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Resumen

RESUMEN

La N6-ciclopentil adenosina (CPA) es un analogo de la adenosina que
ejerce su accion de forma selectiva sobre el receptor A1. Se ha demostrado
en numerosos estudios que tiene una actividad antinociceptiva central,
localizada esencialmente sobre la médula espinal, y una accién periférica,
sobre las terminaciones nociceptoras. Sin embargo, aunque el receptor A1
se localiza en muchas zonas supraespinales, apenas se conoce la
implicacién de la adenosina supraespinal en el sistema nociceptivo.
Asimismo, hay evidencias que sugieren una interaccion con los sistemas
opioides, preferentemente en situaciones de inflamacién, pero se desconoce
como se realiza esta interaccion y déonde se localiza. Por ello hemos
estudiado el efecto antinociceptivo de la CPA, y su interaccidén con sistemas
opioides p Yy x, utilizando la técnica de registro electrofisiolégico de unidades
motoras aisladas (UMAs) en ratas macho intactas, espinalizadas y sham-
espinalizadas. Las UMAs se activaron mediante ciclos de estimulacién
nociva mecanica y eléctrica, a unos parametros capaces de generar el
fenémeno medular de wind-up. En una primera serie de experimentos
observamos que la CPA produjo una reduccién dosis dependiente de las
respuestas a estimulacion mecanica y eléctrica en animales intactos y sham-
espinalizados, pero no en animales espinalizados, lo cual demuestra
claramente un efecto preferentemente supraespinal, en las presentes
condiciones experimentales. También observamos que la cirugia espinal
potencia el efecto de la CPA, lo que indica la existencia de un sistema
inhibidor descendente mediado por la adenosina que se potencia con la
cirugia vertebral. Un sistema similar al descrito con opioides endédgenos.

En una segunda serie de experimentos, observamos que la
administraciéon del antagonista especifico de los receptores A1, ciclopentil
dimetil xantina (CPT) apenas revirtio el efecto de la CPA en animales
intactos y sham-espinalizados, pero fue capaz de prevenir el efecto de la
CPA cuando se administré6 30 minutos antes de la dosis maxima estudiada.
Sin embargo, el antagonista no selectivo de los receptores opioides
naloxona, fue capaz de revertir el efecto de la CPA tanto en animales
intactos como en sham-espinalizados, pero cuando se administré antes de la
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dosis maxima de la CPA no fue capaz de prevenir su efecto. Estos
resultados demuestran que la actividad antinociceptiva de la CPA se debe a
una interaccion directa con el receptor A1 de la adenosina pero, ademas,
esta ligada a una actividad secundaria de los receptores opioides en
animales adultos con inflamacién. Por Ultimo, otra observacién muy
importante en este estudio fue el aumento significativo del fenémeno de
wind-up en animales espinalizados tras la administracién conjunta de CPA y
CPT, alcanzando incluso un valor muy similar al observado en animales
intactos. Estos resultados sugieren que la depresion del fenémeno de wind-
up, caracteristica de los animales espinalizados, es dependiente en gran
media del sistema A1 de la adenosina y puede ser revertida tras la
administracion conjunta del agonista y del antagonista de este sistema por
un mecanismo de accién desconocido.

En una Ultima serie de experimentos estudiamos la reversion del
efecto de la CPA con dosis bajas de naloxona, selectivas para el receptor
1, y con el antagonista selectivo de los receptores k, nor-binaltorfimina (nor-
BNI). Observamos que dosis bajas de naloxona no revierten el efecto
antinociceptivo de la CPA mientras que si se revierte con nor-BNI. Los
resultados nos permiten concluir que la interaccién entre la CPA y los
receptores opioides se realiza preferentemente sobre los receptores «.
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ABSTRACT

The adenosine derivative NG6-cyclopentyladenosine (CPA) is a
selective agonist for the A1 receptor type. It is a very potent antinociceptive
drug whose actions have been located within the spinal cord and at
peripheral sites. However, although high concentrations of the adenosine A1
receptor are located at supraspinal areas of the central nervous system, little
is known about the involvement of supraspinal adenosine in the nociceptive
system. In addition, some studies suggest an interaction between adenosine
and opioid systems but it is not known how and where this interaction occurs.
We have, therefore, studied the antinociceptive effect of CPA and its
interactions with p and «x opioid receptors using the technique of
electrophysiological recording of single motor units (SMUs) in intact,
spinalized and sham-spinalized male rats. SMUs were activated by noxious
mechanical stimulation and by repetitive electrical stimulation that generates
the wind-up phenomenon.

In a first series of experiments, we observed that CPA dose-
dependently reduced the responses to noxious mechanical and electrical
stimulation in intact and sham-spinalized animals, but not in spinalized rats.
This clearly suggests that, in the present experimental conditions, CPA effect
was mainly localized at supraspinal sites. We also observed that surgery of
sham-spinalization induced an enhancement of CPA effect, indicating that
spine-related surgery triggers an endogenous antinociceptive system that
involves the adenosine systems, similar to that previously observed with
endogenous opioids.

In a second series of experiments, we observed that CPA effect in
intact and sham-spinalized animals was only partially reversed by the
selective  adenosine A1 receptor antagonist 8-cyclopentyl-1,3-
dimethylxanthine (CPT). However, the pretreatment with CPT inhibited any
effect of CPA. The non-selective opioid receptor antagonist naloxone induced
full reversal of CPA activity but pretreatment with naloxone did not inhibit the
effect. These results suggest that although the antinociceptive activity of CPA
is initiated by its interaction with the adenosine A1 receptor, a secondary
activation of opioid receptors is also present in the maintenance of the

vii
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analgesia, in adult rats with inflammation. Finally, we observed an important
increase of wind-up when CPA and CPT were injected together in spinalized
animals, in such a way that the level of wind-up was similar to that observed
in animals with an intact spinal cord. These results suggest that the
depression of wind-up in spinalized animals, observed in previous studies, is
dependent on the activity of the adenosine A1 receptor and can be prevented
by the combined administration of CPA and CPT. The mechanism involved in
this effect is not known.
In a third series of experiments, we studied the reversal of CPA effect
by low doses of naloxone (selective for the p opioid receptor) and by the x
opioid receptor antagonist nor-binaltorphimine (nor-BNI). We observed that
low doses of naloxone did not induce any reversal of CPA effect. However,
the administration of nor-BNI induced full reversal of CPA antinociception.
This indicates that the interaction suggested by adenosine and opioid

systems is mainly related to k opioid receptors.
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Introduccion

1. DOLOR

El dolor es una experiencia individual compleja que incluye aspectos
sensoriales, emocionales y sociales. Es importante comprender que un
mismo dolor no sera experimentado de igual forma por distintas personas.
Esto es porque los mensajes que el dolor envia a nuestro cerebro son
interpretados de forma diferente por cada persona, y porque nuestra
experiencia individual en la vida disefia la forma en que experimentamos y
expresamos nuestro dolor. El principal problema lo encontramos en los
dolores que deberian desaparecer pero no lo hacen. No existe un tiempo
especifico tras el cual un dolor agudo se convierte en cronico; esto depende
de la forma individual de cada dolor y persona. Por regla general, si el dolor
ha durado mucho mas de lo que se esperaba cuando comenzd, puede
convertirse en un dolor crénico. ‘

El dolor se produce como consecuencia de la exposicion de la piel y
otros 6rganos a un estimulo nocivo mecanico, térmico o quimico. Segun la
asociacion internacional para el estudio del dolor (IASP), se define como una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio tisular
real o potencial, o descrito en términos de tal dafio (IASP 1979, 1986). La
activacion de nociceptores especificos tiene como consecuencia un dolor
nociceptivo o fisiolégico, que esta presente en todos los individuos y es util'y
necesario para la supervivencia. Sin embargo, el dolor también puede
resultar por un dafio en las fibras sensoriales, o por dafio en el sistema
nervioso central (SNC), el dolor neuropatico o patolégico, como por ejemplo
aquel que caracteriza a sindromes tales como la neuralgia del trigémino, el
dolor del miembro fantasma, etc (Millan, 1998). En este caso, el dolor pierde
su caracter de elemento protector, para convertirse en una alteracion
patolégica que puede marcar completamente la vida de una persona y las de
su entorno. Durante la ultima década ha habido muchos avances en el
campo de la medicina, pero desafortunadamente todavia no existe una
terapia efectiva para muchos de estos tipos de dolor.

Entre la exposicion inicial de los tejidos a estimulos nocivos y la

percepcion del dolor, existe un complejo nimero de circuitos y mecanismos
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a través de los cuales los estimulos nocivos son codificados como un
mensaje nociceptivo y son procesados progresivamente y transmitidos a los
centros nerviosos superiores. Estos procesos de integraciéon ocurren en el
asta dorsal de la médula espinal, o su equivalente en la sensibilidad de la
cara y del cuello, el nucleo del trigémino (procesamiento primario), centros
de relevo supraespinales como los que se encuentran en el tronco del
encéfalo o en el talamo (procesamiento secundario), asi como en estructuras

corticolimbicas.

2, TIPOS DE DOLOR

Existen distintas clasificaciones del dolor en funcién de su origen,
localizacién, velocidad de aparicion y otros parametros. Sin embargo, la
clasificacion propuesta por Cerverd y Laird en 1991 es quiza una de las mas
aceptadas por su caracter funcional y por tener en cuenta la posible
evolucion del dolor desde una situacién aguda, hasta la situacién patoldgica
0 neuropatica, con ligeras variaciones, esta clasificacion basica del dolor se

sigue utilizando en la actualidad:

Dolor de fase 1: es el dolor producido por el procesamiento de estimulos
de corta duracibn o poco intensos. Es conocido también como dolor
fisiolégico o dolor protector, y es necesario para la supervivencia y el
bienestar del individuo. En este tipo de dolor, debido a que es un proceso
fisioldgico, su intensidad y duracidén estan directamente relacionados con la

intensidad y la duracién del estimulo que lo provoca (Figura [.1).

Dolor de fase 2: es el dolor que se produce como consecuencia del dafo
a un tejido por estimulos mecanicos, térmicos o quimicos, prolongados o
intensos, que producen una reaccion inflamatoria como parte del proceso de
curacién, por lo que es conocido también como dolor inflamatorio. La
liberacién de mediadores inflamatorios tiene dos consecuencias sobre los
nociceptores periféricos en el area afectada. Primero, la sensibilizacion de
los nociceptores, que da lugar a una disminucion en el umbral de respuesta,

hasta el punto que pueden ser activados con estimulos inocuos, fenémeno
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conocido con el nombre de alodinia, y estimulos que antes provocaban un
dolor moderado y que ahora provocan un dolor exagerado, fenémeno
conocido como hiperalgesia. Segundo, la activacion de los receptores
silentes, que no muestran actividad bajo condiciones normales, pero que se
vuelven activos cuando el tejido que inervan esta inflamado (Figura 1.1).

Basicamente se ha distinguido una hiperalgesia primaria y una
secundaria. La hiperalgesia primaria se produce por la liberacion de
mediadores inflamatorios tales como Ia sustancia P, histamina,
prostaglandinas, etc. y se debe a la sensibilizacion de los receptores
periféricos en la zona lesionada. La hiperalgesia secundaria se produce por
la sensibilizacion central, que se debe a un descenso del umbral, cambios en
la excitabilidad y en la neuroquimica de las neuronas del asta dorsal,
secundario al aumento de las aferencias periféricas (Cerver6 y Laird, 1991;
Schmidt et al., 2000; Treede, et al., 1992; Basbaum y Jessel, 2000; Schaible,
et al., 2002).

Dolor de fase 3: es un dolor anormal, generaimente producido por dafio de
los nervios periféricos o del propio sistema nervioso central. Es conocido
también como dolor patolégico o neuropatico. Se caracteriza por aparecer
dolor espontaneo, junto con una disminucion del umbral de estimulacion,
alodinia e hiperalgesia. Se produce por la formacién de circuitos que
multiplican la informacién nociceptiva y por alteracién de los mediadores
quimicos implicados en el procesamiento nociceptivo. En este tipo de dolor
no existe una relacion entre la estimulacion nociva periférica y la del dolor,
por lo que estimulos muy pequefios pueden desencadenar un dolor intenso y
duradero, o inclusive se puede producir en ausencia de estimulos (como el
dolor de miembro fantasma). Este dolor es de muy dificil tratamiento (Figura
L1).
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Estimulo nocivo breve (Fase 1)

S ? Dolor
/%;:: -

fisiologico
Sistema nociceptivo normal

Estimulo nocivo intenso o persistente (Fase 2)

/\
N ?
o ! ! Hiperalgesia
P i: - O — y alodinia
A N Sensibilizacion
V
Reaccion inflamatoria

Cronificacion (Fase 3)

Hiperalgesia,
alodiniay
dolor espontaneo

Sistema nociceptivo alterado

Figura I.1. Representacion esquematica de los tres tipos de dolor y sus consecuencias,
propuestos por Cerver6 y Laird en 1991.

3. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION NOCICEPTIVA

El dolor es una sensacién o percepcién de sensaciones, en cambio la
nocicepciéon se refiere al proceso sensorial que provee las sefiales que
producen el dolor. El dolor suele ser una consecuencia directa de la
activacién de los nociceptores, pero en algunas ocasiones, la experiencia

conciente del dolor y la nocicepcién pueden ocurrir independientemente.

3.1 Los nociceptores

Las vias nociceptivas empiezan en las neuronas bipolares
somestésicas que tienen su cuerpo celular en el ganglio raquideo. Estas
neuronas poseen un axén que se bifurca y da lugar a una terminal periférica
que es el verdadero nociceptor y a la aferente primaria o central (Lopez-
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Garcia y Herrero, 1998) que efectua la primera sinapsis en la via
nociceptiva.

Los nociceptores pueden ser clasificados de acuerdo con el tipo de
estimulo al que responden, y estos pueden ser: mecanonociceptores,
termonociceptores y nociceptores polimodales. Estos Ultimos responden a
estimulos mecanicos, térmicos, asi como también a estimulos quimicos.
Otro tipo son los nociceptores silentes, que en condiciones normales no se
activan con estimulos nocivos y son activados en condiciones de inflamacion
o cuando sus umbrales de activacion disminuyen profundamente (Dmitrieva
y McMahon, 1996; Basbaum y Jessel, 2000).

Las fibras somestésicas se pueden clasificar basicamente en cuatro
tipos de acuerdo a su diametro y velocidad de conduccion: Ao que son las
fibras mielinizadas mas gruesas (12-20um), con una alta velocidad de
conduccién 70-120m/s. AB que son fibras delgadas (5-15um) con una
velocidad de conduccién de 30-70m/s. Ad que son las fibras mas finas
mielinizadas (3-8um) y tienen una velocidad de conduccién de 10-30m/s. Y
por dltimo las fibras no mielinizadas o fibras C que tienen un diametro de 0.2
a 1.5um y una velocidad de conduccién muy lenta (0.5-2.5m/s) (Caterina y
Julius, 1999; Millan, 1999).

Los nociceptores estan formados por fibras A8 y C, y bajo condiciones
normales soélo estas fibras transmiten la informacién nociceptiva (Basbaum y
Jessel, 2000; Millan, 1998).

3.2 Médula espinal

Las fibras aferentes nociceptivas entran a la médula espinal a través de
las raices dorsales y hacen sinapsis directamente (monosinapsis) o
indirectamente (polisinapsis), con tres tipos de neuronas basicamente:
neuronas de tipo | (o de bajo umbral), que reciben informacién no
nociceptiva en condiciones fisiolégicas. Neuronas de tipo I, o de rango
dinamico amplio o convergentes, reciben informacién tanto nociceptiva como
de baja intensidad y, por ultimo, neuronas de tipo Ilf o nociespecificas, que
reciben exclusivamente informacién nociceptiva (Herrero y Headley, 1995;

Lopez-Garcia y Herrero, 1998; Basbaum y Jessel, 2000).
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3.3 Vias ascendentes nociceptivas

Después de la integracion de la informacion en la médula espinal, la
informacién nociceptiva se transmite a centros superiores por varias vias:

Tracto Espinotalamico: es la principal via por la cual la informacion
nociceptiva accede al cerebro. Sus axones se proyectan al lado contralateral
de la médula espinal y ascienden por la sustancia blanca anterolateral,
terminando en el tdlamo. Esta via contribuye a la discriminacion sensorial y
los componentes afectivo motivacionales del dolor, asi como también a
desencadenar la actividad en los sistemas de control descendente
(Basbaum y Jessel, 2000).

Tracto Espinorreticular: asciende por el cuadrante anterolateral de la
médula espinal y termina en la formacion reticular y el talamo. Esta via
parece estar implicada directamente en la activacién de sistemas de control
descendente (Basbaum y Jessel, 2000). |

Tracto Espinomesencefalico: se proyecta del cuadrante anterolateral de la
médula espinal a la formacion reticular del mesencéfalo y a la sustancia gris
periacueductal, y por la via del tracto espinoparabraquial, se proyecta al
nucleo parabraquial. Sucesivamente, las neuronas del nicleo parabraquial
proyectan a la amigdala, uno de los componentes mas importantes del
sistema limbico. Se cree que contribuye al componente afectivo del dolor
(Basbaum y Jessel, 2000).

Tracto Espinocervical: surge de neuronas en el nucleo cervical lateral,
localizado en la sustancia blanca lateral en la parte superior de los dos
segmentos cervicales de la médula espinal. La mayoria de axones cruzan la
linea media y ascienden al nucleo talamico y al cerebro medio. Este tracto
participa en los componentes sensoriales y afectivos del dolor (Basbaum y
Jessel, 2000).

Tracto Espinohipotalamico: sus fibras se proyectan directamente a los
centros supraespinales de control autonémico y participa en la activacion de
las respuestas neuroendocrinas y cardiovasculares (Basbaum y Jessel,
2000).
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3.4 Talamo y corteza cerebral

El talamo es el objetivo de muchos tractos nociceptivos ascendentes y
es considerado como el relevo crucial para la recepcion y el procesamiento
de la informacion nociceptiva en su camino hacia la corteza. La informacion
nociceptiva es procesada en los nicleos del talamo, siendo de particular
importancia el grupo de nicleos laterales y mediales. El grupo de nucleos
laterales del talamo comprende el nicleo medial ventroposterior, el ntcleo
lateral ventroposterior, y el nucleo posterior. Estos nucleos reciben
informacién por la via del tracto espinotalamico, principaimente de las
neuronas nociespecificas y de las de rango dinamico amplio en las laminas |
y V de la médula espinal. Las neuronas de estos nucleos tienen pequefios
campos receptores, igual que las neuronas espinales que se proyectan a
ellos. El talamo lateral puede por lo tanto estar relacionado con la
localizacién del dafio.

El grupo de nucleos mediales del tdlamo, comprende el niicleo central
lateral del talamo y el complejo intralaminar. La mayor parte de la
informacion la reciben de las laminas VIl y VIl de la médula espinal. Muchas
neuronas del tdlamo medial responden 6ptimamente a estimulos nocivos
pero también tiene extensas proyecciones al ganglio basal y diferentes areas
corticales. Se sabe que estd relacionado con el procesamiento de la
informacion nociceptiva (Basbaum y Jessel, 2000).

La evocacion de la sensacion dolorosa se efectia en la corteza
somestésica primaria, pero existen otras areas involucradas como la corteza
anterior del cingulo y la corteza insular. Por medio de la tomografia por
emision de positrones se ha determinado que estas dos ultimas también
participan en el procesamiento nociceptivo, la circunvolucién cingulada, se
cree que participa en el proceso del componente emocional del dolor, y la
corteza insular, cuya funciébn se asocia con la integracion de los
componentes sensitivos, afectivos y cognoscitivos del dolor (Kenshalo e
Isensee, 1983; Basbaum y Jessel, 2000).
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3.5 Mecanismos centrales de inhibicion del dolor

El sistema nervioso central posee circuitos moduladores que tienen
como funcién regular la percepcién del dolor. El primer sitio de modulacién
es la médula espinal o su equivalente en la sensibilidad de la cara, el nlcleo
del trigémino, en donde las interconexiones entre vias aferentes nociceptivas
y no nociceptivas pueden controlar la transmision de la informacion
nociceptiva hacia el cerebro (Basbaum y Jessel, 2000). Sabemos que en la
médula espinal existe un control local o medular de la transmisién de la
informacién nociceptiva que dio lugar a “la teoria de la compuerta”,
formulada en 1965 por Melzack y Wall. Segun la teoria, las neuronas de la
lamina V y posiblemente lamina | del asta dorsal de la médula espinal,
reciben informacion excitadora convergente de las fibras no nociceptivas Ap
y de las nociceptivas, fibras A8 y C. Las fibras AB inhiben el disparo de las
neuronas en la lamina V por la activacion de interneuronas inhibidoras en la
lamina |l. Las fibras A8 y C excitan las neuronas de la lamina V, pero
también inhiben el disparo de las interneuronas inhibidoras de ia lamina I,
las cuales son activadas por las fibras AB. En otras palabras, las fibras
aferentes no nociceptivas "cierran" y las fibras aferentes nociceptivas "abren"
una compuerta para la transmision central de estimulos nociceptivos que
entran (Basbaum y Jessel, 2000).

Ademas del control medular, existe un control supraespinal o superior
de la transmisién de la informacién nociceptiva. De esta forma se ha
observado que la estimulacion eléctrica de la sustancia gris periacueductal,
la sustancia gris que rodea el cuarto ventriculo y el acueducto cerebral,
produce una profunda y selectiva analgesia. La estimulacion de la sustancia
gris periacueductal bloquea también el reflejo de retirada mediado por la
médula espinal y producido por estimulacion nociva. Este bloqueo ocurre
gracias a la activaciobn de vias descendentes que inhiben neuronas
nociceptivas en la médula espinal. También posee conexiones excitadoras
con neuronas del bulbo raquideo rostroventral, en particular con neuronas
serotoninérgicas en la linea media del nicleo magno del rafe. La

estimulacién del bulbo rostroventral produce inhibicién de las neuronas
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medulares del asta dorsal, incluyendo neuronas del tracto espinotalamico,
que responde a estimulacién nociva.

Otros sistemas inhibidores descendentes que suprimen la actividad
nociceptiva de las neuronas del asta dorsal se originan en el locus ceruleus
noradrenérgico y otros ntcleos del tronco del encéfalo (Basbaum y Jessel,
2000).

Se ha demostrado que la analgesia inducida por opioides comparte las
mismas vias de la analgesia producida por estimulacién eléctrica
supraespinal. Por medio de microinyeccion de morfina u otros opiaceos en
regiones especificas del cerebro de ratas, se ha observado una inhibicién de
las respuestas de las neuronas nociceptivas en el asta dorsal. La sustancia
gris periacueductal es el sitio mas sensible para provocar éste efecto, lo que
demuestra que la morfina induce analgesia por medio de la activacion de

vias inhibidoras descendentes (Basbaum y Jessel, 2000).
3.6 Sistemas inhibidores y facilitadores descendentes

Las vias descendentes originadas en el tronco del encéfalo y otras
estructuras, juegan un papel muy importante en la modulacién e integracion
de los mensajes nociceptivos en el asta dorsal. Los sistemas involucrados
en estos mecanismos inhibidores descendentes son opioides,
serotoninérgicos, noradrenérgicos y en menor grado dopaminérgicos (Fields
y Basbaum, 1994; Holstege et al., 1996; Millan, 1995).

Las vias descendentes modulan (generalmente reducen) la liberacion
de neurotransmisores de las terminales nociceptivas de las fibras aferentes
periféricas (Fields y Basbaum, 1994; Travagli y Williams, 1996). Ademas, la
activaciéon de vias descendentes inhibe la respuesta nociceptiva de las
neuronas de proyeccion, directa e indirectamente, por medio de la inhibicion
de neuronas excitadoras y la excitacion de neuronas inhibidoras (Fields y
Basbaum, 1994; Lin et al., 1994; Loépez-Garcia y King, 1996). Ciertos
estudios han demostrado que las vias descendentes inhiben
preferentemente la excitabilidad generada por estimulos nocivos, mas que la
producida por estimulos inocuos, en las neuronas convergentes o de clase 2
de la médula espinal (Fields y Basbaum, 1994).

10
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Sin embargo, las vias descendentes no ejercen exclusivamente
acciones inhibidoras sobre las neuronas del asta dorsal. Es mas, distintas
sustancias pueden ejercer multiples acciones en el asta dorsal, dependiendo
del tipo de neurona que sea su diana (por ejemplo una interneurona
inhibidora o una neurona de proyeccién) y del receptor activado (por ejemplo
receptores serotoninérgicos inhibidores o excitadores). Ademas, las vias
descendentes inhibidoras y facilitadoras hacia el asta dorsal pueden
derivarse incluso de una misma estructura (Monhemius et al., 1997). Hay
evidencia de que los mecanismos facilitadores descendentes ejercen
acciones excitadoras sobre las terminales nociceptivas de fibras aferentes
periféricas, asi como también, en neuronas intrinsecas del asta dorsal
(Almeida et al., 1996; Bardin et al., 1997; Millan, 1995). Algunas de estas
neuronas intrinsecas pueden ser interneuronas inhibidoras, pero otras son
probablemente interneuronas excitadoras y neuronas de proyeccién. En este
Gltimo caso, su activacion tendria como resultado un incremento de la
transmision nociceptiva.

El papel de muchos de los neurotransmisores localizados en el asta
dorsal y que intervienen el la facilitacion descendente no se conoce aun y
podrian ofrecernos una estrategia para lograr una analgesia

complementaria.

3.7 Neourotransmisores y neuromoduladores implicados en el

procesamiento de la informacion nociceptiva

Hay numerosos neuromoduladores que actuan en el procesamiento de
la informacion nociceptiva: opioides, glutamato, acido y-aminobutirico
(GABA), neuropéptidos como la sustancia P (SP), péptido relacionado con
el gen de la calcitonina (CGRP), trifosfato de adenosina (ATP), éxido nitrico,
prostaglandinas, etc. (He et al.,1990; Schaible y Grubb, 1993; Todd y Spike,
1993). Todos estos numerosos sistemas se pueden dividir en dos grandes
grupos: aquellos mediadores quimicos cuya liberacién facilita la transmision
del mensaje nociceptivo (sistemas pronociceptivos o proalgésicos) vy
sistemas inhibidores de esta transmisidn (sistemas antinociceptivos o

analgésicos). El equilibrio o desequilibrio entre ambos tipos de sistemas da

11
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lugar a la evocaciéon mas o menos intensa de la sensacién de dolor o bien a
la aparicion de analgesia. Es imposible comentar todos ellos en esta
introduccién, y tampoco es el objetivo de este trabajo reunir toda la
informacién disponible sobre este tema. Por ello nos vamos a referir

Unicamente a aquellos sistemas relevantes para el presente estudio.
3.8 Péptidos opioides

Se sabe que los opiaceos como la morfina y el fentanilo son farmacos
analgésicos efectivos. Sus acciones son similares a las que realizan de
forma natural los sistemas opioides endégenos. Entre estos se conocen
cuatro familias de péptidos opioides: encefalinas, endorfinas, endomorfinas y
dinorfinas, que activan tres tipos de receptores opioides especificos: p, 8 y x
(pasternak, 1993; Reisine, 1995). Estas cuatro familias de péptidos son
capaces, como consecuencia de la activacion de los receptores opioides, de
inducir acciones farmacoldgicas similares a la morfina y ser antagonizados
por el antagonista opioide no selectivo naloxona a distintas concentraciones.

Entre las acciones de los opioides destaca por su interés clinico la
analgesia. Los opioides producen basicamente una inhibicién de la liberacion
de neurotransmisores desde terminales de neuronas sensoriales primarias
aferentes, bloqueando de esta forma la transmisién de la informacién
nociceptiva que entra en el SNC. Este bloqueo puede suceder en distintos
niveles: periférico, espinal y supraespinal, y esta relacionado con la
distribucién anatémica de los receptores opioides (Kanjhan, 1995).

Los receptores opioides se encuentran en diversas areas del cerebro,
particularmente en la sustancia gris periacueductal y en la médula espinal
(Pasternak, 1993), asi como en el sistema nervioso periférico (Stein, 1995)
concretamente en neuronas mientéricas intestinales (Hutchinson et al,,
1975). Los receptores opioides pertenecen al grupo de receptores celulares
de membrana, asociados a proteinas G, que son receptores formados por
siete dominios transmembrana, siendo los extremos amino y carboxilo
terminal las regiones que mas divergen entre los distintos subtipos de

receptores opioides.
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Los receptores opioides actiian acoplados a proteinas G inhibidoras de
la adelinato ciclasa, su activacién produce una disminucion de los niveles de
AMPc, lo cual produce una alteracién de la fosforilacién de proteinas
intracelulares, cierre de los canales de Ca** voltaje-dependientes e
incremento de la conductancia al K*. Estas alteraciones producen finaimente
disminucion de la excitabilidad de la membrana neuronal, inhibicion de la
transmisién sinaptica y cambios en la expresion génica (Childers, 1991).

Los receptores p estan distribuidos ampliamente en el SNC y en la
periferia. Los agonistas selectivos del receptor y son potentes analgeésicos,
lo cual nos indica que estos receptores ubicados en estructuras espinales,
supraespinales y periféricas, juegan un importante papel en la nocicepcion
(Hansen y Morgan, 1984; Stein, 1993). También estan implicados en el
control de numerosas funciones fisioldgicas como la respiracién, funciones
cardiovasculares, transito intestinal, aprendizaje y memoria, secrecion
hormonal y respuestas inmunes. Sus agonistas exégenos mas utilizados en
la clinica son la morfina y el fentanilo. El etonitazeno con estructura derivada
o similar al fentanilo parece ser el agonista mas potente y selectivo de este
receptor (Emmerson et al., 1994). El antagonista naloxona tiene una afinidad
mas alta por el receptor u que por el resto de receptores (Magnan et al.,
1982; Emmerson et al., 1994).

El receptor & tiene una distribucion mas restringida que el receptor p.
Esta implicado en varios procesos fisiolégicos como la analgesia, la
integracidén motora, la motilidad gastrointestinal, el olfato, la respiracion, la
funcién cognitiva, las alteraciones emocionales, etc. (Dhawan et al., 1996;
Paeile, 1999). Sus principales agonistas son las encefalinas y péptidos
derivados de estas (Lord et al., 1977). El primer antagonista sintetizado para
estos receptores fue el naltrindol, un derivado de la naltrexona (Portoghese
et al., 1988).

El principal y mas relevante sitio de distribucion de los receptores x es
el asta posterior de la médula espinal, especialmente en laminas
superficiales. Su distribucién en el resto del SNC es compleja ya que existen
diferencias importantes seglin la especie animal {Paeile, 1999). Estan
implicados en la nocicepcion, la diuresis, la alimentacion y el sistema

13
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endocrino (Hansen y Morgan, 1984). Algunos de los agonistas exégenos
mas selectivos son el U-50,488H (Lahti et al., 1982; Von Voigtlander et al.,
1983), el U-69,593 (Lahti et al.,, 1985) y el U-62,066 (espiradolina; Von
Voigtlander y Lewis, 1988). El mas importante antagonista del receptor k es
la nor-binaltorfimina (nor-BNI), un derivado de la morfina (Portoghese et al.,
1987), el 1S, 2S-trans-2-isotiocianato-4,5-dicloro-N-metil-N-[2-(1-pirrolidinil)
ciclohexil] benceno acetamida 3a) (UPHIT) y el 2-(3,4-Diclorofenil)-N-metil-N-
[(1S)-1-(3-isotiocianatofenil)-2-(1-pirrolidinil)etiljacetamida)  (DIPPA) (De
Costa et al., 1989; Chang et al., 1994).

4, ADENOSINA

4.1 Estructura y origen

La adenosina es un nucledsido de la adenina presente en todas las
células del organismo e implicada en la regulacién de muchos procesos
fisiolégicos. La figura [.2 representa la estructura de la adenosina formada
por una base de purina (adenina) y una pentosa.

La adenosina puede ser liberada desde las células metabdlicamente
activas por difusion facilitada o generada extracelularmente por via de
degradacién del ATP. Dentro de la célula, la adenosina se puede formar a
partir del ATP por la acciéon de la §-nucleotidasa intracelular (Figura 1.3).
Fuera de la célula se forma por el metabolismo o liberacién de las ecto-
nucleotidasas, la principal es la ecto-5'-nucleotidasa. La adenosina puede
también originarse dentro de la célula a partir del 3',5’-monofosfato ciclico
(AMPc) o de los receptores acoplados a la proteina G {(GPCRs) con
subsecuente conversion a AMP por la fosfodiesterasa (Figura 1.3; Rosenberg
y Li, 1995; Brundege et al., 1997). Otra fuente de formacion de la adenosina
dentro de la célula es a partir de la S-adenosil-homocisteina (Figura 1.3;
Latini y Pedata, 2001).

4.2 Transporte y metabolismo de la adenosina

La adenosina es liberada al espacio extracelular a través de los

canales de la membrana celular, por moléculas transportadoras de
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nucledsidos especificas. Hay dos tipos de transportadores de nucledsidos,
los transportadores equilibradores de nucledsidos (ENTs), los cuales
transportan nucledsidos a través de la membrana en cualquier direccion
siguiendo el gradiente de concentracion, y los transportadores
concentradores de nucledsidos (CNTs), que intervienen en el flujo de
nucledsidos a través de un gradiente de concentracién y estan acoplados al

gradiente de Na* transmembrana (Thorn y Jarvis, 1996).

Ha
Estructura de N
la adenosina
N
HO 0
N
C
H
HO OH

Figura 1.2. Estructura molecular de la adenosina compuesta por la pentosa y adenina.

Hay dos formas de ENT, un transportador equilibrador sensible (ENT1),
que es sensible a bajas concentraciones de nitrobenciltioinosina, y un
equilibrador insensible (ENT2) que es mucho menos sensible de inhibicion
por nitrobenciltioinosina. Ambos transportadores son inhibidos por
dipiridamol. Estudios recientes demuestran que aunque los dos tipos de ENT
se encuentran presentes en el SNC, el ENT2 es el transportador
predominante en el cerebro de ratas (Anderson et al., 1999a y b).
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En su metabolismo la adenosina intracelular es fosforilada a AMP por
la adenosina cinasa (AK), o desaminada a inosina por la adenosina
deaminasa (AD; Geiger et al., 1997). La AK es una enzima citosélica que
esta distribuida ampliamente en el cerebro, mientras que la AD es una
enzima citosolica y extracelular que esta concentrada en ciertas regiones del
cerebro y la médula espinal, como en los cuerpos y vesiculas sinapticas,

células gliales y el cerebelo (Franco et al., 1997; Geiger et al., 1997).

ATP ——
Adenil
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quinasa ATPasas quinasa
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citosdlica quinasa

AN
SAH hidrolasa \» _./

J “——» ADENOSINA

Homocisteina

Figura L.3. Principales vias para la formacion intracelular de adenosina. La adenosina
es formada a partir de la 5-AMP por la 5'-nucleotidasa citosélica y es convertida de
nuevo a 5-AMP por la adenosina cinasa (lo que requiere ATP como donador de
fosfato). La adenosina puede ser también formada por la accién de la S-adenosil
homocisteina hidrolasa (SAH).

16



Introduccioén

4.3 Receptores de adenosina

Las purinas (adenosina, AMP, ADP, ATP) realizan muchos de sus
efectos actuando sobre receptores especificos clasificados en dos
subgrupos principales: receptores P1 y P2. La adenosina es
farmacologicamente activa sobre los receptores de membrana P1
(Burnstock, 1972). Pertenecen a la familia de receptores acoplados a la
proteina G (GPCR) o grupo de receptores de siete dominios transmembrana,
estos receptores han sido clonados y caracterizados en varias especies de
mamiferos incluyendo humanos (Fredholm y Linden, 2001).

Los receptores P1 se subdividen en A1, A25, A2g y A3 (Fredholm et
al., 1994). Los receptores A1 y A2 han sido localizados en el cerebro
(Goodman y Snyder, 1982) y en la médula espinal y los receptores A1y A2x
se han implicado en las funciones de neuromodulacion. Los receptores A1
tienen una expresién muy alta principalmente en la sustancia gelatinosa,
corteza cerebral, cerebelo, hipocampo y asta dorsal de la médula espinal
(Choca et al., 1988; Fredholm y Linden, 2001). Los receptores A2, poseen
altos niveles de expresion en neuronas gabaérgicas situadas en el nucleo
caudado, putamen, nucleo accumbens, tubérculo olfatorio y bulbo olfatorio
(Tabla 1.1; Fredholm y Linden, 2001). Los receptores A2g poseen bajos
niveles de expresion en el cerebro (Tabla 1.1; Dixon et al., 1996) y los
receptores A3 tienen aparentemente niveles intermedios de expresion en el
cerebelo e hipocampo humano y bajos niveles en el resto del cerebro (Tabla
I.1; Fredholm y Linden, 2001).

Los receptores A1 en la médula espinal se han asociado con efectos
antinociceptivos, dando lugar su activacion a una disminucién del AMPc.
(Karlsten et al., 1990; Sawynok, 1991; Lee y Yaksh, 1996). Los agonistas
selectivos del receptor A1 son la ciclopentil adenosina (CPA) que es el
agonista mas especifico; la cloro ciclopentil adenosina (CCPA) y la ciclohexil
adenosina (CHA). Entre los antagonistas del receptor A1 se encuentra el
1,3-dipropil-8-ciclopentil xantina (CPCPX) y el 8-ciclopentil-1,3-dimetil
xantina (CPT) un antagonista mas selectivo que el anterior (Tabla 1.1;
Fredholm y Linden, 2001).
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neuronal.

nerviosa.

Receptor A1 A2, A2g A3
Agonistas CPA, CCPA, CGS21680, Ninguno. Cl-IB-MECA.
selectivos CHA. HENECA, CV-
1808, CV-1674,
ATL146e
Antagonistas | 8-Ciclopentil-1,3- | Moderadamente MRS1754, MRS 1220, MRE
i dimetil xantina, L enprofilina. 3008-F20, MRS
selectivos DPCPX. selectivos: 1191, MRS 1523,
ZM241385, KF
17387, CSC.
Funciones en | Nocicepcion, Regulacién de la Relajacion de fa | Aumento de Ja
los tejidos bradicardia, integracion musculatura lisa | liberacion de
inhibicion de la sensorial-motora vascular y de mediadores en
lipolisis, en ganglios intestino, mastocitos
reduccion del basales, inhibicion | inhibicién de la | (algunas
filtrado de la agregacion funcion de especies).
glomerular, plaquetaria y de monocitos y
reduccion de la leucocitos macréfagos,
actividad polimorfonucleares, | aumento de la
simpatica y vasodilatacién, liberacién de
parasimpatica, proteccidn contra el | mediadores en
inhibicion dafio isquémico, | mastocitos
presinaptica, estimulacion de la | (algunas
hiperpolarizacion | actividad sensitiva | especies).

Distribucion

Cerebro
(corteza,
cerebelo,
hipocampo),
asta dorsal de
médula espinal.
En menor
cantidad en
otras regiones
cerebrales,
musculo
esquelético,
higado, rifién,
esoéfago, colény
pulmon
(posiblemente
en bronquio)

Bazo, timo,
leucocitos
(linfocitos y
granulocitos),
plaquetas,
neuronas
gabaérgicas
(nucleo caudado,
putamen, ntcleo
accumbens,
tubérculo olfatorio)
y bulbo olfatorio.
En menor cantidad
en corazén,
pulmoén y vasos
sanguineos.

Coldn, intestino
delgado y
vejiga. En
menor cantidad
en pulmén,
vasos
sanguineos,
mastocitos, ojo,
cerebro,
higado, ovario.’

Mastocitos (ratas)
y en menor
cantidad en
cerebelo,
hipocampo,
pulmoén, bazo,
tiroides, corazén e
intestino.

Tabla I.1. Resumen de los principales agonistas, antagonistas, funciones sobre tejidos y

distribucion de los receptores de la adenosina (sacado de Fredholm et al. 2001).

La activacidén del receptor A2 posee un efecto contrario al receptor A1,

produce pronocicepciéon por medio del incremento de los niveles de AMPc en

la terminacién nerviosa sensorial (Sawynok, 1998).
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La activacion del receptor A3 de adenosina produce también un
comportamiento nociceptivo a través de la liberacion de histamina y
serotonina de los mastocitos y la accion de estos mediadores quimicos en
las terminaciones nerviosas (Sawynok, 1998).

En la tabla 1.1, resumimos las principales caracteristicas de estos

receptores, asi como su distribucion.
4.4 Funciones de la adenosina

En la actualidad es motivo de discusién intensa la razén por la cual el
principal combustible celular, el ATP, constituyente esencial de todas las
células y su metabolito la adenosina, estan directamente implicados en la
comunicacién neuronal. La adenosina es una sustancia que esta presente
en todas las células, incluyendo las neuronas y la glia, y es liberada
aparentemente de todas ellas al espacio extracelular (Ribeiro et al., 2002).
Esta involucrada en muchos mecanismos reguladores, tanto en condiciones
fisiolégicas, como fisiopatologicas (Pelleg y Porter, 1990; Abracchio y
Burnstock, 1998). Se ha reconocido que es un importante modulador de la
neurotransmisién y ha sido implicado en muchas funciones como la
regulacion de la vigilia y el suefio, la ansiedad, la neuroproteccion, el
aprendizaje y la memoria (Ribeiro et al., 2003). En ciertas condiciones
patoldgicas, la adenosina se comporta como un neuroprotector, actuando en
las neuronas, regulando el flujo cerebral y limitando la activacion de células
inflamatorias a nivel central. Esta actividad puede ser de especial relevancia
en situaciones como accidentes cerebrovasculares y epilepsia (Fredholm,
1997; Dunwiddie y Fredholm, 1997; Mayne et al., 2001).

El principal aspecto de interés en nuestro estudio se centra en la
actividad antinociceptiva de la adenosina. Una actividad que deriva
preferentemente de la activacion del receptor A1 (Lee y Yaksh, 1996;
Nakamura et al., 1997; Poon y Sawynok, 1998; Khandwala et al., 1998). La
administracién de agonistas del receptor A1 en la pata inflamada de ratas
produce antinocicepcion en un modelo de hiperalgesia por presion (Taiwo y
Levine, 1990) y en el modelo de concentracion baja de formalina (Karlsten et
al.,, 1992). La accién del agonista del receptor A1 parece que se ejerce
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directamente sobre la terminacion nerviosa sensorial y es el resultado de la
inhibicién de la adelinato ciclasa y la disminucién en la produccién de AMPc
(Taiwo y Levine, 1991; Khasar et al., 1995). Sin embargo, existen evidencias
de que la actividad periférica del receptor A1 es mas compleja, se ha
propuesto que el receptor A1 de la adenosina forma parte de un complejo
multirreceptor periférico junto con el receptor p-opioide y el a-adrenérgico y
que actian en las areas periféricas como un grupo de receptores que
comparte mecanismos de accién comunes (Aley y Levine, 1997).

El interés sobre los analogos de la adenosina, fue mas prominente
cuando la accion antinociceptiva de éstos, administrados por via sistémica,
se atribuy6 a una funcidén sobre la médula espinal (Post, 1984; Holmgren et
al.,, 1986). Desde entonces la mayor parte de estudios han utilizado como
ruta la administracion directa de adenosina o sus analogos en la médula
espinal, para evaluar sus propiedades antinociceptivas. Estos estudios han
demostrado qUe la adenosina administrada directamente sobre la médula
espinal o en forma sistémica produce antinocicepcion utilizando varios
modelos de experimentacion, incluyendo la prueba de dolor nociceptivo
agudo, pruebas de dolor inflamatorio y pruebas de dolor neuropatico. En
humanos la administracién espinal de adenosina también produce analgesia,
especialmente en estados de sensibilizacion (Belfrage et al., 1999; Eisenach
et al.,, 2002). También se observa una potente analgesia cuando se
administra la adenosina como adyuvante de la anestesia por via
intracerebroventricular (i.c.v; Zarate et al., 1999).

Los receptores A1 de adenosina esta localizados principalmente en la
sustancia gelatinosa (Goodman y Snyder, 1982; Geiger et al., 1984; Choca
et al., 1988), en las neuronas postsinapticas a las aferentes primarias y en
las proyecciones descendentes dentro del asta dorsal (Geiger et al., 1984;
Choca et al.,, 1988). Un gran nimero de mecanismos celulares han sido
implicados con la antinocicepcién espinal producida por la adenosina. Estos
incluyen la hiperpolarizaciéon de las neuronas nociceptivas, por interaccién
con los canales de K* sensibles al ATP (Salter et al., 1993; Li y Perl, 1994).
Esta accioén probablemente participa en la acciéon de inhibicion postsinaptica
de la sustancia P y los aminoacidos excitadores (Doi et al., 1987; DeLander

y Wahl, 1991). La dltima accién puede ser de particular importancia para la

20



Introduccién

inhibicion del fenémeno de wind-up que ha sido observada después de la
administracién en la médula espinal de un analogo de la adenosina (Reeve y
Dickenson, 1995). También hay evidencia de una accién presinaptica de la
adenosina sobre las terminaciones aferentes, ya que los analogos de
adenosina inhiben la liberacién de sustancia P y del péptido relacionado con
el gen de la calcitonina, cuando se aplica sobre rodajas de médula espinal
que son estimuladas eléctricamente (Santicioli et al., 1993). Se ha
demostrado también que puede inhibir la liberacibn de aminoacidos
excitadores de forma presinaptica. Una accién que resulta de la inhibicién de
la entrada de calcio dentro de las terminaciones nerviosas (Burke y Nadler,
1988).

4.5 Adenosina y opioides

Un vinculo entre los sistemas de adenosina y opioide fue encontrado
inicialmente cuando se investigaba el papel del AMPc en la accién de la
morfina. Un gran nimero de estudios ha demostrado que la administracion
sistémica de adenosina y sus analogos potencian la antinocicepcién inducida
por la morfina (Ahlijanian y Takemori, 1985; Contreras et al., 1990; Malec y
Michalska, 1990). Se ha demostrado también que la administracién de
morfina produce la liberacion de adenosina en preparaciones de médula
espinal in vivo e in Vitro (Sweeney et al., 1987 y Sweeney et al., 1989). En
esta liberacién se cree que esta implicado el receptor y, y no los receptores
opioides & o Kk, aunque también se ha observado una sinergia entre los
agonistas de los receptores p y 0 (Cahill et al., 1996). La liberaciéon de
adenosina por morfina es calcio dependiente, e implica a los canales tipo N
de Ca®"; ocurre de forma bidireccional y se origina de las neuronas sensibles
a la capsaicina (Sweeney et al., 1989).

Asimismo, algunos estudios de comportamiento han evidenciado la
liberacion espinal de adenosina por opioides. De esta manera, la
administracién espinal de metilxantinas inhibe la analgesia espinal producida
por morfina (DeLander y Hopkins, 1986; Sweeney et al., 1987) y los opioides
M, pero en menor grado o ninguno la analgesia mediada por los receptores
opioides 0 y k (DeLander et al., 1992; Cahill et al., 1995).
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La habilidad de la morfina para estimular la liberacion de un gran
nimero de neurotransmisores clasicos, puede ser resultado de la activacion
de la proteina cinasa C. De esta manera, la morfina aumenta la formacion de
inositol 1,4,5-trifosfato por via de la proteina G sensible a la toxina pertusica,
aumenta la disponibilidad intracelular de Ca® y activa la proteina cinasa C,
la cual puede fosforilar las proteinas sinapticas implicadas en la liberacién de
neurotransmisores (Sarne et al., 1996; Smart y Lambert, 1996). Dentro de
las neuronas sensoriales, la activacion de la proteina cinasa C aumenta la
liberaciéon de neuropéptidos (Barber y Vasko, 1996), y hay evidencias de que
la morfina puede activar la proteina cinasa C en dichas neuronas (lnoue y
Ueda, 2000).

Ademas es importante recalcar que la administracién de morfina
produce una liberacion de adenosina no sélo en la médula espinal sino
también en algunas partes del SNC y el sistema nervioso periférico
(Fredholm y Vernet, 1978; Stone, 1981; Wu et al,, 1982; Sweeney et al.,
1993).

4.6 ;Estan implicados los receptores A1 de adenosina supraespinales

en el procesamiento de la informacidon nociceptiva?

Como hemos visto anteriormente la mayor parte de estudios sobre el
efecto antinociceptivo mediado por la adenosina y sus analogos que se han
realizado, se han centrado en el papel que tienen estos en la médula espinal
y en los tejidos periféricos. Pero sabemos ademas que existen receptores A1
de adenosina distribuidos ampliamente en el cerebro, incluyendo la corteza
cerebral, el cerebelo y el hipocampo (Fredholm et al., 2001) de los cuales no
se ha descrito si tienen alguna funcion en el desarrollo de la antinocicepcion.

Es por eso por lo que nos interesamos en estudiar el papel que tienen
los receptores A1 de adenosina localizados en zonas supraespinales, en el
procesamiento medular de la informacién nociceptiva, analizando las
acciones antinociceptivas del analogo de la adenosina N°-ciclopentil
adenosina (CPA).

También como se comenté antes, se ha sugerido que a nivel
periférico puede existir una cooperacion entre los sistemas de receptores
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opioides, a-adrenérgicos y A1 de adenosina, funcionando como un complejo
receptorial con mecanismos intracelulares comunes (Aley y Levine, 1997). Y
hemos visto cémo existe un alto grado de interaccion entre los sistemas
opioides y de la adenosina. Por ello también nos hemos preguntado si existe
alguna relacion entre los sistemas de receptores opioides y A1 de adenosina

a nivel central en el procesamiento de la informacion nociceptiva.
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Objetivos

OBJETIVOS GENERALES

Determinar si el efecto antinociceptivo de la adenosina se localiza a nivel
supraespinal o exclusivamente espinal.

Si el efecto se ejerce también a nivel supraespinal, determinar si esta
mediado por los receptores A1. A

Estudiar si en el efecto antinociceptivo de la adenosina existe una
implicacién de los receptores opioides.

Si existe una interaccién entre estos dos sistemas, determinar si esta
mediada por los receptores opioides [ o k.

Si dicha interaccion ocurre, estudiar si existe una potenciacion o
sinergismo del efecto antinociceptivo de los opidaceos p o k por la

activacion de los receptores A1 de adenosina.
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Material y Métodos

1. Técnica de unidades motoras aisladas (UMAs)

La técnica de UMAs se basa en el estudio del “reflejo de retirada” el
cual es un reflejo puramente espinal y nociceptivo. Mediante esta técnica
medimos las respuestas nociceptivas directas de la médula espinal sin
necesidad de realizar una gran cirugia, y por tanto, utilizando un sistema
mas fisiolégico y menos traumatico Esta técnica ademas nos permite
registrar el conocido “cédigo de frecuencia” que permite determinar la
intensidad de la respuesta nociceptiva en funciéon de la intensidad del
estimulo y del grado de sensibilizacién de la médula espinal. Asimismo, al
registrar la actividad de una Gnica unidad motora, en musculos implicados en
este reflejo, y cuantificar potenciales de accién al ser activada con estimulos
nocivos, la técnica nos permite estudiar el efecto antinociceptivo (o
anaigésico) de algun farmaco si éste reduce su nimero de respuestas al
administrario (Herrero y Headley, 1991; Herrero et al., 1997; De Felipe et al.,
1998; Romero-Sandoval et al., 2003; Gaitan et al., 2003).

La técnica permite ademéas combinar distintos tipos de estimulacion,
tanto natural (mecanica o térmica) como artificial (eléctrica). Esta ultima
provoca la activacién de fibras AB, Ad y C y por tanto, permite discriminar
respuestas de baja y alta intensidad, asi como estudiar el fenémeno de wind-
up (ver mas adelante). Por altimo, la técnica permite estudiar animales
normales, o distintos tipos de sensibilizacion medular y estudiar la
implicacién directa de la médula espinal en respuestas nociceptivas o la
influencia de sistemas supraespinales moduladores en estas respuestas.
Para ello se utilizan animales con inflamacién de tejido blando, artritis,

neuropatia, animales espinalizados o intactos.

1.1. Animales y Cirugia

En el presente trabajo se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar,
con peso comprendido entre 225-330g que fueron criadas en el animalario
de la Universidad de Alcala bajo condiciones estandar de temperatura, ciclos
de luz/oscuridad, comida y agua ad libitum de acuerdo con el reglamento de

este centro.
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1.2. Cirugia preparatoria

Para el registro de las UMAs realizamos una cirugia preparatoria bajo
anestesia con halotano en oxigeno al 5 % para induccién y 2-3 % para
mantenimiento. La cirugia consistié, primero, en la canulacién de la traquea
(para mantener las vias aéreas permeables) con un catéter de polietileno de
2 mm de diametro, 2 6 3 anillos por debajo de la glandula tiroides. Después
se canulé una arteria carétida (para monitorizar la presién arterial), y dos
ramas superficiales de las venas yugulares (una para la administraciéon de
los farmacos en estudio y otra para fluidoterapia y administracion del
anestésico que sustituye al halotano al finalizar la cirugia). Para la
canulacion de los vasos sanguineos se utilizaron catéteres de polietileno de
0.96 mm de diametro externo y 0.58 mm de diametro interno (PORTEX) los
cuales son fijados con hilos de sutura de seda trenzada 3/0.

Al finalizar la cirugia se sustituyé el halotano por a-cloralosa
administrada por via intravenosa con una dosis de induccién de 50 mg/kg y
mantenimiento de 20 mg/kg/hora por medio de una bomba de infusion,
diluida en solucién salina y administrada a razén de 1 mi/h. Este protocolo de
infusién permite mantener un nivel de anestesia estable, y que por tanto las
respuestas nociceptivas también lo sean y, ademas, un nivel de fluidoterapia
e hidratacion adecuados. Por ultimo, se introdujo subcutaneamente un
electrodo de bola de plata clorulada en la pata trasera derecha del animal,
cerca del lugar de registro, para derivacion a tierra. La pata trasera derecha
del animal fue fijada en semiextension con escayola a una base de acrilico,
disefiada especialmente para tal efecto (55 mm de largo y 40 mm de ancho;
Figura M.1).

Después de la cirugia de preparacién del animal, se dej6 reposar por

lo menos una hora antes de iniciar el registro electrofisiolégico (Figura M.1).
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Figura M.1. Preparacion del animal para el registro de UMAs. La pata trasera esta
fijada a una base de metacrilato con escayola y se puede observar el “pincher” para
la estimulacién mecadnica y las agujas para estimulacion eléctrica sobre el dedo de la
pata trasera derecha, asi como el electrodo de registro insertado en los musculos de
la pata trasera derecha.

1.3 Animales espinalizados y sham-espinalizados

Tras la cirugia preparatoria descrita anteriormente, en los grupos de
animales espinalizados y sham-espinalizados, se realizé una incision a lo
largo de la columna dorsal y luego dos incisiones a cada lado de las apdfisis
espinosas sobre el musculo, aproximadamente desde T-8 hasta T-10. Los
musculos laterales fueron separados de las apdfisis aplicando localmente
una solucién de lidocaina (B-Braun) al 1 % con adrenalina (Sigma) 10 pg/ml,
para evitar los descensos de la presién arterial, asi como para prevenir la
posible sensibilizacion central por exceso de aferencias nociceptivas.
Posteriormente se desarticulé la union a nivel de T-9, T-10, y con un
cortahueso se realizé la laminectomia desde T-11 hasta T-8 6 T-9, una

vértebra por encima de donde observamos la desviacion lateral de la vena
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dorsal de la médula espinal. Para evitar hemorragias en el transcurso de la
cirugia se utilizé un hemostatico de colageno (Lyostypt, B Braun).

En el grupo de animales sham-espinalizados después de la
laminectomia se procedié a la apertura de la duramadre a lo largo de toda la
médula espinal expuesta.

En el grupo de los animales espinalizados se procedi6 a seccionar la
médula espinal por encima de donde se desvia la vena dorsal de la médula
con el fin de evitar hemorragias. Por ultimo, se colocé sobre la médula
seccionada una pequefia torunda de algodén bafiada en suero salino para
evitar la deshidratacion del tejido de la médula, se cerrd la incision en dos
planos y se le aplicé una pomada de lidocaina y prilocaina sobre la herida
quirargica para disminuir las aferencias nociceptivas.

Tras la cirugia se dejo reposar al animal por lo menos una hora y
media después de la espinalizacion para que se recuperara del choque

postquirurgico.
1.4 Control del nivel de anestesia y constantes fisiologicas

Para asegurar la mayor reproducibilidad posible de los resultados en
este tipo de experimentos hay que controlar que el nivel de anestesia sea el
adecuado y similar en todos los animales. Por ello utilizamos una infusién
constante del anestésico mediante bomba de infusidn; ademas se
inspeccionaron los siguientes parametros como indicadores del nivel de
anestesia: presion arterial, reflejo auditivo y corneal, frecuencia respiratoria,
y reflejo de retirada a estimulos nocivos. Se consideré6 que el nivel de
anestesia era bajo si los reflejos auditivo y corneal eran intensos, si existia
reflejo de retirada brusco al aplicar estimulos nocivos leves/moderados, o si
la frecuencia respiratoria era alta a la inspecciéon ocular. Se considerd un
nivel muy profundo de anestesia cuando ocurria lo contrario (reflejos auditivo
y corneal totalmente ausentes, respiracion superficial y con frecuencia baja y
ausencia de reflejo de retirada a estimulos nocivos altos) y/o si la presién

arterial media estaba por debajo de 100 mmHg.
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Durante todo el experimento se controlaron las constantes vitales del
animal. La temperatura central se mantuvo a 37+0.5°C por medio de una
manta termorreguladora (Harvard) conectada a una sonda rectal.

La respiraciéon del animal se logré mantener estable por medio de la
canulacién traqueal, ya que nos permite tener un buen acceso para extraer
el exceso de secreciones que podrian obstruir las vias respiratorias y asi
mantenerlas permeables. Durante todo el experimento, el animal respir6 una
mezcla de aire enriquecido con oxigeno y humidificada.

La presion arterial fue medida en todo momento por medio de la
canula arterial que se conecta a un transductor de presién estandar
(Elcomatic, EM750, serie 2283) que permite registrar la presion sistélica y
diastélica en mmHg de forma digital, y la presién arterial media de forma
analdgica. Para evitar una obstruccion de la canula se rellené con una
solucion heparinizada (heparina 5 U.l/ml; Sigma). Los experimentos se
realizaron sélo si los animales tenian la presién arterial sistélica por encima

de 100 mmHg, excepto por caidas propias de la accién del farmaco.
1.5 Médulo de registro electrofisiolégico

Para obtener el registro electrofisiologico utilizamos: un electrodo
bipolar, un preamplificador, un médulo de filtros y amplificador (Neurolog), un
osciloscopio analégico y un osciloscopio digital (Hameg) y un convertidor
A/D (CED1.1401 plus).

El electrodo bipolar que se utilizé para el registro electrofisiolégico
esta hecho a partir de una aguja hipodérmica de acero inoxidable (G26 x 20
mm), a la que se le perforaron dos agujeros de 2 mm en ambos lados de su
base. Se introdujeron por el bisel hasta los dos agujeros dos hilos de
tungsteno recubiertos de teflén y bafiados en resina epoxi. Los extremos del
bisel son limados de tal manera que los hilos no tengan contacto con Ia
aguja ni entre si. Los extremos de cada agujero son unidos a dos conectores
de 1 mm a los que se sueldan los dos cables de tungsteno, luego en la parte
superior de la base de la aguja se suelda con estafio un cable con un

conector de 2 mm y que sirve para conexion a tierra.
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El electrodo se coloca en un micromanipulador y es introducido
percutaneamente en la pata trasera derecha del animal, sobre los musculos
implicados en el reflejo de retirada, donde registra la actividad bioeléctrica de
las unidades motoras (Figuras M.1 y M.2). Para la blisqueda y aislamiento
de unidades motoras, se aplic6 una presién de intensidad media sobre los
dedos de la pata del animal mientras se movia el electrodo con el
micromanipulador. La actividad registrada se pasé a un preamplificador, con
una ganancia de 10X. Desde aqui se envié al siguiente maddulo, el de filtros y
amplificador (Figura M.2), el aislamiento de la unidad se completa gracias a
la utilizacién de un discriminador de ventana.

La sefial pasa por tres tipos de filtros: un filtro “notch”, de 50 Hz que
evita la interferencia del ruido producido por la frecuencia eléctrica, un filtro
de baja frecuencia que filtra las sefiales de hasta 500 Hz y un filtro de alta
frecuencia que filtra las sefales desde 1000 Hz.

La actividad de las UMAs es visualizada en el osciloscopio analégico
a tiempo real y en un osciloscopio digital donde se guarda en memoria para
analizar continuamente su forma y tamario.

Finalmente la sefial es enviada a un convertidor analégico-digital
(CED 1401 plus), que digitaliza la sefial aislada y a un ordenador (Figura
M.2). Esta transformacién permite analizar los datos en tiempo real a través
del programa comercial (Spike 2 3.18).

Cuando una unidad motora es aislada aplicamos para el registro dos
tipos de estimulos: estimulacién mecénica o natural y estimulacion eléctrica,

en forma alterna y en ciclos de 3 minutos de duracién (Figura M.3).

32



Material y Métodos

Médula espinal Electrodo
l Estimulacion

mecanica

—a=Estimulacion
eléctrica

Amplificador, filtros
y discriminador de

ventana
Generador de
seiales y estimulos
(ciclos)
CED
(spike 2 3.18)

J

Figura M.2. Representacién esquematica del médulo de registro fisiolégico. La sefal se
registra a través de un electrodo bipolar, pasa por un amplificador y filtros, hasta un

convertidor analégico-digital (CED) y mediante un programa comercial (spike 2 3.8) se
registra la sefal aislada en un ordenador.

La estimulacién mecanica se aplica sobre un area de 14 mm?2,
utilizando un estimulador controlado por ordenador (Cibertec), durante 10
segundos, con una intensidad de 200 mN por encima del umbral para cada
UMA. Se considera como el umbral la intensidad minima que se necesita

para que la unidad produzca un disparo estable durante por lo menos 10
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segundos. El umbral se determina mediante la aplicacién de una rampa de
presion ascendente.

La estimulacién eléctrica es aplicada por medio de dos agujas de 0.2
mm de diametro en el drea mas sensible del campo receptor cutaneo. Se
aplican 16 pulsos de 2 ms de duracién y a una frecuencia de 1Hz. La
intensidad es el doble del umbral para fibras C, siendo el umbral Ia
intensidad minima que se necesita para que se produzcan respuestas con
una latencia superior a los 150 ms después de cada pulso (Respuestas de
fibras C, Herrero y Cerverd, 1996a). Este tipo de estimulacioén, aplicada de
esta manera, genera el fenémeno conocido como wind-up (Figura M.4;
Herrero et al, 2000) que es un fenémeno mediado a nivel central en el que
intervienen los receptores NMDA y NK1. Se caracteriza por el aumento
progresivo de sus respuestas después de cada pulso de estimulacion
eléctrica. En las figuras M.3 y M.4 podemos observar registros originales de
una UMA.

A partir de esto, se tomaran tnicamente para el registro unidades con
una frecuencia de disparo estable a estimulacién mecanica Yy que generen
con la estimulacion eléctrica repetitiva de alta intensidad el fenémeno de
wind-up. El experimento sélo se inicid si las respuestas fueron estables

durante al menos tres ciclos de estimulacion
1.6 Induccidn de la inflamacién

La inflamacién se indujo 16 horas antes del experimento por medio de
la administracion de 100 pl de carragenina-A (10 mg/ml, Sigma) por via
intraplantar en la pata trasera derecha del animal. El proceso se realizd, bajo
anestesia con halotano en oxigeno con una dosis de inicio al 5 % y 2-3 % de
mantenimiento. El nivel de inflamacion se determiné mediante la medicion
del volumen plantar utilizando un pletismémetro digital (Letica). Se realizo
una medicién antes de la administracion de carragenina, al comienzo del

experimento y después del experimento.
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Figura M.3. Representacion de un registro original de una UMA. En el canal superior
observamos el registro de la presién arterial, en el segundo canal los pulsos de estimulacion
eléctrica repetitiva, en el tercer canal la estimulacién mecanica nociva y en el ultimo el registro
las respuestas de la UMA en forma de histograma.

1.7 Farmacos utilizados

Los farmacos utilizados en estos experimentos fueron: N-Ciclopentil
adenosina (CPA, Sigma), 8-Ciclopentil 1,3-dimetilxantina (CPT, Sigma),
naloxona (Sigma), fentanilo (Sigma), nor-binaltorfimina (Nor-BNI, Sigma) y
U-50,488H (Tocris).
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Figura M.4. Registro original de una UMA. Podemos observar las respuestas a una
estimulacién mecénica nociva y el fenémeno de wind-up que se produce tras la aplicacion
de estimulos eléctricos repetitivos de alta intensidad. En el recuadro podemos observar la
sumacion de las respuestas en el fenémeno de wind-up dependiente de las fibras de
latencia tardia o fibras C (al menos 150ms después del estimulo).

La CPA es un agonista selectivo del receptor A; de adenosina
(Karlsten et al., 1991; Fredholm y Linden, 2001). Para su administracién se
disolvié en Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma), a una concentracion de 0.5
ug/ul y posteriormente se diluyé en solucién salina hasta un volumen de 0.3
ml por dosis. Se administrd por via intravenosa en dosis acumulativas en
régimen logaritmico de base dos, iniciando con una dosis de 10 ug/kg y
terminando con una dosis de 320 ug/kg cada 6 minutos (dos ciclos de
estimulacion).

El CPT es un antagonista selectivo del receptor A; de adenosina
(Fredholm y Linden, 2001). Para su preparacion se disolvié en hidréxido de
sodio (NaOH) 0.1M, a una concentracién de 1 mg/50ul y posteriormente se
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diluyé en solucién salina hasta un volumen de 0.3 ml por dosis. Se
administro por via intravenosa en dosis acumulativas en régimen logaritmico
de base dos, iniciando con una dosis de 10 mg/kg hasta 20 mg/kg cada 6
minutos.

Para descartar que el posible éfecto antinociceptivo de los farmacos
fuera un efecto mediado por receptores opioides, se utilizé un antagonista no
selectivo de dichos receptores, la naloxona (Sigma). En un grupo de
experimentos se estudio una sola dosis de 1 mg/kg, que es una dosis 10
veces superior a la dosis que provoca un bloqueo de los receptores opioides
mu y kappa en experimentos similares (Herrero y Headley, 1991), pero no lo
suficientemente alta para producir efectos por si misma; y en otro grupo de
experimentos se utilizé6 una dosis de 100 pg/kg, que es una dosis suficiente
para provocar un blogqueo sobre los receptores p y asi descartar si la CPA
estaba actuando sobre este tipo de receptores. Se disolvié en suero salino
hasta conseguir un volumen total de 0.3 ml.

La CPA se combiné con los agonistas de los receptores opioides u y
K, fentanilo y U-50,488H respectivamente, para evaluar una posible
potenciacion del efecto tras la administracién conjunta de los farmacos. Se
administr6 una dosis subefectiva de CPA y luego se administré el fentanilo y
el U-50,488H en dosis acumulativas en régimen logaritmico de base dos
iniciando con una dosis de 1 mg/kg cada 6 minutos hasta provocar una

inhibicion total de las respuestas.
1.8 Registro y analisis de los datos

El registro y el andlisis de datos, asi como los protocolos de
estimulaciéon fueron realizados por medio de ordenador, utilizando el
programa comercial Spike 2 3.18 para Windows. Para el analisis de los
datos se promedié el nimero de respuestas de los Ultimos dos ciclos de
estimulacion de cada una de las dosis y se comparé con la respuesta
control. El control fue el promedio de las respuestas de los tres ciclos previos
a la administracién de la primera dosis del farmaco estudiado. En el analisis
de las respuestas a estimulacion eléctrica, se contaron Unicamente las
respuestas de fibras C. Fibras que producen respuestas de latencia tardia,
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cuyas aferencias se cuentan entre los 150 y 650 ms después de cada pulso-
de estimulacion (Respuestas de fibras C, Herrero y Cerverd, 1996).

Los analisis estadisticos se realizaron sobre los datos no formalizados
mediante los programas comerciales GraphPad Instat y GraphPad Prism
para Windows. Los datos se expresan como la media + error estandar de la
media.

Al final del experimento los animales fueron sacrificados con una

sobredosis de pentobarbital sédico (Euta-Lender, Normon).
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I. Actividad antinociceptiva espinal vs. supraespinal del
agonista del receptor A1 de adenosina, ciclopentil adenosina,

en ratas con inflamacion.

40



Capitulo |

1.1 OBJETIVOS

1.

Determinar si la administracion sistémica de la CPA tiene algun efecto
sobre el sistema antinociceptivo en animales adultos y neonatales con
inflamacién.

Determinar si el efecto antinociceptivo de la CPA se ejerce Gnicamente
sobre la meédula espinal o si posee algin efecto en Aareas
supraespinales.

Conocer si la cirugia espinal tiene alguna implicacién en el efecto
antinociceptivo de la CPA.

Determinar si existe alguna relacion entre el efecto hipotensor de la
CPA y su efecto antinociceptivo.
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1.2 INTRODUCCION

Como ya hemos referido con mas detalle en la introduccion general
de esta tesis, la adenosina es considerada como un modulador neuronal
inhibidor y esta relacionada con una gran diversidad de acciones
reguladoras en el sistema nervioso, incluido un papel en el control de la
funcion cardiovascular, la regulacién del suefio, la neuroproteccion, en el
sistema locomotor y la nocicepcion (Dunwiddie y Masino, 2001). Los
agonistas del receptor A1 de la médula espinal han sido implicados como
mediadores de su efecto antinociceptivo (Karlsten et al., 1991, Reeve y
Dickenson, 1995; Lee y Yaksh, 1996; Sawynok y Liu, 2003), especialmente
en situaciones de sensibilizacién, ya que la adenosina por si misma produce
solo una débil accion analgésica en roedores con nocicepcion aguda (Keil y
Delander, 1992). Los receptores A1 estan concentrados en su mayoria en
las neuronas del asta dorsal (Geiger et al., 1984; Choca et al., 1988), y tras
la administracion de agonistas del receptor A1 se ha observado un potente
efecto antinociceptivo, (Lee y Yaksh, 1996; Sawynok, 1998), incluyendo una
importante inhibicion del fenémeno de wind-up (Reeve y Dickenson, 1995;
Suzuki et al., 2000). También, los agonistas del receptor A1 deprimen las
corrientes postsinapticas excitadoras en miniatura en las neuronas de la
sustancia gelatinosa de rodajas de la médula espinal de ratas adultas (Lao et
al., 2001). Todos estos estudios apoyan un efecto antinociceptivo de los
receptores A1 dentro de la médula espinal y la actividad antinociceptiva de
los sistemas de adenosina se ha asociado principalmente a acciones
localizadas en la médula espinal y lugares periféricos (Sawynok, 1998;
Sawynok y Liu, 2003). De hecho, la accién antinociceptiva de los agonistas
A1 administrados en la médula espinal es mediada por receptores A1 pre-y
postsinapticos (Li y Perl, 1994) y la activacion de receptores presinapticos
A1 reduce la liberacion de transmisores de las terminales aferentes primarias
debido a la inhibicién de canales de Ca?* voltaje dependientes mediados por
la proteina Gy, (Santicioli et al., 1993; Lao et al., 2001). También la activacion

postsinaptica de los receptores A1 disminuye la transmisién sinaptica por la
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hiperpolarizacion de las neuronas de segundo orden debido al incremento de
la conductancia de K* (para revision ver Haas y Selbach, 2000).

Los receptores A1, sin embargo, estan presentes en la mayor parte
de las areas del cerebro (ver revision Ribeiro et al., 2003) y una actividad
inhibidora supraespinal del sistema A1 de adenosina ha sido demostrada por
electroencefalografia (Fulga y Stone, 1998) y por otras técnicas (Phillis et al.,
1975; Uchimura y North, 1991). Las acciones antinociceptivas
supraespinales de los receptores A1 apenas se conocen y aunque algunos
estudios mostraron que los agonistas del receptor A1 inhiben las corrientes
postsinapticas de las neuronas de la sustancia gris periacueductal en cortes
de cerebro (Bagley et al., 1999), el grado relativo en el que los efectos
sistémicos de los agonistas del receptor A1, son producidos directamente a
nivel supraespinal antes que espinal no es claro. Es por tanto importante
aclarar esta situacion y por lo que nos propusimos realizar comparaciones
directas de la potencia antinociceptiva y la eficacia de un agonista selectivo
del receptor A1 en animales intactos y espinalizados con sensibilizacion
producida por la inflamaciéon por carragenina. También, se ha demostrado
que la cirugia de la columna vertebral potencia el efecto espinal de algunos
analgésicos sobre los reflejos nociceptivos (Herrero y Headley, 1991), por
eso, hemos evaluado el efecto del sistema A1 de adenosina en animales
sham-espinalizados. También algunos agonistas del receptor A1 han
mostrado ser efectivos en el bloqueo de la transmisién en segmentos de la
médula espinal en preparaciones in vitro, especialmente en ratas inmaduras
(Nakamura et al., 1997). Es por eso posible que las acciones inhibidoras de
los agonistas A1 dependan del tipo de preparacién, el nivel de desarrollo del
animal experimental y aun la situacién de la sensibilizacion de la médula
espinal. Por ello, seria ideal comparar la efectividad del mismo agonista y
antagonista en un animal adulto in vivo y en una preparacioén in vitro de un
animal inmaduro. Nosotros intentamos resolver esta pregunta haciendo, en
la segunda parte del estudio, algunos experimentos en preparaciones
aisladas de hemimédula de ratas inmaduras con y sin inflamacién inducida

por carragenina.
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1.3 MATERIAL Y METODOS

I.3.a Experimentos in vivo en ratas adultas

La actividad antinociceptiva del agonista selectivo del receptor A1 de
adenosina, N°-ciclopentil adenosina (CPA), fue estudiada en experimentos
de electrofisiologia en ratas macho de la cepa Wistar con peso entre 250-
3309, que se dividieron en 3 grupos: Intactos (n=16), espinalizados {n=6) y

sham-espinalizados (n=6).
1.3.a.1 Protocolo de estimulacion y sistema de registro

La técnica de UMAs ha sido descrita con detalle en el capitulo de
métodos. La actividad de las UMAs se evocé en ciclos de tres minutos (10
segundos de estimulacion mecanica 0.2N por encima del umbral sobre un
area de 14 mm?; y 16 estimulos eléctricos 2 ms de duracion, 1 Hz, 2 veces la
intensidad del umbral para el reclutamiento de respuestas de larga duracién;
Herrero y Cerver6, 1996a y b) aplicados sobre el area mas sensitiva del
campo receptivo cutaneo de la unidad. La estimulacion eléctrica fue usada
para el estudio del fenédmeno de wind-up (ver Herrero et al., 2000). La media
de las fuerzas usadas para la estimulaciébn mecanica en los tres grupos
experimentales fue de 0.86+0.1 N en animales intactos, 1.26+0.1 N en
animales espinalizados y 1.07£0.1 N en animales sham-espinalizados. La
media para la intensidad de estimulacion eléctrica fue 4+0.6 mA en animales
intactos, 5£0.7 mA en animales espinalizados y 3.6£1 mA en animales

sham-espinalizados.
1.3.a.2 Farmacos y analisis de datos

El agonista selectivo del receptor A1 de adenosina, N-ciclopentil
adenosina (CPA, Sigma) se disolvi6 en DMSO (Sigma) 0.5 ug/ul y
posteriormente se diluyé en salino para su administracion intravenosa. Los
farmacos fueron preparados todos los dias, inmediatamente antes de la

administracién, y fueron inyectados en régimen de base log; cada 2 ciclos de
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estimulacion (6 min) en un volumen total y constante de 0.3 ml. La dosis
usada inicialmente fue de 10 pg/kg y la dosis mas alta fue de 320 pg/kg. La
administracién de cada dosis de CPA fue de forma lenta, y en un minimo de
tres minutos para minimizar el efecto sobre la presién arterial. El efecto de la
mayor dosis acumulativa fue estudiado durante un minimo de 30 min y la
reversion de su efecto fue estudiada con CPT en 12 experimentos a dosis de
10 y 20 mg/kg. Los datos fueron expresados como porcentaje del control,
tomando como control la media de tres ciclos previos a la administracion de
la primera dosis. El analisis cuantitativo se basé en las espigas evocadas
durante los dos ciclos de estimulacion entre cada dosis. Estas respuestas
fueron promediadas y la media comparada con la respuesta control. Los
datos de la estimulacion eléctrica fueron analizados contando el nimero de
espigas evocadas entre 150 y 650 ms después de cada estimulo
(respuestas de fibras C, Herrero y Cerverd, 1996a y b). El protocolo para la
estimulacion y el registro de datos se realizd6 con ordenador, usando un
programa comercial (CED, UK; Spike 2 3.18). Se realizaron comparaciones
estadisticas en datos agrupados usando el programa comercial GraphPad-
Prism y GraphPad-Instat para Windows. Se usaron las pruebas para analisis
de varianza de una via (ANOVA) con un post-test de Dunnett para la
comparacion entre la estimulacion mecanica y el control, para el analisis de
las curvas del wind-up y para el analisis de la presion arterial. La
comparacion entre el efecto de CPA en los diferentes grupos experimentales
fue realizada con la prueba no paramétrica U-test de Mann-Whitney. Para el
analisis del nivel de inflamacién de la pata T-test de dos vias. Los datos

fueron expresados como la media + e.e.m.
1.3.b Experimentos in vitro en ratas inmaduras

1.3.b.1 Preparacion del animal

Los presentes experimentos fueron realizados en Alemania por el
grupo de Wolfgang Schroder de los laboratorios Grunenthal GMBH. Se
llevaron a cabo en médulas espinales aisladas, en las raices espinales

lumbares, dorsales y ventrales fijadas usando la técnica de puente de grasa,
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como fue descrita por Faber et al. (1997). Se utilizaron ratas inmaduras de
ambos sexos (de 2-6 dias, entre 8 y 20 g) que fueron anestesiadas con
uretano (1.5 g/kg, i.p.), y luego decapitadas y extraida la médula,
hemiseccionada a lo largo de la linea media y colocada dentro de una
camara de registro. La raiz dorsal L4 o L5 y su correspondiente raiz ventral
ipsilateral se pusieron en contacto con un electrodo de estimulacién y
registro, respectivamente. El aislamiento eléctrico se realiz6 con puentes de
grasa usando una mezcla de vaselina y aceite de parafina. La preparacién
fue perfundida a una tasa de 2 ml/min con liquido cefalorraquideo artificial
(LCR) compuesto de (en mM) NaCl (118), KCI (3), CaCl, (1.5), MgSO4 (1.25)
y glucosa (12). Al LCR se le aplicé continuamente gas con O,/CO; (95%/5%)
y mantenido a temperatura ambiente a un pH de 7.4. La preparacion se dejé

equilibrar al menos 60 min antes de comenzar cualquier prueba.

1.3.b.2 Registro electrofisiolégico

Se aplicaron estimulos eléctricos cuadrados (0.5 ms duracion) a la
raiz dorsal para determinar el umbral (T) capaz de provocar la primera onda
discernible, registrada en la correspondiente raiz ventral ipsilateral. Se
usaron tres protocolos diferentes de estimulacion eléctrica: estimulacion de
baja intensidad (pulsos Unicos a intensidad 3T), estimulacién de alta
intensidad (pulsos Unicos a intensidad 16T) y estimulacién repetitiva de alta
intensidad (16 pulsos a intensidad 16T, con frecuencia de 1 Hz). Ademas, se
realizaron experimentos de control en preparaciones de raices dorsales del
nervio espinal aisladas como se describié en estudios previos (Faber et al.,
1997) para asegurarse que la estimulacién de baja intensidad activaba sélo
fibras A, y las de alta intensidad ambas fibras A y C, en el nervio periférico
(no se muestran los datos). Se observaron diferentes componentes en los
potenciales evocados de raices ventrales por estimulacién de la raiz dorsal.
La estimulacién de baja intensidad produjo un potencial de accion
monosinaptico (reflejo monosinaptico, MSR, Figura 1.6), con una duracién
maxima de 200 ms (Faber et al., 1997) mas un potencial tardio excitador
polisinaptico (potencial lento de la raiz ventral, SVRP) de duracion
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aproximada de 4 s (ver ejemplo en Figura 1.6). Los estimulos unicos de alta
intensidad provocan un potencial excitador polisinaptico mediado por fibras A
y C (potencial lento de la raiz ventral, SVRP, Figura 1.7) con una duracién
aproximada de 40 s. Los trenes de estimulos de alta intensidad provocan
una respuesta del wind-up mediado por fibras C de alrededor de 50 s de
duracién (Figura 1.7). Se obtuvo la media de las primeras 5 repeticiones de
baja intensidad (intervalo entre pulsos de 6 s) seguido de la media de 5
pulsos consecutivos (intervalo de 18 s entre pulsos) y la media de
repeticiones de alta estimulacion (intervalo de 22 s entre pulsos). Esta
secuencia de estimulacion fue aplicada 20 min después de la perfusiéon del
farmaco a su respectiva concentracion. Las senales fueron digitalizadas,
almacenadas y analizadas utilizando el programa comercial (DASYLAB,
Synotech, Germany). Los parametros analizados en las respuestas
evocadas fueron el pico de la amplitud de MSR y el area bajo las curvas de
baja intensidad SVRP, alta intensidad SVRP y wind-up. Los farmacos fueron
administrados Unicamente si las respuestas en tres ciclos control mostraban
una variabilidad menor del 20 %. Los farmacos fueron disueltos en
cremoforo, diluido en LCR. Varias concentraciones fueron administradas en
la misma preparacion en forma acumulativa, con periodos equilibrados lo

suficiente para que alcanzaran su efecto maximo (tipicamente 20 min).
1.3.b.3 Experimentos de comportamiento

Se indujo hiperalgesia mecanica 16 h antes del experimento mediante
la inyecciéon de carragenina intraarticular (30 mg/ml, 20 ul, bajo anestesia
con halotano) dentro del tobillo de la pata trasera izquierda. Se realizaron
experimentos de control inyectando una cantidad similar de salino. Los
umbrales del reflejo de retirada a estimulacion mecanica fueron medidos
antes de la administracion de carragenina y previo al experimento usando un
filamento electrénico de Von Frey (diametro de la punta de 0.76 mm, Model
1601, lITIC Inc./ Life Science Instruments). Cinco pruebas, con una fuerza de
45 g, fueron realizadas en cada pata con al menos 30 segundos de intervalo
entre ellas.
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1.3.b.4 Farmacos y analisis de datos

El efecto de los farmacos fue calculado como porcentaje del control,
siendo el control el promedio de las tres Ultimas respuestas antes de la
administraciéon del farmaco. Para las comparaciones estadisticas se utilizo el
test ANOVA con un post test de Dunnett. Los datos se expresaron como la

media + el error estandar de la media.

I.4 RESULTADOS

I.4.a Experimentos in vivo en ratas adultas

l.4.a.1 Efecto de CPA sobre las respuestas a estimulacion mecanica

La figura 1.1 muestra los efectos observados después de la
administraciéon intravenosa de CPA en las respuestas de estimulacién
mecanica nociva en animales espinalizados, intactos y sham-espinalizados.
En la tabla .1 resumimos el efecto de la CPA sobre los tres grupos de
animales en experimentos in vivo. La administracion de CPA en animales
espinalizados no modificé las respuestas de UMAs a la estimulaciéon
mecanica nociva. De hecho, dosis de 10 a 160 pg/kg produjeron un aumento

no significativo de las respuestas hasta un maximo de 121+12 % de la

respuesta control con las dosis de 160 ug/kg.

La CPA produjo una disminucién significativa de las respuestas a
estimulacion mecanica de forma dosis dependiente en animales intactos con
la dosis de 160 pg/kg (p<0.01) y una DEsy de 92+1.3 pg/kg. EI maximo
efecto observado fue de 23+12 % de la respuesta control. El efecto fue
estudiado en un periodo de por lo menos 45 min en cuatro experimentos y
no se observo recuperacion de la inhibicién de las respuestas durante este
tiempo (9.5£8 %, p<0.01). La administracion de dosis equivalentes de

vehiculo, usando el mismo protocolo que para CPA (n=3), no provocé ningin
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cambio significativo de las respuestas a estimulacion mecanica (10713 %

de la respuesta control con la dosis maxima; Figura 1.3A).

140+
1204
© 1004
=
c 80- B Espinalizados
8 I Intactos
e - _—_
% 60- Sham-espinalizados
2
40-
20- -
0=
10 20 40 80 160 320 45'
Dosis (vg/kg)

Figura I.1. Respuestas a estimulacion mecanica nociva en los tres grupos de animales
estudiados después de la administraciéon de la CPA. En animales espinalizados la CPA
produjo un incremento no significativo de las respuestas, en animales intactos observamos
una reduccion dosis dependiente de las respuestas, sin embargo el méaximo efecto lo
observamos en animales sham-espinalizados. (**p<0.01, comparacién estadistica
utilizando la prueba para andlisis de varianza de una via ANOVA, con un post test de
Dunnett; #p<0.05; ##p<0.01, animales intactos vs. sham-espinalizados usando la prueba
no paramétrica U-test de Mann-Whitney).

En animales sham-espinalizados, la administraciéon de CPA produjo
una disminucion de las respuestas a estimulaciéon mecanica de forma dosis
dependiente, que fue mas intensa que la observada en animales intactos
(Figura 1.1). En este caso, el efecto fue significativo desde la dosis de 10
ug/kg (p<0.01) con un efecto de 4618 % del control. La DEs, se pudo
calcular unicamente por aproximacién, dando un valor de 8.3+1 pg/kg, 10
veces mas potente que el observado en animales intactos (p<0.001). La
reduccién de las respuestas observada fue significativamente mas potente

que la observada en el grupo de animales intactos desde la dosis de 10 a
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160 pg/kg (Figura 1.1). El maximo efecto observado fue de 6+3 % con la

dosis mas alta estudiada.

l.4.a.2 Efecto de CPA sobre las respuestas a estimulacion eléctrica

(wind-up)

Como en estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Herrero y
Cerver6, 1996a y 1996b), la frecuencia maxima de disparo observada en
animales espinalizados (8+1) fue mas baja que la observada en animales
intactos (11+1). En animales sham-espinalizados, esta frecuencia de disparo
se encontré entre aquellos dos valores (9+2). Estas diferencias, no fueron
estadisticamente significativas. La administracion de CPA fue efectiva en la
reduccion de las respuestas del wind-up en animales intactos y sham-
espinalizados, pero no en animales espinalizados (Figura 1.2). Al igual que
en las respuestas a estimulacién mecénica, la administracién de CPA en
animales espinalizados provocé un aumento no significativo y no dosis
dependiente de las respuestas del wind-up con todas las dosis estudiadas
(Figura |.2A). En animales intactos, la CPA provocé una reduccioén del wind-
up significativa y dosis dependiente. La DME observada fue de 160 pna/kg
(p<0.05) y el méaximo efecto fue observado con la dosis maxima estudiada:
58+13 % de la respuesta control (p<0.01; Figura 1.2B). En animales sham-
espinalizados (Figura 1.2C), la administracion de CPA provocé una potente
disminucién de la curva del wind-up, observandose un efecto desde la
primera dosis utilizada de 10 pug/kg (p<0.01). EI maximo efecto observado
fue con las dosis de 160 pg/kg (36+11 % del control, p<0.01) y no fue
significativamente diferente de la observada con ia dosis de 320 ng/kg
(4115 %, p<0.01). La administracion de dosis equivalentes de vehiculo
indujo un aumento no dosis dependiente del wind-up, con un maximo de

152183 % de la respuesta control (Figura 1.3B).
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Figura 1.2. Efecto de la CPA sobre el wind-up. En animales espinalizados no se observo
reduccion de las respuestas, en animales intactos observamos una reduccion dosis
dependiente del wind-up. El efecto en animales sham-espinalizados fue mas intenso que
en animales intactos (comparacion estadistica entre las respuestas observadas con cada
dosis utilizando la prueba para andlisis de varianza de una via, ANOVA, con un post-test
de Dunnett, (*p<0.05; **p<0.01).
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Efecto del vehiculo sobre la estimulacién mecanica
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Figura 1.3. La administracion del vehiculo no provocé cambio significativo alguno en las
respuestas a estimulacion mecanica nociva (A). En las respuestas al wind-up se
observé un aumento no dosis dependiente de las respuestas (B).
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I.4.a.3 Reversion del efecto antinociceptivo de CPA por CPT

La actividad antinociceptiva observada por la administracion de CPA
en animales intactos y sham-espinalizados, se intenté revertir por medio de
la administracion intravenosa del antagonista selectivo del receptor A1, CPT,
en dos dosis de 10 mg/kg (dosis acumulativa total de 20 mg/kg). El CPT fue
inyectado 6 y 12 minutos después de CPA y su efecto fue estudiado durante
18 min, tiempo para el cual el efecto de la CPA seguia completo en la
ausencia del antagonista (Figura I.1). En animales intactos (n=12), la
reversion del efecto de CPA fue variable. En un grupo de unidades (n=6) el
efecto inhibidor de CPA no fue revertido por la administracion de CPT, en
respuestas a estimulacién mecanica nociva (20+7 % del control, p<0.01 vs.
control, Figura 1.4) y revirtié sélo parcialmente las respuestas a estimulacion

eléctrica (74+4 % del control, p<0.05 vs. la respuesta control).

5

100+ Fok

% del control

320 ug cpt 10mg cpt 20 18
Dosis
Il No recuperados B Recuperados

Figura 1.4. Reversion del efecto de la CPA por CPT en respuestas a estimulacion
mecanica nociva. La administracion de CPT indujo la recuperacién completa del efecto
de la CPA en el 50% de las unidades estudiadas. En el otro 50% de unidades no se
observé una recuperacion.
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M Intactos Espinalizados Sham-espinalizados
DEsp 92+1.3 pg/kg - 8.3+1 pg/kg

Méximo efecto | 23212% 121£12% 6+3%

w-u

Méximo efecto | 58+13% 162+30% 36+11%

Tabla 1.1. Efecto de la CPA en animales intactos, espinalizados y sham-espinalizados.
M= estimulacion mecanica, W-U= wind-up, DEsy= dosis efectiva 50.

En un segundo grupo de unidades (n=6), se observé una
recuperacion completa del efecto de CPA 18 minutos después de la
administracion de 20 mg/kg de CPT, tanto en respuestas a estimulacion
mecanica nociva (90+3 % del control, Figura 1.4) como en el wind-up (1026
% del control). En animales sham-espinalizados, la administracién de CPT a
una dosis similar revirtié solo parcialmente la inhibicién de las respuestas a
la estimuiaéién mecanica y el wind-up (32t11 % y 50+12 % del control,

respectivamente).
1.4.a.4 Efecto de CPA sobre la presion arterial

Aun cuando la administracién de CPA fue muy lenta, se observé una
importante caida de la presion arterial después de la inyeccién de cada
dosis. Esta caida de la presion fue dosis dependiente y muy similar en los
tres grupos experimentales (Figura 1.5). Su maximo descenso en animales
espinalizados fue de 43t5 %, en intactos de 3744 % y en sham-
espinalizados de 42+4 % (p<0.01 vs. la respuesta control, en todos los
casos). La presion arterial media fue monitorizada durante por lo menos 45
minutos en tres animales intactos y solo se observd una leve pero no
significativa recuperacién en este tiempo (54+10 %). La administracion de
CPT a una dosis de 10 mg/kg, 6 min después de la Gltima dosis de CPA,
revirtio el descenso de la presién arterial casi por completo: 73+5 % en

animales espinalizados, 7116 % en animales intactos y 83+2 % en sham-
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espinalizados. Una segunda dosis de 10 mg/kg de CPT (dosis acumulativa

de 20 mg/kg) no produjo un mayor aumento de la presién arterial (Figura 1.5).

. Efecto de la CPA sobre la presion arterial media

80-

60-

% del control

20+

10 20 40 80 160 320 cpt10 cpt20

Dosis (vg/kg)
B Espinalizados M Intactos B Sham-espinalizados

Figura 1.5. Efecto de la CPA sobre la presién arterial media. La CPA provoco una caida
dosis dependiente e intensa de la presion arterial en los tres grupos y el CPT provoco una
reversion completa de la disminucion de la presion arterial

I.4.b Experimentos in vitro en ratas inmaduras

l.4.b.1 Efecto de CPA sobre el reflejo monosinaptico (MSR) y el
potencial lento de baja intensidad de la raiz ventral (SVRP)

En la tabla 1.2 se resume el efecto de la CPA en los experimentos in
vitro. Los animales tratados con carragenina mostraron una intensa
hiperalgesia 16 h después de la induccién de la inflamacion. El umbral de
retirada para la estimulacion mecanica previo a la induccion de la
inflamacion fue 18+2 g, mientras que fue de sélo 913 g (n=6, p<0.05) 16 h

después de la administraciéon de carragenina. No se observaron cambios en
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el umbral de la pata contralateral, ni tampoco en los animales tratados con

salino (19.4+£3.9 g vs. 19.515.2 g, n=6).

Reflejo Monosinaptico
°©
E
c
=}
Q
°
T
2
1 3 5 8 10 30 CPT30
Dosis (nM)
B vehiculo I carragenina
Potencial lento de baja intensidad de la raiz ventral
140+
120+
] 100+
5
& 80
Q
S 60
ES
40-
20~
0+
1 3 5 8 10 30 CPT30
Dosis (nM)

I vehiculo I carragenina

Figura 1.6. Efecto de la CPA sobre respuestas a estimulacion eléctrica de baja
intensidad: reflejo monosinaptico y pontencial lento de baja intensidad de la raiz ventral,
en la preparacién de hemimédula. La CPA provocé una disminucion dosis dependiente
de ambos en animales con o sin inflamacion. La administracién de 30 nM de CPT
provocd una recuperacion parcial de la inhibicién en el reflejo monosinaptico, no asi en el
potencial lento de baja intensidad de la raiz ventral. Podemos ver insertados ademas
trazos de curvas de control y el efecto de 30nM de CPA (comparacion estadistica como

en la fig. I.1).
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La CPA provocé una inhibicion dosis dependiente del MSR y del
SVRP de baja intensidad (Figura 1.6), tanto en animales con inflamacioén,
como en animales sin inflamaciéon (n=6, en ambos). La Clsg en animales
tratados con carragenina fue de 9+0.7 nM (MSR) y 7.7+1.3 nM (SVRP), con
un efecto maximo de 7+5 % (p<0.01) y 20t4 % de la respuesta control
(p<0.01, Figura 1.6), respectivamente. En animales tratados con vehiculo, la
Clso fue de 12.3+1.2 nM en MSR y 7.9+1.5 nM en SVRP, con un efecto
maximo de 21£10 % del control en MSR (p<0.01) y de 23+8 % en SVRP
(p<0.01). No se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales. La administraciéon de 30 nM del antagonista CPT produjo
una reversion parcial de la inhibicién de MSR, pero no del efecto observado
en el SVRP de baja intensidad (Figura 1.6).

1.4.b.2 Efecto de CPA sobre el potencial lento de la raiz ventral de alta
intensidad (SVRP) y en el wind-up

La administracion de CPA provocé una inhibicién dosis dependiente
del SVRP evocado por estimulacién de alta intensidad y del wind-up (Figura
1.7) similar a las respuestas con estimulacién de baja intensidad. El maximo
efecto observado en animales con inflamacion fue de 71 % para SVRP y
28+7 % para el wind-up, con una Clsp de 4.9+0.5 nM y 122 nM,
respectivamente. En animales sin inflamacién la maxima reducciéon de las
respuestas fue 6+1 % para SVRP y 2748 % para el wind-up, con una Clsg
similar a los valores observados en animales con inflamacién: 3.8+0.5 nM
para SVRP y 10.742 nM para el wind-up. La administracion de CPT no fue

efectiva en la reversién de la inhibicién (Figura 1.7).

Inflamados MSR SVRP(baja intensidad)| SVRP(alta intensidad) | W-U

Clsp 9+0.7nM 7.741.3nM 4.9+0.5nM 12+2nM
Efecto méximo | 7+5% 20+4% 7£1% 28+7%
No inflamados

Clso 12.3+1.2nM | 7.9+1.5nM 3.8+£0.5nM 10.7+2nM
Efecto méximo | 21+10% 231+8% 6+1% 27+8%

Tabla 1.2. Efecto de la CPA sobre el reflejo monosinaptico (MSR), potencial lento de baja y
alta intensidad (SVRP) y wind-up (W-U), en animales inflamados y sin inflamacién. Clsy=
concentracion inhibitoria 50.
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Figura 1.7. Efecto de la CPA en respuestas a estimulacion eléctrica de alta intensidad:
potencial lento de la raiz ventral y wind-up, en la preparacion de hemimédula. Como en
las respuestas a estimulacion de baja intensidad, la CPA fue muy efectiva, inhibiendo la
transmision local en la médula espinal con diferencias no significativas entre los animales
con y sin inflamacién. EI CPT no fue efectivo en la reversion del efecto de la CPA.
Podemos ver insertados ademas trazos de curvas de control y el efecto de 30nM de CPA

(comparacién estadistica como en la fig. I.1).
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1.5 DISCUSION

La principal observacion realizada en estos experimentos fue la
inhibicién intensa y dosis dependiente de las respuestas tanto a estimulacion
mecanica como a estimulacién eléctrica repetitiva de alta intensidad por la
administracién sistémica de CPA en animales adultos intactos. Un efecto de
larga duracién en el que no se observo recuperacion significativa en 45
minutos. En animales espinalizados, la administracion de CPA no modificd
las respuestas de UMAs, lo que indica que la CPA es un agente
antinociceptivo muy efectivo en el animal adulto completo pero, también, que
la integridad de la médula espinal es crucial para observar el efecto cuando
es inyectado de forma sistémica. Asi, la actividad antinociceptiva de la CPA
en las presentes condiciones experimentales, es al menos en parte,
localizada a nivel supraespinal. Esto es apoyado por estudios previos que
demuestran efectos supraespinales de los sistemas de adenosina. La
administracion de agonistas del receptor A1 dentro de la formacion reticular
pontina media, por ejemplo, induce un potente efecto antinociceptivo
(Tanase et al., 2002). La adenosina es liberada activamente en el nucleo
supraoptico (Oliet and Poulain, 1999), inhibe la transmision excitadora en el
tegmento laterodorsal (Arrigoni et al., 2001) y es un farmaco analgésico muy
efectivo tras la administracién i.c.v. (Zarate et al., 1999).

Estas observaciones no necesariamente excluyen una accién directa
de CPA sobre la médula espinal. De hecho, también se ha observado una
antinocicepcion mediada por el receptor A1 en experimentos de
comportamiento tras la administracion intratecal (Sosnowski y Yaksh, 1989;
Sosnowski et al., 1989), y el asta dorsal y las aferentes primarias contienen
receptores A1 (ver Sawynok, 1989; Ackley et al., 2003; Sawynok y Liu, 2003
para revision). Una actividad supraespinal similar ha sido demostrada con la
administracion sistémica de opioides (Yeung y Rudy, 1980a y b) y aunque la
actividad opioide en la médula espinal fue evidente, se observé una
interaccién sinérgica entre las acciones supraespinal y espinal cuando se
administraron opioides por separado en los dos compartimentos (Yeung y
Rudy, 1980b). Una misma sinergia supraespinal/espinal fue observada con
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acetaminofén (Raffa et al., 2000) y los resultados observados en nuestros
experimentos quizas sean también el resultado de una interaccion de la CPA
en zonas espinales y supraespinales. También es posible que la anestesia
usada en los presentes experimentos contribuya a esta posible accién
sinérgica o al aumento de la actividad de la CPA. Aunque se necesitan otros
experimentos para dilucidar esta posibilidad, es cierto que la CPA no tuvo
efecto alguno en animales espinalizados, lo cual sugiere una falta de
interaccion con el anestésico empleado en las presentes condiciones
experimentales.

La CPA provoco una reduccion significativa del wind-up, un efecto que
ha sido descrito en neuronas del asta dorsal después de la administracion
intratecal de la CPA (Reeve y Dickenson, 1995). Este efecto sobre el wind-
up apoya una accion sobre la médula espinal (ver Herrero et al., 2000 para
revision). De cualquier modo, el wind-up es también fuertemente modulado
por influencias supraespinales (Herrero y Cerverd, 1996a y b), como lo son
las respuestas de neuronas convergentes a la estimulacion mecanica
(Dugast et al., 2003; Almeida et al., 2000). La depresidn observada, quizas
como resultado de la activacion de un control inhibidor descendente, se
apoya por el fuerte aumento de la actividad antinociceptiva de la CPA
observada en animales sham-espinalizados. Un aumento similar del efecto
de algunos farmacos ha sido observado en experimentos similares
realizados con opiaceos agonistas de los receptores mu y kappa (Herrero y
Headley, 1991, 1993) pero no con otros compuestos (Romero-Sandoval et
al., 2003). Una explicacién para esta observacion es que la cirugia
sensibiliza algunos sitios supraespinales a la accion de CPA o, dicho de otra
forma, la cirugia activa algunos sistemas supraespinales que aumentan la
potencia de la CPA. En cualquier caso, la seccion de la médula espinal
elimina esta accion y todos los efectos antinociceptivos observados de la
CPA, indicando que el principal, sino exclusivo, efecto de la CPA

administrado de forma sistémica es supraespinal.

Experimentos previos realizados en preparaciones in vitro de médulas

espinales aisladas, mostraron un efecto inhibidor de algunos agonistas A1

60



Capitulo |

sobre la transmisién local de la médula espinal (Nakamura et al., 1997),
indicando que, bajo estas condiciones, la influencia supraespinal no es
necesaria para algunas de las acciones inhibidoras mediadas por el receptor
A1. Una apropiada comparacion de nuestros datos con esos estudios no fue
posible ya que el tipo de inflamacion y los agonistas usados fueron distintos.
Por esta razén realizamos los experimentos en preparaciones aisladas in
vitro de ratas recién nacidas comparando el efecto de los mismos farmacos,
CPA y CPT, en una situacioén similar de inflamacion. Estos experimentos
mostraron que la CPA inhibe la transmision local de baja y alta intensidad en
preparaciones de médula espinal hemiseccionada de una forma dosis
dependiente. Estos datos estan de acuerdo con los efectos inhibidores
observados con otros dos agonistas del receptor A1 {(ciclohexil adenosina,
CHA y R-fenil isopropil adenosina, R-PIA) en experimentos previos
(Nakamura et al., 1997).

Nuestros experimentos, por lo tanto, sugieren que la CPA es un
farmaco inhibidor efectivo en la preparaciéon aislada de médula espinal
inmadura, la cual no estd adn influenciada por un control supraespinal
completamente desarrollado. En contraste, en animales adultos en los
cuales la modulacién del proceso somatosensorial de la médula espinal esta
bien desarrollado, las influencias supraespinales determinan el efecto de la
CPA.

En la preparacion de médula espinal inmadura, no observamos
ningiin cambio en la curva dosis-respuesta de la inhibiciéon de la transmision
en la médula espinal mediada por la CPA en ratas con inflamacién inducida
con carragenina, comparada con el control. Esto va de acuerdo con datos de
experimentos similares, y en contraste con observaciones previas en
animales adultos (Poon y Sawynok, 1998), donde el agonista del receptor A1
de adenosina era mas potente inhibiendo las respuestas sobre el lado
inflamado. La expresién del ARNm del receptor A1 se ha demostrado que es
regulado en preparaciones tanto neuronales como no neuronales por
diferentes factores, tales como glucocorticoides, cisplatino, tirotropina y por
el propio agonista del receptor A1 CPA (Svenningsson y Fredholm, 1997;
Hettinger et al., 1998; Bhat et al., 1999; Vainio et al., 2000). Sin embargo, a
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parte de la observacion de que los receptores espinales A1 son regulados
por la administracién crénica intracerebroventricular de morfina (Tao et al.,
1995), no se ha observado si su expresion cambia bajo situaciones de
inflamacion. Suzuki et al. (2000) describié un aumento de la efectividad de la
CPA intratecal después de la lesion del nervio espinal, confirmando asi una
expresion funcional alterada de los receptores espinales A1, asociada con
neuropatia. Pero, de acuerdo con nuestros resultados, una falta de
regulacion del RNAm del receptor A1 en los segmentos lumbares L4-L6, ha
sido observada dos dias después de la induccion de inflamacion plantar por
la administracion del adyuvante completo de Freund (Clemens Gillen,
Grunenthal GmbH, observacién no publicada). Por todo ello, una posible
explicacion para esta disparidad es que los cambios en el receptor A1, y su
sensibilidad para los ligandos, ocurren en situaciones de neuropatia pero no
en inflamacion inducida por carragenina. No obstante, se necesitan otros
experimentos para confirmar esta posibilidad.

La reversion del efecto antinociceptivo de la CPA después de la
administracién del CPT no se observé en todos los casos en animales
adultos, y sélo parcialmente en ratas inmaduras. El CPT es un antagonista
selectivo del los receptores A1 (Bruns, 1981) y ha demostrado ser un
bloqueador activo y selectivo de las acciones antinociceptivas mediadas por
receptores A1 cuando es administrado por via intratecal (Lee y Yaksh,
1996). En una preparacion in vitro Oliet y Poulain (1999), demostraron que la
adenosina puede ser liberada dentro del nucleo supradptico a una
concentracion suficiente para inhibir la liberacion del acido y-aminobutirico
(GABA) y del glutamato, y que este efecto era revertido por la administracion
de dosis bajas de CPT. También, la inhibicién de la transmisién excitadora
en el tegmento laterodorsal por adenosina es antagonizada por el CPT
(arrigoni et al., 2001). Todo esto sugiere que la falta o el efecto parcial del
CPT en nuestros experimentos no se deben a una falta de selectividad del
antagonista. Es posible que el CPT no tuviera un acceso completo a los
sitios centrales, de cualquier forma, aunque es posible que la habilidad para
cruzar la barrera hematoencefalica dependa del estado de desarrollo del

cerebro, esto no parece probable al observar la reversién parcial en la
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preparacion in vitro. También es posible que el efecto de la CPA no sea
mediado Unicamente por el receptor A1, sino también por otros sistemas. La
reduccion de la excitabilidad espinal por la activacion de los receptores A1,
se ha sugerido que sea secundario a la modulacién de la transmision del
glutamato (Patel et al., 2001; Ackley et al., 2003). Una interaccién con la
transmision del glutamato es apoyada por la intensa reduccion del wind-up
observada en todos los experimentos realizados en nuestro estudio, un
fendbmeno mediado por el receptor del N-metil-D-aspartato (NMDA; ver
Herrero et al., 2000 para revision). También hay datos que apoyan una via
de senfalizacion comun para receptores p-opioides, a2-adrenérgicos y A1 de
adenosina en la periferia, implicando a la proteina cinasa C como sistema de
segundo mensajero (ver Aley y Levine, 1997; Sawynok y Liu, 2003). Existen
otras evidencias de interaccion de adenosina con opioides. En areas
centrales, los receptores A1 parecen mediar la antinocicepcién inducida por
la administracién supraespinal de B-endorfina, pero no de morfina en
roedores (Suh et al,, 1997). También, la actividad antinociceptiva en la
medula espinal de la morfina fue aumentada en forma aditiva por la
administracion de adenosina en el modelo de dolor neuropatico en ratas, y la
inyeccion espinal de adenosina desaminasa o inhibidores de la recaptacion
de adenosina potenciaron fuertemente el efecto de la morfina
(Lavand’homme y Eisenach, 1999). En resumen, bajo las presentes
condiciones experimentales, la actividad antinociceptiva de la CPA fue
posiblemente debida, no sélo a la accién primaria de los receptores A1, sino
también a la activacion secundaria de otro sistema o incluso a una variacién
en el acceso a su sitio de accion.

Los efectos cardiovasculares de la adenosina son bien conocidos y
han sido descritos con detalle en muchos estudios. La accién de la
adenosina sobre el control cardiovascular parece ser ejercida sobre el tronco
del encefalo (Thomas y Spyer, 1999), aunque también ha sido demostrada
una accion simpatica sobre la médula espinal (Deuchars et al., 2001). En los
presentes experimentos, la administracion de la CPA provocé una intensa
hipotension en los tres grupos experimentales. El efecto fue dosis

dependiente y la intensidad fue muy similar en todos los casos, demostrando
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la falta de influencia de los sistemas supraespinales en el efecto de la CPA
sobre el sistema cardiovascular. La administracién de dosis bajas de CPT
provoco una reversion del efecto hipotensor mediado por la CPA, sugiriendo
que la accion selectiva sobre los receptores A1 de adenosina es la
responsable de este efecto. También es importante sefalar que el efecto
cardiovascular no fue paralelo al efecto antinociceptivo observado tras la
administracion de la CPA. Mientras que la hipotensién observada fue similar
en los tres grupos experimentales, las acciones antinociceptivas fueron muy
diferentes, partiendo de no observarse ningin efecto en animales
espinalizados, a observar una potente inhibicion de las respuestas
nociceptivas en animales sham-espinalizados. Esto descarta la posibilidad
que los efectos antinociceptivos de la CPA, fueran el resultado de una
depresién del sistema nervioso central como consecuencia de la
hipotension. Esto es también apoyado por la observaciéon de que el CPT fue
muy efectivo revirtiendo los efectos cardiovasculares producidos por la CPA,
y no asi la inhibicién de las respuestas nociceptivas. Por otro lado, esta
inhibicion de las respuestas nociceptivas se observo varios minutos después
de la recuperacién de la presion arterial. Los resultados sugieren que el
efecto cardiovascular y antinociceptivo observado con la CPA es debido a
diferentes mecanismos de accién, asi mientras que la integridad de la
meédula espinal es crucial para observar el efecto antinociceptivo mediado
por la CPA, las acciones cardiovasculares no son influenciadas por la
espinalizacion o la cirugia espinal y por lo tanto se puede concluir que tienen
un efecto supraespinal independiente.

En conclusién, este estudio parece ser el primero que demuestra que
el efecto antinociceptivo sistémico de la CPA depende de la integridad de la
médula espinal en el animal adulto, pero no en ratas inmaduras, y varia con
la cirugia espinal. Esto es apoyado por el intenso aumento de la actividad
antinociceptiva inducido por el trauma quirtrgico de la columna espinal. La
variabilidad observada en el efecto de CPT sobre la transmision de la
médula espinal, sugiere la participacién de otro sistema independiente del

receptor A1 en la antinocicepcion observada.
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1.6 CONCLUSIONES

1.

La administracién sistémica de CPA provoca una disminucién dosis
dependiente de las respuestas en animales adultos intactos y sham-
espinalizados con inflamacién, pero no en animales espinalizados lo
que sugiere un efecto en areas supraespinales.

La administracion de la CPA fue efectiva en la preparacion de
hemimédula en animales neonatales con y sin inflamacion.

La cirugia espinal provoca un aumento del efecto de la CPA, indicando
que existe una activacion de un sistema descendente inhibidor mediado
por adenosina.

La CPA provoca una caida intensa de la presién arterial en los tres

grupos experimentales, la cual es independiente de su efecto

antinociceptivo.
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Capitulo Il

Il. Interaccién del agonista del receptor A1 de adenosina CPA
y los receptores opioides en la modulacion de los reflejos

nociceptivos de la médula espinal y del wind-up.
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1.1 OBJETIVOS

1. Determinar si el CPT es capaz de prevenir y revertir el efecto

antinociceptivo de la CPA.
2. Determinar si la naloxona es capaz de prevenir y revertir el efecto

antinociceptivo de la CPA.
3. Estudiar si existe una implicacién de los receptores opioides en la

actividad antinociceptiva de la CPA.
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11.2 INTRODUCCION

En el capitulo anterior observamos que el agonista selectivo del
receptor A1, N6-ciclopentil adenosina (CPA), fue un farmaco antinociceptivo
muy efectivo en ratas adultas con la médula espinal intacta, pero no asi en
animales espinalizados (Ramos-Zepeda y Herrero, 2004). Esta observacion
nos indicaba que la principal actividad antinociceptiva de la CPA estaba
localizada en areas supraespinales en ratas adultas, o que la presencia de la
modulacién supraespinal es esencial para las acciones antinociceptivas
mediadas por el sistema A1 de adenosina en el animal adulto. Ademas, el
efecto antinociceptivo producido por la CPA fue mas potente en animales
sham-espinalizados, indicando un aumento producido por la cirugia de los
sistemas inhibidores descendentes, implicando al receptor A1 de adenosina.

Ademas observamos que el efecto de la CPA fue revertido
parcialmente por el antagonista selectivo del receptor A1 CPT en el 50 % de
los animales intactos. En animales sham-espinalizados, la actividad
antinociceptiva de la CPA no fue revertida por el CPT. La falta de reversion
por el antagonista selectivo del receptor A1 sugiere que la CPA puede no
estar actuando solamente sobre receptores de adenosina sino que también
sobre otros sistemas. De hecho, en estudios previos se ha demostrado que
el sistema de adenosina puede estar acoplado con los receptores opioides y
oz-adrenérgicos en la periferia, trabajando como un receptor complejo con
mecanismos de accién intracelulares comunes (Aley y Levine, 1997).
Ademas, se sabe que la morfina incrementa la liberacion endbgena de
adenosina in vivo e in vitro (Sweeney y Sawynok, 1987a y b). Sin embargo,
una posible interaccién entre CPA y los receptores opioides, y una reversion
del efecto de CPA por naloxona no se ha estudiado en el sistema nervioso
central. Por eso nos preguntamos si la actividad antinociceptiva de la CPA
observada en nuestros experimentos era dependiente de la activacién de los
receptores opioides localizados en l|la médula espinal o en areas
supraespinales del sistema nervioso central. Para evaluar esta posibilidad,
nos propusimos realizar experimentos en ratas adultas, por medio del
registro de reflejos nociceptivos con la técnica de unidades motoras aisladas
(UMAs), comparando la inhibicién de la actividad de CPA por CPT con el

69



Capitulo Il

"antagonista no selectivo de los receptores opioides naloxona. Obviamente,
la posible reversion de la actividad de la CPA por naloxona podria indicar
una interaccion entre los dos sistemas, pero también podria ser
consecuencia de una actividad facilitadora del antagonista por si mismo, que
podria enmascarar una accién opuesta de la CPA. Para descartar esa
posibilidad estudiamos el efecto de CPT y naloxona por si mismos y la
posible prevencion del efecto de CPA por ambos antagonistas. Los
experimentos fueron realizados en animales intactos, espinalizados y sham-

espinalizados, usando estimulacion mecanica nociva y eléctrica repetitiva.

1.3 MATERIAL Y METODOS

I.3.a Protocolo de estimulacidon, sistema de registro y grupos

experimentales

El registro de unidades motoras aisladas activadas por estimulos
nocivos y registradas como reflejo de retirada, ha sido descrito con detalle en
el capitulo de métodos. Tal y como alli se describe, se alternaron estimulos
mecanicos Yy eléctricos en ciclos de tres minutos de duracién.

Se estudiaron diferentes combinaciones del agonista selectivo del
receptor A1, CPA, el antagonista selectivo CPT y el antagonista no selectivo
de los receptores opioides naloxona (Tabla 1l.1), en experimentos de
electrofisiologia realizados en ratas macho adultas con un peso entre 250-
330 g. La inhibicién de la antinocicepcion mediada por CPA, por el CPT y la
naloxona se estudio Unicamente en animales intactos y sham-espinalizados,
debido a que no se observé disminucion de las respuestas en animales
espinalizados tras la administracién de CPA (Ramos-Zepeda et al., 2004).
No obstante, el efecto antinociceptivo de CPA se estudié6 también en
animales espinalizados para confirmar nuestros resultados previos (no se
muestra el grupo en la Tabla).

En primer lugar, estudiamos la reversién de la actividad nociceptiva de
la CPA en dosis acumulativas en base logz (10 a 320 ug/kg) por el CPT en
dos dosis acumulativas de 10 mg/kg (dosis total de 20 mg/kg) inyectado 6
minutos después de la CPA a un intervalo de 6 minutos (2 ciclos de 3
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minutos de estimulacién, ver debajo). En un grupo diferente de
experimentos, se intent6 revertir el efecto de CPA con una dosis de 1 mg/kg
de naloxona usando un protocolo similar. El efecto de los antagonistas se
estudié durante al menos 30 minutos. El pico de reversion del efecto de la
CPA por el CPT se observé entre los 24 y 30 minutos después de su
administracién y en el caso de la naloxona entre 18 y 24 minutos después de
su administracion. También se estudié el posible efecto del vehiculo utilizado
en tres experimentos independientes, utilizando una cantidad equivalente a
la empleada para disolver la CPA y usando el mismo protocolo (grupo no
incluido en la Tabla).

En una segunda serie de experimentos, estudiamos la prevencién del
efecto antinociceptivo mediado por la CPA con el CPT y la naloxona. El CPT
o la naloxona se administraron en animales intactos y sham-espinalizados
siguiendo el mismo protocolo que en experimentos previos (Tabla 11.1), y su
administracién fue seguida de una sola dosis de 160 pg/kg de CPA. La CPA
fue inyectada tomando en cuenta el pico de efecto de los antagonistas
observado en la primera serie de experimentos, es decir 30 minutos después
de la administracion de CPT y 24 minutos después de la naloxona (Tabla
11.1). Experimentos preliminares demostraron que una sola dosis de 160
Hg/kg de CPA era suficiente para inducir una inhibicion completa de las
respuestas de UMAs, evitando un descenso exagerado de la presion arterial
provocado por dosis mas altas. Esta fue también la dosis mas alta inyectada

en experimentos previos (dosis acumulativa total de 320 ug/kg).

11.3.b Cirugia preparatoria, farmacos y analisis de datos

El proceso quirargico de la preparacién y la evolucién de inflamacién
se realizaron segun la descripcién detallada en el capitulo de métodos.
Como en los experimentos anteriores, los animales se mantuvieron
anestesiados con a-cloralosa (Sigma; 50 mg/kg para induccién y 20 mg/kg/h
por bomba de perfusién para mantenimiento). La temperatura central se
mantuvo 37+0.5° C por medio de una manta termorreguladora durante todo
el experimento. Después de la preparacion se dejé a los animales intactos y

sham-espinalizados descansar durante al menos una hora y dos horas a los
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animales espinalizados antes de iniciarse el experimento. La presion arterial
se monitorizé constantemente durante todo el experimento y se mantuvo por

encima de 100 mmHg antes de la administraciéon de los farmacos.

Tabla Il.1. Grupos experimentales y protocolos de administracién de los farmacos.

Grupos | n 1er farmaco Tiempo 2do Tiempo Estimulacion
P (min) farmaco (min) | (ciclos 3 min)
| 6 CPA CPT

(10-320 6 (10-20 30 M-WU
SH 6 Hg/kg) mg/kg)
| 6 CPA NAL
(10-320 6 (1 mg/kg) 30 M-WU
sH |6 Hg/kg)
i 6 CPT CPA
(10-20 30 (160 ug/kg) 30 M-WU
sH | 6| mgkg)
| 3 NAL CPA
y) (1 mg/kg) 24 (160 pg/kg) 30 M-wWuU
SH .

Tabla Il.1. El efecto antinociceptivo de CPA se intento revertir con CPT y el antagonista
opioide naloxona en ratas macho Wistar con inflamacion inducida por carragenina, en
animales intactos (l) y sham-espinalizados (SH). Ademas, se estudié el efecto por si
mismo del CPT y la naloxona y la posible prevencion del efecto de la CPA. En todos los
grupos experimentales las UMAs fueron activadas por estimulacién mecanica nociva (M)

y estimulacién eléctrica repetitiva (Wind-up, WU).

Los farmacos estudiados fueron preparados todos los dias
inmediatamente antes de su administracién, y fueron inyectados por via
intravenosa en dosis acumulativas en régimen de log, cada dos ciclos de
estimulacion (6 min) en un volumen total de 0.3 ml. La CPA (Sigma) se
disolvi6 en dimetil sulféxido (DMSO) en una concentracién de 0.5 ug/ul,

diluido posteriormente en un volumen total de 0.3 ml de solucién salina y se
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administré en dosis de 10 hasta 320 ug/kg. La CPA se administré de forma
muy lenta, en un minimo de 3 min, para minimizar el efecto sobre la presion
arterial. El CPT se disolvi6 en hidroxido de sodio (NaOH, 0.1M) a una
concentracion de 1 mg/50pl y luego se diluyé en un volumen total de 0.3 ml
en salino para su administracion intravenosa. Los datos fueron expresados
como porcentaje del control, siendo el control la media de tres respuestas
previas a la administracion de la primera dosis. El andlisis cuantitativo se
basé en el conteo de las espigas evocadas durante los dos ciclos de
estimulacion entre cada dosis. Los datos de la estimulacién eléctrica se
analizaron contando el nimero de espigas evocadas entre 150 y 650 ms
después de cada estimulo (respuestas de fibras C, Herrero y Cerverd, 1996a
y b). El protocolo de estimulacién y recoleccién de datos se realizdé por medio
de un ordenador, usando un programa comercial (CED, UK; Spike 2).

Las comparaciones estadisticas fueron realizadas en datos agrupados
usando programas comerciales (GraphPad-Prism and GraphPad-Instat for
Windows). Se utilizaron las pruebas para el analisis de la varianza de una
via (ANOVA) con un post-test de Dunnett para la comparacion entre la
estimulacion mecanica y el control, y para el andlisis de las curvas de wind-

up. Los datos se presentan como la media + e.e.m.

1.4 RESULTADOS

Il.4.a Respuestas a la estimulacion mecanica nociva. Recuperacion del

efecto de CPA después de la administracion de CPT o naloxona.

Como observamos previamente en nuestro laboratorio (Ramos-
Zepeda y Herrero, 2004), la CPA fue muy efectiva inhibiendo las respuestas
a la estimulacion mecanica de UMAs tanto en animales intactos (18+7 %,
p<0.01, Figuras Il.1 y I1.2) como en animales sham-espinalizados (4+2 %,
p<0.01, Figuras Il.1 y I1.2) pero no fue asi en animales espinalizados {91+20
%; los datos no se muestran en las Figuras), demostrado que la actividad
antinociceptiva de la CPA administrada por via sistémica en reflejos
nociceptivos mediados por la médula espinal requiere las conexiones

supraespinales. Debido a que la CPA no fue efectiva en animales
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espinalizados, decidimos estudiar la reversion del efecto de CPA por el CPT
y la naloxona en animales intactos y sham-espinalizados. La accién
inhibidora de la CPA dur6 al menos 45 min (ver capitulo | para mas detalles).
La administracion de dosis equivalentes de vehiculo, usando el mismo
protocolo que para CPA (n=3), no causé ningin cambio significativo en las
respuestas a estimulacion mecéanica nociva (107£13 % de la respuesta
control, con la dosis mas alta, los datos no se muestran en las Figuras).
Como en estudios previos, la administracion del antagonista de los
receptores A1 CPT en animales intactos produjo una completa reversion de
la inhibicidn de las respuestas aproximadamente en el 50 % de las unidades
estudiadas, con un efecto maximo entre 24 a 30 min después de su
administracion. En el otro 50 % de unidades fue menos efectivo
observandose Unicamente una recuperacion de las respuestas a los 24 y 30
min de 20%7 y 37+17 % de la respuesta control respectivamente (Figura 11.2).
Sin embargo, en animales sham-espinalizados, no se observé ninguna
reversion significativa del efecto de CPA (Figura 11.2) y el maximo nimero de
respuestas (3211 %) se observé 24 min después de la administracién de
CPT.

El antagonista no selectivo de los receptores opioides naloxona, a
dosis de 1 mg/kg, produjo una reversién completa de la inhibicion de las
respuestas mediadas por CPA en animales intactos y sham-espinalizados.
Los datos de estos experimentos se muestran en la figura 1.2, mientras que
un registro original se muestra en la figura 11.1. Una recuperacion significativa
fue observada en animales intactos 18 min después de la administracién de
naloxona (7515 %, p<0.01 vs. el efecto de CPA) y una reversiéon completa
se observé 24 min después de su administracidn en animales intactos
(95£18 %, p<0.01; y en sham-espinalizados 82113 %, p<0.01 vs. el efecto
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Recuperacion del efecto de la CPA con naloxona

A control cpa 320ng/kg Naloxona 1mglkg
) (24)
Estimulo ﬁﬂ 3 ﬂﬂ & F

eléctrico

0.5N | ﬂ H 3slminﬂ ﬂ “ mm

| lhl.ll]lil

B control cpa 320ug/kg Naloxona 1mg/kg
) (24)

20
espigas

50s

Estimulo -y P " .
eléctrico v L X 4

W R R

STy

50s

Figura II.1. La figura representa un registro original de una UMA, y la recuperacion del
efecto de la CPA con naloxona. (A) animales intactos, (B) animales sham-espinalizados
con inflamacion.

de CPA). El efecto no fue inmediato, en contraste con el efecto inmediato
observado por naloxona en la inhibicidén de las respuestas nociceptivas
mediadas por opiaceos en experimentos similares (Herrero y Headley,
1991). Sin embargo, el tiempo que tardé en recuperarse fue similar al
observado en aquellas unidades en las que fue efectivo el CPT (Ramos-
Zepeda et al., 2004).
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Reversion del efecto de la CPA por CPT y naloxona
(estimulacion mecanica)

Animales intactos

all
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100+

80-

% del control

CPA cp'r CPA NAL
320 320
ralkg mgikg 1glkg mgfkg

12004  Animales sham-espinalizados
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8
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Q
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20+
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Figura 11.2. Recuperacion del efecto de la CPA por el CPT y naloxona en
respuestas a estimulaciéon mecdanica nociva, en animales intactos y sham-
espinalizados con inflamacion. ** p<0.01, comparacion estadistica con el analisis
de la varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.
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I1.4.b Respuestas a la estimulacion mecanica nociva. Prevencion del

efecto de la CPA por la administracion previa de CPT o naloxona.

La reversion del efecto de la CPA por naloxona puede ser resultado
de una actividad directa de la CPA sobre los receptores opioides. Pero hay
sin embargo otras posibilidades, como por ejemplo un mecanismo de accion
comln compartido por los receptores de adenosina y opioides (como lo
sugirié Aley y Levine en 1997), o incluso una actividad excitadora provocada
por la naloxona debido a la liberacién de un control endégeno mediado por
opioides (como lo sugiri6 Hartell y Headley en 1991). Para descartar una
posible interaccion directa de los antagonistas con el receptor A1 de
adenosina, asi como también para descartar un efecto de la naloxona por si
misma sobre las respuestas nociceptivas de la médula espinal, es decir, un
control ténico opioide enddgeno, estudiamos la actividad de CPT y naloxona
previo a la administracién de una sola dosis de 160 ug/kg de CPA.

El CPT en dosis acumulativa de 20 mg/kg y tras 30 min de
observaciéon, no modificé significativamente las respuestas de UMAs a
estimulacion mecanica nociva en animales intactos (114114 %, Figura 11.3).
Sin embargo, redujo significativamente las respuestas en animales sham-
espinalizados (5811 % con la dosis de 10 mg/kg, p<0.01 y 4919 % con la
dosis acumulativa de 20 mg/kg, p<0.01, Figura 11.3), sugiriendo un control
ténico enddégeno supraespinal mediado por el receptor A1 de adenosina y
activado por la cirugia relacionada con la médula espinal.

En animales intactos y sham-espinalizados la administracion de CPA

30 min después de CPT no modificé significativamente las respuestas de las
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Efecto de la CPA en presencia de CPT o naloxona
(estimulacion mecanica)

Animales intactos
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Figura II.3. Prevencion del efecto de la CPA por el CPT y la naloxona en respuestas a
estimulacion mecéanica nociva, en animales intactos y sham-espinalizados. ** p<0.01,
***n<0.001 comparacién estadistica con el analisis de la varianza de una via ANOVA y
post test de Dunnett.
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UMAs tras la administraciéon del CPT (Figura 1.3). Sélo una pequefia
reduccion no significativa fue observada en animales intactos (75+15 % de
las respuestas control), y esa pequefia reducciéon remitié a los 30 min de la
administracion de la CPA (Figura I1.3). Estos datos muestran un esperado
antagonismo del efecto antinociceptivo mediado por la CPA por CPT.

El antagonista opioide naloxona, cuando se inyectd a una dosis de 1
mg/kg no modificoé las respuestas de las UMAs a estimulacién mecanica
nociva tanto en animales intactos como en sham-espinalizados (Figura I1.3).
Sin embargo, la administracién de una sola dosis de 160 pg/kg de CPA en
presencia de la naloxona inhibié completamente la actividad de las UMAs en
ambos grupos de animales: animales intactos 3+2 %, p<0.001; sham-
espinalizados 612 %, p<0.001 (Figura 11.3), demostrando una falta de
interaccion directa entre la CPA y el receptor opioide. La inhibicién de las
respuestas se mantuvo durante al menos 30 minutos (Figura 11.3).

Il.4.c Respuestas a estimulacion eléctrica repetitiva (wind-up).
Recuperacion del efecto de CPA tras la administracion de CPT o

naloxona.

De forma similar al efecto sobre las respuestas a estimulacion
mecanica, se observé una reducciéon dosis dependiente del wind-up tras la
administracién intravenosa de CPA en animales intactos y sham-
espinalizados (Figuras 11.2 y 11.4) pero no en animales espinalizados (Ramos-
Zepeda et al., 2004; los datos no se muestran en las Figuras). Asimismo, la
administracion de dosis equivalentes de vehiculo (n=3) no provocd ningun
cambio significativo en las respuestas evocadas por estimulacion eléctrica

(los datos no se muestran).
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Reversion del efecto de la CPA por CPT y naloxona
(Wind-up)
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Figura I1.4. Reversion del efecto de la CPA por la administracion del CPT y la naloxona, en
respuestas a estimulacion eléctrica repetitiva de alta intensidad (wind-up), en animales
intactos y sham-espinalizados. ** p<0.01 comparacion estadistica con el analisis de la

varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.

La administraciéon del antagonista del receptor A1 de adenosina CPT
no produjo ninguna reversion del efecto de CPA en animales intactos y
sham-espinalizados (Figura 11.4). El antagonista del receptor opioide
naloxona, sin embargo, indujo una completa reversion del efecto de CPA
sobre el wind-up en animales intactos y sham-espinalizados (Figuras 1.2 y
I1.4). Como en las respuestas a estimulacion mecanica nociva, la reversion
del efecto fue progresiva y el pico para una recuperacién completa fue de 24
min después de la administracion del antagonista, un tiempo en el cual la
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inhibicion del wind-up permanecia totalmente inhibido después de la

administracién de la CPA sola (Ramos-Zepeda et al., 2004).

Il.4.d Respuestas a estimulacion eléctrica o wind-up. Prevencion del

efecto de CPA por la administracion previa de CPT o naloxona.

El CPT por si mismo no modificé significativamente el fenomeno de

wind-up en animales intactos y sham-espinalizados (Figura 11.5). En

presencia de CPT, la CPA no fue capaz de suprimir el wind-up tanto en

animales intactos como en sham-espinalizados, sugiriendo que el CPT

antagonizé directamente el sistema del receptor A1 de adenosina (Figura

I1.5).
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Figura II.5. Prevencién del efecto de la CPA por la administracion del CPT y la
naloxona, en respuestas a estimulacion eléctrica repetitiva de alta intensidad (wind-up),
en animales intactos y sham-espinalizados. ** p<0.01 comparacion estadistica con el
andlisis de la varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.

81




Capitulo Il

El antagonista del receptor opioide naloxona, no indujo por si mismo
ninguna variacion sobre el wind-up, tanto en animales intactos como en
sham-espinalizados (Figura 11.5). De forma similar a lo observado en la
estimulacion mecanica nociva, la CPA inhibié completamente el wind-up en
presencia de naloxona (Figura I1.5), sugiriendo una falta de interaccion
directa de la CPA con el receptor opioide bajo las presentes condiciones

experimentales.
1.5 DISCUSION

Hemos observado en nuestro primer estudio que el agonista del
receptor A1 de la adenosina, CPA, era un agente antinociceptivo muy
potente en la preparacion in vitro de médula espinal hemiseccionada de
ratas recién nacidas (Ramos-Zepeda et al., 2004). En animales adultos, sin
embargo, la CPA fue efectiva sélo en animales con la médula espinal intacta,
indicando que la modulaciéon supraespinal es esencial para que la CPA
induzca una actividad analgésica en el animal completamente desarrollado.
La actividad antinociceptiva de CPA en los presentes experimentos fue muy
similar a la observada en nuestros estudios previos (Ramos-Zepeda et al.,
2004). La CPA fue un potente y efectivo agente antinociceptivo en animales
intactos y sham-espinalizados, pero no en animales espinalizados.
Asimismo, el antagonista selectivo del receptor A1 de adenosina CPT fue
s6lo capaz de antagonizar el efecto de la CPA en la mitad de las unidades
estudiadas en animales intactos, y solo en respuestas a estimulacion
mecanica nociva, pero no en el wind-up. En animales sham-espinalizados, el
CPT no revirtié ninguno de los efectos inducidos por la administraciéon de
CPA. Esto sugiere que la CPA no es un agente selectivo de los receptores
A1 de adenosina o que la activacion de estos receptores provoca la
activacion de otros sistemas independientes de la accién del CPT.

La principal observacion hecha en el presente estudio es que la
administracién de naloxona, revirti6 completamente la actividad de CPA en
respuestas a estimulacién mecanica nociva y sobre el wind-up, y que este
efecto fue observado tanto en animales intactos como en sham-
espinalizados. Esto indica que la CPA esta interactuando con el sistema
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opioide y que su efecto antinociceptivo quizas sea el resultado de la
activacién de los receptores opioides. Para apoyar esta observacion se han
sugerido interacciones entre el sistema de adenosina y el opioide en muchos
estudios. La adenosina y sus analogos por ejemplo, aumentan la actividad
antinociceptiva de la morfina (Ahlijanian y Takemori, 1985; Contreras et al.,
1990). Opiaceos como la morfina aumentan la liberacién endégena de
adenosina tanto en preparaciones in vivo como in vitro (Sweeney et al.,
1987a y b) implicando a los receptores p-opioides (Cahill et al., 1995;
Sawynok y Liu 2003). Hay, sin embargo, dos cuestiones que deben ser
tomadas en consideracion. La primera, que existe la posibilidad de que la
CPA no esté interactuando Gnicamente con los receptores A1 de adenosina,
sino que también lo haga con otros sistemas, como los receptores opioides.
Esto no parece probable de acuerdo con el gran nimero de referencias que
existen en la literatura que indican una gran selectividad de la CPA por los
receptores A1 de adenosina (Jacobson et al., 1992; Ralevic y Burnstock,
1998). Segundo, la reversion de naloxona suele ser muy rapida, la reversion
completa del efecto de la morfina o de los agonistas de los receptores x
puede ser observada en los registros de UMAs en tres a seis minutos,
siguiendo un protocolo similar al observado en los presentes experimentos
(Herrero y Headley, 1991). La accién antagonista inducida por la naloxona
en este estudio tuvo un pico de 18 a 24 minutos después de su
administraciéon y aunque este tiempo es similar al observado con CPT en
aquellas unidades en las cuales fue activo, esto no corresponde al comienzo
rapido de la accién de la naloxona observado en otros experimentos.

Una posible explicacién para esta observacion es que la recuperacion
del efecto antinociceptivo mediado por CPA, observado por la administracion
de naloxona, no fuera debida a una accién directa de la CPA sobre los
receptores opioides, ni a una accién del antagonista sobre los receptores A1
de adenosina. Es posible especular que la reversion del efecto de la CPA
por la naloxona, sea debida a que hubo una activacion secundaria de los
receptores opioides desencadenada por la accion de la CPA sobre los
receptores A1 de adenosina, o incluso a una inhibicién del mecanismo de
accion que desencadena el receptor A1 de adenosina y que es compartida

con el receptor opioide (ver debajo). Esto también explicaria la falta de
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reversion del efecto de la CPA por el CPT. Si cualquiera de estas
posibilidades fuera correcta, la naloxona no seria capaz de prevenir el efecto
de la CPA, mientras que la inactivacion del receptor A1 de adenosina por
CPT prevendria de cualquier efecto mediado por la CPA. Nosotros
intentamos confirmar esta hipétesis con una segunda serie de experimentos,
estudiando la posible prevencion del efecto de CPA por el CPT y la
naloxona. Los resultados observados parecen confirmar la hipotesis.

La administracién de CPT no aumenté las respuestas nociceptivas de
las UMAs por si soélo, tanto en animales intactos como animales
espinalizados, mostrando que cualquier posible reversion de la inhibicién de
la CPA no fue confundida con un efecto excitador inducido por el CPT por si
mismo. Sin embargo, en animales sham-espinalizados produjo una
significativa e inexplicable depresion de las respuestas a estimulacion
mecanica, que no se observé en el wind-up. No obstante, el efecto
observado con CPT fue una reduccion de las respuestas y, si cabe, esto
habria potenciado una depresion de las respuestas mediado por la CPA. Sin
embargo, nunca observamos un efecto de la CPA en presencia del CPT, y
desde luego una depresion adicional de las respuestas no se observo en
animales sham-espinalizados. Los resultados estan de acuerdo con una
interaccion especifica del CPT con el receptor A1 de adenosina, dando como
resultado una prevencién del efecto de CPA. También de acuerdo con
nuestra hipétesis esta la observacion de que la naloxona no previno el efecto
de CPA, indicando una falta de interaccion directa de la CPA con los
receptores opioides. Una falta de efecto similar ha sido observada cuando
los antagonistas del receptor opioide eran inyectados previo o junto con la
CPA u otros agonistas del receptor A1 de adenosina (DeLander y Hopkins,
1986; Aley y Levine, 1997; Borghi et al., 2002). Por lo tanto, nuestros
resultados ofrecen la primera evidencia in vivo de que los sistemas opioides
y de adenosina estan ligados en la generacién de la antinocicepcion
mediada a nivel central y que esta conexion puede ser debida quizas a un
mecanismo de accién intracelular comun.

El wind-up es un fenémeno mediado por el sistema nervioso central y
se define como una progresiva facilitacion dependiente de la frecuencia de

las respuestas de la médula espinal observada con la aplicacion de
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estimulos eléctricos constantes y repetitivos (ver Herrero et al.,, 2000). Los
resultados observados en nuestros experimentos sugieren una clara accion
central de la CPA y la naloxona, ya que sus efectos fueron similares en las
respuestas a estimulacion mecanica nociva y en el fenémeno de wind-up. Se
ha sugerido una interaccion entre receptores opioides |, az-adrenoceptores
y receptores A1 de adenosina en lugares periféricos (Aley y Levine, 1997).
En ese estudio, el efecto intradérmico de CPA no fue antagonizado por la
administracién previa de naloxona. Esto concuerda con nuestras
observaciones, aunque en este y otros estudios una reversion del efecto de
CPA por la administracién subsecuente de naloxona no fue estudiado.
También es posible que la interaccion de los receptores opioides [ y
receptores A1 de adenosina ligados a los oz-adrenoceptores (Aley y Levine,
1997) s6lo ocurra en la periferia, mientras que la configuracién que tienen los
receptores en el sistema nervioso central no necesiten la presencia del
receptor op-adrenérgico. De hecho, en estudios de comportamiento, las
metilxantinas por via intratecal inhiben la analgesia inducida por la morfina
via ic.v. (DeLander y Hopkins, 1986; Suh et al, 1997) sin que
aparentemente este implicado el sistema az-adrenérgico.

Los resultados obtenidos en el presente estudio dan lugar a las

siguientes conclusiones:
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11.6 CONCLUSIONES

1. La actividad antinociceptiva de la CPA es prevenida pero no revertida por
el antagonista del receptor A1 de la adenosina CPT.
2. La actividad de la CPA es revertida pero no prevenida por el antagonista

opioide naloxona.
3. La actividad antinociceptiva mediada por el receptor A1 de adenosina
podria estar ligada a una activacién secundaria de los receptores opioides

en animales adultos con inflamacion.
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Capitulo lll

lll. Aumento del wind-up por la administracion combinada de
los ligandos del receptor A1 en ratas con inflamacion

inducida por carragenina.
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1.1 OBJETIVOS

1. Determinar si el sistema de adenosina esta implicado en la modulacion
del wind-up.

2. Estudiar la relacion del sistema de la adenosina con la depresion de las
respuestas observada del wind-up tras la espinalizacion.

3. Conocer el efecto que provoca la administraciéon del antagonista de los
receptores A1 de adenosina al administrarlo en animales espinalizados
so6lo, combinado con su agonista, y su relacién con el antagonista opioide

naloxona.
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1.2 INTRODUCCION

Como hemos visto, la adenosina es un agente antinociceptivo
efectivo, cuyas acciones has sido localizadas en las neuronas de la médula
espinal, principalmente a través del receptor A1 de adenosina (Lee y Yaksh,
2001; Reeve y Dickenson, 1995; Sawynok y Liu, 2003). Este receptor se
encuentra altamente concentrado en neuronas de la médula espinal (Geiger
et al., 1984) y esta situado pre y post sinapticamente (Haas y Selbach, 2000;
Lao et al., 2001; Li y Perl, 1994; Santicioli et al., 1993). Los receptores A1 de
adenosina estan presentes en la mayor parte de areas del cerebro (Ribeiro
et al., 2003) y la inhibicién de la actividad supraespinal por el sistema A1 de
la adenosina ha sido sugerida por electroencefalografia (Fulga y Stone,
1998) y otras técnicas (Uchimura y North, 1991). En los capitulos anteriores
pudimos observar que el agonista selectivo del receptor A1 N6-ciclopentil
adenosina (CPA) fue un farmaco antinociceptivo muy efectivo en ratas
adultas con la médula espinal intacta, pero no en animales espinalizados.
Esta observacion nos indica que la principal acciéon de la CPA administrada
en forma sistémica en ratas adultas esta localizada a nivel supraespinal, o al
menos, que la antinocicepcion producida por la CPA administrada de forma
sistémica, requiere la presencia de las modulaciones supraespinales en
preparaciones en las que se usa el animal completo con inflamacién
inducida con carragenina. Ademas, nuestros experimentos demostraron que
el efecto antinociceptivo era mas intenso en animales sham-espinalizados,
indicando un aumento mediado por la cirugia de los sistemas inhibidores
descendentes en el que esta implicado el receptor A1 de adenosina. Un
fenomeno similar también esta descrito tras la administraciéon de algunos
opiaceos (Herrero y Headley, 1991).

La CPA también fue efectiva reduciendo el wind-up (Ramos-Zepeda
et al., 2004; Reeve y Dickenson, 1995; Suzuki et al., 2000), el cual es un
fendmeno mediado a nivel central y que ha sido definido como una
progresiva y frecuencia-dependiente facilitacion de las respuestas de las
neuronas de la médula espinal, observada tras la aplicacién de estimulos
eléctricos constantes y repetitivos. Este es un fenobmeno que comparte

algunos mecanismos comunes con la sensibilizacién central y es mediado
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por los receptores de NMDA y NK1 (Davies y Lodge, 1987; Dickenson et al.,
1987), aunque otros sistemas estan implicados en su generacion y
mantenimiento (ver Herrero et al., 2000). Aunque el wind-up es un fendbmeno
mediado por la médula espinal, estd muy influenciado por los sistemas
moduladores descendentes, especialmente en situaciones de sensibilizacion
(Herrero y Cerverd, 1996a y b), y el nivel de respuestas del wind-up es
mucho menor en animales espinalizados que el observado en animales con
la médula espinal intacta (Herrero y Cerverd, 1996a).

Debido a que no hay ningin dato sobre la posible implicacion del
sistema endégeno de adenosina A1 sobre el wind-up, decidimos estudiar el
efecto del antagonista del receptor A1 de adenosina 8-ciclopentil-1,3-dimetil
xantina (CPT) en presencia y ausencia del agonista del receptor A1 CPA,
sobre la actividad de unidades motoras aisladas, en ratas espinalizadas con
inflamacién inducida por carragenina. Debido a la implicacién de los opioides
en el control endégeno y a la interaccion sugerida entre el sistema opioide y
de adenosina (Aley y Levine, 1997; Sweeney et al., 1987), también
estudiamos el efecto de la administracion combinada de naloxona y los

ligandos de adenosina en la misma preparacion.

ll.3 MATERIAL Y METODOS

l.3.a Protocolo de estimulacion, sistema de registro, grupos

experimentales y cirugia preparatoria

En la tabla 1ll.1 se muestran los distintos grupos experimentales y los
protocolos de administracion de los farmacos. En la primera serie de
experimentos, estudiamos el efecto del agonista selectivo del receptor A1 de
adenosina, CPA, seguido de la administracion del antagonista selectivo CPT
(n=6) y el efecto del CPT seguido de la administracion de la CPA (n=6) en
animales espinalizados. En una segunda serie de experimentos, estudiamos
el efecto del antagonista no selectivo de los receptores opioides naloxona,
seguido de la administracién del CPT y la CPA, en animales intactos (n=6),

sham-espinalizados (n=6) y animales espinalizados (n=7).
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Tabla lll.1. Grupos experimentales y protocolos de administraciéon de los

farmacos.
Grupos 1er |Tiempo| 2do |Tiempo| 3er | Tiempo | Estimulacién
P farmaco | (min) | farmaco | (min) | farmaco | (min) (ciclos 3min)
E CPA 6 CPT 30 - - M-wuU
E CPT 30 CPA 30 -— - M-WU
I
SH NAL 24 CPT 30 CPA 30 M-WuU
E

El efecto de la CPA combinado con CPT y el efecto del CPT seguido de la CPA fue estudiado
en dos grupos de animales espinalizados (E); también se estudié el efecto del antagonista no
selectivo de los opioides naloxona (NAL) seguido de la administracion de la CPA y el CPT en

animales intactos (l), sham-espinalizados (SH) y espinalizados.

Los experimentos fueron realizados en ratas macho Wistar de entre
250-330 g. La cirugia de preparacion y la evolucién de inflamacion se
realizaron segun la descripcion detallada en el capitulo de métodos. Como
en los experimentos anteriores el nivel de anestesia se mantuvo con a-
clorosa (Sigma; 50 mg/kg para induccién y 20 mg/kg/h por bomba de
perfusion para mantenimiento). Después de la preparacion se dej6 a los
animales intactos y sham-espinalizados descansar durante al menos una
hora, y dos horas a los animales espinalizados antes de iniciarse el
experimento. La presién arterial se monitoriz6 constantemente durante todo
el experimento y se mantuvo por encima de 100 mmHg antes de la
administracién de los farmacos.

El registro de unidades motoras aisladas activadas por estimulos
nocivos y registradas como reflejo de retirada, ha sido descrito con detalle en
el capitulo de métodos. Tal y como alli se describe, se alternaron estimulos
mecanicos y eléctricos (generando el fenédmeno de wind-up) en ciclos de tres

minutos de duracion.
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l1.3.b Farmacos, protocolo de administracion y analisis de datos

La CPA, el CPT y la naloxona se prepararon y administraron
siguiendo el mismo protocolo descrito en el capitulo anterior.

Los datos fueron expresados como porcentaje del control, siendo el
control la media de las respuestas de los tres ciclos previos a la
administracion de la primera dosis del farmaco. El analisis cuantitativo se
basé en el conteo de las espigas evocadas durante los dos ciclos de
administracién entre cada dosis. Los datos de la estimulacion eléctrica se
analizaron contando el numero de espigas evocadas entre 150 y 650 ms
después de cada estimulo (respuestas de fibras C; Herrero y Cerverd, 1996a
y b). El protocolo para la estimulacion y la recoleccién de datos se realizé por
medio de un ordenador usando el programa comercial (CED, UK; Spike 2).

Las comparaciones estadisticas fueron realizadas en datos
agrupados usando programas comerciales (GraphPad-Prism and GraphPad-
Instat for Windows). Se usaron las pruebas para el analisis de la varianza de
una via (ANOVA) con un post-test de Dunnett para la comparacién entre la
estimulaciéon mecanica y el control, y para el analisis de las curvas de wing-

up. Los datos se presentan como la media £ e.e.m.

iI.4 RESULTADOS

lll.4.a Efecto de la administracion combinada de CPA seguida de CPT

en animales espinalizados

Como se indicd en el capitulo |, la CPA no inhibié las respuestas de
UMAs en respuestas a estimulacibn mecanica nociva en animales
espinalizados (9120 %; Figura lll.1A), demostrando asi que la actividad
antinociceptiva de la CPA administrada de forma sistémica requiere
conexiones supraespinales. El CPT en una dosis acumulativa de 20 mg/kg,
no modificé significativamente las respuestas a estimulacion mecanica
nociva en animales espinalizados cuando se administré en presencia de Ia
CPA (10518 %; Figura lil.1A).

La administracion de CPA produjo un ligero aumento de la curva del
wind up en animales espinalizados que no fue significativo (Figura IIl.1B). La
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administraciéon de CPT en presencia de la CPA sin embargo, provocé un
aumento significativo de las respuestas del wind-up con las dosis de 10
mg/kg (p<0.01) y 20 mg/kg (p<0.01; Figura Il1.B). El efecto excitador del CPT
en presencia de la CPA aumenté el nivel de saturacién de la curva del wind-
up de los animales espinalizados al nivel observado en registros de control

en animales intactos.

lll.4.b Efecto de la administracion combinada de CPT seguido de la

administracién de la CPA en animales espinalizados

El CPT no tuvo efecto al ser administrado por si mismo (Figura
I1.2A), ya que no se observé ninguna modificacion de las respuestas a
estimulacion mecanica (9417 %, Figura [lIl.2A). Sorpresivamente,
observamos que la administracion de la CPA en presencia del CPT provoco
un aumento significativo de las respuestas de UMAs a estimulacion
mecanica (15148 % del control, p<0.001; Figura I1l.2A). Esto nos indica una
actividad pronociceptiva de la CPA en presencia del CPT cuando las
influencias supraespinales no estan presentes en situacion de
sensibilizacién.

Como en las respuestas a estimulacion mecanica, no observamos
ningun efecto del CPT sobre el wind-up por si mismo (Figura 111.2B). Sin
embargo, la CPA produjo un importante aumento de la curva del wind-up
cuando se inyect6é en presencia del CPT (p<0.01; Figura 111.2B). El nivel de
aumento de la curva de wind-up fue similar al observado por la
administracion del CPT en presencia de la CPA, y alcanzdé un nivel de

disparo similar al observado en registros realizados en animales intactos.
lll.4.c Efecto de la administracién combinada de naloxona, CPAy CPT

Ha sido demostrado que la administracion de naloxona aumenta la
actividad nociceptiva de las UMAs en algunas preparaciones
experimentales, como por ejemplo en animales espinalizados (Hartell y
Headley, 1991), sugiriendo un control ténico endégeno mediado por los

receptores opioides. Para evaluar si la administracibn de naloxona
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modificaria la actividad del CPT y la CPA, estudiamos la combinacion de los
tres farmacos en animales espinalizados, intactos y sham-espinalizados.

Efecto de la administracién combinada de CPA y CPT
(animales espinalizados)
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Figura lll.1. Efecto de la administracion sistémica de la CPA y el CPT en respuestas a
estimulacién mecanica (A) y wind-up (B) en animales espinalizados. La administracién de CPT
en presencia de la CPA no provocé ninguna modificacion en las respuestas a estimulacion
mecanica (A), pero produjo un aumento del wind-up (B). ** p<0.01 vs. Control; comparacion
estadistica con el andlisis de la varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.
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Efecto de la administracién combinada de CPT y CPA
(animales espinalizados)

A. Fkk

160
140-

120+
100+
80+

60+

% del control

40-

20+

cpt 20 mg/kg cpa 160 ug/kg
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Figura Ill.2. Efecto de la administracion sistémica del CPT y la CPA en respuestas a
estimulaciéon mecanica (A) y wind-up (B) en animales espinalizados. EI CPT no tuvo efecto
por si mismo. Se observd un significativo aumento de las respuestas a estimulacion
mecanica (A) y del wind-up (B) cuando se administré la CPA en presencia del CPT. El nivel
de saturacioén de la curva del wind-up aumenté a un nivel similar al observado en la figura 1y
en animales intactos. ** p<0.01, ***p<0.001 vs. Control; comparacion estadistica con el
andlisis de la varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.
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Efecto de la administracién combinada de naloxona, CPT y CPA
(animales espinalizados)

1404
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Figura lll.3. Efecto de la administracion sistémica de naloxona seguido de CPA y CPT en
respuestas a estimulacién mecanica (A) y wind-up (B) en animales espinalizados. La
naloxona produjo un leve aumento de las respuestas a estimulacion mecanica (A) y wind-up
(B). La administracion del CPT y la CPA no aumento6 las respuestas a estimulacion mecanica,
pero si aumenté el wind-up a un nivel similar al observado en las figuras 1y 2. Comparacion
estadistica como en la figura IIl.1; * p<0.05, ***p<0.001 vs. control.
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La naloxona administrada en dosis de 1 mg/kg, produjo un
significativo aumento de las UMAs en respuestas a la estimulacion mecanica
en animales espinalizados (12047 %, p<0.05; Figura I1l.3A). La
administracion subsiguiente de CPT y CPA no aument6 estas respuestas
(Figura 11.3A). En animales intactos y sham-espinalizados no observamos
ningun cambio significativo tras la administracion de naloxona (8317 % vy
91+8 % respectivamente). La administracion de CPT y CPA en presencia de
naloxona no modifico significativamente las respuestas en estos dos grupos
de animales (los datos no se muestran).

En animales espinalizados, la administracién de naloxona produjo un
leve aumento de las respuestas (Figura l11.3B), y aunque este aumento no
fue significativo, se mantuvo al menos 24 minutos. EI CPT administrado en
presencia de la naloxona no modificd las respuestas. Sin embargo; la CPA
administrada en presencia de la naloxona y el CPT produjo un aumento
significativo del wind-up (p<0.001), similar al observado en la primera serie
de experimentos en ausencia de naloxona (Figura 1Il.3B). Como en
respuestas a estimulacién mecanica, la combinacién de naloxona, CPT y
CPA no modificé la curva del wind-up en animales intactos y sham-

espinalizados (los datos no se muestran).

1.5 DISCUSION

- La observacién principal en este estudio es que mientras que la CPA
y el CPT no fueron capaces de producir aumento del wind-up cuando se
administraron solos, la combinacién de los dos farmacos, en cualquier orden,
provocéd un importante aumento del wind-up. Este aumento no fue siempre
paralelo al aumento de las respuestas a estimulacién mecanica, indicando
que es debido a una accidn central, y no fue aumentado en forma adicional
por la administracién del antagonista opioide naloxona.

Como se ha indicado anteriormente, el wind-up es un fenémeno
central claramente modulado por influencias supraespinales (Herrero vy
Cerver6, 1996a y b; Herrero et al., 2000). La saturaciéon del wind-up en los
presentes experimentos fue menor en animales espinalizados que en

animales intactos, lo cual va de acuerdo con observaciones previas (Herrero
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y Cerver6, 1996a, Ramos-Zepeda et al., 2004). Sin embargo, la
administracion de CPT después de la CPA sorpresivamente aumenté el
wind-up a un nivel similar al observado en animales intactos. Esto sugiere
que la espinalizacion reduce las influencias facilitadoras supraespinales
(Herrero y Cerver6, 1996a), las cuales estan mediadas por el sistema A1 de
adenosina. De hecho, ha sido previamente demostrado que el CPT produce
excitacion de las respuestas presinapticas y postsinapticas, lo cual es
compatible con una eliminacién del tono endégeno de adenosina en las
neuronas del hipocampo (Haas y Greene, 1988) y el tegmento laterodorsal
(Arrigoni et al., 2001) En este Ultimo estudio se observo que el efecto del
CPT resultaba de la modulacién de la transmision por glutamato. Esto apoya
estudios previos que han demostrado una interaccion entra la adenosina y el
glutamato (Corradetti et al., 1984). Se sabe que el glutamato, ejerciendo su
accion sobre los receptores NMDA (Davies y Lodge, 1987; Dickenson y
Sullivan, 1987), es el principal sistema implicado en la generacion del wind-
up (Herrero et al., 2000), por lo que nos parece razonable deducir que el
sistema de adenosina también modula la transmisién de glutamato en la
médula espinal in vivo. Esta interaccion ha sido sugerida también en
preparaciones de médula espinal in vitro (Lao et al., 2001).

Cuando estudiamos el efecto del CPT por si mismo, no observamos
cambios en el wind-up, lo que indica una falta de control ténico especifico
mediado por adenosina del wind-up. Sin embargo, cuando la CPA se inyectd
después del CPT observamos de nuevo el aumento del wind-up, y en este
caso, también de las respuestas a estimulacion mecanica, confirmando que
es la combinacién de los farmacos la responsable de la accién facilitadora,
en vez de cualquiera de ellas administrada por separado. Es dificil evaluar
por medio de los presentes experimentos el mecanismo de accién implicado
en este aumento de la actividad. Se sabe que la hiperalgesia producto de Ia
inflamacién induce cambios en los nociceptores periféricos y también en la
excitabilidad de las neuronas de la médula espinal, como consecuencia de la
activacion nociceptiva continua de las neuronas de la médula espinal.
Durante estos estados hiperalgésicos, la excitabilidad de la médula espinal
es controlada por mecanismos espinales y supraespinales (Besson y

Chaouch, 1987; Herrero y Cervero, 1996a). El aumento de la actividad de |a
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médula espinal por los ligandos de la adenosina' observada en el presente
estudio quizas refleje una compensacion de la alteracion en los sistemas
descendentes provocada por la espinalizacion. Esta compensacioén podria
ser el resultado de una accién de los ligandos como agonistas parciales
sobre los receptores de adenosina, o incluso una interaccion con los
receptores de glutamato. Sin embargo, se requieren otros experimentos para
asegurar esta hipétesis.

Otra posibilidad es que la facilitacion observada quizas sea
dependiente de una actividad combinada de la adenosina y los receptores
opioides, como se ha demostrado en otros estudios (DelLander et al., 1986;
Suh et al., 1997). De hecho, aunque muchos estudios han demostrado un
aumento de la actividad de las neuronas de la médula espinal,
especialmente del asta dorsal, en la espinalizacion reversible y en animales
descerebrados, también se puede observar depresién o cambio de la
actividad refleja como resultado de la espinalizacion aguda (Brenowitz y
Pubols, 1981; Herrero y Cerver6, 1996a, Murray y Goldberger, 1974). Esta
depresion de la excitabilidad de las neuronas de la médula espinal, como
consecuencia de la reduccién de la facilitacion moduladora conduce al
predominio de algunos sistemas inhibidores como los opioides,
especialmente en situaciones de sensibilizacion central (Besson y Chaouch,
1987, Herrero y Cerverd, 1996a y b), como en los presentes experimentos.
Esto es apoyado también por el aumento de la actividad observado después
de la administracion de naloxona en animales espinalizados (Hartell y
Headley, 1991). Asimismo, la combinaciéon de la CPA y CPT puede ser
resultado de la facilitaciéon de un sistema inhibido, que implica a los
receptores de adenosina en combinacién con los receptores opioides. Esta
ultima fue nuestra primera hipétesis desde que observamos que el efecto
antinociceptivo de la CPA se revertia con naloxona (Ramos y Herrero, 2004).
Intentamos averiguar esta cuestion administrando conjuntamente naloxona,
CPTy CPA.

La naloxona no modificéd por si misma las respuestas nociceptivas
estudiadas en animales intactos y sham-espinalizados. Sin embargo, produjo
un leve aumento de las respuestas a estimulacién mecanica nociva y del

wind-up en animales espinalizados, lo cual concuerda con estudios previos
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usando la misma preparacion (Hartell y Headley, 1991) y sugiriendo un
control ténico endogeno mediado por los opioides en animales
espinalizados.

El aumento de la actividad observado por la combinacién de
naloxona, CPT y CPA fue, sin embargo, similar al observado en ausencia de
naloxona, y mucho mas alto que el inducido por la naloxona sola.
Experimentos preliminares (no se muestran) también demostraron que el
orden de la administracién de los tres farmacos no varia las respuestas,
indicando que el control tonico opioide no esta implicado en el aumento de la
actividad observada tras la administracién de la CPA y el CPT. Una ultima
posibilidad que hay que tener en consideracion es que el sistema estuviera
saturado y la presencia de la naloxona no pudiera elevar el nivel de la
actividad por encima del nivel observado con la combinacién de la CPA y el
CPT.

En conclusién, el presente estudio nos provee la primera evidencia in
vivo de que la depresion de los reflejos nociceptivos de la médula espinal
observada en animales espinalizados, especialmente del fenémeno de wind-
up, es dependiente del sistema de adenosina y que puede ser aliviado por la
administracién combinada de la CPA y el CPT.
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111.6 CONCLUSIONES

1. La administracion combinada de la CPA y el CPT producen un aumento
significativo del wind-up en animales espinalizados.

2. El orden de administracién de la CPA y el CPT no interfiere en la
produccién de dicho aumento y estos no tienen ninguin efecto cuando se
administran por separado.

3. Al administrarse el CPT y la CPA en presencia de naloxona se observa
un aumento de las respuestas mayor que el producido solo por naloxona.

4. La depresion de los reflejos nociceptivos observada en animales
espinalizados es dependiente de la adenosina y puede ser recuperada

con la administracion conjunta de CPA y CPT.
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IV. Interaccion entre CPA y ligandos de los receptores

opioides p y K.
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IV.1 OBJETIVOS

1.

Determinar si la interaccion observada en los estudios previos entre los
receptores opioides y el receptor A1 de adenosina esta mediada por
receptores p o K.

Estudiar si existe una potenciacion del efecto analgésico al combinar
dosis subefectivas de CPA con el agonista de los receptores p, fentanilo.
Estudiar si existe una potenciacién del efecto analgésico al combinar
dosis subefectivas de CPA con el agonista de los receptores k, U-
50488H.
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IV.2 INTRODUCCION

En los trabajos anteriores hemos observado una interacciéon clara
entre el sistema del receptor A1 de adenosina y los sistemas opioides. El
antagonista no selectivo de los receptores opioides naloxona fue capaz de
revertir la inhibicién de las respuestas mediada por la CPA, lo cual nos
demuestra que existe una interaccién entre ambos sistemas. Sin embargo, la
dosis de naloxona utilizada en estos experimentos fue de 1 mg/kg, una dosis
no selectiva y capaz de revertir el efecto tanto de los receptores opioides
como de los x (Herrero y Headley, 1991). Por tanto, nos propusimos
averiguar si la interaccion que estdbamos observando se debia a la
implicacion especifica de uno de estos subtipos de receptores opioides. Para
ello, intentamos revertir el efecto de la CPA administrando dosis bajas de
naloxona, selectivas para los receptores p (100 pg/kg; Herrero y Headley,
1991) y administrando también el antagonista selectivo del receptor opioide
K, Nor-binaltorfimina (nor-BNI; Portoghese et al 1994).

Asimismo, si existiese una interaccion de los receptores A1 con los
receptores opioides, la administracién conjunta de agonistas de ambos
receptores deberia provocar un efecto analgésico superior al producido por
la suma de los efectos independientes de ambos. De hecho, existen
numerosos estudios que han demostrado que la administracion sistémica de
adenosina y sus analogos potencian la antinocicepcion inducida por la
morfina (Ahlijanian y Takemori, 1985; Contreras et al., 1990; Malec y
Michalska, 1990). Ademas, la administracién de morfina produce Ia
liberacion de adenosina en preparaciones de médula espinal in vivo e in vitro
(Sweeney et al., 1987 y Sweeney et al., 1989). En esta interaccién entre la
adenosina y los sistemas opioides, parece evidente una potenciacion del
efecto de opiaceos p y adenosina, o viceversa. La interaccién con receptores
K, sin embargo, no parece concluyente.

Por ello investigamos la posible potenciacién del efecto analgésico al
administrar dosis subefectivas de CPA combinadas con la administracién de
agonistas selectivos de los receptores p y k, fentanilo y U-50,488H

respectivamente.
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IV.3 MATERIAL Y METODOS

IV.3.a Protocolo de estimulaciéon, sistema de registro y grupos

experimentales

El registro de unidades motoras aisladas activadas por estimulos
nocivos y registradas como reflejo de retirada, ha sido descrito con detalle en
el capitulo de métodos.

Como en los trabajos previos, se realizoé el estudié en ratas Wistar
macho, con un peso de 250 a 330 g sin espinalizacion y con inflamacion
inducida por carragenina siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
de metodos. En un primer grupo de animales, se administr6 el agonista del
receptor A1 de la adenosina, CPA, por via intravenosa en dosis
acumulativas en base log, (10 a 320 ug/kg), seguido de la administracién de
una dosis de 100 pg/kg del antagonista de los receptores opioides naloxona.
Se ha demostrado previamente en experimentos similares que esta dosis de
naloxona inhibe preferentemente los receptores p pero apenas interfiere con
los receptores k (Herrero y Headley, 1991; Tabla IV.1). En un segundo grupo
de animales se administré el antagonista selectivo de los receptores x, nor-
BNI, en dosis de 2.5 mg/kg (Tabla IV.1), después de la administracién de
CPA.

En la segunda serie de experimentos estudiamos la posible
potenciacion del efecto analgésico del fentanilo y del U-50,488H por dosis
subefectivas de 5 a 10 pg/kg de CPA. El agonista de los receptores p,
fentanilo, se administré en dosis acumulativas en base log, de 1 a 32 pg/kg y
se estudio su efecto antinociceptivo tanto en ausencia como en presencia de
la CPA (Tabla IV.1). En otros grupos de animales se estudid el efecto
antinociceptivo del agonista de los receptores k, U-50,488H, en dosis
acumulativas en base logz de 1 a 16 mg/kg, comparando su efecto en

ausencia y en presencia de la CPA (Tabla IV.1).
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. Tiempo . Estimulacion
Grupos | n | 1er farmaco (min) 2do farmaco (ciclos 3 min)
CPA
NAL
| 6 (10-320 6 M-WU
100 pg/k
ug/kg) (100 pg/kg)
CPA
| 7 | (10-320 6 (2N5°;3;‘|'('g) M-WU
pg/kg) '
Fentanilo
| 22 | (416 pg/kg) 6 M-WU
U-50,488H
I 7 | (1-16 mgrkg) 6 M-WU
CPA Fentanilo
Y4 | etougkg) | ° (1-16 pglkg) M-WU
I 6 CPA 6 U-50,488H M-WU

(5-10 pg/kg)

(1-16 mg/kg)

Tabla IV.1. Grupos experimentales. El efecto antinociceptivo de CPA se intentd revertir

con dosis bajas de naloxona y con nor-BNI en ratas macho Wistar, intactas (l), con

inflamacion inducida por carragenina. Ademas, se estudid el efecto antinociceptivo del
fentanilo y del U-50,488H en ausencia y en presencia de dosis subefectivas de CPA.
En todos los grupos experimentales las UMAs fueron activadas por estimulacion

mecanica nociva (M) y estimulacién eléctrica repetitiva (Wind-up, WU).

IV.3.b Cirugia preparatoria, farmacos y analisis de datos

El proceso quirtrgico de la preparacién y la evolucion de inflamacion

se realizaron segun la descripcién detallada en el capitulo de métodos.

Como en los experimentos anteriores,

anestesiados con a-cloralosa (Sigma; 50 mg/kg para induccion y 20 mg/kg/h

los animales se mantuvieron

por bomba de perfusién para mantenimiento). La temperatura central se

mantuvo 37+0.5° C por medio de una manta termorreguladora durante todo
el experimento. Después de la preparacion se dejé a los animales descansar
durante al menos una hora antes de iniciarse el experimento. La presion

arterial se monitoriz6 constantemente durante todo el experimento y se
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mantuvo por encima de 100 mmHg antes de la administracion de los
farmacos.

Los farmacos estudiados fueron preparados todos los dias
inmediatamente antes de su administracion, la CPA se prepard y administro
de la forma descrita en capitulos anteriores. El nor-BNI se disolvié en salino
a una concentraciéon de 1 mg/100ul, el fentanilo se disolvidé en salino a una
concentraciéon de 50 ug/ul y por Gltimo, el U-50,488H se disolvié también en
salino a una concentracién de 1 mg/100ul. En todos los casos, el volumen
final de cada dosis fue de 0.3 ml

Los datos se analizaron y expresaron de la forma descrita en

capitulos anteriores.

IV.4 RESULTADOS

IV.4.a Recuperacion del efecto de la CPA con la administraciéon de

naloxona o nor-BNI en respuestas a estimulacion mecanica

Al igual que en estudios previos, la CPA fue efectiva en la inhibicion
de las respuestas a estimulacion mecanica en animales intactos con
inflamacion. En este caso, sin embargo, la administracién de naloxona a
dosis de 100 pg/kg no revirtié el efecto de la CPA: 1818 % de la respuesta
control a los 24 minutos de su administracion (Figura IV.1). A este mismo
tiempo, la dosis de naloxona de 1 mg/kg habia provocado una recuperacion
completa del efecto, demostrandonos asi claramente que la reversion del

efecto no esta mediada por los receptores p.
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Recuperacion del efecto de la CPA por naloxona

160- en respuestas a estimulacién mecanica

80+

60+

% del control

20+

cpa320.g/kg nal100 ug/kg
Dosis

Figura IV.1. Falta de recuperacion del efecto de la CPA tras la administracién de una
dosis de 100ug/kg del antagonista opioide naloxona, en respuestas a estimulacién
mecénica en animales intactos con inflamacion.

El antagonista selectivo de los receptores k, nor-BNI, a dosis de 2.5
mg/kg, provocé una recuperacion progresiva y completa del efecto de la
CPA. El efecto observado fue del 77+14 % a los 30 minutos de su
administracion (p<0.01 vs. el efecto de la CPA; Figura IV.2). Esta reversion
del efecto de la CPA sugiere una interaccion con los receptores K.
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Recuperacion del efecto de la CPA por nor-BNI
en respuestas a estimulacién mecanica

100+

*%

80+
©
S
C 60+
o
o
3
2 40+

20+

0

cpa320.9/kg nor-BNI 2.5mg/kg
Dosis

Figura IV.2. Recuperacién del efecto de la CPA tras la administracion de una dosis del
antagonista opioide k, nor-BNI, en respuestas a estimulacién mecanica en animales
intactos con inflamacién. ** p<0.01, comparacién estadistica con el analisis de la
varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.
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IV.4.b Recuperaciéon del efecto de la CPA por la administracion de
naloxona y nor-BNI en respuestas a estimulacion eléctrica repetitiva

(wind-up)

A diferencia de los observado en respuestas a la estimulacion
mecanica nociva, en las respuestas a estimulacion eléctrica repetitiva, la
administracién de la naloxona a dosis de 100 pg/kg produjo una reversion
importante del efecto de la CPA: 72.6+14 %del control, aunque el efecto aun
fue significativamente diferente del control (p<0.05; Figura IV.3).

Recuperacion del efecto de la CPA por naloxona
en el wind-up
14+

- =
o N
[ [

ero de respuestas
g

—a— control
24 *% =+ cpa 320ng/kg
—=— nal 100pg/kg

nuam

] ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
numero de estimulos

Figura IV.3. Recuperacion del efecto de la CPA sobre el wind-up tras la administracion de
una dosis del antagonista opioide naloxona, en animales intactos con inflamacion. **
p<0.01, comparacion estadistica con el andlisis de la varianza de una via ANOVA y post
test de Dunnett.
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La administracién del antagonista nor-BNI produjo una recuperacion
parcial del 66+8 % (p<0.01 vs. el efecto de la CPA), en contraste con la
recuperacion completa que habiamos observado en respuestas a

estimulaciéon mecanica nociva.
Recuperacion del efecto de la CPA por nor-BNI

en el wind-up
20

12+ *%*

de respuestas

—a— control

*%

-

numero
@
[]

|
0 2 4 6 8 10 12 14 16
numero de estimulos

Figura IV.4. Recuperacion del efecto de la CPA sobre el wind-up tras la administracion
del antagonista opioide k, nor-BNI, en animales intactos con inflamacion. ** p<0.01,
comparacion estadistica con el andlisis de la varianza de una via ANOVA y post test de
Dunnett.

IV.4.c Comparacién del efecto antinociceptivo del fentanilo y del U-
50,488H en ausencia y en presencia de dosis subefectivas de CPA en

respuestas a estimulacion mecanica nociva

El agonista de los receptores opioides , fentanilo, al administrarse en
ausencia de CPA produjo una potente disminucién dosis dependiente de las
respuestas nociceptivas a la estimulacion mecanica. La DEs fue de 171
ug/kg y el efecto maximo observado fue de 13+5 % del control. La
recuperacion completa del efecto se observé a los 24 min de la

administracién de la ultima dosis (Figura IV.5). La administracion de 5y 10

113

—+— cpa 320ng/kg
—=— nor-BNI 2.5mg/kg



Capitulo IV

ug/kg de CPA no provocé un descenso significativo de las respuestas (934
y 90+5 % del control, respectivamente; Figura IV.5). El fentanilo en presencia
de estas dosis de CPA provocé un efecto similar al observado en ausencia
de CPA (Figura IV.5), con una DEs, de 18.5+2 ug/kg y un efecto maximo de
412 % del control.

Efecto del fentanilo en presencia y en ausencia de dosis
subefectivas de CPA en respuestas a estimulacion mecanica

% del control

cpa Sug cpallug

120+

1004

80+

60+

% del control

1 2 4 8 16 32 18' 24'
Dosis (ng/kg)

I Fentanilo I CPA + Fentanilo

Figura IV.5. Comparacion del efecto del fentanilo en ausencia y en presencia de dosis
subefectivas de CPA (recuadro). ** p<0.01, ***p<0.001, comparacion estadistica con el
analisis de la varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.
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El agonista de los receptores k, U-50,488H, cuando se administré en
ausencia de CPA, provocé una disminucion dosis dependiente y efectiva de
las respuestas a estimulacion mecanica nociva. La DEs, fue de 4.2+1.4
mg/kg y el maximo efecto observado fue de 2+1 % del control. Se observo
una recuperacion completa a los 45 minutos de su administracion (87+1 %;
Figura IV.6). La administracion de 5y 10 ug/kg de CPA no provocé

Efecto del U-50,488H en presencia y en ausencia de dosis
subefectivas de CPA en respuestas a estimulacion mecanica

% del control

1204

cpa Spg cpailug

100-

% del control

1 2 4 8 16 18’ 24' 45'
Dosis (mg/kg)

I U-50,488H I CPA+U-50,488H

Figura IV.6. Comparacion del efecto del U-50,488H en ausencia y en presencia de
dosis subefectivas de CPA (recuadro). **p<0.01, ***p<0.001, comparacion estadistica
con el andlisis de la varianza de una via ANOVA y post test de Dunnett.
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un descenso significativo de las respuestas (96+3 y 86+2 % del control,
respectivamente; Figura IV.6). Cuando se administré el U-50,488H en
presencia de dosis subefectivas de CPA no observamos una potenciacion
del efecto: DEsp de 5+1 mg/kg y maximo efecto de 4+1 % del control (Figura
IV.6). Sin embargo, si observamos, un aumento en la duracion del efecto
antinociceptivo de tal forma que a los 45 minutos de su administracion el
nivel de respuestas fue todavia significativamente diferente del control 43+13
% (p<0.01).

IV.4.d Comparacion del efecto antinociceptivo del fentanilo y del U-
50,488H en ausencia y en presencia de dosis subefectivas de CPA en el

wind-up

En las respuestas del wind-up la administracién de fentanilo en

ausencia de la CPA produjo una disminucion dosis dependiente de las

Efecto del fentanilo en presencia y en ausencia de dosis
subefectivas de CPA sobre el wind-up

CPA + Fentanilo

Fentanilo

224 22
g 20 g 204
> 184 7 18+
g- 16+ g- 164
0 14+ n 144
e o
s 12+ e 124
o 1% o 1
g 8+ g 8+
3 6 *k 3 64
c c
4 4+ ok
b4 24
c L) Ll L] L] L] Ll L] L] 0- L L] L] L] L]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
namero de estimulos numero de estimulos

—=— control —— fentanilo 16pg/kg —=— fentanilo 32png/kg ——24'

Figura IV.7. Comparacion del efecto del fentanilo en ausencia y en presencia de dosis
subefectivas de CPA. ** p<0.01 comparacion estadistica con el andlisis de la varianza de
una via ANOVA vy post test de Dunnett.
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respuestas (Figura IV.7) con una inhibicién practicamente completa con la
dosis de 32 ug/kg (p<0.01). La recuperacion del efecto fue completa a los 24
minutos de la administraciéon de la ultima dosis (Figura 1V.7). Cuando
administramos de forma combinada dosis subefectivas de CPA y fentanilo
observamos un efecto ligeramente mas intenso (Figura IV.7), aunque esta
diferencia no fue significativa. La recuperacién completa también se observé

a los 24 minutos.

Efecto del U-50,488H en presencia y en ausencia de dosis
subefectivas de CPA sobre el wind-up

U-50,488H . CPA + U-50,488H

B T
F 3+ 35
ﬂ:-l
¥ 53

-]
'l

-]
A

*k

T
i

%%k

numero de respuestas
=
I

nimero de respuestas
2

e
'l

2+ Hok

T ¥ T T 0- T T ¥ T T

L ] L]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
numero de estimulos numero de estimulos

-=control —+U-508 mg/lKg -—+U-5016mgkg — 45

Figura IV.8. Comparacion del efecto del U-50,488H en ausencia y en presencia de dosis
subefectivas de CPA. ** p<0.01 comparacion estadistica con el analisis de la varianza de
una via ANOVA y post test de Dunnett.

La administracién del agonista U-50,488H produjo una reduccién
dosis dependiente del wind-up, con una inhibicién completa con dosis de 8 a
16 mg/kg (Figura IV.8). En presencia de dosis subefectivas de CPA no se
observé una diferencia significativa en la intensidad del efecto a la
observada en ausencia de la CPA (Figura IV.8). Si se observé un efecto mas

prolongado de la inhibicion ya que a los 45 minutos de su administracion aun

117



Capitulo IV

se mantenia el efecto de forma significativa (45.8+t10 %, p<0.02, Figura
IV.8).

IV.5 DISCUSION

La principal observacion realizada en el presente estudio fue la
reversion del efecto antinociceptivo de la CPA, en respuestas a la
estimulacion mecanica, por el antagonista selectivo de los receptores
opioides K, pero no por dosis bajas de naloxona, selectivas para el receptor
opioide p en experimentos similares (Herrero y Headley, 1991). Esta
observacion es indicativa de que la interaccidén que hemos observado en
experimentos previos entre la CPA y los receptores opioides se deberia
preferentemente a los receptores opioides K. .

Sin embargo, existen varios estudios que han sugerido la existencia
de una posible interaccién entre el sistema A1 de adenosina y el sistema
opioide p (DeLander y Hopkins, 1986; Aley y Levine, 1997), asi como
también que la adenosina y sus analogos aumentan la actividad
antinociceptiva de la morfina (Ahlijanian y Takemori, 1985; Contreras et al.,
1990). Nuestros resultados muestran ademas una reversién completa por el
nor-BNI de la inhibicién de las respuestas a la estimulacion mecanica pero
no a la estimulacién eléctrica. En este ultimo caso, la inhibicion del fenémeno
de wind-up por la CPA se revirtié parcialmente (aunque no totalmente) tanto
por dosis bajas de naloxona como por nor-BNI. Existe, por tanto, una
discrepancia en los resultados dificil de explicar.

El fendmeno del wind-up, como se ha referido en capitulos anteriores,
es caracteristico de las neuronas de la médula espinal (Herrero et al 2000) y,
excepto en el caso de los opiadceos, un descenso paralelo de su curva
provocado por un farmaco es indicativo de una accion central, en la médula
espinal. El efecto antinociceptivo de la CPA afecta tanto a respuestas a la
estimulacién mecéanica nociva como al wind-up. En el primer caso no existe
la posibilidad de determinar mediante los presentes experimentos si el efecto
de la CPA se ejerce sobre los nociceptores o sobre la médula espinal. En el
caso del wind-up, sin embargo, el efecto se puede interpretar como

localizado en la médula espinal. Por tanto, una reversién del efecto de la
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CPA sobre ambos tipos de respuestas sugeriria una accién preferentemente
medular, aunque no se podria descartar también una interaccioén periférica.
De esta manera, la reversion del efecto de la CPA por el nor-BNI, completa
en las respuestas a la estimulacién mecanica pero parcial para el wind-up,
sugiere una accioén preferentemente periférica, aunque no se puede
descartar por completo una interaccién central menos evidente. Sin
embargo, una reversién especifica del wind-up, pero no de las respuestas a
la estimulacibn mecanica, como es lo observado con dosis bajas de
naloxona (aunque no resultd completa), sugiere una interaccién medular de
la adenosina con los receptores opioides p e indica una falta de evidencia de
interaccion periférica.

Para intentar aclarar este punto decidimos realizar experimentos de
interacciéon entre la CPA y agonistas opiaceos p y k. Nos basamos en la
hipétesis de que si existe una interaccion entre el receptor A1 de la
adenosina y uno de los receptores opioides, la activacion conjunta de ambos
provocaria un efecto sinérgico, como ocurre con otros sistemas implicados
en el procesamiento de la informaciéon nociceptiva. En estos experimentos
seguimos el protocolo experimental descrito en trabajos previos realizados
en nuestro grupo (Gaitan y Herrero 2002, Gaitan et al. 2003) y estudiamos el
efecto antinociceptivo de uno u otro opiaceo en presencia y en ausencia de
dosis subefectivas de CPA. Sin embargo, no observamos una potenciacion
rotunda del efecto de ninguno de ellos. Claramente no existié una diferencia
significativa en el caso del agonista opiaceo p selectivo fentanilo. En el caso
del opiaceo selectivo para los receptores k, tampoco observamos una
potenciaciéon clara de su efecto antinociceptivo, aunque si observamos un
incremento significativo en la duraciéon de su efecto. De esta forma, la
inhibicién de las respuestas tanto a la estimulacion mecanica como a la
eléctrica provocada por el U-50,488H recuperd completamente a los 45
minutos de su administracién. En presencia de dosis subefectivas de CPA
sin embargo, el efecto aln persistia 45 minutos después de su
administracion. Esta observacion fue caracteristica de la potenciacion
antinociceptiva observada con otros sistemas (Gaitan y Herrero 2002, Gaitan
et al. 2003). El aumento en la duraciéon del efecto antinociceptivo del U-
50,488H apunta hacia una interaccién entre el sistema A1 de la adenosina y
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los receptores opioides k, aunque probablemente, las dosis necesarias de
CPA para evidenciar mas claramente el efecto deban ser mayores a las
empleadas en el presente estudio.

Se requieren por tanto nuevos experimentos para determinar el tipo 'y
lugar de interaccién de ambos sistemas. Aunque nuestros resultados no son
concluyentes, si sugieren una interaccion preferente con los receptores
opioides k tanto a nivel periférico como central. No podemos descartar, sin
embargo, una interacciébn con los receptores g, aunque seria menos

evidente y localizada preferentemente en zonas centrales.
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IV.6 CONCLUSIONES

1. Existe una interaccion entre el sistema del receptor A1 de adenosina y
los receptores opioides en lugares centrales y periféricos.

2. En zonas periféricas la interaccion entre el receptor A1 de adenosina y el
sistema opioide ocurre preferentemente con el receptor k.

3. En zonas centrales parece haber una interaccién de los receptores

opioides p y k con el receptor A1 de adenosina.
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Conclusiones

CONCLUSIONES FINALES

. El agonista selectivo de los receptores A1 de la adenosina CPA es un
potente farmaco inhibidor de las respuestas nociceptivas en animales con
inflamacioén intactos y sham-espinalizados, pero no en espinalizados, tras
la administracion sistémica, lo que sugiere un efecto preferentemente
supraespinal.

. La cirugia espinal provoca un aumento del efecto de la CPA, indicando la
existencia de un sistema modulador descendente del sistema nociceptivo
mediado por la adenosina.

. El efecto de la administracion sistémica de la CPA sobre la presion
arterial es independiente del efecto antinociceptivo.

. La actividad del receptor A1 de adenosina esta ligada a una activacion
secundaria de los receptores opioides, preferentemente de los receptores
K.

. La administracion combinada de la CPA y el CPT producen un aumento
significativo del fenémeno de wind-up en animales espinalizados. Por
tanto, la depresion del wind-up observada tras la espinalizacion es en
gran parte dependiente de la adenosina y puede ser revertida por la

administracién conjunta de ambos farmacos.
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