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I. RESUMEN

El receptor NMDA puede ser funcionalmente modulado por ligandos que acttan
en diversos sitios del receptor. En el presente estudio se investigd la accion
antinociceptiva de farmacos que acttan en distintos sitios de modulacion del receptor:
() CPP (bloqueador competitivo del sitio de glutamato), ketamina (bloqueador no
competitivo del receptor), asi como de combinaciones equianalgésicas de (£) CPP y
ketamina, administrados por via intratecal. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho a
las que se les indujo monoartritis mediante la administracion intra-articular de adyuvante
de Freund completo. La nocicepcion fue evaluada electrofisiologicamente bajo
anestesia, mediante el test de reflejo nociceptivo C y el wind-up espinal. Los resultados
mostraron que en las ratas monoartriticas los farmacos y sus combinaciones indujeron
efectos antinociceptivo dosis-dependiente de magnitud variable: () CPP fue mas
potente que ketamina; la combinacion (+) CPP/ketamina mostro solo un efecto aditivo.
Se concluye que la utilizacion de antagonistas competitivos y no competitivos del
receptor NMDA o de sus combinaciones frente a dolor artritico es actualmente no
viable, porque aquellos farmacos mas activos presentan efectos colaterales
psicodislépticos a las dosis que producirian un efecto antinociceptivo substancial. La
combinacion de estos farmacos, por via intratecal y en animales anestesiados, no

representa una alternativa superior a los farmacos individuales.



1. ABSTRACT

The NMDA receptor can be functionally modulated by ligands acting on
different places of the receptor. In the present study was investigated the nociceptive
action of NMDA receptor modulatory drugs: (£) CPP (competitive blocker of the
glutamate site), ketamine (non competitive blocker of the NMDA receptor), as well as
equianalgesic combinations of (£) CPP and ketamine, administered by intrathecal
injections. Sprague-Dawley male rats with monoarthritis induced by intra-articular
administration of complete Freund adjuvant were used. Nociception was
electrophysiologically evaluated under anesthesia by recording the C nociceptive reflex
and the spinal wind-up. Results showed that in monoarthritic rats the studied drugs and
their combinations induced dose-dependent antinociceptive effects of variable
magnitude: (x) CPP was more powerful than ketamine and the combination
(x)CPP/ketamine only showed an additive effect. It is suggested that the use of
competitive and non competitive antagonists of the NMDA receptor or their
combination in cases of chronic pain is currently non viable because the most active
drugs display psychodisleptic collateral effects at doses that would produce a substantial
antinociceptive effect. It is concluded that the combination of these drugs by inthratecal
injections on anesthetized animals does not represent a superior alternative than

individual drugs.



I11. INTRODUCCION

El dolor es uno de los principales motivos de consulta en clinica, tanto humana
como veterinaria. Normalmente se manifiesta como un sintoma complejo que afecta a
todos los individuos en algin momento de su vida. Toda percepcion dolorosa involucra
aspectos fisicos y emocionales, pudiendo alterar el estado psicofisico y social de quien
lo padece. Actualmente el dolor se ha convertido en una problematica de salud publica
mundial, debido a los grandes costos econémicos Yy sociales que representa su
tratamiento, ademas de la gran cantidad de pacientes que presentan cuadros clinicos con
dolor asociado. Por lo tanto, es importante contar con tratamientos efectivos para evitar
el dolor, sobre todo para el caso de aquellos pacientes que presentan dolores refractarios
a los tratamientos actuales. El conocimiento a nivel basico de los fendmenos
involucrados en la percepcion del dolor es un requisito para identificar nuevos farmacos
que ayuden a su alivio.

Varios criterios han sido utilizados para clasificar el dolor, pero el mas comun es
aquel que lo clasifica respecto al tiempo que éste permanece con relacion al dafio tisular
que lo origina. De acuerdo a este criterio el dolor se clasifica en dolor agudo y dolor
cronico. Actualmente sabemos que estos dos cuadros se diferencian no sélo en su

duracion temporal sino también en su origen fisiopatoldgico (Cerverd y Laird, 1995).



El dolor agudo es la consecuencia inmediata de la activacion de las vias del dolor
(sistema nociceptivo), provocado por un dafio tisular y que cursa en forma temporal
relacionandose directamente con el dafio que lo origina. Es decir una vez que el dafio
tisular ha sido reparado el dolor desaparece. Por lo tanto, se le ha asignado un rol
fisioldgico de proteccidn o alerta frente a algun dafo real o potencial.

En contraste, el dolor crénico no posee una funcion protectora y mas que un
sintoma es, en si mismo, una patologia que se prolonga en el tiempo aln después de que
la lesion que lo origind inicialmente ha sido remitida o reparada. Este tipo de dolor,
suele ser refractario a los tratamientos utilizados en el dolor agudo y presenta sintomas
psicolégicos asociados tales como ansiedad, agresividad y depresion (Paeile y Bilbeny,
2005Y).

El conocimiento actual de las vias de conduccion del dolor ha clarificado varios
conceptos que es necesario tener presente frente a un cuadro doloroso y muy
especialmente en un cuadro de dolor crénico. En dichas vias, existen numerosos centros
de procesamiento de la informacion captada en la periferia, es decir, en la terminacién
libre de la primera neurona aferente (fibra Ad o C). Entre los centros de procesamiento
de la informacion dolorosa son relevantes el asta posterior (o dorsal) de la médula
espinal, el bulbo raquideo y sus sinapsis con la formacion reticular, talamo, hipotalamo y

corteza cerebral.



El asta dorsal de la médula espinal es el primer centro de procesamiento o
modulacion de los estimulos nociceptivos, produciéndose a este nivel la liberacion de
neurotransmisores y neuromoduladores que, en el caso del dolor cronico (estimulo
mantenido), van a inducir cambios en los patrones de descarga de la segunda neurona,
los cuales en muchas oportunidades persisten aun cuando la noxa periférica haya
desaparecido. Esta plasticidad del sistema nervioso central (SNC) conlleva problemas
terapéuticos de dificil solucion, como es el caso de la neuralgia post-herpética y de las
neuralgias por tratamiento con farmacos antineoplasicos.

En la actualidad, la farmacologia constituye la principal herramienta para el
tratamiento del dolor a través de distintos tipos de agentes farmacoldgicos, entre ellos:
agonistas opioides, antiinflamatorios no esteroidales, antidepresivos triciclicos,
anticonvulsivantes, agonistas adrenérgicos o, bloqueadores de canales de calcio voltaje-
dependientes, etc. Aunque con estos tratamientos se tiene un buen resultado en los
cuadros de dolor agudo, el dolor crénico aun permanece intratable en una significativa
proporcion de los pacientes.

El receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) para glutamato ha demostrado tener un
rol relevante en el dolor crénico; este receptor se relaciona con los cambios plasticos que
ocurren a nivel medular durante el dolor crénico (Dickenson, 1996). De hecho, farmacos
antagonistas del receptor NMDA han surgido como los mas promisorios para el

tratamiento de este problema. Por esta razon interesa estudiar el efecto antinociceptivo



(antinocicepcion corresponde a la abolicion de las respuestas reflejas evocadas por la

aplicacion de estimulos nocivos (Paeile y Bilbeny, 2005) de farmacos a los que se les

describe accion sobre el receptor NMDA, como es la ketamina [2-(2-clorofenil)-(1-
metilamino)-ciclohexanona] y el () CPP [&cido 3-(2-carboxipiperazin-4) propil 1-
fosfonico] en un modelo de dolor crénico, como es la rata monoartritica. Como se sabe,
estos farmacos acttan en sitios distintos del mismo receptor y se ha comprobado que
drogas que actlan de esa manera pueden inducir efectos aditivos o sinérgicos en los
organismos. La busqueda de este tipo de interacciones entre distintos farmacos es un
importante objetivo de la farmacologia clinica actual, por cuanto esta estrategia permite
aumentar los efectos farmacoldgicos deseados, al mismo tiempo que se minimizan los
efectos indeseados, en la medida que es posible utilizar drogas en dosis

significativamente menores.



IV. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Definiciones

1.1 Dolor:

La International Association for the Study of Pain (IASP) ha definido el dolor
como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dario
tisular existente o potencial, o descrita en términos de ese dafio (Paeile y Bilbeny,

2005").

Por su parte, la American Veterinary Medicine Association en el Colloguium on
Recognition and Alleviation of Animal Pain and Distress (1987), concluyo que: “El
dolor en animales es una experiencia sensorial y emocional aversiva, que evoca
acciones motoras protectoras, que resultan en evitacion aprendida y que pueden
modificar rasgos de conducta especie-especificos, incluyendo comportamiento social”
(American Veterinary Medical Association, 1987).

Si bien se trata de definiciones que buscan explicar desde distintos puntos de
vista la percepcion humana y animal de esta modalidad sensorial, ambas muestran
elementos comunes. En efecto, estas definiciones son concordantes en mostrar al dolor

como un fendmeno subjetivo e individual, de caracter eminentemente clinico y que no



solo posee un componente sensitivo desagradable, sino que también muestra un

componente emocional negativo (distres).

1.2 Nocicepcion:

Es la respuesta neural que aparece tras la injuria tisular. Implica la transmisién y
procesamiento de la informacidn sensorial relacionada a la injuria y sus respuestas
reflejas medibles. Este término se utiliza preferentemente para referirse a situaciones
experimentales, donde el estudio de conductas estereotipadas o de respuestas reflejas
solo permite estimar la magnitud del componente senso-discriminativo del dolor, pero
no del componente afectivo-emotivo presente en el dolor verdadero (Paeile y Bilbeny,

2005%).

1.3 Analgesia:

Es la ausencia o bien la reduccion del dolor percibido (Russo y Brose, 1998).

1.4 Antinocicepcién:

Es la abolicion de las respuestas reflejas y conductuales evocadas por la
aplicacion de estimulos nocivos (Paeile y Bilbeny, 2005%). Puede entenderse entonces

que analgesia y antinocicepcion son fendmenos distintos, originados a partir de una

interferencia sobre el procesamiento de la informacién nociceptiva, pero que no



necesariamente operan de la misma manera sobre la percepcion afectiva y sensitiva final

del estimulo nocivo.

1.5. Wind-up:
Fendmeno neurofisiologico que se produce cuando un estimulo nociceptivo se
repite a una alta frecuencia (mayor a 0.3 Hz), con lo cual se genera una respuesta que

aumenta progresivamente, al menos durante las primeras estimulaciones (Paeile y

Bilbeny, 2005").

2. Vias del Dolor

En el manejo terapéutico del dolor es imprescindible un correcto diagnostico y
un conocimiento de su neuroanatomia y neurofisiologia, por lo que es importante revisar
estos aspectos en forma general. Al respecto podemos decir, en forma simplificada, que
para percibir dolor son necesarias estructuras periféricas que actien como receptores del
estimulo, una via de transmision de la informacion dolorosa hacia la médula espinal
constituida por vias sensoriales aferentes y la conduccion de la informacion hacia
centros superiores a través de vias ascendentes, donde se interpreta el estimulo. El flujo
de la informacion del dolor es regulado a diferentes niveles: en la superficie del cuerpo,

en la médula espinal y por vias descendentes desde el tronco del encéfalo hasta la



médula espinal. Actualmente, se reconoce que también existe regulacion de la
informacién dolorosa a nivel del encéfalo. La regulacion puede ser de tipo inhibitoria o

facilitatoria (Paeile y Bilbeny, 2005%).

2.1 Estructuras periféricas

En nuestro organismo existe una gran cantidad de receptores sensoriales para el
dolor o nociceptores, que corresponden a los terminales axonicos de la primera neurona
de la via del dolor, cuyo cuerpo axonal se ubica en un ganglio raquideo. La caracteristica
esencial de estos nociceptores es su capacidad para diferenciar entre estimulos inocuos y
estimulos nocivos, ya que poseen un umbral de estimulacion elevado y responden frente
a estimulos de una intensidad elevada. Este umbral no es constante y depende de la
ubicacion del receptor (Russo y Brose, 1998).

La funcion de estos nociceptores es transformar estimulos locales (quimicos,
mecanicos y térmicos) en potenciales de accion que se propagan por las fibras

sensoriales aferentes primarias, hacia el sistema nervioso central.

2.2 Aferencias nociceptivas
Los impulsos dolorosos desde los nociceptores, se transmiten hacia la médula

espinal principalmente a través de dos fibras: fibras Ad y C. Las fibras Ag, tienen un

diametro de 1-5 micrometros (um) y una delgada capa de mielina, su velocidad de



transmision es de 4-30 metros/segundo (m/s) y su umbral de estimulacion es bajo. Son
las encargadas de llevar la informacion de estimulos mecanicos y/o téermicos. Las fibras
C tienen 0.3-1.5 um de didmetro, son amielinicas y tienen por lo tanto una velocidad de
conduccion lenta de 0.3-2 m/s. Poseen un umbral de estimulacion alto, se activan con
estimulos intensos o repetitivos y generan un dolor continuo y mal localizado. Son
polimodales, es decir, transmiten estimulos mecénicos, quimicos y térmicos.

La diferencia en la velocidad de conduccion entre las fibras A y C explica la
duplicidad de una percepcién dolorosa. Una percepcion inicial bien localizada, breve y
punzante que es conocida como epicritica, transmitida por las fibras Ad, y otra profunda,
difusa, generalmente mal tolerada por el paciente, conocida como protopatica
transmitida por las fibras C (Paeile y Bilbeny, 20057).

Los somas de las neuronas que forman aferencias nociceptivas se ubican en los
ganglios raquideos y sus axones alcanzan la médula espinal a través de la raiz dorsal

terminando en la sustancia gris del asta posterior.

2.3 Sinapsis central

La primera neurona de la via nociceptiva hace sinapsis con una segunda neurona
en distintas zonas del asta posterior. La sustancia gris de la médula espinal ha sido
dividida segun el esquema laminar de Rexed en diez laminas o capas (I al X), donde las

seis primeras corresponden al asta posterior, aunque funcionalmente también se puede
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incluir parte de la ldmina X que se sitla alrededor del canal central. Las fibras Ad, hacen
sinapsis en la médula espinal principalmente en la lamina | y algunas ramas mas
profundas alcanzan la ld&mina V. Las fibras C en cambio, terminan casi exclusivamente
en la lamina Il y solo unas pocas poseen terminaciones en la zona ventral de la lamina |
y dorsal de la lamina 1lI.

Las sinapsis que se realizan en las ldminas | y Il son en su mayoria con neuronas
nociceptivas especificas, que responden exclusivamente a la activacion de aferencias
nociceptivas y poseen campos receptivos limitados, por lo que son importantes en la
localizacion fina de estimulos periféricos nocivos. En cambio, las sinapsis que se
realizan en las ldminas Il y V son principalmente con neuronas de segundo orden no
especificas, que se sensibilizan frente a una estimulacion repetitiva y que se conocen
COMO neuronas convergentes.

Las sinapsis entre fibra aferente y neurona de segundo orden estan moduladas
por interneuronas que también reciben informacion de las fibras AB no nociceptivas
(tacto, presion) y es esta interaccion neuronal lo que permitio a Melzak y Wall proponer
su teoria de la compuerta de regulacion de la respuesta nociceptiva (Paeile y Bilbeny,

2005%). Debemos mencionar que estas fibras sensoriales no nociceptivas Ap entran al

asta posterior, a la sustancia blanca y siguen por ella para formar los cordones

posteriores 0 haces de Goll y Burdach, y durante su recorrido emiten colaterales que
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sinaptan con las neuronas de la sustancia gelatinosa, contribuyendo asi al control
segmentario del dolor.

Las neuronas de segundo orden de la médula espinal cruzan la linea media y

ascienden en tractos, formando vias ascendentes que se dirigen principalmente hacia el
talamo (Russo y Brose, 1998) (Fig. 1).

H. neoespinotalamico
H. paleoespinotalamico

H. espinorreticulotaldmico

Esquema de las vias del dolor. Haces ascendentes e ingreso de las fibras Aa, AJ,
AP, y C al asta posterior. Sinapsis del haz espinoreticulotalamico con la formacion
reticular (Ret). Nucleos talamicos inespecificos (T.n.i.). Ndcleos talamicos especificos

(T.e.). Nuacleos de Goll y Burdach (n. GB). SI-SIl areas somestésicas o0 parietales
ascendentes (Paeile y Bilbeny, 2005).
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Los axones de las neuronas periféricas una vez que entran a la médula espinal y
alcanzan la sustancia blanca, se ramifican en colaterales ascendentes y descendentes
hacia uno o dos segmentos de la médula espinal antes de penetrar a la sustancia gris del
asta dorsal, lo que explica en parte el fendmeno de dolor referido o irradiado (Paeile y
Bilbeny, 2005%).

Los axones de las neuronas de segundo orden se cruzan en la region
comprendida entre el canal central de la médula o conducto del epéndimo y la comisura
gris anterior para ascender hacia los centros superiores, dando origen a tres haces: los
haces Neo-espinotalamico y Paleo-espinotalamico, que conforman la via
Espinotalamica y el haz Espino-reticulotalamico.

- El haz neo-espinotalamico hace sinapsis con los nucleos ventral posterior y
posterolateral del tAlamo y de alli va hacia la corteza parietal. Es importante en la
ubicacion topografica del dolor.

- El haz paleo-espinotalamico se proyecta en forma bilateral a los nucleos
inespecificos del tdlamo y luego a zonas frontales de la corteza, adquiriendo
importancia en la evaluacion cualitativa del dolor.

- El haz espinoreticulotalamico hace sinapsis con la formacion reticular a distintos
niveles: bulbo, protuberancia, mesencéfalo y sustancia gris periacueductal y de

alli se dirige en forma bilateral hacia los ndcleos inespecificos del tdlamo. Este
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haz es el encargado del componente afectivo del dolor (sistema limbico) (Paeile

y Bilbeny, 2005%).

3. Modulacién del dolor

Como se ha mencionado anteriormente los estimulos nociceptivos activan
simultaneamente mecanismos de modulacion de la respuesta en la periferia, a nivel
espinal y supraespinal.

En la periferia, el dafio tisular produce la liberacién de una serie de sustancias
qguimicas con capacidad algogénica en el entorno de las terminaciones periféricas
(algogénico corresponde a algo que produce dolor, Medciclopedia, 2006), entre ellas
encontramos: iones (H" y K*), aminas (histamina, serotonina, noradrenalina), citoquinas,
eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos), cininas (bradicinina) y péptidos (sustancia
P, somatostatina, entre otros). Todas estas sustancias pueden excitar directamente la
membrana del nociceptor polimodal, o modificar su sensibilidad frente a otros agentes
(Dickenson, 1996).

Estos mecanismos excitatorios e inhibitorios periféricos determinan las
caracteristicas de la sefial o impulso nociceptivo que alcanza la médula espinal. Desde el

punto de vista terapéutico puede ser importante el bloqueo o reduccion de la activacion
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de estos nociceptores en la periferia para prevenir alteraciones centrales que pueden
originar cuadros de dolor cronico de dificil tratamiento.

En la médula espinal existe una sinapsis entre la primera y la segunda neurona de
la via del dolor. Esta sinapsis estd modulada por interneuronas intrinsecas del asta
medular, las cuales utilizan neurotransmisores excitatorios (como el glutamato y la
sustancia P) e inhibitorios (como las encefalinas, dinorfinas y acido gamma amino
butirico) para realizar su accion. Ademas, estas interneuronas inhibitorias pueden ser
activadas por fibras aferentes no nociceptivas (Ap), lo que explica el por qué cuando se
presenta un dolor, éste disminuye frente a un estimulo téctil.

Otra forma de control del dolor es mediante vias descendentes supraespinales que
se proyectan a las laminas superficiales del asta dorsal, lo que es llamado control
suprasegmentario del dolor. Estos sistemas reguladores descendentes, provenientes tanto
del tronco encefalico (nucleos del rafe, nicleo locus coeruleus y sustancia gris
periacueductal) como de otras estructuras cerebrales (ciertas zonas del hipotadlamo y la
corteza cerebral) juegan un rol importante en la modulacidn e integracién de las sefiales
nociceptivas, principalmente en forma inhibitoria, a través de neuronas serotoninérgicas,

noradrenérgicas y en menor nimero por vias dopaminérgicas (Millan, 2002).
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4. Neuroplasticidad

Una caracteristica esencial del sistema nervioso y que explica por qué un dolor
agudo puede mantenerse en el tiempo transformandose en un cuadro crénico de dificil
tratamiento, es la plasticidad neural. Este término se refiere a un conjunto de cambios
que ocurren en el sistema nervioso frente a un input nociceptivo mantenido en el tiempo
(Raigorodsky y Urca, 1990). Los cambios al sistema nervioso se inician como un
fendmeno electrofisioldgico de potenciacion sinaptica a nivel de las neuronas intrinsecas
del asta dorsal, denominado “wind-up” (que se produce cuando un estimulo de una
frecuencia mayor a 0.3 Hz estimula las fibras C y se manifiesta como una respuesta que
aumenta en forma progresiva). Este fendmeno conlleva cambios plasticos tempranos en
diversos sistemas de sefializacion intracelular, para dar lugar posteriormente a
modificaciones en la expresion génica de las neuronas que llevan, finalmente, a cambios
duraderos en la estructura y funcion del sistema nociceptivo, modificaciones que
constituyen cambios plasticos tardios. Desde el punto de vista conductual, estos cambios
plasticos tempranos y tardios que suceden en las neuronas nociceptivas espinales, se
expresan como hiperalgesia (aumento exagerado de la respuesta frente a estimulos
nociceptivos) y alodinia (dolor inducido por estimulos normalmente inocuos) ambos

sintomas caracteristicos de un cuadro de dolor crénico (Coderre et al., 1993).
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4.1. Cambios plasticos tempranos:

En condiciones de reposo, las neuronas del asta dorsal mantienen receptores
NMDA inactivos, debido a que su canal para iones Ca** se encuentra bloqueado por un
i6n Mg?* unido a un sitio del canal en el dominio de transmembrana. En este escenario,
el glutamato exocitado por las fibras nociceptivas aferentes A5 y C activa a los
receptores no-NMDA, pero no a los receptores NMDA, evocando sélo breves
despolarizaciones de las neuronas postsinapticas del asta dorsal (dolor agudo) (Paeile y
Bilbeny, 2005°).

Al producirse una estimulacion eléctrica repetitiva de las fibras nociceptivas
aferentes o wind-up, se generara una despolarizacion acumulativa en las neuronas
postsinapticas, fendmeno que hard descender el potencial de membrana algunos
milivoltios y que finalmente permitird remover al i6n Mg®* (el cual es voltaje-
dependiente) desde el canal del receptor NMDA. De esta manera se activara el receptor
permitiendo la entrada masiva de calcio hacia el intracelular (Ji et al, 2003).

Los iones Ca®* intracelulares se unen y activan a la proteina calmodulina, la que
a su vez activa a una proteina cinasa dependiente de calmodulina (CaMKII). Esta cinasa,
ademés de autofosforilarse, puede fosforilar a diversas proteinas intracelulares y de
membrana, entre las cuales se cuentan los receptores AMPA (no-NMDA). Una vez
fosforilados, los receptores AMPA permiten la entrada de iones Na™ atin en ausencia de

activacion de glutamato, lo que conduce a una mayor actividad de los receptores
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NMDA, con mayor entrada de calcio. De esta manera se ha creado un caracol
intracelular de re-excitacion de los receptores NMDA (retroalimentacion positiva), que
permite que la descarga incremente cada vez mas a medida que la estimulacion eléctrica
repetitiva progresa, acumulandose cada vez mas iones Ca®* en el compartimiento
intracelular. Mas aun, el caracol intracelular de re-excitacion de los receptores NMDA es
capaz de mantener la descarga neuronal (wind-up), ain en ausencia de estimulacion
periférica (Paeile y Bilbeny, 20052, Ji et al., 2003).

Este caracol de re-excitacion intracelular es magnificado y potenciado por la
accion adicional de algunos neuropéptidos exocitados desde las fibras nociceptivas
aferentes, los que generan un conjunto de proteinas cinasas las cuales ejercen, a su vez,
acciones reforzadoras del bucle de re-excitacion intracelular, fosforilando los receptores
NMDA vy aumentando asi la entrada de Ca®* a las neuronas postsinapticas del asta
dorsal.

Finalmente, CaMKII es capaz de fosforilar a la enzima éxido nitrico sintasa,
generando asi 6xido nitrico (ON). Esta molécula es capaz de actuar como mensajero
retrégrado, aumentando la liberacion de glutamato desde los aferentes nociceptivos
primarios, a través de un mecanismo que involucra consecutivamente la activacion de la
enzima soluble guanilato ciclasa, generacion de GMPc y activacion de una proteina
cinasa G (PKG), la que es capaz de inducir la liberacion de glutamato. Asimismo,

CaMKII también fosforila a la enzima fosfolipasa A2, la que aumenta la sintesis de
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acido araquidonico citosdlico, elevandose a su vez la produccion de prostaglandinas.
Estas moléculas, especialmente prostaglandina E2, pueden también actuar como
mediadores retrégrados, uniéndose a receptores EP1 y EP3 de membrana existentes en
los axones nociceptivos aferentes, aumentando asi la entrada de iones Ca*" y por
consiguiente la liberacion de glutamato. De esta manera, se ha creado ahora otro caracol
de re-excitacion de los receptores NMDA (retroalimentacion positiva), que involucra a
los mediadores retrégrados ON y prostaglandinas. Este es un caracol extracelular, capaz
de mantener la descarga de la neurona postsindptica (wind-up) en ausencia de
estimulacién periférica (Paeile y Bilbeny, 2005°, Ji et al., 2003, Woolf y Costigan, 1999,

Le Bars y Willer, 2004).
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Figura 2

Representacion esquematica que muestra los neurotransmisores, receptores y vias
respectivas de transduccion de sefiales intracelulares involucrados en los cambios

plasticos tempranos (Woolf y Costigan, 1999).

4.2 Cambios plasticos tardios:
Estos consisten en modificaciones de la expresion génica de las neuronas del asta
dorsal, inducidos por la activaciébn de los receptores para glutamato y otros

neurotransmisores liberados por las fibras nociceptivas aferentes (Fig. 3), que conducen
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a cambios duraderos, tanto en la conectividad sindptica espinal, como en la funcién
nociceptiva (hiperalgesia y alodinia). El desarrollo de estos cambios requiere de la
activacion de cascadas de transduccion que sefializan al ndcleo de las neuronas
intrinsecas espinales. Estas cascadas incluyen a la proteina cinasa PKA y a las proteinas
cinasas activadas por mitogenos Erk, p38 y JNK, las que fosforilan la proteina de
transcripcion CREB a nivel intranuclear. CREB se une a los promotores de los genes de
expresion temprana c-fos y c-jun, determinando la sintesis de los productos de esos
genes, las proteinas c-Fos y c-Jun. Estas se dimerizan, activando rio abajo muchos otros
genes. La activacion de esos genes se traduce finalmente en un incremento de la sintesis
de proteinas implicadas en la remodelacion fenotipica de las neuronas postsinapticas del
asta dorsal (desarrollo de procesos y espinas dendriticas), remodelacion que permitira
alojar nuevas conexiones sinapticas que se iran formando a medida que los axones
aferentes incrementan su arborizacion mediante crecimiento por brotes, en respuesta a la
injuria periférica. Estas nuevas conexiones sinapticas ocurren numerosamente entre
axones AP y neuronas convergentes del asta dorsal, generando alodinia por excitacion
aumentada de dichas neuronas mediante “inputs” inocuos. La activacion génica en estas
neuronas también se traduce en un aumento de la sintesis e insercién de canales
dependientes de voltaje pronociceptivos (canales de calcio) en la membrana neuronal, en
un aumento de los receptores postsinapticos para neurotransmisores pronociceptivos, asi

como en un incremento de la sintesis de enzimas inducibles, implicadas en la sintesis de
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mediadores pronociceptivos como COX, y NOS. Estos dos mediadores pueden

eventualmente salir de la neurona postsinaptica espinal e

inducir cambios en los

terminales nociceptivos aferentes, en forma retrograda (Paeile y Bilbeny, 2005, Ji et al,

2003, Wolf y Costigan, 1999).
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Figura 3

Representacion esquematica que muestra

las cascadas de transduccion

intracelular implicadas en el desarrollo de cambios plasticos tardios (Paeile y Bilbeny,

2005°).
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5. Receptor NMDA

Como se ha descrito en el punto anterior, el receptor NMDA tiene un rol
protagonico en los fendmenos de potenciacion de la respuesta dolorosa y el efecto
analgesico de los antagonistas de estos receptores ha sido puesto en manifiesto,
principalmente en estudios conductuales en modelos animales de dolor cronico (Wolf y
Thompson, 1991, Stucky et al., 2001). Estructuralmente este receptor (Figura 4), esta
formado por dos tipos de subunidades NR1 y NR2, que se disponen en forma
tetramérica (2NR1 + 2NR2) o pentamérica (3NR1 + 2NR2). ElI Receptor NMDA
presenta en su estructura diversos sitios de modulacion por ligandos (Chizh, 2002,
Tuersky, 1990). Estos sitios son:

(i) Sitio extracelular de reconocimiento del neurotransmisor (glutamato), el cual
puede ser bloqueado por antagonistas competitivos tales como (+) CPP, dando
como resultado un bloqueo de la corriente de calcio y por lo tanto del proceso
de transduccion intracelular.

(i) Sitio para fenciclidina (PCP) situado dentro del canal del receptor, el cual une
ligandos tales como ketamina, lo que resulta en antagonismo no-competitivo de

la funcionalidad del receptor NMDA.
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(iii) Sitio extracelular para glicina, el que es insensible a estricnina y esencial para
la funcionalidad del receptor. Este sitio puede ser antagonizado por el acido
5,7-dicloro quinurénico (DCQ).

(iv) Sitio extracelular para poliaminas, el cual es antagonizado por altas
concentraciones de N,N’-bis-(3-aminopropil) ciclohexano-1,4-diamina (DCD).
Los antagonistas que se unen a este sitio blogquean no competitivamente la
funcionalidad del receptor al interactuar con la subunidad NR2B, una de las 4

subunidades que componen el receptor.

Estudios clinicos muestran que muchos antagonistas no competitivos vy
competitivos del receptor NMDA, ya ensayados clinicamente o en desarrollo, pueden
tener utilidad frente a diversos cuadros de dolor crénico (Tursky, 1990, Lipton y
Rosenberg, 1994). Sin embargo, la mayoria de estos estudios indican que tales
tratamientos no estan exentos de reacciones adversas psicodislépticas, muchas veces de
gran severidad, lo que impide su administracion continuada en cuadros de dolor crénico,
reservandose su uso clinico como co-analgésicos de los opioides, donde las dosis

administradas son significativamente menores (Hewitt, 2000).
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Representacion esquematica del receptor NMDA (Feldman y Quenzer, 1994).

El hecho de que el receptor NMDA, por una parte cumpla un rol primordial en la
sensibilizacion central subyacente a los procesos de dolor crénico, y por otra, presente a
lo menos cuatro sitios de modulacion susceptibles a ser bloqueados, lo convierte en un
blanco preferencial para ensayar distintos farmacos, con capacidad de actuar a distintos

niveles del receptor.
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6. Farmacos utilizados en el presente estudio

6.1 KETAMINA.

Dentro de los bloqueadores del receptor NMDA la ketamina es uno de los méas
utilizados. Es un derivado de la fenciclidina, que se comporta como anestesico general
de accion corta (Dickenson, 1997). Es un antagonista no competitivo del receptor
NMDA, que se une al sitio para fenciclidina en el interior del canal de calcio. Su accion
anestésica se caracteriza por un estado similar al cataléptico, con pérdida de conciencia,
inmovilidad, amnesia y analgesia, que se ha denominado anestesia disociativa. A pesar
que se conoce hace ya varios afios que la ketamina es antagonista del receptor NMDA
(Zhuo, 1998), el rol de este receptor en la nocicepcion es un descubrimiento mas
reciente (Chia et al., 1998, Susuki et al., 1999). Debido a esto ultimo, no fue sino hasta
hace poco tiempo, que los efectos antinociceptivos de este farmaco fueron explotados
usando ketamina en dosis subanestésicas, especialmente para el manejo de ciertos tipos
de dolor. Existen evidencias que en el dolor crénico la ketamina, por cualquier via de
administracion, presenta significativos efectos sinérgicos con opioides, anestésicos
locales, y una variedad de otros farmacos (Errando et al., 2004, Harris et al., 1986). En
modelos experimentales conductuales se ha visto que disminuye la hiperalgesia
mecanica y térmica y también la alodinia (Woolf y Thompson, 1991). La ketamina se

administra por via endovenosa o intramuscular; por su elevada liposolubilidad pasa con
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rapidez a los Organos mas irrigados, incluido el cerebro, donde alcanza elevadas
concentraciones en los primeros minutos post inyeccion. Se metaboliza en el higado,

eliminandose por la orina en forma inalterada sélo en un 4%.

6.2 () CPP

Posee enantiomeros D y L, es uno de los mas potentes inhibidores competitivos
del receptor (Anis et al., 1986). Frente a la estimulacién repetida de fibras de pequefio
calibre en la médula espinal, se produce un aumento progresivo en la descarga del
potencial de accion. El (£) CPP no modifica la linea base, pero reduce la facilitacion del
reflejo flexor producido por una estimulacion eléctrica repetitiva o por la aplicacion de
aceite de mostaza, que es un irritante quimico. Esto indica nuevamente su efecto
antagonista del receptor NMDA, ya que es este receptor el que esta involucrado en la
induccion y mantencion de la sensibilizacidn central. La sensibilizacidn central, como ya
se ha dicho, participa en la hipersensibilizacion de los estados de dolor crénico o
persistente, por lo tanto, el () CPP al ser un antagonista NMDA, podria potencialmente

ser usado en analgesia en clinica (Thommson et al., 1985).
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7. Cuadro de monoartritis en ratas como modelo de dolor crénico

La induccidn de artritis en ratas ha sido utilizada desde hace muchos afios para el
estudio del dolor y farmacos analgésicos. Para este fin, se han administrado inyecciones
intraarticulares de levadura, carragenina, cristales de urato o de caolin. Sin embargo,
tales métodos producen una reaccion inflamatoria de muy corta duracion (hasta una
semana), lo cual limita su uso para el estudio del dolor crénico inflamatorio. Por el
contrario, la administracion de adyuvante de Freund completo (AFC), el cual
corresponde a una suspension de paredes bacterianas de Mycobacterium sp., induce en la
rata un cuadro artritico de una duracion mucho mas prolongada (meses). Tal cuadro
comparte ademas numerosas caracteristicas bioquimicas, clinicas y patoldgicas con la
artritis reumatoidea humana, la cual es prototipo del dolor crénico inflamatorio (Butler
etal., 1992, Paeile y Bilbeny, 2005%).

Tras la aplicacién de AFC en la rata, pueden inducirse dos tipos de cuadro
artritico: uno poliartritico severo, cuando el AFC es inyectado en la base de la cola y
otro monoartritico, al inyectarlo en la cavidad de la articulacion tibio-tarsal. EI cuadro
poliartritico produce en el animal un gran compromiso sistémico, observandose una
renuencia al movimiento, pérdida de peso, afectacion del pelaje y agresividad. En el
cuadro monoartritico en cambio, el compromiso sistémico es practicamente inexistente,

lo cual se verifica por la ausencia de cambios significativos en la ganancia de peso.
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Adicionalmente, el animal es capaz de desarrollar una conducta adaptativa antalgica,
desplazandose con la pata afectada elevada (Paeile y Bilbeny, 2005%). En conclusién, las
caracteristicas del cuadro monoartritico suponen claras ventajas éticas y técnicas
respecto al cuadro poliartritico, por lo cual, en el dltimo tiempo, este modelo ha sido
considerado la mejor alternativa para estudios conductuales y electrofisiologicos de la
fisiofarmacologia del dolor y ha sido extensamente utilizado en estos tipos de estudios

(Laurido et al., 2001, Pelissier et al., 2001, Butler y Weil-Fugazza, 1994).
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V. HIPOTESIS

La administracion conjunta de farmacos antagonistas de distintos sitios de

modulacion del receptor NMDA produce efectos antinociceptivos sinérgicos en ratas

con dolor cronico monoartritico.

V1. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Estudiar la accién antinociceptiva de farmacos antagonistas del NMDA vy la

interaccion entre ellos en ratas con dolor créonico monoartritico.

2. Objetivos Especificos

2.1. Evaluar el efecto antinociceptivo de diferentes dosis intratecales de ketamina en

ratas monoartriticas.

2.2. Evaluar el efecto antinociceptivo de diferentes dosis intratecales de (£) CPP en

ratas monoartriticas.
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2.3. Evaluar el efecto antinociceptivo de diferentes combinaciones de dosis de ketamina

y (£) CPP, administrados conjuntamente en ratas monoartriticas.

2.4. Comparar los efectos antinociceptivos de ketamina, () CPP y de la asociacion

ketamina/(+) CPP.
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VII. MATERIALES Y METODOS

1. Muestra

Los experimentos se realizaron en ratas machos adultas de la cepa Sprague-
Dawley, monoartriticas, de 250 a 350 gramos, criadas con un régimen de luz de 12 hrs.
por dia y alimentadas a base de alimento comercial para ratas (Champion®) y agua ad-
libitum. En resguardo del bienestar de los animales usados en este trabajo se aplicaron
rigurosamente las normas éticas de experimentacion animal estipuladas por la
International Association for the Study of Pain (The committee for research and ethical
issues of 1LA.S.P., 1980). Esto especialmente en lo que se refiere a utilizar un nimero
minimo de animales, emplear cada animal en un solo experimento, no prolongar
excesivamente el ensayo algesimétrico y sacrificar los animales de forma humanitaria
inmediatamente después del ensayo, para lo que se administrd un anestésico general en

sobredosis (10 g/kg de uretano i.p.).

En los grupos experimentales se utilizaron ratas con una artritis inducida segun la
técnica indicada por Butler et al., 1992. Esta técnica emplea ratas que han alcanzando
dos meses de edad o 150 g de peso, siendo en este momento inoculadas en su

articulacion tibio-tarsal derecha con un volumen de 50 ul de adyuvante completo de
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Freund, el cual contiene 300 pg de Mycobacterium butiricum. Tal procedimiento
produce un cuadro artritico localizado, que se torna estable alrededor de la 4ta semana
post-inoculacion. En este trabajo se utilizaron las ratas con artritis inducida una vez que

completaron 4 semanas luego de la administracion del adyuvante.

2. Preparacion del Adyuvante de Freund

Se mezclaron 6 ml de aceite mineral, 4 ml de cloruro de sodio 0.9% y 1 ml de
Tween 80; se agitd durante 5 min. y luego se afiadieron 60 mg de restos liofilizados de
Mycobacterium butiricum sin dejar de agitar, de acuerdo al protocolo descrito por Butler
et al., 1992. Posteriormente, esta mezcla se autoclavo a 120° C por 20 min. y se guardo a
temperatura ambiente hasta su uso. Previamente a la inyeccion se debié homogeneizar la

solucion, manteniendo una agitacion continua.

3. Induccion del cuadro monoartritico

Luego de la administracion del adyuvante de Freund, se observo una inflamacion
aguda localizada en la articulacion tibio-tarsal, que se prolongd por dos semanas. A
partir de la tercera semana la inflamacion se estabilizé y la condicion general de la rata

se mantuvo sin diferencias con las ratas normales, pero se observo un aumento
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significativo del didmetro de la articulacion comprometida y la movilidad habitual del

animal se redujo. A partir de la cuarta semana, las ratas tratadas se utilizaron como

modelo de dolor crénico

4. Grupos Experimentales

Los grupos experimentales, estuvieron constituidos a lo menos por 5 animales

para el grupo de suero fisioldgico y para cada dosis de farmaco estudiada.

5. Farmacos utilizados

Ketamina: Imalgene 1000®, Laboratorio Rodia Merieux de Chile.

() CPP (acido 3-(2-carboxipiperazin-4) propil 1-fosfonico), Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo.

- Uretano, Laboratorio Merck

- Atropina clorhidrato, Laboratorio Sanderson S.A.

- Cloruro de sodio, Laboratorio Sanderson S.A.

Los farmacos se administraron diluidos en cloruro de sodio al 0,9%. La

administracion intratecal se realiz6 directamente, mediante una inyeccion transcutanea
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en el espacio intervertebral entre la quinta y sexta vertebras lumbares, segun la técnica
descrita por Mestre et al., 1994 (Fig. 5). Las dosis seleccionadas fueron calculadas para
estar contenidas siempre en 10 uL de suero fisiologico y éste fue el volumen inyectado

para cada rata.

Proceso )
espinoso

Médula
espinal

Cola de
caballo

Figura 5

Técnica de administracion intratecal de farmacos entre las vértebras lumbares 5y 6

(L5 y L6) (Mestre et al., 1994).
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6. Instrumentos de electrofisiologia y monitorizacion

- Electrodos de platino de estimulacion y registro

- Electroestimulador Grass S-11.

- Unidad de corriente constante Grass CCU-1.

- Pre-amplificador Grass P-511.

- Computador I-Mac, programa CHART v4.2, con equipo de digitalizacién PowerLab

2/20.

7. Procedimientos preliminares

Inicialmente las ratas fueron inyectadas con uretano al 25% adaptando la dosis al
peso de la rata (1,5 g/kg), via intraperitoneal y con atropina subcutanea 1mg/kg de peso,
para evitar posibles complicaciones con las secreciones bronquiales. Al cabo de 20
minutos, la rata quedd en un nivel de anestesia superficial que permitié poner los
electrodos en los ortejos 4 y 5, territorio inervado por el nervio sural, para cuantificar la
actividad electromiografica que se registré desde el musculo biceps femoris ipsilateral y

gue posteriormente se registré en un computador usando el programa CHART v4.2.
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8. Metodologia algesimétrica

El método que se usO para cuantificar la actividad antinociceptiva de los
farmacos antes mencionados, es el propuesto por Falinower, et al., 1994. Esta
metodologia consiste fundamentalmente en la medicion del reflejo de retirada,
provocado por la estimulacion eléctrica de las fibras C del nervio sural del miembro
posterior de la pata de la rata anestesiada. La estimulacién nociceptiva se realizo en el
territorio que inerva el nervio sural en los ortejos 4 y 5 (los ortejos corresponden a los
dedos del pie del animal) mediante dos finos electrodos de platino, comandados desde
un estimulador ajustado para entregar estimulos de 2 milisegundos (ms) de duracion, a
una frecuencia que varia entre 0,1 y 1,0 Hz., segun el tipo de estimulacion requerida.
Una unidad de corriente constante conectada en serie, permitié manejar la intensidad de
estimulacion. La respuesta muscular se estudié por la actividad electromiografica
(EMG) que desarrolld el masculo biceps femoris ipsilateral al estimulo, la cual se
registr6 mediante un par de electrodos de platino que se insertaron en el musculo a
través de la piel. Luego la sefial se amplificd con un pre-amplificador y se digitalizé
usando el PowerLab 2/20 y finalmente fue procesada mediante el programa
computacional CHART v4.2. Sélo se registr6 entre los 150 y 450 ms, ya que es en este
periodo en el que aparecen las respuestas provocadas por la estimulacion lenta

conducida por las fibras C.
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Luego de un periodo de estabilizacion de 15 minutos como minimo, se procedio
a buscar el umbral de estimulacién, y una vez determinado, se aplicé a la rata una
estimulacion de dos veces el umbral a una frecuencia de 0,1 Hz. por otros 15 minutos.
Luego, se inicié el experimento con una estimulacién de doble umbral (el que se
mantuvo constante a lo largo de todo el experimento) y una frecuencia de 1,0 Hz. para
lograr el fendmeno neurofisioldgico de wind-up, y se obtuvo valores basales tanto para
el reflejo C como para el wind-up. Posteriormente, se inyecto via intratecal el suero o
los farmacos en estudio y se realizaron mediciones a los cinco, quince y treinta minutos,
efectuando en cada uno de ellos un reflejo C y un wind-up. En cada animal se ensayé

una dosis de un determinado farmaco.

9. Dosis Empleadas

Las dosis de ketamina y (+) CPP empleadas fueron escogidas considerando los
efectos obtenidos en trabajos similares publicados en la literatura, buscando magnitudes
de efecto antinociceptivo que permitieron realizar una curva de relacién dosis-efecto. En
cada caso, se calcul6 la dosis que produjo el 12,5% del efecto antinociceptivo maximo,
dosis efectiva 12,5 (DEj;5), la que fue obtenida mediante un programa Excel (existente
en la pagina web http://icom.cl/prog_farm_mol_clin/isobologram_calculations/),

modificacion del método propuesto por Tallarida, 2000.
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Para evaluar la posible interaccion entre ketamina y (+) CPP, se utilizo el mismo
programa Excel, que permite realizar un analisis isobolografico para las diferentes
combinaciones, tal como lo describié Tallarida, 2000. Para tal efecto, se utilizaron
proporciones fijas de ketamina y (+) CPP. El isobolograma fue construido conectando la
DE;, 5 de ketamina en la abscisa con la DEj, 5 de (+) CPP en la ordenada, para obtener

la linea de aditividad.

Una vez obtenida la DE1, 5 experimental y su intervalo de confianza asociado, se
compar6 a la DEj,5 de adicion tedrica (DEj,s add) mediante un test t de Student. La
DE1, 5 de adicion teorica se obtuvo a través del célculo: DE1,5s add = DE;,5 fArmaco A
(P1 + R* P2) donde R es la relacion de potencia del farmaco A (sélo ketamina) al
farmaco B (sélo (=) CPP), P1 es la proporcién de farmaco A, y P2 es la proporcion del
farmaco B en la mezcla total. En el presente estudio, las proporciones en relacion fija
fueron seleccionadas mediante una primera combinacion de dosis con la DE;,5 de Ay B
y luego 1/2, 1/8 ¢ 1/32 de la DE;; 5, obtenida en las ratas monoartriticas, con lo cual se

construyd la curva dosis-respuesta de la asociacion.
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10. Expresion de Resultados

Los resultados se expresaron como una media del porcentaje del efecto
antinociceptivo + error estandar (ES) para cada grupo de animales, respecto a la basal,
obtenida previa a la inyeccion de suero o de cada uno de los farmacos en estudio, segun

el caso, ya que cada animal constituy6 su propio control.

La cuantificacion del efecto antinociceptivo (% EA) de los farmacos ensayados,
se calcul6 como un porcentaje de variacion del area bajo la curva (ABC) respecto al
valor inicial (basal) para cada rata, tanto para el reflejo C como para el wind-up, con la
férmula siguiente:

% EA = 100 — (ABCpost / ABCpre)* 100

donde ABCpost Y ABCyre SON las integrales aproximadas de las curvas obtenidas

por el método de los trapecios, post y pre inyeccion del farmaco respectivamente.

Los datos fueron analizados utilizando andlisis de varianza (ANOVA) de una via
seguido del test de Tukey-Kramer para comparaciones multiples entre grupos. Para
todos los resultados el nivel de significancia se establecié en p < 0,05 y se graficé de la

siguiente forma: p<0,05=*, p<0,01=** y p<0,001 =** *,
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VIIl. RESULTADOS

A. REFLEJO NOCICEPTIVO C

1. Efecto de la administracion de cloruro de sodio intratecal

La administracion de cloruro de sodio al 0,9%, en la rata monoartritica, produjo
una variacion de la integral del reflejo C (ABC) de —3,35 + 6,54 % (n =10), la que no fue

estadisticamente significativa respecto a su basal.

2. Efecto de la administracion de ketamina intratecal

En la rata monoartritica, la administracién intratecal de ketamina produjo una
disminucion dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva. Las dosis de 10, 30, y 100
ug produjeron una disminucion de efecto de 1,64 + 1,69 % (n =7), 11,46 +£ 3,50 % (n =
8) y 19,09 + 7,28 % (n = 6) respectivamente, resultados que no fueron significativos
respecto a los controles. La dosis de 300 y 600 pig mostraron un cambio estadisticamente
significativo del ABC en el reflejo C, con una disminucion del 24,90 + 7,14 % (n=7) (P

<0,01) y 36,79 = 8,52 % (n = 8) (P < 0,001) respectivamente (Fig. 6A). Se calculé la
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DEi,5 la que fue de 42,89 pg/rata de ketamina con un intervalo de confianza del 95%

entre 25,02 ug/rata y 73,52 pg/rata (Fig. 6B).

3. Efecto de la administracion de () CPP intratecal

En la rata monoartritica la inyeccion intratecal de () CPP produjo una
disminucion dosis-dependiente de la ABC. La magnitud de esta variacion con la dosis de
2,5 ug, 7,5 pg y 25,0 pg fue de —6,98 + 12,91 % (n = 8), 10,17 £ 8,79 % (n = 11) y
28,76 + 10,64 % (n = 9) respectivamente, las que no fueron significativamente diferentes
a su control pre inyeccion. La dosis de 75,0 pug produjo una disminucion de 54,89 +
10,92% (n = 7), disminucion que fue estadisticamente significativa (P < 0,01) respecto al
control. (Fig. 7A). Se calculd la dosis efectiva 12,5 (DEj» s), la que fue de 8,27 pg/rata

con un intervalo de confianza del 95% entre 4,53 ng/rata y 15,11 pg/rata (Fig. 7B).

4. Efecto de la administracion de la combinacion ketamina /(+) CPP intratecal

En la rata monoartritica, la administracion intratecal de la combinacion
ketamina/(+) CPP produjo una disminucion dosis-dependiente de la respuesta
nociceptiva. Las dosis de 25,58, 51,16, 76,74 y 102,32 (21,45/4,13, 42,89/8,27,

64,34/12,40 y 85,78/16,54 de cada farmaco respectivamente) produjeron una
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disminucion de efecto de 26,58 + 8,47 % (n=5) (P <0,05),41,56 +7,93% (n=5) (P <
0,001), 68,21 + 4,48 % (n = 4) (P < 0,001) y 77,43 + 2,13 % (n = 5) (P < 0,01)
respectivamente (Fig. 8A). Se calculé la DEj, s la que fue de 19,16 pg/rata de
ketamina/(x) CPP con un intervalo de confianza al 95% de 13,98 y 26,16 (Fig. 8B),

mostrando solo un efecto aditivo respecto a la administracion de cada farmaco por

separado.

5. Andlisis isobologréafico de la asociacion de ketamina /(£) CPP en el reflejo.

La dosis efectiva 12,5 (DEj25) de la combinacion ketamina/(+) CPP en las ratas

monoartriticas produjo solamente un efecto aditivo en el reflejo (Fig. 9).

B. WIND-UP

1. Efecto de la administracién de cloruro de sodio intratecal

La administracion de cloruro de sodio al 0,9%, en las ratas monoartriticas,

produjo una variacion del ABC para el wind-up de 2,08 + 5,88 % (n =10), la que no fue

estadisticamente significativa respecto a su propio control.
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2. Efecto de la administraciéon de ketamina intratecal

En la rata monoartritica, la administracion intratecal de ketamina produjo una
disminucion dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva en el wind-up. Las dosis de
10, 30, 100 y 300 pg produjeron una disminucion de efecto de 6,67 + 6,50 % (n = 8),
10,51 + 531 % (n = 6), 22,77 + 488 % (n = 7) y 28,37 + 841 % (n = 8)
respectivamente, resultados que no fueron significativos respecto a los controles. La
dosis de 600 pg mostré un cambio estadisticamente significativo (p < 0,05) del ABC en
el wind-up, con una disminucién del 33,60 + 8,76% (n = 6) (Fig. 10A). Se calculd la
DEi;5 la que fue de 27,32 pg/rata de ketamina con un intervalo de confianza del 95%

entre 10,89 ng/rata y 68,10 ng/rata (Fig. 10B).

3. Efecto de la administracion de (+) CPP intratecal

En la rata monoartritica la inyeccion intratecal de (+) CPP produjo una
disminucion dosis-dependiente de la integral del wind-up (ABC). La magnitud de esta
variacion con la dosis de 2,5 ug y 7,5 ng fue de 14,36 + 10,55 % (n = 8) y 22,29 +
7,66 % (n = 7) respectivamente, las que no fueron significativamente diferentes a su
control pre inyeccion. Las dosis de 25,0 y 75,0 ug produjeron una disminucion de 56,68

+12,12 % (n=7) y 53,82 + 12,93 % (n = 5) respectivamente, disminuciones que fueron
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estadisticamente significativas (P < 0,01) respecto a sus controles (Fig. 11A). Se calculd
la dosis efectiva 12,5 (DE1,5), la que fue de 2,56 ug/rata, con un intervalo de confianza

del 95% entre 1,16 pg/rata 'y 5,62 ug/rata (Fig. 11B).

4.  Efecto de la administracién de combinacion ketamina /(£) CPP intratecal

En la rata monoartritica, la administracion intratecal de la combinacion
ketamina/(+) CPP produjo una disminucion dosis-dependiente de la respuesta
nociceptiva en el wind-up. Las dosis de 25,58 ug (21,45/4,13) y 51,16 pg (42,89/8,27)
produjeron una disminucién de efecto en el wind-up de 5,83 + 8,59 % (n =5) y 24,47 +
9,96 % (n = 5) respectivamente, las que no fueron diferentes al control. Las dosis de
76,74 ng (64,34/12,40) y 102,32 pg (85,78/16,54) de ketamina/(+) CPP)
respectivamente, produjeron una disminucion significativa del wind-up de 65,07 +
1,53% (n = 4; P <0,001) y 85,92 + 2,68 % (n = 5; P < 0,001), respectivamente (Fig.
12A). Se calcul6 la DE;j,5 la que fue de 16,18 ug/rata de ketamina/(x) CPP, con un

intervalo de confianza al 95% de 13,08 y 20,01 (Fig. 12B).
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5. Analisis isobolografico de la asociacion () CPP/ketamina en el wind-up.

La dosis efectiva 12,5 (DEj,5) de la combinacion ketamina/(+) CPP en las ratas

monoartriticas produjo solamente un efecto aditivo en el wind-up (Fig. 13).
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A. Area bajo la curva del efecto antinociceptivo en el reflejo C de ketamina i.t. en la rata

monoartritica comparado a NaCl al 0,9%. Las significancias respecto al control estan

indicadas por asteriscos. B. Curva dosis-respuesta del efecto ketamina i.t. en ratas

monoartriticas expresado en logaritmo de la dosis. La DE;; 5 para ketamina intratecal fue

de 42,89 pg/rata con un intervalo de confianza del 95% entre 25,02 ug/rata y 73,52

ug/rata.
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A. Area bajo la curva del efecto antinociceptivo en el reflejo C de (+) CPP i.t. en la rata

monoartritica comparado a NaCl al 0,9%. Las significancias respecto al control estan

indicadas por asteriscos. B. Curva dosis-respuesta del efecto () CPP i.t. en ratas

monoartriticas expresado en logaritmo de la dosis. La dosis efectiva DE;, 5 para (+) CPP

intratecal fue de 8,27 ug/rata con un intervalo de confianza del 95% entre 4,53 ug/rata 'y

15,11 pg/rata.
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A. Area bajo la curva del efecto antinociceptivo en el reflejo C de (+) CPP/ketamina

i.t. en la rata monoartritica comparado a NaCl al 0,9%. Las significancias respecto al

control estan indicadas por asteriscos. B. Curva dosis-respuesta del efecto (+) CPP

i.t. en ratas monoartriticas expresado en logaritmo de la dosis. La DE;,5 de (+)

CPP/ketamina fue de 19,16 pg/rata, con un intervalo de confianza al 95% de 13,98 y

26,16.
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Figura 9

Isobolograma para la co-administracion de ketamina y (=) CPP. El cuadrado cerrado
corresponde al punto experimental con el limite de confianza del 95% y el cuadrado
abierto corresponde al célculo tedrico del punto aditivo. Los limites de confianza para
ambos puntos estan graficados en los cuadrados correspondientes. La combinacion

muestra s6lo un efecto aditivo respecto a la administracion de cada farmaco por

separado.
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A. Area bajo la curva del efecto antinociceptivo en el wind-up de (+) CPP i.t. en la rata
monoartritica comparado a NaCl al 0,9%. Las significancias respecto al control estan
indicadas por asteriscos. B. Curva dosis-respuesta del efecto () CPP i.t. en ratas
monoartriticas expresado en logaritmo de la dosis. La DE;, 5 de (+) CPP intratecal fue de

2,56 ug/rata con un intervalo de confianza del 95% entre 1,16 pg/rata 'y 5,62 pg/rata.
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A. Area bajo la curva del efecto antinociceptivo en el wind-up de ketamina i.t. en la rata

monoartritica comparado a NaCl al 0,9%. Las significancias respecto al control estan

indicadas por asteriscos. B. Curva dosis-respuesta del efecto ketamina i.t. en ratas

monoartriticas expresado en logaritmo de la dosis. La DE;, s de ketamina intratecal fue

de 27,32 ug/rata de ketamina con un intervalo de confianza del 95% entre 10,89 ng/rata

y 68,10 pg/rata.
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A. Area bajo la curva del efecto antinociceptivo en el wind-up de (+) CPP/ketamina i.t.
en la rata monoartritica comparado a NaCl al 0,9%. Las significancias respecto al
control estan indicadas por asteriscos. B. Curva dosis-respuesta del efecto ketamina/()
CPP i.t. en ratas monoartriticas expresado en logaritmo de la dosis. La DE;; 5 de (+) CPP

/ketamina fue de 16,18 pg/rata con un intervalo de confianza al 95% de 13,08 y 20,01.
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Figura 13

Isobolograma para la co-administracién de ketamina y (+) CPP en el wind-up. El
cuadrado cerrado corresponde al punto experimental con el limite de confianza del 95%
y el cuadrado abierto corresponde al calculo tedrico del punto aditivo. Los limites de
confianza para ambos puntos estan graficados en los cuadrados correspondientes. La
combinacion muestra s6lo un efecto aditivo respecto a la administracion de cada

farmaco por separado.
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IX. DISCUSION

La hipotesis de este estudio postula que la administracion conjunta de farmacos
antagonistas de distintos sitios de modulacion del receptor NMDA, produce efectos
sinérgicos en ratas con dolor cronico monoartritico.

Para verificar esta hipotesis se debié emplear un método adecuado para evaluar
antinocicepcion. El reflejo de fibras C constituye un test apropiado para evaluar el efecto
de drogas antinociceptivas de accion central en dolor de tipo cronico, ya que este método
permite estimular directamente el nervio sural a intensidades conocidas y repetibles,
evitando asi la medicion de eventuales efectos periféricos en las terminaciones libres o
en el tejido circundante. Asimismo, aumentando la frecuencia de estimulacion (wind-
up), se pudo evaluar los efectos de las drogas sobre los eventos adaptativos originados
por el incremento del input nociceptivo que conlleva el dolor cronico. Estas
caracteristicas hacen que el reflejo de fibras C y el wind-up espinal sean un método
algesimétrico objetivo, que ha sido utilizado con éxito en la medicién del dolor por
diversos autores.

Los resultados obtenidos muestran que en las ratas monoartriticas, tanto () CPP
como ketamina, ejercieron un efecto antinociceptivo moderado en el reflejo integrado C,
obtenido por estimulacién a baja frecuencia, asi como en el wind-up obtenido por
estimulacién de alta frecuencia. Al respecto, sélo la dosis mayor de () CPP y ketamina

fue capaz de provocar un efecto antinociceptivo significativo en ambos tests. La
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moderada accién antinociceptiva de los farmacos observada en el reflejo C, se debe
probablemente al rol menor que juegan los receptores NMDA frente a estimulos
nociceptivos aislados (dolor fasico o agudo). En efecto, la literatura sefiala que los
receptores NMDA solo se hacen funcionales frente a estimulacion repetida, una vez que
el bloqueo que ejerce el i6n magnesio ha sido retirado (Woolf y Thompson, 1991), lo
que concuerda con el escaso efecto antinociceptivo que ejercen los antagonistas del
receptor NMDA en condiciones de dolor agudo (Neira y Ortega, 2004, Parsons, 2001).
A pesar de ello, los efectos antinociceptivos ejercidos por (£) CPP y ketamina fueron
dosis-dependientes, cinética que es compatible con efectos farmacoldgicos dependientes
de receptores, donde los receptores estan en cantidades finitas y el ligando se aumenta
paulatinamente (Miranda y Pinardi, 1997). Cuando se estimul6 en forma repetida el
nervio sural (wind-up), estimulo semejante al dolor crénico, se observé un ligero
aumento del efecto de estos farmacos, mostrando que no bastaria bloguear un sitio
individual de modulacion del receptor NMDA para que se inactive totalmente el efecto
del glutamato, que es el responsable final de los fenédmenos adaptativos observados en el
dolor crénico.

Los resultados también mostraron que el efecto antinociceptivo de los dos
antagonistas del receptor NMDA utilizados, varia dependiendo del mecanismo de
accion. Asi, la dosis de (x) CPP y ketamina que redujo en 12,5% (DE;,s) el area bajo la

curva del reflejo integrado C fue 8,27 y 42,59 pg/rata i.t., respectivamente. Es probable
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que la mayor efectividad de () CPP para deprimir el reflejo C, en comparaciéon a
ketamina, se deba a su capacidad de competir con el glutamato enddgeno en el sitio de
reconocimiento del receptor NMDA, mecanismo que le permite operar en todos los
receptores NMDA disponibles. En cambio, ketamina s6lo se une a receptores NMDA
cuyo canal se encuentra en estado activado, lo que puede reducir sus posibilidades de
accion.

A pesar de la mayor eficacia que mostré () CPP en comparacion a ketamina,
indicada por una menor DE;; s, los efectos de ambos farmacos deben ser categorizados
como pobres. En efecto, (£) CPP deprimié en algo mas de 50% el reflejo C y el wind-up
espinal sélo con las dosis mayores utilizadas, mientras que ketamina nunca alcanzé un
50% de efectividad; todo esto a pesar que las dosis de ambos farmacos se elevaron hasta
el nivel toxico cero (determinado por la aparicion de paralisis flaccida del tren posterior,
observada en tests conductuales realizados anteriormente en este laboratorio), lo que
oblig6 a expresar sus eficacias en términos de DE;;s.

Ambos farmacos, () CPP y ketamina, han sido ya utilizados por via intratecal
en humanos para la farmacoterapia del dolor, con éxito variable. (£) CPP i.t. se utilizé
para el tratamiento de dolor neurogénico con resultados limitados (Kristensen et al.,
1992), mientras que ketamina i.t. combinada con morfina se ha empleado en el
tratamiento de dolor neuropatico de origen oncoldgico (Vranken et al., 2005) y en

combinacion con anestésicos locales para tratar algunas formas de dolor postoperatorio
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(Togal et al., 2004), con cierto éxito que podria ser debido a un efecto sinérgico entre
ellos. Estos resultados, aunque fragmentarios, apuntan a una analgesia moderada de
estos farmacos en la clinica, del mismo modo que en el presente estudio.

Las combinaciones de dosis equiefectivas de () CPP y ketamina, utilizadas en
este estudio, produjeron una accién antinociceptiva sinérgica sélo de tipo aditivo, tanto
en el reflejo integrado C como en el wind-up espinal. Tedricamente, podrian conseguirse
efectos sinérgicos supra-aditivos cuando se administran simultaneamente dos drogas
antinociceptivas que actlan en substratos anatomica y/o funcionalmente diferentes, los
cuales pueden representar diferentes neuronas, diferentes receptores en una misma
neurona, e incluso sitios diferentes de ligamen en un mismo receptor. Al respecto,
estudios isobologréaficos han demostrado que la combinacién de antagonistas del
receptor NMDA con antagonistas de receptores para taquicininas (Ren et al., 1996) o
con agonistas opioides (Horvarth et al., 2001, Chen et al., 2002, Pelissier et al, 2001,
Snijdelaar et al., 2005), gabaérgicos (Nishiyama et al., 1999) y o, adrenérgicos
(Nishiyama et al., 2001), producen antinocicepcion supra-aditiva. Asimismo, se ha
descrito que la administracion intratecal de espermina (un modulador del sitio de
poliaminas en el receptor NMDA) aumentd el efecto antinociceptivo de la
administracion intratecal de MK-801, un antagonista no competitivo del receptor
NMDA, en el test de formalina (Coderre, 1993). Del mismo modo, la administracion

intratecal de ACEA 1021 (antagonista del sitio de glicina del receptor NMDA)
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incrementd el efecto antinociceptivo de AP5 (antagonista competitivo del receptor
NMDA), en dolor de origen térmico (Nishiyama, 2000). Sin embargo, en esos estudios
no se resolvid si la naturaleza de las interacciones era aditiva o supra-aditiva. Los
presentes resultados sugieren que la asociacion intratecal de antagonistas competitivos y
no competitivos del receptor NMDA, conduce solo a efectos antinociceptivos aditivos
(sinergia de adicion), al menos en animales monoartriticos anestesiados sometidos al
paradigma del reflejo nociceptivo C.

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio niegan la hipotesis
de que el efecto antinociceptivo de los antagonistas de receptores NMDA pueda
mejorarse mediante la utilizacién de combinaciones de farmacos que actden en sitios
distintos del receptor, al menos cuando ellos son administrados por via intratecal y en
pruebas algesimétricas que utilizan animales anestesiados. En consecuencia, los
presentes resultados argumentan desfavorablemente en relacién a la posible utilizacién
de asociaciones de antagonistas del receptor NMDA en futuras aplicaciones de orden
clinico, con el objeto de reducir las dosis de cada farmaco necesarias para inducir
analgesia y disminuir al mismo tiempo los efectos colaterales psicodislépticos a niveles
quizas tolerables. Ciertamente se requiere de mayor investigacion para obtener
resultados concluyentes, en animales concientes y bajo administracion sistémica de las

drogas, asi como estudiar en detalle las diversas asociaciones de farmacos que modulan
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los receptores NMDA, con el objeto de intentar optimizar la analgesia y disminuir las

reacciones adversas.
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X. CONCLUSIONES

1. En las ratas monoartriticas el reflejo C presenta moderada sensibilidad a (+) CPP
(DE12.5 = 8,27 pg i.t), sensibilidad que se incrementa frente al ensayo de
estimulacion repetitiva o wind-up (DE;,5 = 2,56 g i.t.). Estas observaciones indican
que los antagonistas competitivos de glutamato inhiben moderadamente la
transmision nociceptiva de baja y alta frecuencia a nivel espinal en animales con
monoartritis experimental, sugiriendo que la utilizacién de este tipo de farmacos (en
dosis bajas no psicoactivas) puede representar una estrategia terapéutica valida,

aungue insuficiente, para enfrentar en la clinica episodios de dolor artritico.

2. En los animales monoartriticos el reflejo C presenta una pobre sensibilidad a
ketamina (DEj,5 = 42,89 g i.t.), sensibilidad que mejora levemente frente al ensayo
de estimulacion repetitiva o wind-up (DEj, 5 = 27,32 ug i.t.). Este resultado indica
que los antagonistas no competitivos del receptor NMDA que bloquean el canal s6lo
en receptores activados por glutamato, son incapaces de inhibir adecuadamente la
transmision nociceptiva de baja y alta frecuencia a nivel espinal en modelos de dolor
monoartritico y, por lo tanto, no constituyen una alternativa terapéutica para la

artritis.
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3. La combinacion intratecal de (+) CPP y ketamina produjo sélo sinergia aditiva en las
ratas monoartriticas (DE125 = 42,59 ug i.t. en el reflejo integrado C, y DE;, 5 = 42,59
ug i.t. en el wind-up espinal), la que no difiere estadisticamente de las DEj, 5 de (£)
CPP y de ketamina en estos mismos parametros. Este resultado indica que la
asociacion de antagonistas competitivos y no competitivos del receptor NMDA no
representa una mejor alternativa que la administracion de los farmacos individuales,
al menos por via intratecal y en animales anestesiados, lo que argumenta

desfavorablemente en relacion al uso de este tipo asociacion de farmacos en clinica.
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