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RESUMEN

El receptor 5-HT3 pertenece a la stper-familia de canales idnicos dependientes de ligando,
estd formado por 5 subunidades que estdn ensambladas de tal manera que forman un canal
ionico central. En humanos se han clonado 5 subunidades para el receptor (5-
HTsams/icioieea). Sin embargo, solo se han caracterizado y considerado funcionales los
homopentameros (5 subunidades de 5-HT3a) y los heterémeros (2 subunidades 5-HT3a y 3
subunidades 5-HTsg, formando el receptor 5-HTsag). En cuanto a su distribucion en el
sistema nervioso, se ha detectado la proteina y el RNAm en el ganglio de la raiz dorsal y
asta dorsal de la médula espinal. Por medio de estudios de electrofisiologia se sabe que el
receptor 5-HT3 conduce cationes (Na*, K*, Ca?*) de forma no selectiva y excluye a los
aniones, lo que permite la despolarizacion de las membranas, por lo que se ha relacionado
con la transmision nociceptiva. En este mismo sentido, se sabe que en estados de
inflamacidn y dafio al tejido se libera serotonina que participa en la transmision nociceptiva
y en la induccion de alodinia e hiperalgesia a través de sus distitos receptores. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la participacion de los receptores 5-HTj3 periféricos y espinales
en el desarrollo y mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por
formalina. Para ello se inyectaron 50 ul de formalina al 0.5 o al 1% en la pata posterior
derecha de ratas Wistar hembra (180-220 g). Se administraron por via subcutanea e
intratecal 10 min antes de la administracion de formalina, la 5-HT o la m-
clorofenilbiguanida (mCPBG, agonista selectivo de receptor 5-HT3) o el ondansetrdn
(ODS, antagonista selectivo del receptor 5-HT3). Ademas, se realizd la coadministracion de
cada agonista con el antagonista. También el ondansetron y la mCPBG se administraron 6
dias después de administrada la formalina. Se registré el nimero de retiros de ambas patas
al ser estimuladas sobre la superficie plantar con filamentos de Von Frey de 10 y 250 mN.
El pre-tratamiento periférico local (-10 min) con serotonina exdgena (30-100 nmoles/pata)
o0 con mCPBG (30-300 nmoles/pata) incrementd de manera significativa la hiperalgesia y
alodinia secundarias en ambas patas 6 dias después de la administracion de formalima. En
contraste, el pre-tratamiento periférico local con el antagonista selectivo del receptor 5-HT;
ondansetron (300 nmoles/pata) previno el desarrollo de hiperalgesia y alodinia secundarias
en ambas patas. El efecto pronociceptivo de serotonina (100 nmoles/pata) o mCPBG (300
nmoles/pata) fue completamente prevenido por el ondansetron (10 nmoles/pata). Sin
embargo, el post-tratamiento con ondansetron (300 nmoles/pata) o con mCPBG (300
nmoles/pata) no afecto la hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por formalina. Por
otro lado, el pre-tratamiento espinal (- 10 min) con mCPBG (300 nmoles/rata) incremento
significativamente la hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por formalina en ambas
patas 6 dias después de la administracion periférica de formalina. En contraste, el pre-
tratamiento espinal con el ondansetron (30-100 nmoles/rata) previno la hiperalgesia y
alodinia secundarias en ambas patas. El efecto pronociceptivo de la mCPBG (300
nmol/rata) fue completamente prevenido por el ondansetron (1 nmol/rata). ElI pos-
tratamiento espinal con el antagonista selectivo del receptor 5-HT3 (30-300 nmoles/rata)
fue capaz de revertir la hiperalgesia y alodinia secundarias en ambas patas. Tomando juntos
nuestros resultados podemos sugerir que la excitabilidad neuronal inducida por serotonina
via el receptor 5-HTj3 participa en el desarrollo pero no en el mantenimiento de estas
conductas de largo plazo. Sin embargo, los receptores 5-HT3 espinales tiene un papel muy
importante en el desarrollo pero también en el mantenimiento de la hiperlagesia y alodinia
secundarias de largo plazo inducidas por formalina en la rata.
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ABSTRACT

The 5-HT;3 receptor belongs to the super family of ligand gated ion channels, consists of five
subunits that are assembled so as to form a central ion channel. In human 5 subunits have been
cloned (5-HTsam/cipieea) however, only the homopentamers (five 5-HTsa subunits) and
heteromers (two 5-HT3a subunits and three 5-HTsg subunits forming the receptor 5-HT3ag)
have been characterized and considered functional. In the nervous system, the mRNA encoding
5-HTj; receptor and the protein for this receptor have been detected in the dorsal root ganglia
and the dorsal horn of the spinal cord. On the other hand, through electrophysiological studies
is known that 5-HT; receptor leads to influx of non-selective cations (Na*, K*, Ca*") and it
excludes anions, allowing depolarization of the membrane, which has been linked with
nociceptive transmission. In this regard, it's known that tissue injury releases chemical
mediators including 5-hidroxytryptamine (serotonin), which participate in the nociceptive
transmission and induction of allodynia and hyperalgesia through its different receptors. The
aim of this study was assess the role of peripheral and spinal 5-HT3 receptors on formalin-
induced secondary allodynia and hyperalgesia. Female Wistar rats with body weight between
180-220 g were injected with 50 ul of formalin (0.5 or 1%) into the dorsal surface of right hind
paw. For local peripheral and spinal evaluation rats received a subcutaneous or intrathecal
injection, respectively, of 5-HT or m-chlorophenylbiguanide (mMCPBG, selective agonist of 5-
HT; receptor) or ondansetron (selective antagonist of 5-HT; receptor) 10 min before
administration of formalin. We also performed co-administration of each agonist to antagonist.
Also, the ondansetron and mCPBG were administered 6 days after the formalin injection. We
recorded the average of both paws withdrawals when stimulated on the plantar surface with von
Frey filaments of 10 to 250 mN. Formalin (0.5 or 1%) produced acute nociceptive behaviors
(flinching and licking) followed by long-term secondary mechanical allodynia and
hyperalgesia. Ipsilateral peripheral pre-treatment (- 10 min) with exogenous serotonin (30-100
nmol/paw) or the selective 5-HTj3 receptor agonist (30-300 nmol/paw) significantly increased
secondary allodynia and hyperalgesia in both paws on day 6 after injection of formalin. In
contrast, ipsilateral peripheral pre-treatment with the selective 5-HT3 antagonist ondansetron
(300 nmol/paw) significantly prevented formalin-induced secondary allodynia and hyperalgesia
in both paws. The pronociceptive effect of serotonin (100 nmol/paw) or mCPBG (300
nmol/paw) was completely prevented by ondansetron (10 nmol/paw). However, ipsilateral
peripheral post-treatment with ondansetron (300 nmol/paw) did not affect formalin-induced
secondary mechanical allodynia and hyperalgesia. On the other hand, we assessed the role of
spinal 5-HT;3 receptors in the development and maintenance of these long-term behaviors.
Spinal pre-treatment (- 10 min) with selective 5-HT3 receptor agonist mCPBG (300 nmol/rat)
dose-dependently increased secondary allodynia and hyperalgesia in both paws on day 6 after
peripheral injection of formalin. In constrast, spinal pre-treatment with the selective 5-HT;
antagonist ondansetron (30-100 nmol/rat) significantly prevented formalin-induced secondary
allodynia and hyperalgesia in both paws. The pronociceptive effect of mMCPBG (300 nmol/rat)
was completely prevented by ondansetron (1 nmol/rat). Spinal post-treatment with ondansetron
(30-300 nmol/rat) dose-dependently reversed formalin-induced secondary allodynia and
hyperalgesia in both paws. Overall results suggest that a barrage of afferent input induced by 5-
HT at peripheral 5-HT; receptors participate in the development and but not in maintenance of
these long-term behaviors, however the spinal 5-HT3 receptors have an important role in the
development and maintenance of formalin-induced long-term secondary allodynia and
hyperalgesia in the rat.



Introduccién %

INTRODUCCION
A. DOLOR

El sistema sensorial tiene la funcion de informar al cerebro sobre el estado del medio
ambiente externo y el medio interno del organismo. El dolor es una percepcion y como tal,
es un sistema presente en animales altamente evolucionados. Deniss y Melzack (1983)
mencionaron que el dolor es una experiencia perceptiva tridimensional, con una vertiente
sensorial-discriminativa que se refiere a su localizacion, calidad, intensidad y sus
caracteristicas temporo-espaciales, una vertiente afectiva-motivacional representada por
experiencias previas, la personalidad del individuo y factores socio-culturales y finalmente
una vertiente cognitiva-evaluativa donde se analiza e interpreta el dolor en funcion de lo
gue se percibe y el dafio potencial que puede ocurrir.

El dolor es un mecanismo de defensa cuya funcién es salvaguardar la integridad del
organismo de factores que pudieran dafarlo. Sin embargo, cuando se pierde la homeostasis
de los procesos que lo integran y lo regulan éste sobrepasa su funcion y se vuelve
patoldgico (crénico y debilitante). La transicién implica cambios en la periferia, médula
espinal y cerebro que aun no son totalmente comprendidos, por ello desde hace varios afios
los investigadores se han dado a la tarea de dilucidar la serie de eventos moleculares
llevados a cabo en los tres niveles sensoriales y que facilitan el cambio de dolor agudo a

estados de dolor persistente.

1. DEFINICIONES
A continuacién se describiran una serie de términos que la organizacion
internacional para el estudio del dolor (IASP, International Asociation for the Study
of Pain) ha propuesto actualmente para describir al dolor de la manera mas

adecuada. Esta actualizacion se realizé el 3 de abril de 2011 de la primera
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publicacién en 1986 con segunda edicién en 1994 (Merskey, 1986; Merskey y
Bogduk, 1994).
Dolor: Experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a dafio tisular real

0 potencial y que puede ser descrita en términos de la magnitud de dicho dafio.

Alodinia: Dolor ocasionado por un estimulo inocuo. Es importante reconocer que la
alodinia implica un cambio en la calidad de una sensacion, ya sea tactil, térmica o

de cualquier otro tipo.

Hiperalgesia: Respuesta exagerada a un estimulo doloroso, es decir, una
disminucion en el umbral de respuesta a un estimulo nocivo. La evidencia actual
sugiere que es una consecuencia de la perturbacion del sistema nociceptivo con

sensibilizacion periférica o central o ambas.

Hiperalgesia primaria: Respuesta exagerada al estimulo aplicado en el area del

tejido dafado.

Hiperalgesia secundaria: Respuesta exagerada al estimulo aplicado en areas

adyacentes o alejadas al tejido dafiado.

Nocicepcion: El proceso de codificacion neural de los estimulos nocivos.

Neurona nociceptiva: Es una neurona central o periférica del sistema somato-

sensorial que es capaz de codificar los estimulos nocivos.

Nociceptores: Receptores de alto umbral sensorial del sistema somato-sensorial

periférico nervioso que es capaz de transducir y codificar estimulos nocivos.
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Estimulo nocivo: Es un estimulo que dafia o que amenaza dafiar a los tejidos

normales.

Umbral de dolor: La mas minima experiencia de dolor que un sujeto puede

reconocer.

Analgesia: Ausencia de dolor en respuesta a la estimulacién que normalmente seria
dolorosa, en otras palabras es un incremento en el umbral de respuesta a un estimulo

nocivo.

2. CLASIFICACION

La clasificacion del dolor resulta dificil debido a la gran cantidad de factores anatémicos,
fisioldgicos y psicolégicos que lo originan y actualmente sigue siendo un tema de debate
(Merskey, 2007). Sin embargo, se puede clasificar al dolor de acuerdo a la duracion y
caracteristicas fisiopatoldgicas que lo producen (Loeser y Melzack, 1999; Woolf, 2010).

El dolor nociceptivo (transitorio): Es aquél que se activa por los nociceptores cutaneos o
de otros tejidos en ausencia de dafio tisular. Es un sistema de alerta y de proteccion
fisioldgica esencial para detectar y minimizar el contacto con estimulos potencialmente

nocivos. Dura pocos segundos y no requiere de tratamiento médico (Figura 1A).

Dolor inflamatorio (agudo): Es el que se produce por la estimulacién de nociceptores y
activacion del sistema inmune en el tejido dafiado. También se considera de adaptacion y
proteccion porque al incrementar la sensibilidad sensorial después de dafio tisular crea una
situaciéon que desalienta el contacto fisico y movimiento, de esta manera permite la
recuperacion del mismo. El dolor agudo dura unos pocos dias o algunas semanas y la

mayoria de los individuos requiere cuidado médico (Figura 1B).
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Dolor patolégico (crénico): El efecto protector del dolor desaparece y es el resultado del
funcionamiento anormal del sistema nervioso. En los sindromes de dolor cronico la
intensidad del dolor sobrepasa la magnitud del dafio. No solo ocurre después de dafio al
tejido nervioso (dolor neuropético), sino también en condiciones en las que no existe dafio o
inflamacién (dolor disfuncional). Las condiciones que evocan dolor disfuncional incluyen
fibromialgia, sindrome del intestino irritable, enfermedades articulares, migrafia, etc. Este
tipo de dolor no es un proceso autolimitado, puede persistir por meses o afios. Siempre se
requiere de cuidado médico pero a menudo es inefectivo reduciendo la calidad de vida de

los pacientes (Figura 1C).

3. NOCICEPCION

Se le denomina asi al mecanismo molecular por el cual las neuronas aferentes
primarias detectan un estimulo que produce dolor (Julius y Basbaun, 2001). Este
proceso consiste en varios pasos.

Transduccion: Es el proceso por el cual los estimulos nocivos se convierten en
sefiales eléctricas en los nociceptores. Los nociceptores identificados son las fibras
AS y E stas existen como terminaciones nerviosas libres que responden
selectivamente a estimulos nocivos (térmicos, mecanicos o quimicos), no responden
a estimulos inocuos y no se adaptan, por el contrario si son estimuladas de manera
continua resulta en disminucion de su umbral e incremento en su actividad
(sensibilizacion). Las fibras nociceptoras aferentes normalmente  son
pseudounipolares, con una terminal periférica y una central.

Los neurotransmisores son producidos en el cuerpo de la célula (en los ganglios de

la raiz dorsal), son liberados en los dos extremos y participan en la produccion de la
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sefial de dolor periférico, asi como en la promocion de eventos que conducen a la

percepcion de dolor adicional (Woolf y Ma, 2007; Vanderah, 2007).

B Dolor nociceptivo

Neurona sensorial
nociceptora

Dolor
Respuesta auténoma
Reflejo de retiro
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Figura 1. Clasificacion del dolor. (A) Dolor nociceptivo representado por la sensacién asociada con la deteccion

de un estimulo potencialmente dafiino que sirve como protector. (B) Dolor inflamatorio asociado a dafio tisular e

infiltracién de células inmunes y promueve la reparacién al causar hipersensibilidad. (C) Dolor patolégico,

estado de enfermedad causado por dafio al tejido nervioso (neuropatico) o por funcién anormal de mismo
(disfuncional). Modificado de Woolf, 2010.
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Transmision: Es la segunda etapa en el procesamiento de sefiales nocivas. La
informacién de la periferia se transmite a la médula espinal, de ahi al tdlamo y
finalmente a la corteza (Vanderah, 2007). Esta informacién es transmitida a
diferentes velocidades por 2 tipos de neuronas nociceptivas aferentes primarias.

Las fibras C O nociceptores polimodales no tienen mielina, su velocidad de
conduccion esta entre 0.5 a 2 m/seg, responden a estimulos quimicos, térmicos y
mecanicos. Las fibras Ad son mielinizadas con una velocidad de conduccion de 2 a
20 m/seg, responden a estimulos mecanicos (mecano-receptores) y/o térmicos
(termo-receptores) de alta intensidad (Figura 2).

Estas fibras hacen sinapsis en capas superficiales del asta dorsal de la médula
espinal con las neuronas de segundo orden que envian sus axones a través del tracto
espinotalamico de manera ascendente hasta el talamo, donde hacen relevo con
neuronas de tercer orden las cuales proyectan sus axones a la corteza sensorial. Cabe
sefialar que las neuronas de segundo orden tienen la capacidad de cambiar su patrén
de respuesta (sensibilizaciéon central) en circunstancias de descargas frecuentes y
sostenidas (producidas en el marco de lesion tisular o nerviosa) provenientes de las
fibras aferentes primarias (Scholz y Woolf, 2002).

Modulacion: Es el tercer paso en la nocicepcion. Este proceso representa los
cambios que ocurren en el sistema nervioso en respuesta a los estimulos nocivos y

permite que dichas sefiales sean inhibidas 0 aumentadas de manera selectiva.

Un sistema de modulacién enddgeno del dolor es llevado a cabo por las
interneuronas inhibitorias o excitatorias que estan en las capas superficiales del asta

dorsal de la médula espinal y por tractos neurales descendentes que pueden inhibir o
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incrementar la transmisiéon de la sefial dolorosa (Millan, 1999, 2002; Vanderah,

2007).

L e e e e e e e e - - 4 Mo
Fibras Aa y AP

Mielinizadas
Diametro grande .
Propiocepcion y tacto ligero Voltaje
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Diametro mediano -53°C Tipo |l Tiempo

Nocicepcién )
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-

Figura 2. Distintos nociceptores detectan distintos tipos de dolor. A Los nervios periféricos incluyen fibras
mielinizadas de pequefio (A8) y mediano (Aofl) ddmetro y fibras no mielinizadas de pequefio didmetro (C). B
La velocidad de conduccion es directamente porporcional al didmetro de la fibra. Asi las fibr&scén una
velocidad de conduccion mayor se encargan de la sensacion rapida de dolor (primario), mientras que las fibras C
son responsables de la respuesta dolorosa mas lenta (secundario). Modificado de Julius y Basbaum, 2001.
Percepcion: Es la ultima fase del proceso nociceptivo y la encargada de la
integracion de la informacion sensorial para producir la experiencia emocional
subjetiva desagradable y consciente del dolor. Diversos estudios indican que el
cerebro medio, tdlamo, hipotalamo, nucleo lentiforme, corteza somato-sensorial (Sl
y SII) y los cingulos insular, pre-frontal, anterior y parietal son estructuras basicas
en la percepcion del dolor (Millan, 1999; Tracey y Manthy, 2007). De estas
estructuras, el tdlamo es el principal centro de relevo de la informacion sensorial

destinada a la corteza (Figura 3) y son sus nucleos los que definen el procesamiento

de esta informacién (Almeida et al., 2004).
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Figura 3. Circuitos supraespinales involucrados en la percepcion del dolor. EI complejo lateral talamico esta
integrado por los nicleos ventroposterolateral (VPL), ventroposteromedial (VPM), ventroposteroinferior (\VPI).
El complejo posterior estd formado por los nicleos posterior (PO), ventromedial posterior (VmPO) vy el
complejo medial por los nlcleos medial dorsal (MDvc), centromedial (CM) y central lateral (LC). Modificado
de Almeida et al., 2004.

B. DOLOR INFLAMATORIO

La inflamacion que resulta de la lesidn tisular es provocada por la liberacion de una
mezcla compleja de citocinas y sustancias neuroactivas (sopa inflamatoria). Estos
mediadores actlan sobre receptores especificos y canales i6nicos ubicados en la
terminal periférica de las fibras aferentes primarias, activando cascadas de
sefializacion que resultan inmediatamente en modulacion post-traduccional de
moléculas efectoras y posteriormente en la transcripcion de genes y finalmente
cambios post-transduccionales (Costigan y Woolf, 2000).

Dentro de la sopa inflamatoria encontramos ATP, protones, liberacion de 5-
hidroxitriptamina e histamina por las células cebadas (Zuo et al., 2003),
prostaglandinas del metabolismo del &cido araquidonico. Los macrofagos afiaden

citocinas (IL-1, IL-6, TNF), factores de crecimiento (Factor de crecimiento neural,
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Factor inhibidor de la leucemia). También se libera bradicinina en el sitio de lesion
por accion de la enzima COX-2 (Costigan y Woolf, 2000; Moalem et al., 2005;
Woolf y Ma, 2007). Las fibras aferentes primarias por si mismas pueden contribuir
a la inflamacion porque son capaces de liberar neuropéptidos como la sustancia P y
el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) que inician una
respuesta neurogénica al actuar sobre algunas células inflamatorias y provocar
mayor liberacion de sustancias neuroactivas. Algunos de estos agentes inflamatorios
tales como los protones y el ATP pueden despolarizar de manera directa a las fibras
aferentes primarias actuando sobre sus receptores ASICs o P2X3 respectivamente
(Julius y Basbaum, 2001), mientras que otros indirectamente provocan la
sensibilizacion de la terminal nerviosa por modificacién post-traduccional de

receptores y canales ionicos (Costigan y Woolf, 2000; Scholz y Woolf, 2002).

1. SENSIBILIZACION

La inflamacion producida por la lesion del tejido periférico incrementa la intensidad
del dolor en respuesta a un estimulo nocivo (hiperalgesia) e induce dolor después de
estimulos que de manera normal son inocuos (alodinia) (Sasaki et al., 2006). De
acuerdo con la sensacién provocada existen 2 tipos de hiperalgesia que suceden
después de la lesion tisular, la que se presenta en el sitio de lesion (primaria) y la
que se presenta en sitios adyacentes o alejados del area dafiada (secundaria) y el
desarrollo de éstas involucra mecanismos periféricos y centrales (Treede et al.,
1992; Sandkuhler, 2009).

Las fibras aferentes primarias se caracterizan por su capacidad para sensibilizarse a

consecuencia de estimulos nocivos que persisten o se repiten y se cree que esto es el
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principal mecanismo que explica la hiperalgesia primaria y puede ser provocada
tanto por estimulos térmicos como mecanicos (Treede et al., 1992; Cervero et al.,
2003).

La hiperalgesia secundaria a diferencia de la primaria es provocada sélo por
estimulos mecanicos y los mecanismos que la producen estan lejos de ser claros. De
manera general se acepta que esta basada en alteraciones en los procesos llevados a
cabo en el SNC. Se asume que después de lesion periférica también existe un
incremento en la excitabilidad en la médula espinal y en el cerebro (sensibilizacion
central) (Millan, 1999, 2002; Costigan y Woolf, 2000; Sasaki, 2006; Woolf y Ma,
2007). ElI modelo de interaccion presinaptica propuesto por Cervero et al (2003)
basado en la interaccion en la médula espinal entre mecano-receptores de bajo
umbral y nociceptores (Figura 4) es capaz de explicar parte de este fendémeno.
Actualmente se sabe que la facilitacion descendente y la activacién de la microglia
juegan un papel muy importante en el desarrollo y mantenimiento de este estado de
dolor persistente (Fu et al., 2000; Katz y Gold, 2006; Ambriz-Tututi et al., 2009;

Lagraize et al., 2010).

a) Sensibilizacién periférica
La sensibilizacion periférica representa una forma de plasticidad funcional estimulo-
dependiente de las fibras aferentes primarias (Basbaum et al., 2009). Los
mediadores inflamatorios provocan la reduccion del umbral de activacion de las
fibras aferentes primarias y aumentan su capacidad de respuesta (Figura 5), no sélo
de los nociceptores, sino también de fibras que generalmente perciben so6lo

estimulos inocuos. Como resultado los estimulos de baja intensidad pueden acceder
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a la via nociceptiva y comienzan a producir dolor (Woolf, 1987; Woolf y Ma,

2007).

Médula espinal

o
AG T C _______&;:'_:":
oD

Meédula espinal

primaria

Hiperalgesia
secundaria

Figura 4. Modelo de hiperalgesia y alodinia basado en la interaccion presinaptica de mecano-receptores de bajo
umbral (AB) y nociceptores (Ad y C). A: Bajo circunstancias normales la activacion de las fibras AB provoca la
despolarizacion primaria aferente (PAD) en las fibasyy AC inhibien do la transmision de impulsos
nociceptivos. B: En condiciones de lesion periférica la activacion de nociceptores y su sensibilizacion resulta en
hiperalgesia primaria. Descargas desde esta area llegan a la médula espinal y sensibilizan interneuronas que
modulan la inhibicién presinaptica (neurona negra del diagrama). Esto resulta en incremento de la PAD en la
terminal central de los nociceptores cuando los mecano-receptores de bajo umbral son activados. La
despolarizacion puede ser lo suficientemente intensa como para producir un potencial de accion que viaja de
manera antidromica como reflejo de raiz dorsal (DRRs) causando vasodilatacion local periférica y activacion de
neuronas nociceptivas centrales (N), asi disparando la hiperalgesia secundaria. Modificado de Cervero et al.,

2003.
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La unidn de los mediadores de esta sopa inflamatoria con sus respectivos receptores
activa cascadas de sefializacion intracelular que incluyen la PKC, PKA, PI3K, MAP
cinasas, ERK, P38 y JNK. Estos segundos mensajeros actlan, por una parte
fosforilando a los principales efectores de la sensibilizacion periférica (TRPV vy
canales de sodio rTTX) lo que provoca alteracion de su umbral y cinética
incrementando las corrientes de sodio en la terminal de tal manera que el estimulo
despolarizante produce una mayor excitacién (Julius y Basbaum, 2001; Scholz y
Woolf, 2002; Woolf y Ma, 2007; Stein et al., 2009; Basbaum et al., 2009). Ademas
la serotonina, prostaglandina E, y bradicinina provocan una mayor entrada de calcio
a las neuronas sensoriales contribuyendo a la mayor excitabilidad (Linhart et al.,
2003).

Los cuerpos celulares de las neuronas nociceptivas (GRD) se mantienen informados
sobre el estado de las terminales periféricas. De esta manera la inflamacion
periférica produce sefiales retrogradas que provocan el incremento en la
transcripcion de neuropéptidos, como el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) y canales de sodio, asi como el incremento de la traduccion de canales
TRPV. Todo esto incrementa aun mas la transmision hacia la médula espinal y la
sensibilizacion periférica (Costigan y Woolf, 2000; Scholz y Woolf, 2002; Woolf y
Ma, 2007). Por ejemplo, se sabe que el NGF se une a su receptor el TrKA en la
terminal periférica formando un complejo que luego es internalizado y transportado
de manera retrograda al GRD, donde incrementa la transcripcion (Constigan y
Woolf, 2000) y expresion de receptores opiaceos p. Esto aparentemente como un
intento de restablecer la funcidn; sin embargo, la mayoria de los cambios

producidos son desadaptativos (Woolf y Ma, 2007).
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En términos generales la inflamacion tiende a causar expansion o aumento en la
expresion de receptores y canales idnicos especificos. Neuropéptidos tales como la
sustancia P y CGRP también son regulados a la alza y conducidos de forma
anterégrada a la terminal periférica donde al ser liberados provocan inflamacién
neurogénica, provocando mayor liberacion de citocinas, incrementando el flujo
sanguineo por vasodilatacion y permitiendo extravasacion de plasma y perpetuando
la inflamacién y el edema (Constigan y Woolf, 2000; Xie et al., 2003). Ademas,
estos neuropéptidos también son transportados a la terminal central donde

amplifican acciones centrales contribuyendo al inicio de la sensibilizacion central.

[ Inflamacion ] [ Receplores ] /_\ Transcr{]:ruon
Traduccidn
Sefal retrégrada Transporte
yortograda
ATP P2X; m A B
H* ASIC3/VR1
5-HT 5-HT, \
Histamina H,
PGE, FE
IL1B ILR1 \‘*s.
NGF TrkA <
Bradicinina B,/B;
Calor VR1
Presion ENaCs INFLAMACION
*Incremento en la sintesis de:
*NGF, BDNF
*Na,VR1, MOR
*Sustancia P, CGRP
*BH,
Disminucion del umbral Aumento en la excitabilidad Cambio en el fenotipo

Figura 5. A: La sensibilizacién periférica involucra una disminucion del umbral de la fibra nociceptiva
provocada por sustancias inflamatorias que activan distintas cascadas de sefializacion en la terminal periférica
que modifican el trafico y las propiedades de receptores y canales en la membrana al ser fosforilados. B: El
cambio de fenotipo ocurre en respuesta a la inflamacion y al dafio axonal por moléculas que viajan de manera

retrograda al GRD donde activan procesos de trascripcion de genes. Modificado de Woolf y Ma, 2007.
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b) Sensibilizacién central

Una vez que el estimulo nocivo ha sido convertido a potenciales de accion, éstos
viajan desde la periferia hasta el asta dorsal de la médula espinal donde las fibras
aferentes primarias hacen sinapsis con neuronas de segundo orden. La médula
espinal es el primer sitio de integracion sinaptica del dolor y contribuye de forma
critica a la sensacion de dolor patoldgico exagerado (Zeilhofer, 2005). De acuerdo
con Rexed (1952), la sustancia gris de la médula espinal se divide en 10 laminas (I-
X), 6 de ellas en el asta dorsal, 3 en la regién intermedia y asta ventral y una
rodeando el canal central. Las laminas del asta dorsal pueden agruparse en capas
superficiales (lamina | 6 zona marginal y lamina Il o sustancia gelatinosa) y capas
més profundas (11 - VV 6 nucleo propio). La terminal central de las fibras aferentes
primarias llegan a la lamina I, 11 y V del asta dorsal, algunos también a la lamina X
(Figura 6) ya que los axones de la mayoria de las neuronas de dichas laminas
constituyen el tracto espino-talamico (Willis, 1988; Susuki, 2005).

Las neuronas intrinsecas de la médula espinal se clasifican de acuerdo a la respuesta
que presentan ante estimulos aferentes primarios en neuronas especificas (SN),
neuronas de amplio rango dinamico (WDR) y neuronas no nociceptivas (N-NOC) o
de acuerdo a su proyeccién en neuronas de proyeccion (NP), neuronas
propioespinales intersegmentales (IPN) e interneuronas excitatorias (EXIN) o
inhibitorias (ININ) (Willis, 1988; Millan, 1999; Almeida et al., 2004; Susuki, 2005).
La sensibilizacion central ha proporcionado una explicacion de muchos de los
cambios temporales, espaciales y de umbral en situaciones clinicas de dolor agudo y
cronico y ha puesto de manifiesto la contribucién fundamental del SNC en la

generacion de la sensibilidad anormal al dolor. Aunque fenomenoldgicamente
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pareciera similar a la sensibilizacion periférica difieren sustancialmente tanto en
mecanismos moleculares como en su manifestacion clinica (Latremoliere y Woolf,
2009).

La sensibilizacién central a diferencia de la periférica incluye vias que generalmente
no producen dolor como las fibras AP e induce hipersensibilidad en el tejido no
inflamado. Entonces los cambios en el SNC alteran la forma en que se responde a
estimulos sensoriales en lugar de reflejar la presencia de estimulos nocivos

(Latremoliere y Woolf, 2009).
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Figura 6. Transmision de sefiales nociceptivas desde el tejido periférico al asta dorsal de la médula espinal. A:
Un estimulo nocivo genera la despolarizacion de la terminal periférica y un potencial de accién supra-umbral es
generado y transmitido por las fibras A8 y C hasta el asta dorsal donde hace sinapsis con neuronas intrinsecas de
la médula espinal. B: Inervacion del asta dorsal por las fibras aferentes primarias. Las fibras C terminan
principalmente en las laminas I, I y V; las fibras Ad en las laminas [ y V; y las fibras AB en laminas profundas

del asta dorsal (lamina I, IV y V). Modificado de Zeilhofer, 2005.

Los mecanismos moleculares que conllevan a sensibilizacion central provocan un

aumento de la excitabilidad de la membrana de las neuronas, el desarrollo de
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actividad espontanea, reduccién del umbral de activacién por estimulos periféricos,
ampliacion de campo receptivo, aumento de la fuerza y eficacia sindptica (Woolf,
1991; Costigan y Woolf, 2000; Scholz y Woolf, 2002; Woolf y Ma, 2007) y una
inhibicién reducida (deshinhibicidn) (Zeilhofer, 2005, 2008; Zeilhofer y Zeilhofer,
2008). El efecto neto es el reclutamiento de impulsos sub-umbrales para generar un
aumento en la produccion de potenciales de accion que mantiene un estado de
facilitacion, potenciacion y amplificacion (Latremoliere y Woolf, 2009).
Finalmente, esto induce el desarrollo de plasticidad neuronal provocando
potenciales a largo plazo (LTP) comparables con los que subyacen en el aprendizaje
y la memoria (Sharif-Naeini y Basbaum, 2011).

La sensibilizacion central se compone de 2 fases, cada una con mecanismos
especificos. La primera y que es responsable de los cambios rapidos en la médula
espinal depende de la activacion y fosforilacion de receptores de glutamato y
canales ionicos capaces de modificar sus propiedades. La segunda y de larga
duracion es dependiente de la transcripcion de genes responsable del incremento en
la expresion y trafico de receptores a la membrana que son cambios observados en
estados de dolor patoldgico (cronico) (Latremoliere y Woolf, 2009).

Después de la lesidn de tejido periférico, la terminal central de las fibras aferentes
primarias sensibilizadas libera sustancias neuromoduladoras como el glutamato,
sustancia P y factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) que activan
receptores post-sinapticos desencadenando multiples cascadas de sefalizacion
(Costigan y Woolf, 2000; Scholz y Woolf, 2002; Basbaum et al., 2009). En primer
lugar el glutamato activa receptores AMPA que despolarizan las neuronas post-

sinapticas. Esta despolarizacion remueve al ién Mg®* que bloquea a los canales
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NMDA permitiendo al glutamato activarlos trayendo como consecuencia un
incremento de Ca®* intracelular (Figura 7). El incremento de calcio y la activacién
de multiples receptores estimulan la participacion de diversas enzimas (COX, NOS)
y proteincinasas (PKA, PKC, ERK) (Costigan y Woolf, 2000; Latremoliere y
Woolf, 2009). Las proteincinasas fosforilan receptores de membrana y canales
i6nicos incrementando asi la excitabilidad neuronal, como es el caso del receptor
NMDA que al ser fosforilado permanece mas tiempo abierto y es mas sensible a la
presencia de glutamato. Por su parte, la NOS y la COX sintetizan metabolitos como
el 6xido nitrico y las prostaglandinas, respectivamente, que actian de manera pre- y
post-sinaptica (Veiga et al., 2004; Wiertelak et al., 1994). Ademaés, se activan
cambios transcripcionales que inducen a largo plazo alteraciones bioquimicas en las
neuronas sensoriales (Costigan y Woolf, 2000; Latremoliere y Woolf, 2009).

Existe también evidencia creciente de que la activacién de la glia (microglia y
astrocitos) en la médula espinal juega un papel importante en la induccion y
mantenimiento del dolor patoldgico (Mellers et al., 1994; Fu et al., 1999, 2009).
Después de la inflamacion periférica producida por formalina se ha demostrado que
la microglia presente en la médula espinal se activa presentando cambios en su
morfologia y funcion comenzando desde el dia 1 con el pico maximo al dia 6 post
inyeccion (Fu et al., 1999). La microglia y astrocitos pueden sintetizar y secretar
citocinas como IL-1, IL-6, TNFa, NGF que contribuyen al aumento de la excitacOn
neuronal y a la reduccién de corrientes inhibitorias (Fu et al., 1999, 2000, 2009;
Moalem y Tracy, 2006; Sharif-Naeini y Basbaum, 2011) (Figura 8). Ademas, es

capaz de inducir otros neuromoduladores como productos de la ciclooxigenasa y el
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6xido nitrico, importantes en la produccién de hiperalgesia (Fu et al., 1999; Veiga et

al., 2004).

2. MODULACION DESCENDENTE
El control descendente (supraespinal) del procesamiento nociceptivo llevado a cabo
en el asta dorsal de la médula espinal puede ser tanto inhibidor como facilitador y

proviene de distintas regiones del cerebro.

Terminal central de la Neurona del asta dorsal
fibra aferente primaria de la medula espinal
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Figura 7. Sensibilizacion central. La actividad sostenida de las fibras C provoca la liberacion de
neuromoduladores y neurotransmisores que actuian sobre receptores tirosina-cinasa y receptores metabotropicos
en el asta dorsal de la médula espinal iniciando asi multiples cascadas de sefializacion. Estas cascadas convergen
sobre los receptores AMPA y NMDA, provocando su fosforilacion y alterando sus propiedades iniciando con
ello la sensibilizacion central. Las neuronas post-sinapticas en el asta dorsal modulan su propia actividad, asi
como la actividad de las neuronas pre-sinapticas por la liberacion de prostaglandina E, (PGE,) y 6xido nitrico
(NO), respectivamente. Modificado de Costingan y Woolf, 2000.
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No existe una separacién anatdmica absoluta entre las estructuras involucradas en
los mecanismos de inhibicion descendente y facilitacion descendente (Millan,
2002). En este sentido las regiones que se sabe estan implicadas en estos procesos
son: la corteza cerebral (corteza cingulada anterior, frontal y l6bulos parietales), el
hipotalamo, la sustancia gris periacueductal (PAG), el nlcleo parabraquial (NPB), el
nacleo del tracto solitario (NTS), la médula rostroventromedial (RVM) incluyendo
los nacleos del Rafé y el locus coeruleus y subcoeruleus desde donde envian sus
axones a la médula espinal a través del funiculo dorsolateral (Millan, 1999, 2002;
Ossipov et al., 2010) (Figura 9).

Algunas influencias descendentes son activas de forma tdnica pero el equilibrio
entre ambas condiciones es dinamico y puede ser alterado por distintos
comportamientos y estados emocionales 6 patoldgicos.

Como se sabe desde hace tiempo, el estrés y el miedo estan asociados a hipoalgesia
que refleja una mayor activacion de la inhibicién descendente.

Por el contrario, la inflamacion por lesion tisular, la lesion de los nervios, la
enfermedad y la administracion crénica de opiaceos se asocia a hiperalgesia lo que
refleja en parte que se activan en mayor medida las via facilitadoras descendentes.
A la fecha existe suficiente evidencia que sugiere que la facilitacion descendente de
la nocicepcion espinal es uno de los principales procesos que contribuyen a la
sensibilizacion central y al desarrollo y mantenimiento de la hiperalgesia
secundaria, lo que indica una tendencia a favor de la facilitacion en la transicion del
dolor agudo al cronico. La RVM es un componente que se ha estudiado
ampliamente y que constituye un mecanismo de control en la transmisién

nociceptiva espinal (Millan, 2002).
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Figura 8. Activacion de la microglia en la médula espinal. Varios eventos centrales ocurren después de la lesion
tisular y nerviosa. La terminal central de la fibra aferente primaria se encuentra en vecindad con la microglia que
mantiene el ambiente en la médula espinal. En estados de dolor inflamatorio y neuropatico la microglia es
activada por la liberacion de neurotransmisores o neuromoduladores desde las fibras aferentes primarias. La
microglia activada libera varias citocinas, quimiocinas y otros agentes que modulan la liberacién pre-sinaptica
de neurotransmisores y/o la excitabilidad post-sinaptica. La liberaciéon de mediadores inflamatorios como TNF-
a, IL-1pB, IL-6, Oxido nitrico, ATP y prostaglandinas (PGs) inician por si mismas mecanismos de propagacion
que incrementan la expresion y sintesis de citocinas en la microglia. Esto conduce a un incremento intracelular
de calcio y activacién de P38 y de la via MAPK/ERK. Modificado de Marchand et al., 2005.

A pesar de ésto, los mecanismos celulares y moleculares de su participacion en la
facilitacion descendente aun no se entienden completamente (Wei et al., 2010). Se
han caracterizado 3 tipos de células, las células ON, las células OFF y las células
neutras, las cuales aparentemente son la base de su papel modulador bidireccional
en la transmision nociceptiva. Las células OFF provocan una pausa en la actividad
inmediatamente después de que el estimulo llega a la RVM contribuyendo a la

influencia inhibidora de la RVM. La administracion de opioides en la PAG resulta
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en el aumento de la actividad de las células OFF por desinhibicion (Cheng et al.,
1986), mientras que las células ON muestran actividad explosiva inmediatamente
después de recibir el estimulo contribuyendo a la facilitacion (Xu et al., 2007;
Heinricher et al., 2009).

La administracion de lidocaina en la RVM o la transeccion de sus proyecciones a la
médula espinal reducen la hiperalgesia inducida por dafio al tejido (Wiertelak et al.,
1997; Urban y Gebhart, 1999; Ambriz-Tututi et al., 2011). Por otro lado, la lesién
de nervios periféricos incrementa la liberacion de CGRP en la médula espinal
inducida por capsaicina, la cual es bloqueada por lesion del funiculo dorso lateral
(Gardell et al., 2003). La hiperalgesia y alodinia inducidas por formalina son
mantenidas por la activacion de mecanismos facilitadores dependientes de la
activacion de receptores CCK; en la RVM y en la médula espinal (Ambriz-Tututi et
al., 2011). Ademas, la administracién subdérmica de formalina en la pata posterior
de la rata produce un incremento en la activacion de las células ON en la RVM
(Vanegas et al., 2004). En este mismo sentido, Budai et al (2006) sugirieron que la
activacion de los receptores NK1 en la RVM vy la consiguiente sensibilizacion de las
celulas ON puede contribuir al desarrollo de sensibilizacion central y de
hiperalgesia después de la lesion tisular o nerviosa.

La lesion inflamatoria y neural cronica provoca un cambio en el equilibrio entre
células ON y OFF, donde predomina la activacion de células ON durante largos
periodos y la inhibicién de células OFF (Urban y Gebhart, 1999; Heinricher et al.,
2009). Por su parte, las células neutras aparentemente no presentan cambios en su

actividad relacionados con la nocicepcion.
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Figura 9. Representacion esquematica
del circuito modulador del dolor. Los
impulsos nociceptivos entran a la
médula espinal a través de las fibras
aferentes primarias que hace sinapsis
sobre neuronas de proyeccion. Las fibras
de proyeccion ascienden a través del
tracto espinotalamico y hacen relevo en
el tadlamo, y nicleo mesencefalico
incluyendo el nacleo reticular dorsal
(DRt), la medula rostro-ventro-medial
(RVM) y la sustancia gris periacueductal
(PAG). Las proyecciones rostrales al
tdlamo incluyen sitios corticales y
amigdala. La capsula lateral de la
amigdala (CeA) 6 amigdala nociceptiva
recibe impulsos del tallo cerebral y
médula espinal. Los impulsos del tdlamo
y corteza entran a través de la amigdala
lateral (LA) y basolateral (BLA). La
CeA envia impulsos a sitios corticales y
el tdlamo en donde la percepcion
consciente del dolor se integra. La
modulacién descendente estd mediada a
traveés de proyecciones de la PAG, las
cuales reciben impulsos de otros sitios
como el hipotdlamo y también se
comunica con la RVM, asi como otros
nGcleos medulares que envian sus
proyecciones a la médula espinal a
través del funiculo dorso-lateral (DLF).
El locus coeruleus (LC) recibe impulsos
de la PAG, comunica con la RVM y
proyecta fibras inhibitorias
descendentes.  Proyecciones anti 'y
pronociceptivas de la RVM modulan los
impulsos y proveen un sistema enddgeno
de regulacion. Tractos ascendentes (rojo)
y descendentes (verde) se muestran en el
esquema. Las areas marcadas con i-iv en
el diagrama pequefio corresponden con
los detalles marcados en el esquema
grande. Diagrama modificado de
Ossipov et al., 2010.

Sin embargo, estudios posteriores han sugerido que éstas son serotoninérgicas y
debido a la gran importancia de la serotonina en la modulacién descendente, el
papel de estas células debe ser estudiado mas ampliamente (Heinricher et al., 2009).
Es sabido que la mayor proyeccion de axones serotoninérgicos a la médula espinal
provienen de los ndcleos del Rafé ubicados en la RVM, que es la principal fuente de

serotonina a nivel central (Millan, 2002), pero su papel en la modulacion del dolor
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aun no esta claro (Susuki et al, 2004). Esto es debido en parte a la gran familia de
subtipos de receptores a serotonina presentes en el asta dorsal de la médula espinal
gue median efectos opuestos en el proceso nociceptivo (Bardin et al., 1997; Susuki
et al., 2004; Rocha-Gonzalez et al., 2005; Sasaki et al., 2006; Dogrul et al., 2009)
haciendo mas dificil la identificacidn de su rol en la modulacién nociceptiva durante
estados de dolor cronico.

Algunos estudios han sugerido que las vias serotoninérgicas modulan la inhibicion
descendente (Millan 1995, 2002; Yoshimura y Furue, 2006; Song et al., 2009,
2011), como por ejemplo la administracién espinal de serotonina disminuye la
respuesta nociceptiva en la prueba de formalina (Rocha-Gonzaélez et al., 2005). En
contraste, en un estudio reciente en el que se inhibid la sintesis de serotonina de la
RVM por medio de un ARN de interferencia para triptéfano hidroxilasa demostrd
una importante participacion de las vias serotoninérgicas descendentes en la
facilitacion del dolor inflamatorio y neuropatico (Wei et al., 2010). De igual forma,
la administracion intraplantar de carragenina (Rahman et al., 2004), intra-articular
de monoacetato monosodico (Rahman et al., 2009), subcutanea de formalina
(Oyama et al., 1996) y la ligadura de nervios (Susuki et al., 2004; Oatway et al.,
2004) coinciden con el importante rol de la serotonina en la facilitacion
descendente. Sin embargo, aun se requiere mayor investigacion sobre los
mecanismos serotoninérgicos de facilitacion descendente y su participacion en el
desarrollo y mantenimiento de los estados de dolor persistente y la presencia de

hiperalgesia y alodinia secundarias.
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3. MODELOS DE DOLOR INFLAMATORIO

Existen varios modelos para estudiar el dolor inflamatorio agudo y ténico o de larga
duracion (Le Bars et al., 2001). Todos ellos resultan en la lesion al tejido, ya sea por
una incisién quirdrgica, quemadura, enfermedad autoinmune 6 exposicién a un
estimulo quimico. En todos los casos se activa el sistema inmune y se liberan
mediadores inflamatorios (serotonina, prostaglandinas, bradicinina) que activan y
sensibilizan a las fibras aferentes primarias y a las neuronas de 6rdenes superiores
involucradas en la transmision nociceptiva y contribuyendo a la aparicién de
hiperalgesia y alodinia (Granados-Soto et al., 2009).

Algunos de los métodos mas utilizados son las pruebas de formalina (Dubuisson y
Dennis, 1977; Abbott et al., 1995), capsaicina (Sakurada et al., 1992) y serotonina
(Sufka et al., 1992), el modelo de acido Urico, la prueba de carragenina (Granados-
Soto et al., 2009) y el adyuvante de Freund (Donaldson et al., 1993). La prueba de
formalina también ha sido caracterizada como método de generacion de alodinia e

hiperalgesia (Granados-Soto et al., 2009).

a) Prueba de Formalina
La prueba de formalina es bien conocida como un modelo de dolor inflamatorio de
corta duracién (~ 1 h). Sin embargo, varios estudios han demostrado que es capaz de
inducir hiperalgesia y alodinia secundarias en la pata administrada y en la
contralateral (Wiertelak et al., 1994; Wu et al., 2004; Sasaki et al., 2006; Godinez-
Chaparro et al., 2011). La formalina produce hiperalgesia y alodinia secundarias a
estimulos mecéanicos (Filamentos de von Frey) detectados desde el dia uno y que se

mantienen hasta el dia 12 (Granados-Soto et al., 2009; Ambriz-Tututi et al., 2009;
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Godinez-Chaparro et al., 2011) 6 3 semanas (Fu et al., 2001) después de la
administracion de formalina. Los mecanismos y sitios por los cuales la formalina
produce y mantiene estas conductas de largo plazo alin no se conocen
completamente. Sin embargo, algunos estudios demuestran que estan relacionados
con su capacidad de generar sensibilizacion central (Coderre et al., 1990; Veiga et
al., 2004), activaciéon de la microglia (Fu et al., 1999, 2000; Wu et al., 2004) y
facilitacion descendente (Wiertelak et al 1997; Vierk et al., 2008; Ambriz-Tututi et
al., 2011).

A continuacién se realiza una revision de uno de los mediadores involucrados en

todo el proceso nociceptivo y que es motivo de esta tesis.

C. SEROTONINA
1. HISTORIA

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una indolamina (Figura 10) que fue
aislada por primera vez por Ersparmer y Vialli en 1937 de las células
enterocromafines originadas de la mucosa gastrica e intestinal a la que se le llamé
enteramina (Sjoerdsma y Palfreyman, 1990; Kema et al., 2000). Mas tarde, Rapport
y colaboradores en 1948 purificaron y caracterizaron una sustancia quimica del
suero a la que llamaron 5-hidroxitriptamina la cual tenia potentes efectos
vasoconstrictores (Azmitia, 1999). Luego se comprobd que la enteramina y la
serotonina eran la misma sustancia (Rivera y Haddad, 1962). Cabe mencionar que
fue a mediados de 1950 cuando se sugirié que la serotonina podia funcionar como
una sustancia neurotransmisora en el cerebro de los mamiferos (Brodie y Shore,

1957).



Introduccién %‘

2. LOCALIZACION

La serotonina se distribuye ampliamente en las plantas y los animales, lo cual indica
que este sistema es filogenéticamente antiguo. En los mamiferos, se observan altos
niveles de serotonina en el intestino (células enterocromafines), pulmones, rifiones y
testiculos (Azmitia et al., 1999). También se encuentra en las plaquetas y el sistema
nervioso central. Unicamente en los roedores y el ganado encontramos serotonina
en los mastocitos (Folk y Long, 1988).

En lo que respecta a su distribucion en el sistema nervioso central, el sistema
serotoninérgico se compone de un grupo de neuronas con cuerpos celulares
morfol6gicamente diversos, los cuales se encuentran en algunas regiones de la
formacion reticular, pero principalmente en los ndcleos del Rafé dorsal (NRD), Rafé
magno (NRM), Rafé oscuro (NRO) y Rafé palido (NRP) localizados en el tallo
cerebral. Se ha demostrado que en los nlcleos del Rafé la serotonina co-localiza con
distintos neuropéptidos como la sustancia P, el glutamato, galanina, encefalina y
neuropéptido Y, entre otros (Azmitia et al., 1999). Las proyecciones ascendentes
son muy extensas y contienen muchas colaterales que inervan regiones de la corteza
cerebral, ganglios basales, sistema limbico y diencéfalo. La médula espinal recibe
una fuerte inervacion serotoninérgica descendente (Tork, 1990; Fink y Gothert,
2007). El nucleo del Rafé magno proyecta sus axones a través del funiculo dorso
lateral a las laminas I, Il, IV, V y cerca del canal central mientras que el ndcleo del
Rafé oscuro y el nucleo del Rafé palido descienden sus axones a motoneuronas

localizadas en el asta ventral (Ruda et al., 1986; Tork, 1990).
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3. ESTRUCTURA, SINTESIS Y METABOLISMO
N2l Serotonina (5-HT)
HO Nombre IUPAC: 3-(2-Aminoetil)-1H-indol-5-ol

Peso Molecular: 176.09 g/mol
N
H

Figural0. Estructura de la serotonina. IUPHAR Data Base 2010.

La biosintesis de serotonina en el humano representa s6lo una parte minima del
metabolismo del triptéfano, la mayor parte de éste es utilizado para la sintesis de
proteinas y su mayor ruta catabdlica es la via de la kinurenina (Kema et al., 2000).
La mayoria de la serotonina se sintetiza en la periferia (95%), mientras que solo una
pequefia fraccion es sintetizada en los cuerpos celulares de las neuronas
serotoninérgicas (Ducy y Karsenty, 2010). Esto se lleva a cabo a partir del
aminoacido esencial L-triptofano en un proceso de 2 pasos (Figura 11). Primero, la
enzima triptéfano hidroxilasa (EC 1.14.16.4) convierte el triptéfano en 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) (Grahame-Smith, 1964). Anticuerpos contra la triptéfano
hidroxilasa han demostrado su presencia en varios tejidos como el tracto
gastrointestinal, neuronas serotoninérgicas del cerebro, la glandula pineal y las
plaquetas de perros, conejos y ratas (Grahame-Smith, 1964; Kema et al., 2000).

Finalmente la formacion de la serotonina ocurre por la descarboxilacion del 5-HTP,
reaccion catalizada por la triptéfano descarboxilasa (EC 4.1.1.28) y utilizando como
coenzima al piridoxal-5-fosfato (la forma activa de la vitamina Bg). La formacion de
5-HTP es el paso limitante de la reaccion y la disponibilidad de L-triptéfano

también regula la tasa de sintesis de la serotonina (Kema et al., 2000). Dietas altas
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en triptéfano aumentan el contenido tisular de serotonina, mientras que dietas
deficientes causan niveles reducidos (Moir, 1971).

La serotonina se metaboliza via desaminacion oxidativa (monoamino-oxidasa,
MAO), por conjugacion con acido glucoronico y sulfurico. La MAO esté localizada
principalmente en la mitocondria y cataliza la desaminacion oxidativa de diferentes
monoaminas en sus correspondientes aldehidos, amonio y peroxido de hidrogeno.
Existen 2 isoformas de la MAO y la que tiene mayor afinidad por la serotonina es la
MAO-A. El producto de la desaminacion oxidativa, la 5-hidroxindolacetaldehido
puede ser oxidado a 5-hidroxindolacético (5-HIAA) por medio de la aldehido
deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) y la coenzima NAD o bien, reducido a 5-
hidroxitriptofol (5-HTOL) por medio de la aldehido reductasa (EC 1.1.1.1) y la
coenzima NADH. La conjugacion de serotonina con acido sulfurico o con acido

glucordnico representa una via metabdlica menor (Kema et al., 2000).

Ademas del metabolismo por accion de la MAO, existe un proceso de captacion
mediado por un cotransportador de Na*. El cual se encuentra localizado en la
membrana exterior de las terminaciones axonianas serotoninérgicas y en la

membrana exterior de las plagquetas (Feldman et al., 1997; Lindstedt et al., 2011).

4. FUNCION
El sistema serotoninérgico estd involucrado en funciones fisiologicas muy
importantes, su actividad biologica tan variada y su complejidad farmacoldgica es
debido a los diferentes subtipos de receptores a serotonina y la ubicacion de los

mismos (Miller et al., 2009). En el SNC la 5-HT afecta la funcion de muchas otras



Introduccién %

neuronas y la liberacién de neurotransmisores como acetilcolina, dopamina,

noradrenalina y GABA (Fink y Goéthert, 2007). La 5-HT actia como un mediador

quimico de los impulsos parasimpaticos en el encéfalo, principalmente en el

hipotalamo, en donde, junto a la adrenalina y noradrenalina en equilibrio mutuo,

regulan el funcionamiento de los centros autonomos.
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Figura 11. Biosintesis vy
metabolismo de la serotonina.
Modificado de Kema et al., 2000.
Abreviaciones: TRP; triptdfano,
TRP hydr; triptéfano hidroxilasa,
5-HTP; 5-hidroxitriptofano,
AADC; aromatico-L-aminoacido
descarboxilasa (triptéfano
descarboxilasa), 5-HT; serotonina,
MAO; monoamino-oxidasa, Ald
DH; aldehido deshidrogenasa, Alc
DH; alcohol deshidrogenasa, 5-
HIAA; 5 hidroxindolacetico, 5-

HTOL,; 5-hidroxitriptofol.

Estas areas controlan funciones como la presion arterial, temperatura corporal,

apetito (Rivera y Haddad, 1962), liberacién de prolactina y otras hormonas, vigilia,

comportamiento emocional y percepcién del dolor (Brodie y Shore, 1957; Gingrich

y Hen, 2001; Fink y Goéthert, 2007). La 5-HT también esta involucrada en la

patogénesis de enfermedades como hipertension, disfuncion hormonal, depresion y

ansiedad (Fink y Gothert, 2007).
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La 5-HT produce aumento de la contractilidad y tono del intestino, efecto que se
produce por su accion directa sobre la musculatura lisa y posiblemente estimulando
las fibras colinérgicas post-ganglionares (Gershon y Tack, 2007; Berger et al.,
2009). Al administrar serotonina via intravenosa se observo una disminucion
moderada del flujo plasmaético renal, filtracion glomerular, excrecion de sodio y
potasio y en general, disminucion del volumen urinario. Su accion sobre el aparato
respiratorio ha sido también estudiada y se caracteriza por aumento de la frecuencia
y profundidad de la respiracién (Rivera y Haddad, 1963). Se ha demostrado que la
5-HT periférica actia como una hormona que inhibe la formacion de hueso. Por el
contrario, cuando se produce en el cerebro, la serotonina actla como un
neurotransmisor que ejerce un efecto positivo y dominante sobre la formacion y
acumulacion de masa 6sea y limita la resorcién 6sea (Ducy y Karsenty, 2010).

Aparte de su bien caracterizada funcion como neurotransmisor, la 5-HT ha sido
reportada como un potente inmunoregulador por medio de la estimulacion de
receptores serotoninérgicos en monocitos de humano. En las células epiteliales
pulmonares se le ha asociado con la secrecion de citocinas pro-inflamatorias (Rivera
y Haddad, 1963). Adicionalmente, la 5-HT juega un rol en la activacion de células T
y su interaccién con células dendriticas. Ademas, la 5-HT tiene actividad
quimiotéctica para eosinofilos, mastocitos y células dendriticas inmaduras via
activacion de los receptores 5-HT;5 y 5-HT,, mientras la modulacion de la secrecion
de IL-6, CXCL10, CCL22 y la maduracion de las células dendriticas se lleva a cabo

por la activacion de los receptores 5-HT; y 5-HT, (Muller et al., 2009).



Introduccién %‘

S. SEROTONINA Y DOLOR
Existe una gran cantidad de evidencia que sugiere que la 5-HT juega un papel
muy importante en la modulacion de la transmision nociceptiva (Richardson,
1990; Millan, 1995; Sommer, 2004; Jeon et al., 2004; Oliveira et al., 2007). A
nivel periférico la 5-HT se considera un mediador inflamatorio el cual es
liberado de plaquetas, células cebadas y células endoteliales después de lesion
tisular y que ejerce accion directa sobre las fibras aferentes primarias,
principalmente fibras C (Sommer, 2004; Moalem et al., 2005). La 5-HT es
capaz de potenciar el comportamiento nociceptivo al ser administrada junto con
otros agentes (Hong y Abbott, 1994). La administracion intraplantar de 5-HT
(0.05, 0.25, 0.5, 0 1.0 nmoles) produce edema en la pata de la rata y de manera
dependiente de la concentracion incrementa el comportamiento nociceptivo
caracterizado por sacudidas y lamidas (Sufka et al., 1992; Doak y Sawynok,
1997; Sommer, 2004). Nakajima et al (2009) demostraron por medio de
microdialisis que la formalina libera serotonina de manera dependiente de la
concentracién con su pico maximo a los 18 min de la segunda fase de la prueba
de formalina, y que la administracién de cromoglicato, un estabilizador de la
membrana de células cebadas, suprime la liberacion de serotonina y la conducta
nociceptiva. Se ha observado que varios receptores a 5-HT estan involucrados
en el comportamiento nociceptivo provocado por la administracién de formalina
(Doak y Sawynok, 1997; Rocha-Gonzélez et al., 2005; Castafieda-Corral et al.,
2009; Granados-Soto et al., 2010). La 5-HT induce hiperalgesia por
sensibilizacion de fibras aferentes primarias (Oliveria et al., 2007). También se

ha demostrado que los receptores 5-HTy7 periféricos estan involucrados en el
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desarrollo y mantenimiento de hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por
la administracion de formalina (Godinez-Chaparro et al., 2011). Por otro lado,
Tambelli et al en el 2006 demostraron que el efecto nociceptivo de la
administracion subcutanea de 5-HT era indirecto, porque este efecto se veia
atenuado por la deplecién de polimorfonucleares e inhibicion de la
cicloxigenasa.

Con respecto a su participacion a nivel espinal varios investigadores han
demostrado que la administracion intratecal de serotonina modula la nocicepcion en
distintos modelos animales. Actividad pronociceptiva y antinociceptiva se ha
observado en el asta dorsal de la médula espinal por accion sobre sus distintos
subtipos de receptores (Oyama et al., 1996, Millan, 1995, 1999, 2002; Jeong et al.,
2004; Dogrul et al., 2009; Castafieda-Corral et al., 2009). Las vias descendentes
serotoninérgicas provenientes de la médula rostral ventromedial modulan la
directamente la actividad de neuronas de proyeccion y de interneuronas y de las
fibras aferentes primarias por sinapsis axo-axonicas (Millan, 1995; Rahman et al.,
2006). Existe evidencia de plasticidad de las vias serotoninérgicas bajo condiciones
de estimulacion nociceptiva y dafio tisular o nervioso La administracién intratecal
de 5,7di-hidroxitriptamina (5, 7, DHT) en ratas con ligadura de nervios provoco una
disminucion en el nimero de retiros de la pata de las ratas al ser estimuladas
mecéanicamente o con frio comparadas con el grupo control, sugiriendo una
influencia facilitadora de la 5-HT en la nocicepcién (Rahaman et al., 2006). Wei et
al en 2010 coincidieron con lo anterior al realizar un estudio mucho mas fino en el
que se inhibio la sintesis la serotonina de la RVM. Los grupos con disminucién de

5-HT en la médula espinal mostraron una sensibilidad normal a la estimulacién
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nociceptiva aguda. Sin embargo, en este mismo grupo se atenud significativamente
la respuesta nociceptiva inducida por formalina y la alodinia e hiperalgesia

provocadas por la lesion tisular y nerviosa.

6. RECEPTORES DE SEROTONINA

La historia de los receptores de serotonina inicia con el trabajo de Gaddum vy
Picarelli (1957) quienes definieron 2 subtipos de receptores llamados D y M,
nombres basados en el bloqueo de los mismos por dibenzilina o morfina,
respectivamente (Verge et al., 2000). Debido al desarrollo de sofisticadas
herramientas farmacoldgicas en la década de 1980 quedd claro que existian mas de
dos subtipos de receptores 5-HT (Raymond et al., 2001). La sintesis de compuestos
con mayor afinidad y selectividad condujeron a una clasificacion posterior. Bradley
et al (1986) distinguieron 3 subtipos de receptores. Ellos encontraron que los
receptores D tenian alta afinidad por antagonistas como la ketanserina,
denominéandolos 5-HT, mientras que los receptores M demostraron alta afinidad
por antagonistas como el MDL 72 222 y agonistas como la 2-metil-5-HT
designandoles el nombre de 5-HTs. Finalmente se identificO un receptor que tenia
alta afinidad a la 5-HT pero con una farmacologia muy distinta a la de los otros
receptores y a éstos se les denomind 5-HT; (Zelman et al., 1988).

Mas recientemente un gran numero de genes que codifican para receptores de 5-HT
han sido identificados y su correspondiente distribucion de ARNm ha sido descrita

(Boess y Martin, 1994).
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Tabla 1. Caracteristicas operacionales de los receptores a 5-HT. Modificado de Hoyer et al., 1994.

Receptor Subtipo Localizacion | Respuesta Agonistas Antagonistas ~ Comentarios
Esté bien
Neuronal Hiperpolarizacién WAY 100135 caracterizado,
S 8-OH-DPAT, . . pero los
5-HT, 5-HTia principalmente neuronal, busDi [metiotepina (no .

SNC hipotension uspirona, 5-CT selectivo)] antagonistas
selectivos son
muy recientes

SNCyalgunos | Inhibe la SDZ 21009 :aﬂff/glzzrt:'e )

5-HTg nervios liberacion de CP93,129, 5-CT [metiotepina (no q
el . - roedores del 5-
periféricos neurotransmisores selectivo)] HT
1DB
Inhibe la GR 127935 Se han clonado
5-HT Principalmente liberacion de Sumatriptan, L [metergolina, dos tipos de
1 en SNC neurotransmisores | 694247, 5-CT metiotepina (no | genes (5-HTp,
selectivo)] Y 5-HT pp)
Ninguno Sus funciones
. Inhibe la adenilato - - en el tejido
5-HTe S6lo en SNC ciclasa 5-HT [mlet_loteplna intacto no se
(débilmente)]
conocen
- Sus funciones
Principalmente Inhibe la adenilato Nlng_uno . en el tejido
5-HTye . 5-HT [metiotepina .
en SNC ciclasa (débilmente)] intacto no se
conocen
_ - Ninguno Aun no esta
Zm:;'ngT ) mrs;g:r::;? qugf;?ﬁ; C:E)Sr;de Sumatriptan, 5-CT | [metiotepina (no | bien
! selectivo)] caracterizado.
Musculo liso Vasoconstriccion, Es el clasico 5-
vascular, agregacion Ketanserina, HT, que
5-HT, 5-HTza plaquetas, plaquetaria, a-metil-5-HT, DOI cinanserina, incrementa el
pulmén, SNC, bronco- pirenperona metabolismo de
tracto Gl constriccion PI
Contraccion de la SB200646
5-HT2s - ! Incrementa el
: Principalmente musculatura del . (También -
(previamente s £ a-metil-5-HT, DOI - metabolismo de
5-HTie) periférico fondo gastrico de antagonistas 5- Pl
rata HT2c)
5-HTxc SNC (alta Incrementa el '(\.f_(;ﬂéeiré%ma' Incrementa el
(previamente | densidad en cambio de P! a-metil-5-HT, DOI antagonistas 5- metabolismo de
5-HTyc) plexo coroideo) P
HT3a)
Efector de
Negrgr}as . 2-metil-5-HT, m- Ondansetron, muchos reflejos
5-HT; periféricas y Despolarizacion clorofenilbiguanida | tropisetron neuronales de 5-
centrales g P HTen la
periferia
Activacion de la
Tractq Gl, $_NC, Ilbgracm_n de Ach Metoclopramida, GR 113808, SB Esta acoplado
corazon, vejiga, | en intestino, - f 204070, .
5-HT, 8 - - renzaprida (agonista L positivamente a
fibras aferentes gaqwcardla, arcial), 5-HT tropisetron adenilato ciclasa
primarias (FAP) AMPc en P ' (débilmente)
neuronas del SNC
Sus funciones
5-HTsay : ) T, en el tejido
5-HTe SNC No conocido 5-HT Metiotepina intacto no se
conocen.

SNCy Activacion de Sr?serl::_%%nes

5-HTs periférico adenilato ciclasa 5-HT Metiotepina intactojno se

(FAP) (células HEK 293) conocen.

Activacion de Sus funciones
5-HT Sg:i?é);ico adenilato ciclasa 5-HT Metiotenina en el tejido
7 F()F AP) (células HeLay P intacto no se
COS) conocen.
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En los dltimos 14 afios por medio de estudios de clonacion molecular se ha
confirmado la existencia de 14 subtipos de receptores cada uno codificado por genes
distintos. La mayoria pertenecen a una gran familia de receptores que codifican
proteinas que traducen sefiales a través de la union de nucleodtidos de guanina y

proteinas reguladoras G (Figura 12) (Raymond et al., 2001).

a) Clasificacion
Los receptores a 5-HT se han dividido en 7 subfamilias, que se caracterizaron por la
superposicién de sus propiedades farmacoldgicas (Tabla 1), la secuencia de
aminoacidos, la organizacion de sus genes y el acoplamiento con segundos

mensajeros (Tabla 2) (Hoyer et al., 1994; Peters et al., 2010).

Tabla 2. Clasificacion de los receptores de 5-HT seglin su mecanismo transduccional. Modificado de Giordano

y Schultea 2004.

Familia Receptor (es) Mecanismo de accién
Acoplados a proteina G, g'HTlA”B“D’lE’lF Inhibicion de adenilato ciclasa
“HT5A/5B
Acoplados a proteina G gq11 5-HT,a812¢ Activacion de fosfolipasa C
5-HT,
. 5-HTs L . .
Acoplados a proteina G 5.HT Activacion de adenilato ciclasa
- 6
5-HT,
Canal i6nico 5-HT, (subunidades A y B) Canal i6nico dependiente de ligando

Corrientes entrantes de Na*, K"y Ca**
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(1)  Acoplados a proteina G/,

Receptores 5-HT;
Peroutka y Snyder en 1979 realizaron la caracterizacion inicial de los receptores 5-
HT, por medio de estudios de radioligando encontrando sitios de unién con alta
afinidad para [°H]-5-HT en corteza de rata y con baja afinidad para espiperona. Mas
tarde, se identificaron los subtipos 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1c (ahora 5-HTyc), 5-HT1p,
5-HT1e y 5-HT ¢ (Barnes et al., 1999). Todos ellos estan localizados en la periferia

jugando un rol importante en la nocicepcion (Granados-Soto et al., 2010).

5-HT 4
5-HT, 5-HTg
S-HIT, 5-HT,p
5-HT; 5-HTy;

5-HT),

5-HT,a

PLA,

G
AA

1P3 DAG

CAZ" PKA

Figura 12 .Vias de sefializacion de los receptores de 5-HT acoplados a proteina G (Raymond et al., 2001).
Abreviaciones; AC: adenilato ciclasa, cAMP: Adenosin monofosfato ciclico, ATP: adenosin trifosfato, PKA:
protein-cinasa A, PLA,: fosfolipasa A,, AA: &cido araquidonico, PLOB: fosfolipasa CB, PIP ,: fosfatidil inositol
bifosfato, P13: inositol trifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: proteincinasa C.

El receptor 5-HT1 €s el mejor caracterizado. Su activacion abre y cierra canales de
K* y Ca?*, respectivamente, ejerciendo asi una influencia inhibitoria pronunciada

sobre la excitabilidad neuronal.
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El receptor 5-HT;a Se encuentra localizado ampliamente en el hipocampo, areas de
la corteza, septo lateral, ndcleos del Rafé dorsal y medio, asta dorsal de la médula
espinal en laminas superficiales y profundas y también se le ha identificado en
fibras aferentes primarias (Boess y Martin, 1994; Hoyer et al., 1994; Barnes et al.,
1999; Millan, 2002). Existen reportes que indican su presencia en células de la glia
(Barnes, 1999). EIl receptor 5-HT1a juega un papel importante en la funcion
neuroendocrina y termorregulacion, comportamiento sexual, apetito, memoria,
funcion inmune, depresion y dolor (Raymond et al., 2001). Millan (1994) no
encontrd efecto antinociceptivo del receptor 5-HT;a a estimulos térmicos,
mecanicos y quimicos. Sin embargo, recientemente se ha reportado que la
activacion del receptor 5-HT;4 reduce la nocicepcion (Oyama et al., 1996; Bardin et
al., 2001; Granados-Soto et al., 2010).

El receptor 5-HT g fue identificado en ratones por Voigt et al (1991) y Adham et al
(1992) por medio de una sonda creada a partir de la clonacion del receptor 5-HTpg
humano. La activacion del receptor 5-HT.g incrementa las corrientes de K* que
contribuyen a su accion inhibitoria sobre la excitabilidad neuronal (Boess y Martin,
1994). Este receptor estd ampliamente expresado en el cerebro de forma pre-
sinaptica y post-sinptica incluyendo sustancia negra, globo pélido, coliculo
superior, nucleos de Rafé, estriado, cerebelo, hipocampo, nicleo acumbes (Hoyer et
al., 1994). Se han encontrado sitios de union al receptor 5-HT;g en el asta dorsal de
la médula espinal, en particular en las laminas superficiales 1 y IV principalmente
localizados de forma post-sinaptica en fibras serotoninérgicas y en neuronas de
proyeccion. La eliminacién de fibras aferentes primarias desaparece solo una

pequefia proporcidn de estos receptores en la médula espinal (Millan, 2002).
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Con respecto a su participacion en la modulacion de la nociepcion se sabe que el
receptor 5-HT;g juega un papel inhibitorio. La administraciéon local periférica de
sumatriptan reduce la hiperalgesia térmica y la inflamacién periférica producida por
carragenina (Sommer, 2004). Por otro lado, los ratones knock out 5-HT .1 tienen la
sensibilidad incrementada en las pruebas de formalina y de la plancha caliente
(Kayser et al., 2007). Consistentemente con lo anterior, la administracion periférica
local ipsilateral del agonsita selectivo de los receptores 5-HT;g (CGS-12066) redujo
el comportamiento nociceptivo en ambas fases de la prueba de formalina
(Granados-Soto et al., 2010).

El receptor 5-HT;p, antes llamado 5-HT,p, por sus similitudes con el receptor 5-
HTipp (5-HT1g), resultd ser un homologo al receptor 5-HT1p descubierto en rata y
por ello denominado como ahora se le conoce. ElI 5-HT;p estd acoplado
negativamente a la adenilato ciclasa, es capaz de regular canales de K" y Ca?*
(Barnes et al., 1999; Raymond et al., 2001) y puede formar heterodimeros con el 5-
HT1s (Hannon et al., 2008). Inicialmente fue dificil conocer su distribucion por la
falta de ligandos especificos y los aparentes bajos niveles de ARNm vy de proteina
en el cerebro (Raymond et al., 2001). Mas tarde el ligando selectivo BRL 15572
permiti6 documentar autoreceptores en el nucleo del Rafé dorsal (Hannon et al.,
2008). También se ha encontrado el ARNm del receptor 5-HTip en el ndcleo
trigeminal donde co-localiza con CGRP, sustancia P y la éxido nitrico sintasa
(Barnes et al., 1999). También esta expresado en el ganglio de la raiz dorsal (Pierce
etal., 1996; Wu et al., 2001). Por medio de estudios de auto-radiografia del receptor
se ha encontrado en ganglios basales, hipocampo y corteza (Barnes et al., 1999).

Solo existen algunos estudios conductuales que indican que los receptores 5-HTp
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tienen un efecto antinociceptivo (Granados-Soto et al., 2010) y algunos autores
proponen que pudiera deberse a que inhiben la liberacién de serotonina y otros
neuropéptidos (Barnes et al., 1999; Raymond et al., 2001; Hamon y Bourgoin,
2000).

El receptor 5-HT ¢ fue identificado por medio de estudio de radioligando en corteza
frontal humana (Hannon et al., 2008). El receptor 5-HT¢ estd acoplado de forma
negativa a la adenilato ciclasa y se ha localizado en el putamen, nucleo caudado y
amigdala (Barnes et al., 1999). Por estudios conductuales se ha especulado que se
encuentra también en la periferia (Granados-Soto et al., 2010). Se sabe que tiene alta
afinidad por la 5-HT y baja afinidad por la 5-CT, pero a la fecha no existen ligandos
especificos para el receptor.

El gen del receptor 5-HT3¢ fue originalmente detectado en el raton. El receptor 5-
HTr estd acoplado negativamente a adenilato ciclasa (Barnes y Sharp, 1999). Se ha
identificado el ARNm en ganglio de raiz dorsal (Pierce et al 1996; Chen et al.,
1998). También muestra una alta expresion del mismo en la corteza olfatoria,
nicleo caudado, corteza cingulata, amigdala, hipotalamo, nacleo del Rafé dorsal,
sustancia gris periacuedutal, nucleo del tracto solitario (Millan, 2002; Hannon et al.,
2008). Se conoce su alta afinidad por el sumatriptan y se han desarrollado ya dos
agonistas selectivos del mismo (LY-334370 y LY-344864). Se desconoce mucho
sobre sus efectos funcionales pero se cree que puede jugar un papel importante en la
funcidn visual y cognitiva y como autoreceptor (Barnes y Sharp, 1999). Wu et al en
el 2001 encontraron un aumento en la expresion del receptor 5-HT ¢ después de la

administracion de adyuvante de Freund. Por otro lado, Granados-Soto y
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colaboradores (2010) sugieren que los receptores 5-HTe y 5-HT¢ pueden estar

involucrados en la inhibicién de la conducta nociceptiva provocada por formalina.

Receptores 5-HTs

Se han clonado en ratones dos subtipos del receptor 5-HTs que comparten el 70% de
la secuencia, el 5-htsa y el 5-htsg. Sus vias de transduccion no han sido bien
establecidas. Estudios en lineas celulares han ayudado a sugerir que esta acoplado
negativamente a adenilato ciclasa. Sin embargo, puede estar acoplado de forma
positiva a AMPc, produccion de fosfatidil inositol y canales de K™ (Hannon et al.,
2008). Se ha demostrado su presencia en corteza cerebral, hipocampo, cerebelo,
hipotalamo, estriado, astrocitos y médula. Unicamente el 5-HTs se ha detectado en
tejidos periféricos como higado, corazén y rifion de roedores. Sin embargo, se han
encontrado codones de paro en su secuencia por lo que pudiera no ser funcional en
humanos (Barnes y Sharp, 1999; Raymond et al., 2001). Se ha descrito su
localizacion en neuronas de proyeccion e interneuronas, mientras que la presencia
del ARNm del receptor en el GRD ha sido inconsistente (Pierce et al., 1996; Chen et
al., 1998; Wu et al., 2001; Nicholson et al., 2003).

Se cree que la activacion del receptor 5-HTs puede estar implicada en la adquisicién
de conductas adaptativas en situaciones de estrés, ya que le A843277, un agonista
selectivo de este receptor, tiene propiedades antidepresivas y antipsicéticas en
ratones.

La importancia de continuar investigando sobre su funcionalidad radica en que su

distribucion se concentra en estructuras que modulan los procesos nociceptivos. Sin
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embargo, a la fecha no se han realizado estudios directos que demuestren su

actividad en la modulacién del dolor.

2 Receptores acoplados a Proteina Goq11
Receptores 5-HT,

Existen 3 subtipos de receptores 5-HT,, el 5-HT,a, 5-HT25 y 5-HT,c. Los 3 estan
acoplados a proteina G,q11 Y Su activacion incrementa el fosfatidil inositol y las
concentraciones intracelulares de Ca?*, acciones que incrementan la excitabilidad
neuronal. El receptor 5-HT,a se refiere al receptor D inicialmente descrito por
Gaddum y Picarelli en 1957 y al 5-HT, definido por Peroutka y Snyder en 1979. El
5-HT,g fue descrito hace més de 30 afios mediante la accion contractil de la 5-HT
en el fondo gastrico de la rata. El tercer subtipo antes conocido como 5-HT;c
identificado en el plexo coroideo (Hannon et al.,, 2008). La familia de estos
receptores se caracteriza por su alta afinidad por agonistas como DOI, DOM vy
antagonistas como ritanserina. Actualmente se han desarrollado antagonistas mas
potentes y selectivos como MDL-100907 y SB-200646 (Barnes y Sharp, 1999).

El receptor 5-HT,a estd ampliamente distribuido en el cerebro (nlcleo caudado,
nicleo acumbens, corteza, hipocampo), musculo esquelético y liso, rifiones y
plaquetas (Raymond, 2001). EI ARNm del receptor 5-HT,a se ha encontrado en
mayor proporcion en el GRD (Pierce et al., 1996; Chen et al., 1998; Wu et al., 2001;
Nicholson et al., 2003) que en la médula espinal donde se encuentra localizado en
terminales centrales de las fibras aferentes primarias, neuronas de proyeccién e
interneuronas inhibitorias. Se ha observado que su activacion tiene efectos

pronociceptivos en la periferia (Millan, 2002; Sommer, 2004). La administracion de
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antagonistas del receptor 5-HT,a atentan la alodinia mecénica secundaria y la
hiperalgesia térmica primaria después de la lesion por calor (Sasaki et al., 2006). A
nivel supraespinal el receptor 5-HT,a también estd localizado en el nucleo
parabraquial, nucleo del tracto solitario, nucleo del Rafé magno, RVM, PAG por lo
que se cree que el receptor 5-HT;a esta involucrado en la antinocicepcion.

El receptor 5-HT,g se ha detectado en distintos tejidos como corazén, intestino,
rifiones, pulmones (Hoyer et al., 1994) y de manera controversial en el cerebro y
GRD (Pierce et al., 1996; Chen et al., 1998; Wu et al., 2001; Nicholson et al., 2003).
Su activacién posee propiedades ansioliticas y media la vasorelajacion dependiente
de endotelio.

El receptor 5-HT ¢ estd acoplado positivamente a fosfolipasa C. Se ha localizado su
ARNmM en corteza, areas del sistema limbico y ganglios basales, asi como en areas
importantes de modulacion del dolor como el nucleo del Rafé dorsal, sustancia gris
periacueductal, nucleo parabraquial, y locus coeruleus donde se encuentra sobre
interneuronas GABAGérgicas ejerciendo una influencia inhibitoria en la transmision
noradrenérgica y dopaminérgica.

Existe poca informacion sobre la participacién en el dolor de estos ultimos subtipos
del receptor 5-HT,. Sin embargo, recientemente se encontrd su expresion en el GRD
y su posible participacion en la produccion de hiperalgesia mecanica en ratones (Lin

etal., 2011).

3 Receptores acoplados a proteina G
Los receptores 5-HT,4, 5-HTg y 5-HT; forman parte de esta familia de receptores

acoplados a proteina G5 que promueven la formacion de AMPc por la activacion de
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adenilato ciclasa interactuando con varios blancos como la fosforilacién de
proteincinasa A y canales que modulan el flujo de Ca** y la excitabilidad neuronal.
Otros procesos celulares mediados por este segundo mensajero son cambios en la
expresion génica y promocién de cambios celulares de larga duracion (Hannon et

al., 2008).

Receptores 5-HT,
Fue el primero caracterizado en el SNC (Boess y Martin, 1994). Algunas
benzamidas y agonistas del 5-HTj3 tienen efecto de agonistas sobre este receptor.
Entre sus funciones esta la modulacion de la secrecion y motilidad intestinal
mediante la liberacion de acetilcolina y otros neurotransmisores (Boess y Martin,
1994; Barnes y Sharp, 1999). Su ARNm se encuentra expresado en fibras aferentes
primarias (Chen et al., 1998; Nicholson et al., 2003) tanto en su terminal periférica
como en la central. Se ha observado que se incrementa su expresion después de la
administracion de un agente inflamatorio (Wu et al., 2001; Liu et al., 2005). A nivel
supraespinal estd localizado en la PAG, nucleo del tracto solitario y ndcleo
parabraquial (Millan, 2002). Diversos estudios han encontrado que juega un papel
pronociceptivo en la periferia (Doak y Sawynok, 1997; Sommer, 2004; Godinez-
Chaparro et al., 2011). Sin embargo, su papel en la médula espinal se considera es
antinociceptivo, probablemente mediante vias colinérgicas descendentes (Millan,

2002).
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Receptor 5-HTs
Dos grupos clonaron el ADNCc del receptor en 1993 en el estriado de la rata. Se ha
localizado en amigdala, hipocampo, corteza, talamo, hipotdlamo de rata
principalmente de manera post-sinaptica (Barnes y Sharp, 1999; Raymond et al.,
2001; Hannon et al., 2008). De acuerdo con ello, el receptor 5-HT¢ participa en la
modulacion de la funcién colinérgica, actividad locomotora, desordenes afectivos,
cognicion y obesidad. También se ha encontrado en la PAG, médula espinal y GRD
(Gerard et al., 1996; Lui et al., 2005). Sin embargo, su presencia en el GRD parecia
poco probable (Pierce et al., 1996; Chen et al., 1998; Wu et al., 2001; Nicholson et
al., 2003). La administracion de los antagonistas selectivos del receptor 5-HT¢ (SB-
399885 o SB 258585) en la periferia reduce el comportamiento nociceptivo
provocado por formalina (Castafieda-Corral et al., 2009). Por otro lado, el agonista
selectivo EMB386088 administrado en la periferia o en la médula espinal es capaz
de incrementar la hiperalgesia y alodinia mecénicas secundaria de larga duracion
inducidas por formalina (Godinez-Chaparro et al., 2011). Ambos datos sugieren que
si estd presente en las fibras aferentes primarias y que estd implicado en la

transmision nociceptiva.

Receptor 5-HT;
El ADNCc del receptor 5-HT se ha identificado por varios grupos en varias especies
distintas y ahora se sabe que es el antes llamado 5-HTyie (Hoyer et al., 1994;
Raymond et al.,, 2001; Hannon et al., 2008). Existen al menos 4 isoformas
reportadas que difieren en su extremo carboxilo terminal pero esto no modifica su

farmacologia, mecanismo de transduccién o distribucion (Barnes y Sharp, 1999;
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Raymond et al., 2001). El perfil farmacoldgico de este receptor esta caracterizado
por su alta afinidad a agonistas como la 5-CT, 5-HT y 8-OH-DPAT y a antagonistas
5-HT, (metergolina y metisergida). Actualmente se cuenta con antagonistas
selectivos como SB 258719 y SB 269970 (Rocha-Gonzalez et al., 2005). Este
receptor estd distribuido en el SNC principalmente en talamo, hipotalamo,
hipocampo, corteza, ndcleo del Rafé dorsal, sustancia negra y sustancia gris
periacueductal (Hannon et al., 2008). Se ha encontrado su ARNm en el GRD
(Pierce et al., 1996) y se ha observado que después de la administracion de
adyuvante de Freund (Wu et al., 2001) o veneno de abeja (Lui et al., 2005) se
incrementa su expresion. Se ha descrito que los receptores juegan un papel
pronociceptivo tanto en la periferia como a nivel espinal en el modelo de formalina
(Rocha-Gonzélez et al., 2005). También que la administracion periférica del
antagonista selectivo del receptor es capaz de prevenir y revertir la hiperalgesia y
alodinia mecénicas secundarias de larga duracion inducidas por formalina (Godinez-
Chaparro et al., 2011). Sin embargo, en la médula espinal su papel sigue siendo
controversial, debido a que algunos datos han sugerido que la serotonina ejerce su
papel inhibitorio en médula espinal a través de este receptor, posiblemente actuando
sobre inter-neuronas inhibitorias (Bourgoin et al., 2008). Por lo que seran necesarios
mas estudios para dilucidar el papel de los receptores 5-HT; en la médula espinal y

su participacion en el proceso nociceptivo.

4) Receptor 5-HT3, un canal idnico
Hace mas de 50 afios fue descrito por primera vez como el receptor M en un estudio

de la funcidon contréctil de la 5-HT en el ileo de cobayo (Gaddum y Picarelli, 1957).
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La denominacion actual se aplicd después de la reclasificacion de los receptores 5-
HT realizada por Bradley et al (1986) y fue oficialmente aprobado por NC-IUPHAR
en 1994. Este receptor pertenece a la super-familia de canales idnicos dependientes
de ligando que incluye a los receptores nicotinicos, al receptor de acido gama-
amino-butirico (GABAA) y los receptores de glicina sensibles a estricnina (Peters et
al., 2010). Se encuentra localizado en el cromosoma 11923.1-923.2. El receptor 5-
HT; esta formado por 5 subunidades que estan ensambladas de tal manera que
forman un canal i6nico central. Las subunidades individuales tiene un dominio N-
terminal largo, 4 dominios transmembranales (M1-M4) conectados de manera
intracelular en las vueltas M1-M2 y M3-M4 y de forma extracelular en las vueltas
M2-M3 (Nichols et al., 2008; Barnes et al., 2009; Walstab et al., 2010). Los sitios
de union para el ligando estan en la interface entre 2 subunidades (Figura 13). En
humanos se han clonado 5 subunidades para el receptor (5-HTsam/cioeka). Sin
embargo, solo se han caracterizado por estequiometria y considerado funcionales los
homopentameros (5 subunidades de 5-HT3a) Y los heterémeros (2 subunidades 5-
HTsa y 3 subunidades 5-HT3g, formando el receptor 5-HT3ag). Por otro lado, se
sabe que las subunidades 5-HT3g, 5-HT3c, 5-HT3p, 5-HT3e vy su isoforma 5-HT3g,
forman receptores no funcionales, Unicamente si son co-expresadas con la
subunidad 5-HT3a forman complejos heteroméricos con distinta eficacia al unirse
con la 5-HT (Davies et al., 1999; Nielser et al., 2007; Nichols et al., 2008; Barnes et
al., 2009; Peters et a., 2010).

El receptor 5-HT; conduce cationes (Na*, K*, Ca**) de forma no selectiva y excluye

a los aniones. Su activacion por serotonina produce la apertura de su poro y con ello
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se activa una corriente entrante ionica que después desensibiliza al receptor (Hoyer

et al., 1994; Nichols et al., 2008).

Figura 13. (A) Representacion del receptor 5-HT; mostrando su estructura pentamérica. Se observan los
dominios transmembranales de cada subunidad (Nichols et al., 2008). (B) Modelo del sitio de unién del ligando
en el receptor 5-HT; mostrando 2 de 5 subunidades. El sitio de unién se encuentra en la interface de las 2
subunidades principalmente formado por los loop A-C y de manera complementaria de los D-F (Barnes et al.,
2009).

Sin embargo, varios estudios de estructura-actividad han demostrado que el factor
determinante en la conductancia del receptor 5-HT3a Y su selectividad i6nica reside
en la secuencia de aminoacidos del dominio M2 (Barnes et al., 2009). Por otro lado,
Davies et al en 1999 encontraron que la permeabilidad del receptor en el humano al
Ca”" depende de su composicion. Asi el homopentamero 5-HTsa es permeable a
cationes monovalentes y divalentes, pero la incorporacion de la subunidad 5-HT3g
reduce su permeabilidad al calcio (Davies et al., 1999) y altera la biofisica del
receptor (Hapfelmeier et al., 2003.)

La activacién del receptor también activa protein-cinasas que provocan la unién y
activacién de calcio-calmodulina y que a su vez colaboran con la produccién de
efectos nucleares (por ejemplo, la induccidon de proto-oncogenes) e induce un

incremento del 6xido nitrico que provoca una gran variedad de efectos intracelulares
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(alteraciones fisicoquimicas de la membrana, modificacion de los receptores NK1,
aumento de GMPc) y extracelulares (vasodilatacion y neurotransmision post-
sinaptica) (Figura 14). El receptor es modulado de manera alostérica por anestésicos

locales y esteroides sexuales (Giordano y Schultea, 2004).
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Figura 14. Representacion de las cascadas de sefializacion que se desencadenan después de la activacion
del receptor 5-HT,. Abreviaturas; 5-HT: 5-hidroxitriptamina, NK-R: receptor a neurocinina, NO: oxido

nitrico, Nos: dxido nitrico sintasa. Modificado de Giordano y Schultea, 2004.

La activacién de los receptores 5-HT; tiene profundas influencias sobre los
principales sistemas del cuerpo. Sus efectos principales en el sistema cardiovascular
son en el corazon en donde puede estimularlo o inhibirlo en combinacién con
reflejos y efectores locales y en los vasos sanguineos donde produce vasodilatacion
(Kaumann et al., 2006; Hannon et al., 2008). A nivel del tracto gastrointestinal
regula distintos efectos en el control del tono, vaciamiento y la secrecion intestinal

(Raybould, et al., 2003). Esta asociado también con la produccion de nauseas y
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vomito generados por la quimioterapia y radioterapia, y con el sindrome del colon
irritable (Faerber et al., 2007; Nichols et al., 2008; Walstab et al., 2010). Se ha
observado que el receptor 5-HT3 también media la contraccion rapida de la vejiga
urinaria de gato.

La activacién del receptor neuronal causa despolarizacion de las terminales pre-
sindpticas resultando en la modulaciébn de la liberacion de distintos
neurotransmisores incluyendo GABA, glutamato, colesistocinina, acetilcolina,
dopamina, noradrenalina, serotonina y sustancia P (Wolff et al., 2000; Peng et al.,
2001; Fink y Gothert, 2007; Peters et al., 2010). Por ello, en el sistema nervioso
central los antagonistas del receptor 5-HT3 tienen una influencia profunda en el
comportamiento, memoria (Fink y Gothert, 2007) y esta implicado en psicosis,
ansiedad, cognicién y desordenes de alimentacion (Walstab et al., 2010). Ademas,
su activacion esta implicada en la sensibilizacion de nociceptores periféricos y

modulacion del dolor (Fink y Géthert, 2007; Faerber et al., 2007).

7. DOLOR Y RECEPTORES 5-HT3
La complejidad del proceso inflamatorio y su relacion con la nocicepcion ain no
estan comprendidos completamente. La serotonina y los receptores 5-HT3 juegan un
papel importante. Los receptores 5-HT3 se han encontrado en el SNC, en la periferia
y en la médula espinal y numerosos experimentos en distintos modelos de dolor han

comprobado su participacién en los tres niveles.
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a) Receptores 5-HT3 en la periferia
Los receptores 5-HT3 periféricos estan expresados en las terminales aferentes de los
nociceptores. Por medio de estudios de electrofisiologia se sabe que la activacion
axonal del receptor 5-HT3 no sélo incrementa la excitabilidad membranal (Hicks et
al., 2002), sino que también modula los potenciales de accion de alta frecuencia en
fibras no mielinizadas (Lang et al., 2006). Herramientas farmacoldgicas han
demostrado los efectos de la activacion del receptor 5-HT3 sobre el dolor y la
vasodilatacion después de la administracion intradérmica de serotonina o capsaicina
y en otros modelos de dolor inflamatorio. Por ejemplo, la administracion periférica
de serotonina produce dolor agudo, el cual es atenuado por antagonistas selectivos
del receptor 5-HT3 (Sufka et al., 1992; Richardson, 1990). A distintos grupos de
ratones knock out de la subunidad 5-HT3a Se les sometio a distintos modelos de
dolor inflamatorio agudo como la administracion abdominal de &acido acético,
administracion intraplantar de serotonina 6 formalina y a modelos de dolor
persistente por dafio al tejido como el adyuvante de Freund y la seccion del nervio
ciatico demostrando que la serotonina via el receptor 5-HT3; contribuye a la
activacion tanto de fibras Ad y fibras C y al proceso nociceptivo (Zeitz et al., 2002).
Consistentemente con el estudio anterior, Kaiser et al (2007) encontraron que los
ratones knock out para el receptor 5-HT3a disminuyeron draméaticamente su
conducta nociceptiva en la segunda fase de la prueba de formalina, no asi en la
pruebas de la plancha caliente, sugiriendo su influencia pronociceptiva provocada
por el dafio tisular. Por otro lado, en ratones intactos la administracion sistémica y
periférica de antagonistas selectivos del receptor 5-HT3 (ICS-205-930, MDL-72222

y ondansetron) atenuaron la conducta nociceptiva en la prueba de formalina y en la
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prueba de tail flick (Giordano y Dyche, 1989; Giordano y Rogers, 1989; Ye et al.,
1997), mientras que el agonista selectivo del receptor, la m-clorofenilbiguanida
incremento significativamente la nocicepcion (Doak y Sawynok, 1997). En estadios
de dolor persistente poco se ha estudiado su participacién, sin embargo, la
administracion de tropisetron (antagonista selectivo de los receptores 5-HT3) como
tratamiento local en artritis reumatoide, tendinopatias, periartropatias y el sindrome
de dolor miofacial produjo analgesia de larga duracion (Stratz y Mdeller, 2004;

Faerber et al., 2007).

b) Receptores 5-HT3 en la médula espinal
Varios estudios se han enfocado en el papel de los receptores 5-HT3 espinales en la
nocicepcion. La administracion espinal de ciertos agonistas y antagonistas de los
receptores 5-HT3 ha resultado en diferentes efectos en la transmision nociceptiva de
acuerdo a las circunstancias en las que se presenta. La literatura de hace varios afios
defendio el rol antinociceptivo de las via serotoninérgicas ejercidas por estimulacion
eléctrica de la sustancia gris periacueductal y la cual era bloqueada por antagonistas
serotoninérgicos (Millan, 1995; Ossipov et al., 2010). Se ha reportado que la
administracion intratecal de agonistas selectivos de los receptores 5-HT3 como la 2-
metil-serotonina (2-Me-5-HT) o la m-clorofenilbiguanida ejercen un efecto
antinociceptivo en la prueba de formalina (Sasaki et al., 2001; Jeong et al., 2004) o
en la prueba de Randall y Sellito (Bardin et al., 1997). Un mecanismo propuesto
para esta respuesta es la activacion del receptor 5-HT3; de las interneuronas
GABAérgicas a nivel espinal, lo que conduce a la liberacion de GABA (Peng et al.,

2001; Millan, 2002; Huang et al., 2008; Fukushima et al., 2009). En contraste con
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estos resultados, el pre-tratamiento intratecal (i.t.) con ondansetron, antagonista
selectivo de los receptores 5-HT3;, atenldo la excitabilidad neuronal
predominantemente en la segunda fase de la prueba de formalina y después de la
administracion de carragenina (Oyama et al., 1996; Green 2000; Rahaman et al.,
2004). Consistentemente con esto, el ondansetrén administrado i.t. produce el
mismo efecto que la deplecion de serotonina por la administracion intratecal de 5,7-
DHT, una neurotoxina serotoninérgica que profundamente reduce el
comportamiento nociceptivo y el aumento de la expresion de ERK fosforilada
después de la administracion de formalina (Svensson et al., 2006). La facilitacion
descendente proveniente de la RVM promueve la hiperexcitabilidad neuronal vy el
comportamiento de hipersensibilidad en muchos estados de dolor crénico (Rahaman
et al., 2009; Ossipov et al., 2010), como sucede después de la lesion de los nervios
periféricos. Se ha reportado que esta facilitacion estd mediada en parte por la
activacion de los receptores 5-HT3 en la médula espinal (Susuki et al., 2004) y el
antagonista selectivo del receptor (ondansetron) administrado i.t. o de forma
sistémica alivia la alodinia en modelos animales de dolor neuropético y en pacientes
que lo padecen (Green et al., 2000; Oatway et al., 2004; Dogrul et al., 2009; Chen et
al., 2009). Ademas, recientemente se mostré que la administracién intratecal de
agonistas del receptor 5-HT3 produce hipersensibilidad al dolor por la activacion de
cascadas de sefializacion que incluyen la activacion de la glia, liberacién de
citocinas e interleucinas y activacion directa del receptor sobre las terminales
nerviosas. A excepcion del trabajo realizado por Peters y cols en 2010, en el que el
ondansetron administrado i.t. fue incapaz de inhibir la hipersensibilidad provocada

por dafio al nervio, la mayoria de los estudios muestran un claro efecto facilitador de
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las serotonina via activacion del receptor 5-HT3 debido a un incremento en la
actividad descendente de fibras serotoninérgicas provenientes de areas

supraespinales como la RVM (Wei et al., 2010).

C) Expresion de los receptores 5-HT3

La distribucion del receptor 5-HT3 ha sido extensamente estudiada por medio de
inmuhistoquimica, hibridacién in situ, transcripcion reversa y reaccion en cadena de
la polimerasa (RT-PCR), el uso de radioligandos, utilizando cultivos neuronales
(Doucet et al., 2007) encontrandolo presente en el sistema nervioso central y
periférico.

Por medio de hibridacion in situ y RT-PCR se ha observado que el ARNm de la
subunidad 5-HT3a estd expresada en las neuronas del sistema nerviosos central y
periférico. En contraste, el ARNm de la subunidad 5-HT3g esta restringido a las
neuronas periféricas (Morales et al., 1996, 2002). Sin embargo, un estudio de
inmunomarcaje también detectd6 el ARNm de la subunidad 5-HT3g en el estrato
CAZ1 del hipocampo de rata y de forma dispersa en neuronas corticales (Doucet et
al., 2007).

En el SNC mediante hibridacion in situ e inmunohistoquimica se ha detectado el
ARNm vy la proteina de forma dispersa en distintas areas corticales, una alta
densidad en el area piriforme, cingulata y entorrinal (Tecott et al., 2003). También
se encontro en interneuronas de la formacion hipocampal, region posteroventral del
hipocampo y particularmente en el estrato CA. Otras regiones fueron la amigdala, el
nucleo del tracto solitario, area postrema, zona quimiorreceptora de gatillo, el bulbo

olfatorio, el nucleo del nervio troclear, nicleo acumbens y putamen, el nucleo del
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nervio trigeminal y las laminas | y Il del asta dorsal y en motoneuronas del asta
ventral de la médula espinal (Kidd et al., 1993; Morales et al., 1998; Rende et al.,
1999; Tecott et al., 2003; Maxwell et al., 2003; Giordano y Schultea, 2004; Nichols
et al., 2008). En la amigdala basolateral y nicleo medial co-localizé en su mayoria
con colecistocinina (Mascagni y McDonald, 2007) y s6lo en algunas neuronas con
calretinina, péptido intestinal vasoactivo 6 parvalbumina (Mascagni y McDonald,
2007). En la médula espinal co-localizé6 CGRP (Maxwell et al., 2003).

Con respecto a su distribucion en la periferia estudios de inmunoreactividad en el
sistema gastrointestinal lo han localizado principalmente en neuronas mientéricas,
plexo nervioso submucoso, también en fibras musculares, submucosa, mucosa.
Algunas de las neuronas coexpresan péptido intestinal vasoactivo y sustancia P
(Raybould et al., 2003; Glatzle et al., 2002).

El ARNm del receptor 5-HT3 se ha detectado en el ganglio de la raiz dorsal (GRD),
en el ganglio simpatico lumbar y cervical superior (Pierce et al., 1996) y ganglio
trigeminal (Doucet et al., 2007). Se reportd una distribucion en proporciones
similares de las subunidades 5-HT3a ¥ 5-HT3g en el GRD vy en el ganglio nodoso
(GN) (Morales et al., 2001). Consistentemente con los estudios anteriores, el cultivo
de neuronas sensoriales embrionarias demostro la expresion de ARNm del receptor
5-HT;3 (Chen et al., 1998).

Finalmente, la modificacion en la expresion del receptor 5-HT3 en presencia de
dolor se ha estudiado poco. Sin embargo, se han encontrado resultados que
coinciden con las respuestas funcionales reportadas. Por ejemplo, el adyuvante de
Freund provocé un incremento significativo en la expresion del ARNm en el GRD

de distintos subtipos de receptores serotoninérgicos, entre ellos el 5-HT3; (Wu et al.,
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2001). De acuerdo con estos resultados, la administracion de veneno de abeja de
forma subcutanea en la superficie plantar de la pata trasera de la rata increment6 la
expresion del ARNm del receptor 5-HT3 en el GRD. En contraste, no se encontro
modificacion de la expresion del ARNm de la subunidad 5-HT3;a en el GRD
después de 15 dias de la administracion de iodoacetato monosddico (Rahman et al.,

2009).

8. FARMACOLOGIA DEL RECEPTOR 5-HT3

La serotonina es el ligando enddgeno del receptor 5-HT3, Existe a la fecha una gran
variedad de agonistas y antagonistas con afinidades distintas para el receptor 5-HT3
(Tabla 3). Los agonistas principales en el SNC y SNP son la 2-metil-5-
hidroxitriptamina (2-metil-5-HT) y la meta-clorofenilbiguanida (mCPBG). Los
agonistas no han sido empleados clinicamente y su utilidad esta limitada para
investigacion experimental (Giordano y Schultea, 2004).

Investigaciones previas han demostrado que la afinidad del receptor 5-HT3 por la
MCPBG en ratas es cerca de 100 veces mayor que en el humano, mientras que la
afinidad por otros ligandos es casi paralela (Mochizuki et al., 1999). El orden de
potencia obtenido de varios estudios utilizando radioligandos es mCPBG> 5-HT> 2-
metil-5-HT> fenilbiguanida (Hoyer et al., 1994). Otros agonistas se unen al receptor
pero con mucha menor afinidad.

Con respecto a los antagonistas, su desarrollo se baso en la estructura de la 5-HT y
de un antagonista no selectivo del receptor, la cocaina (Walstab et al., 2010).
Subsecuentemente se desarrollaron otro agentes que presentaron mayor actividad

antagonista en estudios in vitro e in vivo sobre el receptor (Giordano y Schultea,
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2004). El bemesetron (MDL-72222) y el tropisetron (ICS 205-930) fueron los
primeros en formularse (Richardson et al., 1985), posteriormente se desarrollo del

ondansetron (GR 38032F) (Bluter et al., 1988).

Tabla 3. Farmacologia del receptor 5-HT; Tomado y modificado de Giordano y Schultea, 2004.

5-carboxiamidotriptamina Dolasetron
m-clorofenil-biguanida Ondansetron
5-HHT(Q) Granisetron
2-metil-5-HT Tropisetrén (también 5-HT),)
Neurocinina Palosetron
Fenilalanina 107 Alosetrdn
YM-31636 R-Zacloprida (también 5-HT,)
PSAB-OFP Esteroides sexuales
Quipazina Mitirzapina
SR7227A Clozapina
Anpirolina (también 5-HTg)
Y-25130
ADR-851S
ADRS851R

El orden de potencia entre los antagonistas del receptor 5-HT3 disponibles en el
mercado es granisetron>tropisetron>ondansetron>dolasetron. Todos ellos en las
dosis adecuadas son capaces de bloquear de manera competitiva los receptores 5-
HT; periféricos y espinales (Hoyer et al., 1994; Wolf et al., 2000). Algunos reportes
indican actividad leve de los antagonistas sobre otros receptores (Bluter et al., 1988;
Haus et al., 2004) (Tabla 4). Se ha observado un efecto débil del ondansetron sobre
distintos receptores en diferentes preparaciones in vitro (Bluter et al., 1988) (Tabla

5).
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Las caracteristicas farmacocinéticas de los antagonistas de los receptores 5-HT3 son
muy similares. Son bien absorbidos por via oral y facilmente atraviesan la barrera
hemato-encefalica. Son metabolizados por diferentes subtipos del sistema
enzimatico citocromo P450 y sus metabolitos son eliminados principalmente por via

renal.

Tabla 4. Potencia de los antagonistas de los receptores 5-HT; y su afinidad por otros receptores. SD: Sin datos.
Modificado de Hoyer et al., 1994 y Wolf et al., 2000.

Afinidad por

Afinidad por el receptor 5-HT3 otros
receptores

Conejo Rata Cobayo Ratén
Vago Corazé6n GN Vago Vago lleo Colon NIE-115
(PA;) (PA) (PA)  (PAy) (PKe) (PKe)  (PKg) (pICs0)
Bemesetron 7.9 9.3 9.4 7.9 6.4 6.7 6.7 8.7 SD
Tropisetrén 10.2 10.6 10.3 11.0 7.8 8.0 8.0 9.7 5-HT,
Granisetrén 9.9 10.7 SD 9.8 7.9 8.1 8.1 SD SD
Ondansetrén 9.4 10.1 10.1 8.6 7.0 7.3 7.1 9.6 5-HT3p,
5-HTyc,
al-adrenérgicos
Opioides p
Dolasetron SD 9.8 SD SD SD SD SD SD Receptores H;

El ondansetron se metaboliza predominantemente por el citocromo P450-3A vy el
tropisetron y dolasetrén por el subtipo 2D6 localizados en el higado. La vida media
del ondansetrdn es cercana a las 4 h, mientras que la del tropisetrén es en promedio
de 8 horas (Wolf et al., 2000).

La toxicidad de los antagonistas es baja, no existe evidencia de mutagenicidad o
teratogenicidad. Los efectos secundarios comunmente reportados son dolor de
cabeza, constipacion, mareos, cansancio, dolor abdominal y diarrea, ocasionalmente

problemas de conduccion cardiaca (Wolf et al., 2000; Haus et al., 2004).
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Tabla 5. Efecto del ondansetron (GR38932F) sobre otros receptores in vitro. Tomado de Bluter et al., 1988.

Preparacion Receptor Agonista

Vena safena de gato 5-HT {jike 5-HT <5.0
Vena safena de perro 5-HT {jike 5-HT <4.6
Aorta de conejo 5-HT, 5-HT 4.6

musculo ano-coccigeo de rata Adrenoreceptores oy Fenilefrina <5.2
conductos deferentes de rata Adrenoreceptores o, UK14304 <5.2
Atrio de rata Adrenoreceptores Isoprenalina <4.5
Atrio de rata Muscarinicos Muscarina <5.0
GCS de rata Nicotinicos DMPP 55

CGS de rata GABA, GABA 45

Ileo de cobayo H, Histamina 5.0

Ileo de cobayo H, Histamina 5.5

Valor de PA, determinado por el método de Schild (1947) de los efectos del GR38932F (3x10°°3x10° M)
realizado por duplicado. Abreviaturas: GCS: Ganglio cervical superior, 5-HT: 5-hidroxitriptamina, DMPP: 1,1-
dimetil-4-fenilpiperazin iodo, GABA: acido y-aminobutirico.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Es conocido que la activacién del receptor 5-HT3; en SNC tiene un efecto
pronociceptivo y/o antinociceptivo dependiendo de la intensidad y duracién del
estimulo dado, y que a nivel periférico su activacion es claramente pronociceptiva.
Sin embargo, no se conoce la participacion del receptor 5-HT3 en el desarrollo y
mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion en el

modelo de formalina.

I11.  JUSTIFICACION
El conocimiento de la participacion de los receptores 5-HT3 en el desarrollo y
mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias puede dar paso a nuevos
blancos y estrategias terapéuticas para evitar o reducir el desarrollo de estas

respuestas en pacientes cuyo dolor inflamatorio es controlado de manera deficiente.
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IV. HIPOTESIS
Los receptores 5-HT3; participan en el desarrollo y/o mantenimiento de la

hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracién en el modelo de formalina.

\2 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la participacion de los receptores 5-HTj3 en el desarrollo y/o mantenimiento
de la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion en el modelo de

formalina.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES
e Caracterizar el desarrollo de la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion

inducidas por formalina.

e Evaluar el papel de los receptores 5-HT3 periféricos en el desarrollo y/o
mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracién inducidas

por formalina.

e Evaluar el papel de los receptores 5-HT3; espinales en el desarrollo y/o
mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias a larga duracion

ocasionadas por formalina.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A.  MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas Wistar hembra de 8 a 10 semanas de edad, con un peso corporal
de 180-220 g, proporcionadas por el Bioterio del Cinvestav, Sede sur. Las ratas se
mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12 h, con libre acceso a agua y alimento.
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las guias sobre aspectos éticos
para la investigacion del dolor experimental en animales (Zimmerman, 1983). Cada
rata se utilizo s6lo una vez y fue sacrificada en una camara de CO; al final de cada

experimento.

B. PREPARACION DE FORMALINA

La formalina es una solucion diluida de formaldehido comercial (37% w/v Merck-
México, S.A., México, D.F.). El formaldehido al 37% se considera como formalina
al 100% y de éste se realizaron las diluciones adecuadas para obtener formalina al
0.5y 1%.

Cabe sefialar que, como se reportd previamente (Doak and Sawynok, 1997;
Castafieda-Corral et al., 2009), la formalina al 0.5% se utilizd6 en aquellos
experimentos en los que se esperaba un incremento en la respuesta después de la
administracion del farmaco. Por el contrario, se utilizo formalina al 1% cuando el

efecto previsto era la antinocicepcion.
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C.  PREPARACION DE LA CANULA

Inicialmente el catéter de polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) se
recortd para generar varios fragmentos con una longitud aproximada de 10 cm.
Después, cada segmento se anudd ligeramente a ¥ de su longitud, el nudo se fijé
con metilmetacrilato y la canula se estird casi al doble por uno de sus extremos.
Finalmente, la canula se cortd en el extremo que se estird previamente 8 cm después
del nudo. Previo a la cirugia las cdnulas se mantuvieron inmersas en etanol al 70% y

antes de utilizarse se llenaron de solucién salina.

D. FARMACOS

En el presente estudio se utilizaron los siguientes farmacos: ondansetron (9-metil-3-
[(2-metilimidazol-1-il)  metil]-2,3-dihidro-1H-carbazol-4-one), serotonina (5-
hidroxitriptamina) (3-(2-Aminoetil)-5-hidroxindol clorohidrato) y m-
clorofenilbiguanida (2-(3-clorofenil)-1-(diaminometilidene) guanidina) (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Todos los farmacos fueron disueltos en solucién salina.

Los farmacos se eligieron con base en la selectividad correspondiente por los
receptores y su eficacia (Tabla 6). Las dosis se calcularon sobre la base de estudios
previos y una prueba piloto que se llevo a cabo en el laboratorio. La administracion
periférica local (subcutanea, s.c.) de los farmacos se realiz6 en un volumen de 50 pl
en la pata tratada con formalina. Para la administracion intratecal (i.t.) de los
farmacos se utiliz6 un volumen de 10 ul a través de un catéter implantado en el area,
que se conectd a una jeringa de 100 pl (Hamilton Co, Reno, NV) llena de solucién

salina esteril (PE-20).
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E. INDUCCION DE HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS

Las ratas fueron gentilmente inmovilizadas para tener acceso a sus extremidades
posteriores. Después se les administraron 50 pl de formalina diluida (al 0.5 6 1%)
via s.c. en la superficie dorsal de la pata posterior derecha por medio de una aguja
de calibre 30 (Fu et al., 2000, 2009). La sensibilizacion inducida por la inyeccion de
formalina se evalud los dias 1, 3, 6 y 12. Sin embargo, para los subsecuentes
experimentos, se eligid el dia 6 para evaluar los comportamientos nociceptivos,
debido a que en este tiempo se puede observar la recuperacién clinica del tejido

dafado (cicatriz).

F. EVALUACION DE LA HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS

La hiperalgesia y alodinia secundarias se evaluaron como se reportd previamente
(Ambriz-Tututi et al., 2009). Brevemente, las ratas se colocaron en una caja con
piso de malla de alambre durante 30 minutos con la finalidad de permitirles
adaptarse a su entorno. Se utilizaron 2 filamentos de von Frey, cada uno con una
fuerza de 10 mN (1 g) y 250 mN (26 g), respectivamente. Estos fueron aplicados
sobre la superficie plantar de ambas patas en la base del tercer dedo. Se completaron
3 pruebas en cada pata, de 10 aplicaciones cada una y se hizo el promedio del

nimero de veces que la rata retird su pata con la aplicacién del estimulo.

Bajo condiciones normales una fuerza de 10 mN no activa nociceptores cutaneos y
por ende no es capaz de causar el retiro de la extremidad en animales normales
(Leem et al., 1993; Ambriz-Tututi et al., 2009). Cuando se obtuvo respuesta a este

estimulo se considero6 alodinia. Por otro lado, una fuerza de 250 mN es considerada
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un estimulo nocivo (Leem et al., 1993; Ambriz-Tututi et al., 2009). Se considero
como hiperalgesia cuando se presentd una respuesta a este estimulo en ausencia de
dafio al tejido. También se considero hiperalgesia cuando se obtuvo una respuesta

exagerada a un estimulo nocivo.

Tabla 6. Afinidad de los farmacos serotoninérgicos sobre el receptor 5-HT;. Tomado de IUPHARM 2010.

Especie Receptor  Farmaco  Tipo pKi Afinidad por otros receptores

Rata S-HT,, mCPBG Agonista 9.0

Humano  5-HT,, mCPBG Agonista 6.6-7.2

Humano  5-HT,, 5-HT Agonista 6.5-6.9 ST, 25T, ST, 29T, = S
>>5-HT,

Humano  5-HT,, oDS Antagonista  7.8-8.3

Rata 5-HT3a oDS Antagonistas 8.6

Humano  5-HT,,. oDS Antagonista 7.8

Abreviaturas: ODS: ondansetron, mCPBG: m-clorofenilbiguanida, 5-HT: 5-hidroxitriptamina.

G. CIRUGIA ESPINAL

Para evaluar el papel que tienen los receptores 5-HT3 en el procesamiento del dolor
a nivel espinal fue necesario llevar a cabo el método de canulacion intratecal
cronico descrito por Yaksh y Rudy en 1976. Las ratas se sometieron a cirugia 5 dias
antes de la administracion de formalina. Para someter a las ratas al procedimiento
quirurgico se utilizé una mezcla de ketamina (45 mg/kg)/xilacina (12 mg/kg) via
intraperitoneal (i.p.). Posteriormente se colocaron en un estereotaxico, una vez
posicionadas se realizo el abordaje quirdrgico mediante una incision sobre tejido
cutaneo en la linea media dorsal de la protubernacia occipital 2 cm en direccion
caudal. Una vez expuestos y localizados los musculos superficiales (occipital,

cervicoauricular y cervicoescutural), se realizd un corte sobre la protuberancia
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occipital externa transeccionando en su origen a los masculos esplenio de la cabeza
y romboideo, posteriormente mediante diseccion roma fue localizada la membrana
atlanto-occipital. A continuacion se llevd a cabo una pequefia incision sobre la
misma para permitir la insercion del catéter (PE10) de 8 cm de longitud, el cual se
condujo suavemente de manera caudal hasta el segmento toracolumbar. Finalmente,
el catéter fue fijado y se realiz6 una sutura en punto de cruz en tejido muscular con
material absorbible (Cat-gut 3-0), mientras que la piel y tejido subcutaneo se
afrontaron mediante puntos separados con sutura no absorbible (Seda 3-0). Las ratas
se recuperaron de la cirugia en cajas individuales. Cada 24 h los animales se
evaluaron y aquellos que mostraron algin signo de disfuncidon motora, agitacion,

pérdida de peso o deficiencia en sus reflejos se descartaron del estudio.

H. DISENO EXPERIMENTAL
1. CONTROLES

Para determinar los efectos de la formalina, a los grupos controles se les
administraron via subcutanea 50 ul de formalina al 0.5 6 1% y 1, 3, 6 y 12 dias
después se evaluaron con los filamentos de von Frey de manera ipsilateral y
contralateral (Figura 15). Para excluir la posibilidad de que el vehiculo de la
formalina y los farmacos afectara la respuesta de retiro en la prueba, a un grupo de
animales se les administraron 50 ul de solucion salina al 0.9% por via subcutanea y

se evaluaron como se describi6 antes.
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GRUPOS
CONTROL
(n26)

h | h | h |
SOLUCION FORMALINA FORMALINA
SALINA 0.9% 1% 0.5%
- - -
] ] ]
h | h | A |
EVALUACION EVALUACION EVALUACION
1,3,6y12d 1,3,6y12d | 136v12d

Figura 15. Disefio experimental para el curso temporal de los grupos control.

2. PRE-TRATAMIENTO

a) Agonistas de los receptores 5-HT3
Para evaluar el efecto de los agonistas del receptor 5-HT3; en el desarrollo de
hiperalgesia y alodinia secundarias producidas por la administracion de formalina al
0.5% se realiz6 la administracion periférica local de dosis crecientes de serotonina
(3 a 100 nmoles) o de m-clorofenilbiguanida (mCPBG, 10 a 30 nmoles) por via
subcutanea a los grupos correspondientes 10 min antes de la administracion de
formalina (Figura 16). Para la administracion espinal se utilizaron dosis crecientes
de mCPBG (30-300 nmoles). Todos los grupos se evaluaron al dia 6 con los

filamentos de von Frey.

b) Antagonista de los receptores 5-HT3
La evaluacion del efecto del antagonista selectivo del receptor 5-HT3; en el
desarrollo de la hiperalgesia y alodinia secundarias producidas por la administracion
de formalina al 1% se realizd6 mediante la administracion de dosis crecientes de

ondansetron (10-300 nmoles) por via subcutanea a los grupos correspondientes 10
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minutos antes de la administracion de formalina (Figura 16). Para la administracion
espinal se utilizaron Unicamente 10, 30 y 100 nmoles de ondansetron. Todos los

grupos se evaluaron al dia 6 con los filamentos de von Frey.

Evaluaciondela  Ampientacion ~ Administracion Administracion de formalina Evaluacion
conducta basal de farmacos 0.5, 1% 6 Salina conductual
| | | |
| | | | |
-1dia - 40 min - 10 min Dia0 Dia 6

Figura 16. Disefio experimental de los pre-tratamientos.

3. POST-TRATAMIENTO

a) Antagonista de los receptores 5-HT3
Para evaluar el efecto del antagonista selectivo del receptor 5-HT3 en el
mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias producidas por la
administracion de formalina al 1%, se indujeron primero estas respuestas como se
describi6 anteriormente. Al 6° dia después de administrada la formalina, se
administré de manera periférica local la dosis de ondansetron con el maximo efecto
observado en el pre-tratamiento (300 nmoles) y sol6 si existia efecto con ésta, se
procederia a administrar las dosis siguientes. Para la administracion espinal se
utilizaron dosis crecientes del ondansetrén (30-300 nmoles). Todos los grupos

fueron evaluados 1 h después con los filamentos de von Frey (Figura 17).

b) Agonistas de los receptores 5-HT3
Para confirmar los resultados observados en el post-tratamiento periférico local con

el antagonista de los receptores 5-HT3, se decidié administrar de forma periférica
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local la dosis maxima efectiva del agonista selectivo, la mCPBG (300 nmoles) al 6°
dia después de administrada la formalina, y solo si existia efecto con ésta, se
procederia a administrar las dosis siguientes. La evaluacion del grupo se llevo a

cabo 1 h después con los filamentos de von Frey (Figura 17).

Evaluacion de Administracion de formalina Administracion . iy Evaluacion
% 6 Sali . Ambientacion
la conducta 0.5, 1% 6 Salina de farmacos conductual
| | | | |
I I I I 1
-1dia Dia 0 Dia6 30 min 1 hora

Figura 17. Disefio experimental de los post-tratamientos.

4, TRATAMIENTO CONTRALATERAL
Con la finalidad de averiguar si el efecto nociceptivo o antinociceptivo producido
por los farmacos a nivel periférico era debido a una accién local y no a un efecto
sistémico se comparo la eficacia del farmaco administrado de manera ipsilateral y
contralateral contra el grupo control (salina). Lo anterior se utilizo para todos los
farmacos que presentaron un efecto estadisticamente diferente al grupo control y se

eligio aquella dosis que mostro la mayor eficacia en la curva dosis-respuesta.

S. COADMINISTRACION
Con la finalidad de confirmar que los efectos observados sobre la hiperalgesia y
alodinia secundarias estan mediados especificamente por el receptor 5-HTj3, se
realizd la co-administracion de cada uno de los agonistas (5-HT y mCPBG) con el
antagonista (ondansetron) de manera periférica local y espinal antes de la

administracion de formalina al 0.5% (Figura 18).
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Para la administracion del antagonista se eligié la dosis minima inefectiva (10
nmoles en la periferia y 1 nmol por via espinal) la cual se administrd6 10 min antes
de la administracién de la dosis con maximo efecto del agonista (100 nmoles de 5-
HT y 300 nmoles de la mCPBG). La evaluacién se llevo a cabo al dia 6 con los

filamentos de von Frey.

Evaluaciondela  Ambientacion Coadministracion Administracion de Evaluacion
conducta basal formalina al 0.5% conductual
| | | ]
| | | | |
-1dia - 40 min - 10 min Dia0 Dia 6

Figura 18. Disefio experimental de la coadministracién.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos del comportamiento nociceptivo de larga duracion se expresaron como el
numero de respuesta de retiro de la pata. Se grafico el promedio del retiro de la pata
ipsilateral y contralateral de las 3 pruebas realizadas con 10 aplicaciones de los
filamentos de von Frey cada una en funcién del tiempo en dias. En todos los casos
los datos se reportaron como el promedio (X) * el error estandar (EE) y se
graficaron en el programa Graphpad Prism 5.0.

Para determinar las diferencias entre los tratamientos se realizd el analisis de
varianza (ANOVA) de una 06 dos vias seguido de la prueba de Student-Newman-
Keuls mediante el uso del programa Sigmastat 3.5 en donde una P < 0.05 se

considerd significativa.
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VIIl. RESULTADOS

A. ESTANDARIZACION DEL DESARROLLO DE LA HIPERALGESIAYY
ALODINIA SECUNDARIAS DE LARGA DURACION INDUCIDAS POR
FORMALINA

Como previamente se reporté (Doak y Sawynok, 1997; Rocha-Gonzalez et al.,
2005) la inyeccion de formalina (0.5 y 1%) en la superficie dorsal de la pata
posterior derecha de la rata produjo un patron tipico de comportamiento nociceptivo
(sacudidas y lamidas) caracterizado por su curso bifasico (~1 h) independiente de la
concentracion de formalina. La fase | inici6 inmediatamente después de su
administracion y se prolong6 por alrededor de 10 min, después siguié un periodo
corto sin manifestacion alguna de la conducta nociceptiva (10 -15 min). Finalmente
después de 15 min de haber realizado la administracién de la formalina comenzo la
fase 1l y la conducta de sacudidas se observé nuevamente de los 15 a los 60 min
alcanzando su maximo entre los 35 y 40 min. La intensidad y duracion fueron
dependientes de la concentracion de formalina (Figura 19A).

Las ratas fueron evaluadas con los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) 1, 3,6y
12 dias después de la administracion de formalina, observando una disminucién en
el umbral de retiro de ambas patas. La aplicacion del filamento de 10 mN en estas
ratas provocd un promedio de 2 retiros de la pata administrada y de la contralateral
considerando esta respuesta como alodinia. Por otro lado, el filamento de 250 mN
provoco un promedio de 5 retiros en ambas patas. A esta respuesta se le considero
hiperalgesia. En ambos casos se encontré una diferencia significativa comparados
con el grupo control (solucién salina) desde el dia uno y al menos hasta el dia 12

(Figura 19B, 19C, 19D y 19E). Estos resultados coinciden con los datos
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previamente reportados (Ambriz-Tututi et al., 2009; Godinez-Chaparro et al., 2011)

por lo que el modelo se considerd confiable y reproducible.

B. EVALUACION PERIFERICA DEL RECEPTOR 5-HT3

1. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 EN EL DESARROLLO DE

HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS

a) Efecto de los agonistas de los receptores 5-HT3 sobre el desarrollo de
hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion

La formalina al 0.5% produjo hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias en la
pata administrada y en la contralateral que fueron significativamente diferentes (P <
0.05) del grupo control (Figura 20A, 20B, 20C y 20D). Las concentraciones mas
altas administradas (30 y 100 nmoles/pata) de la 5-HT incrementaron de forma
significativa (P < 0.05) la hiperalgesia y alodinia secundarias en la pata
administrada y en la contralateral (Figura 20A y 20B), lo cual sugiere que los
receptores serotonérgicos estan involucrados en el desarrollo de estas conductas.

La administracion de las concentraciones > 30 nmoles/pata de la mCPBG (agonista
selectivo de los receptores 5-HT3) incrementaron significativamente (P < 0.05) la
alodinia secundaria ipsilateral y contralateral (Figura 20C).

Estas concentraciones también incrementaron la hiperalgesia secundaria
contralateral de manera significativa con respecto al grupo de formalina al 0.5%, no
obstante solo las concentraciones > 100 nmoles/pata fueron capaces de incrementar

significativamente (P < 0.05) la hiperalgesia secundaria ipsilateral (Figura 20D).
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Figura 19. Efecto de la concentracion de formalina en la conducta nociceptiva aguda y de largo plazo. Arriba:
(A) Curso temporal de la conducta nociceptiva aguda después de la inyeccion subcutanea (s.c.) de formalina al
0.5 0 1% (50 pl) en la region dorsal de la pata posterior derecha de la rata. Fase I (0-10 min) y Fase Il (10 - 60
min). * P < 0.05 vs formalina al 0.5% por ANOVA de dos vias de medidas repetidas Abajo: Curso temporal de
largo plazo del promedio de respuestas del retiro de la pata después de 10 aplicaciones con 2 distintos filamentos
de von Frey, 10 mN para alodinia (B y C) y 250 mN para hiperalgesia (D y E) inducidas después de la
administracion de vehiculo (salina) 6 formalina al 0.5 y 1%. * P < 0.05 vs vehiculo por ANOVA de dos vias

seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. IL: ipsilateral, CL: contralateral.
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Figura. 20. Efecto pronociceptivo del pre-tratamiento periférico local (- 10 min) con el agonista serotoninérgico
enddgeno 5-HT (Arriba) o el agonista selectivo del receptor 5-HT; mCPBG (Abajo) sobre la hiperalgesia y
alodinia mecanicas secundarias producidas por la administracion de formalina al 0.5%. Los datos estan
expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata ipsilateral (IL) y contralateral (CL) con la aplicacién
de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la superficie plantar de ambas patas antes (control, C) y después
de la administracién de formalina (F) *P < 0.05 vs C y *P < 0.05 vs F por ANOVA de una via seguido de la

prueba de Student-Newman-Keuls. 5-HT; 5-hidroxitriptamina, mCPBG; m-clorofenilbiguanida.

Estos datos sugieren que los receptores 5-HT3 estan involucrados en el desarrollo de
la hiperalgesia y alodinia mecénicas secundarias de larga duracion inducidas por
formalina al 0.5%.

El pre-tratamiento de la pata contralateral con las concentraciones mas altas de los
agonistas no modificé los comportamientos nociceptivos de larga duracion
observados con la administracion de formalina al 0.5% (Figura 20A, 20B, 20C y

20D), lo que sugiere un efecto local.
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Doak y Sawynok en 1997 reportaron efectos sistémicos adversos (salivacion) de la
mCPBG al utilizar la concentracion de 50 nmoles. En contraste, en este estudio s6lo
la concentracion de 300 nmoles/pata de la m-CPBG caus6 salivacién en el 50% de
los animales utilizados sin modificar su conducta nociceptiva de larga duracion.
Estas diferencias pueden deberse a diversos factores como la cepa utilizada, su peso,

edad, etc.

b) Efecto del antagonista de los receptores 5-HT3 sobre el desarrollo de
hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion

El pre-tratamiento periférico local con ondansetron (300 nmoles/pata) previno de
forma significativa (P < 0.05) la alodinia secundaria en la pata administrada y en la
contralateral (Figura 21A). La hiperalgesia secundaria ipsilateral y contralateral fue
prevenida de manera significativa (P < 0.05) a concentraciones > a 100 nmoles/pata
(Figura 21B). Estos datos aportan mayor evidencia que sugiere que los receptores 5-
HT3; desempefian un papel importante en el desarrollo de la hiperalgesia y alodinia
secundarias de larga duracion. En contraste, el pre-tratamiento en la pata
contralateral con la concentracion mas alta del antagonista no modifico los
comportamientos nociceptivos de larga duracion observados con la administracion

de formalina al 1% (Figura 21A 'y 22B) lo que sugiere un efecto meramente local.

c.  Efecto del antagonista sobre el efecto pronociceptivo de los agonistas
de los receptores 5-HT3

El pre-tratamiento periférico local ipsilateral con la dosis maxima efectiva del
agonista (5-HT 100 nmoles/pata) incrementd (P < 0.05) la hiperalgesia y alodinia

secundarias, efecto que fue bloqueado completamente en la pata administrada y en
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la contralateral por el pre-tratamiento periférico local ipsilateral con el antagonista
(ondansetrén). Cabe mencionar que la dosis utilizada del antagonista per se no
modificé el comportamiento nociceptivo inducido por formalina al 0.5% (Figura
22A 'y 22B). Estos datos sugieren que al menos una parte del efecto pronociceptivo

producido por la 5-HT esta mediado por el receptor 5-HTs.
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Figura. 21. Efecto antinociceptivo del pre-tratamiento periférico local (-10 min) con el antagonista selectivo del
receptor 5-HT; (ondansetrén) sobre la hiperalgesia y alodinia mecénicas secundarias producidas por la
administracion de formalina al 1%. Los datos estan expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata
ipsilateral (IL) y contralateral (CL) con la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la
superficie plantar de ambas patas antes (control, C) y después de la administracion de formalina (F). *P < 0.05
vs Cy *P < 0.05 vs F por ANOVA de una via seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.

El pre-tratamiento periférico local ipsilateral con la dosis maxima del agonista
altamente selectivo de los receptores 5-HT; (MCPBG 300 nmoles/rata) incremento
significativamente (P < 0.05) la hiperalgesia y alodinia secundarias, efecto que fue
bloqueado completamente en la pata administrada y en la contralateral por el pre-

tratamiento periférico local ipsilateral con el antagonista (ondansetrén).
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Como en el caso anterior, la concentracion utilizada del antagonista per se no
modificé el comportamiento nociceptivo inducido por formalina al 0.5% (Figura
22C y 22D). Esto sugiere que el efecto pronociceptivo producido por la mCPBG

esta mediado Unicamente por el receptor 5-HT3.
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Figura 22. Efecto del pre-tratamiento periférico local (- 10 min) del antagonista selectivo del receptor 5-HT3
(ondansetron) sobre el efecto pronociceptivo del agonista serotoninérgico endégeno 5-HT (Arriba) o el agonista
selectivo la mCPBG (Abajo) sobre la hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias producidas por la
administracion de formalina al 0.5%. Los datos estan expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata
ipsilateral (IL) y contralateral (CL) con la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la
superficie plantar de ambas patas antes (control, C) y después de la administracion de formalina (F). *P < 0.05
por ANOVA de una via seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls. 5-HT; 5-hidroxitriptamina, mCPBG;
m-clorofenilbiguanida.
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2. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 EN EL MANTENIMIENTO DE

HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS

a) Efecto del antagonista de los receptores 5-HT3 sobre el mantenimiento
de la hiperalgesia y alodinia secundarias de largo plazo

El post-tratamiento local ipsilateral con ondansetron (300 nmoles/pata) no fue capaz
de revertir la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion inducidas por
formalina tanto en la pata administrada como en la contralateral (Figura 23A y
23B). El post-tratamiento en la pata contralateral con la concentracion mas alta del
antagonista no modifico los comportamientos nociceptivos de larga duracion
observados con la administracion de formalina 1% (Figura 23A y 23B) lo que
sugiere un efecto meramente local. Estos hallazgos sugieren que los receptores 5-
HT3 periféricos no participan en el mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia

secundarias de larga duracion.
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Figura. 23. Efecto del post-tratamiento periférico local (6 dias) con el antagonista selectivo del receptor 5-HT3
(ondansetron) sobre la hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias producidas por la administracion de
formalina al 1%. Los datos estan expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata ipsilateral (IL) y
contralateral (CL) con la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la superficie plantar de
ambas patas antes (control, C) y después de la administracién de formalina (F). *P < 0.05 vs C y *P < 0.05 vs F
por ANOVA de una via seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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b) Efecto del agonista de los receptores 5-HT3 sobre el mantenimiento
de la hiperalgesia y alodinia secundarias de largo plazo
El pos-tratamiento local ipsilateral con mCPBG (300 nmoles/pata) no fue capaz de

incrementar significativamente la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga
duracion inducidas por formalina tanto en la pata administrada como en la
contralateral (Figura 24A y 24B). Estos datos aportan mayor evidencia que sugiere
que los receptores 5-HT3 periféricos no participan en el mantenimiento de estas

conductas nociceptivas de larga duracion.
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Figura. 24. Efecto del post-tratamiento periférico local (6 dias) con el agonista selectivo del receptor 5-HT;
(mCPBG) sobre la hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias producidas por la administracion de formalina
al 0.5%. Los datos estan expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata ipsilateral (IL) y
contralateral (CL) con la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la superficie plantar de
ambas patas antes (control, C) y después de la administracién de formalina (F). *P < 0.05 vs Cy *P < 0.05 vs F

por ANOVA de una via seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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C. EVALUACION ESPINAL DEL RECEPTOR 5-HT;

1. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 ESPINALES EN EL DESARROLLO

DE HIPERALGESIA'Y ALODINIA SECUNDARIAS

a) Efecto del agonista selectivo de los receptores 5-HT3; sobre el
desarrollo de hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion

La administracion espinal de la mCPBG (agonista selectivo de los receptores 5-
HT3) incrementd de manera concentracion-dependiente la alodinia secundaria
ipsilateral y contralateral (Figura 25A). La concentracion de 300 nmoles/rata fue
capaz de incrementar la hiperalgesia secundaria ipsilateral de manera significativa
con respecto al grupo de formalina al 0.5%. Por otro lado, las concentraciones > 100
nmoles/rata incrementaron significativamente (P < 0.05) la hiperalgesia secundaria
contralateral (Figura 25B). Estos datos sugieren que los receptores 5-HT3 espinales
estdn involucrados en el desarrollo de la hiperalgesia y alodinia mecéanicas

secundarias de larga duracion inducidas por formalina al 0.5%.

b) Efecto del antagonista de los receptores 5-HT3 sobre el desarrollo de
hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion

El pre-tratamiento intratecal con ondansetrén (10-300 nmoles/rata) disminuy6 de
forma significativa (P < 0.05) la alodinia secundaria en la pata administrada. De
igual forma, las concentraciones > 30 nmoles/rata disminuyeron la alodinia en la
pata contralateral (Figura 26A) y la hiperalgesia secundaria ipsilateral y
contralateral de manera significativa (P < 0.05) (Figura 26B). Estos datos aportan

mayor evidencia que sugiere que los receptores 5-HT3 espinales desempefian un
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papel importante en el desarrollo de la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga

duracion.
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Figura 25 Efecto pronociceptivo del pre-tratamiento espinal (- 10 min) con el agonista selectivo del receptor 5-
HT; (mCPBG) sobre la hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias producidas por la administracion de
formalina al 0.5%. Los datos estan expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata ipsilateral (IL) y
contralateral (CL) con la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la superficie plantar de
ambas patas antes (control, C) y después de la administracién de formalina (F) *P < 0.05 vs Cy *P < 0.05 vs F
por ANOVA de una via seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura. 26 Efecto del pre-tratamiento espinal (-10 min) con el antagonista selectivo del receptor 5-HT;
(ondansetron) sobre la hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias producidas por la administracion de
formalina al 1% a nivel periférico local. Los datos estan expresados con el nimero de respuestas de retiro de la
pata ipsilateral (IL) y contralateral (CL) con la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la
superficie plantar de ambas patas antes (control, C) y después de la administracion de formalina (F). *P < 0.05

vs C y*P < 0.05 vs F por ANOVA de una via seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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C) Efecto del antagonista sobre el efecto pronociceptivo del agonista de
los receptores 5-HT3
El pre-tratamiento intratecal con la dosis maxima efectiva del agonista (MCPBG

300 nmoles/rata) incrementé (P < 0.05) la hiperalgesia y alodinia secundarias,
efecto que fue blogueado completamente en la pata administrada y en la
contralateral por el pre-tratamiento intratecal con el antagonista (ondansetrén). Cabe
mencionar que la concentracion utilizada del antagonista per se no modifico el
comportamiento nociceptivo inducido por formalina al 0.5% (Figura 27A y 27B).
Esto sugiere que el efecto pronociceptivo producido por la mCPBG esta mediado

por los receptores 5-HT3 espinales.
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Figura. 27. Efecto del pre-tratamiento espinal (- 10 min) del antagonista selectivo del receptor 5-HT3
(ondansetron) sobre el efecto pronociceptivo del agonista selectivo del receptor 5-HT; (MCPBG) sobre la
hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias producidas por la administracion de formalina al 0.5%. Los datos
son expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata ipsilateral (IL) y contralateral (CL) con la
aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la superficie plantar de ambas patas antes (control,
C) y después de la administracion de formalina (F). *P < 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de
Student-Newman-Keuls, mCPBG; m-clorofenilbiguanida.



Resultados %

2. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 EN EL MANTENIMIENTO DE

HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS

a) Efecto del antagonista de los receptores 5-HT3; espinales sobre el
mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias de largo
plazo

El post-tratamiento intratecal con ondansetron (30-300 nmoles/rata) fue capaz de
revertir significativamente (P < 0.05) la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga
duracion inducidas por formalina tanto en la pata administrada como en la
contralateral (Figura 28A y 28B). Estos hallazgos sugieren que los receptores 5-HT;
espinales participan de forma importante en el mantenimiento de estas conductas

nociceptivas de larga duracion.
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Figura 28. Efecto del post-tratamiento espinal (6 dias) con el antagonista selectivo del receptor 5-HT3
(ondansetron) sobre la hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias producidas por la administracion de
formalina al 1%. Los datos estan expresados con el nimero de respuestas de retiro de la pata ipsilateral (IL) y
contralateral (CL) con la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la superficie plantar de
ambas patas antes (control, C) y después de la administracién de formalina (F). *P < 0.05 vs Cy *P < 0.05 vs F

por ANOVA de una via seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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IX. DISCUSION

A. LA FORMALINA INDUCE HIPERALGESIA'Y ALODINIA SECUNDARIAS

La inyeccion subcutanea de 5Q1 de formalina diluida al 0.5 y 1% en la 6&gi
dorsal de la pata posterior derecha de ratas hembra produjo una conducta de
sacudidas y lamidas bifasica dependiente de la concentracion de formalina. Estos
resultados concuerdan con lo ya reportado y previamente caracterizado (Dubbuisson
y Dennis, 1977; Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; ¢Igen et al.,, 1992 ; Rocha-
Gonzalez et al., 2005; Castafieda-Corral et al., 2009). La fase | inicié rapido, con
gran intensidad y corta duracion (~ 10 min), la cual es debida a estimulacion directa
de los nociceptores (Dubbuisson y Dennis, 1977). La fase Il inici6 después de un
periodo en el cual la rata no mostré ninguna conducta que sugiriera nocicepcion
(~20 min después de la administracion de formalina) y alcanzé su maximo
aproximadamente a los 25 min y aparentemente termind a los 60 min post-
administracion de formalina. Esta fase se debe a la liberacion de diferentes
componentes inflamatorios en la periferia y a nivel central, asi como a un proceso
de sensibilizacion central (Coderre et al., 199@lsdj et al., 1992 ; Doak y
Sawynok, 1997; Parada et al., 2001).

Varios estudios han demostrado que la formalina no solo induce esta respuesta
nociceptiva aguda, sino que también es capaz de provocar hiperalgesia y alodinia
secundarias utilizando concentraciones de 10% (Cadet et al., 1993; Bianchi and
Panerai, 1997), 5% (Wiertelak et al., 1994; Fu et al, 1999, 2000, 2001; Wu et al.,
2004; Vieiga et al., 2004; Vierck et al., 2008), 1% (Ambriz-Tututi et al., 2009;

Godinez-Chaparro et al., 2011) y 0.5% (Jolivalt et al., 2006; Ambriz-Tututi et al.,
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2009; Godinez-Chaparro et al., 2011). En este sentido, la inyeccion de formalina en
la regién orofacial derecha de la rata produce hiperalgesia en el lado derecha de la
cara con una duracion de al menos 7 dias (Cadet et al., 1993). Cuando ésta es
administrada en el dorso de la pata provoca la disminucion de la latencia del retiro
de la cola de la rata en la prueba de tail flick lo que se traduce como hiperalgesia
secundaria (Wiertelak et al., 1994; Vieiga et al., 2004). Del mismo modo, la
inyeccion de formalina en la cola de la rata induce una reduccién en el umbral de
retiro de la pata de la rata sometida estimulacion térmica (Bianchi y Panerai et al.,
1997). Consistente con lo anterior, la formalina administrada en el dorso de la pata
posterior derecha genera hiperalgesia térmica y mecanica hasta por 4 semanas tanto
en la pata administrada como en la contralateral (Fu et al., 1999, 2000; 2001; Wu et
al., 2004; Vierck et al., 2008). Ademas, Ambriz-Tututi et al (2009) demostraron que
la formalina al 1% no s6lo produce hiperalgesia, sino también alodinia mecanica
secundaria en ambas patas. Estos datos fueron reproducidos por Ambriz-Tututi et al
(2011) y Godinez-Chaparro et al. (2011), quienes también mostraron evidencia de
que concentraciones menores de formalina (0.5%) inducen hiperalgesia y alodinia
secundarias en ambas patas desde el dia 1 y hasta al menos el dia 12. En contraste
con esto, Jolivalt et al. (2006) s6lo encontraron alodinia mecanica secundaria en la
pata administrada y no en la contralateral 6 dias post-administracion de formalina al
0.5%.

En el presente trabajo la administracion de formalina (0.5 y 1%) produjo
hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias en ambas patas desde el dia 1 hasta al
menos el dia 12, lo que confirma la evidencia de que estas conductas de largo plazo

son producidas por la administracion de formalina.
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Los mecanismos por los cuales la formalina induce estas conductas de larga
duracion aun no estan completamente comprendidos. Sin embargo, existen varios
hechos que indican que la liberacion de sustancias inflamatorias por la
administracion de formalina ejerce una respuesta nociceptiva persistente asociada a
la intensa actividad de fibras C aferentes en la periferia que provocan cambios a
nivel espinal (Katz y Gold, 2006). En este mismo sentido, la bupivacaina
administrada 5 min (Coderre et al., 1990) 6 10 min (Fu et al., 2000, 2001) antes de
la inyeccion de formalina disminuye su fase tdnica y bloquea la hiperalgesia y
alodinia secundarias en ambas patas. De igual forma en otro experimento, el
blogueo del nervio infraorbital 30 min antes de la administracion de formalina es
capaz de prevenir el desarrollo de hiperalgesia al dia 7 post-administracion (Cadet et
al., 1993), indicando que el desarrollo de estas conductas de largo plazo dependen
de la respuesta neuronal ocurrida en la fase Il de la prueba de formalina. La
sensibilizacion central estd estrechamente involucrada con la aparicién de
hiperalgesia y alodinia secundarias, evidencia de ello es que la hiperalgesia inducida
con formalina se bloquea con la administracion intratecal de un antagonista de los
receptores NMDA y un inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico (L-NAME)
(Wiertelak et al, 1994), sustancias fundamentales en el desarrollo de sensibilizacion
central. De igual forma, se reporté que la administracion espinal de celecoxib antes
0 después de la inyeccion de formalina inhibe la hiperalgesia secundaria (Veiga et
al., 2004).

Cambios a largo plazo inducidos por la sensibilizacién central implican activacion
de la microglia y facilitacion descendente. Hay evidencia que indica que la

formalina induce la activacion y cambios en el fenotipo de la microglia (Fu et al.,
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1999, 2009) con un curso temporal similar a la hiperalgesia secundaria de largo
plazo inducida por formalina (Fu et al., 2000, 2001). Ademas, la administracion de
formalina incrementa la expresion de la COX-1 en la microglia hasta por 2 semanas
(Zhang et al., 2007). Por otra parte, la suramina (antagonista de los receptores P2) y
la minociclina (inhibidor de la activacion de la microglia) reducen la hiperalgesia
secundaria inducida por formalina (Wu et al., 2004).

Finalmente existe evidencia creciente de que las proyecciones descendentes de la
RVM juegan un papel importante en el mantenimiento de los estados de dolor
persistente (Porreca et al., 2002). La administracion en la RVM de lidocaina o de
YMO022, antagonista selectivo de los receptores CCK; significativamente revierte
pero no previene la hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por formalina
(Ambriz-Tututi et al., 2011). Otro reporte reciente indic6 que las fibras
descendentes serotoninérgicas provenientes de la RVM contribuyen a la facilitacion
durante el desarrollo de estados de dolor persistente después de la administracion de
formalina (Wei et al., 2010).

Este estudio se llevo a cabo en ratas hembra. En este sentido, algunos autores han
reportado que el ciclo estral puede tener influencia sobre la conducta nociceptiva en
algunos modelos de dolor (Gaumond et al., 2002; Vierck et al., 2008; Fillingim et
al., 2009). Datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la hiperalgesia y
alodinia secundarias inducidas por formalina al 1% es similar, tanto en hembras
como en machos (datos no mostrados). De manera similar, no se encontraron
diferencias en la conducta nociceptiva de sacudidas en un modelo automatizado de
formalina (Yaksh et al., 2001). A pesar de esto, se ha reportado que altas

concentraciones de formalina (5%) pueden producir diferencias en la conducta
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nociceptiva tonica entre hembras y machos (You et al., 2006). No obstante, de
acuerdo a lo publicado, las concentraciones utilizadas de formalina en el presente
estudio no presentan influencia sobre la respuesta entre hembras y machos por lo
que podemos inferir que no es un factor que influya en nuestros resultados. Sin
embargo, es importante sefialar que con nuestros datos no se puede descartar que el
sexo influya o modifique la eficacia de algunos farmacos utilizados para tratar el

dolor de largo plazo (Fillingim et al., 2009).

B. RECEPTORES PERIFERICOS
1. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 PERIFERICOS EN EL
DESARROLLO DE HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS INDUCIDAS
POR FORMALINA
Existe evidencia que soporta que la serotonina se libera durante la fase Il de la

prueba de formalina (Nakajima et al., 2009) y que es un mediador importante de la
nocicepcion. La administracion subcutadnea de 5-HT causa un comportamiento
intenso de sacudidas y lamidas y modifica las propiedades electrofisioldgicas de las
fibras C (Sufka et al., 1992; Parada et al., 2001; Moalem et al., 2005). También
existe evidencia que indica la presencia del receptor 5-HT3 en la terminal periférica
de las fibras aferentes primarias (Kidd et al., 1993; Pierce et al., 1996; Chen et al.,
1998; Morales et al., 2001; Morales y De-Wang, 2002). La activaciéon de los
receptores 5-HT3 produce despolarizacion de fibras mielinizadas y no mielinizadas
(Todorovic y Anderson, 1990; Zeitz et al., 2002), ademas de sensibilizacién (Lang
et al., 2006) e hiperalgesia (Oliveira et al., 2007). En este sentido estudios recientes
han demostrado que la serotonina actuando sobre receptores 5-HT, (Sasaki et al.,

2006; Lin et al., 2011), 5-HT,4, 5-HTgs y 5-HT7 (Godinez-Chaparro et al., 2011)
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participa en el desarrollo de hiperalgesia mecénica y térmica y alodinia mecénica
secundarias inducidas por dafio al tejido. Consistentemente con esta informacion,
nuestros resultados indican que los receptores 5-HTj3 periféricos participan en el

desarrollo de estas conductas de largo plazo.

a) EFECTO DE LOS AGONISTAS SOBRE EL DESARROLLO DE HIPERALGESIA Y

ALODINIA SECUNDARIAS

1) Efecto de la serotonina

EL pre-tratamiento con serotonina incremento6 de forma significativa la hiperalgesia
y alodinia secundarias en la pata administrada y en la contralateral, la eficacia
maxima observada se alcanz6 con 100 nmoles y la administracion contralateral de
esta dosis no modificO los comportamientos nociceptivos de larga duracion
observados con la administracion de formalina al 0.5% lo que sugiere un efecto
periférico local. De acuerdo con nuestros datos se ha reportado que la
administracion periférica de serotonina produce despolarizacion de neuronas
(Ireland, 1987), nocicepcion, sensibilizacién, hiperalgesia y que es capaz de
potenciar el efecto pronociceptivo de sustancias como formalina, bradicinina,
histamina, prostaglandina E, (Sufka et al., 1991; Hong y Abbott, 1994; Doak y
Sawynok et al., 1997; Ernberg et al., 2000; Parada et al., 2001; Rocha-Gonzalez et
al., 2005; Oliveira et al., 2007). A este respecto, existen reportes con agonistas y
antagonistas serotoninérgicos que sugieren que la serotonina en la periferia puede
ejercer su efecto pronociceptivo de corto y largo plazo a través de la activacion de
los receptores 5-HT, (Todorovic y Anderson, 1990; Sufka et al., 1991; Sasaki et al.,

2006; Lin et al., 2011), 5-HT3 (Giordano y Rogers, 1989; Sufka et al., 1992; Doak y
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Sawynok, 1997; Ernberg et al., 2000; Zeitz et al., 2002; Lang et al., 2006), 5-HT,
(Doak y Sawynok, 1997; Parada et al., 2001; Godinez-Chaparro et al., 2011), 5-HTs
(Castafieda-Corral et al., 2009; Godinez-Chaparro et al., 2011), 5-HT; (Rocha-
Gonzélez et al., 2005; Godinez-Chaparro et al., 2011). Sin embargo, en la periferia
también se encuentran los receptores 5-HT; con los cuales se ha observado un
efecto antinociceptivo en la prueba de formalina (Granados-Soto et al., 2010). No
obstante, en la mayoria de los estudios conductuales se reporta un efecto
hiperalgésico de la serotonina a nivel periférico. Con nuestros datos se aporta mas
evidencia gque a través de la activacion de los receptores serotoninérgicos periféricos
las fibras aferentes primarias son sensibilizadas, lo que conduce a modificaciones en
el SNC que a su vez provoca el desarrollo de hiperalgesia y alodinia secundarias de

larga duracion.

(2) Efecto de la m-clorofenilbiguanida

El pre-tratamiento con mCPBG (agonista selectivo de los receptores 5-HTj3)
incremento de forma significativa la hiperalgesia y alodinia secundarias en la pata
administrada y en la contralateral comparada con el grupo de F 0.5%. La eficacia
méaxima se alcanzo con la dosis de 300 nmoles. A diferencia de lo observado con la
administracion de 5-HT la respuesta pronociceptiva de la mCPBG fue dependiente
de la dosis, esto probablemente debido a la activacion especifica del receptor 5-HT;
dejando de lado la activacion (pronociceptiva o antinociceptiva) del resto de los
receptores serotoninérgicos que en su conjunto modularon la respuesta observada

con 5-HT.
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La administracion contralateral de la dosis maxima efectiva (300 nmoles/pata) no
modificd los comportamientos nociceptivos de larga duracion observados con la
administracion de formalina lo que sugiere un efecto periférico local. Sin embargo,
Doak y Sawynok en 1997 reportaron efectos sistémicos adversos (salivacion) de la
mCPBG al utilizar la concentracion de 50 nmoles. En contraste, en este estudio sélo
la concentracion de 300 nmoles/pata de la m-CPBG caus6 salivacién en el 50% de
los animales utilizados 10 min después de su administracion. No obstante, esto no
modificd su conducta nociceptiva de larga duracién por lo cual no se descarté el uso
de esta dosis del estudio. Las diferencias entre nuestros resultados y el reporte de
Doak y Sawynok, pueden deberse a diversos factores como el modelo de estudio, la
cepa utilizada, su peso, edad, etc.

De acuerdo con nuestros resultados se ha demostrado que la mCPBG incrementa la
conducta nociceptiva de ambas fases de la prueba de formalina (Doak y Sawynok,
1997), e incrementa la excitabilidad de fibras C en el nervio sural de la rata tanto en
el tejido normal como después de dafio al nervio (Moalem et al., 2005). Ademas
ratones knock out de la subunidad 5-HT3a presentaron una reduccion significativa
en el comportamiento de dolor persistente (Fase Il de formalina) después de la
lesion tisular (Kayser et al., 2007) y después de la administracién de serotonina
intraperitoneal (Zeitz et al., 2002), pero no mostraron diferencia en la conducta
nociceptiva comparados con los wild type después de la lesién nerviosa. No
obstante, nuestros resultados sugieren que no sélo la activacién de los receptores 5-
HT; periféricos participan en la sensibilizacion periférica si no que también estan
implicados en el desarrollo hiperalgesia y alodinia de larga duracion después de la

lesion al tejido.
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b) EFECTO DEL ANTAGONISTA SOBRE EL DESARROLLO DE LA HIPERALGESIA

Y ALODINIA SECUNDARIAS

(1)  Efecto del ondansetron

La administracion periférica local de ondansetron 10 minutos antes de la formalina
al 1% fue capaz de prevenir el desarrollo de hiperalgesia y alodinia secundarias en
ambas patas. La eficacia maxima observada se alcanzé con 300 nmoles y la
administracion contralateral de esta dosis no modifico los comportamientos
nociceptivos de larga duracion observados con la administracion de formalina, lo
que sugirio un efecto periférico local.

En otro estudio, el pre-tratamiento local con granisetron (antagonista de los
receptores 5-HT3) redujo la conducta nociceptiva presente en la fase Il de la prueba
de formalina en ratones wild type pero no en los knock out para la subunidad 5-HT3a
(Kayser et al., 2007). Mientras que la administracion de ondansetron en la cola de la
rata incrementd la latencia de retiro en la prueba de tail flick mostrando un aparente
efecto anestésico (Ye et al., 1997). Esto sugiere que el receptor 5-HT;3 participa en la
nocicepcion.

La participacion de los receptores 5-HT3 perifericos en el desarrollo de dolor
persistente estd menos estudiada. Sin embargo, consistente con nuestros datos se
reportd que la administracion de 5-HT en el musculo masetero de humanos indujo
hiperalgesia y alodinia, conductas que fueron antagonizadas por la administracion
previa de granisetron (Enberg et al., 2000). En contraste, la administracion de
granisetron disminuyé la duracion pero no inhibié la hiperalgesia mecanica inducida
por serotonina o a-metil5-HT (Lin et al., 2011). Cabe mencionar que a diferencia de

nuestro modelo ambos experimentos fueron medidos en el corto plazo.
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C) EFECTO DEL ANTAGONISTA SOBRE EL EFECTO PRONOCICEPTIVO DE LOS
AGONISTAS DEL RECEPTOR 5-HT3

El pre-tratamiento periférico local ipsilateral con ondansetron bloqued
completamente el efecto pronociceptivo de largo plazo inducido por la
administracion de la dosis efectiva maxima de 5-HT. Es importante resaltar que la
dosis utilizada del antagonista per se no modifico la hiperalgesia y alodinia
secundarias inducidas por formalina al 0.5%. Este experimento se llevd a cabo con
la finalidad de aportar mayor evidencia que indicara que el efecto observado en los
experimentos anteriores estaba mediado especificamente por el receptor 5-HT3.
Estudios electrofisiologicos han demostrado que la 5-HT produce despolarizacion
en cultivos de neuronas de ganglio de raiz dorsal (GRD) y ganglio cervical superior
(GCS) efecto que es bloqueada por 1CS-205930 o MDL-72222, respectivamente
(Todorovic y Anderson, 1990; Ireland; 1987). Asi, se ha sugerido que el receptor 5-
HT; es el responsable de esta respuesta. Se ha reportado también que la
coadminstracion local de tropisetron en la pata ipsilateral pero no en la contralateral
redujo de manera significativamente la hiperalgesia mecanica inducida por 5-HT.
Esta evidencia soporta nuestros resultados, con los que podemos sugerir que las
conductas pronociceptivas observadas por la administracion de serotonina ademas
de estar mediadas por los receptores 5-HT 7 periféricos (Godinez-Chaparro et al.,
2011), tambien estan por el receptor 5-HTs.

Con la finalidad de confirmar nuestras observaciones y los reportes anteriores se
realizd la coadministracion de la dosis méxima efectiva de mCPBG (agonista
selectivo del receptor 5-HT3) con el antagonista selectivo (ondansetron) en el que

encontramos datos que hay que remarcar. EI primero es el hecho de qué el
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ondansetron aunque administrado a una dosis per se inefectiva es capaz de unirse al
receptor y bloquearlo. Teniendo esto en mente, observamos cémo no sélo bloqueo
el efecto pronociceptivo inducido por la mCPBG, lo cual sugiere fuertemente que el
receptor 5-HT3 es el responsable de las conductas nociceptivas observadas, sino que
también previno en cierto grado la hiperalgesia y alodinia secundarias que son
inducidas por la administracion de formalina al 0.5% (Figura 22). Esto refleja que la
serotonina enddgena liberada por la lesion tisular que se desencadena después de la
administracion de formalina (Nakajima et al., 2009) no es capaz de activar los
receptores 5-HT3 previamente bloqueados por el ondansetrén lo que reitera que los
receptores 5-HT3 periféricos son activados en presencia de lesion tisular y que
participan de manera importante en el desarrollo de hiperalgesia y alodinia
secundarias de larga duracion.

Se debe mencionar que el ondansetrén se ha caracterizado desde hace varias
décadas (Butler et al., 1988) y aunque se sabe que es capaz de unirse a otros
receptores como el 5-HTig, 5-HTic, 5-HTijike, 5-HT, adrenoreceptores oy,
adrenoreceptores 31, opioides-u, muscarinicos y nicotinicos, lo hace de manera muy
débil. El PA; reportado para ellos es < 5.5 mientras que para el receptor 5-HT3 es de

8.6 por lo cual se considera altamente selectivo, haciendo nuestro reporte confiable.

En resumen y tomando junta toda la evidencia antes mostrada podemos sugerir de
forma importante que la activacion de los receptores 5-HT3 periféricos participa en
el desarrollo de la hiperalgesia y alodinia secundarias de largo plazo inducidas por
formalina. El mecanismo exacto de este proceso necesitard de posteriores

investigaciones.
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2. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 PERIFERICOS EN EL
MANTENIMIENTO DE HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS INDUCIDAS

POR FORMALINA

a) EFECTO DEL ONDANSETRON Y LA MCPBG SOBRE EL MANTENIMIENTO DE
LA HIPERALGESIA'Y ALODINIA SECUNDARIAS

El post-tratamiento local ipsilateral con las dosis efectivas maximas de ondansetron
(antagonista selectivo de los receptores 5-HT3) 0 mMCPBG (agonista selectivo de los
receptores 5-HT3) no fueron capaces de revertir o incrementar, respectivamente de
forma significativa la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion
inducidas por formalina tanto en la pata administrada como en la contralateral.
Como en los experimentos anteriores la administracion contralateral de la dosis
efectiva maxima no modifico los comportamientos nociceptivos de larga duracion
observados con la administracion de F1%. El Gnico reporte equiparable con nuestros
datos fue realizado en el modelo de formalina agudo, en donde la administracion de
tropisetron (antagonista 5-HT3y4) entre la fase | y fase Il de la prueba no modifico la
conducta de lamidas y sacudidas de la fase Il, sugiriendo que la activacion de los
nociceptores contribuye en cierto grado a la sensibilizacion periférica y central
(Parada et al., 2001) y que una vez desencadenados estos procesos los receptores 5-
HT34 pudieran ya no estar involucrados. En contraste, Godinez-Chaparro et al
(2011) demostraron que el post-tratamiento con cromoglicato (un estabilizador de la
membrana de las células cebadas) o con antagonistas selectivos de los receptores 5-
HT467 reduce la hiperalgesia y alodinia secundarias inducida con formalina,
sugiriendo que la 5-HT periférica no sélo inicia sino que también mantiene estas

conductas de largo plazo. En este sentido, ellos proponen que existe una liberacion
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continua de serotonina en la pata lesionada, la cual se une a los receptores 5-HT 457
y de esta manera contribuye al desarrollo de la hiperalgesia y alodinia secundarias.
Tomando como una realidad que la serotonina continda liberandose en la periferia,
la pregunta a resolver seria porqué la activacion o el bloqueo del receptor 5-HT3
parecen no modificar estas conductas de largo plazo una vez ya establecidas. A
continuacion se menciona evidencia que podria ser utilizada para generar
especulaciones y futuras investigaciones para tratar de dilucidar estos resultados.

En primer lugar, existe evidencia que indica que la hiperalgesia y alodinia
secundarias estdn mantenidas de manera muy importante por mecanismos centrales
y de facilitacion descendente (Porreca et al., 2002; Ambriz-Tututi et al., 2011).

En segundo lugar y a diferencia del resto de los subtipos de receptores de 5-HT, se
debe considerar que el 5-HT3; es el Unico canal ionico dependiente de ligando
(LGIC), lo cual le confiere caracteristicas biofisicas particulares.

Los LGICs bajo distintas condiciones fisioldgicas y patoldgicas estdn moviéndose
de manera constante dentro y fuera de la superficie de la membrana (Moss y Smart,
2001). EI movimiento dinamico del receptor a la membrana es esencial para la
transmision sinaptica y la plasticidad (Sheng y Park 2000). En este sentido, se ha
demostrado que el incremento de 5-HT por periodos prolongados en la mucosa
intestinal provoca internalizacion del receptor 5-HT3 en las neuronas mientéricas
(Freeman et al., 2006). En otro estudio realizado en cultivos celulares (HEK293 y
N1E-115) se observo internalizacion de los receptores 5-HT3 minutos después de la
exposicion tonica a agonistas exdgenos (5-HT, quipazinay mCPBG).

Otro factor a considerar es que los LGICs existen en 2 fases principalmente activo

(abierto) e inactivo (cerrado) y cada una de estas clases puede contener maultiples
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estado o conformaciones que difieren en su vida media, el sitio de unién al ligando,
la posibilidad de desensibilizacion, etc. Basado en esto, se ha reportado que la
exposicion continua de 5-HT en células trasnfectadas con el receptor 5-HT3 provoca
desensibilizacion gradual y monoexponencial en el receptor 5-HT3a, mientras que
en el heteropentamero 5-HT3ag sucede también pero mucho mas rapido y de forma
biexponencial (Corradi et al., 2009). Ademas, se observé que la incorporacion de la
subunidad B provoca la apertura espontanea del canal (Hu y Peoples, 2008). Se ha
propuesto que la densidad del receptor 5-HT3; en estado estacionario sobre la
membrana determina su cinética de desensibilizacion y la sensibilidad de éste para
ser inhibido por la anandamida (un agonista de los receptores canabinoides), la cual
se ha observado interactia con el receptor 5-HT3; y que pudiera modular la
participacion del receptor en el control del dolor y la emesis (Xiong et al., 2008).
Finalmente existen multiples factores que pueden contribuir a la regulacion de la
densidad del receptor y probablemente al trafico hacia la superficie de membrana de
la terminal periférica o central como son los mecanismos que involucran la
activacién de proteincinasas (Sun et al., 2003; llegems et al., 2004) y/o incremento
en la expresion del ARNm y/o de la proteina, fendmeno que se ha reportado en
presencia de lesion tisular (Wu et al., 2001; Liu et al., 2005).

En resumen y tomando junta esta informacion nuestros datos sugieren que los
receptores 5-HT3 participan en el desarrollo pero no en el mantenimiento de la
hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por formalina y la evidencia antes

mostrada alienta a dilucidar mediante que mecanismos sucede esto.
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C. RECEPTORES ESPINALES
1. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 ESPINALES EN EL DESARROLLO

DE HIPERALGESIA'Y ALODINIA SECUNDARIAS INDUCIDAS POR FORMALINA.

a) EFECTO DE LA M-CLOROFENILBIGUANIDA SOBRE EL DESARROLLO DE
ALODINIA E HIPERALGESIA SECUNDARIAS DE LARGA DURACION

La administracion espinal de mCPBG incrementd la hiperalgesia y alodinia
secundarias de larga duracion inducidas por formalina al 0.5%, sugiriendo un rol
pronociceptivo de los receptores 5-HT3 espinales en desarrollo de hiperalgesia y
alodinia secundarias de larga duracion. El receptor 5-HT3; se ha encontrado
expresado de forma importante en laminas superficiales del asta dorsal de la médula
espinal (Morales et al., 1996, 2002). La poblacion exacta de neuronas que lo
expresan es controvertida. Maxwell et al (2003) encontraron que el 87% de los
axones del asta dorsal que marcaron para el receptor 5-HT3; no marcaron para 1B4 o
CGRP, sugiriendo que se encuentran principalmente sobre interneuronas o fibras
ligeramente mielinizadas. En contraste, otros han propuesto que esta tanto en
subpoblaciones de nociceptores no mielinizados como mielinizados (Zeitz et al.,
2002). Por otro lado, se ha detectado imnunoreactividad en interneuronas
GABAérgicas en la amigdala basolateral (Mascagni y Mc Donald, 2007) y mediante
hibridacion el receptor 5-HT3 se detectd también en interneuronas GABAérgicas y

encefalinérgicas en la médula espinal de raton (Huang et al., 2008).

Se ha demostrado que la 5-HT exdgena potencia la liberacién de neuropéptidos
como la sustancia P, CGRP y neurocinina A via activacion de receptor 5-HT3 desde

las terminales centrales de las fibras aferentes primarias (Saria et al., 1990). La
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administracion intratecal de 5,7-DHT disminuye la serotonina en la médula espinal
y con ello previene la fosforilacion de ERK y la hiperalgesia después de la
administracion de formalina (Svensson et al., 2004). Ademaés, la toxina conduce a la
reduccién de la respuesta a estimulos mecanicos y térmicos (Rahman et al., 2006).
La disminucion de la sintesis de serotonina en la RVM atenu0 significativamente la
respuesta nociceptiva inducida por formalina y la alodinia e hiperalgesia provocadas
por la lesion tisular y de los nervios (Wei et al., 2010). La evidencia mencionada
relaciona predominantemente a la serotonina espinal con un efecto facilitador del
dolor. Consistentemente con nuestros resultados la mCPBG incremento la alodinia
provocada por la constriccion del nervio ciatico en ratas (Oatway et al., 2004). Sin
embargo, el papel de la serotonina y sus receptores 5-HT3 en la médula espinal
continda siendo controvertido. Existe evidencia que sugiere que la serotonina en la
médula espinal tiene un papel antinociceptivo (Yaksh et al., 1979; Millan et al.,
1995; Yoshimura y Furue, 2006; Liu et al., 2007). Bardin et al (1997) demostraron
que la serotonina y la mCPBG administradas en la médula espinal redujeron el
comportamiento nociceptivo en la prueba de Randall y Sellito. De igual forma, los
agonistas del receptor 5-HT3 2-metil-5-HT (Sasaki et al., 2001) y la mCPBG (Jeong
et al., 2004; Yoon et al., 2006) produjeron una disminucién dosis dependiente en
ambas fases de la prueba de formalina. El efecto antinociceptivo resultado de la
activacion del receptor 5-HT3 se ha mostrado principalmente en modelos de dolor
agudo (Alhaider et al., 1991; Paul et al., 2001; Song et al., 2009). En marcado
contraste, su papel pronociceptivo se ha descrito en modelos de dolor ténico y de
largo plazo, como la prueba de formalina (Oyama et al., 1996) o la administracion

del adyuvante de Freund (Wei et al., 2010). Esto sugiere que los receptores 5-HT3
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en la médula espinal participan en el desarrollo de estados de dolor persistente y de

larga duracion.

b) EFECTO DEL ONDANSETRON SOBRE EL DESARROLLO DE ALODINIA E
HIPERALGESIA SECUNDARIAS DE LARGA DURACION

La administracion espinal de ondansetron 10 min antes de la formalina al 1% fue
capaz de prevenir el desarrollo de hiperalgesia y alodinia secundarias en ambas
patas. En otro estudio, la administracion intratecal de granisetrén y ondansetron
disminuyeron la segunda fase de la prueba de formalina (Oyama et al., 1996;
Svensson et al., 2006). Sin embargo, la administracion espinal de ondansetron
inhibio la respuesta a estimulos mecanicos y térmicos con igual magnitud tanto en
ratas tratadas con carragenina como en ratas naive, lo que refleja que al menos 3 h
después de la administracion de carragenina la facilitacion descendente mediada por
el receptor 5-HT3 esta inalterada (Rahman et al., 2004; Asante y Dikenson, 2010).
En este sentido, se debe sefialar que nuestro trabajo es el primero en demostrar que
al bloquear los receptores 5-HT3; espinales antes de generar lesion tisular se
previenen las conductas nociceptivas de largo plazo, lo que sugiere que la activacion
de los receptores 5-HT3 espinales es necesaria para desarrollo de hiperalgesia y
alodinia secundarias de largo plazo. Consistente con esto, se ha demostrado que las
neuronas de la lamina I/111 de la médula espinal expresan NK1 y que via activacion
del receptor 5-HT3 son el origen del circuito espinal-bulbo-espinal el cual es crucial
para codificar los estimulos polimodales en la médula espinal (Susuki et al., 2002).

Esta facilitacion descendente se sugiere que esta mediada a través del receptor 5-
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HT3 ya que la administracién intratecal de ondansetrén atenda la respuesta neuronal

a estimulos quimicos (Greene et al., 2000).

C) EFECTO DEL ONDANSETRON SOBRE EL EFECTO PRONOCICEPTIVO DE LA
MCPBG EN LA MEDULA ESPINAL

El pre-tratamiento espinal con ondansetrén bloque6 completamente el efecto
pronociceptivo de largo plazo inducido por la administracion de la dosis efectiva
méaxima de mCPBG (300 nmoles /rata). Es importante resaltar que la dosis utilizada
del antagonista per se no modifico la hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas
por formalina al 0.5%. Este experimento se llevé a cabo con la finalidad de aportar
mayor evidencia que indicara que el efecto observado en los experimentos
anteriores estaba mediado especificamente por los receptores 5-HT3 espinales. El
unico estudio equiparable con nuestros datos demostrd que después de la lesion de
la médula espinal la administracion de mCPBG provoca una disminucién en la
latencia de retiro de la pata, la cual es revertida por la administracion de
ondansetron (Oatway et al., 2004).

En contraste, el pre-tratamiento espinal con tropisetron o granisetron disminuye el
efecto antinociceptivo provocado por la administracion de 5-HT o mCPBG en la
prueba Randall y Sellito (Bardin et al., 1997). De acuerdo con esto, la
administracion de LY-278584, antagonista de los receptores 5-HTj3, disminuyé el
efecto antinociceptivo de la 5-HT en ambas fases de la prueba de formalina (Jeong
et al., 2004).

Esta discrepancia con nuestros resultados posiblemente radica en que estos ultimos

datos fueron obtenidos en modelos de dolor agudo, en los cuales se ha observado
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principalmente un papel antinociceptivo de los receptores 5-HT3; en la médula
espinal. Se ha sugerido que este efecto antinociceptivo es dependiente de la
activacion de interneuronas GABAGérgicas (Alhaider et al., 1991; Peng et al., 2001;
Fukushima et al., 2009). Mientras que nuestro modelo de dolor inflamatorio por ser
de largo plazo involucra mecanismos centrales y de plasticidad neuronal que

posiblemente le otorgan ese rol pronociceptivo.

2. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES 5-HT3 ESPINALES EN EL
MANTENIMIENTO DE HIPERALGESIA Y ALODINIA SECUNDARIAS INDUCIDAS

POR FORMALINA

a) EFECTO DEL ONDANSETRON SOBRE LA HIPERALGESIA Y ALODINIA
SECUNDARIAS DE LARGA DURACION

El post-tratamiento espinal con ondansetron fue capaz de revertir de forma
significativa la hiperalgesia y alodinia secundarias de larga duracion inducidas por
formalina al 1% tanto en la pata administrada como en la contralateral. Esto sugiere
que los receptores 5-HT; espinales participan en el mantenimiento de estas
conductas de largo plazo. De acuerdo a nuestros resultados se ha de mostrado de
manera consistente que el ondansetron es capaz de disminuir la alodinia mecénica
en ratas con lesion de la medula espinal (Chen et al., 2009; Oatway et al., 2004) y
ligadura de nervios espinales (Susuki et al., 2004; Dogrul et al., 2009; Wei et al.,
2010). Este efecto antialodinico del onsansetron se ha observado tambien en el
tratamiento de pacientes con dolor neuropatico (McCleane et al., 2003). En el
mismo sentido, la administracion de ondansetron después de la administracion intra-

articular de iodoacetato monosodico inhibid significativamente las respuestas a
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estimulos tanto nocivos como inocuos, mientras que en los animales control sélo
inhibié las respuestas de estimulos nocivos. Estos datos sugieren un cambio
adaptativo en la modulacion de la respuesta neuronal mediante las vias excitatorias
serotoninérgicas (Rahman et al.,, 2009). En contraste, en otro estudio, la
administracion intratecal de ondansetron no produjo ninguna modificaciéon en la
hiperalgesia y alodinia después de la lesion de nervios periféricos (Peters et al.,
2010). De la misma manera, la administracién intracerebroventricular de
ondansetron no produjo analgesia en presencia de estimulos quimicos, mecanicos y
térmicos (Giordano y Dyche, 1989). A pesar de esto, la mayoria de los trabajos
coinciden con nuestros resultados mostrando que la serotonina proveniente de la
RVM principalmente actla sobre el receptor 5-HT3; participando de forma

importante en el mantenimiento de las conductas nociceptivas de larga duracion.

En resumen, y tomando junta esta informacion, nuestros datos sugieren que los
receptores 5-HT3 espinales participan en el desarrollo y en el mantenimiento de la
hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por formalina y la evidencia antes

mostrada alienta a dilucidar mediante que mecanismos sucede esto.
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CONCLUSIONES

A. CONCLUSIONES PARTICULARES

La formalina al 0.5 y 1% produjo un comportamiento nociceptivo caracterizado por
sacudidas y lamidas (~1 h) e indujo hiperalgesia y alodinia mecanicas secundarias

de larga duracion (12 dias). Este modelo es confiable y reproducible.

La administracion periférica local de serotonina incrementa la hiperalgesia y
alodinia secundarias de largo plazo inducidas por formalina, lo que sugiere la

participacion de los receptores serotoninérgicos en el desarrollo de estas conductas.

La administracion periférica local de mCPBG, agonista selectivo de los receptores
5-HTj3 incrementa la hiperalgesia y alodinia secundarias de largo plazo inducidas
por formalina, lo que sugiere la participacion de los receptores 5-HT; en el

desarrollo de estas conductas.

La administracion periférica local de ondansetrén, antagonista selectivo de los
receptores 5-HT3, previene el desarrollo de la hiperalgesia y alodinia secundarias de
largo plazo inducidas por formalina y bloquea el efecto pronociceptivo de la 5-HT y
de la mCPBG, lo que sugiere la participacion de los receptores 5-HT3; en el

desarrollo de estas conductas.

La administracion periférica local de ondansetrén o de mCPBG no revierte la
hiperalgesia y alodinia secundarias inducidas por formalina. Esto sugiere que los
receptores 5-HT3; no participan en el mantenimiento de hiperalgesia y alodinia

secundarias de larga duracion.
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Estos datos juntos sugieren que los receptores 5-HT3 periféricos estan involucrados
en el desarrollo pero no el mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia mecéanicas

secundarias de larga duracion inducidas por formalina.

La administracion espinal de mCPBG, agonista de los receptores 5-HTj3, incrementa
la hiperalgesia y alodinia secundarias de largo plazo inducidas por formalina, lo que
sugiere la participacion de los receptores 5-HT3 espinales en el desarrollo de estas

conductas.

La administracion espinal de ondansetron, antagonista selectivo de los receptores 5-
HT3, previene el desarrollo de la hiperalgesia y alodinia secundarias de largo plazo
inducidas por formalina y bloquea el efecto pronociceptivo de la mCPBG, lo que
sugiere la participacion de los receptores 5-HTj3 espinales en el desarrollo de estas

conductas.

La administracion espinal de ondansetron revierte la hiperalgesia y alodinia
secundarias inducidas por formalina. Esto sugiere que los receptores 5-HTj
espinales participan en el mantenimiento de hiperalgesia y alodinia secundarias de

larga duracion.

Estos datos juntos sugieren que los receptores 5-HT3 espinales estan involucrados
en el desarrollo y mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia mecanicas

secundarias de larga duracion inducidas por formalina.

B. CONCLUSION GENERAL

Los resultados sugieren que el receptor 5-HT3 tiene un papel pronociceptivo en el

procesamiento de dolor de largo plazo a nivel periférico y espinal.
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Xl.

PERSPECTIVAS

La comprension de los circuitos nociceptivos y los mecanismos que promueven la
experiencia emocional del dolor apenas comienza. El dolor tiene importantes
funciones fisioldgicas, nos advierte del dafio tisular real o potencial y cuando la
lesion esta presente promueve conductas de proteccion del area afectada y la

restriccion de movimiento para facilitar su recuperacion.

Sin embargo, en ocasiones cuando la lesiéon ha sanado, el sistema se convierte en
una fuente de dolor prolongado y exagerado. Los mecanismos moleculares en la
transicion del dolor agudo al dolor crénico aun no son completamente
comprendidos. En este sentido, este trabajo aporta informacién valiosa que
involucra a las vias serotoninérgicas en esta transicion y en el mantenimiento de
estados de dolor patoldgico. Integrando nuestros resultados con la informacion que
hasta en momento existe puede conducir al desarrollo de aproximaciones
terapéuticas novedosas para prevenir o tratar padecimientos que cursan con estados

de dolor cronico.
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