revirti6 el efecto
pronociceptivo de la 5-CT de manera estadisticamente significativa cuando ambos
farmacos se coadministraron en un volumen de 50 yL 10 minutos antes de la
inyeccion de la formalina. La 5-CT es un agonista serotoninérgico con alta afinidad
por los receptores 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HTsa y 5-HT7 (Wijngaarden y cols.,
1990; Hoyer y cols., 1994). En este sentido, debemos sefialar que hasta la fecha
no existen agonistas selectivos 5-HT7;, pues la mayoria de los compuestos
sintetizados también despliegan alta afinidad por los receptores 5-HT+a (Leopoldo,
2004; Leopoldo y cols., 2004). Aunque, recientemente se ha sintetizado un
derivado de las tiopiridinas que parece prometedor ya que su afinidad por el
receptor 5-HT7 es relativamente alta comparada con el receptor 5-HT4a (Thomson
y cols., 2004).

No obstante, la carencia de agonistas selectivos para el receptor 5-HT7, el
antagonista selectivo SB-269970 es al menos dos ordenes de magnitud mas afin
en relacion a los demas receptores serotoninérgicos (Novell y cols., 2000). En
base a la propiedad que confieren los antagonistas y de acuerdo a los resultados
obtenidos se puede sugerir que el receptor 5-HT; aumenta el numero de
sacudidas en el modelo de la formalina a nivel periférico local en ratas. Esta
conclusién concuerda con diferentes estudios electrofisiolégicos que relacionan a
la activacion del receptor 5-HT7 con la generacion de una corriente no selectiva de
cationes (ly) activada por hiperpolarizacion (Cardenas y cols., 1999; Chapin y

Andrade, 2001a,b) que mantiene a la neurona en un potencial de membrana
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menos negativo (-20 y -30 mV). También concuerda con lo reportado por algunos
autores que relacionan la activacion del receptor 5-HT7 con la apertura de canales
de Ca*" tipo T (Baker y cols., 1998; Lenglet y cols., 2002) y posiblemente con la
apertura de canales de Na resistentes a tetrodotoxina (Cardenas y cols., 2001).
La despolarizacion neuronal generada por estos mecanismos produce un
incremento en la liberacién de neurotransmisores de las fibras aferentes primarias,
asi como un aumento de la excitabilidad neuronal. En este sentido y con el fin de
descartar la participacion de los receptores 5-HT¢ y 5-HTsa se debe sefalar que
los efectos descritos para el receptor 5-HT; son contrarios a los descritos para
estas familias de receptores serotoninérgicos pues mientras la activacion del
receptor 5-HT7 genera corrientes despolarizantes, la activacion de los receptores
5-HT¢ y 5-HT5 tradicionalmente se ha asociado con la generacion de corrientes
hiperpolarizantes, es decir, con la apertura de canales de K*. Aunque debemos
sefalar que este mecanismo solo se ha demostrado en los receptores 5-HT 14, 5-
HT1g y 5-HTsa Millan, 2002; Hoyer y cols., 2002).

Las corrientes despolarizantes producidas por activaciéon del receptor 5-HT7
descritas en los estudios electrofisioldgicos dependen del incremento de AMPc
(Baker y cols., 1998; Cardenas y cols., 1999; 2001; Chapin y Andrade, 2001a,b;
Lenglet y cols., 2002), el cual es muy importante, pues se ha demostrado que la
administracion periférica de analogos de AMPc es capaz de generar hiperalgesia
(Taiwo y cols., 1989; Taiwo y Levine, 1991; Taiwo y cols., 1992; Cunha y cols.,
1999). En este sentido, debemos mencionar que unicamente el receptor 5-HT;
tiene el mecanismo transduccional capaz de incrementar los niveles de AMPc
pues se encuentra acoplado a una proteina G estimulatoria (Gs) que activa a la
enzima adenilato ciclasa (AC). Esta enzima a su vez cicla la molécula de
adenosinmonofosfato (AMP) generando el AMPc (Ruat y cols., 1993b; Lovenberg
y cols., 1993; Bard y cols., 1993; Adham y cols., 1998). En cambio, los receptores
de la familia 5-HT1 y 5-HTsa se encuentran acoplados a una proteina G inhibitoria
(Gi) que modula negativamente a la enzima adenilato ciclasa (AC). Este tipo de
acoplamiento se relaciona tradicionalmente a un efecto neuronal hiperpolarizante

(Barnes y Sharp, 1999; Millan, 2002) como lo demuestra el estudio
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electrofisioldgico llevado a cabo por Todorovic y Anderson (1992) en ganglios de
la raiz dorsal. Por ende, se sugiere que el efecto pronociceptivo inducido por 5-CT
se debe mas bien a la activacién de receptores 5-HT5.

El aporte de serotonina a nivel espinal tiene principalmente un origen
supraespinal, sobretodo de los nucleos del rafé y bulbo raquideo rostrovental,
ricos en neuronas serotoninérgicas que proyectan sus axones a través de vias
descendentes. A este nivel, el elucidar el papel que ejerce un tipo de receptor se
vuelve aun mas complejo pues un mismo receptor puede estar ejerciendo tanto
efecto pronociceptivo como antinociceptivo dependiendo del tipo de neurona
donde se encuentre localizado. De hecho, para la serotonina este fendmeno se ha
reportado en varios de sus receptores. Ademas, el hecho de que serotonina tenga
al menos 14 receptores y que sus neuronas se encuentran altamente co-
localizadas con neurotransmisores tanto excitatorios como inhibitorios (Millan,
2002) nos habla de lo dificil que podria resultar el determinar el papel que ejerce el
receptor 5-HT7 en la transmisidén del dolor a nivel espinal pues su efecto podria
verse facilmente enmascarado (Figura 26).

A nivel espinal la administracion intratecal de SB-269970 mostré una
tendencia a disminuir el numero de sacudidas de manera dependiente de la dosis
durante la fase 2 de la prueba de la formalina, pero dicha tendencia no alcanzdé
diferencia estadistica significativa. Hasta la fecha no existen estudios conductuales
que confirmen la carencia de efecto del antagonista SB-269970 a nivel espinal. Sin
embargo, el hecho de que el antagonista SB-269970 carezca de efecto no
significa que este receptor no participe en la transmision del dolor. Por el contrario,
parece ser comun que los antagonistas de diversos receptores que participan en
el procesamiento del dolor a nivel espinal carezcan de efecto cuando se
administran de manera individual en la medula espinal como lo demuestran
algunos estudios conductuales y electrofisiologicos llevados a cabo para algunos
receptores serotoninérgicos (Gjerstad y cols., 1996; Gjerstad y cols., 1997; Zhang
y cols., 2001b). Cabe mencionar que estos antagonistas a pesar de que carecen
de efecto cuando son administrados de manera individual, son capaces de revertir

el efecto producido por el agonista para el mismo receptor. En nuestro caso, la
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administracion intratecal del antagonista SB-269970 nos sugiere que el receptor 5-
HT7 no participa en la transmision del dolor inflamatorio a nivel espinal aunque
debemos considerar que su efecto podria estar enmascarado por la participacion
de otros receptores serotoninérgicos.

Para la administracion sistémica del antagonista serotoninérgico en la
prueba de la formalina al 1% hubo una disminucion en el numero de sacudidas en
ambas fases de la prueba de formalina alcanzando diferencia estadisticamente
significativa solo en la fase 2 a partir de la dosis de 3 mg. El efecto significativo
sugiere que es mayormente por su accion a nivel periférico local ya que no se
habia observado efecto a nivel espinal por estar enmascarado su efecto, pero no
se descarta un efecto a nivel supraespinal.

En resumen, el receptor 5-HT7 parece tener una participacion en el dolor

de tipo inflamatorio.

8.3 MODELO DE NEUROPATIA
La alodinia tactil es una propiedad del estado de dolor neuropatico que puede
desarrollarse después de dafio del nervio periférico. En el presente trabajo las
ratas se sometieron a la ligadura de los nervios L5 y L6 (Kim y Chung, 1992) y se
les indujo alodinia tactil, uno de los sintomas que acompanan al dolor neuropatico.
En estudios realizados en pacientes el estado de dolor neuropatico esta
mediado en parte por fibras de axones grandes de conduccién rapida (Campbell y
cols., 1988). Este sindrome de dolor parece ser resistente a las acciones
analgésicas de opioides (Arnér y Meyerson, 1988). En el modelo de la ligadura
floja del nervio ciatico reportado por Bennett y Xie (1988) se ha observado que los
animales muestran signos de comportamiento de dolor espontaneo e hiperalgesia
que dura aproximadamente 2 meses. Este modelo no sdlo desarrolla hiperalgesia
a estimulos nocivos mecanicos y térmicos, sino también alodinia mecanica y
alodinia al frio. Mas recientemente Seltzer y colaboradores (1990) reportaron un
modelo que involucra ligadura apretada de un tercio a la mitad del nervio ciatico en
la rata. Este procedimiento quirurgico también produce signos inmediatos de

comportamiento de dolor espontaneo, alodinia e hiperalgesia. Una desventaja de
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estos dos modelos reportados previamente es que es dificil controlar el nimero y
tipo de fibras dafiadas. En el caso del modelo de Bennett y Xie la tension de las
ligaduras alrededor del nervio ciatico puede variar y esto podria influenciar el
namero y tipo de fibras aferentes danadas. En el modelo de Seltzer y
colaboradores el numero y tipo de axones del nervio ciatico que son ligados
también difieren de experimento a experimento debido a la incapacidad de dafiar
exactamente la misma parte del nervio en cada animal y se ha demostrado que la
hiperalgesia térmica se ve disminuida de manera dependiente de la dosis por la
administracion espinal de opioides (Yamamoto y Yaksh, 1992). En el modelo de
neuropatia periférica producida por la ligadura de los nervios espinales L5 y L6 en
la rata el numero de nervios espinales ligados en cada animal es el mismo y esta
mas correlacionado con los datos reportados en humanos. La alodinia tactil que
produce es resistente al efecto analgésico de opioides administrados espinalmente
(Kim y Chung, 1992). Este modelo puede ser util no so6lo en la evaluacion de
mecanismos que fundamentan la alodinia, sino también como un buen instrumento
para el monitoreo preclinico de farmacos que pueden ser terapéuticamente utiles
para esta condicion. El presente modelo tiene dos caracteristicas unicas. Primero,
el procedimiento quirdrgico es estereotipado. Segundo los niveles de dafo y
segmentos espinales intactos son aislados, permitiendo manipulaciones
experimentales independientes. Una desventaja de este modelo es que la cirugia
es considerablemente mas extensa y complicada que los demas modelos
previamente descritos (Seltzer y cols., 1990; Bennett y Xie, 1988). Las medidas de
umbral de retiro con filamentos de von Frey en el paradigma arriba abajo, cuando
se combina con el modelo de dolor neuropatico, representa una herramienta
poderosa para analizar los efectos de las manipulaciones del estado de dolor
neuropatico (Chaplan y cols., 1994). Al tercer dia pudo considerarse alodinia,
concordando con los datos reportados por Chaplan y colaboradores (1994). Los
valores de umbral de retiro en un grupo de ratas neuropaticas con cierto tamano
de muestra reportan poca variabilidad bioldgica 20 dias post-cirugia (Kim y Chung,
1992). Nuestros grupos de induccién de alodinia son similares a lo reportado por

Chaplan y cols. (1994). Mas del 90% de nuestras ratas desarrollaron alodinia y las
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ratas que no desarrollaron alodinia fueron sacrificadas. El modelo de Chung es un
modelo de dolor neuropatico que cumple con los criterios establecidos para un
buen modelo experimental de dolor (Taber, 1974). El manejo de los datos permite
determinar tanto el umbral de retiro por ciertos rangos de tiempo o determinar el

ABC del curso temporal del umbral en la conducta de retiro de la pata estimulada.

En este modelo la estimulacién en la pata de la rata con los filamentos de “von
Frey” produjo la tipica conducta dolorosa como es el retiro de la pata evaluada
ante estimulos normalmente inocuos (alodinia tactil), observando un patron similar
al reportado por otros autores (Chaplan y cols., 1994). La administracion de
solucion salina espinal y sistémica no modificé el comportamiento del umbral de
retiro de la pata estimulada durante el tiempo que duro la evaluacién. La
ambientacion previa de los animales durante 30 min a 1 hora, la temperatura en
un rango de 25 a 27°C y el aislamiento en un cuarto con el minimo de ruido tiene
un papel muy importante para encontrar un patron de umbral de retiro coherente y
similar al reportado. En cuanto a la administracion intratecal del antagonista SB-
269970, encontramos que mostré un efecto antialodinico dependiente de la dosis
(12.5-50 pg). Esta diferencia con el dolor inflamatorio puede deberse a que
después del dafio al nervio se produce una desinhibicion, es decir, normalmente el
flujo sensorial esta controlado por interneuronas que inhiben la percepcion del
dolor, pero en el dolor neuropatico hay una reduccion en la sintesis de
neurotransmisores inhibitorios GABA y glicina, ademas de la perdida de estas
interneuronas inhibitorias después del aporte excesivo del aminoacido excitotdxico
glutamato, incrementando la excitabilidad neuronal favoreciendo la transmision del
dolor y respondiendo a estimulos normalmente inocuos como el tacto suave
(Scholz y Wolf, 2000). La administracion intraperitoneal e intratecal del antagonista
5-HT; SB-269970 mostré efecto antialodinico dependiente de la dosis en este
modelo de neuropatia (Kim y Chung, 1992), no asi la administraciéon de vehiculo
(Salina). Estos datos sugieren que el receptor 5-HT7 participa en la alodinia tactil
inducida por el modelo de ligadura de nervios L5 y L6 (Kim y Chung, 1992). La
evidencia previa que apoya nuestros resultados indica la presencia de receptores

5-HT; en fibras nerviosas AP (Cardenas y cols., 1999) cuya activaciéon

-84 -



Maestria en Ciencias Biologia Experimental, I. I. Q. B. DISCUSION

normalmente media las sensaciones de tacto ligero o vibracion, pero no de dolor,
cuando existe un dafio a las fibras aferentes primarias existe un patron anormal de
disparo en el cual se ha visto que participan las fibras nerviosas AB (Koltzenburg,
1995; La Motte y cols., 1991; Simone y cols., 1989b; Torebjork y cols., 1992; Tallin
y cols., 1976). Ademas, la estimulacioén tactil no nociva de fibras AR modifica la
expresion de genes en neuronas del asta dorsal de la medula espinal bajo
condiciones de inflamacién (Molander y cols., 1992; Ma y Wolf, 1996a). Esto
podria llevar a la percepcion de una estimulacién inocua como nociva. En el sitio
del dafio nervioso y en los tejidos que rodean a éste, hay una respuesta
inflamatoria local la cual involucra acidosis e infiltracién de mastocitos, macréfagos
y otras células de la respuesta inmune que liberan mediadores quimicos como 5-
HT (Perry y cols., 1993; Silver y cols., 1996; Yoder y cols., 1997) que produce la
activacion de las fibras aferentes primarias dafiadas, asi como las fibras nerviosas
adyacentes intactas. Ademas, el dano a las fibras aferentes primarias produce una
alteracion en los niveles de genes de expresion temprana como c-fos, donde se ha
sugerido una participacion de estos como factores que modulan la expresion de
genes efectores que actuan de manera sinérgica con otros elementos regulatorios
para controlar el patron de cambios fenotipicos iniciados por el dafo nervioso
(Fiallos-Estrada y cols., 1993; Herdegen y cols., 1997; Hughes y Dragunow, 1995)
de acuerdo a esto se reportd que los cuerpos celulares o somas de neuronas
sensoriales en un modelo de ligadura nerviosa presentaban una mayor
despolarizacion en respuesta a mediadores inflamatorios como la serotonina,
mediante el incremento de excitabilidad de las neuronas del ganglio de la raiz
dorsal, que podria contribuir al dolor y alodinia después del dafio neural periférico
(Xue-dun y cols., 2003). Los receptores 5-HT; se encuentran acoplados
positivamente a la adenilato ciclasa que favorece la generacion de AMPc
intracelular y la subsecuente activacion de PKA, la cual ha mostrado que fosforila
receptores AMPA en ciertas poblaciones de neuronas (Barria y cols., 1997; Ben-
Ari y cols., 1992; Lisman, 1994, 1997). En lo que concierne a eventos de largo
plazo, aquellos en los cuales las proteincinasas dependientes de calcio juegan un

papel crucial modulando la actividad de factores de transcripcion nuclear y genes

-85 -



Maestria en Ciencias Biologia Experimental, I. I. Q. B. DISCUSION

de expresion temprana como c-fos (Bito y cols., 1997; Carafoli y cols., 1997;
Deisseroth y cols., 1998; Hughes and Dragunow, 1995; Lerea, 1997; Lisman y
cols., 1997; Stevens y cols., 1994) desencadenando una plasticidad sinaptica. El
hecho que el antagonista 5-HT7 SB-269970 en este modelo de dolor neuropatico si
disminuya la conducta nociceptiva y no disminuya la conducta nociceptiva inducida
por formalina al 1% como modelo de dolor inflamatorio cuando es administrado a
nivel espinal puede ser soportado, ademas de los mecanismos anteriormente
descritos (Unicos del dolor neuropatico), por el hecho que existe evidencia de una
reduccion en actividad de las neuronas inhibitorias GABAergicas después del
dafio a las fibras aferentes primarias como en el modelo de neuropatia de Kim vy
Chung, presentando una reduccién funcional en la inhibicion GABAergica de
terminales de fibras C localizadas en el asta dorsal de la medula espinal (Bhisitkul
y cols., 1990). De hecho, las ondas de despolarizacion lenta producidas en fibras
aferentes primarias por neuronas inhibitorias se ven reducidas en las primeras
semanas después del dafio neural, sugiriendo que la influencia funcional de las
neuronas inhibitorias sobre las terminales centrales de las fibras aferentes
primarias esta reducida (Laird y Bennett, 1992; Wall y Devor, 1981), el dafio a las
fiboras aferentes primarias produce un transitorio pero masivo aporte de
aminoacidos excitatorios proveniente de los receptores NMDA hacia las
vulnerables interneuronas inhibitorias. Esto puede llevar a una excesiva
acumulaciéon de calcio intracelular y la induccién de oxido nitrico y otros
mecanismos que provocan su degeneracion excitotdéxica (Choi y Rothman, 1990;
Gu y cols., 1997; Lerea, 1997; Mao y cols., 1997; Melino y Bernassola, 1997;
Minghetti y Levi, 1998; Nishio y Watanabe, 1998). En el mecanismo de dolor
inflamatorio en cambio no hay disminucién del mecanismo de las interneuronas
inhibitorias y si estan presentes los mecanismos que enmascaran el efecto sobre
los receptores 5-HT; en la medula espinal en donde hay antinocicepcion y
pronocicepcion por los diversos subtipos de receptores de 5-HT como el
mecanismo antinociceptivo de los receptores 5-HT 4 contrario al de los receptores

5-HT7 los cuales se acoplan negativamente a adenilato ciclasa y su estimulacion
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aumenta las corrientes de potasio y suprime las corrientes de calcio (Boess vy
Martin, 1994; Millan, 1995; Yang y cols., 1998).

En el mecanismo de la alodinia tactil se ha sugerido una participacion de las
neuronas AB que normalmente transmiten la sensacién de tacto inocuo (Wolf,
2004). Hay evidencia electrofisiologica que sugiere un papel pronociceptivo de los
receptores 5-HT; via la generacion de AMPc, el cual genera una corriente de
cationes activada por hiperpolarizacion (l4), o que refuerza la liberacion de
neurotransmisores e incrementa la excitabilidad de fibras (Ad). Interesantemente,
este mismo fendbmeno se ha observado en terminales centrales de fibras AB lo
que sugiere la participacion de los receptores 5-HT7 en la mediacién de la alodinia
mecanica (Cardenas y cols., 1999, 2001; Chapin y Andrade, 2001 a,b) y que
podria explicar la accion antialodinica del SB-269970. En cuanto a la
administracion sistémica (intraperitoneal) del SB-269970 mostré efecto
antialodinico dependiente de la dosis (1-10 mg) en el modelo de neuropatia (Kim y
Chung), alcanzando diferencia estadistica significativa a 3 mg, efecto que
corrobora el posible mecanismo espinal de desinhibicibn por apoptosis de
interneuronas inhibitorias, la habilitacién de fibras AR en la percepcién de tacto
inocuo en una sensacion dolorosa y en la modificacion del fenotipo neuronal por
cambios transcripcionales (Scholz y Wolf, 2000). En resumen podemos suponer
que el receptor 5-HT; tiene una participacion en algunos de los mecanismos

involucrados en el procesamiento del dolor neuropatico.

8.4 CANULACION INTRATECAL

De acuerdo a nuestros datos, las ratas canuladas presentaron en ambas
fases de la prueba de formalina al 1% y el modelo de neuropatia una intensidad y
duracion similar a las obtenidas en ratas normales o no canuladas. Estos datos
concuerdan con lo descrito por Yaksh y Rudy (1976) en donde establecen que la
canulacion no produce intolerancia en los animales por un periodo minimo de
cuatro meses. Sin embargo, algunos autores han reportado diferencias
conductuales en la prueba de formalina entre ratas canuladas y no canuladas.

Almeida y cols. (2000) observaron que la conducta de sacudidas se ve
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incrementada en la fase 1 con concentraciones bajas de formalina (0.3 - 1%),
mientras que dicha conducta aumenta durante la fase 2 con concentraciones altas
(5%). Asimismo, Sawynok y Reid (2003) reportan que la conducta de sacudidas se
intensifica con formalina al 5% mientras que otras conductas como la de mordida y
lamida se ven inhibidas en el rango de concentraciones entre 1.5 y 5%. Estos
reportes nos sugieren que la presencia de la canula en el espacio intratecal puede
desencadenar un proceso inflamatorio que produce sensibilizacion central a nivel
del asta dorsal de la médula espinal afectando el comportamiento conductual de
los animales en esta prueba. Sin embargo, debemos resaltar que la concentracion
empleada de formalina en nuestro estudio (1%) no altera la conducta de sacudidas
en la fase 2 de la prueba de formalina pues de acuerdo con Almeida y
colaboradores (2000), concentraciones bajas de formalina solo afectan la fase 1
de la prueba, fase en la cual los farmacos empleados a nivel espinal en el

presente trabajo no tuvieron efecto significativo respecto al grupo control.
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FACILITACION DESCENDENTE

DOLOR

7

ESTIMULO
NOCIVO

“x/’/
5-HT7 5_}.{1’7

Figura 26. Esquema que muestra los posibles sitios en los que se encuentra localizado el receptor
5-HT; a nivel periférico, espinal y sistémico. Ante un estimulo nocivo, la activacion de los
receptores 5-HT- localizados en la terminal periférica y central de la fibra aferente primaria y en la
neurona de proyeccion producen la apertura de canales de ca* y el aumento de AMPc intracelular
que generan a su vez corrientes no selectivas de cationes activadas por hiperpolarizacion. Estos
eventos traen como consecuencia la despolarizacion neuronal de las fibras aferentes primarias
favoreciendo la generacion de potenciales de accion y la liberacién de neurotransmisores a nivel
central que incrementan la intensidad del estimulo nociceptivo. 5-HT: serotonina, IN: interneurona,
PAF: fibra aferente primaria, DRG: ganglio de la raiz dorsal, PN: neurona de proyeccion.
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9.1 CONCLUSIONES PARTICULARES

La administracion intratecal de SB-269970 en el modelo de plancha caliente

no modificod el tiempo de latencia sugiriendo que el receptor 5-HT7 no participa en

el dolor agudo térmico inducido por la plancha caliente.

La administracion periférica local de 5-carboxmidotriptamina produce un
efecto pronociceptivo lo que siguiere la participacion periférica del receptor 5-HT>

en la conducta dolorosa inducida por formalina.

La administracién periférica local y sistémica de SB-269970 reduce el
numero de sacudidas en la prueba de formalina sugiriendo un papel periférico

pronociceptivo del receptor 5-HT5.

El SB-269970 revierte el efecto pronociceptivo inducido por 5-CT sugiriendo

la participacién del receptor 5-HT7 en el dolor inducido por formalina.

El SB-269970 no modifica el efecto producido por formalina cuando es

administrado de manera individual a nivel espinal.

La administracion espinal y sistémica de SB-269970 en el modelo de
neuropatia produjo un efecto antialodinico lo que sugiere una participacion espinal
y sistémica de los receptores 5-HT7 en este tipo de dolor.

9.2 CONCLUSION GENERAL
Los resultados sugieren que el receptor 5-HT7 tiene un papel pronociceptivo

en el procesamiento del dolor inflamatorio y neuropatico, pero no agudo, a nivel

periférico local, espinal y sistémico.
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11.1 ABREVIATURAS

5-CT
5-HIAA
5-HT

5-HT7
8-OH-DPAT
ABC

AC

AMPA
AMPc
ASICs
ATP

BDNF

Ca®*
CGRP
COX

DH
DRASIC
DRT
EXIN
GABA
GDNF
GRD

IB4
ICAM

In

IL

ININ
IPN
K+

LC
MAO
MAPK
MDEG
MDvc

Mg?*
Na*

5-carboxamidotriptamina
Acido 5-hidroxiindolacético
Serotonina

Receptor de serotonina Subtipo 7

Bromuro de 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralin
Area bajo la curva

Adenilato ciclasa

Acido DL-a-NH,-2,3-dihidro-5-metil-3-oxo-4-isoxazolepropanoico
Adenosin monofosfato ciclico

Canales de sodio sensibles a acido

Adenosin trifosfato

Factor neurotrofico derivado del cerebro

Calcio

Péptido relacionado al gen calcitonina

Ciclooxigenasa

Asta dorsal

Canal iénico sensible a acido presente en la raiz dorsal
Nducleo reticular dorsal

Interneuronas excitatorias

Acido gamma-amino-butirico

Factor neurotréfico derivado de la glia

Ganglio de la raiz dorsal

Isolectina B4
Molécula de adherencia intracelular

Corriente de cationes activada

Interleucina

Interneuronas inhibitorias

Neuronas propioespinales intersegmentales
Potasio

Nucleo central lateral

Monoaminooxidasa

Protein cinasa activada por mitogenos

Canal i6nico sensible a acido degerina mamifera
Nucleo medial dorsal

Magnesio

Sodio
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NGF Factor de crecimiento neural

NMDA N-metil-D-aspartato

N-NOC Neuronas no nociceptivas

NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintasa

NRD Nucleo del rafe dorsalis por hiperpolarizacién
NRM Nucleo del rafé magno

NRO Nucleo del rafe oscuro

NRP Nucleo del rafe palido

NTS Nucleo del tracto solitario

PAF Fibra aferente primaria

PAG Sustancia gris periacueductal

PBN Nucleo parabraquial

PG Prostaglandina

PKA Protein cinasa dependiente de AMPc

PKC Protein cinasa dependiente de Calcio

PN Neurona de proyeccion

PO Nucleo posterior

RNAmM Acido ribonucleico mensajero

RVM Bulbo raquideo rostroventrolateral

SB-269970  Cloruro de (R)-3-(2-(2-(4-metilpiperidin-1-il)etil)pirrolidin-1-sulfonil)fenol
Sl Corteza somatosensorial primaria

Sl Corteza somatosensorial secundaria

SN Neuronas nociceptivas especificas

SNC Sistema nervioso central

TREK Canal de potasio de dos poros

TrkA Receptor tirosincinasa A

TRPM Canal a mentol con potencial de receptor transitorio
TRPV Canal vainilloide con potencial de receptor transitorio
VCAM Molécula de adherencia de células vasculares
VDCC Canal de calcio dependiente de voltaje

VmPO Nucleo ventromedial posterior

VPI Nucleo ventroposteroinferior

VPL Nucleo ventroposterolateral

VPM Nucleo ventroposteromedial

WDR Neuronas de amplio rango dinamico
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11.2 PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados del presente trabajo fueron presentados en el siguiente congreso:

49th Annual meeting of the Western Pharmacology Society and XXIX
Congreso Nacional de Farmacologia. 29 de Enero al 2 de Febrero de 2006. Puerto
Vallarta, México. “Pronociceptive role of peripheral, spinal and systemic 5-HT;

receptors in several pain models in the rat”.
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