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I. INTRODUCCION

1. TRANSMISION Y MODULACION NOCICEPTIVA
1.1 Transmisién nociceptiva

La nocicepcion es un proceso por el cual estimulos potencialmente nocivos térmicos,
mecanicos o quimicos son detectados o captados por una subpoblacion de fibras nerviosas
localizadas en la periferia llamadas nociceptores y transmitidos a centros superiores
responsable de la percepcion del dolor (Julius D y Basbaum Al, 2001). El dolor se define
como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafo tisular, real o
potencial, o descrita en términos de dicho dano (/International Association for the Study of
Pain, IASP, 1994).

A continuacion se describe en detalle el proceso por el cual los nociceptores, situados en la
piel y distintos organos y tejidos, actian como receptores sensoriales codificando y
transduciendo la informacién nociceptiva, y como esta informacién alcanza los centros

espinales y posteriormente supraespinales para finalmente generar la sensacion dolorosa.
1.1.1. Fibras aferentes primarias y Ganglio de la raiz dorsal

Los estimulos periféricos son conducidos a través de los axones de los nociceptores o fibras
aferentes primarias (FAP) hasta el asta dorsal de la médula espinal (ADME); estas neuronas
se denominan también neuronas de primer orden y tienen los cuerpos celulares en los
ganglios del trigémino que inervan la zona de la cabeza y en los ganglios de la raiz dorsal
(GRD) el resto del cuerpo. Las FAP tienen una morfologia pseudo-unipolar, de manera que
las proteinas y transmisores sintetizados en los ganglios se distribuyen (viajan) de forma bi-
direccional hacia las terminaciones centrales (situadas en la médula espinal, ME) y

periféricas (figura 1).

Figura 1. Transmision

_____________________________ del impulso nervioso

2. : v desde la periferia
hasta el ADME. FAP:
Fibra aferente primaria;
GRD: Ganglio de la

raiz dorsal; ADME:

Estimulo nociceptivo

ﬁ'.f{.‘,f.’:.i'.?.".‘c‘c.m Asta dorsal de la

y propagacion .

hasta la ADME médula espinal.
(Modificado de Mantyh
PW, 2006)
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|. Introduccion

Existen tres grupos principales de fibras aferentes primarias que se clasifican bajo criterios

de morfologia y funcién (figura 2):

Fibras AB: mielinizadas de gran tamafio (>10 pym) y conduccion rapida (30-100 m/s)
(Millan MJ, 1999). Transmiten informacion relacionada con estimulos inocuos (no-
dolorosos), como la vibracién y el tacto.

Fibras Ad: mielinizadas de diametro medio (1-5 um) y conduccién rapida (5-30 m/s).
Son mediadoras del dolor agudo localizado, también denominado ‘primer dolor’ o
dolor rapido (Basbaum Al y cols., 2009), mediando la primera respuesta adaptativa al
dolor (retirada). Basados en estudios electrofisiolégicos, estas fibras a su vez se

clasifican en dos categorias:

o Tipo | > Responden tanto a estimulos mecanicos como quimicos; presentan
umbrales térmicos relativamente altos (52-56°C) y median el ‘primer dolor

agudo ante estimulos mecanicos.

o Tipo Il 2 En condiciones fisioldgicas, responden a la aplicacion de estimulos
térmicos, pero presentan umbrales mas bajos (40-45°C). Por el contrario los
umbrales frente a estimulos mecanicos son mucho mayores. Median el

‘primer dolor agudo ante estimulos térmicos (Giodano J, 2005).

Fibras C: no mielinizadas, de pequefio diametro (0,25-1,5 um) y conduccién lenta
(0,5-2 m/s). Transmiten el dolor mal localizado, difuso, lento, o ‘segundo dolor’
(Basbaum Al y cols., 2009). La mayoria son nociceptores polimodales, de manera
que responden tanto a estimulos térmicos como mecanicos (CMHs, mechano-heat-
sensitive C-fiber) (Perl ER, 2007). De especial interés son los llamados nociceptores
silentes o silenciosos, que responden a estimulos térmicos pero no mecanicos,
exceptuando en el lugar de la lesion tisular donde desarrollan también
hipersensibilidad mecanica (Schmidt R y cols., 1995).

En condiciones fisiologicas, las fiboras A® y C son responsables de la transmision

nociceptiva. En cambio, las fibras AB, que normalmente trasmiten la sensacion de tacto,

pueden favorecer la transmision nociceptiva durante ciertos procesos patoldgicos (dolor

patoldgico).

12
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e Figura 2. Relacidon entre el tamano de la fibra

2 aferente primaria (FAP) y la velocidad de
3 conduccion.

- . Aparicion del primer (Ad) y segundo dolor (fibras

C). Las fibras AR participaran en la transmision

Tlamps

nociceptiva en condiciones patolégicas

Triman delor’

(Modificado de Julius D y Basbaum Al, 2001)

Sagunds dalar”

D

Los nociceptores se distinguen ademas segun los transmisores y proteinas que sintetizan y

liberan, y también en funcién de los canales idnicos que expresan, que les confieren
diferentes sensibilidades. De esta forma, en la poblacion de fibras C podemos diferenciar

los grupos siguientes:

o Nociceptores peptidérgicos: Sintetizan, almacenan y liberan neuropéptidos tales
como la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(calcitonin-gene related peptide, CGRP); también expresan el receptor de la
neurotrofina tirosina-quinasa A (TrkA) que se activa por el factor de crecimiento
nervioso (nerve growth factor, NGF).

¢ Nociceptores ‘no peptidérgicos’: Entre otras proteinas, expresan el receptor de la
neurotrofina c-ret que es activado por el factor neurotréfico derivado de la glia (glial-
derived neurotrophic factor, GDNF), y también por neuroturina y artemina. Un gran
porcentaje de los que expresan c-ret también se unen a la isolectina B4 (1B4) y
expresan receptores acoplados a proteina G de la familia Mrg (Dong X y cols., 2001),

asi como algunos subtipos de receptores purinérgicos, especialmente el P2X;.

La diversidad funcional y molecular de los nociceptores permite la deteccion especifica de
los distintos tipos de dolor. Asi, en funcidon de los canales idnicos que expresan en sus
terminaciones central y periférica, es posible diferenciar diversos tipos de nociceptores. En
la periferia, se expresan principalmente canales i6nicos denominados receptores de
potencial transitorio (transient receptor potencial, TRP), que confieren a las FAP diferente
sensibilidad al calor, al frio, a medios acidos o irritantes quimicos. Los TRP son una
superfamilia formada por 28 canales idnicos no selectivos con diversas funciones
fisioldgicas. Esta gran familia estd formada por seis subfamilias: los canales TRP de la
subfamilia C (clasico o canénigo, TRPC), la subfamilia V (vaniloide, TRPV), la subfamilia M

(melastatina, TRPM), la subfamilia A (anquinina, TRPA), la subfamilia policistina (TRPP) y la

13



|. Introduccion

subfamilia mucoliptina (TRPML). Entre todos ellos tienen especial relevancia en la
nocicepcion los TRPV1 (sensibilidad al calor / medios acidos), el TRPMS8 (sensibilidad al frio)

y el TRPA1 (sensibilidad a medios acidos/ irritantes quimicos) (figura 3).

J = = .
““?{S X Figura 3. Receptores de potencial
r..ao.} m 52 A - transitorio (TRP) y respuesta frente a
~-§e ; % distintos estimulos.
_ ‘48 ;‘ PA: potencial de accién; DRG: Dorsal root
(B s _ -"é ‘: ganglia.
™ 8
Reactivos| [mmi !'8 :
Ruimicos [{ _gé ‘ (Modificado de Moran MM y cols., 2011).
B .
e MR
[;.‘\-.1—1 TR e
“THPAL —Zg :

La deteccidon de estimulos nocivos de calor o de sustancias irritantes como la capsaicina, la
llevan a cabo principalmente receptores TRPV1 que se activan cuando se supera su umbral
de activacion (43°C para el calor). No obstante otros subtipos de TRP vaniloides como los 2,
3 y 4 también responden a estimulos de calor pero a umbrales diferentes. En el caso de
estimulos nocivos de frio o sustancias naturales como el mentol, son los receptores TRPM8
los principales sensores, aunque los TRPA1 parece que también se activarian por estimulos
similares. En la respuesta ante estimulos mecanicos nocivos, participan canales de K* como
el KCNK2 (TREK) y KCNK4 (TRAAK) asi como también los TRPV2 y TRPA1. Por ultimo, los
estimulos quimicos nocivos son detectados por los receptores TRPV1 y TRPMS8.

La estimulacién de los distintos receptores por estimulos térmicos, quimicos o mecanicos de
suficiente intensidad provoca la apertura de estos canales y la entrada de sodio (Na*) y
calcio (Ca?*). Como ejemplo de este proceso, mostramos en la figura 4A como la llegada de
un estimulo térmico nocivo provoca la apertura del canal TRPV1 y la entrada de cationes,
induciendo una corriente de despolarizacion de la membrana. Para que se inicie el potencial
de accion, también es critica la activacion de los canales de Na* (Nav 1.7 y Nav 1.8) y K*
voltaje dependientes, que cambian la conductancia para estos cationes (figura 4B). Este
cambio de conductancia provocara la entrada de Na* y la salida de K*. La generacion del
potencial de accién depende de la magnitud del estimulo, asi si el estimulo es de suficiente
intensidad para despolarizar la membrana alcanzando el umbral del potencial de accién
(figura 4C), éste se generara y se propagara a lo largo del axén hasta la terminal central
(ME) (Honoré E, 2007).

14
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Figura 4. Ejemplo de
activacion del receptor TRP y
generacion del potencial de
accion. (A) Canal TRPV1 ante

un estimulo térmico; entrada de

iones sodio (Na’) y calcio
¢ (Ca®*). (B) Apertura de los

I — [Grmbest P canales de potasio (K), sodio

(Na*) y calcio (Ca®*) voltaje
dependientes. (C) PMR,

potencial de membrana en

reposo; PA, potencial de accién
(Modificado de Honoré E, 2007
y Marban E, 2002).

[ mPeRPOLARIZACION|

1.1.2. Estructuras implicadas a nivel espinal y supraespinal

La terminacién central de las FAP (neuronas de primer orden), penetra en la ME por las
raices posteriores, haciendo sinapsis con neuronas de segundo orden situadas en el ADME.
La llegada del potencial de accion a la terminal central de las FAP, provoca la apertura de
los canales de Ca®* voltaje dependientes (N-, P/Q- y T), permitiendo la entrada de Ca?. El
aumento del Ca®" intracelular induce la fusién de las vesiculas que contienen el
neurotransmisor, con la membrana neuronal, y su liberacion en la hendidura sinaptica. El
principal neurotransmisor excitatorio liberado es el glutamato, aunque también se liberan
otros péptidos como la SP, el CGRP, la somatostatina, el neuropéptido Y, la galanina o la
colecistoquinina. El glutamato y los demas transmisores interaccionan con receptores
especificos postsinapticos situados en las neuronas de segundo orden transmitiendo asi la
sefial nociceptiva.

El ADME, estad organizado anatomica y electrofisioldgicamente en laminas (de Rexed)
formadas por distintos grupos celulares (Basbaum Al y cols., 2009). Las fibras Ad proyectan
a las laminas I/ll, siendo responsables de la transmision de estimulos nociceptivos; también
proyectan a zonas mas profundas como las laminas V, VI y X. Ademas las fibras C, también
responsables de la transmision nociceptiva, tienen sus terminaciones centrales en las
laminas superficiales | y II; estas ldminas mas superficiales se agrupan bajo en nombre de
substancia gelatinosa de Rolando (SG). Por otra parte las fibras AB, que transmiten
estimulos inocuos (tacto y propiocepcion), proyectan a laminas profundas (lll, IV y V). Esta
marcada estratificacion del ADME, esta relacionada con los distintos circuitos/vias en los

que participan estas fibras (Snider y McMahon, 1998) (figura 5).
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Laminas Nucleos

Figura 5. Conexiones sinapticas de las Fibras Aferentes Primarias en la médula espinal.

(A) SG, sustancia gelatinosa; NP, Nucleo propio; ND, Nacleo dorsal; NMAA, Neuronas motoras del
asta anterior; CC, Canal central. (B) Se muestra la proyeccion de las diferentes FAPs en el ADME.
Las fibras A® (morado) proyectan a la lamina | y V, las AB (naranja) a las laminas Ill, IVy V y las C

(azul, rojo) a las laminas | y Il. (Modificado de Basbaum Al y cols., 2009)

En el ADME, las FAP, hacen sinapsis con diferentes tipos de células, cuyos axones dan
origen a las vias o tractos ascendentes. En funcién de la aferencia que reciben podemos

distinguir tres tipos de células:

e Neuronas nociceptivas especificas (Nociceptive Specific, NS): Responden
exclusivamente a estimulos nocivos de alta intensidad mediados por fibras Cy A y
se localizan en las laminas | (zona marginal), Il (SG), V y VI. Estan involucradas en la

codificacion de la localizacion del dolor

¢ Neuronas de amplio rango dinamico (Wide Dynamic Range, WDR): Responden ante
estimulos mecanicos, térmicos y quimicos transferidos por FAP Ad, C y AB. Dada la
convergencia de fibras que transmiten estimulos nocivos e inocuos, este grupo
celular juega un papel fundamental en los mecanismos de modulacién inhibitoria del

dolor. Las neuronas WDR estan localizadas en las laminas |, II, IV, V, VI y X.

e Neuronas No Nociceptivas (Non Nociceptive, N-NOC): Responden a estimulos
inocuos mecanicos y térmicos de baja intensidad y a también a estimulos
propioceptivos transmitidos por fibras Ad y AB. Estan localizadas principalmente en

las ldminas |, Il 'y IV.

En funcion de si proyectan (o no) a centros supraespinales, las neuronas del ADME también

se clasifican en:

o Neuronas de proyeccion: Aunque representan una pequefia minoria del numero total

de células del ADME, esta células son las responsables de transmitir la informacién
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nociceptiva a centros supraespinales donde, ademas, estan implicadas en la

activacion de los sistemas de control descendente

Neuronas propioespinales: La mayoria son interneuronas locales con axones axones
que pueden viajar varios segmentos por encima y por debajo de su soma, haciendo
sinapsis con interneuronas y motoneuronas espinales. Sin embargo, algunos axones
recorren toda la ME y coordinan los movimientos de los musculos axiales (abdomen,
térax, dorso, lumbares, cuello y cabeza) inervados por diferentes segmentos

medulares. También transmiten informacion entre las dos hemimédulas.

Neuronas intrinsecas espinales o interneuronas: Pueden ser inhibitorias o
excitatorias y ejercen un control segmentario sobre la informacién nociceptiva
(Graham BA y cols., 2007). Las interneuronas inhibitorias liberan principalmente
acido y—aminobutirico (GABA) y/o glicina, y sinapsan a nivel presinaptico con las
terminaciones de las FAP, y a nivel postsinaptico con neuronas NS o WDR. La
inhibicidn presinaptica disminuye la liberacion de transmisores excitatorios de las
FAP, mientras que la inhibicidn postsinaptica reduce la transmision del estimulo
nociceptivo. En cuanto a las interneuronas excitatorias, liberan mayoritariamente
glutamato y ejercen un papel modulador relevante sobre la transmisidn nociceptiva,

que se describe mas adelante.

Desde el ADME, los impulsos nociceptivos son conducidos por los axones de las neuronas

de proyeccion (neuronas de segundo orden) a centros supraespinales, formando las vias o

tractos ascendentes. La mayoria de estos axones decusan (cruzan la linea media) y

ascienden contralateralmente hasta alcanzar los centros superiores, aunque algunos viajan

ipsilateralmente. A nivel supraespinal se encuentran las neuronas de tercer orden, que

posteriormente enviaran informacion a las areas sensoriales de la corteza cerebral.

Describimos a continuacion las principales vias o tractos ascendentes que participan en la

trasmision de la informacién nociceptiva hacia centros superiores (Almeida TF y cols., 2004;
Fields H., 2004) (figura 6):

Tracto Espino-talamico (TET): Este tracto se origina a partir de neuronas NS, WDR
y N-NOC que transmiten potenciales inocuos y nocivos relacionados con la
temperatura, el tacto, el prurito y el dolor. Los cuerpos celulares estan localizados
principalmente en las laminas | y V, aunque también se encuentran en las laminas I,
IV, VI, VII, VIll y X. Es el tracto que estd mas asociado con la trasmision del dolor y la
sensacion térmica y proyecta fundamentalmente a las regiones lateral y medial del

talamo. Del talamo lateral, salen proyecciones que hacen sinapsis en el coértex

17



|. Introduccion

18

somatosensorial, donde se procesa la sensibilidad discriminativa del dolor. Por otra
parte, de la zona medial del tdlamo las neuronas proyectan al sistema limbico
(hipocampo y amigdala), que integra funciones relacionadas con la emocién, el
aprendizaje y la memoria. Estas vias y sus conexiones permiten establecer la
localizacion, la duracion, intensidad y calidad de la sensacion dolorosa (Millan MJ,
1999). El tracto espino-talamico también envia aferencias a la formacion reticular y a

la sustancia gris periacueductal (SGPA).

Tracto Espino-reticular (TER): Este tracto se origina principalmente en las laminas
V, VIl y VIII, y algo menos en las | y X. Esta formado por axones de neuronas NS y
WDR, y en menor proporcion, neuronas del tipo N-NOC, que transmiten estimulos
nocivos e inocuos. En su recorrido, acompafa al tracto espino-talamico; algunas
fibras llegan a los nucleos intralaminares del tédlamo, si bien en su mayor parte se
desvian al alcanzar el tronco del encéfalo llegando a la formacion reticular. A este
nivel se integra el componente afectivo del dolor, las respuestas conductuales y
vegetativas; se activan también los sistemas moduladores descendentes. En
condiciones fisiolégicas, este tracto tiene especial relevancia en la modulacién
inhibitoria de la nocicepcion, activando estructuras del tronco del encéfalo que envian

fibras descendentes inhibitorias al ADME.

Tracto Espino-mesencefalico (TEM): Se origina a partir de neuronas WDR, SN y N-
NOC situadas principalmente de las laminas I, Il, 1V, V, VI pero también de las VIl y
X. En funcién del lugar donde proyectan estas neuronas podemos diferenciar dos
vias. La primera formada por neuronas WDR y SN proyecta a la SGPA y transmite
informacién nociceptiva (excitatoria); la segunda, alcanza laminas mas profundas del
coliculo superior y activa también mecanismos inhibitorios. La estimulacién de la
SGPA y éareas colindantes activa vias descendentes inhibitorias que alcanzan el
ADME, modulando la transmision del dolor; ademas, induce comportamientos
aversivos en presencia de estimulos nocivos y respuestas cardiovasculares,

motivacionales y afectivas.

Tracto Espino-hipotalamico (THT): Tiene origen en las laminas |, V, X y algunas
regiones alrededor del canal medular (lamina X). Esta formado por neuronas SN,
WDR y N-NOC vy transmite estimulos nocivos e inocuos procedentes de musculos,
tendones, articulaciones, piel y visceras. Las aferencias al hipotdlamo tienen una
distribucion diferente segun el tipo de estimulo, de tal forma que los potenciales no-
nociceptivos se propagan directamente por medio del tracto trigémino-hipotalamico,
mientras que las sefiales nociceptivas viajan a través de dos tractos, el trigémino-

hipotaldamico y el reticulo-hipotalamico. Estas proyecciones contribuyen al control
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neuroendocrino autonémico, la respuesta motivacional-afectiva y la respuesta de

alerta ante una experiencia dolorosa somatica o visceral.

CORTEX CORTEX ANTERIOR CINGULADO

SOMATOSENSORIAL _ Figura 6. Vias ascendentes del dolor.

Los axones de las neuronas de segundo orden
decusan a la zona contralateral de la médula

CORTEX espinal formando los tractos ascendentes que

INSULAR , L. i
proyectan al talamo, la formacion reticular y el

TALAMO — g mesencéfalo. Las neuronas del talamo

proyectan al cértex cerebral, regién implicada

en la percepcion del dolor.

TET: Tracto espino-talamico, TER: Tracto
espino-reticular, TEM: Tracto  espino-

ESTMAO | mesencefalico, THT: Tracto hipotalamico,

NOCKCEPTIVO-

SGPA: Sustancia gris periacueductal

(Modificado de Fields H., 2004).

1.2Modulacion de la transmisiéon nociceptiva a nivel espinal

1.2.1 Sistemas descendentes

Las vias descendentes implicadas en la modulacion del dolor tienen su origen en el tronco
del encéfalo y en otras estructuras supraespinales tales como el talamo/hipotalamo y la
amigdala (figura 7). Estas vias proyectan a la SGPA y posteriormente a la médula rostral
ventromedial (MRV), que a su vez envia sefiales al ADME, contribuyendo de esta forma a la
modulacion de la transmision nociceptiva. Las vias descendentes tienen un papel importante
en la integracion de la senal nociceptiva a nivel espinal, ejerciendo una modulacion
inhibidora o excitatoria/facilitadora (Millan MJ, 1999).
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Figura 7. Vias descendentes que participan
en la modulacion nociceptiva. El cortex
cingulado anterior (CCA), el talamo /
hipotalamo (T, H) y la amigdala, proyectan a la
sustancia gris periacueductal (SGPA). Esta a
Su vez, envia proyecciones a la médula rostro-
ventro-medial (MRV) y/o directamente al asta
dorsal de la médula espinal (ADME), donde
puede ejercer una modulacién inhibitoria
(verde) o excitatoria (rojo). En amarillo, se
representan las vias descendentes

serotoninérgicas.

(Modificado de Fields H., 2004).

La principal via de modulacién nociceptiva descendente es la formada por el sistema SGPA-
MRV. En la MRV, se han identificado tres tipos de neuronas que participan en la modulacién
nociceptiva: células OFF, células ON y células neutrales. Las dos primeras, se activan o
inhiben de manera secuencial por impulsos que provienen de la SGPA y mandan fibras

descendentes que terminan en el ADME (Mason P y Fields HL, 1989).

Las células ON proyectan desde la MRV al ADME vy se activan tras la llegada de un estimulo
nociceptivo, ejerciendo una accion permisiva o facilitadora (pronocicepcion). La
administracion sistémica de opioides inhibe su activacion (Barbaro NM y cols., 1986).
Ademas, participan también en el reflejo de retirada, asi, se produce inactivaciéon de las
células ON unos pocos milisegundos antes de que se produzca la retirada, momento en el
cual se activan las células OFF. Contribuyen a la hiperexcitabilidad neuronal observada
durante procesos inflamatorias o lesiones nerviosas (Almeida TF y cols., 2004).

Las células OFF también proyectan al ADME, pero en este caso tras su activacion ejercen
un papel inhibitorio de la transmisidon nociceptiva (antinocicepcién). La administracion
sistémica o microinyeccion en la SGPA de opioides como la morfina, activan selectivamente
estas neuronas (Fields HL y cols., 1991).

Las células neutrales, aparentemente no estan relacionadas con el comportamiento
nociceptivo, ya que no se activan por estimulos doloros y por tanto en condiciones
fisiolégicas de dolor agudo, no contribuirian a la modulacién descendente. Se ha propuesto

que estas células podrian ser reclutadas para convertirse en células ON u OFF durante el
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desarrollo de dolor cronico (Miki K y cols., 2002). Algunas de estas células son
serotoninérgicas, y dada la relevancia de este transmisor en la modulacién nociceptiva, se

ha postulado su posible implicacion en la modulacion del dolor (Winkler CW y cols., 2006).

La activacién o inhibicion de estas células también esta regulada por la liberacion de
diversas sustancias procedentes de células extrinsecas, como la noradrenalina (NA) o
intrinsecas de la MRV, como las encefalinas (ENK) (figura 8). La neuronas de la SGPA
tienen aminodacidos excitatorios (como glutamato) que al proyectar a la MRV, excitan/
activan las células OFF, las cuales al proyectar al ADME ejercen un efecto neto inhibitorio
sobre la transmision nociceptiva. Ademas, algunas de las células OFF contienen serotonina
(5-HT, 5- hidroxitriptamina), de modo que activaran otras células OFF, gracias a sus
proyecciones en la propia MRV, inhibiendo a su vez las células ON. Las células ON pueden
ser también inhibidas directamente por células intrinsecas de la MRV que liberan
encefalinas (ENK). Por otra parte, la gran mayoria de la células ON contienen GABA,
cuando se activan y liberan este neurotransmisor, al actuar sobre las células OFF las inhibe
produciendo un efecto neto facilitador de la transmision nociceptiva (Fields HL., 1991). La
NA induce ambos efectos segun el tipo de receptor al que se una; asi la unién al receptor a,
incrementa la actividad de las células ON (pronocicepcion), mientras que la activacion del
receptor a, inhibe las células ON (antinocicepcion) (figura 8). Existe una cierta controversia
respecto al papel de la 5-HT, puesto que podria ejercer tanto un efecto antinociceptivo como

pronociceptivo en funcién del receptor con el que interacciona (Viguier F y cols., 2013).

SGPA | AAE Figura 8. Modulacién nociceptiva:
Células ON/OFF.

SGPA: sustancia gris periacueductal;
MRV: médula rostro ventral; ADME:

Asta dorsal de la médula espinal;

MRV
AAE: aminoacidos excitatorios;
células OFF y ON; 5-HT: Serotonina;
HA g4 —* NA: noradrenalina; a-1 a-,: receptores
. noradrenérgicos. Los signos (+) y (-)
ADME INHIBIDOR | | FACILITADGRI indican activacion e inhibicion.

(Modificado de Fields HL., 1991)

Las fibras inhibitorias descendentes que se orginan en la SGPA y el MRV liberan 5-HT y NA
en la medula espinal (fibras noradrenérgicas y serotoninérgicas), que actua a nivel pre (FAP,

interneuronas) y post-sinaptico (neuronas de segundo orden) (figura 9).
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Figura 9. Vias descendentes
noradrenérgicas y serotoninérgicas.

GRD: ganglio de la raiz dorsal; FAP: fibra

; aferente primaria; NSO: neurona de
s

descendentes segundo orden; Glu: glutamato; gly: glicina.
o
(Modificado de Yoshimura M and Furue H,

2006).

A nivel presinaptico, la NA puede actuar favoreciendo o inhibiendo la liberacion de
transmisores en la hendidura sinaptica. En el primer caso, la unidon de la NA a los receptores
a-4 presinapticos, induce la liberacion de transmisores inhibitorios (GABA, glicina) situados
en interneuronas gabaérgicas y glicinérgicas (Baba H y cols., 2000). Por su parte, la
activacion de los los receptores a-, adrenérgicos presinapticos (situados en la terminacién
central de las FAP Ad y C), disminuye la liberacion de transmisores excitatorios como el
glutamato (Yoshimura M y Furue H., 2006); actia ademas sobre las interneuronas
excitatorias, disminuyendo también la liberacion de glutamato a este nivel. A nivel post-
sinaptico, la NA activa los receptores a-, situados en las neuronas de segundo orden,
resultando en la apertura de los canales de K" e hiperpolarizacion de la membrana,

inhibiendo de esta forma la transmisién de la sefal nociceptiva (figura 10A).

La liberacion de 5-HT en el ADME puede tener también efectos tanto pro- como
antinociceptivos (figura 10B); se ha postulado que el efecto antinociceptivo se produce por
interaccion de la 5-HT con diferentes subtipos de receptores 5-HT, presinapticos,
localizados en las terminales centrales de las FAP; como consecuencia de la activacion, se
inhibe la liberacion de glutamato, reduciéndose la transmision excitatoria. La interaccién de
la 5-HT con receptores 5-HT; y posiblemente 5-HT, presinapticos que se encuentran en las
interneuronas inhibitorias, induciria la liberacién de GABA (transmisor inhibitorio). A nivel
postsinaptico, la activacion de los receptores 5-HT,4 en las neuronas de segundo orden
inhibiria la transmisién excitatoria por hiperpolarizaciéon de la membrana (Ito A y cols., 2000),
por lo que en su conjunto, la accién de las fibras serotoninérgicas descendes en la ME,

pareceria ser predominantemente inhibitorio.
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Figura 10. Sistemas descendentes inhibitorios noradrenérgicos (A) y serotoninérgicos (B).
ININ: Interneurona inhibitoria; Ad y C: Fibras aferentes primarias Ad y C; NSO: Neurona de
segundo orden; H: hiperpolarizacion; D: despolarizacion; circulos rojos: glutamato; circulos azules
y verdes: GABA vy glicina. (Modificada de Yoshimura M y Furue H, 2006)

El papel pronociceptivo de la 5HT es controvertido, y algunos autores postulan que los
receptores 5-HT1,, 5-HT3 y 5-HT; podrian ser responsables de las acciones facilitadoras de
la 5-HT a nivel espinal (Mickle A y cols., 2012; Chang EY vy cols., 2013), mientras que otros
sostienen que que su activacion participa en la modulacién inhihibitoria de la nocicepcién
(Hayashida K y cols., 2012; Brenchat A y cols., 2012; Yanarates y cols., 2010). Es probable
que en condiciones fisiolégicas exista un balance entre los sistemas excitatorios e
inhibitorios, que podria descompensarse en condiciones patoldgicas por un cambio del
patron de expresion de los receptores, favoreciendo un balance neto excitatorio (Viguier F y
cols., 2013).

Por ultimo fisiolégicamente el sistema opioide enddégeno (SOE) juega un papel relevante en
la modulacion inhibitoria en la médula espinal. Por una parte se han descrito fibras
descendentes inhibitorias que desde el MRV proyectan a la medula espinal liberando
localmente dinorfina (Tan-No Ky cols., 2009); también se encuentran ENK en interneuronas
inhibitorias de la ME. Los receptores opioides (RO) u/® se encuentran tanto anivel pre (FAP)
como postsinaptico (neuronas de segundo orden), inhibiendo la liberacién de
neurotrasmisores excitatorios (pre) e induciendo hiperapolarizacion de la membrana. Como
consecuencia se produce la inhibicién de la tranmisidon nociceptiva (Stein C y Zdliner C,
2009). En el organismo de los mamiferos, el SOE es el principal modulardor inhibitorio de la
nociepcion y constituye la base para la utilizacion de los opioides como farmacos

analgésicos en humanos.
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1.2.2 Modulacioén local

A nivel de la ME las neuronas reciben senales de las FAP, de las interneuronas locales
(excitatorias, e inhibitorias) y de las vias descendentes (principalmente fibras
noradrenérgicas y serotoninérgicas,); también participan en la modulacién las sustancias
liberadas a partir de las células de glia (Milligan ED y Watkins LR, 2009) [ver apartado 3].
Estos sistemas actuan a nivel pre- y postsinaptico integrando las sefiales durante la
transmision nociceptiva. La modulacion nociceptiva espinal fue planteada por Melzack R y
Wall PD en 1965, cuando propusieron la teoria de la ‘puerta de entrada del dolor’ (‘The gate
control theory’) (figura 11). El modelo propone que las sefiales periféricas transmitidas por
las FAP de mediano y pequefio tamafio (Ad y C, respectivamente) activan las neuronas de
segundo orden localizadas en la ME, inhibiendo a la vez las interneuronas inhibitorias. De
este modo se permite la transmision a través de la sefial a centros supraespinales (situacién
de ‘puerta abierta’). Por el contrario, la activacién de las neuronas de segundo orden por
parte FAP de mayor calibre (AB) activaria las interneuronas inhibitorias, inhibiendo de esta
forma la transmision nociceptiva (‘puerta cerrada’) (Moayedi M y Davis KD, 2013). Esta
teoria también postulaba que “la puerta de entrada” estaba controlada por mecanismos

supraespinales, los cuales fueron corroborados posteriormente.

Figura 11. Teoria de la

Centros Supragspinales

puerta de entrada del dolor.

o e FAP: fibra aferente primaria;

ININ: interneurona inhibitoria;

Lémina il ADME: 5G NSO: neurona de segundo
FAP Af _
© [+] orden; SG: sustancia
@ @ gelatinosa.
—l Vias H:l:indin'lﬂl
Positivos indican activacion,
FAP AE y © [-) e +

negativos inhibicion.

(Basado en Melzack R y Wall

PD, 1965).

24



|.Introduccion

2. SENSIBILIZACION NOCICEPTIVA

2.1 Sensibilizacion nociceptiva inducida por la lesion tisular

La lesion tisular induce una reaccién inflamatoria local que se caracteriza por enrojecimiento,
edema, calor, dolor y disminucion de los umbrales nociceptivos (sensibilizacion al dolor).
Durante la reaccién inflamatoria se liberan sustancias quimicas procedentes de las células
del tejido lesionado y del sistema inmune residentes en el lugar de la lesion. Aparece
también vasodilatacion y extravasacion de plasma y de células sanguineas, que a su vez
liberan mediadores inflamatorios, manteniendo de esta forma el proceso inflamatorio. Las
sustancias quimicas liberadas pueden estimular directamente los nociceptores e inducir
dolor; la estimulacion continuada de los nociceptores (FAP), induce ademas una serie de
cambios plasticos en el SNP y SNC responsables de la sensibilizacién periférica y central.
Desde un punto de vista funcional, la lesién tisular aumenta la sensibilidad al dolor en el
area lesionada (hiperalgesia primaria), hecho que esta en relacion a la sensibilizacién de los
nociceptores, por lo que se denomina sensibilizacion periférica. La hipersensibilidad a
estimulos nocivos se observa también en zonas contiguas a la lesion (hiperalgesia
secundaria) y se produce en relacién a cambios plasticos en el SNC, durante el proceso

denominado sensibilizacion central (Hucho T y Levine JD 2007) (figura 12).

Figura 12. Hiperalgesia primaria
Hiperalgesia Primaria
(Sensibilizacin periférica) (sensibilizacion periférica) y secundaria
(sensibilizaciéon central). En rojo se muestra la
‘ zona lesionada y las zonas de sensibilizacion.
A http://trialx.com/curetalk/wp-
Hiparalgeiia t.uund-irla
(Bansibilizackin sentral) content/blogs.dir/7/files/2011/05/diseases/Hyperal
gesia-2.jpg

Por su importancia en el presente proyecto, los fendmenos de sensibilizacion nociceptiva se

describen detalladamente en los apartados siguientes.
2.1.1 Sensibilizacion periférica

La lesion tisular induce una reaccién inflamatoria local con liberacién de multiples sustancias
quimicas procedentes del tejido lesionado y de células del sistema inmune residentes y
reclutadas al lugar de la lesion. Entre las células inmunes encontramos mastocitos,
basdfilos, plaquetas, macréfagos, neutrdfilos, células endoteliales, queratinocitos vy
fibroblastos, entre otras; estas células liberan multiples moléculas de senalizacion,

incluyendo neurotransmisores (5-HT), péptidos (bradiquinina, BK), sustancias lipidicas como

25


http://trialx.com/curetalk/wp-content/blogs.dir/7/files/2011/05/diseases/Hyperalgesia-2.jpg
http://trialx.com/curetalk/wp-content/blogs.dir/7/files/2011/05/diseases/Hyperalgesia-2.jpg
http://trialx.com/curetalk/wp-content/blogs.dir/7/files/2011/05/diseases/Hyperalgesia-2.jpg

|. Introduccion

prostaglandinas (PGE2), tromboxanos y leucotrienos, endocanabinoides, neurotrofinas
(NGF), citoquinas, quimoquinas, proteasas extracelulares y protones (H"). Estas sustancias
forman la denominada ‘sopa inflamatoria’ (Basbaum Al y cols., 2009) y actuan sobre
receptores especificos situados en las terminaciones periféricas de los nociceptores,
induciendo su activacion y como consecuencia la aparicion de dolor. La exposicion continua
de las FAP a los mediadores de la inflamacion induce cambios plasticos en estas
terminaciones periféricas de los nociceptores, responsables de la sensibilizacién periférica.
Ademas, la activacion de las terminaciones periféricas inicia el proceso denominado
inflamacién neurogénica. Durante el mismo, la activacién de los nociceptores provoca la
liberacion de neuropéptidos (SP y CGRP) que actian sobre los vasos sanguineos
provocando vasodilatacion, disrupcion del endotelio vascular y extravasacion de plasma vy
células sanguineas; contribuyen de esta forma al reclutamiento de células inmunes
procedentes de la circulaciéon. Los neuropeptidos favorecen la degranulacién de los
mastocitos y neutréfilos que liberan entre otros mediadores, 5-HT e histamina; estas

sustancias contribuyen a la aparicion de dolor localizado en el area lesionada (figura 13)

Figura 13. Esquema de los eventos

! ’)‘) ’,i\,_?'),' (.,-;'g::’ ST inducidos por la lesion tisular.
',y’}’l,f' 1 \::!" Sensibilizacion periférica.
"‘.J"} .:::"}“m' G;D PG: prostaglandinas; 5HT: serotonina;
esion - N Co
e _ M::};';l BK: bradiquinina; NGF: Factor de
,‘3 W ATPw @ crecimiento neuronal; CGRP: Péptido
§| )))’ﬂ'ﬁ %c“’ o ‘-.: relacionado con el gen de la calcitonina;
. )});”;':::;m.o »*° ‘K{’K_»" SP: Sustancia P.
Y ot -
,'\;x,\ o 1 B (Modificada de Julius y Basbaum,
o — 2001).

La inflamacién periférica induce modificaciones en el patron de expresidon de proteinas y
transmisores (por ejemplo TRPV1, SP, etc) a nivel de las terminaciones periféricas y
centrales de los nociceptores. El proceso requiere el transporte retrogrado de la sefal desde
la periferia a los cuerpos celulares situados en el GRD; a este nivel, se activan también
cascadas de sefalizacion intracelular, y se inducen cambios en la transcripcion, traduccion y
transporte anterdgrado (y retrogrado) de las proteinas que se expresan en las terminaciones
periféricas y centrales.

Entre los receptores que se sobreexpresan durante los procesos de sensibilizacion periférica
destacan los canales de Na® voltaje dependiente, como el Na,1.8/1.9. El incremento de

estos canales permite un aumento de la excitabilidad de la membrana de manera suficiente
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para generar potenciales de accion espontaneos, fendmeno conocido como actividad
ectdpica; como consecuencia aumentan los impulsos excitatorios que alcanzan la terminal
central de las FAP. Los canales de Na, son fosforilados por las quinasas PKA y PKC, que a
su vez se activan por la accidon de algunos mediadores inflamatorios como las
prostaglandinas (PGs), BK o neurotrofinas; ademas, sustancias como los H* y el adenosin
trifosfato (ATP) del medio al interaccionar con sus respectivos receptores (Acid-Sensing lon
Channel (ASICs) y P2X3, potencian la respuesta (figura 14).

La lesion tisular inflamatoria induce también la liberacién de citoquinas como la interleuquina
(IL) IL-1B y la IL-6 y el factor de necrosis tumoral a (TNF- a) (Ritner y cols., 2009). A pesar
de que hay evidencias que apoyan la accion directa de estas citoquinas sobre los
nociceptores, su principal contribucién a la hipersensibilidad es la potenciacién de la
respuesta inflamatoria incrementando la liberacion de sustancias proalgésicas como las
PGs, el NGF, laBK y los H".

Figura 14. Sensibilizacion Periférica. BK:
bradiquinina; B1/2: receptores 1 y 2 de la
bradiquinina; Pg: prostaglandina; EP: receptor de
prostaglandina; H': protones; ASIC: Acid-Sensing lon
Channels; ATP: adenosin trifosfato; P2X3: receptor
purinérgico; PKA, PKC: protein-quinasas A y C; ca®":
calcio; Na': sodio; Na,1.8/1.9: canales de sodio;
TRPV1: Transient receptor potencial Vanilloid 1.

H* el ATP (Modificado de Scholz J y Woolf CJ, 2002)

La BK y las PGs, actuan sobre sus receptores B1/2 y EP, respectivamente, ambos
acoplados a proteinas G (G protein- coupled receptor, GPCR) activando diferentes cascadas
de senalizacién (figura 15). La figura muestra que la BK liberada por diferentes tipos
celulares en el lugar de la lesién, se une a su receptor (B) situado en las terminales
periféricas de las FAP (figura 15), activando las proteinas G (G, G4 y Gi). La activacion de
la Gs induce la activacién de la adenilato ciclasa (AC), aumentando los niveles de adenosin
monofosfato ciclico (AMP,) y facilitando asi la activacién de la PKA. La PKA activara
(fosforilando) receptores como el TRPA1 que permiten el paso de iones Na* y Ca® y
contribuyen a aumentar la excitabilidad neuronal y la liberacion de mas sustancias
pronociceptivas. La activacion de la proteina G,, activa la cascada de sefalizacion de la
fosfolipasa C (PLC); en el proceso se libera diacilglicerol (DAG), que activara la PKC,
quinasa que en ultima instancia fosforilara el receptor TRPV1, disminuyendo el umbral de
activacion del receptor, e incrementando asi la magnitud de las respuestas. El receptor

TRPV1 se encuentra sobreexpresado en procesos inflamatorios y modula Ia
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hipersensibilidad inducida tras la lesién tisular (Basbaum Al y cols., 2009). Ademas, tras la
activacion de la via de sefalizacién de la PLC, también se libera inositol trifosfato (IP3),
molécula que al interaccionar con su receptor (IP3;R) en el reticulo endoplasmatico facilita la
salida de Ca®" al citosol. Por ultimo, la unién de la BK a sus receptores acoplados a proteina
G; activa la cadena de sefializacion de la fosfolipasa A, (PLA,); esta enzima libera acido
araquidonico (AA), el cual, ademas de interaccionar y activar directamente sobre los
receptores TRPA1, es el sustrato principal de las ciclooxigenasas (COX) para la formacion

de PGs, entre ellas la PGE, que es pronociceptiva (figura 15).

CACC KCNQ CAXC

@ ® ®

Figura 15. Esquema simplificado de la activacion receptores neuronales acoplados a proteinas
G durante la sensibilizacion periférica. Efecto de la bradiquinina. BK: bradiquinina; B2: receptor
bradiquinina; TRPA1, TRPV1, TRPM8: receptores de potencial transitorio A1, vaniloide 1, M8; AC:
adenilato ciclasa; PKA, PKC: proteina quinasa A y C; PLC: fosfolipasa C; PIP,: fosfoinositol bifosfato;
DAG: diacilglicerol; IP5: inositol trifosfato; PLA,: fosfolipasa A,; AA: acido araquidénico; COX:
ciclooxigenasa; PGs: prostaglandinas; VGCC, CACC, KCNQ, CAKC: canales de calcio, cloro y
potasio. (Modificado de Pethé G y Reeh PW, 2012)

De manera similar, la interaccion de las PGs (PGE, y PGI, entre otras) con sus receptores

(EP) acoplados a proteinas Gy también induce la activacion de las PKA y PKC, las cuales
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activan entre otros los receptores los Navygie (TTX-R, que son canales de Na*
tetradotoxina-resistentes). Igual que en el caso anterior la via de la PLC permite la salida de
Ca? del reticulo endoplasmatico.

En ambos ejemplos (BK y PGs), la activacion de los canales permite el flujo (entrada y
salida) de iones que facilitan la despolarizacién, disminuyendo los umbrales de activacién y
la transmision de la sefial, aumentando asi la excitabilidad neuronal. Por otro lado, la
entrada de Ca®* o salida desde el RE favorece la liberacién de sustancias pronociceptivas
como la SP o CGRP.

Otro elemento importante en el proceso de sensibilizacion periférica es el NGF. Esta
neurotrofina actia uniéndose al receptor TrkA expresado en la membrana de los
nociceptores peptidérgicos C (Ritner HL y cols., 2009; Chao MV y cols., 2006). La activacién
de este receptor activa vias de sefalizacion intracelular como son las PLC, las proteinas
quinasas activadas por mitégeno (MAPK) y la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K). Como
resultado, se potencian también las respuestas mediadas por receptores como el TRPV1.
Ademas de los efectos inmediatos, el NGF es transportando retrégradamente al nucleo
celular del soma de las FAP situado en el GRD (Coutaux A y cols., 2005), donde promueve
la expresion de proteinas pronociceptivas y/o receptores; entre ellas encontramos SP,
CGRP, factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), TRPV1 y Nav1.8 (Ji RR y cols.,
2002). Este proceso se produce mediante la activacion de segundos mensajeros (ERK, p38
y JNK) que a su vez se translocaran al nucleo activando los factores de transcripcion CREB,
ATF y c-Jun.

2.1.2 Sensibilizacion central

La activacion continua de las terminaciones periféricas por el proceso inflamatorio
desencadena un incremento de la excitabilidad y la eficacia sinaptica en el ADME, asi como
un aumento del campo efector de las neuronas, que puede extenderse a centros
supraespinales (Woolf CJ, 2011). En la ME, el incremento en la eficacia sinaptica se
produce tanto en las terminaciones centrales de los nociceptores (facilitacion homosinaptica)
como en las sinapsis de las FAP no-nociceptivas, como son las fibras AB (facilitacion
heterosinaptica) (Woolf CJ y King AE, 1990); ambas contribuyen a la disminucion de los
umbrales nociceptivos y a la hiperalgesia secundaria.

En la sensibilizacion central participan mecanismos tempranos y tardios; entre los primeros,
se encuentra el denominado wind-up, que es consecuencia de la facilitacién homosinaptica
y que se caracteriza por un incremento de los potenciales de accion en relacién a la llegada
de estimulos continuos y repetidos de las fibras C. En ausencia de inflamacién, estas fibras

liberan glutamato, SP y CGRP, produciendo potenciales sinapticos lentos; sin embargo, tras
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la lesion tisular, la suma temporal de estos potenciales induce una despolarizacién de la
membrana postsinaptica suficiente para activar el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA),
eliminando el bloqueo del magnesio (Mg®*) que lo mantiene inactivo en condiciones
fisiologicas. Como consecuencia se incrementa la sensibilidad del receptor del glutamato,
aumentando progresivamente la respuesta ante estimulos procedentes de la periferia (Ji RR
y Woolf CJ, 2001). Durante este proceso se reclutan ademas otras aferencias sensoriales
(fibras AB).

Los transmisores excitatorios liberados por las terminales centrales de las FAP (neurona
presinaptica) en el hendidura sinaptica actuan sobre receptores postsinapticos (localizados
en las neurona de segundo orden) como el NMDA, AMPA, NK1 y el receptor de
neurotrofinas tirosina quinasa B (TrkB) entre otros, activando cascadas de sefalizacién
intracelular; como consecuencia, aumentan la expresion de canales iénicos y/o la actividad y
el trafico de receptores, incrementado la eficacia sinaptica (figura 16A) (Woolf CJ y Salter
MW, 2000). De especial relevancia entre las quinasas intracelulares activadas son la
quinasa Src y la ERK, asi como la Ca**/calmodulina proteina quinasa Il (CamKIl); la primera
es la principal responsable de fosforilar las subunidades NR1, NR2A y NR2B del receptor
NMDA, contribuyendo a que este receptor permanezca activo. Por su parte las ERK son
responsables de la activacion de la PKC que, a su vez, contribuye a la fosforilacion de
receptores de glutamato (NMDA, AMPA).

A nivel molecular, en el ADME, el proceso inflamatorio periférico también induce cambios
plasticos a largo plazo en la eficacia sinaptica. Algunas proteinas que incrementan su
expresion estan codificadas por genes de expresion temprana, como el c-fos y la COX-2, y
otros en genes de expresién tardia como los que codifican la prodinorfina, el receptor NK1 y
receptor TrkB. Estos ultimos, se transcriben cuando la sefial nociceptiva es intensa y
continua/sostenida, contribuyendo al mantenimiento de la sensibilizacion central, tanto a
nivel espinal como supraespinal. De especial interés durante el proceso de sensibilizaciéon
central es la sintesis de PGE2 inducida por la expresion de la enzima COX-2 (Telleria-Diaz
Ay cols., 2010). Esta PG actua sobre receptores (EP) pre y postsinapticos, induciendo una
despolarizacion directa de las neuronas del ADME; reduce también la actividad del receptor
de dglicina, por lo que disminuye su efecto modulador-inhibidor sobre la transmision

nociceptiva (figura 16B).
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Figura 16. Sensibilizacion Central. (A) FAP: Fibras aferentes primarias; PKA, PKC, ERK y Src:
quinasas intracelulares; receptores de glutamato NMDA, AMPA, mGlu; SP: sustancia P y su receptor
NK1; BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro y su receptor TrkB. (B) PGE2: prostaglandina
E2; COX-2: ciclooxigenasa 2; ERK1/2, p38 y JNK: quinasas activadas por mitégeno (Modificado de
Scholz J y Woolf CJ, 2002).

Se ha descrito que la sintesis a nivel espinal, del producto proteico c-Fos participa en las
cascadas de sefalizacion implicadas en cambios plasticos a largo plazo; por sus
caracteristicas se ha utilizado ampliamente como marcador de excitabilidad neuronal en
modelos de dolor (Coggeshall RE, 2005).

Entre los genes de expresion tardia, la activacion del gen de la prodinorfina induce la
sintesis de dinorfina, que podria participar en la sensibilizacion al dolor mediante la
activacion directa o indirecta de receptores opioids (kappa) y no opioides. También el
aumento en la sintesis de los receptores NK1 y TrkB tiene un papel importante, puesto que
favorecen que persista la sensibilizacién nociceptiva.

Los cambios transcripcionales en las neuronas del ADME se observan también en las FAP,
debido a cambios fenotipicos en el GRD, como la expresion de SP y BDNF en las fibras AR,
que de esta forma contribuyen a la sensibilizacién central.

Por ultimo, las células de glia situadas en el SNC y SNP, desempefian un papel importante
en la sensibilizacion nociceptiva, liberando citoquinas y sustancias excitatorias. Puesto que
las células de glia son objeto de estudio en el presente trabajo, sus principales funciones y
participacién en la sensibilizacion nociceptiva se describe detalladamente el apartado 3 de

la presente itnroduccion.
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3. PAPEL DE LA GLIA EN LA NOCICEPCION
3.1 Las células de glia en el sistema nervioso

En el SNC, el numero de células gliales es muy superior a las neuronas, de tal forma que
por cada neurona existen entre 10 y 50 células de glia, ocupando mas de la mitad del
volumen del cerebro humano. Estas células son de vital importancia durante el desarrollo y
el normal funcionamiento del sistema nervioso adulto.

Durante los ultimos afos, las células de glia han despertado gran interés por su papel en la
transmisién/modulaciéon nociceptiva, ya que participan tanto en el inicio como en la
persistencia 0 mantenimiento de las sefales nociceptivas (Scholz J y Woolf CJ, 2007). Por
este motivo, las células de glia en la ME, concretamente los astrocitos y la microglia, se
consideran hoy dia posibles dianas farmacoldgicas en la prevencion y tratamiento del dolor
cronico en humanos (Milligan ED y Watkins LR, 2009). Las células de glia son muy
versatiles y los estimulos nociceptivos inducen cambios a corto y largo plazo destacando:
cambios morfologicos, alteraciones en la liberacion de mediadores proinflamatorios vy
proalgésicos, variaciones en su capacidad de inducir neurotoxicidad y proliferacion, y

pérdida de la funciéon que modifica la neurotransmision, entre otros.

Las células gliales en el SNC se pueden dividir en dos grandes grupos llamados microglia 'y
macroglia. Los astrocitos (macroglia) y la microglia son los mas importantes en relacion a la
trasmision nociceptiva, y se describen a continuacion puesto que son objeto del presente

estudio.

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes en el SNC; a nivel fisiolégico,
ademas de su funcién de soporte metabdlico de las neuronas, modulan la comunicacion
interneuronal al estar directamente en contacto con los somas neuronales (Haydon PG,
2001). La transmision de las sefiales entre neuronas se produce mediante la liberacion de
neurotransmisores a nivel presinaptico y su unién a receptores neuronales postsinapticos.
Por su parte, las células de glia expresan receptores funcionales para los mismos
neurotransmisores: receptores ionotropicos NMDA y no-NMDA y metabotrépicos para el
glutamato (mGIuR3 y mGIuR5), receptores purinérgicos y receptores para SP (Porter JT y
McCarthy KD, 1997), entre otros. Después de ejercer su accion sobre los receptores
(neuronales y gliales), los neurotrasmisores son eliminados por las células de glia que
actian de scavenger, regulando ademas la concentracién de iones (principalmente K*), y
manteniendo la homeostasis del medio (Araque A y Navarrete M, 2010). La eliminacién de

transmisores de las sinapsis (glutamanto por ejemplo) es una funcién de vital importancia,
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ya que cuando un transmisor liberado por la neurona presinaptica ha actuado sobre su
receptor (postsinaptico), su rapida eliminacion de la hendidura sinaptica previene la
desensibilizacién del receptor, evitando cambios en la transmisién neuronal. Aunque el
glutamato es critico para el normal funcionamiento del SNC, un exceso a nivel extracelular
puede ser perjudicial, ya que induce un flujo continuo de iones de Ca?* a las neuronas,
resultando en una sefalizacion incontrolada y neurotoxicidad. El glutamato es eliminado o
retirado de la hendidura sinaptica por recaptacion y en los astrocitos, los principales
recaptadores de glutamato se denominan EAAT1/GLAST y EAAT2/GLT-1.

La interaccion entre las células de glia y las neuronas es compleja y, en distintas regiones
del sistema nervioso, se ha observado que los astrocitos entran en contacto directo con las
sinapsis formando las sinapsis tripartitas, dispuesta de tal forma que los astrocitos estan
asociados a las neuronas pre- y postsinapticas. En este estado fisioldgico, los astrocitos se
considera que estan en reposo, quiescentes o no-activos/reactivos (Milligan ED y Watkins
LR, 2009).

La microglia esta formada por células inmunes residentes en la ME y en el cerebro. En los
mamiferos, el desarrollo del SNC va acompanado de un aumento en la densidad de la
microglia parenquimal, que alcanza un porcentaje de aproximadamente el 15% de la
poblacién celular total. Estas células son responsables de eliminar el debris y las células
apoptoticas, estando también involucradas en la preservacion y proteccion de las sinapsis
con el fin de mantener circuitos neuronales apropiados. Por su contribucion a la
neuroplasticidad y la sensibilizacion central en condiciones patoldgicas de inflamacion y
lesién nerviosa, la microglia ha sido incluida también como un elemento importante en la
modulacion de la transmision sinaptica, formando las denominadas sinapsis cuatripartitas
(De Leo JA y cols., 2006; Milligan ED y Watkins LR, 2009) (figura 17). En condiciones
fisioldgicas, la microglia tiene una morfologia ramificada caracterizada por un pequefio
cuerpo celular con prolongaciones finas las cuales presentan ramificaciones secundarias; en

este estado la microglia esta en reposo (resting microglia), quiescente o no-activa/reactiva.
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3.2 Activacion de la glia espinal: estados proinflamatorio y antiinflamatorio

Tal como se ha descrito en el apartado 2 de la introduccién, en la ME, la lesion tisular
(inflamatoria, nerviosa), induce la liberacion presinaptica de glutamato y otros transmisores
excitatorios (SP, CGRP) que ademas de activar la neurona postsinaptica e inducir la
transmision de la sefial, provocan cambios fenotipicos en los astrocitos y la microglia que
pasan del estado de ‘reposo’ a ‘activo/reactivo’. La accion de los transmisores sobre las
células gliales del SNC induce respuestas proinflamatorias liberando moléculas de
sefalizacién como son las citoquinas y quimioquinas; como consecuencia, se favorece la
hiperexcitabilidad neuronal y la neurotoxicidad, procesos que forman parte de los fenédmenos
de sensibilizacion central y amplificacién de la sefial en el dolor cronico. Sin embargo, la
activacion glial en el SNC también puede tener consecuencias beneficiosas como son la
liberacion de moléculas antiinflamatorias y la activacion de procesos que conducen al
reestablecimiento del estado inicial y a la proteccion neuronal. La activacion de la microglia y
astrocitos podrian considerarse redundantes, ya que ambos contribuyen a la excitabilidad
neuronal, aunque en algunos casos liberando diferentes isoformas de los distintos
mediadores. Es por ello que describiremos los principales mediadores y sus funciones de
forma conjunta, utilizando el término glia que engloba a ambos tipos celulares

Cuando se evaluan los procesos de activacion de la glia a lo largo del tiempo, diversos
estudios sugieren que la liberacion de mediadores a partir de la microglia activada
participaria en los estados mas tempranos de la respuesta a la lesion tisular (inflamatoria,

neuropatica), mientras que los astrocitos contribuirian a su mantenimiento a largo plazo.
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La activacion de la glia espinal induce hipertrofia celular y cambios morfolégicos. Para
visualizar estos cambios en los astrocitos, el marcador molecular mas utilizado es el GFAP
(Glial Fibrillary Acidic Protein), proteina que forma parte de los filamentos que conforman el
citoesqueleto. Un aumento del marcador GFAP esta asociado con los cambio morfolégicos
que experimentan los astrocitos tras su activacion. La expresion de GFAP esta regulada por
numerosos mecanismos incluyendo la presencia de citoquinas liberadas durante el estimulo
nocivo (Hanani M, 2010). En el caso de la microglia, uno de los principales marcadores es
el Iba-1 (lonized calcium Binding Adaptator molecule 1). Durante la lesion tisular y otros
procesos patolégicos, la microglia en reposo pasa rapidamente a su estado activo,
cambiando su morfologia (ameboide) y aumentando la expresién de Iba-1 (Ohsawa K y
cols., 2004) (figura 18).

A. MICROGLIA Figura 18. Microfotografias
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A continuacion describimos brevemente los pricipales eventos que acontecen tras la

activacion de la glia, detallando los estados proinflamatorio y antiinflamatorio.
Estado proinflamatorio
En su estado proinflamatorio- (figura 19), la activacion de la glia por el efecto de los

transmisores / mediadores excitatorios neuronales, induce la entrada de Ca®" y la activacion

de segundos mensajeros, activando cascadas de sefalizacion intracelular (en la glia), en las
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que participan MAPKs como ERK, p38 o JNK. Todo ello en ultima instancia activara el factor
de transcripcién nuclear NF-kB induciendo la transcripcion y liberacion de factores
proinflamatorios, entre los que se incluyen, PGE, 6xido nitrico (NO), glutamato, ATP y
citoquinas. La comunicacion neurona-glia es muy estrecha y bidireccional, de tal forma que
algunas de las moléculas liberadas por la glia, actuan sobre receptores neuronales vy
viceversa, incrementando en ambos casos (directa o indirectamente), la excitabilidad

neuronal y la sensibilizacion central.
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Figura 19. Activacion glial: Estado proinflamatorio. BDNF: Brain derived neurotrophic factor;
TNFa: Tumor necrosis factor a; IL: NF-kB: Factor de transcripcion; ATP: adenosin trifosfato; p38,
ERK: quinasas activadas por mitégenos P2X,: receptor purinérgico; MMP: metaloproteasa; NO: oxido
nitrico; PGE,: prostaglandina E2; TLR: Toll-like receptor; CCL2: quimioquina; CCR2: receptor
quimioquina; AMPAR, NMDAR: receptores glutamato; HSPs: Heat shock proteins; Glu: glutamato.
(Modificado de Milligan ED y Watkins LR, 2009)

Entre las citoquinas liberadas por la glia se encuentran la IL-18 y el TNF-a, que actuan sobre
receptores especificos presentes tanto en la superficie de las neuronas y como en las
propias células gliales. La union de estos mediadores (citoquinas) a sus receptores
(neuronales y gliales) inicia cascadas de sefializacion que induce la sintesis de sustancias
excitatorias. Por tanto, la liberacion de estas citoquinas tiene un efecto doble: contribuir a la
sensibilizacion central activando directamente las neuronas y mantener la activacién glial
(retroalimentacion positiva). Las citoquinas, aumentan también la expresion y la

conductividad de los receptores AMPA y NMDA en la membrana neuronal, incrementando
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también de esta forma la excitabilidad neuronal y favoreciendo la transmisién sinaptica
(Beattie EC y cols., 2002; Stellwagen D y cols., 2006). En cuanto a la IL-1f3 liberada por la
glia, induce la fosforilacion de la subunidad NR1 del receptor NMDA, favoreciendo la entrada
de Ca®" y aumentando la produccion de NO y PGE,, ambos involucrados en el aumento de
la excitabilidad neuronal en la ME. La D-serina es otra sustancia liberada por las células de
glia, que también favorece la conductividad de los canales NMDA (Petrenko AB y cols.,
2003), por lo que se considera un co-agonista del NMDA; la producen sobre todo los
astrocitos que transforman L- en D-serina, capaz de unirse al receptor NMDA en el lugar de
union de la glicina. En el caso del TNF-a y las metaloproteasas (MMP) liberadas por la
microglia (MMP9) y los astrocitos (MMP2), se ha descrito que inducen el paso de pro-IL-13 a
IL-1B. A su vez el TNF-a y la IL-13, también activan la p38 y el NF-kB lo que incrementa
aun mas la sintesis de citoquinas contribuyendo manera aparentemente redundante a la
activacion glial y neuronal (Svensson Cl y cols., 2005; Kawasaki Y y cols., 2008; Milligan ED
y Watkins LR, 2009) (figura 19).

También se ha descrito un incremento de Ca?* intracelular y la activacion de p38, después
de la unioén del ATP (de origen neuronal o glial) a receptores purinérgicos P2X, situados en
la superficie de la microglia. La activacion de este receptor induce liberacion de mas ATP y
BDNF; en las neuronas espinales, estas sustancias cambian las corrientes de
despolarizacion activadas por el GABA (neurotransmisor inhibitorio), que pasa a ser
excitatorio, favoreciendo la excitacion de las neuronas espinales (Coull JA y cols., 2005). El
ATP liberado por la glia, interacciona también con receptores purinérgicos postsinapticos
induciendo un aumento del Ca®" intracelular en la neurona, que promueve la insercion de
mas receptores AMPA en la membrana neuronal y favorece también la transmisién sinaptica
(Gordon GRJ y cols., 2005).

Las quimioquinas liberadas por las neuronas, al actuar sobre sus receptores gliales,
contribuyen también al mantenimiento de la activacion glial, y la sensibilizacion central
durante el dolor neuropatico. Asi, la CCL2 y su receptor CCR2 que no se expresan en
condiciones fisiolégicas, aparecen en el GRD y en neuronas del ADME tras una lesion
nerviosa periférica (Zhang J y De Koninck Y, 2006); esta expresion va acompafnada de la
activacion de los astrocitos y la microglia. Es interesante mencionar que en el modelo de
ligadura del ciatico, la activacion de la microglia circundante a las neuronas que expresan
CCL2 tiene un pico a los 14 dias post-lesién, que coincide con la aparicion del dolor
neuropatico; sin embargo, los astrocitos circundantes se mantienen activados hasta 150
dias, periodo que podria corresponder a la fase tardia/crénica del dolor neuropatico (Zhang
J y De Koninck, 2006). Asi este y otros estudios sugieren que los astrocitos podrian estar

implicados en el desarrollo de dolor persistente.
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La fractalina (CX3CL1) es otra quimioquina que también podria estar involucrada en el
mantenimiento del dolor crénico; liberada por las neuronas, se une a un unico receptor
(CX3CR1) expresado principalmente en microglia. Como consecuencia, se produce la
liberacion de quimioquinas proinflamatorias (IL-13, IL-6); en modelos animales de
nocicepcion, la administracion de fractalina exdégena produce efecto similares sobre la
activacion de la microglia (Milligan ED y cols., 2005) (figura 19).

En importante mencionar, que las celulas de glia expresan en su membrana foll-like
receptors (TLRs) que tienen un papel relevante en la activacion glial y el inicio /
mantenimiento del dolor patolégico. Son glicoproteinas transmembrana que reconocen
patrones nocivos (patégenos) moleculares conservados (PAMPs, pathogen associated
molecular patterns), presentes en bacterias, virus, levaduras, hongos o parasitos (Medzhitov
R, 2001). Existen varias isformas de los TLRs y hasta el momento se han descrito 13 en
roedores y 11 en humanos; las que podrian estar involucradas en el dolor patolégico son los
TLR2 y TLR4 (en la microglia) y TLR3 y TLR4 (astrocitos) (Obata K y cols., 2008). Las
moléculas enddgenas liberadas de tejidos y células danadas/activadas activan los TLRs
como sefal de peligro ante la lesién. El reconocimiento por los TLRs de patrones
moleculares enddgenos asociados a una lesion (DAMPs, damage-associated molecular
patterns), activa vias de sefializacion intracelular, que inducen la transcripcion de genes
relacionados con la reparacion tisular y con respuestas inflamatorias autoinmunes (Lee H'y
cols., 2013). Entre las principales proteinas enddgenas liberadas durante la lesion tisular
capaces de activar los TLRs encontramos las heat shock proteins (HSP), el fibrinégeno y la
fibronectina (Vabulas RM y cols., 2001; Smiley ST y cols., 2001; Okamura Y y cols., 2001).
Las HSP, son chaperonas expresadas constitutivamente, involucradas en el pliegue vy
conformacion de las proteinas; se sobreexpresan en presencia de dafio o estrés celular
(inflamacion, lesién nerviosa), para mantener la conformacion de las proteinas, vy sirven
ademas de ligandos endogeno de los TLRs gliales, promoviendo la liberacion adicional de
sustancias proinflamatorias (Van Noort JM y cols., 2008). El fibrindgeno, es una proteina
soluble de sangre implicada en la adhesiéon de células inmunes y la facilitacion de la
respuesta quimiotactica durante el proceso inflamatorio; también es reconocida como DAMP
por los TLRs de superficie de la glia. Por su parte la fibronectina se considera el ligando
enddgeno de los receptor TLR4 que se expresan sobre todo en la microglia (Nasu-Tada Ky
cols., 2006). La relevancia de estos receptores en el dolor patoldgico se puso de manifiesto
al observar que su bloqueo con antagonistas del receptor TLR4 (LPS modificado
geneticamente a partir de cepas mutadas de Escherichia coli y Rhodobacter sphaeroides),
desaparecia parcialmente el dolor neuropatico inducido por la ligadura del nervio ciatico en

la rata (Hutchinson MR y cols., 2008). Asimismo, también se demostré que los antagonistas
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de los receptores opioides naloxona y naltrexona también bloqueaban la sefial a través de

los receptores TLR4 de forma no- estereoselectiva (Hutchinson MR y cols., 2008).

La lesion tisular (inflamatoria, nerviosa), ademas de la liberacion de citoquinas /
quimioquinas y la activacion de TLR, induce otros cambios que facilitan la excitacion
neuronal y contribuyen al aumento de la transmision nociceptiva. El mas importante esta en
relacién a la disminucion y/o desregulacion de los recaptadores astrocitarios de glutamato
(GLT1 y GLAST), que se produce tras la exposicion prolongada a niveles elevados del
transmisor; se entraria entonces en un circulo vicioso ya que si el glutamato no se elimina de
la sinapsis se favorece la transmision excitatoria y la citotoxicidad (Sung B y cols., 2003).
Otro cambio esta en relacion al aumento en la expresién de las proteinas de unién entre los
astrocitos (gap junctions), que sirven de puente de comunicacion entre ellos. Cuando se
activan los astrocitos aumenta la liberacién de Ca®', que se propaga a través de estas
proteinas a los astrocitos proximos provocando su activacion y ampliando la excitabilidad a

otras regiones distales del origen.

Estado antiinflamatorio

La glia activada durante los procesos patologicos, puede presentar un estado anti-
inflamatorio y acciones neuroprotectoras (figura 20), sustentados por la liberacion de ciertas
citoquinas, la activacion de receptores de membrana y sus funciones de scavenger
(eliminacién de neuronas muertas y restos celulares, etc) funciones que comportan también

un efecto neuroprotector (Milligan ED y Watkins LR, 2009).

La estimulacion de los receptores TLR4 por los DAMPs también induce la liberacidon de
citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y la IL-4 (Olson JK y Miller SD, 2004), que
actuarian bloqueando el NF-kB y la sintesis de citoquinas proinflamatorias. Es interesante
mencionar que el NF-kB también se bloquea por la activacion de los receptores
canabinoides (CB1 y CB2) expresados en la microglia y astrocitos. EI CB1 se expresa
constitutivamente en la microglia, mientras que el CB2 se induce como respuesta a la
activacion de la microglia (Stella N, 2010 y 2011). En modelos de dolor crénico (inflamatorio,
neuropatico), aumenta la expresion de los receptores CBs en la glia, especialmente el CB2
(Bisogno T y Di Marzo V, 2010), aumentando también los niveles de sus agonistas
enddégenos anandamida (AEA) y 2-araquidoil-glicerol (2-AG) (Franklin A y cols., 2003). La
activacion de estos receptores tienen como consecuencia (entre otras), la supresion de la
activacion del NF-kB (Ribeiro R y cols., 2013). Todo ello, induce una disminucion de la
transcripcion de genes que codifican proteinas proinflamatorias (citoquinas, quimioquinas,

NO) favoreciendo el estado antiinflamatorio. Ademas, la activacion de los receptores CB1
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presentes en la neurona presinaptica reduce la liberacion de neurotransmisores y como
consecuencia la excitotoxicidad postsinaptica (Marsicano G y cols., 2003).

Los receptores purinérgicos P2RX; presentes en la microglia, se activan por el ATP que
también puede ser neuroprotector; su activacion conduce a la liberacion de TNFa, que
protege a las neuronas de la toxicidad debida al exceso de glutamato, disminuyendo asi la
muerte celular (Suzuki T y cols., 2004). Curiosamente, la activacion por ATP de los
receptores purinérgicos P2RX,, también induce liberacion de TNFa pero en este caso
contribuye al mantenimiento del dolor neuropatico. Asi la misma molécula (ATP),
interaccionando con distintos receptores, puede ejercer tanto efectos anti- como
proinflamatorios mediante la liberacion del mismo mediador (TNFa) (Inoue K, 2006). Estos
estudios sugieren que el tipo de estimulo que induce la activacion de la microglia es
primordial para el resultado neto de los efectos observados sobre en las células contiguas
(figura 19).

Neurona postsinaptica
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Figura 20. Activacién glial: Estado antiinflamatorio. P2RX7: receptor purinérgico; IL: interleuquina;
CB: receptor cannabinoide; CCL2: quimioquina; TNF-aa: tumor necrosis factor a; AMPAR, NMDAR:
receptores glutamato; GLT1/GLAST: recaptadores glutamato; NF-kB: Factor de transcripcion
(Modificado de Milligan ED y Watkins LR, 2009).

La mayoria de las acciones antiinflamatorias que realizan las células de glia activadas, se
producen debido a la disminucion de la liberacion de mediadores proinflamatorios; esta

disminucién, a su vez, permitira a los transportadores de glutamato GLT1 y GLAST

40



|.Introduccion

recuperar su funcién, contribuyendo asi a la disminucién de la neurotoxicidad por glutamato
(Sung B y cols., 2003).

Por ultimo, las células gliales al activarse, ejercen su funcién de scavenger, es decir,
reducen la degeneracion del tejido mediante eliminacién de las neuronas muertas y restos
celulares. Esta funcion fagocitica de la glia comporta también un efecto neuroprotector
(Milligan ED y Watkins LR, 2009).

A modo de resumen, la glia espinal (astrocitos y microglia) juega un papel importante en el,
desarrollo y mantenimiento del dolor crénico, donde la liberacion de mediadores
inflamatorios gliales, contribuyen a la sensibilizacién central y plasticidad neuronal. Sin
embargo, la activacion de la glia también contribuye a la resolucion del proceso patologico
mediante la liberacion de mediadores antiinflamatorios, sus funciones de scavenger y el
fomento de la supervivencia neuronal, ejerciendo asi una funcién beneficiosa. Todo ello
sugiere que, quizas, la inhibicion de la activacion glial no seria el tratamiento adecuado para
evitar el desarrollo de dolor crénico, sino que, lo que podria ser efectivo seria la inhibicion de
los sistemas proinflamatorios y el aumento de los antiinflamatorios (bloqueo citoquinas

proinflamatorias (IL1-B) + agonistas CB, por ejemplo) (Milligan ED y Watkins LR, 2009).
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4. DOLOR POSTOPERATORIO AGUDO Y CRONICO
4.1 Transicion del dolor agudo postoperatorio a crénico

El dolor agudo postoperatorio (DAP) es un problema clinico importante (Brennan TJ, 2011),
puesto que aproximadamente un 60% de pacientes intervenidos quirirgicamente presentan
dolor moderado-severo a pesar de recibir tratamiento analgésico (Wu CL y Raja SN, 2011);
ademas el dolor postoperatorio puede convertirse en crénico en un elevado porcentaje de
pacientes (15-60%) (Lavand’homme P, 2011).

El DAP aparece inmediatamente tras la cirugia, es de caracter nociceptivo y responde bien a
los analgésicos convencionales (opioides, antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) vy
analgésicos/antipiréticos). A pesar de que la mayoria de los pacientes tras la cicatrizacion de
la herida vuelven a su vida normal, algunos desarrollan dolor crénico postquirurgico (DCPQ),
que se define como aquel dolor que persiste varios meses tras la cirugia y que no esta
relacionado con otras causas tales como recurrencia tumoral, infeccion cronica o
persistencia de la patologia inicial. Existen discrepancias respecto al marco temporal que
define el DCPQ y actualmente se acepta que el dolor tiene que persistir al menos 3-6 meses
después de la intervencién (Vandenkerkhof EG y cols., 2013). Por lo general, el DCPQ es de
intensidad leve-moderada aunque en algunos casos puede llegar a ser incapacitante
provocando una disminucion de la calidad de vida del paciente y un coste social y sanitario
elevados.

Se han propuesto diversos factores que podrian correlacionar con la frecuencia de aparicion
del DAP, su intensidad y/o el consumo de analgésicos. Entre ellos encontramos factores
demograficos y factores pre-, intra- y postoperatorios. Entre los factores demogréficos, la
edad correlaciona negativamente con el consumo de analgésicos (Aubrum F y cols., 2003) y
con la intensidad del DAP (Gagliese | y cols., 2008). Esta correlacion negativa, sugiere que
los jovenes son los que padecerian un DAP mas intenso asi como necesitarian mas
tratamiento analgésico. En cuanto al género, diversos estudios clinicos muestran que las
mujeres presentan una mayor sensibilidad al dolor, con una mayor intensidad de DAP
comparado con los hombres (Fillingim RB y cols., 2009). El exceso de peso, o un elevado
indice de masa corporal (IMC), también seria un factor de riesgo a sufrir un DAP intenso
(Auffinger B y cols., 2013). En el preoperatorio, se han identificado factores psicolégicos de
riesgo como la ansiedad, otros transtornos psicolégics y la capacidad para afrontar el dolor;
todos ellos correlacionan positivamente con la intensidad del DAP y el consumo
postoperatorio de analgésicos. La ansiedad, el estado de animo, el afecto u otros rasgos
tales como la hostilidad o tendencia neurdtica (Wu CL y Raja SN, 2011) también

correlacionan con la intensidad del DAP y el consumo de analgésicos. El dolor presente
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antes de la cirugia (Rudin A y cols., 2008), la percepcion (de la magnitud por ejemplo) del
dolor o la analgesia (Pan PH y cols., 2006) o los umbrales del dolor del individuo (Hsu YW y
cols., 2005) también se han descrito como factores que predisponen a padecer un DAP
intenso y consumir mas analgésicos tras la cirugia. El tipo de cirugia (Ip HYV y cols., 2009),
la administracion intraoperatoria de opioides (Joly V y cols., 2005), las intervenciones que
implican procesos cancerosos (Chang KY vy cols., 2006) o cirugias de larga duracion
(Gagliese L y cols., 2008) aumentan el riesgo de DAP y de un mayor consumo de
analgésicos. Por ultimo, tras la cirugia, la administracién de dosis altas de opioides en el
postoperatorio pueden conducir también a un incremento de la intensidad del DAP (Chu LF
y cols., 2008).

A modo de resumen, entre todos los parametros descritos, la presencia de dolor antes de la
cirugia, la ansiedad y otros problemas psicologicos, la edad y la administracién de opioides,

podrian considerarse las variables mejor caracterizadas como predictivas del DAP.

Los factores predictivos para la aparicion de DCPQ coinciden en algunos casos con los
descritos anteriormente para el DAP, mientras que otros estan relacionados con la
intensidad del dolor postoperatorio. Factores demograficos, tales como edad y sexo han
podrian predisponer al desarrollo de DCPQ. En el caso de la edad ha habido mas
controversia y se han visto diferencias segun la cirugia, sin embargo, estudios recientes
apuntan a la juventud como factor de riesgo (Gjeilo KH y cols., 2014; Bruce J y cols., 2014).

En cuanto al género, las mujeres tienen mas predisposicion a sufrir DAP y por consiguiente,
a la aparicion de DCPQ (Katz J y cols., 2005). En la figura 21 mostramos un resumen de los
principales factores que se asocian al desarrollo del DCPQ; en el preoperatorio encontramos
los factores psicoldgicos y/o ambientales (ansiedad, catastrofismo, depresion (Peters ML y
cols., 2007). La predisposicion genética y la actividad de los sistemas enddégenos
moduladores descendentes (inhibidores y facilitadores) también podrian predisponer a la
transformacion de dolor agudo en crénico (Devor M y cols., 2004). Otros factores incluyen: la
presencia de otras patologias, el dolor crénico preoperatorio en la zona de la cirugia y la
administracion crénica de opioides (Gerbershagen HJ y cols., 2009). Durante la cirugia, la
lesién nerviosa (Perkins FM y Kehlet H, 2000), la isquemia tisular o el tipo de cirugia y
anestesia también se han postulado como factores de riesgo, aunque su relevancia es
controvertida. En el postoperatorio, el tamafio (cm?) del area de hiperalgesia/alodinia que
aparece alrededor de la herida quirdrgica (hiperalgesia secundaria), correlaciona con la
aparicion de DCPQ (Eisenach JC, 2006; Martinez V y cols., 2012). De hecho, la duracién e
intensidad del DAP, se ha propuesto como un factor clave en el desarrollo de DCPQ. En el

postoperatorio, la quimioterapia, radioterapia, una segunda cirugia en la misma regién
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(Cabanero D y cols., 2009) o factores psicosociales (estados animicos, capacidad de

afrontar el dolor) pueden favorecer al desarrollo de DCPQ.
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Figura 21. Factores de riesgo asociados al desarrollo de DCPQ.
(Modificado de Wu CL y Raja SN, 2011).

Como ya se ha mencionado, los factores de riesgo a sufrir DAP o DCPQ, coinciden en la
mayoria de casos. En la actualidad el tratamiento farmacoldégico del DAP se basa en
protocolos de analgesia multimodal, cuyas principales caracteristicas se describen en el
Apartado 5; la correcta asociacion de farmacos analgésicos, antihiperalgésicos y bloqueos
nerviosos, consigue en muchos casos el adecuado control del DAP. Para la prevencion del
dolor crénico postquirdrgico, las actuaciones clinicas actuales incorporan a los protocolos de
NMDA (ketamina, KET),

anticonvulsivantes (gabapentina GBP, o pregabalina PGB), agonistas alfa-2 adrenérgicos

analgesia multimodal, antagonistas de los receptores

(clonidina), anestésicos locales endovenosos (lidocaina) o antidepresivos, entre otros
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(figura 22). La mayoria de estos farmacos son antihiperalgésicos, y cuando se asocian a
farmacos analgésicos (AINEs, opioides, etc) consiguen reducir la sensibilizacion periférica y

central, y prevenir al menos en parte, la aparicion de DCPQ.

gabapentina . .
pregabalina AL Figura 22. Lugar de accién de los
. - farmacos que disminuyen la
. = Clonidina
modulacion =z&fal aferente . ) I .. B . .
descendente ;‘FN“E?'”E (M} ' sensibilizacién nociceptiva periférica y
L central en distintos modelos.
clonidina
antidepresivos % AL: anestésico local; |V: intravenoso;
‘. - AINEs: antiinflamatorio no esteroideo
inflamacion
Modulacion Modifi
ihilizacid odificado de Deumens R y cols., 2013
sensibilizacion interneurcnal /(AINEE ( y )
AL
Ketamina

En la Tabla 1 mostramos las familias de farmacos que han sido utilizados en humanos, en el
tratamiento del DAP y la prevencion del DCPQ. Entre ellos el que los gabapentinoides y la
ketamina son los unicos para los que se dispone de evidencia suficiente para justificar su
uso (Chaparro LE y cols., 2013; Clarke H y cols., 2012).

Sobre la base de su mecanismos de accién y su utilizacion clinica, en el presente trabajo
hemos investigado en un modelo animal de dolor incisional, el efecto de la ketamina, la
gabapentina, la minociclina, el dexketoprofeno, el tramadol, el midazolam y el A-836339
(agonista CB2) como posibles candidatos para prevenir la hiperalgesia postoperatoria
(HPO), la sensibilizacion latente al dolor (SLD, como manifestacion de la apariciéon de
DCPQ), y la activacion de la glia espinal (astrocitos y microglia). La descripcion detallada de
las principales caracteristicas de estos farmacos y su utiizacion en la prevencion de la

hiperalgesia postoperatoria / DAP y el dolor DCPQ se describen en el apartado 5.
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Disminucion de la ..
Prevencion del

FARMACO intensidad del
DCPQ
DAP

+ +

KETAMINA
Laskowski K y cols., 2011 Chaparro LE y cols., 2013
+
= o s
GABAPENTINOIDES MacCormick Z y cols., 2014

Clarke H y cols., 2012

Imani F y Rahimzadeh P 2012
Schmidt PC y cols., 2013

YulLycols., 2013

] +
INHIBIDORES GLIA ?
Martinez V y cols., 2013
+
AINEs ?
De Oliveira Jr GS y cols., 2012
+
TRAMADOL ?
Stamer UM y cols., 2003
+

Blake DR y cols., 2006 ; Ashton JC

?
CANNABINOIDES y Milligan ED, 2008; Langford RM y :

cols., 2013; Ostenfeld T y cols.,

2011
ANSIOLITICOS
Gupta R y cols., 2012 Frélich MA y cols., 2013

Tabla 1. Efecto analgésico / antihiperalgésico en humanos de los farmacos utilizados en

el presente estudio. DAP: dolor agudo postoperatorio; DCPQ: dolor crénico postquirurgico

(DCPQ). + = efecto demostrado; * = resultados no concluyentes; ?= no hay evidencia

4.2 Dolor postincisional

Se ha postulado que la incision quirdrgica induce un dolor caracteristico (intenso,
persistente), distinto al inducido por otros tipos de lesién periférica, por lo que su que su
tratamiento es especialmente dificil. El desarrollo de modelos animales de dolor
postoperatorio, que aproximadamente reproducen las condiciones clinicas en humanos, ha
sido de gran importancia y utilidad para el estudio de los mecanismos implicados en el dolor
postincisional. En 1996, Brennan TJ y colaboradores, describieron un modelo de dolor
postoperatorio en rata, que ha permitido investigar la hipersensibilidad nociceptiva,

reproduciendo la hiperalgesia / alodinia que aparece en los pacientes en zonas adyacentes
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a la lesion quirurgica. En el modelo de Brennan se observa una disminucion de los umbrales
nociceptivos en la zona situada aproximadamente a 10mm de la herida quirdrgica, que
corresponde al area de hiperalgesia secundaria. El modelo ha resultado muy util para
investigar la HPO y nuestro grupo puso en funcionamiento (validé) el mismo modelo en el
ratén, lo que reduce los costes vy facilita algunos aspectos de la experimentacion conductual
(Célérier E y cols., 2006).

En cuanto al modelo, es importante mencionar que la incisién plantar no induce fenémenos
espontaneos de comportamiento nociceptivo tales como licking (lamido), biting (morderse)
y/o flinching (encoger la pata), caracteristicos de la respuesta nociceptiva después de la
inyeccion subplantar de un irritante quimico como la formalina. El hecho de que no se
observen las respuestas caracteristicas de dolor espontaneo tras la incision quirurgica, es
posible que esté en relacion con las caracteristicas de activacion de las distintas fibras
nociceptivas aferentes primarias. Asi, las descargas espontaneas de las fibras Ad y C que
se registran tras la cirugia podrian contribuir al dolor espontaneo (no evocado) tras la
incision. Estas descargas tienen una frecuencia de aproximadamente 15 Hz (Pogatzki EM y
cols., 2002) que es inferior a la inducida por la inyeccion plantar de formalina, que induce un
comportamiento nociceptivo espontaneo caracterizado por licking, biting y flinching (McCall
WD vy cols., 1996). Tras la incisién, una técnica propuesta para cuantificar el dolor
espontaneo seria registrando el peso que aplica el animal al apoyarse sobre cada una de las
patas (weight bearing) después de la cirugia; ya que, debido a la cirugia, el animal aplica
menos peso sobre la extremidad operada durante los primeros dias del postoperatorio,
permitiendo cuantificar el dolor.

Es posible que el dolor inducido por una inflamacién, una lesiéon nerviosa o otros tipo de
lesion tisular se produzca por distintos mecanismos (Pogatzki EM y cols., 2002; Honore P y
cols., 2000; Obata H y cols., 2004). Después de una incision (lesion tisular) las fibras Ad y C
se sensibilizan (nociceptores periféricos) y una cierta poblacion de mecano-nociceptores
silentes se convierte en fibras activas, que podria participar en el mantenimiento de la
hiperalgesia postincisional (Pogatzki EM y cols, 2002). El registro de los potenciales de
accion del ADME muestra que las neuronas de WDR se sensibilizaban tras la incision y
participan también en la disminucién de los umbrales nociceptivos observados en los
estudios de comportamiento. A diferencia del dolor inducido por lesién nerviosa, la
sensibilizacién inicial de las neuronas del asta dorsal se mantiene por excitacién de las
fibras aferentes primarias (sensibilizacion periférica) (Pogatzki EM y cols., 2002). Este hecho
se corroboré mediante la infiltracidon de la incision con un anestésico local (AL) que bloqued
la hiperalgesia secundaria (sensibilizacion central) y la activacién de las neuronas del
ADME. Tras la desaparicion del efecto del AL, en el modelo de dolor postincisional se

iniciaban de nuevo las sefales aferentes que mantenian la hipersensibilidad (Pogatzki EM y
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cols., 2002), mientras que en otros tipos de dolor (neuropatico, inflamatorio) se prevenia o
atenuaba (Coderre TJ y cols., 1990) la hipersensibilidad gracias al bloqueo temprano de la
sensibilizacién central. El estudio muestra por tanto que tras la incision, la duracion y la
amplitud de la activacién de las neuronas del ADME eran dependientes de la actividad de
las fibras periféricas, mientras que en otros modelos esta activacion de la excitabilidad
espinal es menos dependiente de las sefales aferentes en curso (Pogatzki EM y cols.,
2002).

También se han investigado los farmacos analgésicos / antihiperalgésicos que son mas
eficaces en el dolor postoperatorio, comparado su eficacia con la observada en el
tratamiento de otros tipos de dolor. Esta hipdtesis se basa en las diferencias en la expresion
de receptores y enzimas en el dolor postincisional, que podrian ser la base para establecer
dianas farmacologicas especificas para el DAP. Un ejemplo es la expresion de las COX en
la ME; en el dolor inflamatorio inducido por la administracion intraplantar de adyuvante de
Freund (CFA, Complete Freund’s Adjuvant) aparece hiperalgesia térmica y mecanica con un
aumento del RNAm de la COX-2 (Hay CH y cols., 1997) y de la proteina (Samad TA y cols.,
2001). En cambio, la incisién plantar induce un gran incremento en la expresion de COX-1
en el ADME; ademas, la administracion (intratecal) preoperatoria de un inhibidor especifico
de COX-1, pero no de la COX-2, disminuye significativamente la hiperalgesia postoperatoria
(Zhu X'y cols., 2005). Otros estudios muestran también diferencias relevantes entre el dolor
postoperatorio y el neuropatico. En el modelo de la ligadura del ciadtico en la rata, la
administracion de un modulador alostérico (T62) del receptor de la adenosina que favorece
la unién de la adenosina al receptor A1, reduce la hipersensibilidad mecanica y este efecto
se bloquea totalmente mediante la administracién de antagonistas de los receptores a,
adrenérgicos. Por el contrario, después de una incision plantar la administraciéon de T62,
disminuyd la hipersensibilidad mecanica pero el efecto no se modificd por la administracion
de un antagonista adrenérgico a,, sugiriendo que en este modelo participaban mecanismos

no adrenérgicos (Obata H y cols., 2004).

Tal como hemos mencionado anteriormente, en el presente proyecto, hemos utilizado el
modelo de dolor postquirirgico descrito en la rata (Brennan TJ y cols., 1996), y adaptado al
ratdbn en nuestro laboratorio (Célérier E y cols., 2006), para investigar la prevencién
farmacoldgica de la sensibilizacion nociceptiva postoperatoria (HPO inducida durante el

periodo de DAP), la SLD y su posible relaciéon con la activacion de la glia espinal.

En el ratdn, la lesion quirurgica induce una reaccion inflamatoria local acompafada de dolor
y sensibilizacién nociceptiva manifestada por hiperalgesia (térmica, mecanica) y alodinia

(mecanica) con una duracién aproximada de 4-7 dias (Campillo A y cols., 2010). Ademas,
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nuestro grupo ha caracterizado la SLD o vulnerabilidad al dolor tras la cirugia (Campillo A 'y
cols., 2011). Hemos podido demostrar que una vez cicatrizada la herida quirurgica y la
sensibilidad nociceptiva ha recuperado los umbrales basales, la aplicacién de un segundo
estimulo sobre la misma pata induce de nuevo hiperalgesia; este fendbmeno pone en
evidencia cambios plasticos latentes a nivel del SNC y SNP que podrian constituir la base
para el desarrollo de DCPQ en individuos predispuestos. Asi, pudimos comprobar que una
segunda cirugia (en la misma pata y condiciones experimentales) induce una hiperalgesia
postoperatoria de mayor magnitud y duracion que la primera intervencion (Cabafiero D y
cols., 2009). Respuestas similares se obtienen tras la aplicacion de estimulos no
nociceptivos como son el estrés por inmovilizacién, la aplicacion de luz intensa o la
administracion de antagonistas opioides (naloxona, nor-BNI), que inducen la reaparicion de
la hipersensibilidad al dolor (Campillo A y cols., 2011; Romero A y cols., 2011). Estos
hallazgos fueron corroborados mediante estudios de imagen utilizando mPET (positron
emision tomography) en ratas con una incisién plantar a las que se administré naloxona 21
dias después de la intervencion. Mediante cambios en el metabolismo cerebral de la glucosa
("®*F-FDG), pudimos demostrar que la hiperalgesia inducida por la naloxona iba acompafiada
de cambios significativos en la captacién de glucosa en las areas del cerebro relacionadas
con el procesamiento de la informacion nociceptiva (pain matrix) (Romero A y cols., 2011).
Algunos de los cambios observados en las diferentes areas cerebrales, son similares a los
descritos en humanos en etapas tempranas del postoperatorio (Pogatzki-Zhan EM vy cols.,

2010), hecho que ratifica la buena translacién de nuestro modelo animal a los humanos.

Aunque los mecanismos implicados en la SLD son multiples y complejos, el fendmeno
podria ser explicado de forma simple de acuerdo al esquema que se muestra en la figura 23
postulado tras la administracién de opioides (HIO, Célerier E y cols, 2001) y adoptado como
hipotesis en nuestro modelo de dolor postoperatorio por las similitudes entre la hiperalgesia
inducida por opioides y la incisién (Campillo A y cols., 2011). En ausencia de lesion existe un
equilibrio estable de los sistemas antinociceptivos (a) y pronociceptivos (b). La lesion tisular
inducida por la incision altera el equilibrio de tal forma que se sensibilizan los sistemas
pronociceptivos, apareciendo hipersensibilidad a estimulos térmicos y mecanicos. El
organismo inicia entonces procesos de compensacion de los sistemas antinociceptivos
hasta que se alcanza un nuevo equilibrio a un nivel mas elevado (SLD). Este hecho
explicaria al menos en parte, la aparicién de hiperalgesia después de la administracién de
antagonistas opioides, que bloquean los sistemas antinociceptivos enddgenos, favoreciendo

la aparicion de hiperalgesia.
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La hiperalgesia postoperatoria, ademas, estd acompafnada de la activacién glial tanto en el
ganglio de la raiz dorsal (macréfagos y células satélite) como en médula espinal (microglia
y astrocitos) (Romero A y cols., 2013). La inmunoreactividad de estas células se
corresponde aproximadamente al periodo de HPO hecho que sugiere la posible asociacion
entre ambos fendmenos e implicacion de estas células en la sensibilidad observada. Tras la
completa recuperacion la administracion de naloxona indujo reactivaciéon de las células
satélite y su homologo en médula espinal, astrocitos, pero no macréfagos ni microglia; estos
estudios sugirieron una posible implicacion de células satélite y astrocitos en los cambios
que conducen a la SLD (Romero A y cols., 2013). Sobre esta base, en el presente estudio
queda justificada la evaluacion del efecto de los diferentes tratamientos sobre estas células
por la posible relevancia de los cambios que se producen en ellas y que contribuirian al
desarrollo de HPO y SLD.
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5. FARMACOLOGIA DEL DOLOR POSTOPERATORIO

En este apartado describiremos las principales caracteristicas de los farmacos utilizados en
el tratamiento del dolor postoperatorio en humanos, prestando especial atencion a los
farmacos que han sido objeto de estudio en el presente trabajo. Tal como hemos descrito, la
lesion quirdrgica, induce dolor espontaneo acompafiado de hiperalgesia y alodinia. Los
cambios plasticos que aparecen durante los procesos de sensibilizacion se reflejan en la
SLD, que constituye la base para la aparicion de DCPQ); el papel de la glia en los cambios
plasticos y su prevencibn mediante la administracion de farmacos analgésicos /
antihiperalgésicos son los principales objetivos del presente trabajo.

En la clinica humana, se utilizan farmacos analgésicos y/o antihiperalgésicos para tratar el
dolor postoperatorio y/o prevenir la aparicion de DCPQ. En la actualidad, existen diversas
familias de farmacos utilizados en terapéutica bien individualmente o asociados en la
denominada analgesia multimodal (Kehlet H y Wilmore DW, 2002). No se dispone de una
clasificacion sencilla para estos farmacos y en el presente trabajo la hemos abordado desde
un punto vista predominantemente practico, es decir, sobre la base del efecto principal que
producen fras su administracion clinica. De esta forma, disponemos de farmacos
predominantemente analgésicos (opioides), farmacos antihiperalgésicos (corticosteroides) y
aquellos de accién mixta analgésica/antihiperalgésica como es el caso de los AINEs. Los
analgésicos se caracterizan por aumentar los umbrales de nocicepcién en condiciones
fisiolégicas y un ejemplo de este grupo seria los opioides que, paraddjicamente, inducen
también hiperalgesia tras su administracion aguda (Célérier E y cols., 2006; Cabafiero D y
cols., 2009) y crénica (Angst MS y Clark D, 2006; Chu LF y cols., 2008). Los farmacos
antihiperalgésicos Unicamente son eficaces en presencia de hiperalgesia ya que retornan los
umbrales nociceptivos a los valores basales (figura 24). Por ultimo, muchos farmacos
eficaces en el tratamiento del dolor poseen efectos analgésicos/antihiperalgésicos y se
utilizan cuando existe sensibilizacién nociceptiva, como en el dolor postoperatorio, el dolor
neuropatico o en presencia de inflamacion. Los antihiperalgésicos se denominan en algunos
casos adyuvantes, puesto que con frecuencia se asocian a otros farmacos analgésicos y/o

antihiperalgésicos.
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£ Figura 24. Farmacos
Umbrales Analgésicos analgésicos y
nociceplivos antihiperalgésicos.
normales
Umbrales Hiperalgesia Antihiperalgésicos
nociceptivos
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A continuacion revisaremos brevemente las principales caracteristicas de los farmacos

utilizados en el presente proyecto y sus posibles acciones sobre la glia.

5.1 Antiinflamatorios no estereoidales (AINEs). Dexketoprofeno

Los antiinflamatorios no esteroidales son un grupo heterogéneo de farmacos que poseen
efectos analgésicos / antihiperalgésicos, antitérmicos y antiinflamatorios; los diferentes
compuestos comparten acciones beneficiosas e indeseadas asociadas a su consumo. El
compuesto de referencia es el acido acetilsalicilico (AAS, aspirina) extraido inicialmente de
la corteza del sauce. A mitad del siglo XVIII se describié el efecto antipirético de esta
corteza, y posteriormente, se aislo el principio activo que fue llamado salicina; a finales del
siglo XIX, un quimico aleman llamado Felix Hoffman, obtuvo el AAS a partir de la salicilina,
mejorando la eficacia del compuesto. El resto de AINEs aparecen en la segunda mitad del
siglo XX.

En cuanto a su mecanismo de accion, los AINEs, producen sus efectos farmacoldgicos
(beneficiosos e indeseables) inhibiendo la sintesis de PGs; sin embargo, no inhiben otros
mediadores inflamatorios como los leucotrienos. En presencia de estrés o lesion celular, la
PLA, citosdlica, libera AA de la membrana celular que es metabolizado por las COXs para
sintetizar PGs. Existen dos isoformas de la COXs: la COX-1 es constitutiva y esta presente
en la gran mayoria de células y tejidos, mientras que la COX-2 se induce durante la lesion
tisular en presencia de mediadores inflamatorios tales como las citoquinas (Sawdy R y cols.,
1997). La COX-2 también se expresa constitutivamente en algunos tejidos como el rifidn o el
cerebro (Breder CD y cols., 1995). Ademas de estas dos COXs, se han descrito otras como
la ‘COX-3’, que es un producto de una variante en la traduccién de la proteina del gen de la
COX-1, y podria participar en los efectos analgésicos de los AINEs y el paracetamol
(analgésico/antipirético) (Chandrasekharn NV y cols., 2002). Sin embargo, el papel de esta
ciclooxigenasa es controvertido, e incluso algunos autores postulan, que la ‘COX 3’ no se

puede considerar una tercera isoforma de la COX, puesto que la COX-1 y 2 son diferentes
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tanto en el gen que las codifica como su funcion, y este no seria el caso para la ‘COX-3’
(derivado de mismo gen que la COX-1) (Davies NM y cols., 2004); ademas, en humanos, no

esta claro como afecta esta variante a la sintesis de PGs y los efectos de los AINEs.

La COX-1 y 2 son isoenzimas bifuncionales, ya que cada una de ellas tiene actividad
ciclooxigenasa y peroxidasa. Mediante su accion ciclooxigenasa oxidan el AA a PGG;,, que
es un hidroperéxido; éste a su vez se metaboliza por la actividad peroxidasa dando lugar a
las PGs PGl,, PGF,, PGE,, PGD,y el tromboxano (TXA;). Estas PGs y el TXA, en particular
las PGE, y PGl actuan como reguladores homeostaticos e inducen ademas la liberacion de
mediadores de la inflamacion, fiebre y dolor (figura 25).

Foslolipidos

:’_i;&l‘fﬂﬂpll! .ﬁ.-ﬂ-:'_:u

Acido araquidéonicey —————p | :E'“Pﬂ'ﬂ“ﬂﬁﬁlu_!

.. T

Coox1 coxa_»

5-HPETE
PGEa Leucotrienas
l ChrmioBaxis
VarkbStommEficciin
FGH? InEremanls & ks
parma b lidas
+ * wartcalar
P, [l | TXA,
Vasadiladadeds, hiparalgéico | Eatimuala la agregacian
inhibidor de ln agregacion plaguslaria. vasoconstictar
PlLE LaTRS
v ) v
PGF, . PGE, | rGo,
Brancocomricior | Warnadilata de | Inhiibidor du la
Contrmccldm micenatrial | Hiperalgesico agregaciaon plaguelasia
- -~ i b Yascdilarador

Figura 25. Metabolismo del acido araquidénico. COX: ciclooxigenasa; PG: Prostaglandina; TXA:

Tromboxano; 5-HPETE: Acido 5-hidroxiperoxiecosatetraenoico.

(Modificado de Parente L y Perretti M, 2003)

La administraciéon de AINEs inhibe las COXs y como consecuencia, la sintesis de PGs;
estas enzimas tienen una configuracion especifica mediante la cual el sustrato (AA) puede
acceder al lugar de accién por un canal hidréfobo. EI AAS es el Unico AINE que se une de
forma irreversible a las COXs (unién covalente), acetilando las serinas 530 (COX-1) y 516
(COX-2) localizadas justo encima del canal; de esta forma se impide la entrada del sustrato

y la formacion de PGs. Esta caracteristica implica que la duracion del efecto del AAS estara
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relacionado con la velocidad de sintesis de las COXs en el tejido diana. Por el contrario, la

inmensa mayoria de AINEs actuan inhibiendo las COX de manera reversible y competitiva.

En la ME y en el cerebro, las COX-1 y 2 se expresan también en las células de glia
(principalmente microglia) que se activan / sobreexpresan durante procesos inflamatorios.
Por tanto, entre los mecanismos de accion de los AINEs, la inhibicién de la activacién de la
glia espinal podria tener un papel relevante. Un estudio reciente (Calvello R y cols, 2012)
muestra que la activacion de células de microglia en cultivo por LPS induce un aumento en
la expresion de ambas COX, que se reduce en presencia de AINEs (figura 26). En la misma
preparacion, el LPS (lipopolisacarido) induce un aumento del dominio represor fosforilado
(plkB-a) del NF-kB de manera que el NF-kB libre se podra translocar al nucleo induciendo la
transcripcién de algunos mediadores incluyendo las COXs. Los AINEs reducen

significativamente el aumento del NF-kB libre, disminuyendo por tanto la sintesis de COXs.
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Figura 26. Efecto de los AINEs sobre las células de microglia. LPS: lipopolisacarido; IkB-a:
dominio represor del NF-kB (factor de transcripcion nuclear kappa-B); NO: oxido nitrico; iINOS: oxido

nitrico sintetasa inducible; COX: ciclooxigenasa. (Modificado de Calvello R y cols., 2012)

La activaciéon de la microglia por LPS induce también la sintesis de PGE, (proinflamatoria),
que disminuye en presencia de inhibidores de las COX, especialmente de la COX-1. De
hecho, la COX-1 es capaz de liberar PGE2 en respuesta a la activacion microglial incluso
antes de la induccion de la COX-2; este hecho indica que los AINEs con mayor selectividad
para la COX-1, serian mas eficaces para disminuir la inflamacién. Por ultimo, la sintasa
inducible del 6xido nitrico (iNOS) y su producto (NO), también incrementan su expresion tras
la estimulacién de la microglia en cultivo con LPS. A diferencia de otras enzimas que
sintetizan NO, la INOS es insensible al Ca**y su activacion es dependiente de la activacion
del NF-kB. Asi, la administracion de inhibidores COX-1 y/o 2 bloquean la expresion de iNOS,
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reduciendo los niveles NO probablemente como resultado de la inhibicion de la activacion de
NF-kB que producen los AINEs (Calvello R y cols., 2012) (figura 26).

Otros estudios sugieren que, ademas del efecto sobre la microglia, el efecto analgésico de
los AINEs también podria estar relacionado con la inhibicién de la activacion astrocitaria.
Asi, en un modelo animal (rata) de dolor neuropatico por lesion de los discos
intervertebrales, la administracion de ketorolaco (AINE no selectivo) produce
antihiperalgesia asociada a una reduccién de la activacion astrocitaria (Dong L y cols.,
2013).

Existe un gran numero de AINEs disponibles en la practica clinica, que por lo general se
clasifican en funciéon de su estructura quimica (la gran mayoria son acidos organicos) y la
inhibicion preferente de una de las COX (tabla 2) en lo que ha denominado inhibicién no-

selectiva / selectiva de las COXs.

Inhibldores No-Sefectives para la COX

d Salicilatos
A acetilsalicllico, &. salicllico, salsalato, diflunisal, salicilamida, olsalacina

d Derivados indol-acéticos
Indometacina, sulindac

O Derivados arilo-acéticos
Talmeatin, diclofenaco, ketorolace

O Derivados arilpropiénicos
Ibuprefenc, naproxena, flurbiprafeno, ketoprofeno, fenoprofens, oxaprozina, ketoprafeno, dexketoprofenc

o Fenematos
A meclofendmico, 4. mefenamico

O Acidos endlicos
Ondcams | piroxicam, meloxicam)

d Alcanones
Nabumatona

Inhibidores Selectivos de |la COX-2

< Coxibs
Rofecoxib, celecoxib

0 A, Indole aceticos
Etodolac

d Sulfonanilidas
MNimesulida

Tabla 2. Clasificacién de los antiinflamatorios no esteroidales (AINEs): estructura quimica
e inhibicion selectiva/no-selectiva de las ciclooxigenasas.
(Modificado de Harirforoosh S y cols., 2013)
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La gran mayoria de los AINEs se absorben rapidamente y por completo en el tracto
gastrointestinal, con un pico plasmatico entre 1-4 horas. La presencia de alimentos tiende a
retrasar la absorcion sin afectar al pico maximo de concentracion. Por lo general, los AINEs
se unen ampliamente a proteinas plasmaticas (95-99%) y sufren metabolismo hepatico
seguido de excrecion renal. Su vida media de eliminacion varia desde pocas horas hasta

dias, distinguiendo varios grupos o clases de AINEs (J Edmond Charlton, 2005):

¢ Vida media corta (1- 6h): pertenecen a este grupo el AAS, diclofenaco, flurbiprofeno,
ibuprofeno, ketoprofeno, fenoprofeno e indometacina

e Vida media intermedia (12-24h): como ejemplos tenemos el naproxeno, diflunisal,
etodolaco y nabumentona, ademas de algunos inhibidores selectivos COX-2 como el
celecoxib o el rofecoxib.

e Vida media larga: puede llegar a dias. Encontramos el piroxicam, fenilbutazona,

tenoxicam y oxaprocina, entre otros.

En cuanto a los efectos farmacolégicos de los AINEs, la inhibicion de la sintesis de PGs
induce analgesia y antihiperalgesia, disminuyendo ademas la inflamacion. Los AINEs, son
también antipiréticos, efecto que se produce principalmente por la inhibicion de la sintesis de
PGE,. En la practica clinica, los AINEs se utilizan como analgésicos, en el tratamiento del
dolor de intensidad leve-moderada. Son muy efectivos asociados a otros farmacos en el
tratamiento del DAP en la denominada analgesia multimodal (Derry CJ Y cols., 2013).
También son eficaces en procesos inflamatorios agudos y crénicos que cursan con dolor
tales como artritis reumatoride, osteoartritis y espondilitis anquilosante (Crofford LJ, 2013);
sin embargo, son menos efectivos en el tratamiento del dolor visceral (Sikandar S y
Dickenson AH, 2012) y por si solos, carecen de efecto demostrado en pacientes con dolor
neuropatico (Cohen SP y Mao J, 2014). Como antipiréticos, los AINEs reducen la
temperatura corporal en estados febriles. Inducen por tanto alivio sintomatico del dolor, la
inflamacién y la fiebre derivados de una determinada patologia, sin modificar

sustancialmente la progresién de la misma.

Por otra parte, y dada la amplia distribucién de las COX 1 y 2 en el organismo de los
mamiferos, la inhibicién de la sintesis de PGs induce un gran numero de EA, entre los que
destacan: la toxicidad gastrointestinal, nefrotoxicidad y el riesgo -cardiovascular; a
continuacién revisaremos brevemente los mecanismos implicados en la apariciéon dichos EA.
La COX-1 (pero no la COX-2), esta constitutivamente expresada en el estbmago, donde
sintetiza PGs (PGl, y PGE,) citoprotectoras de la mucosa gastrointestinal; en el estbmago,
estas PGs reducen la secrecion acida, incrementan el riego sanguineo a la mucosa y

estimulan la liberacion de moco viscoso protector (Vane JR y cols., 2001). Es por ello que
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por lo general se acepta que la toxicidad gastrointestinal de los AINEs clasicos se debe a
la inhibicion de la COX-1, explicando asi la marcada reduccién de la toxicidad gastrica que
presentan los inhibidores preferentes (selectivos) de la COX-2 (Silverstein FE y cols., 2000).
En cuanto a la nefrotoxicidad, las PGs participan en la regulacion del tono vascular y el
flujo glomerular, que son dependientes principalmente de la PGE,, sintetizada tanto por la
COX-1 como la COX-2. La participacion de ambas isoenzimas en la funcion renal se
confirmo tras observar que la administracion de AINEs produce una retencion aguda de Na*
en pacientes ancianos mediada por la inhibicién de la COX-2, ademas de una disminucion
del filtrado glomerular asociada a la inhibicion de la COX-1 (Catella-Lawson F y cols., 1999).
Por otra parte, tanto las PGs sintetizadas por la COX-1 como por la COX-2 participan en la
regulacion de la homeostasis vascular; de hecho, el uso profilactico de AAS es beneficioso
para prevenir patologias tromboembdlicas (Wolff T y cols., 2009). En las plaquetas, la Unica
isoforma presente es la COX-1, responsable de Ila sintesis del factor pro-
agregante/coagulante TXA,; por otra parte, la sintesis del factor anti-agregante/coagulante
PGl; en las células endoteliales, se produce por la accién de la COX-2 (McAdam BF y cols.,
1999). La administracién de dosis bajas de AAS, acetila la COX-1 de las plaquetas de
manera irreversible, bloqueando la sintesis de TXA,; este efecto se prolonga hasta que se
sintetizan de nuevo mas plaquetas puesto que estas células, al ser anucleadas, no tienen la
capacidad de sintesis de proteinas, por lo que no pueden sintetizar las COX. A su vez, el
efecto del AAS sobre la sintesis de PGI, es muy bajo; de esta manera dosis bajas de AAS
reducen el riesgo de trombosis.

La inhibicion de la COX-2 mediante farmacos selectivos (también denominados COXIBS),
reduce la sintesis de PG, (Catella-Lawson F y cols., 1999), que junto a otras PGs
producidas por la COX-2, contribuyen a la proteccion miocardica. Por este motivo, la
administracion de inhibidores especificos COX-2 esta asociada a un aumento en el riesgo

cardiovascular (Roubille C y cols., 2013).

En el presente trabajo, hemos utilizado el dexketoprofeno, un AINE no selectivo, aunque
con mayor afinidad por la COX-1 (Warner TD y cols., 1999). El DEX es la sal de
trometamina del acido S-(+)-2-(3-benzoilfenil) propionico (familia del acido propidnico)
sintetizado a partir del ketoprofeno, que tiene dos enantiomeros (R y S). Los efectos
analgésicos, aunque también algunos indeseables, estan asociados al S(+)-enantidmero,
mientras que el R(-)-enantiomero carece de efecto analgésico y es responsable de la mayor
parte de los EA. En el laboratorio, se aisld el S(+)-enantidmero, llamado dexketoprofeno
(DEX), consiguiendo asi una mayor eficacia analgésica y menor toxicidad. También su
formulacién en forma de sal trometamol le confiere una mayor solubilidad y una rapida

absorcidon gastrica, produciendo menos irritabilidad y alcanzando rapidamente (< 30
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minutos) niveles plasmaticos elevados (Barbanoj MJ y cols., 1998) con una unién a
proteinas plasmaticas del 99%. Tiene una semivida de eliminacién de 1,65 horas y su
principal via de eliminacion es la glucoronoconjugacion (via hepatica), seguida de excrecién
renal.

En clinica, el DEX tiene indicaciones similares a los demas AINEs. Debido a la presentacion
en forma inyectable, el dexketoprofeno se utiliza ampliamente como analgésico /
antihiperalgésicos postoperatorio, aunque su posible efecto sobre la prevencion del DCPQ

no ha podido ser establecido de momento en humanos (Deumens Ry cols., 2013).
5.2 Opioides. Tramadol.

La terminologia de esta familia de farmacos a menudo resulta confusa y controvertida, por
ello revisaremos brevemente el significado actual de los términos opio, opiaceo, opioide,
endorfina y narcdtico. El término opioide, se refiere a todos los compuestos relacionados con
el opio, el cual, se extrae de la planta Papaver somniferum. Los farmacos derivados del opio
son denominados opiaceos, e incluyen productos naturales como la morfina, codeina y
derivados semisintéticos. Los péptidos opioides enddgenos son los ligandos naturales de los
RO; el término endorfina se utiliza como sindnimo de éstos, aunque también se refiere a un
opioide enddégeno especifico, la B-endorfina. Los opioides son las sustancias capaces de
unirse al RO. Por ultimo, el término narcético indica opioides que inducen suefo, y
ocasionalmente también se utiliza para referirse a sustancias de abuso o potencialmente
adictivas (Goodman & Gilman’s, 2006)

En el presente texto, utilizaremos el termino opioide para designar todos los compuestos
gue se unen a los RO y actian como agonistas, antagonistas, agonistas parciales, agonistas
inversos y agonista-antagonistas (figura 27). Para la mejor compresion del efecto de los
opioides, revisaremos brevemente estos conceptos; los receptores pueden existir al menos
en dos estados conformacionales: activo (Ra) e inactivo (R)). La magnitud con la que se
desplace el equilibrio entre ambas formas o estados viene determinada por la afinidad
relativa del farmaco (F) para cada una de las conformaciones. Asi, los agonistas son
aquellos farmacos que tienen mayor afinidad por la conformacion activa (Ra) y desplazan el
equilibrio hacia el estado activo del receptor, mimetizando asi la sefial de los compuestos
endogenos. Los farmacos que poseen una eficacia intermedia son los agonistas parciales,
que no pueden inducir una respuesta biolégica completa a ninguna concentracion. Un
farmaco que se une con la misma afinidad a las dos conformaciones no alterara el equilibrio
y actuara como un antagonista competitivo de cualquier compuesto, bien sea agonista o
antagonista; estos compuestos bloquean la unién a, por ejemplo, los agonistas enddgenos,

evitando la activacion del receptor. Por ultimo, los agonistas inversos son farmacos con gran
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afinidad por la conformacion inactiva (R|) que produciran un efecto opuesto a los agonistas;
su union inhibira la sefial endégena basal. El agonismo inverso, sélo se podra medir en un
sistema en el cual, en ausencia de farmaco, existe un equilibrio entre R,y R, de manera que
se puede ver una disminucién en la respuesta fisiolégica o bioquimica en respuesta al
farmaco (figura 27). Por dultimo, los compuestos mixtos agonistas-antagonistas se
desarrollaron para disminuir los posibles efectos adictivos y la depresion respiratoria, dos

EA, comunes a estos farmacos.
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Los opioides ejercen sus efectos farmacoldgicos (beneficiosos e indeseables) uniéndose a
receptores especificos de membrana (RO). Hasta el momento se han caracterizado y
clonado cuatro tipos de RO denominados ROM, ROD, ROK y ORL-1 o N/OFQ (Al-Hasani R
y Bruchas MR, 2011); estos receptores se encuentran ampliamente distribuidos pre- y
postsinapticamente en el organismo de los mamiferos, en particular en el SNC y periférico
donde participan en la modulacion inhibitoria del dolor. Desde un punto de vista terapéutico,
el mas relevante es el receptor ROM puesto que, de momento, todos los opioides de uso
clinico (agonistas, agonista-antagonistas y antagonistas) se unen a este receptor. Los RO
son proteinas que contienen 7 dominios transmembrana y estan acoplados a proteina Gj.
Las proteinas G son trimeros (subunidades a, B,y) que tras la unidon de un agonista, se
disocian en las subunidades a y By. A pesar de que la funcién precisa de cada una de las
subunidades no esta completamente establecida, en la actualidad se acepta que como
consecuencia de la disociacion, se produce la inhibicion de la AC y cambios en la
permeabilidad de la membrana; estos incluyen un aumento de la conductancia al K" y una
disminucién de la conductancia al Ca*, que tienen como consecuencia la hiperpolarizacion
de la membrana y la disminucion de la liberacién de neurotransmisores (figura 28). Ambas
subunidades (Ga; y By) participan en la inhibicién de la AC y la disminucién del AMP¢. Por
otro lado, la subunidad Ga interacciona directamente con la subunidad kir3 del canal de K*
GIRK (G protein-activated inwardly rectifying conductance, GIRK), induciendo su activacion

permaneciendo activado hasta que se elimine la subunidad By; como resultado se produce
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hiperpolarizacién (Torrecilla M y cols., 2002). La subunidad By, se une al canal de Ca*,
inhibiendo su conductancia, disminuyendo la liberacién de transmisores excitatorios (figura
28). Como consecuencia de las acciones de los agonistas opioides sobre la membrana
neuronal, se inhibe la transmision de la sefial nociceptiva y se producea analgesia.

Ademas de estas acciones, a nivel intracelular también se han descrito otros sistemas
efectores como las MAPK (ERK/p38/JNK), la activacion de la PKC, el aumento de la IP3 o
del DAG (via PLC) (Lefkowitz RJ y Shenoy SK, 2005).

Si la activacion del RO tras la unién del agonista se mantiene de forma prolongada
(exposicién crénica a opioides), se desencadenan una serie de mecanismos de regulacion
gue conducen a la desensibilizacion e internalizacion del receptor. Este mecanismo se inicia
mediante la fosforilacién de los RO en el dominio C-terminal por las quinasas de los
receptores acoplados a proteina (G-protein-coupled receptor kinases, GRK2 y GRK3);
gquedando asi los receptores desensibilizados en la membrana plasmatica. Tras esta
fosforilacion, se reclutan las (-arrestinas 1/2 que que se uniran al receptor el cual sera
internalizado via endocitosis dependiente de clatrina y posteriormente podra ser reciclado

(retorno defosforilado y funcional a membrana), o eliminado por los lisosomas (figura 28).
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Figura 28. Mecanismo de accioén de los opioides. (1)Unién agonista opioide al receptor. Activacién
de la proteina G (2) Fosforilacion del receptor (3a) Reclutamiento de B-arrestinas (3b) Internalizacion
(4) Senalizacién via MAPK (5) Reciclaje y expresion en la membrana neuronal.

(Modificado de Al-Hasani R y Bruchas MR, 2011)

Los farmacos opioides utilizados en el tratamiento del dolor en humanos actdan uniéndose
competitivamente a los RO y por tanto se pueden clasificar segun su afinidad y eficacia por

los distintos tipos de RO. Segun su selectividad por los ROM, ROD, ROK, diferenciamos
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entre opioides selectivos para un receptor, 0 no-selectivos si se unen a diferentes tipos de
RO (tabla 3).

Ligandos Selectivos Ligandos No-selectivos
Receptor
Agonista Antagonista Agonista Antagonista
DAMGO
Morfina Naloxona
Levorfanol
ROM Metadona CTOP Naltrexona
Etorfina
Fentanilo B-funaltrexamina
Dermorfina
Espiradolina Levorfanol
Naloxona
ROK U50,488 Nor-BNI Etorfina
Naltrexona
Dinorfina A EKC
DPDPE Naltrindole
Levorfanol Naloxona
ROD Deltorfina NTB
Etorfina Naltrexona
DSLET BNTX

Tabla 3. Clasificacion farmacos opioides en funcion de la selectividad y accion sobre los
diferentes receptores opioides. BNTX: 7-benzylspiroindanylnaltrexone; EKC: etilketociclazocina;
NTB: benzofuran; nor-BNI: nor-binaltorfimina; DAMGO, CTOR, DPDPE, DSLET: péptidos opioides

sintéticos. (Adaptado de Goodman & Gilman’s ‘The pharmacological basis of therapeutics’, 2006)

En funcion del efecto analgésico que producen, los opioides también se pueden clasificar en
opioides menores, como el TRM y la codeina, o mayores entre los que encontramos la
morfina, la oxicodona, el remifentanilo y el fentanilo, entre otros. Se denominan asi, puesto
que los primeros son efectivos en dolor leve-moderado y los mayores en dolor moderado-

intenso.

En cuanto a su farmacocinética, los opioides se absorben bien por todas las vias y tras su
administracion oral se metabolizan en el higado por glucuronoconjugacién; su
biodisponibilidad varia segun el opioide (35-80%). Presentan un inicio de accion de
aproximadamente 30 minutos y una duracion de 4-6 horas.

Debido a la amplia distribucién de RO en el organismo (neuronales y extra neuronales), los
opioides afectan a un amplio rango de érganos y sistemas fisioldgicos. La administracion de
agonistas induce analgesia y estos farmacos son los analgésicos mas eficaces disponibles
en la actualidad. Se utilizan también como antitusigenos (deprimen el reflejo de la tos a nivel

del SNC) y antidiarreicos. Su principal uso clinico es el tratamiento del dolor nociceptivo
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moderado-intenso bien sea agudo, crénico u oncologico; también son ampliamente
utilizados como anestésicos endovenosos (fentanilo, remifentanilo, alfentanilo). Su eficacia
en el dolor neuropatico es menor y se consideran farmacos de segunda linea,
administrandose en combinacién con adyuvantes. En el tratamiento del dolor nociceptivo
(por ejemplo el DAP), con frecuencia se administran asociados a AINEs o paracetamol
durante la analgesia multimodal; de esta manera, se minimizan los EA incrementando el la
accién analgésica, debido a que los efectos de la combinacion son aditivos/sinérgicos
(Maund E y cols., 2011).

Los EA de los opioides son multiples y, hasta el momento, ha sido imposible disociarlos de
la analgesia; entre ellos destacan el efecto euforizante/reforzante, la sedacion/suefio, la
depresidén respiratoria, los efectos gastrointestinales (nauseas/ vémitos, disminuyen la
motilidad y la secrecion de moco e incrementan la absorcion de fluidos), la retencion
urinaria, el prurito, la rigidez muscular y los efectos hormonales, entre otros. También
inducen tolerancia, dependencia e hiperalgesia (HIO) que pueden aparecer tras su
administracion aguda o crénica (Angst MS y Clark JD, 2006; Fetcher D y Martinez V, 2014;
Célérier E y cols., 2006; Cabafero D y cols., 2009a,b). Los efectos sobre la respiracion son
particularmente importantes ya que la depresion respiratoria severa puede producir la
muerte; sin embargo, en presencia de dolor intenso la depresion respiratoria es infrecuente.

Los efectos pronociceptivos de los opioides han sido demostrados después de su
administracion aguda y crénica, tanto en modelos animales como en los humanos (Angst
MS y Clark JD, 2006, Célérier E y cols., 2006; Cabafnero D y cols., 2009a,b; Campillo A y
cols., 2011), sin que los posibles mecanismos implicados hayan podido ser establecidos de
forma definitiva. Diversos estudios indican que la glia podria desempefiar un papel
importante en la HIO (Hutchinson MR y cols., 2007), sugiriendo que el bloqueo de la
activacion glial podria prevenir la hiperalgesia opioide. De esta forma Song P y Zhao ZQ
(2001), después de la administracion cronica de morfina, observaron que aparecia tolerancia
al efecto antinociceptivo y a la vez activaciéon de la glia espinal y supraespinal; sin embargo
cuando la morfina se administraba simultdneamente con un inhibidor de la glia, se mantenia

la eficacia analgésica de la morfina reduciéndose a la vez la activacion glial.

En el presente trabajo, hemos investigado los efectos del tramadol (TRM) para prevenir la
hiperalgesia postoperatoria y la SLD en el modelo de dolor postincisional en el raton.

El TRM [(1RS,2RS)-2-[(dimetilamino)metil]-1-(3-metoxifenil)-ciclohexanol HCI)] es un opioide
sintético analogo de la codeina. Tanto la molecula orginal (TRM) como su metabolito activo
M1(O-desmetiltramadol) se unen a los ROM para producir analgesia; ademas el TRM inhibe

la recaptacion de 5-HT y NA en el SNC (Raffa RB y cols., 1992), por lo que se considera al
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TRM un analgésico con un mecanismo de accion dual (opioide y no-opioide). Se metaboliza
en el higado dando lugar a distintos metabolitos, destacando entre ellos el M1, que es

analgésico.

El TRM es un profarmaco, que se presenta como una mezcla racémica donde el
enantiomero (+) se une a los ROM e inhibe la recaptacion y aumenta la liberacion de 5-HT,
mientras que el enantiomero (-) inhibe la recaptacién y aumenta la NA (Lewis KS y Han NH,
1997). El TRM es una agonista débil ya que su afinidad para el ROM es 6000, 60 y 10 veces
inferior a la de la morfina, dextropropoxifeno y codeina, respectivamente (Codd EE y cols.,
1995). Aunque el TRM incrementa los niveles de 5-HT en el SNC, se desconocen los
subtipos de receptores serotoninérgicos que podrian participar en la analgesia inducida por
el TRM. Estudios recientes sugieren sin embargo que la activacion de las vias descendentes
serotoninérgicas y la activacién del receptor 5-HT7 a nivel espinal podrian jugar un papel
relevante en el efecto antinociceptivo y antihiperalgésico del TRM y su metabolito M1
(Yanarates O y cols., 2010).

Algunos autores han investigado la posible implicacién de la glia espinal en el mecanismo
de accion del TRM. Asi, la administracion intratecal de TRM inhibe ligeramente la activacion
de la microglia espinal en un modelo de dolor neuropatico inducido por ligadura del ciatico
en el raton (Mei XP y cols., 2013a). Los mismos autores observaron ademas que la
inhibicién de la microglia va acompafiada de una disminucion de la fosforilacion de p38 y de
la liberacién IL-1 en la misma microglia (Mei XP y cols., 2013b). En cuanto a los astrocitos,
un estudio reciente muestra (Sakakiyama M y cols, 2014) que la administracién repetida de
TRM inhibe la activacion astrocitaria, hecho que correlaciona con la atenuacion de la
hiperalgesia mecanica en un modelo de dolor neuropatico en rata. Por tanto, ademas de sus
acciones sobre el ROM vy la recaptacion de aminas enddgenas, la inhibicién de la activacion
glial podria también participar en los mecanimos mediante los cuales el TRM induce
antinocicepcion en distitnos modelos de dolor.

En cuanto a su cinética, la analgesia en humanos se inicia a los 60 minutos tras la
administracion oral, alcanzando el pico maximo a las 2-3h. Se une a las proteinas
plasmaticas en un 20% y la biodisponibilidad es aproximadamente del 75%. El TRM se
metaboliza extensamente en el higado donde se forma multiples metabolitos (el M1 entre
otros); de hecho, unicamente el 30% se excreta por la orina sin modificar, mientras que el
resto son metabolitos. Las vidas medias de los productos activos son aproximadamente 6 y

7 horas para el TRM y el M1, respectivamente.

En la clinica humana, el TRM se utiliza en el tratamiento del dolor nociceptivo-inflamatorio y

mixto (nociceptivo-neuropatico), agudo y crénico, de intensidad leve-moderada; resulta
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especialmente util cuando estan contraindicados los AINEs o el paracetamol. Ademas, el
TRM se utiliza ampliamente en el tratamiento del DAP durante la analgesia multimodal
(Edwards JE y cols., 2002). Posee EAs similares al resto de opioides, tales como nauseas,
vémitos, mareo, boca seca, sedacion y dolor de cabeza. La depresion respiratoria es menor
a la inducida por dosis equianalgésicas de morfina, y el grado de estrefiimiento también es
menor al que se observa con dosis equivalentes de codeina (Duthie DJ, 1998); ademas, no
existe evidencia de que produzca HIO. Es importante tener en cuenta que, debido a su
doble mecanismo de accién, la analgesia inducida por el TRM no se revierte totalmente por
naloxona, mientras que la depresion respiratoria es totalmente reversible. Dado que el TRM
inhibe la recaptacion de 5-HT no es aconsejable utilizarlo en pacientes que reciben

inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT (SSRIs como fluoxetina o paroxetina).

5.3 Adyuvantes

A continuacion se describen las principales caracteristicas de los farmacos adyuvantes que
han sido objeto de estudio en el presente proyecto. Estos farmacos se utilizan en clinica
humana en el tratamiento de dolor neuropatico y mixto, solos o asociados a analgésicos
convencionales. Debido a las caracteristicas del DCPQ, que en muchos casos tiene un
componente neuropatico, se utilizan también en la prevencién del DCPQ en los humanos
(Chaparro LE y cols., 2013). Sobre la base de su (relativa) eficacia en los humanos y su
mecanismo de accion, en el presente trabajo hemos investigado si la administracion
perioperatoria de distintos adyuvantes previene (total o parcialmente), la aparicion de HPO y
SLD en el ratéon; también hemos estudiado el efecto de estos farmacos sobre la activacion

de la glia espinal y su correlacién con el comportamiento nociceptivo postoperatorio.

Anticonvulsivantes. Gabapentina

Fueron introducidos en terapéutica para el tratamiento del las convulsiones, en particular la
epilepsia, aunque en la actualidad se utilizan en el tratamiento del dolor neuropatico de
distinta etiologia. Los mecanismos implicados en las convulsiones no estan totalmente
establecidos, aunque se ha postulado que podrian estar en relacidon a una reducciéon de la
actividad inhibitoria sinaptica (por ejemplo GABA) y/o un aumento de la actividad excitatoria
(glutamato) (Bradford HF, 1995). De esta forma, los farmacos que incrementan la actividad
de GABA vy los antagonistas del glutamato inhiben las convulsiones en varios modelos
animales y en los humanos.

En cuanto a su mecanismo de accion, muchos anticonvulsivantes (por ejemplo la

carbamacepina) tienen como diana canales de Na* voltaje dependientes. Estos farmacos
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mantienen este canal en su forma inactiva (tal y como se encuentra en el periodo refractario
tras una despolarizacion), de manera que no dejan pasar Na®, necesario para generar un
potencial de accion; asi, el mecanismo principal mediante el cual inhiben las convulsiones
consiste en evitar la recuperacion del canal de Na® de su forma inactiva, evitando la
transmisién del impulso nervioso (Macdonald RL y Greenfield LJ, 1997). Otra diana de
algunos anticonvulsivantes son los canales de Ca** voltaje dependientes, concretamente la
subunidad a25 (gabapentinoides). La union del anticonvulsivante a esta subunidad podria
disminuir la entrada de Ca?" inhibiendo la liberacion de transmisores excitatorio; sin embargo
el mecanismo no esta establecido de forma definitiva (Hendrich J y cols., 2008);

Los canales de K son también la diana de algunos anticonvulsivante como por ejemplo la
retigabina. Estos farmacos potencian las corrientes M neuronales uniéndose a los canales
de K* K,7.2; al reducir estas corrientes neuronales excitatorias se disminuye el umbral de las
convulsiones, mientras que aumentarlas se protege frente a ellas (Rogawski MA & Bazil
CW, 2008). Por ultimo, la modulacién de los receptores GABA, es otro de los mecanismos
propuestos para explicar el efecto de los farmacos anticonvulsivantes. En presencia de
GABA, el receptor GABA, se abre dejando pasar iones CI' que polarizan la membrana;
algunos farmacos anticonvulsivantes reducen el metabolismo del GABA y otros incrementan
la entrada de iones en respuesta a la activacion del canal por el agonista (Greenfield Jr LJ,
2013). A modo de resumen podriamos decir que los farmacos anticonvulsivante evitan la
transmisiéon de la sefial eléctrica en ciertas areas de la corteza cerebral mediante la
inhibicién tanto de la despolarizacion neuronal como de la liberacion de neurotransmisores

excitatorios.

Los anticonvulsivantes se han utilizado en el tratamiento del dolor neuropatico desde los
afnos 60, poco después de que fueran introducidos en terapéutica como antiepilépticos.
Multiples estudios clinicos muestran la eficacia de algunos antiepilépticos como la
carbamazepina, PGB, fenitoina, GBP y valproato en el dolor neuropatico; sin embargo,
revisiones sistematicas recientes indican que los gabapentinoides (GBP y PGB) tienen un
efecto analgésico clinicamente relevante (Wiffen PJ y cols., 2013). También se ha
demostrado que la administracién perioperatoria de gabapentinoides disminuye la intensidad
del DAP vy los requerimientos de opioides (Hurley RW y cols., 2006); pero la magnitud de su
efecto sobre la prevencion del DCPQ no ha podido ser establecida de forma definitiva
(Clarke H y cols, 2012).

En el presente estudio, hemos evaluado la eficacia de la gabapentina sobre la hiperalgesia

postoperatoria y la SLD, asi como sus posibles efectos sobre la activaciéon de la glia espinal;
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hemos utilizado GBP y no PGB, debido a existe una mayor evidencia cientifica que apoya el

uso de GBP para prevenir la aparicion de DCPQ en los humanos (Clarke H y cols, 2012).

La GBP fue aprobada para su uso como antiepiléptico en 1993, aunque rapidamente se
descubrio su efecto beneficioso en pacientes con dolor neuropatico. La GBP es un analogo
estructural del acido y-aminobutirico, y contiene una molécula GABA unida covalentemente
a un anillo hexagonal lipofilico, gracias al cual se facilita el paso a través de la barrera
hematoencefalica. A pesar de su estructura, no actua sobre los receptores GABA sino que
se une a las subunidades 025 presinapticas de los canales de Ca®* dependientes de voltaje
subtipo P/Q; como consecuencia, se reduce la excitabilidad neuronal mediante la reduccién
de la liberacién de neurotransmisores, bien directamente via reduccién de la entrada de Ca*
o indirectamente via inhibicion del trafico de estos receptores a la membrana celular
(Hendrich J y cols., 2008). Estas subunidades (025) estan sobreexpresadas en modelos de
dolor neuropatico, y explicarian, al menos en parte, el efecto analgésico de estos farmacos
(Valder CR y cols., 2003). También se ha propuesto que los gabapentinoides podrian activar
los sistemas inhibitorios descendentes noradrenérgicos por activacién de ciertos grupos
neuronales situados en el locus coerulus (LC); el aumento de NA en la ME junto con la
reduccién de la hipersensibilidad tras la cirugia ha sido demostrado tanto en humanos como
en roedores (Hayashida K y cols., 2007; 2008), sugiriendo a su vez que la accion

supraespinal de la GBP tiene un papel importante para producir analgesia (figura 29).

Recientemente se ha propuesto que en el mecanismo de accién analgésica-
antihiperalgésica de la GBP podrian participar las células de glia del SNC. En un modelo de
monoartritis por CFA en la rata, la administracién de dosis repetidas de GBP, redujo la
liberacidon neuronal de quimioquina fractalina y la de su receptor CX3CR1, expresado en la
microglia, que aumentan durante la inflamacion. En este modelo, la GBP disminuyo
paralelamente la activacion de la microglia y la hiperalgesia térmica; los autores atribuyen la
accion sobre la microglia a un efecto indirecto, puesto que la subunidad a2 de los canales
de Ca? se expresa Unicamente en las neuronas. De esta forma, la GBP bloquearia la
subunidad a26 disminuyendo la liberacion de neurotransmisores excitatorios de la neurona,
que al actuar sobre la glia inducen su activacion (Yang JL y cols., 2012). La correlacion
entre la disminucién de la activacién microglial y el efecto antihiperalgésico de la GBP
también puedo ser demostrada en ratas con neuropatia diabética (Wodarski R y cols.,
2009). Ademas se ha sugerido que los astrocitos podrian participar en el efecto de la GBP
en modelos de dolor neuropatico, ya que la GBP incrementa la actividad glutamatérgica en
el LC de manera independiente a su accién sobre las subunidades a2 de los canales de

calcio voltaje-dpendientes; este aumento seria uno de los mecanismos por los cuales se
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activarian los sistemas inhibitorios descendentes noradrenérgicos para reducir el dolor (Suto
Ty cols., 2014).
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Figura 29. Mecanismo de accion de la gabapentina. La gabapentina incrementa la activacion de
los sistemas inhibitorios descendentes noradrenérgicos ademdas de bloquear la entrada de calcio a
través de los canales de calcio 028, disminuyendo asi la liberaciéon de neurotransmisores excitatorios.
(Modificado de Schmidt PC y cols., 2013)

En humanos, la GBP se administra por via oral y se absorbe en su mayor parte en el
intestino delgado; tiene una vida media que entre 4-8 horas y no se metaboliza,
eliminandose sin ser modificada por el rifion (Blum RA y cols., 1994). Aunque es un buen
anticonvulsivante y antihiperalgésico, induce EA que con frecuencia hacen interrumpir el
tratamiento (sedacion, mareo, nauseas y vomitos, prurito). En clinica humana se utiliza
como antiepiléptico y como antihiperalgésico en el tratamiento del dolor neuropatico (Guy y
cols., 2014) y del DAP (Seib RK y Paul JE, 2006).

En resumen, los gabapentinoides, como la gabapentina y la pregabalina, actian bloqueando
la subunidad a.5 de los canales de Ca®* voltaje-dependientes, modulando el flujo de Ca®* y
la liberacién de diversos transmisores como el glutamato, NA, 5-HT, dopamina y SP, entre
otros. Estos farmacos tienen efecto antihiperalgésico en distintos modelos animales
(Hayashida K y cols., 2007) y son eficaces en el tratamiento del dolor neuropatico en
humanos. En la clinica disminuyen la incidencia del DCPQ, aunque su eficacia no ha podido

ser establecido de forma definitiva (Clarke H y cols., 2012).
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Antagonistas del receptor NMDA. Ketamina

La ketamina es un antagonista no competitivo del receptor NMDA utilizado como
anestésico/analgésico tanto en clinica veterinaria como humana (Parson CG y cols., 1993;
Eichenberger U y cols., 2008). Es una arilciclohexilamina derivada de la fenciclidina que se
presenta como mezcla racémica de dos estereoisomeros (S- y R-). El S- tiene entre tres y
cuatro veces mas potencia analgésica que el R-, que a dosis equianalgésicas, esta asociado
a una mayor incidencia de EA (Marietta MP y cols., 1977).

La mayor afinidad (x 2) de la S-ketamina por su lugar de union al receptor NMDA (Hustveit O
y cols., 1995), no explica satisfactoriamente la mayor potencia (x 3-4) del enantiémero S-
(Mathisen LC y cols., 1995), y diversos estudios han postulado otras dianas que podria
participar en su mecanismo de accion. Entre ellas los canales de K* activados por Ca®* (BK)
(Denson DD y Eaton DC, 1994), los canales K* voltaje dependientes (Schnoebel R y cols.,

2005) y los canales HCN1 (Chen X y cols., 2009) podrian tener un papel relevante.

Estudios recientes sugieren también que la glia podria desempefiar un papel relevante en el
mecanismo de accion analgésica de la KET. Asi, Hayashi Y y colaboradores (2011)
proponen que la S-ketamina podria bloquear los canales BK situados en la microglia

inhibiendo su activacién (figura 30).

S-ketamina i 2 Figura 30. Posible mecanismo
S& o~ pra accion de la S-ketamina en Ia
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I ' BK canal -~ P2X,: receptor purinérgico; LPA: 4cido
FOOSpX. \\ K*) ' lisofosfatidico; BDNF: Factor
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LPA canales de potasio calcio
“u Ca?
= l \"_',a 1P Y dependientes; IL-1B: interleuquina 10
receptor proiL-1p (Modificado de Hayashi Y y cols.,
LPA ~ BDNF . )
l microglia - 2011)
BDNF

En células de microglia en cultivo expuestas a acido lisofosfatidico (LPA), la uniéon de LPA a
sus receptores induce la sintesis de BDNF a través de la activacion de los receptores
purinérgicos P2X, y el aumento del Ca* intracelular (Ma L y cols., 2010). Este aumento abre
los canales BK, induciendo la sintesis y liberacion de IL-1B. Tanto el BDNF como la IL-1

liberados, contribuyen ha incrementar la actividad de los canales BK de la propia célula
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microglial (Gao Y y cols., 2010) creando un feedback positivo. La S- ketamina inhibe las
corrientes de los canales BK y también el incremento de la expresion de los receptores P2X,
y la sintesis de BDNF (Hayashi Y y cols., 2011), reduciendo en ultimo término la activacion

microglial y diminuyendo la sensibilizacién (figura 30).

En modelos de activacion glial en cultivo, el LPS induce activacion astrocitaria y aumento en
la expresion de TLR4 (Wu Y y cols., 2012). Como consecuencia, aumenta la sintesis de
citoquinas proinflamatorias como la IL-1B, IL-6 y TNF-a. La KET inhibe el aumento de
expresion del receptor TLR4, la fosforilacion del NF-kB y la sintesis de diversas citoquinas,
lo que explicaria su efecto antiinflamatorio demostrado tanto in vitro (Shimaoka M y cols.,
1996) como in vivo (Takenaka | y cols., 1994; Kawasaki T y cols., 1999). La figura 31,
muestra un esquema de los mecanismos implicados en la accion antiinflamatoria de la KET,
que por una parte inhibiria la cascada de sefalizacién intracelular Ras/raff MEK/ERK/IKK y
por otra la unién del agonista LPS al LBP (proteina de unién del lipopolisacarido) impidiendo
la activacion del TLR4 (Chen TL y cols., 2009) (figura 31). En un modelo de dolor
neuropatico in vivo, Mei XP y cols (2011) observaron un aumento de la fosforilaciéon de JNK
en los astrocitos pero no en la microglia o las neuronas, que se redujo tras la administracion

de KET, coincidiendo con el efecto antihiperalgésico.
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La KET se administra por via endovenosa aunque se puede utilizar por via intramuscular,

oral o rectal. El efecto en humanos se inicia 10-15 minutos tras la administracion
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endovenosa, teniendo una vida media de 3 horas. Se metaboliza en el higado originando
diversos metabolitos, entre ellos, norketamina, hidroxinorketamina e hidroxiketamina
(Yanagihara Y y cols., 2000). Todos ellos se someten a glucuronizacién y son eliminados
por via hepatica o renal, mientras que un 10-20% del farmaco se elimina inalterado (Hijazi Y
y cols., 2002). En humanos los metabolitos de la KET contribuyen poco al efecto analgésico
de la KET (Noppers | y cols., 2011); sin embargo en ratas, la norketamina, es un antagonista
no selectivo del receptor NMDA y tiene propiedades antinociceptivas tanto en dolor agudo

como dolor crénico (Holtman JR Jr y cols., 2008).

La KET se utiliza como anestésico/sedante, y también como analgésico/antihiperalgésico.
Los EAs incluyen mareo, vision borrosa, hipertension, taquicardia, hipersalivacion, nauseas,
vomitos y todo un conjunto de alteraciones del SNC (pesadillas, delirio, euforia,
alucinaciones) que aparece predominantemente en pacientes en los extremos de la edad
(pediatria, geriatria). En clinica humana, la KET se emplea poco como anestésico, aunque
como analgésico/antihiperalgésico se utiliza en el tratamiento del dolor neuropatico
(oncolégico y no oncolégico), en el DAP (disminuye los requerimientos de opioides) y en la
prevencion del DCPQ (Tawfic QA, 2013). El reducido indice terapéutico de la KET, la via de
administracion, los EA vy la falta de especificidad del farmaco por el receptor NMDA, limitan

su utilizacion clinica (D’Mello R y Dickenson AH, 2008).

En el presente proyecto, hemos investigado los efectos de la KET en nuestro modelo,
puesto que se utiliza en la practica clinica para el tratamiento del DAP (Laskowski K y cols.,
2011) y en la prevenciéon del DCPQ (Chaparro LE y cols., 2013). Sin embargo, en el periodo
perioperatorio, las dosis, duracion del tratamiento y el momento de administracion de la KET

en relacion al proceso quirurgico, no han sido establecidos de forma definitiva.

5.4 Inhibidores de la activacién de la glia

Las células gliales, microglia y astrocitos, contribuyen al inicio y mantenimiento del dolor
patologico. Por ello, pensamos que la administracién de inhibidores de la activacion glial
podria ser util en el tratamiento del DAP y en la prevencion de la SLD en nuestro modelo. A
continuacion se describen las caracteristicas de dos inhibidores de la actividad de la
microglia y los astrocitos, la minociclina y el fluorocitrato, respectivamente. Sin embargo, en
el presente proyecto, no se ha estudiado el fluorocitrato dado que no ha sido utilizado en la
clinica humana y ademas existen discrepancias sobre su efecto sobre los astrocitos y su

efectividad cuando se utilizan distintas vias de administracion.
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Minociclina

Las tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro naturales y semisintéticos, utilizados
desde 1940 en el tratamiento de infecciones inducidas por bacterias gram-
positivas/negativas y organismos atipicos como chlamydia, mycoplasmas, rickettsia y
parasitos. Actuan inhibiendo la sintesis proteica mediante su unién a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano. Penetran en las bacterias por difusion a través de los canales
hidrofilicos formados por las proteinas porinas de la membrana externa, y por transporte
activo mediante un sistema energia-dependiente que bombea las tetraciclinas a traves de la
membrana citoplasmatica. Ademas de la actividad antibacteriana, las tetraciclinas poseen
efectos antiinflamatorios, antinociceptivos y neuroprotectores, que se estan investigando

desde los afios 90.

La minociclina es una tetraciclina semisintética de segunda generacién, capaz de inhibir la
excitabilidad neuronal y la activacion de la microglia y los macréfagos. Es muy liposoluble
por lo que cruza con facilidad la barrera hematoencefalica e induce efectos antinociceptivos
en modelos animales de dolor inflamatorio y neuropatico (Bastos LFS y cols., 2012). Los
mecanismos implicados en el efecto analgésico-antihiperalgésico no estan bien
establecidos, aunque se ha descrito que podria actuar tanto sobre las neuronas como las
células de glia. La figura 32 muestra algunos de estos mecanismos, los cuales se describen

brevemente a continuacion.

Uno de los principales mecanismos implicados en los efectos antinociceptivos de la
minociclina es la inhibicién de la sintesis de PGE,; esta inhibicion estaria mediada por el
bloqueo de la actividad o expresion de la PLA, (Ma L y cols., 2010) COX-1/2 y PGE-
sintetasa (Bastos LFS y cols., 2012). También disminuye la sintesis y liberacién de
citoquinas pronociceptivas, mediante la inhibicion de la sefalizacion intracelular via NF-kB y
MAPK, en modelos animales de dolor nociceptivo (Saito O y cols., 2010) y neuropatico
(Raghavendra V y cols., 2003), existiendo una buena correlacién entre los efectos

antinociceptivos y la disminucién de los niveles de citoquinas.

La lesion tisular provoca también un incremento de la liberacion de ATP a partir de la glia
(Tsuda M y cols., 2003), que conduce a la liberacion de BDNF via activacion de los
receptores purinérgicos P2X,, un fenémeno dependiente del Ca?* extracelular y la activacion
de la MAPK p38 (Trang T y cols., 2009). El BDNF liberado interacciona con su receptor
neuronal, donde modifica las corrientes del receptor GABA que pasan de inhibitorias a
excitatorias, (Coull JAM y cols., 2005), a través de la modulacién del cotransportador 2 de

K*-ClI" (KCC2) (Rivera C y cols., 2004); todo ello conduciendo a un aumento de la
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excitabilidad neuronal. Se ha propuesto que la administracion intratecal de minociclina,
ademas de reducir la activacion de la microglia, bloquea los cambios inducidos por el BDNF
(Zhou LJ y cols., 2011); por otro lado, los efectos antialodinicos de la minociclina también se
han asociado con la disminucion de la expresion canales KCC2 neuronales, sin alterar la
concentracién de BDNF (Morgado C y cols., 2011) (figura 32).
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Figura 32. Mecanismos de accién de la minociclina sobre la microglia y la neurona. KCC2:
Cotransportador 2 de K'-CI; GABA: acido y—aminobutirico; CX3CL1: fractalina (quimioquina);
MHCII: Complejo mayor de histocompatibilidad tipo II; IFNy: interferon y ; CCR7, CXCR4,
CX3CR1: receptores quimioquinas; LPS: Lipopolisacarido; ATP: adenosina trifosfato; P2Xy:
receptor purinérgico; BDNF: Factor neurotréfico derivado de cerebro; PLA,: fosfolipasa A tipo 2;
AA: acido araquiddnico; NF-kB: factor de transcripcion nuclear; IkB: molécula represora del NF-
kB; IKKB: quinasa que fosforila IkB ; PKC: proteina quinasa C; MAPK: proteina quinasas
activadas por mitdégeno. Las lineas rojas discontinuas (-----|) indican los lugares de accion
inhibitoria/bloqueante de la minociclina. (Modificado de Bastos LFS y cols., 2012)

Otros mecanismos que también podrian estar implicados en los efectos antinociceptivos de

la minociclina incluyen la inhibicién de la hemoquinina-1 (familia de las taquininas) y la
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disminucion del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1l (MHCII) (Nikodemonva M y
cols., 2007) asi como el bloqueo de la sefalizacion intracelular tras la activacion de los

receptores de quimioquinas de origen neuronal (figura 32).

A nivel neuronal, se ha propuesto que la minociclina proporciona neuroproteccion por medio
de sus efectos antiinflamatorios. Este farmaco inhibe la enzima PARP-1 (poli (ADP-ribosa)
polimerasa-1)) que mediante la interaccién con factores de transcripcion (NF-kB) induce la
sintesis y expresion de citoquinas, COX-2 o iNOS (Cuzzocrea S y cols., 2002). Otros
estudios sugieren que el farmaco podria modificar directamente la excitabilidad neuronal
(Cho IH y cols., 2006), bloqueando los canales de Na* (Kim TH y cols., 2011), o deprimiendo

la transmision glutamatérgica en neuronas del hipocampo (Gonzalez JC y cols., 2007).

La minociclina tiene efecto antibacteriano y antihiperalgésico y se utiliza en el tratamiento de
patologias infecciosas. Posee un efecto antihiperalgésico en modelos animales de dolor
neuropatico (Zychowska M y cols., 2013) e inflamatorio (Ledeboer A y cols., 2005). En
humanos su uso como antihiperalgésico no ha sido evidenciado para el DAP y en la
prevencion del DCPQ no existen resultados concluyentes (Martinez V y cols., 2013).

La minociclina se absorbe completamente en el tracto gastrointestinal y se elimina por via
renal tras metabolismo hepatico. Alcanza su concentracién maxima a las 2,5 horas y la vida
media de eliminacién es 6 horas. Los EA de las tetraciclinas son predominantemente

gastrointestinales (irritaciéon, nauseas, vomitos, diarrea), hepaticos y renales.

Fluorocitrato

El fluoroacetato y su derivado fluorocitrato se aislaron inicialmente de plantas de la familia
Dichapetalum, aunque posteriormente se han identificado en mas de 40 especies diferentes.
En 1942 se describid su eficacia como rodenticida y posteriormente como veneno (Proudfoot
AT y cols., 2006). El fluoroacetato es un inhibidor especifico de la actividad de los astrocitos
(Cheng SC y cols., 1972) que actua inhibiendo el ciclo del acido tricarboxilico (TCA).

Concretamente, tras la formacién de fluorocitrato (figura 33A), este compuesto inhibe la
enzima aconitasa impidiendo la continuidad del TCA (figura 33B). Como consecuencia de
ello, se produce una disminucion de la sintesis de glutamina, un aumento del citrato y una

disminucidn de la fijacién del amonio (figura 33C).
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Figura 33. Mecanismo de accion del fluoroacetato. (A) Reaccién quimica de fluoroacetato a
fluorocitrato (B) Ciclo del acido tricarboxilico. El recuadro indica el paso bloqueado por la accién del
fluorocitrato (bloqueo enzima aconitasa) (C) Inhibicion del ciclo del acido ftricarboxilico en los
astrocitos; los circulos rojos indican incremento (CIT: citrato; NH,": amonio) o disminucién (GLN:

glutamina) de la concentracion. (Modificado de Schousboe A y cols., 2013)

Puesto que la activacion de los astrocitos estd implicada en el inicio y mantenimiento del
dolor crénico (Romero-Sandoval A y cols., 2008, apartado 3 del presente texto), su
inhibicion mediante la administracién de inhibidores especificos ha despertado cierto interés.
Algunos estudios en animales a los cuales se ha administrado fluoroacetato/fluorocitrato por
via intracerebroventricular (icv) muestran una inhibicion selectiva del TCA en los astrocitos;
sin embargo este efecto no se observa tras su administracién sistémica (Fonnum F y cols.,
1997), puesto que implica la administracion de una dosis letal del compuesto. Otros estudios
muestran que el efecto antihiperalgésico del fluorocitrato correlaciona con una disminucion

de la activacion de los astrocitos (Sung CS y cols., 2012).

El fluorocitrato es un compuesto altamente toxico que induce arritmias cardiacas,
somnolencia, letargo y convulsiones (que reflejan un aumento de la excitabilidad neuronal),
produciendo finalmente la muerte (Bosakowski T y Levin AA, 1986). No existe aplicacion
clinica para este compuesto por su elevada toxicidad. Tras la administracion icv el farmaco
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alcanza su maximo efecto a las 4 horas y tiene un tiempo de eliminacién de 12-24 horas
(Paulsen RE y cols., 1987).

5.5 A-836339, Agonista del receptor cannabinoide tipo Il

En modelos animales de dolor inflamatorio y neuropatico, distintos compuestos
cannabinoides selectivos para el receptor CB2 (AM1241, GW405833 o A836339, entre
otros) han demostrado tener un efecto analgésico/antihiperalgésico relevante (LaBuda CJ y
cols., 2005; Hsieh GC y cols., 2011). Sin embargo sus efectos en humanos son
controvertidos (Blake DR y cols., 2006; Ashton JC y Milligan ED, 2008; Langford RM y cols.,
2013) y en el DAP, carecen de efecto tras la extraccién del tercer molar (Ostenfeld T y cols.,
2011). A pesar de ello, pensamos que sobre la base de su mecanismo de accién y su efecto
antihiperalgésico en modelos animales y en los humanos, estos farmacos podrian prevenir

(al menos en parte) la SLD en nuestro modelo.

El cannabis, derivado de la planta Cannabis sativa, se ha utilizado durante siglos en el
ambito medicinal y como sustancia de abuso, sin embargo la estructura quimica de los
compuestos activos, los cannabinoides (CBs), no fue descubierta hasta los anos 60. Los
CBs son compuestos hidréfobos que actian uniéndose a receptores especificos de
membrana, de los que se han clonado dos tipos CB1 y CB2; sus principales ligandos
endoégenos (endocannabinoides, ECs) son la AEA y el 2-AG. La activacion de los receptores
por agonistas endoégenos y exogenos induce antihiperalgesia demostrada en distintos
modelos animales de dolor (LaBuda CJ y cols., 2005; Hsieh GC y cols., 2011).

Los receptores CB1 estan abundantemente expresados en el SNC en areas cerebrales
implicadas en la transmision de la nocicepcion, incluyendo la SGPA, el coértex cingulado
anterior y el tadlamo, ademas de el ADME y el GRD (Farquhar-Smith WP y cols., 2000).
Principalmente, estan localizados en las terminaciones de las neuronas, aunque también en
los axones y los cuerpos celulares tanto en el SNC como en periferia, ejerciendo una
inhibicion de la liberacidon de neurotransmisores (Matyas F y cols., 2006). Ademas, los
receptores CB1, también estan presentes en células no nerviosas como
macrofagos/microglia, mastocitos y queratinocitos (Stander S y cols., 2005; Sugawara K y
cols., 2013).

Los receptores CB2 estan expresados principalmente en células de origen hematopoyético
como, los macrofagos y los mastocitos (Stander S y cols., 2005); en el SNC, se expresan en
la microglia (Gong JP y cols., 2006) y en los astrocitos (Onaivi ES y cols., 2006) donde
modulan las respuestas inmunes. Ademas, también estan expresados en células

endoteliales y en neuronas tanto a nivel central (tronco del encéfalo) como periférico.

75



|. Introduccion

Los principales ECs, AEA y 2-AG, se sintetizan utilizando rutas bioquimicas distintas,
aunque en ambos casos el paso inicial es la hidrélisis enzimatica a partir de un precursor
que es un fosfolipido de membrana (Piomelli D y cols., 2007) (figura 34).

La AEA, agonista parcial del receptor CB1 y débil del receptor CB2 (Sugiura T y cols., 2000),
se forma a partir de la fosfatidiletanolamina (PE) que se une de forma covalente al AA. Una
vez sintetizada, la AEA actua, principalmente, sobre los receptores CB1 cercanos al lugar de
sintesis como un mensajero autocrino (propia célula) o paracrino (célula colindante),
ejerciendo una accién antinociceptiva, y se elimina rapidamente mediante recaptacion al
interior de la célula via un transportador; seguidamente la molécula se degrada a través de
la catalisis que facilita la hidrolasa de amidas y acidos grasos (FAAH, fatty acid amide
hydrolase) liberando AA y etinolamina (Piomelli D, 2014). El AA liberado puede ser utilizado
por ambas COXs para sintetizar PGs pro-nociceptiva/algésica; ademas, la AEA,
paralelamente, también puede ser transformada directamente por la COX-2 (pero no la
COX-1) en prostamidas, que presentan accidon pro-nociceptiva/algésica (Gatta L y cols.,
2012) (figura 34A). Por estos motivos, tanto la inhibicion de la FAAH como los inhibidores
de ambas COXs (AINEs) actian de manera sinérgica, atenuando, el dolor inflamatorio,
neuropatico en el raton (Sasso O y cols., 2012; Naidu PS y cols., 2009). Estos hechos
ponen de manifiesto la estrecha relacién entre los sistemas endocannabinoide y
prostanoide, asi como el interés en desarrollo de inhibidores duales de FAAH y COX
(Piomelli D y Sasso O, 2014). El 2-AG, derivado de la hidrélisis del fosfoinositol bifosfato
(PIP,), es el EC mas abundante en el SNC y actia como agonista de ambos receptores con
mayor eficacia relativa como antinociceptivo que la AEA (Janero DR y cols., 2009). La
metabolizacién (degradacion) la produce la enzima monoacilglicerol lipasa (MGL), la cual
hidroliza el éster de glicerol y libera el AA. Como en el caso anterior, el AA libre puede ser
utilizado por las COXs para sintetizar PGs pronociceptivas/algésicas; ademas el 2-AG
también se puede metabolizar por la COX-2 para producir derivados proalgésicos como la
PGE, (Hu SS-J y cols., 2008) (figura 34B).
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Figura 34. Sintesis y degradacion de endocannabinoides: Anandamida (A) y 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) (B). Interaccién con la via del acido araquidénico. PLC: fosfolipasa
C; P-ase: fosfatasa; NArPE: N-araquidonoil-PE; PLD: fosfolipasa D; COX1/2: ciclooxigenasa 1/2;
inh. FAAH: inhibidores de la hidrolasa de amidas y acidos grasos (fatty acid amide hydrolase);
CBy,o: receptor cannabinoide 1/2; PIP,: fosfoinositol bifosfato; PLC-B: fosfolipasa C- B; DAG:
diacilglicerol; DGL-a: enzima hidrolitica; Coxibs: inhibidores de la COX-2; AINEs: antiinflamatorios
no esferoidales; inh. MGL.: inhibidores de monoacilglicerol lipasa.

(Modificado de Piomelli D y Sasso O, 2014)

En situaciones de dolor cronico donde existe hiperalgesia persistente, aumenta la expresion
de CB1 (Palazzo E y cols., 2012) y CB2 (Guindon J y Hohmann AG, 2008), asi como, de
ECs y las enzimas que los metabolizan (Petrosino S y cols., 2007). Puesto que la activacion
de estos receptores cannabinoides proporciona un efecto protector
(analgésico/antihiperalgésico) mediado por los endocannabinoides, esto pone de manifiesto
que durante el proceso patoldgico se activan y sobreexpresan sistemas antinociceptivos.
Ademas, este hecho remarca la importancia y el potencial de administrar agonistas de los
receptores cannabinoides fomentando la respuesta protectora; asimismo, inhibidores de las
enzimas que metabolizan a los agonistas enddgenos podrian también aumentar la

analgesia/antihiperalgesia.

Concretamente, la activacion por agonistas de los receptores CBs, expresados en glia y
neuronas, inhibe la liberacion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B) e
incrementa la liberacion de citoquinas antiinflamatorias (IL-4 y la IL-6; Sheng WS y cols.,
2005; Shohami E y cols., 1997). Estos receptores, estan acoplados a proteina Gi, y su
activacion inicia cascadas de sefnalizacién que tienen como consecuencia la inhibicion de la

AC, y el bloqueo / apertura de los canales de calcio y potasio, respectivamente; como
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consecuencia, se reduce la excitabilidad neuronal y liberacion de neurotransmisores
excitatorios, disminuyendo asi la hipersensibilidad al dolor.

Particulamente, los receptores CB2 median las acciones antiinflamatorias de los agonistas
CBs en los astrocitos y la microglia, disminuyendo su actividad como células presentadoras
de antigeno, y productoras de citoquinas (INF-y, TNF-a e IL-6) durante la respuesta
inflamatoria (Lombard C y cols., 2007). En los efectos antiinflamatorios de los agonistas CBs
sobre las células de glia, se produce una disminucién de la transcripcion de quimioquinas y

citoquinas a través de la inhibicién del NF-kB (Panikashvili D y cols., 2005).

En el presente proyecto, hemos evaluado el efecto de un agonista CB2 (A-836339) en el
DAP y en la prevenciéon de la SLD. Uno de los principales motivos por los que el CB2 tiene
un gran potencial como diana terapéutica respecto al CB1, es el hecho que los efectos
psicotropicos de los CBs estan asociados al receptor CB1 y no al CB2 (Miller AM y Stella N,
2008), mientras que los efectos analgésicos/antihiperalgésicos, atribuidos a ambos
receptores, se han podido demostrar con agonistas del receptor CB2 en modelos animales
de dolor postincisional (LaBuda CJ y cols., 2005), inflamatorio o neuropatico (Hsieh GC y
cols., 2011). Ademas, el hecho de que los receptores CBs, particularmente CB2, estén
expresados en la glia y que su activacion contribuya al efecto antiinflamatorio/antinociceptivo
de estas células, despierta gran interés por su posible utilizacibn en terapeutica en
humanos. Clinicamente, y a pesar de los efectos observados en modelos animales, hasta el
momento, no existe ningun agonista selectivo para el receptor CB2 de uso en humanos
dado que los datos de los ensayos clinicos no son concluyentes o bien los compuestos

carecen de eficacia clinica.

5.6 Benzodiacepinas: Midazolam

Puesto que la ansiedad y el catastrofismo (pesimismo, desaliento) son factores predictivos
para el DAP intenso y también para la aparicionde DCPQ (Peters ML y cols., 2007) hemos
investigado el efecto de las benzodiacepinas sobre la HPO y la SLD. Pensamos que las
benzodiacepinas administradas en el periodo perioperatorio podrian ejercer una doble
accioén: por una parte disminuir la ansiedad y por otra producir analgesia/antihiperalgesia
postoperatoria. En el presente proyecto hemos evaluado el efecto del midazolam (MDZ) en

el DAP, en la prevencién de la SLD y la activacion glial

En el estudio hemos utilizado MDZ, ya que distintos trabajos preclinicos (Chiba S y cols.,
2009) y clinicos (Gupta R y cols., 2012) sugieren que podria favorecer o incrementar el
efecto de los farmacos analgésicos / antihiperalgésicos. En modelos animales, los efectos

antihiperalgésicos del MDZ han sido observados en el dolor neuropatico (Shih A y cols.,
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2008; Lim J y cols., 2006). También en el modelo de la formalina (fase 1), se pudo
demostrar sinergia para el efecto antinociceptivo cuando se administré simultdneamente
MDZ y un agonista 5-HT (Nishiyama T, 2009). Por otra parte, el MDZ inhibe la liberacién
glial de IL-6 en células de glia previamente activadas por la administracion de IL-13 (Tanabe
Ky cols., 2011).

En los humanos, se ha postulado que las benzodiacepinas (MDZ, otros), podrian inducir
analgesia tanto cuando se administran individualmente como asociadas a otros farmacos
como la KET, en la prevencion del dolor postoperatorio tras la extraccion del tercer molar
(Gupta R y cols., 2012); sin embargo existe una cierta controversia al respecto, puesto que
un trabajo reciente sugiere que los hipnotico-sedantes como el MDZ, podrian incrementar la
percepcion del dolor (Frolich MA y cols., 2013). Su efecto preventivo del DCPQ no ha podido
ser demostrado de forma definitiva (Frélich MA y cols., 2013).

En cuanto a los efectos antinociceptivos del MDZ, existe una cierta correlacién con los
efectos observados en células de glia en cultivo. Asi, la presencia de MDZ en el medio,
disminuye la liberacion de IL-6 inducida por estimulacién con IL-18 (Tanabe K y cols.,
2011).

Las benzodiacepinas (5-aril-1,4-benzodiacepinas) son farmacos ansioliticos / sedantes con
una estructura quimica formada por un anillo de benceno unido a un anillo diacepina;
contienen ademas un anillo 5-aril y un 1,4-diacepina. Actuan uniéndose de forma alostérica
a los receptores ionotropicos GABA,, que contienen cinco subunidades (2a, 2B, 1y) que
forman un canal selectivo para el ién CI'. Estos receptores se expresan en neuronas y en
astrocitos (Kang J y cols., 1998). La union del GABA (principal neurotransmisor inhibitorio) a
la subunidad B del receptor GABA, induce la apertura del canal y la entrada de iones CI’,
provocando la hiperpolarizacion de la membrana; como consecuencia, se inhibe la
transmisién excitatoria de sefiales. Las benzodiacepinas se unen a la subunidad ay del
receptor GABA, aumentando la frecuencia de apertura de los canales de CI” incrementando

la inhibicion inducida por el GABA.

Las benzodiacepinas se absorben por completo por via oral, y se metabolizan en el higado
por los citocromos P450 (CYP3A4 y CYP2C19) y se eliminan por via renal. Se unen a
proteinas plasmaticas en un 70-99%. Segun su vida media de eliminacién se clasifican en
de duracion ultracorta (< 4 horas), corta, intermedia y larga (> 24 horas) (Greenblatt DJ y
cols., 1981).

En la clinica humana, se utilizan como anticonvulsivantes, ansioliticos, sedantes e
hipnéticos, aunque tras su uso cronico puede aparecer tolerancia y dependencia

Clinicamente, la vida media del farmaco establece su uso terapéutico, asi las
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benzodiacepinas de larga duracién son utiles como anticonvulsivantes y ansioliticos; las de
duracién intermedia-corta como hipnoéticos y las de duracion ultra-corta como sedantes y
para inducir amnesia en la premedicacion anestésica ay y durante la cirugia. Los EA de las
benzodiacepinas incluyen lasitud, disminucion de los reflejos, descoordinacion motora,
confusién y amnesia. Otros efectos indeseados menos comunes son cefaleas, vision

borrosa, vértigo, nauseas y vomitos, diarrea.
5.7 Analgesia Multimodal. Asociaciones o combinaciones de analgésicos

En la clinica humana es dificil controlar el dolor nociceptivo agudo de intensidad moderada-
severa con un solo farmaco o procedimiento analgésico, por lo que se utilizan asociaciones
o combinaciones de analgésicos en lo que se ha denominado analgesia multimodal o
balanceada. Dado que la trasmision del dolor y los procesos de sensibilizacién nociceptiva
estan mediados por multiples vias y mecanismos, es poco probable que la inhibicion de un
unico mediador o via de sefalizacion pueda prevenir/controlar el dolor y la hiperalgesia. Por
tanto durante la analgesia multimodal, se utiliza la administracion simultanea de dos o mas
farmacos o procedimientos que producen analgesia por distintos mecanismos (Rawlinson A
y cols., 2012); en la actualidad, la analgesia multimodal constituye la base de tratamiento del
DAP. Cuando dos o mas farmacos se administran simultaneamente cada uno puede actuar
de forma independiente, en cuyo caso los efectos seran aditivos; sin embargo algunos
farmacos pueden interaccionar entre si, de tal forma que los efectos observados se desvian
de la aditividad pudiendo ser mayores 0 menores que la suma de ambos, en cuyo caso
existe sinergia o antagonismo, respectivamente (Raffa RB y cols., 2003). El tipo de
interaccion puede ser determinado experimentalmente utilizando protocolos concretos vy
analisis estadisticos adecuados (por ejemplo isobologramas), que permiten establecer la
presencia y el tipo de interaccién, asi como la 6ptima relacion de dosis para obtener la mejor
analgesia (Tallarida RJ, 2012).

Asi, estudios realizados en nuestro laboratorio en modelos animales de nocicepcion
muestran que las asociaciones de analgésicos combinados en una proporcién 1:1 (en base
a su potencia), son por lo general sinérgicas o aditivas para la analgesia (Romero A y cols.,
2010; Miranda HF y cols., 2009; 2012). Concretamente, la combinacién de DEX (AINE no
selectivo) y TRM (opioide menor) es sinérgica en ratones sanos o naive (Miranda HF y cols.,
2009) y en animales con inflamacién aguda y cronica inducida por CFA (Miranda HF y cols.,
2012). Dado que la combinacién es sinérgica para la analgesia en distintos modelos
animales de nocicepcion, en el presente proyecto hemos investigado su eficacia
antihiperalgésica en el modelo de dolor incisional y en la prevencion de la SLD; también

hemos estudiado su eficacia sobre la inhibicion de la activacién glial (microglia y astrocitos)
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en la ME. La combinacion de DEX y TRM se utiliza empiricamente en el tratamiento del
dolor postoperatorio en humanos, pero se desconoce el tipo de interaccion entre ambos

farmacos.

Entre los farmacos que se asocian mas frecuentemente en el tratamiento del DAP en
humanos, se encuentran los AINEs y el paracetamol. Estudios preclinicos muestran que
esta combinacion tiene efectos sinérgicos para la analgesia (Miranda HF y cols., 2005); en
humanos también se ha observado que la combinacion posee una mayor eficacia
analgésica que cuando los farmacos se administran individualmente (Ong CKS vy cols.,
2010). En cirugias muy dolorosas, la combinacion de AINEs y paracetamol disminuye las
dosis de morfina requeridas para obtener analgesia efectiva, y como consecuencia se
reducen los EA (Maund E y cols., 2011). Ademas de farmacos analgésicos, actualmente se
incluye en la analgesia multimodal la administracion de adyuvantes tales como
anticonvulsivantes o KET, puesto que favorecen la analgesia postoperatoria y previenen la
aparicion de DCPQ (Deumens Ry cols., 2013).

Como hemos descrito a lo largo de la introduccion, existe una gran variedad de farmacos
disponibles para el tratamiento del dolor; sin embargo, el tratamiento subdptimo del DAP
continua siendo un problema relevante en pacientes quirdrgicos que pueden desarrollar mas
adelane DCPQ. La falta de conocimientos sobre los mecanismos implicados en el desarrollo
de DCPQ e incluso la falta de conocimientos del efecto de los farmacos en algunos sistemas
(como por ejemplo sobre las células de la glia) hacen dificil establecer pautas
farmacoldgicas efectivas (combinaciones adecuadas, tiempos de administracién, dosis...).
Por este motivo, en el presente trabajo hemos analizado el efecto que ejercen diferentes
farmacos sobre la HPO y Ila SLD (rrelacionada con el DCPQ), y su efecto sobre la
activacion de la glia en la médula espinal. Este campo esta poco explorado y es de especial
relevancia puesto que esta bien establecida la implicacion que de la glia en el dolor

patoldgico, en particular neuropatico.
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Il. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El presente proyecto esta justificado sobre la base del problema que representa en la
practica clinica el dolor agudo postoperatorio (DAP) moderado-severo, que esta presente en
un 60% de pacientes quirurgicos aun a pesar del tratamiento analgésico administrado (Wu
CL y Raja SN, 2011). El dolor agudo puede convertirse en dolor cronico postquirtrgico
(DCPQ) en un elevado porcentaje de pacientes (15-60%) (Lavand’homme P, 2011), siendo
un factor de riesgo importante la intensidad del dolor agudo después de la cirugia; por lo
general, el dolor crénico es neuropatico-mixto y puede llegar a ser incapacitante, mermando
la calidad de vida del paciente e incrementando los gastos sociales y sanitarios.

El dolor postincisional agudo y crénico presenta caracteristicas y mecanismos propios que
podrian explicar, al menos en parte, la escasa respuesta al tratamiento. Entre ellos, la
activacion de la glia espinal podria ser un factor relevante en su etiologia ya que las células
de glia (microglia y astrocitos), participan en los procesos de inicio y mantenimiento del dolor
patolégico (Romero-Sandoval A y cols., 2008). En nuestro estudio hemos evaluado el efecto
de diversos tratamientos farmacolégicos sobre el comportamiento nociceptivo con el fin de

establecer su posible asociacion con la activacién glial.

En la actualidad, el tratamiento farmacoldégico del dolor postoperatorio tiene una doble
finalidad: controlar la intensidad del dolor agudo y prevenir la aparicién de dolor cronico. En
el tratamiento del dolor agudo se utilizan AINEs, AA y opioides, solos o asociados, en la
denominada analgesia multimodal o balanceada; para la prevencién del dolor cronico
utilizamos antagonistas del receptor NMDA y anticonvulsivantes, pero de momento, su
eficacia no ha sido establecida de forma definitiva. Cada familia de farmacos analgésicos /
antihiperalgésicos, actua por mecanismos distintos, aunque se ha descrito que todos ellos
pueden modificar en mayor o menor proporcion la activacion de la glia después de una
lesion tisular.

Hemos investigado si los farmacos utilizados habitualmente en el tratamiento del DAP en el
hombre (solos o asociados) producen antinocicepcion en el ratdén, y si a la vez son capaces
de modificar la activacion de la glia. El posible paralelismo de los resultados de
comportamiento con la activacién glial, nos dara una nueva visidon sobre la participacién de
la glia en los mecanismos de accién de los analgésicos utilizados en tratamiento del dolor
postoperatorio, consolidando (o no), el papel de la glia en la etiologia del dolor
postincisional algudo y crénico.

El estudio ha sido realizado en un modelo de dolor postquirurgico en el ratéon, que mimetiza
las caracteristicas del dolor agudo postoperatorio en humanos (Célérier E y cols., 2006); el

modelo no permite cuantificar dolor espontaneo, por lo que hemos evaluado la hiperalgesia
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mecanca (HPO) que acompana invariablemente el DAP. En este modelo, la aplicacion de
un nuevo estimulo una vez que ha cicatrizado la herida quirurgica y se han recuperado los
umbrales nociceptivos, induce de nuevo hiperalgesia. La respuesta pone en evidencia
cambios plasticos en el SNC compatibles con una sensibilizacion latente al dolor (SLD), que
seria la base para desarrollar dolor crénico postquirurgico (Cabafiero D y cols., 2009;
Campillo A y cols., 2011; Romero A y cols., 2011;). En el estudio, hemos evauado la
hiperalgesia postoperatoria como manifestacion del DAP vy la sensibilizacion latente al dolor
que refleja la aparicion de DCPQ; como estimulo para poner en evidencia la presencia de

SLD, hemos utilizado (-)naloxona, un antagonista no selectivo de los RO.

El estudio da una vision global sobre las familias de farmacos que podrian ser efectivos no
sélo en el tratmiento del DAP sino también en la prevencion del DCPQ en humanos.
Ademas, los efectos sobre las células de la glia ampliaran nuestros conocimientos sobre los
mecanismos de accion de estos farmacos, asi como la implicacion de la activacion de la

glia espinal en el DAP y la aparicién de DCPQ.
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipétesis de trabajo propone que la administracion intraoperatoria de farmacos
analgésicos o adyuvantes utilizados en clinica humana en el tratamiento del dolor
postoperatorio, podrian prevenir cambios plasticos espinales que conducen al desarrollo de
sensibilizacién latente al dolor y dolor crénico postquirdrgico. Puesto que los cambios
plasticos afectarian a células nerviosas y gliales, postulamos también que los distintos
tratamientos podrian prevenir la sensibilizacion nociceptiva mediante mecanismos

neuronales y/o gliales, estos ultimos poco caracterizados todavia.

Utilizando un modelo de dolor postquirdrgico en el ratdon que reproduce (aproximadamente)
los eventos que ocurren en el periodo perioperatorio en humanos, nos planteamos como
objetivo general investigar el efecto de la administracion intraoperatoria de analgésicos y
adyuvantes sobre la hiperalgesia postoperatoria, la sensibilizaciéon latente al dolor, y la

activacion glial (microglia y astrocitos) inducidos por la cirugia.

Los objetivos concretos del estudio han sido:

1. Evaluar el efecto de la administracion intraoperatoria de una Uunica dosis de
dexketoprofeno y/o tramadol, individualmente o combinados, sobre la hiperalgesia
postoperatoria (4h-2d) y la prevencion de la sensibilizacion latente al dolor (que se

evidencia mediante la administracion de naloxona, el dia 21 del postoperatorio)

2. Evaluar el efecto de la administracién intraoperatoria de una uUnica dosis de
dexketoprofeno y/o tramadol, individualmente o combinados, sobre i) el aumento de
la inmunoreactividad glial espinal inducida por la cirugia el dia 1 del postoperatorio y

ii) la reactivacion glial tras la administracién de naloxona el dia 21 del postoperatorio.

3. Establecer si existe paralelismo entre el comportamiento nociceptivo (hiperalgesia

postoperatoria y SLD) y la inmunoreactividad glial espinal

4. Analizar el efecto del dexketoprofeno y el tramadol sobre la activacién glial, en

condiciones control (animales sham-operados)

5. Evaluar el efecto de la combinacion de dexketoprofeno y el tramadol sobre la
hiperalgesia postquirurgica y la activacion glial. Determinar si existe interaccion entre
ambos farmacos cuando se administran el dia 1 del postoperatorio en una proporcion
1:1. Establecer el tipo de interaccion para el efecto antihiperalgésico utilizando

isobologramas e indices de interaccion.

84



6.

10.

[ll. Hipbtesis y objetivos

Evaluar el efecto de la administracion intraoperatoria de una Unica dosis de distintos
farmacos analgésicos y adyuvantes utilizados en la clinica humana, sobre la

hiperalgesia postquirurgica y la activacion glial

Determinar el efecto de la ketamina y la gabapentina (farmacos que previenen
parcialmente el DCPQ en humanos), sobre la hiperalgesia postoperatoria, la
sensibillizacion latente al dolor y la activacion glial en los distintos tiempos. En ambos
periodos, establecer un paralelismo entre la antihiperalgesia y la inhibicién de la

activacion glial en la médula espinal

Evaluar el efecto de la inhibicion de la activacion microglial inducida por la
administracion de minociclina, sobre la hiperalgesia postoperatoria, la sensibilizacion

latente al dolor y la activacion glial espinal

Investigar si la activacion de los receptores cannabinoides CB2 mediante el agonista

A-836339, podria bloquear la HPO y SLD y la activacién glial después de la cirugia.

Establecer el efecto del midazolam, una benzodiacepina utilizada como ansiolitico en
el perioperatorio en humanos sobre la hiperalgesia postoperatoria, la sensibilizacién

latente al dolor y la activacion glial espinal.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Animales y estabulacion

Para la realizacion de todos los experimentos se han utilizado ratones macho Swiss CD1
obtenidos de Charles-River (CRIFFA, Francia) con un peso comprendido entre los 25-30
gramos. Los animales fueron estabulados en grupos de 4 en cajas con un lecho de viruta de
madera de alamo autoclavada (Souralit S.L, Barcelona, Spain), mantenidos en una
habitacion con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (ciclo luz 8.00h-20.00h) y temperatura y
humedad controlada (21 + 1°C y 55 + 10%, respectivamente). Los animales disponian de
agua y comida ad libitum exceptuando en los periodos de evaluaciéon del comportamiento o

manipulacién de los animales.

Todos los procedimientos han sido aprobados siguiendo las directrices de la normativa de la
Comunidad Europea 86/609/EEC referente a la manipulacion de animales de
experimentacion y por el Comité Etico para la Experimentacion Animal- Parc de Recerca
Biomédica de Barcelona (CEEA-PRBB). Las instalaciones donde se han llevado a cabo los
procedimientos cuentan con la acreditacion de la International Association for Acreditation of

Laboratory and Assessment Animal Care.

2. Cirugia

Utilizamos el modelo incisional de dolor postoperatorio descrito previamente en rata
(Brennan TJ y cols., 1996) y validado en el ratén en nuestro laboratorio (Célérier E y cols.,
1996). Los animales de todos los grupos experimentales fueron anestesiados con
sevoflurano durante 30 minutos en un quir6fano en condiciones de esterilidad. El
sevoflurano fue administrado vaporizado en oxigeno a una concentracién de 3,5% v/v para
la induccién de la anestesia y 3,0% v/v durante la cirugia. Para la induccién de la anestesia
se empled una camara de metacrilato, mientras que para el mantenimiento, y con el fin de
facilitar la cirugia, se utilizd6 una mascara facial. En el caso de los animales control ésta fue
la Unica manipulacion que se les practicé (anestesia, 30 minutos); en cambio, a los animales
que fueron sometidos a cirugia, se les realizé una incision plantar durante los 30 minutos
que durd la anestesia (ver apartado 5 material y métodos). La cirugia consisti6 en una
incision longitudinal de 0,7 cm realizada con un bisturi numero 20 en la piel y la fascia en la
superficie plantar de la pata derecha trasera, empezando a 0,3 cm del limite proximal del
talén y extendiéndose hacia los dedos. El musculo plantar se expone y se realizan incisiones

longitudinalmente, manteniendo la insercion intacta. Tras la hemostasis mediante ligera
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presion, se procede al cierre de la herida quirurgica realizando dos puntos de sutura con hilo
de seda del numero 6/0; posteriormente, se cubre con una sustancia antiséptica de
povidona yodada. Una vez finalizado el proceso quirurgico, los animales se recuperan en
cajas con el lecho estéril y con una fuente de calor (manta térmica).

Durante la cirugia, ademas, los animales recibieron una administracién sistémica de uno de
los farmacos de estudio o bien suero salino (SS, NaCl 0,9%) en el caso de los animales

control (ver apartado 5 material y métodos).

3. Evaluaciéon del comportamiento nociceptivo: Test de Von Frey

Los umbrales nociceptivos se evaluaron en todos los experimentos de comportamiento
mediante el test de Von Frey. Este test mide la hiperalgesia mecanica ante un estimulo
mecanico mediante los filamentos Semmes-Weinstein (San José, California, EE.UU).
Inicialmente, se habitua a los animales al entorno y condiciones de la sala durante 2-3 dias.
Para ello, cada dia y a la misma hora, se colocan los animales individualmente en un cilindro
de metacrilato, de 30 cm de alto y 9 de didametro, sobre una superficie de malla metalica;
permaneciendo en ellos 2 horas. Tras el periodo de habituacion, se realiza la evaluacion de
los umbrales nociceptivos basales mediante los filamentos de Von Frey 2-3 dias
consecutivos previos a cualquier manipulaciéon; este test se realizara tras la habituacién
también de 2 horas cada dia (de tal manera que los animales estén tranquilos y quietos
durante el periodo de evaluacion). El valor medio de las tres evaluaciones se considerara el
valor basal de los umbrales nociceptivos cada animal. De igual forma, tras la manipulacion,
cada dia que se evaluen los umbrales nociceptivos, los animales se habituaran durante las 2
horas previas al inicio del test.

Para la valoracion de los umbrales nociceptivos (test de Von Frey), se aplican filamentos de
distinto grosor (correspondientes a presiones comprendidas entre los 0,008 y 2 gramos, en
el espacio delimitado por las almohadillas (no sobre ellas ni fuera de este espacio) del
animal. Los filamentos se aplican siempre empezando por una presién de 0,4 gramos, que
se ira aumentando o disminuyendo siguiendo el método de ‘up&down’ (Chaplan SR y cols.,
1994); asi, si el animal responde ante el estimulo (retira la pata) se aplicara un filamento de
calibre inferior, mientras que, si no responde se aumentara el calibre. Este proceso se
realizara sucesivamente hasta haber realizado 4 aplicaciones tras el primer cambio de
respuesta, entendiendo este cambio como pasar de retirar la pata a no retirarla, o viceversa.
El filamento equivalente a 2g se utiliza como cut-off. Las respuestas se anotan como ‘O’
cuando no hay respuesta y como ‘X’ cuando hay respuesta. Para el calculo del umbral

nociceptivo la secuencia de las 6 ultimas respuestas se introduce en una hoja de calculo
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proporcionada por el laboratorio del Dr. A. Basbaum (San Francisco, EE.UU) que calcula el

valor en gramos utilizando el método up&down descrito por W.J, Dixon, 1980.

4. Evaluacién de la inmunoreactividad glial en médula espinal

4.1 Perfusiodn, inclusion y preparacion de las muestras

Para cada tiempo y grupo experimental evaluado, 4-5 animales son anestesiados con
pentobarbital sodico (60 mg/kg, i.p) y perfundidos por via intracardiaca con suero salino
tamponado (PBS, phospate-buffered saline; 0,1M, pH 7,4) seguido de una sustancia fijadora
al 10% de formalina. Tras la perfusion se procede a la extraccion del segmento comprendido
entre la L4-L6 de la médula espinal. Estos segmentos se depositan individualmente en
eppendorfs con la misma solucién fijjadora de la perfusion (formalina 10%) donde
permanecen durante 2 horas a 4°C. Tras este periodo, se elimina esta solucién y se cubren
los tejidos con una solucion crioprotectora (20% sacarosa en PBS 0.1M) durante 24 horas a
4°C. Esta solucioén, por osmosis, permitira la liberacién de agua del tejido, preservando asi el
tejido de la formacion de cristales de gran tamano durante la congelacién, que podrian
deteriorar la muestra.

Posteriormente, los tejidos se incluyen individualmente en moldes de congelacion de una
dimensién de 10x10x5mm (Tissue-Tek Sakura Finetek, USA) con el compuesto OCT
(compuesto de alcoholes hidrosolubles y resina) (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Holanda),
que se lleva a cabo en el interior del criostato (Leica, Madrid, espafa) con el que
posteriormente realizamos los cortes histolégicos de 25 pm de grosor a una temperatura de
-21+£1°C. De cada médula espinal se realizan 6-7 cortes de manera seriada los cuales se
colocan en portaobjetos silanizados (Thermo Scientific, Alemania). Para cada muestra

analizada, se emplean como minimo 4 portaobjetos (6-7 cortes histolégicos/portaobjeto).

4.2 Inmunohistoquimica

Inicialmente los portaobjetos que contienen los cortes histologicos de las muestras se dejan
a temperatura ambiente durante unos 30 minutos para que se descongelen. Posteriormente,
se colocan en un recipiente con PBS con el objetivo de eliminar el OCT de las muestras.
Para ello, se realizan 3 lavados consecutivos con PBS+ Tritén al 0,2% (PBS-T 0,2%, Triton-
X-100, Sigma) de 10 minutos cada uno, cambiando el liquido entre lavado y lavado y
manteniendo el recipiente en agitaciéon. Tras la eliminacién completa del OCT, para evitar
uniones inespecificas posteriores, se procede a bloquearlas con suero de cabra (Vector

Laboratories, Burlingame, CA) al 5% en PBS-T 0,2%; las muestras permanecen con esta
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solucion de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Trascurrido este periodo, las
muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario de conejo anti-lba-1 (lonized calcium
Binding Adaptator molecule 1) o anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) para la deteccidn
de la inmunoreactividad de microglia y astrocitos, respectivamente; las diluciones utilizadas
fueron 1:2000 para Iba-1 (Wako Chemical, Richmond, VA) y 1:500 para GFAP (Dako
Cytomation, Denmark), ambas preparadas en PBS-T 0,2%. Finalizada esta incubacion, se
procedié a eliminar la solucion mediante tres ciclos de 10 minutos de lavado con PBS-T
0,2%. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario durante
1 hora a temperatura ambiente y en total oscuridad para evitar la pérdida de fluorescencia;
en ambos casos el anticuerpo secundario fue el Cy3 (1:2000, Chemicon International,
Temecula, CA) de bovino anti-conejo IgG preparado en PBS-T 0,2%. Finalmente, se
procedid a montar las muestras para la posterior visualizacién en el microscopio. Para ello
se utilizé como medio de montaje Vectashields+Dapi (Vector Laboratories, Burlingame,CA) y

se cubridé con un cubreobjetos.

4.3 Visualizacion de las muestras, captacion de imagenes y cuantificacion

Las imagenes de fluorescencia fueron tomadas con un microscopio (Leica DMR, Madrid)
provisto de un filtro para la deteccién de fluorescencia de Cy3 y equipado con una camara
digital (Leica DFC 300 FX, Madrid).

Las imagenes fueron captadas con el objetivo 20x en la region del asta dorsal de la médula
espinal, que comprende las laminas I-lll; concretamente, la zona ipsilateral a la cirugia
(figura 35).

Figura 35. Microfotografia de médula
espinal. El area punteada engloba la
region del asta dorsal de la meédula
espinal que comprende las laminas I-lll.
(Modificada de Romero A y cols., 2013)

Para el analisis cuantitativo, para cada tiempo y grupo experimental fueron utilizadas las
muestras de al menos 4 portaobjetos por cada animal, obteniendo asi un valor promedio de

todas las secciones tisulares analizadas. La cuantificacion de Iba-1 y GFAP se realiz

89



IV. Material y métodos

determinando la intensidad de fluorescencia en un area fija de las células (ADME, lamina |-

[lI), mediante el programa Imaged (version1.44, NIH, Bethesda, MD); asi, el numero de

células activadas para el Iba-1 o el porcentaje de area marcada para el GFAP en estas

areas especificas de interés fue evaluado.

5. Experimentos

Todos los animales fueron anestesiados recibiendo la misma concentraciéon de sevoflurano

(3,5-3,0% v/v). Utilizando una N de 10-12 ratones para los estudios de comportamiento y 4-5

ratones para los estudios de inmunoreactividad glial, los animales recibieron uno de los

siguientes tratamientos:
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Grupo Control (CTL): Los animales son anestesiados con sevoflurano (3,5-3,0 v/v)
durante 30 minutos.

Grupo Incisiéon (INC): Los animales son intervenidos quirdrgicamente (incision
plantar) bajo anestesia con sevoflurano (3,5-3,0 v/v) durante 30 minutos.

Grupo Incision + Salino o farmaco de estudio (INC+SS o Farmaco de estudio):
Los animales son intervenidos quirdrgicamente (incisién plantar) bajo anestesia con
sevoflurano (3,5-3,0 v/v) durante 30 minutos. Ademas, durante la cirugia se les
administra por via sistémica suero salino (SS) o el farmaco de estudio (homenclatura

que se muestra a continuacion):

o INC+SS: administracion s.c de suero salino

o INC+DEX: administracion s.c de dexketoprofeno

o INC+TRM: administracion s.c de tramadol

o INC+DEX+TRM: administracion s.c de dexketoprofeno y tramadol
o INC+KET: administracion s.c de ketamina

o INC+GBP: administracién i.p de gabapentina

o INC+ MINO: administracion i.p de minociclina

o INC+A-836339: administracion i.p de A-836339

o INC+MDZ: administracion s.c de midazolam

Y La gabapentina se administré excepcionalmente 30 minutos antes de la cirugia con

el objetivo de mimetizar los estudios clinicos (Schmidt PC y cols., 2013)

Grupo sham operado + farmaco de estudio (abreviatura farmaco): Animales
naive son anestesiados con sevoflurano (3,5-3,0 v/v) durante 30 minutos. Durante la

anestesia reciben una administracion sistémica del farmaco a analizar. Este grupo
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unicamente fue empleado para los estudios de inmunoreactividad glial, puesto que
se han descrito farmacos (opioides) que per se activan la glia (Hutchinson MR y
cols., 2008). En este grupo, no se evalud el comportamiento nociceptivo puesto que
el principal objetivo fue estudiar el efecto antihiperalgésico en una situacion clinica
(INC). A continuacion se detalla la nomenclatura de cada subgrupo segun el farmaco

de estudio:

o DEX: dexketoprofeno

o TRM: tramadol

o DEX+TRM: dexketoprofeno+tramadol
o KET: Ketamina

o GBP: Gabapentina

o MINO: Minociclina

Concretamente, en el presente proyecto, se llevaron a cabo los siguientes grupos de

experimentos:

Experimento 1: Efecto de la cirugia sobre los umbrales nociceptivos

Tras el periodo de habituacion, se evaluaron los umbrales nociceptivos mecanicos (Von
Frey) de todos los animales durante 2-3 dias consecutivos (basal). Posteriormente los
animales fueron asignados al grupo control (CTL, N=10) o incision (INC, N=12)
determinando en todos ellos los umbrales nociceptivos mecanicos (von Frey) a las 4 horas,
y a los dias 1, 2, 4, 7 del postoperatorio. Los umbrales nociceptivos no fueron evaluados

antes de las 4 horas para evitar posibles efectos residuales de la anestesia.

Experimento 2: Efecto de la administracion de salino y naloxona tras la completa

recuperacion de los umbrales nociceptivos. Evaluacion de la sensibilizacion latente al dolor

Tras la completa recuperacién de los umbrales nociceptivos, el dia 21 todos los animales
(grupo CTL e INC) recibieron una dosis de naloxona (1mg/kg) por via subcutanea (s.c) 20
minutos antes de la evaluacion de los umbrales nociceptivos mecanicos. El dia anterior (dia
20), se habia realizado, como control de la naloxona, el mismo experimento, administrando

salino a todos los animales antes de la evaluacién conductual.
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Experimento 3: Efecto de la cirugia sobre la inmunoreactividad glial en médula espinal

Los animales del grupo incisién (INC) fueron eutanasiados a los 30 minutos, 4 horas y los
dias 1, 2 y 4 tras la cirugia (grupo INC, N= 4-5 por tiempo evaluado). También se eutanasio
un grupo de animales control (grupo CTL, N=5). Sobre las médulas espinales de todos estos
animales (previamente procesadas) se determiné la inmunoreactividad a Iba-1 (microglia) y
a GFAP (astrocitos); concretamente a nivel del asta dorsal de la médula espinal ipsilateral a

la zona de la cirugia.

Experimento 4: Efecto la administraciéon de salino o naloxona sobre la inmunoreactividad

glial el dia 21 del postoperatorio

Los animales de los grupos control e incisiéon (CTL, INC; N=4-5 por grupo) recibieron salino
o naloxona el dia 21 del postoperatorio, 20 minutos antes de su eutanasia. Las médulas
espinales fueron procesadas evaluando la inmunoreactividad a Iba-1 y GFAP en el asta

dorsal de la médula espinal ipsilateral a la zona de la cirugia.

Experimento 5: Efecto de la administracion intraoperatoria de dexketoprofeno o tramadol

sobre la hiperalgesia postoperatoria y la sensibilizacion latente al dolor

Tras el periodo de habituacion, se evaluaron los umbrales nociceptivos mecanicos (Von
Frey) de todos los animales durante 2-3 dias consecutivos (basal). Posteriormente los
animales fueron asignados al grupo incision+salino (INC+SS, N=10), incision+
dexketoprofeno (INC+DEX, N=12) o incision+tramadol (INC+TRM, N=12) determinando en
todos ellos los umbrales nociceptivos mecanicos a las 4 horas, y a los dias 1 y 2 del
postoperatorio. Los dias 20 y 21 los animales de todos los grupos recibieron una inyeccion
de salino y naloxona, respectivamente, 20 minutos antes de la evaluacién del

comportamiento nociceptivo.

Experimento 6: Efecto de la administracion intraoperatoria de dexketoprofeno o tramadol

sobre la inmunoreactividad glial inducida por la cirugia

Los animales del grupo incisién+salino (INC+SS), dexketoprofeno (DEX),
incision+dexketoprofeno (INC+DEX), tramadol (TRM) e incision+ tramadol (INC+TRM)
fueron eutanasiados los dias 1 y 21 del postoperatorio. Concretamente, el dia 21 los
animales recibieron una administracion de salino (21d+SS) o naloxona (21d+Nx) 20 minutos
antes de la eutanasia. Como control del experimento se empled un grupo de animales

Unicamente anestesiado (grupo CTL). Las médulas espinales de todos los grupos y
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condiciones experimentales fueron procesadas y evaluadas con el fin de determinar la
inmunoreactividad a Iba-1 (microglia) y a GFAP (astrocitos) en el asta dorsal de la médula
espinal ipsilateral a la zona de la cirugia. Se empleé una N=4-5 animales para todos los

grupos y tiempos.

Experimento 7: Efecto de la combinaciéon dexketoprofeno:tramadol sobre la hiperalgesia

postoperatoria y la sensibilizacion latente al dolor

Animales tratados durante la cirugia con diferentes dosis de dexketoprofeno (INC+DEX; 50,
70, 100 mg/kg) o tramadol (INC+TRM; 25, 50, 100 mg/kg) fueron evaluados el dia 1 del
postoperatorio con el fin de realizar una curva dosis-respuesta de ambos farmacos
administrados individualmente. Estas curvas nos permitieron determinar la dosis eficaz 50
(DEsp) ademas de establecer el efecto maximo de cada farmaco (Enax). Posteriormente se
realizaron los mismos experimentos (curvas dosis respuesta) para evaluar el efecto
antihiperalgésico de la combinacién 1:1 en base a su potencia; ademas se determiné el tipo
de interaccion entre los farmacos mediante el analisis con isobologramas (ver 7.1 calculos

y estadisticas presente apartado).

La combinacién (grupo INC+DEX+TRM) de las DEsq para la antihiperalgesia el dia 1 del
postoperatorio de los farmacos (dexketoprofeno, tramadol) administrados individualmente,
fue valorada junto con el grupo incision+salino (INC+SS) no solo el dia 1 del postoperatorio
sino también el dia 20 y 21 tras la administracién de salino y naloxona, respectivamente.

Una N=10-12 animales fue utilizada para cada tiempo y grupo evaluado.

Experimento 8: Efecto de Ila combinacion dexketoprofeno:tramadol sobre Ila

inmunoreactividad glial inducida por la cirugia

Los animales del grupo incisién+salino (INC+SS), dexketoprofeno:tramadol (DEX+TRM) y
incision+dexketoprofeno+tramadol (INC+DEX+TRM) fueron eutanasiados el dia 1 y 21 del
postoperatorio. Concretamente, el dia 21 los animales recibieron una administracién de
salino (21d+SS) o naloxona (21d+Nx) 20 minutos antes de la eutanasia. Las dosis utilizadas
de la combinacion para los grupos DEX+TRM e INC+DEX+TRM fueron la DEs, para la
antihiperalgesia el dia 1 de los farmacos administrados de forma individual (experimento 7).
Como control del experimento un grupo de animales unicamente anestesiado (grupo CTL)
fue utilizado. Las médulas espinales de todos los grupos y condiciones experimentales

fueron procesadas y evaluadas con el fin de determinar la inmunoreactividad a I|ba-1
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(microglia) y a GFAP (astrocitos) en el asta dorsal de la médula espinal ipsilateral a la zona

de la cirugia. Se empled una N=4-5 animales para todos los grupos y tiempos.

Experimento 9: Efecto de la administracion intraoperatoria de ketamina o gabapentina

sobre la hiperalgesia postoperatoria y la sensibilizacion latente al dolor

Tras el periodo de habituacion, se evaluaron los umbrales nociceptivos mecanicos (Von
Frey) de todos los animales durante 2-3 dias consecutivos (basal). Posteriormente los
animales fueron asignados al grupo incision+salino (INC+SS, N=10), incision+ ketamina
(INC+KET, N=12) o incision+gabapentina (INC+GBP) determinando en todos ellos los
umbrales nociceptivos mecanicos a las 4 horas y un 1 dia del postoperatorio. El dia 20 y 21
los animales de todos los grupos recibieron una administracion de salino y naloxona,

respectivamente, 20 minutos antes de la evaluacion del comportamiento nociceptivo.

Experimento 10: Efecto de la administracién intraoperatoria de ketamina o gabapentina

sobre la inmunoreactividad glial inducida por la cirugia.

Los animales del grupo incision+salino (INC+SS), ketamina (KET), incision+ketamina
(INC+KET), gabapentina (GBP) e incisién+ gabapentina (INC+GBP) fueron eutanasiados el
dia 1 y 21 del postoperatorio. Concretamente, el dia 21 los animales recibieron una
administracion de salino (21d+SS) o naloxona (21d+Nx) 20 minutos antes de la eutanasia.
Como control del experimento un grupo de animales Unicamente anestesiado (grupo CTL)
fue utilizado. Las médulas espinales de todos los grupos y condiciones experimentales
fueron procesadas y evaluadas con el fin de determinar la inmunoreactividad a Iba-1
(microglia) y a GFAP (astrocitos) en el asta dorsal de la médula espinal ipsilateral a la zona

de la cirugia. Se emple6 una N=4-5 animales para todos los grupos y tiempos.

Experimento 11: Efecto de la administracion intraoperatoria de minociclina, A-836339 o

midazolam sobre la hiperalgesia postoperatoria y la sensibilizacién latente al dolor

Tras el periodo de habituacion, se evaluaron los umbrales nociceptivos mecanicos (Von
Frey) de todos los animales durante 2-3 dias consecutivos (basal). Posteriormente los
animales fueron asignados al grupo incision+salino (INC+SS, N=10), incisién+ minociclina
(INC+MINO, N=12), incision+A-836339 (INC+A-836339) o incision+midazolam (INC+MD2Z)
determinando en todos ellos los umbrales nociceptivos mecanicos a las 4 horas y un 1 dia
del postoperatorio. ElI dia 20 y 21 los animales de todos los grupos recibieron una
administracion de salino y naloxona, respectivamente, 20 minutos antes de la evaluacion del

comportamiento nociceptivo.
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Experimento 12: Efecto de la administracion intraoperatoria de minociclina sobre la

inmunoreactividad glial inducida por la cirugia.

Los animales del grupo incision+salino (INC+SS), minociclina (MINO) e incision+minociclina
(INC+MINO), fueron eutanasiados el dia 1 y 21 del postoperatorio. Concretamente, el dia 21
los animales recibieron una administracion de salino (21d+SS) o naloxona (21d+Nx) 20
minutos antes de la eutanasia. Como control del experimento un grupo de animales
Unicamente anestesiado (grupo CTL) fue utilizado. Las médulas espinales de todos los
grupos Yy condiciones experimentales fueron procesadas y evaluadas con el fin de
determinar la inmunoreactividad a Iba-1 (microglia) y a GFAP (astrocitos) en el asta dorsal
de la médula espinal ipsilateral a la zona de la cirugia. Se empled una N=4-5 animales para

todos los grupos y tiempos.

A modo de resumen general, la figura 36 muestra el protocolo experimental realizado:

Incisidn Plantar bajo
anestesiacon sevoflurano

l l l l

| Evaluacion comportamiento nociceptivo |

Tiempo | 0 .ceeeeeenenne 30min || pOST_OP- 30min...4h ...1d ...2d ...4d ...7d ...20d ... 21d
A
f I N D (N S
Vehiculo o fairmaco/s estudio| Evaluacién inmunoreactividad

microglia (Ilba-1) y astrocitos (GFAP)

Salino o Naloxona

Figura 36. Protocolo experimental general

6. Farmacos y vias de administracion

Los animales de los diferentes grupos experimentales (ver apartado 5, material y
métodos) utilizados en el presente estudio, fueron anestesiados con el anestésico
sevoflurano (Sevorane®, Laboratorios Abbott S.A. Madrid, Espafia) proporcionado por el
Servicio de Anestesiologia del Hospital del Mar, Barcelona. Durante la cirugia, los animales
recibieron una administracion de vehiculo (solvente) o los diferentes farmacos de estudio

detallados en la tabla 4:
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Dexketoprofeno

Farmaco

trometamol

Tramadol

Ketamina

Gabapentina

Minociclina

A-836339

Midazolam

Solvente

NaCl 0,9%

NaCl 0,9%

NaCl 0,9%

NaCl 0,9%

NaCl 0,9%

5% DMSO/
95% PEG-
400 v/v

NaCl 0,9%

Dosis (mg/kg) Via Referencia
administracién

50

70 s.C Miranda HF y cols., 2012

100

25

50 s.c. Miranda HF y cols., 2012

100

50 S.C Minville V y cols., 2010

100 i.p Tanabe M y cols., 2009
50 i.p Ito N y cols., 2009

30 i.p Hsieh GC y cols., 2011
4 S.C Chiba S y cols., 2009

Tabla 4. Farmacos evaluados en el estudio. s.c: subcutanea; i.p: intraperitoneal.

96

Casa comercial

Enantyum®. Laboratorios
Menarini, S.A. Badalona

(Barcelona), Espana

Normon S.A, Tres Cantos
(Madrid)

Ketolar®, Parke-Davis, S.L Grupo
Pfizer, Alcobendas (Madrid)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA
Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Desarrollado por Abboft
Laboratories. Sintetizado y cedido
con fines de investigacion por
Laboratorios Esteve S.A,

Barcelona

B.Braun, Melsungen, Alemania



IV. Material y métodos

Ademas de estos farmacos, también se utilizd para evidenciar la SLD (21d+Nx) el
antagonista opioide naloxona (1mg/kg, sc) (B.Braun, Melsungen, Alemania) disuelto en NaCl
0,9%.

7. Calculos y analisis estadistico

7.1 Estudios de comportamiento

Estudios de una unica administracion

Para cada tiempo y grupo experimental evaluado los resultados se expresaron como la
media de las respuestas nociceptivas en gramos (von Frey) asi como el porcentaje de
cambio respecto a su valor basal (ecuacion (1)) + error estandar medio (E.E.M). Los valores
negativos de porcentaje de cambio indicaron efectos pronociceptivos. Ademas, para los
grupos ftratados con los farmacos de estudio (INC+Farmaco), también se mostro el
porcentaje de efecto antihiperalgésico del farmaco respecto a los grupos tratados con salino
(INC+SS) (ecuacién (2)) + E.E.M.

Umbral nociceptivo animal X -100
Basal animal X

Ecuacién 1. Calculo porcentaje de

% Cambio = { J -100

cambio respecto al valor basal

0 o
% Efecto antihipera Igésico = M /6 Cambio animal X 100 J—lOOJ x (~1)

Valor medio % Cambio grupo INC + SS

Ecuacidn 2. Calculo del efecto antihiperalgésico de los farmacos

Para analizar los cambios en los diferentes tiempos evaluados y grupos de tratamiento, se
realizd, para cada caso, una ANOVA de dos vias de medidas repetidas (tiempo y
tratamiento), seguida por el post-hoc Tukey. Todos los analisis estadisticos fueron
realizados con el programa GraphPad Prism (versién 4.03) y un p valor < 0,05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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Combinacioén de farmacos. Analisis mediante el uso de isobologramas

Para la combinacion de farmacos, inicialmente se realizaron las curvas dosis respuesta de
cada farmaco individualmente (tramadol, dexketoprofeno). El analisis de la regresion lineal
por minimos cuadrados permitid la determinacién de las dosis eficaces (DE) como medida
de potencia antihiperalgésica, en base al método Tallarida RJ (2000). En el presente
estudio, la DEsq corresponde a la dosis del farmaco que produce el 50% del efecto maximo
antihiperalgésico el dia 1 del postoperatorio. De forma similar, la DE,; y la DEgg
corresponden a las dosis que producen el 20 y 80%, respectivamente. El término E . lo
usamos para designar el efecto inhibitorio maximo observado tras la administraciéon de los
farmacos individualmente y combinados; este valor fue calculado en base a los puntos
experimentales que forman el segmento linear de las curvas.

Posteriormente se realizd la curva dosis respuesta de la combinaciéon dexketoprofeno y
tramadol (DEX+TRM). Las dosis utilizadas fueron fracciones de sus respectivos valores de
DEso: 1 DEsp+1 DEso, 2 DEsg+ V2 DEsg y Va DEsg+ V4 DEs.

Para generar las curvas dosis respuesta, utilizamos 3 dosis de cada farmaco o combinacion,

con una N de 10-12 ratones por dosis.

El andlisis mediante isobologramas fue empleado para establecer el tipo de interaccién que

se establecia entre los farmacos A y B (en nuestro caso dexketoprofeno y tramadol).

Los isobologramas son representaciones graficas del efecto de dos farmacos administrados
individualmente y combinados, para un determinado nivel de efecto (DE,y, DEsg, DEgo). En
ellos se representa la DE (del nivel que corresponda) del farmaco A en el eje de ordenadas
(Y) y la del farmaco B en el de abscisas (X). En la figura 37, se muestra un ejemplo al nivel
de efecto del 50% (DEsp). Como vemos, la DEs, del farmaco A administrado individualmente
esta representada en el eje de ordenadas y la del B en el eje de abscisas. Entre estas DEs
de los farmacos administrados individualmente se representa una linea de unién la cual se
denomina linea de aditividad o sumacion. El punto representado sobre esta linea
corresponde a la DEjs, tedrica (Z,44) de la combinacion de los farmacos A y B sino existe
interaccion entre ellos, es decir, el efecto es aditivo, se suman los efectos. Asi, si la DEsxg
experimental (Z,x) de la combinacién es mayor o menor a la tedrica, indicara antagonismo o

sinergia, respectivamente; por el contrario sino es diferente a la tedrica indicara aditividad.
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Figura 37. Ejemplo de los diferentes efectos posibles tras la combinaciéon de 2 farmacos.
Isobolograma. Las dosis eficaces al nivel de efecto del 50% (DEs;) de los farmacos A y B
administrados de forma individual se muestran en los ejes X e Y, respectivamente. Ademas se
muestra la DEs, tedrica de esta combinacion (efecto aditivo, no interaccion; negro) y un ejemplo

de aditividad (verde), sinérgia (azul) y antagonismo (rojo).

A continuacion se muestra, de manera teérica, los calculos que se realizaron para la

determinacion del tipo de interaccion:

Un parametro indica el tipo de interacciéon entre los farmacos es el indice de interacciéon

(I):

da db Ecuacion 3. indice
dA i dB de interaccion (ll)

Donde,

da, db: dosis de los farmacos A y B en la combinacion para un determinado nivel de efecto.
dA, dB: dosis de los farmacos A y B administrados individualmente para un determinado

nivel de efecto.

El resultado de esta ecuacién (3), nos indicara el tipo de interaccion entre los farmacos. Asi,
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Il=1 Aditividad
li<1 Sinergia

II>1 Antagonismo

El I.I ya nos indica el tipo de interaccidén; a pesar de ello para la determinacién de la
significancia estadistica, posteriormente se realiza un test basado en la distribucién de t de
Student. Para ello, utilizaremos la Z,q4 (DEs, tedrica), calculada mediante la ecuacion (4), la

cual compararemos con la Z,x (DEso experimental).

Zadd= ED50 FARMACO A *f+ ED50 FARMACO B * (1 -f) Ecuacion 4. Calculo Z .44 (DE teérica)

donde,

f corresponde a la proporcion que en el caso de una combinacién 1:1 es 0,5.

Existiran diferencias significativas entre el valor experimental (ecuaciéon 5) y el tedrico

(ecuacién 6) si se cumple:

It1>T

Donde,

t’ corresponde a la observada o experimental

T corresponde a la tedrica.

Ambos valores se calculan a partir de las siguientes ecuaciones:

o (x=y)

- ) 1% Ecuacion 5. Calculo t’ experimental
[(SEx)” +(SE, )12

donde,
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X corresponde al log (Zadd)
Y corresponde al log (Zmix)

SE corresponde al error estandar (Standard error)

T= [tadd ) (SEX )2 + L - (SEY)Z]
[(SEx)* +(SE,)*]

Ecuacion 6. Calculo T tedrica

donde,

t.aa = N-2; N corresponde a la suma de todas las dosis que se han dado de cada farmaco;

N= n° dosis farmaco A+ n° dosis farmaco B

tmix= N-2; N es el numero de dosis que se han dado de la combinacién

Con los numeros resultantes de la tadd y la tmix, se buscara la correspondencia en las
tablas de distribucion de la t (95%); los valores correspondientes seran los utilizados en la

ecuacion 6.

SE corresponde al error estandar

En nuestro estudio, todos estos analisis se llevaron a cabo con los programas Pharm Tools
Pro (version 1.1.27), basado en Tallarida (2000) y GraphPad Prism (versién 4.03).

7.2 Inmunohistoquimica

Para cada grupo experimental y tiempo evaluado se mostré el numero medio de células
inmunoreactivas Iba-1 y el porcentaje medio de area marcada para GFAP (+ E.E.M). Para el
analisis estadistico se realizé una ANOVA de dos vias (tiempo y tratamiento) seguida del
post-hoc Tukey. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa GraphPad

Prism (version 4.03) y un p valor de 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

El porcentaje de incremento de la inmunoreactividad glial respecto a los animales control
(grupo CTL) y el porcentaje de efecto de los farmacos sobre la inmunoreactividad inducida
por la cirugia (grupo INC+SS) fueron calculadas segun las ecuaciones (7) y (8),

respectivamente.
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Ecuacién 7. Porcentaje de

b-100
a

% incremento inmunoreactividad :( J—lOO incremento de inmunoreactividad

glial respecto al valor control

Ecuacion 8. Porcentaje de
efecto del tratamiento sobre la

inmunoreactividad glial

% Efecto sobre inmunoreactividad glial =100 — Ew)
c—a

inducida por la cirugia
(INC+SS).

Donde,

a: valor medio de células Iba-1 positivas (microglia) o % area de astrocitos marcada en el

grupo control

b: numero de células Iba-1 positivas (microglia) o % area de astrocitos marcada del animal

de estudio

c: valor medio de células Iba-1 positivas (microglia) o % area de astrocitos marcada en el

grupo no tratado con el farmaco de estudio (grupo INC+SS)
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V. RESULTADOS

Los resultados del estudio se exponen de acuerdo a los grupos de experimentos
enumerados en el apartado de Métodos. En primer lugar presentaremos el efecto de la
cirugia realizada bajo anestesia con sevoflurano sobre los umbrales nociceptivos y la
activacion glial en la médula espinal (microglia y astrocitos) en el raton (apartado 1).
Expondremos después los efectos de una unica administracion intraoperatoria de
dexketoprofeno (AINE), tramadol (opioide menor) y de su combinacién 1:1 sobre la
prevenciéon de la hiperalgesia postoperatoria y la sensibilizacion latente al dolor;
mostraremos también el efecto de estos farmacos solos o asociados sobre la activacion glial
(apartado 2). EI mismo protocolo de estudio se ha utilizado para investigar el efecto de la
ketamina y la gabapentina, dos farmacos que han demostrado ser utiles en la prevencion del
DCPQ en el hombre (apartado 3). A continuacién mostraremos los efectos de la minociclina
(inhibidor de la activacion de la glia), el A836339 (agonista cannabinoide CB2) y el
midazolam (benzodiacepina), farmacos que por su mecanismo podrian prevenir la
hiperalgesia postquirdrgica y/o el desarrollo de SLD (apartado 4). En ultimo lugar,
presentaremos una valoracion comparativa global de los farmacos evaluados en el estudio,
que nos permita seleccionar los tratamientos farmacoldgicos mas efectivos en la prevencion

de laHPO y la SLD, y su correlacion con la inhibicion de la activacion glial (apartado 5).

1. EFECTO DE LA CIRUGIA SOBRE LOS UMBRALES NOCICEPTIVOS Y LA
ACTIVACION GLIAL

Con el fin de determinar la intensidad y la duracion de la hiperalgesia inducida por la incision
plantar (HPO), se determinaron los umbrales nociceptivos frente a la estimulacién mecanica,
(filamentos Von Frey) a las 4 horas después de la cirugia y a los 1, 2, 4 y 7 dias del
postoperatorio; para poner en evidencia los cambios latentes (SLD) producidos por la lesion
quirurgica se evaluaron de nuevo los umbrales nociceptivos 21 dias después de la incision,
tras la administracion de naloxona (Nx). En los mismos tiempos de evaluacién (y ademas a
los 30 minutos postincision) se investigd la activacion glial basandonos en los cambios
fenotipicos de las células de glia en médula espinal (microglia y astrocitos) utilizando

técnicas de inmunohistoquimica.

1.1 Hiperalgesia postoperatoria (HPO) y sensibilizacién latente al dolor (SLD)

Inicialmente, evaluamos los umbrales nociceptivos mecanicos en animales sometidos a
cirugia (INC) bajo anestesia con sevoflurano comparando los resultados con animales sham
operados, que unicamente recibieron anestesia, pero sin realizar la cirugia (CTL). La figura
38A y la tabla 5 muestran, que los animales de ambos grupos (CTL y INC) presentaron

valores basales (B) similares previos a la manipulacion (1,07 £ 0,07g y 1,08 + 0,01g,
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respectivamente). Durante el periodo inicial evaluado comprendido entre las 4h vy los 7 dias,
los valores basales en el grupo CTL se mantuvieron inalterados, oscilando en el rango de
1,06 £ 0,04g a 1,13 £ 0,09¢g. La cirugia (grupo INC) provocd una disminucion significativa
(p<0,001 respecto basal) de los umbrales nociceptivos desde las 4 horas (0,35 £ 0,01Qg)
hasta los 4 dias (0,83 £ 0,099) del postoperatorio. La hiperalgesia observada a los 4 dias
fue significativamente menor (p<0,05) que a las 4 h y 1d, mostrando su evolucién /
desaparicién en el tiempo. Sobre la base de estos resultados, en experimentos posteriores
se optd por evaluar la HPO el dia 1 del postoperatorio. El dia 7 tras la cirugia, la herida
quirurgica habia cicatrizado y los animales habian recuperado totalmente los umbrales
nociceptivos, mostrando valores similares a los basales (1,20 + 0,03g). La SLD se puso de
manifiesto en animales que recibieron naloxona (1 mg/kg, sc) 21 dias después de la
intervencion quirurgica. El dia 20 ambos grupos recibieron salino que no provoco respuesta
alguna, mientras que la administracion de naloxona al dia siguiente (21d) indujo una HPO de
una magnitud similar a la observada en el postoperatorio inmediato. Asi, la administracion
de salino el dia 20 del postoperatorio no indujo ningun cambio de los umbrales nociceptivos
ni en el grupo CTL ni en el grupo INC (1,18 £ 0,09g y 1,11+ 0,01g, respectivamente) siendo
estos valores similares a los basales. Sin embargo, la administracion de Nx el dia 21,
provoco una disminucion significativa de los umbrales nociceptivos en el grupo INC (0,58 +
0,07g; p<0,001 respecto al basal), mientras que el grado de hiperalgesia se mantuvo
inalterado en el grupo CTL (1,15 £ 0,03g). Cabe destacar que la disminucion de los
umbrales nociceptivos inducida tras la administracién de Nx en el grupo INC es similar a la
que experimentan los animales los dias 1, 2 y 4 del postoperatorio, siendo significativamente
menor (p<0,05) a la que experimentan 4 horas tras la cirugia.

La magnitud de la respuesta pronociceptiva se muestra en la figura 38B, donde se
presentan los porcentajes de cambio respecto a los valores basales (los valores negativos
indican hiperalgesia). En el grupo CTL no hay alteraciones significativas entre las 4h y los 7d
y los porcentajes de cambio permanecen en el rango de 3,35 + 2,54 % a -6,45 £ 9,08%. En
el grupo INC la hiperalgesia que muestran los animales desde las 4 horas hasta los 4 dias
tiene una magnitud de -6766 + 0,92% vy -39,31 = 6,92%, respectivamente;
desaparececiendo a los 7 dias (2,26 £ 4,33%). En la evaluacion del periodo tardio (20 y, 21
dias), vemos que la administracion de SS no produce alteracién en ninguno de los grupos,
siendo la magnitud de cambio de -6,46 + 8,00% y -0,13 + 7,03%, para los grupos CTL e INC,
respectivamente; sin embargo la administracion de Nx induce hiperalgesia de -49,13 +
5,39% en el grupo INC, manteniendo practicamente nulo el cambio en el grupo CTL (4,10 £
5,79%).
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Figura 38. Hiperalgesia postoperatoria en animales sometidos a una incisién plantar
(INC) y en animales control (CTL). Efecto de la naloxona. (A) Umbrales nociceptivos (g) +
E.E.M basales (B) y a las 4 horas, 1, 2, 4, 7 dias. Los dias 20 y 21 se les administré salino
(SS) o naloxona (Nx) antes de la evaluacion. Linea discontinua indica los valores basales. (B)
Porcentaje de cambio (%) respecto a los valores basales + E.E.M en los mismos grupos;

valores negativos indican pronocicepcién. *p< 0,001 vs B; # p<0,05 vs 4h,1d INC; + p<0,05 vs 4h INC

En la tabla 5, se muestran los valores numéricos de hiperalgesia mecanica obtenidos entre

las primeras 4h - 4d del postoperatorio, que desaparece por completo el dia 7; la
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administracion de naloxona el dia 21, induce de nuevo una grado de hiperalgesia similar a
la del postoperatorio temprano. Los umbrales nociceptivos permanecen inalterados en el
grupo CTL. Asi, en el periodo postoperatorio del grupo INC, la tabla muestra dos periodos
claramente diferenciados, el primero (4h-7d) corresponde al postoperatorio temprano o
inmediato, donde aparece la que en el presente trabajo denominaremos hiperalgesia
postoperatoria (HPQO); el segundo corresponde al postoperatorio tardio (20,21 dias) el cual
denominaremos, siguiendo la nomenclatura de estudios previos del laboratorio, periodo de
sensibilidad latente al dolor (SLD).

CONTROL INCISION
Tiempo Umbrales Umbrales
nociceptivos % Cambio nociceptivos % Cambio
(9) (9)
Basal 1,07 £ 0,07 - 1,08 £ 0,01 -
4h 1,12 + 0,08 3,01+2,17 035+001  -67,03+092
1d 1,13 + 0,04 3,35+ 2,54 051+001  -5253+162
2d 1,06 + 0,04 3,27 + 3,34 058+002  -46,71+1,83
4d 1,11 % 0,09 496+383 083+009" .3931+692"
7d 1,13+ 0,09 -6,45 +9.08 1,20 £ 0,03 2,26 +4,33
20d+SS 1,18 + 0,09 -6,46 + 8,00 1,11 + 0,01 -0,13+7,03
21d+Nx 1,15+ 0,03 4,10+ 5,79 0,58 + 0’07*"' 49,13 + 5,39**'

Tabla 5. Hiperalgesia postoperatoria en animales sometidos a cirugia bajo anestesia con
sevoflurano (INCISION) y animales control (CTL). Se muestran los valores medios de
umbrales nociceptivos (g) y porcentaje (%) de cambio respecto a los niveles basales + E.E.M,
para los animales control e Incision.

*p<0,001 vs B; # p<0,05 vs 4h, 1d INC; + p<0,05 vs 4h INC

1.2 Activacion de la glia espinal inducido por la lesién quirurgica

En las mismas condiciones experimentales (grupos CTL e INC) hemos determinado el grado
de activacién (descrito en términos de incremento de inmunoreactividad) de las células de

microglia y astrocitos.

Para las células de microglia, se determind primero el numero de células inmunoreactivas

en animales CTL siendo el valor medio de 71,60 + 3,73 (tabla 6 y figura 39). La cirugia
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(INC) provocé un aumento significativo (p<0,001 respecto al CTL) del numero de células
inmunoreactivas a los 30 minutos (157,80 + 13,45), 4 horas (112,22 + 10,27), 1 (123,37
1,38) y 2 (115,90  9,46) dias del postoperatorio, retornando a los valores basales el dia 4
(70,30 £ 8,82). Asi, la incision plantar produce un incremento de inmunoreactividad que
alcanza el 120,39 £ 18,79% a los 30 minutos, y posteriormente se mantiene en un 56,73 +
14,34%, 72,31 + 1,93% y 61,87 £ 13,21%, a las 4 horas, 1 y 2 dias tras la intervencion
quirurgica, respectivamente. Como se puede observar en la figura 39A, el niumero de
células inmunoreactivas es significativamente superior (p< 0,05) 30 minutos tras la
intervencion respecto a la magnitud de la activacion observada 4 hora, 1 y 2 dias del
postoperatorio. Puesto que en el presente estudio el objetivo es establecer un paralelismo
entre la hiperalgesia postoperatoria y la activacion glial, en experimentos posteriores el
analisis de la activacion glial se ha llevado a cabo el dia 1 tras la incision plantar, ya que, no
existen diferencias relevantes entre las 4 horas y el dia 2; los tiempos 30 minutos (punto
maximo de inmunoreactividad) y 4h no fueron utilizados debido a la imposibilidad de evaluar
de forma precisa el comportamiento nociceptivo después de la anestesia.

Con el objetivo de evaluar la posible participacion de la microglia en la SLD, se evalud el
namero de células inmunoreactivas el dia 21 tras la administracion de SS o Nx. La
administracion de SS no alteré el numero de células inmunoreactivas (65,41 + 2,38) asi
como tampoco lo hizo la administracién de Nx (68,07 + 1,81), mostrando en ambos casos
valores similares al grupo CTL (figura 39A).

En la figura 39B se muestran microfotografias representativas de los tiempos mas
relevantes para el estudio. Observamos cambios morfolégicos caracterizados por hipertrofia
de las células de microglia, que pasan de un estado en reposo (CTL)y 21d+SS a un estado

activo o reactivo 1d después de la cirugia.

Los resultados muestran que existe un paralelismo entre la HPO y la activacién de la
microglia durante el periodo postoperatorio temprano, aunque la duracioén de la hiperalgesia
(4 dias) es superior a la duracion de la activacion de la microglia (2 dias; inmunoreactividad).
Sin embargo, la administracion de naloxona induce hiperalgesia pero no reactivacion glial,

sugiriendo que la microglia no participa en los fendmenos de SLD en nuestro modelo.
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Figura 39. Activaciéon de la MICROGLIA espinal tras la lesion quirtrgica. (A) Se muestran
los valores medios de células inmunoreactivas + E.E.M, en el control (CTL, barra negra), 30
minutos, 4 horas, 1, 2, 4 y 21 dias tras la cirugia (INC, barras blancas). El dia 21 los animales
recibieron suero salino (SS) o naloxona (Nx). (B) Microfotografias representativas de las
muestras CTL, 1d y 21d tras la administracion de SS o Nx. *p<0,01 vs CTL; #p<0,05 vs el resto

de tiempos evaluados. Linea escala: 50 pm (Objetivo 20x)
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Para los astrocitos, el porcentaje de area marcada (immunoreactividad) en los animales CTL
fue 6,15 + 0,51%. La cirugia (INC), provoco un incremento significativo (p<0,001 frente al
CTL) del porcentaje de area marcada a los 30 minutos (12,51 £ 0,51 %), 4 horas (12,43 +
0,47 %) y los dias 1 (11,22 £ 0,58 %) y 2 (12,04 £ 0,29 %) del postoperatorio, volviendo a los
valores control el dia 4 (6,68 + 0,37 %) (figura 40 y tabla 6). Observamos un incremento en
la inmunoreactividad superior al 100 % en los tiempos 30 minutos y 4 horas (103,34 + 8,44%
y 102,18 + 7,65, respectivamente), que fue ligeramente inferior los dias 1y 2 (82,52 + 9,50%
y 95,72 + 4,84%, respectivamente). Por tanto, la duracién de la activacién de los astrocitos
fue similar a la de la microglia (2 dias), aunque para este tipo celular, los incrementos en
inmunoreactividad observados en los distintos tiempos de evaluacién fueron similares
(figura 40A).

La administracion de SS el dia 21 (21d+SS) no produjo ninguna alteracién en la activacion
de los astrocitos (6,66 + 0,34 %) manteniéndose valores similares al grupo control; sin
embargo, la administracion de naloxona produjo una reactivacion de los astrocitos,
demostrada por un incremento en el % del area marcada, que alcanzé valores similares a
los del postoperatorio temprano (12,58 + 0,39%, p<0,001 frente al control), alcanzando
nuevamente un porcentaje de incremento de inmunoreactividad de aproximadamente el
100% (104,58 £ 6,47%) (figura 40A).

En la figura 40B se muestran microfotografias representativas de los cambios morfolégicos
inducidos por la incision en los astrocitos, mostrando dichas células en estado de reposo

(CTL, 21d+SS) y en estado activo o reactivo (células inmunoreactivas) (1d, y 21+Nx).
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Figura 40. Activacion de los ASTROCITOS espinales tras la lesidn quirargica. (A) Se

muestran los valores medios del porcentaje (%) de area marcada + E.E.M, en condiciones

control (CTL, barra negra), y a los 30 minutos, 4 horas, 1, 2, 4 y 21 dias tras la cirugia (INC,

barras blancas). El dia 21 los animales recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) (B)

Microfotografias representativas de las muestras CTL, 1 dia y del dia 21 tras la administracion
de SS o Nx. *p<0,001 vs CTL. Linea escala: 50 uym (Objetivo 20x)
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A manera de resumen, la tabla 6 muestra la activacion glial (microglia y astrocitos) tras la
cirugia. Podemos observar activacion de ambos tipos celulares durante los primeros 2 dias
del postoperatorio, coincidiendo con el periodo de HPO, aunque en ambos casos, la
duracién de la inmunoreactividad es inferior (2 dias) a la de la hiperalgesia mecanica (4
dias). Estos resultados sugieren por tanto, la participacion tanto de la microglia como de los
astrocitos en la HPO. Sin embargo, la magnitud del efecto (% incremento de la
inmunoreactividad, tabla 6), podria considerarse superior en los astrocitos, a excepcién del
tiempo 30 min, donde la activacién de la microglia aumenta un 120% respecto al CTL.

A los 21 dias del postoperatorio, la naloxona no provocé cambios en la microglia, mientras
que se observd una reactivacion de los astrocitos con un porcentaje de incremento de
inmunoreactividad similar al del periodo postoperatorio inmediato (1d). Los resultados

sugieren que los astrocitos, pero no la microglia podrian participar en la SLD en nuestro

modelo.
MICROGLIA ASTROCITOS
Tiempo
N° células % Incremento o/ & % Incremento
. . . . . %o Area marcada . L.
inmunoreactivas inmunoreactividad inmunoreactividad
Control 71,60 £ 3,73 - 6,15+ 0,51 -

300 157,80+ 13,457 120,39+1879" 12514051 103,34 +844

4h  11222+10,27  56,73+14,34  1243+047  102,18+7,65

1d 123,37 +1,38  72,31+1,93 11,22+058  82,52+9,50

2d 11590 9,46 61,87 +1321  12,04+0,29 95,72 + 4,84

4d 70,30 + 8,82 -3,75 + 14,34 6,68 + 0,37 8,73 +6,13
21d+SS 65,41 + 2,38 -8,63 £ 3,33 6,66 £ 0,34 8,33 £ 5,63
21d+Nx 68,07 + 1,81 -4,92 + 2,53 12,58 + 0,39* 104,58 + 6,47*

Tabla 6. Activacion de la glia espinal inducida por la incisidn quirargica. Se muestran el
numero de células inmunoreactivas y el porcentaje (%) de area marcada + E.E.M para la
microglia y los astrocitos, respectivamente. Presentamos también el porcentaje (%) de
incremento de activacion (inmunoreactividad) respecto al control (CTL) para cada tipo de célula
y tiempo de evaluacion (30 minutos, 4 horas, 1, 2, 4 y 21 dias tras la cirugia). El dia 21, los
animales recibieron salino (21d+SS) o naloxona (21d+Nx) antes de la eutanasia.

*p<0,001 vs CTL; # p<0,05 vs el resto de tiempos evaluados
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2. PREVENCION DE LA HIPERALGESIA POSTOPERATORIA Y LA SENSIBILIZACION
LATENTE AL DOLOR MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE DEXKETOPROFENO Y
TRAMADOL INDIVIDUALMENTE O COMBINADOS. EFECTOS SOBRE LA ACTIVACION
GLIAL.

El dexketoprofeno y el tramadol, son dos farmacos analgésicos de uso comun en el
tratamiento del dolor agudo postoperatorio en el hombre. En el presente apartado,
mostramos los resultados de la evaluacion de la hiperalgesia mecanica (HPO y SLD) en
ratones sometidos a cirugia y que han recibido una unica dosis de cada uno de los
farmacos, individualmente o combinados en una proporcion 1:1 en base a su potencia.
Nuestro objetivo ha sido doble: por una parte investigar el tipo de interaccion entre los
farmacos con el fin de establecer los posibles beneficios de la asociacion sobre la
hiperalgesia inducida por la cirugia (HPO y SLD); ademas hemos evaluado la implicacion de
la activacion de la glia espinal (microglia y astrocitos) en el efecto anti-hiperalgésico de los

tratamientos utilizados.

Los tratamientos fueron administrados por via subcutanea antes de finalizar la cirugia. El
comportamiento nociceptivo se evalud a las 4 horas, y a los dias 1 y 2 del postoperatorio
para establecer el efecto de los tratamientos sobre la HPO. El efecto sobre la prevencion de
la SLD, se evalud los dias 20 y 21 del postoperatorio, tras la administraciéon de SS o Nx
(ver Métodos).

Presentamos a continuacion el efecto de cada uno de los farmacos individualmente y

asociados, sobre el comportamiento nociceptivo y la activacion glial.

2.1 Efecto del dexketoprofeno

Para estudiar el efecto del dexketoprofeno los ratones recibieron una unica dosis de 100
mg/kg antes de finalizar la cirugia (grupo INC+DEX), mientras que el grupo control recibio
salino (INC+SS). Los umbrales nociceptivos basales antes de la cirugia fueron 1,13 + 0,049
y 1,14 + 0,04g para los grupos INC+SS e INC+DEX, respectivamente. Tras la intervencion
quirurgica, el grupo INC+SS mostrdé una disminucion significativa (p<0,001 frente al basal)
de los umbrales nociceptivos a las 4 horas, y a los dias 1 y 2 del postoperatorio (0,36 +
0,05g, 0,54 + 0,02g y 0,59 + 0,59q, respectivamente). El grupo INC+DEX no presentd
hiperalgesia (1,14 * 0,049, 0,97 + 0,09g y 1,03 = 0,05g - a las 4 horas, 1 y 2 dias),
demostrando que el dexketoprofeno previene totalmente la HPO en nuestro modelo (figura
41 y tabla 7).
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La administracion de salino el dia 20 en los grupos INC+SS e INC+DEX no tuvo efecto
alguno, presentando umbrales nociceptivos similares a los valores basales (1,10 £ 0,01g y
1,05 + 0,029, respectivamente). Sin embargo, la administracion de Nx el dia 21 provocé una
disminucion de los umbrales nociceptivos similar a la observada el dia 1 en el grupo INC+SS
(0,54 + 0,02), y que fue de la misma magnitud en ambos grupos (0,59 + 0,06g, y 0,54 +
0,059 en los grupos INC+SS y INC+DEX) (p<0,001).

En la figura 41B se muestra la magnitud de la respuesta: el grupo INC+SS presenté
hiperalgesia durante todo el periodo de evaluacién inicial (4h, 1 y 2 dias), con valores de
porcentaje de cambio de -70,03 + 4,18%, -56,38 * 2,42% y -50,90 = 3,96%,
respectivamente. Sin embargo, los animales que recibieron dexketoprofeno (INC+DEX)
mostraron porcentajes de cambio de 1,10 + 4,07%, -9,15 £ 7,16% y -8,53 + 4,83%, que no
fueron estadisticamente significativos respecto al valor basal. Asi durante este periodo, el
dexketoprofeno mostré un efecto antihiperalgésico de 101,58 £ 5,81%, 83,76 £ 12,70% y
83,23 £ 9,49%, a las 4h, 1 y 2 dias del postoperatorio (tabla 7).

El dia 20 tras la administracién de salino, el porcentaje de cambio fue practicamente nulo en
ambos grupos (INC+SS e INC+DEX), siendo -0,85 * 6,97% y -554 % 1,66%,
respectivamente. La administracion de naloxona el dia 21, provocd porcentajes de cambio
similares a los observados en el dia 1 del postoperatorio (-48,26 + 5,44% para el grupo
INC+SS y -51,19 £ 3,81% para el grupo INC+DEX).
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Figura 41. Efecto del DEXKETOPROFENO sobre la hiperalgesia postoperatoria y la
sensibilizacion latente al dolor. Para cada tiempo de evaluacién mostramos los umbrales
nociceptivos en gramos (A) y los porcentajes (%) de cambio respecto al valor basal (B) + E.E.M.
Los animales recibieron salino (grupo INC+SS, circulos/barras blancas) 6 100 mg/Kg
dexketoprofeno (INC+DEX, circulos/barras negras) antes de finalizar la cirugia. A los dias 20 y 21
del postoperatorio, los ratones recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la evaluacion. La
linea discontinua (A) indica el valor basal medio. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post

hoc Tukey). *p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS.
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La tabla 7, muestran

dexketoprofeno (grupo INC+DEX)

V. Resultados

los valores numéricos obtenidos tras la administracién de

o salino (INC+SS), en los diferentes tiempos de

evaluacion.
INC+SS INC + DEX
Tiempo Umbrales Umbrales _ Efecto
nociceptivos (g) nociceptivos (g) antlhlp?‘;a)lgesmo
0
Basal 1,13+ 0,04 1,14 + 0,02 ;
4h 0,36 +0,05 114+ 004 % 101,58 + 581 "
1d 054 +0,02 0,97 +0,00 " 83,76+ 12,70 "
2d 0,59 + 0,05 1,03+0.05" 83,23+949"
20d+SS 1,10 + 0,01 1,05 + 0,02 ;
21d+Nx 0,59 + 0,06 0,54 0,05 6,07 £7,9

Tabla 7. Efecto del DEXKETOPROFENO sobre la hiperalgesia inducida por la incision
quirargica. Se muestran los umbrales nociceptivos (g) y el porcentaje (%) de efecto
antihiperalgésico del dexketoprofeno (INC+DEX) respecto al grupo control (INC+SS) + E.E.M.
Los dias 20 y 21 del postoperatorio, los animales recibieron salino (SS) y naloxona (Nx),
respectivamente, antes de la evaluacion.

ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey).

*p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS

Este grupo de experimentos muestra que el dexketoprofeno impide la aparicion de
hiperalgesia en el postoperatorio inmediato (HPO), mientras que no previene la aparicion de

hiperalgesia tras la administracion de naloxona 21 dias después de la intervencién (SLD).

En los mismos grupos de animales investigamos la activacion de la microglia y astrocitos en
la médula espinal el dia 1 del postoperatorio y también el dia 21 después de la
administracion de SS o Nx. Se estimo también el efecto del dexketoprofeno en animales que

no habian sido sometidos a cirugia.
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Inmunoreactividad de la microglia en la medula espinal

El nimero de células inmunoreactivas de microglia antes de la manipulacion (control, CTL)
fue de 64,00 = 1,84; este valor es la media de los controles de cada uno de los grupos,
siendo 63,60 £ 3,27, 65,00 + 2,34 y 63,50 £ 4,5 para los grupos INC+SS, DEX e INC+DEX.

El dia 1 tras la manipulacion, la cirugia (INC+SS) provocd un incremento significativo del
numero de células inmunoreactivas (126,37 £ 2,79; p<0,001 versus al CTL); hecho que no
se observo en el grupo INC+DEX, que mostré un numero de células inmunoreactivas similar
al control (62,83 + 2,65; p<0,001 frente INC+SS). La inhibicién de la activacion de la
microglia inducida por el dexketoprofeno fue del 105,03 + 8,96% (p<0,001 comparado con
INC+SS). La administracion de dexketoprofeno en ausencia de cirugia no modificd el

numero de células de microglia activadas (60,33+1,98) (figura 42, tabla 8).

A los 21 dias postincision, el numero de células de microglia inmunoreactivas tras la
administracion de salino, fue similar al CTL en los tres grupos de estudio (INC+SS, DEX,
INC+DEX: 64,21 + 4,24; 62,84 £+ 1,58 y 69,83 £ 6,58, respectivamente), mostrando la
recuperacion de los valores iniciales. La administracion de naloxona no provocd la
reactivacién de la microglia en el ninguno de los grupos de estudio (INC+SS, 67,07 + 4,92;
DEX 62,54 + 1,58; INC+DEX 68,09 + 3,40).
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Figura 42. Efecto del DEXKETOPROFENO sobre la activaciéon de la MICROGLIA espinal
inducida por la incision. Se muestra el nimero de células inmunoreactivas de microglia
E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y en animales que recibieron 100 mg/kg
dexketoprofeno (INC+DEX, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar
la cirugia. Las muestras de médula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21 postcirugia. El dia 21
los ratones recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia. El efecto del
dexketoprofeno (DEX, barras grises) se evalué a los mismos tiempos en animales sin cirugia.
La linea discontinua indica el valor medio de los controles.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.

En la figura 43 se incluyen microfotografias representativas que muestran la hipertrofia de
las células de microglia el dia 1 tras la cirugia y el efecto del dexketoprofeno (INC+DEX) que
previene el aumento de inmunoreactividad. Mostramos también como la administracion de
naloxona el dia 21 no induce reactivacién de la microglia en ninguno de los grupos, de

manera que la respuesta observada en ambos casos es muy similar a la del control.
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Figura 43. Microfotografias representativas que muestran el efecto del
DEXKETOPROFENO sobre la activacion de la MICROGLIA espinal (inmunoreactividad).
Se muestran ejemplos en condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incision,
en los grupos que recibieron salino (INC+SS) o dexketoprofeno (INC+DEX). La administracion
de naloxona (Nx) el dia 21 no tuvo efecto sobre la activacién de la microglia. Linea blanca,

escala: 50um (objetivo 20x).

En la tabla 8, se muestran los datos numéricos obtenidos en los animales control y también
en los dias 1 y 21 del postoperatorio, tras la administracién de SS o Nx en los tres grupos de
estudio. De especial relevancia es la prevencion de la activacién de la microglia por la
administracion de dexketoprofeno (INC+DEX), el dia 1 del postoperatorio.

Por ultimo mencionar que el farmaco per se no modifica la inmunoreactividad de la microglia

en los distintos tiempos evaluados.

118



V. Resultados

Los resultados muestran que en el periodo postoperatorio inmediato (dia 1), el
dexketoprofeno inhibe la aparicion de hiperalgesia mecanica (HPO) y a la vez la activacion

de la microglia espinal, demostrando una correspondencia entre estos dos parametros.

MICROGLIA
INC+SS DEX INC+DEX
Tiempo N° células N° células N° células Inhibicién de la
inmunoreactivas inmunoreactivas inmunoreactivas activacion (%)

Control 63,60 + 3,27 65,00 + 2,34 63,50 + 4,5 -

1d 126,37 2,79 60,33+ 1,98 62,83+265 105,03 +8,96"
21d+SS 64,21 + 4,24 62,84 + 1,58 69,83 + 6,58 -
21d+Nx 67,07 + 4,92 62,54 + 1,58 68,09 + 3,40 -

Tabla 8. Efecto del DEXKETOPROFENO sobre la activacién de la MICROGLIA. Para los
tres grupos evaluados, se muestra el nimero de células inmunoreactivas + E.E.M en
condiciones control y alos 1y 21 dias del postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo
INC+SS) o dexketoprofeno (INC+DEX) durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una
inyeccion de salino (SS) o naloxona (Nx). El grupo dexketoprofeno (DEX) no fue intervenido
quirdrgicamente (operado sham). Para el grupo INC+DEX se muestra también el porcentaje
(%) de inhibicion de la activacion glial.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control; #p<0,001 vs INC+SS.

Inmunoreactividad de los astrocitos en la medula espinal

En las mismas condiciones experimentales se estimaron los cambios morfolégicos de los
astrocitos en la médula espinal. La evaluacién del porcentaje del area marcada de astrocitos
previa a la manipulacién (control), mostré un valor del 6,15 £ 0,52%, que es la media
aritmética de los valores obtenidos en los tres grupos de estudio evaluados individualmente:
INC+SS, DEX e INC+DEX (6,10 = 1,15%; 6,21 £ 0,9%; 6,14 £ 0,81%, respectivamente)
(figura 44 y tabla 9).

El dia 1 del postoperatorio, la cirugia (INC+SS) provocé una hipertrofia / activacion
astrocitaria (11,08+0,60%, p<0,001 frente al control), que no fue modificada por la
administracion de dexketoprofeno (INC+DEX, 12,44+0,41%, p<0,001). Los animales
operados sham que recibieron dexketoprofeno, mostraron un porcentaje de activacion

astrocitaria similar al control (6,03+0,11%).
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El dia 21, la activacion astrocitaria habia retronado a los valores CTL (figura 44), y la
administracion de salino no provocd ningun cambio, siendo los valores observados en los
tres grupos similares al control (6,84 * 0,37%, 6,82 + 0,46% y 6,46 + 0,42%,
respectivamente).

La administracion de naloxona provocd una reactivacion astrocitaria (incremento de la
inmunoreactividad) similar en el grupo INC+SS (12,42 £ 0,49%, p<0,001 frente al CTL) y el
grupo INC+DEX (13,00 £ 0,49%, p<0,001), mientras que el grupo DEX permanecié
inalterado (6,29 + 0,40%). Estos resultados demuestran por tanto, que el dexketoprofeno no
modifica la activacion astrocitaria el dia 1 del postoperatorio ni tampoco su reactivacion

inducida por la administracion de naloxona el dia 21.
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Figura 44. Efecto del DEXKETOPROFENO sobre la activacién de los ASTROCITOS
espinales inducida por la incisién. Se muestran el porcentaje (%) de area marcada de
astrocitos + E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y en animales que recibieron
100 mg/kg dexketoprofeno (INC+DEX, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes
de finalizar la cirugia. Las muestras de medula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21
postcirugia. El dia 21 los ratones recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia.
El efecto del dexketoprofeno (DEX, barras grises) se evalud a los mismos tiempos en animales
sin cirugia (sham operados). La linea discontinua indica el valor medio de los controles.
ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.
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En la figura 45 se muestran microfotografias representativas de muestras de médula
espinal obtenidas en condiciones control y de animales de los grupos INC+SS e INC+DEX;
en ambos grupos podemos observar una activacion astrocitaria similar los dias 1 y 21, éste

ultimo tras la administracion de naloxona.

INC+SS 1d INC+DEX1d

INC+SS 21d+Nx INC+DEX 21d+Nx

Figura 45. Microfotografias representativas de la inmunoreactividad de los ASTROCITOS
espinales tras la administracion de DEXKETOPROFENO. Se muestran ejemplos en
condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incisiéon, en los grupos que
recibieron salino (INC+SS) o dexketoprofeno (INC+DEX). La administracién de naloxona (Nx)

el dia 21 indujo re-activacion de los astrocitos. Linea blanca, escala: 50um (objetivo 20x).

En la tabla 9 se resumen los resultados numéricos; observamos que tanto el dia 1 como el

21, el dexketoprofeno (INC+DEX) no modific6 la activacion astrocitaria inducida por la
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cirugia o la Nx, sugiriendo que en el efecto antihiperalgésico del farmaco no esta
relacionado con la activacion astrocitaria.
Por ultimo el dexketoprofeno per se, no indujo ninguna alteracion en la activacion de los

astrocitos, en ninguno de los tiempos evaluados.

ASTROCITOS
INC+SS DEX INC+DEX
Tiempo o .
% Area marcada % Area marcada % Area marcada I:::?J::;?gnd(?,/: )a
Control 6,10+ 1,15 6,21 £ 0,90 6,14 + 0,81 -
1d 11,08 £0,60 6,03£0,11  12,44:041  -27,56+8,46
21d+SS 6,84 £ 0,37 6,46 £ 0,42 6,82 £ 0,46 -
21d+Nx 12,42 +049 629+040  1300+049  -936%7,74

Tabla 9. Efecto del DEXKETOPROFENO sobre la activacion de los ASTROCITOS. Para los
tres grupos evaluados, se muestra el porcentaje (%) de inmunoreactividad de area marcada *
E.E.M en condiciones control y en los dias 1 y 21 del postoperatorio. Los ratones recibieron
salino (grupo INC+SS) o dexketoprofeno (INC+DEX) durante la cirugia; el dia 21 recibieron
ademas una inyeccion de salino (SS) o naloxona (Nx). El grupo dexketoprofeno (DEX) no fue
intervenido quirdrgicamente (operado sham). Para el grupo INC+DEX se muestra también el
porcentaje (%) de inhibicion de la activacién glial. Los valores negativos indican que la
inmunoreactividad fue ligeramente superior, pero no significativa (p>0,05), respecto al grupo

INC+SS. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control

Estos resultados demuestran que el dexketoprofeno previene la hiperalgesia postoperatoria
(HPO) y la activacion de la microglia en el postoperatorio inmediato; sin embargo, no
modifica la hiperalgesia inducida por Nx, ni la activacién y reactivacién astrocitaria tras la

administracién de naloxona (dia 21).

2.2 Efecto del tramadol

El efecto antihiperalgésico del tramadol (TRM, 100 mg, s.c.) y su posible inhibiciéon de la
activacion de la glia espinal fueron investigados en ratones que recibieron salino (INC+SS) o
tramadol (INC+TRM) antes de finalizar la intervencion. La hiperalgesia mecanica se evalué a

las 4 horas, y los dias 1 y 2 del postoperatorio (HPO), y también a los 20 y 21 dias, después
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de la administracion de salino o naloxona (SLD). El efecto del tramadol sobre la glia se
valoro los dias 1 y 21 post-manipulacion en los grupos INC+SS e INC+TRM y también en

ratones sham-operados (grupo TRM) (ver Métodos).

Los umbrales mecanicos basales, fueron 1,11 + 0,03g y 1,13 £ 0,01g para los grupos
INC+SS e INC+TRM, respectivamente. Tras la cirugia, el grupo INC+SS mostré una
disminucion significativa de los umbrales nociceptivos a las 4h, 1 y 2 dias del postoperatorio
(p<0,001 respecto al basal). La administracién intraoperatoria de tramadol fue capaz de
prevenir parcialmente la HPO, de tal forma que a los mismos tiempo de evaluacion, los
animales del grupo INC+TRM presentaron un menor grado de hiperalgesia que los del grupo
INC+SS (p<0,001). Estos resultados muestran que en nuestro modelo experimental, el
tramadol posee un efecto antihiperalgésico significativo que se prolonga durante al menos
dos dias (0,90 + 0,03g, 0,70 £ 0,06g y 0,70 = 0,03g; p<0,001 respecto INC+SS) (figura 46 y
tabla 10).

Todos los ratones habian recuperado los umbrales nociceptivos basales el dia 20
postincision (1,13 + 0,01g y 1,11 + 0,00g, para los grupos INC+SS e INC+TRM,
respectivamente). La administracion de naloxona el dia 21 provocé de nuevo una
disminucién de los umbrales nociceptivos en el grupo INC+SS (0,51 £ 0,03g, p<0,001 frente
a la basal), que fue similar a la de los dias 1 y 2. Sin embargo, la hiperalgesia inducida por
naloxona (p<0,001 versus basal) fue significativamente menor en los animales que
recibieron tramadol (0,80 = 0,04g; p<0,001 frente a INC+SS), revelando que el TRM
previene parcialmente la aparicion de la SLD.

En el grupo INC+SS, los porcentajes de cambio respecto al basal fueron -70,03 + 4,18%, -
56,38 + 2,42% y -50,90 £ 3,96% para las 4h, 1 y 2 dias postcirugia, respectivamente; a los
mismos tiempos de evaluacion el grupo INC+TRM mostré porcentajes de cambio
significativamente menores con valores de -20,63 + 2,59%, -38, 01 + 5,38% y -38,20 %
2,99%. Por tanto el TRM provocéd un efecto antihiperalgésico parcial del 70,76 + 3,66 %,
32,10 £ 9,61% vy 26,83 £ 6,77%, para las 4h, 1 y 2 dias del postoperatorio, respectivamente
(figura 46B y tabla 10).

No se observaron cambios significativos respecto al valor basal el dia 20, siendo -0,85 +
6,97 % para el grupo INC+SS y -0,14 + 2,12% para el grupo INC+TRM. En cambio, el dia 21
tras la naloxona, el porcentaje de cambio fue -48,26 + 5,44% para el grupo INC+SS y -28,76
1+ 4,35% para el grupo INC+TRM. Esta inhibicion parcial del tramadol corresponde a un

efecto antihiperalgésico de aproximadamente un 46,53 + 8,10%.
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Figura 46. Efecto del

TRAMADOL sobre la hiperalgesia postoperatoria y la

sensibilizacién latente al dolor. Para cada tiempo de evaluacién mostramos los umbrales

nociceptivos en gramos (A) y el porcentaje (%) de cambio respecto al valor basal (B) + E.E.M.

Los animales recibieron salino (grupo INC+SS, circulos/barras blancas) 6 100 mg/Kg tramadol

(INC+TRM, circulos/barras negras) antes de finalizar la cirugia. Los dias 20 y 21, recibieron

salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la evaluacién. En el panel A, la linea discontinua indica el
valor basal medio (sefalado por la letra B). ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc

Tukey). *p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS.
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En la tabla 10, se muestra el efecto del tramadol sobre los umbrales nociceptivos, en los
distintos tiempos de evaluacion. El farmaco previene parcialmente la HPO vy la aparicion de
SLD, aunque los experimentos no permiten establecer si la magnitud del efecto

antihiperalgésico en los dos tiempos de evaluacion (1d y 21d+Nx), es similar.

INC+SS INC + TRAMADOL
Tiempo
P Umbrales Umbrales _ Efecto
nociceptivos (g) nociceptivos (g) antlhlpt(e(;a)lgeswo
Basal 1,11+ 0,03 1,13+ 0,01 -
4h 033+0,02 0,90 +0,03 7 70,76 + 3.66
1d 048 +0,03 070 £+0,06 " 32,10+ 961"
2d 052 +0,03 070 £+0,03 " 26.83+677"
20d+SS 1,13+ 0,01 1,11 + 0,00 ;
21d+Nx 0.51+0,03 0.80+0,04 * 4653 +810 7

Tabla 10. Efecto del TRAMADOL sobre la hiperalgesia inducida por la incision
quirargica. Se muestran los umbrales nociceptivos (g) y el porcentaje (%) de efecto
antihiperalgésico del tramadol (INC+TRM) respecto al grupo control (INC+SS) + E.E.M. El dia
20 y 21 del postoperatorio, los animales recibieron salino (SS) y naloxona (NXx),
respectivamente, antes de la evaluacion. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc
Tukey). *p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS

Inmunoreactividad de la microglia en la médula espinal

El efecto del TRM sobre la activacion glial fue evaluado 1 y 21 dias después la
manipulacién. El valor medio del niumero de células de microglia inmunoreactivas en
animales control fue 66,5 + 2,33; este promedio se obtuvo a partir de determinaciones
independientes en los grupos INC+SS, TRM e INC+TRM (66,66 + 3,80, 67,00+ 6,49 y 65,83
+ 1,78, respectivamente). La cirugia (INC+SS) provocé un aumento del nimero de células
de microglia activadas (126,37 2,79; p<0,001 frente al control) y el tramadol (INC+TRM) fue
capaz de prevenir en un 75,69 + 7,08% la activacion de la microglia el dia 1 (nUmero de
células inmunoreactivas: 80,54 + 4,28). En animales operados-sham, el TRM no alteré la
activacion de la microglia manteniendo la inmunoreactividad en un valor similar al control
(79, 73 £ 3,43).
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El dia 21, no aparecidé activacion ni reactivacion de la microglia tras la administracién de
salino o naloxona en ninguno de los grupos evaluados, siendo el numero de células
activadas tras la administracion de salino, 64,21 £ 4,24, 70,05 + 1,41 y 68,27 + 2,47 para los
grupos INC+SS, TRM e INC+TRM vy tras la administracion de naloxona de 67,07 + 4,92,
67,85 £ 2,36 y 69,61 + 3,27, respectivamente; estos valores son similares a los controles

para los tres grupos de estudio (figura 47, tabla 11).
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Figura 47. Efecto del TRAMADOL sobre la activacion de la MICROGLIA espinal inducida
por la incisién. Se muestra el nimero de células inmunoreactivas de microglia £+ E.E.M en
animales control (CTL, barra punteada), y que recibieron 100 mg/kg tramadol (INC+TRM,
barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar la cirugia. Las muestras de
médula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21 postcirugia. El dia 21 los ratones recibieron salino
(SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia. El efecto del tramadol (TRM, barras grises) se
evalué a los mismos tiempos en animales operados sham. La linea discontinua indica el valor

medio de los controles. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.

La figura 48 muestra microfotografias representativas del efecto del tramadol (INC+TRM)
sobre inhibicion de la activacion microglial inducida por la cirugia (INC+SS); la
administracion de Nx no indujo activacién de la microglia en ninguno de los grupos

evaluados.
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INC+551d INC+TRM 1d

INC+SS 21d+Nx INC+TRM 21d+Nx

Figura 48. Microfotografias representativas que muestran el efecto del TRAMADOL sobre
la activacion de la MICROGLIA espinal (inmunoreactividad). Se muestran ejemplos en
condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incision, en los grupos que
recibieron salino (INC+SS) o tramadol (INC+TRM). El dia 21 los animales recibieron naloxona

(Nx) antes de la eutanasia. Linea blanca, escala: 50um (objetivo 20x).

La tabla 11 muestra un resumen de los datos de la inmunoreactividad de las células de
microglia en los tres grupos de estudio. Se observa que el TRM per se carece de efecto,
mientras que administrado durante la cirugia, previene la activacion la microglia el dia 1. No

observamos efecto alguno de la naloxona a los 21 dias.
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MICROGLIA
INC+SS TRM INC+TRM

liSmpo N° células N° células N° células Inhibicién de la
inmunoreactivas inmunoreactivas inmunoreactivas activacion (%)

Control 66,66 + 3,80 67,00 £ 6,49 65,83+ 1,78 -
1d 126,37 £2,79  7973+343  80,54+428  7569+7,08"

21d+SS 64,21 +4,24 70,05 £ 1,41 68,27 + 2,47 -

21d+Nx 67,07 £ 4,92 67,85+ 2,36 69,61 % 3,27 -

Tabla 11. Efecto del TRAMADOL sobre la activaciéon de la MICROGLIA. Para los tres
grupos evaluados, se muestra el nimero de células inmunoreactivas + E.E.M en condiciones
control y en los dias 1 y 21 del postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o
tramadol (INC+TRM) durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una inyeccién de salino
(SS) o de naloxona (Nx). El grupo tramadol (TRM) no fue intervenido quirirgicamente (operado
sham). Para el grupo INC+TRM se muestra también el porcentaje (%) de inhibicion de la
activacion glial.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control; #p<0,001 vs INC+SS.

Inmunoreactividad de los astrocitos en la medula espinal

La evaluacién del porcentaje de area marcada de inmunoreactividad para los astrocitos en
condiciones control fue 6,32 + 0,21%; este valor es la media de los controles obtenidos para
los grupos INC+SS, TRM e INC+TRM (6,41 + 0,38%, 6,35 + 0,37% y 6,20 + 0,35%,
respectivamente).

El dia 1 del postoperatorio, la cirugia provocd una activacién de los astrocitos manifestada
por un aumento en el % del darea marcada de inmunoreactividad (11,08 £ 0,60%, p<0,001
respecto al CTL); la activacién fue similar en animales que recibieron tramadol durante la
cirugia (INC+TRM) siendo el porcentaje de area marcada 11,80 + 0,31% (p<0,001 frente al
CTL). Asi mismo, los animales que recibieron tramadol en ausencia de cirugia, (grupo TRM)
mostraron una activacion astrocitaria similar a los demas grupos (10,74 £ 0,50%, p<0,001
frente al CTL) (figura 49 y tabla 12).

El dia 21 (tras la administracion de salino), todos los grupos mostraron niveles de
inmunoreactividad similares al control, siendo los porcentajes de area marcada 6,84 +
0,37%, 6,55 + 0,25% y 7,10 + 0,44% para los grupos INC+SS, TRM e INC+TRM,
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respectivamente. La administracion de naloxona provocd reactivacion astrocitaria en los
grupos INC+SS e INC+TRM (12,42 + 0,49% y 12,40 + 0,53, respectivamente; p<0,001 frente
al CTL), siendo estos valores similares a los observados el dia 1 del postoperatorio. La
administracion de naloxona no provocé reactivacion astrocitaria en el grupo TRM (6,10 +
0,16%).
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Figura 49. Efecto del TRAMADOL sobre la activacion de los ASTROCITOS en la medula
espinal. Se muestra el porcentaje (%) de area inmunoreactiva marcada para los astrocitos *
E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y que recibieron 100 mg/kg tramadol
(INC+TRM, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar la cirugia. Las
muestras de medula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21 postcirugia. El dia 21 los ratones
recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia. El efecto del tramadol (TRM,
barras grises) se evalué a los mismos tiempos y condiciones experimentales, en animales
sham operados. La linea discontinua indica el valor medio de los controles.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.

La figura 50 muestra el aumento de inmunoreactividad (hipertrofia de los astrocitos) en los

tres grupos (TRM, INC+SS e INC+TRM) el dia 1 y la reactivacién astrocitaria observada el

dia 21 tras la administracién de Nx en los grupos con una incisién quirurgica.
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CTL

INC+SS 1d INC+TRM 1d

INC+S5 21d+Nx INC+TRM 21d+Nx

Figura 50. Microfotografias representativas que muestran el efecto del TRAMADOL sobre
la activacion de los ASTROCITOS espinales (inmunoreactividad). Se muestran ejemplos
en condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incision, en los grupos que
recibieron tramadol (INC+TRM) o salino (INC+SS). Ademas, también se muestra un ejemplo de
la activacién que induce per se el tramadol 1 dia postadministracion (grupo TRM). La
administracion de naloxona (Nx) el dia 21 indujo activacién de los astrocitos. Linea blanca,

escala: 50pm (objetivo 20x).

En la tabla 12 mostramos un resumen de los datos obtenidos. Estos resultados demuestran
que el tramadol es capaz de inducir activacion astrocitaria 1 dia después de su
administracion a ratones sham-operados; ademas administrado antes de finalizar la cirugia,

no previene la activacion ni reactivacion astrocitaria a los tiempos 1d y 21 dia +Nx.
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ASTROCITOS
INC+SS TRM INC+TRM

Tiempo S
% Area marcada % Area marcada % Area marcada Inhibicion de la
activacion (%)

Control 6,41+ 0,38 6,35+ 0,37 6,20 £ 0,35 -
1d 11,08+060  10,74+050  11,80+031  -14,83 6,37

21d+SS 6,84 + 0,37 6,55+ 0,25 7,10 £ 0,44 -

21d+Nx 12,42 0,49 6,10£0,16  12,40+0,53 0,30 + 8,61

Tabla 12. Efecto del TRAMADOL sobre la activaciéon de los ASTROCITOS. Para los tres
grupos evaluados, se muestra el porcentaje (%) de area marcada + E.E.M en condiciones
control y en los dias 1 y 21 del postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o
tramadol (INC+TRM) durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una inyeccién de salino
(SS) o naloxona (Nx). El grupo tramadol (TRM) no fue intervenido quirdrgicamente (operado
sham). Para el grupo INC+TRM se muestra también el porcentaje (%) de inhibicion de la
activacion glial; Los valores negativos indican que la inmunoreactividad fue
ligeramente  superior, pero no  significativa (p>0,05), respecto  al grupo
INC+SS. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control

Asi, a modo de resumen, los resultados muestran que el dia 1 del postoperatorio, el
tramadol previene parcialmente la hiperalgesia mecanica, a la vez que impide la activaciéon
de la microglia, pero no de los astrocitos. El dia 21 del postoperatorio, el tramadol también
previene parcialmente la hiperalgesia inducida por la naloxona pero no modifica la
reactivacion astrocitaria, sugiriendo que los astrocitos no participan en el efecto
antihiperalgésico del tramadol ni en la prevencién parcial del desarrollo de la SLD que

proporciona este opioide menor en nuestro modelo experimental.

23 Efecto de la combinacion dexketoprofeno y tramadol sobre la hiperalgesia

inducida por la cirugia y la activacion glial.

Después de establecer el efecto de la administracion intraoperatoria de dexketoprofeno y el
tramadol, hemos analizado el efecto de la administracion de estos farmacos combinados en
una proporcién 1:1 en base a su potencia antihiperalgésica. Esta asociacién forma parte de
la analgesia multimodal utilizada en el tratamiento del dolor agudo postoperatorio en la

practica clinica habitual, aunque su uso es hasta el momento empirico. En el presente
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apartado, mostramos el efecto de esta combinacién tanto sobre el comportamiento
nociceptivo como sobre la activaciéon de la glia espinal. Analizaremos también si existe
interaccion entre ambos farmacos, utilizando un analisis isobolografico, que requiere un

protocolo especifico (ver Métodos).

Todos los experimentos se han llevado a cabo en animales a los que se les realizé una
incision plantar. El dia 1 del postoperatorio, se obtuvieron curvas dosis-respuesta para
establecer el efecto antihiperalgésico de cada farmaco administrado individualmente y de su
combinacion en una proporcion 1:1 en base a su potencia. Estos experimentos se llevaron a
cabo el dia 1 del postoperatorio, con el fin de evitar el efecto residual del sevoflurano, que
podria interferir con la evaluacion nociceptiva; ademas la magnitud de la hiperalgesia
postoperatoria inducida por la cirugia es similar a las 4h, 1d y 2d después de la cirugia
(figura 38).

En primer lugar se llevaron a cabo las curvas dosis-respuesta al dexketoprofeno y el
tramadol, administrados a distintas dosis durante la intervencién quirargica; a partir de éstas,
se calcularon las dosis eficaces 20, 50 y 80 (DE,,, DEsy, DEg) para cada uno de los

farmacos.

Para el dexketoprofeno, las dosis utilizadas fueron 50, 70 y 100 mg/kg obteniendo una curva
con una pendiente de 1,51 y un efecto maximo (Enax) de 118,3 £ 25,38%. Los valores de las
DE,q, DEsy y DEg fueron 59,64 + 3,55 mg/kg, 82,58 + 3,61 mg/kg y 105,50 + 6,32 mg/kg,
respectivamente (figura 51, tablas 13 y 14).

Para el TRM, utilizamos dosis de 25, 50 y 100 mg/kg, obteniéndose una curva con una
pendiente de 0,21 y una E,.x de 42,36 £ 29,58%. Mediante esta curva se calcularon las DEs
siendo éstas de 40,92 + 6,62 mg/kg, 60,93 + 5,82 mg/kg y 80,94 + 7,37 mg/kg para los
niveles de efecto 20, 50 y 80 %, respectivamente (figura 51, tabla 13 y 14).

A partir de estos resultados se combinaron ambos farmacos en una proporcion 1:1 en base
a su potencia antihiperalgésica; concretamente se combinaron las DEs, de cada farmaco
solo (82,58 + 3,61 mg/kg y 60,93 + 5,82, para el DEX y el TRM, respectivamente),
obteniendo la curva dosis-respuesta de la combinacién; la pendiente de esta curva fue 0,58
y el Enax de 99,43 £ 11,44%. Calculamos a continuacion las DE,,, DEsy y DEgy obteniéndose
valores de 37,56 + 4,36 mg/kg, 77,62 + 3,03 mg/kg y 117,68 + 3,71 mg/kg, respectivamente
(tabla 14).
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Figura 51. Curvas dosis-respuesta para el efecto antihiperalgésico del dexketoprofeno,
el tramadol y su combinacién 1:1, el dia 1 dia del postoperatorio. Se muestran los
porcentajes (%) de efecto maximo posible (EMP) + E.E.M para el dexketoprofeno (DEX,
circulos negros), tramadol (TRM, circulos grises) y la combinacion dexketoprofeno:tramadol
(1:1) (DEX:TRM, circulos rojos). Cada punto es la media de 10-12 ratones.

Calculos realizados con los programas Pharm Tools Pro y GraphPad Prim.

En la tabla 13 se presentan los datos obtenidos tras la administracion de los distintos
farmacos. Los resultados muestran que el dia 1 del postoperatorio, el dexketoprofeno tiene
un efecto antihiperalgésico mayor que el tramadol, alcanzando un efecto del 80%, mientras
que el tramadol consigue un 32%. La combinacién induce un efecto antihiperalgésico similar
al del dexketoprofeno, mostrando que en la combinacién, predomina el efecto

antihiperalgésico de este farmaco.
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Farmaco

DEX

TRM

DEX:TRM

Dosis

(mg/kg)

50

70

100

25

50

100

20,64+15,23

41,29+30,46

82,58+60,93

Umbrales

nociceptivos

(9)

0,53+0,03

0,67+0,01

0,97+0,09

0,41+0,03

0,60+0,03

0,70+0,06

0,49+0,02

0,62+0,03

0,96+0,03

Efecto
antihiperalgésico Enax
(%)

9,24+6,59

30,55+3,03 118,3 £25,38
83,76+12,70

15,37+5,71

23,4247,34 42,36+29,58
32,10+9,61

16,47+3,94

33,8714,02 99,43+11,44

78,6414,67

Pendiente

1,51

0,21

0,58

Tabla 13. Dosis- respuestas al dexketoprofeno (DEX), tramadol (TRM) y su combinacion

1:1 (DEX:TRM), el dia 1 del postoperatorio. Se muestran los umbrales nociceptivos frenrte a

la estimulacion mecanica en gramos (g) y los porcentajes de efecto antihiperalgésico + E.E.M

de las diferentes dosis utilizadas. Se incluye también la pendiente de la recta de cada dosis-

respuesta y la eficacia maxima (Eax)-

Calculos realizados con los programas Pharm Tools Pro y GraphPad Prim.

Con los datos obtenidos, se calcularon los indices de interaccion (l.1., descritos en el
apartado de material y métodos) y se representaron los isobologramas para cada nivel de
efecto (figura 52 y tabla 14). Los resultados muestran que no hay interaccion entre el efecto
antihiperalgésico del dexketoprofen y el tramadol, existiendo aditividad entre los mismos.
Dibujado sobre cada isobolo (linea diagonal) de la figura 52 mostramos las dosis tedricas
que indican aditividad o suma de efectos; los puntos obtenidos experimentalmente se
muestran en torno al isobolo. Para cada nivel de efecto, se calcularon 1.1.; este parametro,
indica el tipo de interaccion entre los farmacos (dexketoprofeno-tramadol). Asi, un valor de 1
indica aditividad, mientras que un valor superior o inferior a 1 indica antagonismo o sinergia,

respectivamente. En nuestro caso los valores de |l fueron 0,747, 1,082 y 1,282, para los
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niveles de efecto 20, 50 y 80%, respectivamente (tabla 14). Aunque el calculo de este

parametro pudo sugerir que se produce sinergia y antagonismo a los niveles 20 y 80%,

respectivamente, el analisis estadistico (f de student) (ver métodos) indicé que la

comparacion de los valores tedricos (T) y experimentales (') no mostraban diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05), demostrando que existe aditividad o suma de

efectos en ambos casos.
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Figura 52. Isobologramas
del efecto
antihiperalgésico de Ia
combinacion de
dexketoprofeno (DEX) vy
tramadol (TRM) a niveles
de efecto del 20, 50 y 80%.
Para cada isobolo hemos
representado las  dosis
eficaces de cada farmaco
administrado

individualmente (mg/kg)
(DEg, DEsy, DEgg), en los
ejes de ordenadas (DEX) y
abscisas (TRM) Los puntos
rojos sobre el isobolo (linea
diagonal) muestran las
dosis tedricas que indican
aditividad, mientras que los
puntos obtenidos
experimentalmente se
encuentran por encima o
por debajo del isobolo.
Célculos realizados con los
programas Pharm Tools Pro

y GraphPad Prim.
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La tabla 14 muestra las dosis eficaces 20, 50 y 80, con los intervalos de confianza para el
dexketoprofeno, tramadol y su combinacion 1:1 en base a su potencia antihiperalgésica.
Ademas también se muestran los I.I para cada nivel de efecto. Estos datos resumen el

efecto aditivo de esta combinacién para el 20, 50 y 80% de efecto antihiperalgésico.

Tratamiento

Dosis eficaz . Indi?? il
(DE, mg/kg) interaccion (ll)
’ DEX TRM DEX:TRM
DE,, 59,64+3,55 40,9216,62 37,56+4,36
0,747
[Inter. Conf.] [60,72-66,08] [21,96-53,20] [27,70-45,63]
DEs, 82,58+3,61 60,93+5,82 77,62+3,03
1,082
[Inter. Conf.] [76,11-91,78] [48,19-75,05] [71,28-83,68]
DEg, 105,5046,32 80,94+7,37 117,68+3,71
1,282

[Iinter. Conf.] 95 41-123,57] [68,04-103,29] [110,68-125,92]

Tabla 14. Dosis eficaces del dexketoprofeno (DEX), tramadol (TRM) y su combinacién
(DEX:TRM) el dia 1 del postoperatorio. indice de interaccién (l.I). Para cada tratamiento y
nivel de efecto (20, 50 y 80) se muestran las dosis eficaces asi como los intervalos de
confianza [Inter. Conf.] (mg/kg) y los indices de interaccion (1.1).

Calculos realizados con los programas Pharm Tools Pro y GraphPad Prim.

El efecto de la combinacién fue evaluado también los dias 1 y también los dias 20-21, tras la
administracion de salino o naloxona. Los experimentos fueron realizados en dos grupos de
animales que recibieron salino (INC+SS) o una combinaciéon de dexketoprofeno y tramadol
en una proporcion 1:1 (grupo INC+DEX+TRM) antes de finalizar la cirugia. Las dosis de la
combinacion utilizadas fueron: 82,58 mg/kg (DEsy DEX) + 60,93 mg/kg (DEsy TRM).

En estos ratones, los valores basales fueron 1,12 + 0,03g y 1,12 + 0,01g para los grupos
INC+SS e INC+DEX+TRM, respectivamente. El dia 1 del postoperatorio, la cirugia (grupo
INC+SS) provocd una disminucién significativa de los umbrales nociceptivos (p<0,001 vs

basal), que fue parcialmente prevenida por la combinacion (grupo INC+DEX+TRM) (p<0,001
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respecto a INC+SS); con un efecto antihiperalgésico del 78,64 +4,67 % (figura 53A, tabla
15).

El dia 20 del postoperatorio, tras la administracién de salino, los umbrales nociceptivos
fueron similares a los basales (1,09 + 0,01g y 1,09 + 0,02g para los grupos INC+SS e
INC+DEX+TRM) mostrando que los animales se habian recuperado por completo de la
cirugia. El dia 21, la administracion de naloxona, provocé nuevamente una reduccion de los
umbrales nociceptivos en el grupo INC+SS (0,49 £ 0,05g, p<0,001 vs basal) y en el grupo
INC+DEX+TRM (0,73 £ 0,60g); sin embargo, la hiperalgesia en el grupo tratado con la
combinacion, fue significativamente menor (p<0,001) a la que experimentaron los animales
que recibieron salino. Asi, la administracién intraoperatoria de la combinacion
dexketoprofeno y tramadol (grupo INC+DEX+TRM) proporcioné un efecto antihiperalgésico
del 32,02 + 9,80% (figura 53A, tabla 15).

En la figura 53B se muestra la magnitud de cambio de los umbrales nociceptivos; los
porcentajes de cambios el dia 1 fueron -56,38 + 2,42% vy -13,99 * 3,06% para los grupos
INC+SS e INC+DEX+TRM. El dia 20 del postoperatorio, el salino no provocé cambio alguno
(valores de -0,85 £ 6,97% y -3,07 = 1,42%), mientras que la naloxona (dia 21), indujo un
cambio (hiperalgesia) del -48,26 + 5,44% en el grupo INC+SS y un cambio algo menor de -

30,35 £ 2,78% en el grupo que habia recibido la combinacion.
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CIINC+SS
B INC+DEX+TRM

# %

Umbrales nociceptivos (g)
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Figura 53. Efecto de la combinacion DEXKETOPROFENO:TRAMADOL sobre la
hiperalgesia postoperatoria y la sensibilidad latente al dolor. Para cada tiempo de
evaluacion mostramos los umbrales nociceptivos en gramos (A) y el porcentaje (%) de cambio
respecto al valor basal (B) + E.E.M. Los animales recibieron salino (grupo INC+SS, barras
blancas) o la combinacién dexketoprofeno:tramadol 1:1 (INC+DEX+TRM, barras negras) antes
de finalizar la cirugia. Los dias 20 y 21, recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la
evaluacion. La linea discontinua (A) indica el valor basal medio. ANOVA de dos vias de

medidas repetidas (post hoc Tukey). *p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS.
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En la tabla 15 se muestran los valores de los umbrales nociceptivos obtenidos en los dos
grupos en los distintos tiempos de evaluacién, y el efecto antihiperalgésico de la
combinacion dexketoprofeno y tramadol. Los resultados muestran que la combinacion
(grupo INC+DEX+TRM) es capaz de prevenir parcialmente la hiperalgesia tanto el dia 1
como el dia 21 (después de naloxona), aunque el efecto antihiperalgésico es mayor en el
periodo inicial (HPO, 1d) que no en el tardio (SLD, 21d+NXx).

INC+SS INC + DEX+TRM
Tiempo
Umbrales Umbrales . .Efecto -
. . - . antihiperalgésico
nociceptivos (g) nociceptivos (g) (%)
Basal 1,12+ 0,03 1,12 £ 0,01 -
1d 0,42 0,02 0,96+ 0,03 " 78,64+ 4,67 "
20d+SS 1,09 £ 0,01 1,09 £ 0,02 -
21d+Nx 0,49 + 0,05 0,73+0,60 * 32,02+9,80 "

Tabla 15. Efecto de la combinacion DEXKETOPROFENO (DEX) y TRAMADOL (TRM)
sobre la hiperalgesia inducida por la incision quirirgica. Se muestran los umbrales
nociceptivos (g) y el porcentaje (%) de efecto antihiperalgésico de la combinacion grupo
(INC+DEX+TRM) respecto el grupo INC+SS + E.E.M. El dia 20 y 21 del postoperatorio, los
animales recibieron salino (SS) y naloxona (Nx), respectivamente, antes de la evaluacion. INC,
incisién plantar. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey).

*p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS

Inmunoreactividad de la microglia en la medula espinal

En las mismas condiciones experimentales, evaluamos también el efecto de la combinacién
sobre la activacion de las células de glia en la médula espinal. El valor medio del numero de
células de microglia en condiciones basales (CTL) fue 62,38 £ 3,14, siendo este el promedio
de los valores obtenidos en los diferentes grupos de estudio: DEX+TRM, INC+SS, e
INC+DEX+TRM (63,50 + 7,98, 62,00 + 5,49, y 61,80 £ 4,54, respectivamente). La cirugia
(INC+SS) indujo un aumento significativo (p<0,001 frente al CTL) de las células de microglia
inmunoreactivas el dia 1 del postoperatorio siendo este valor de 126,37 + 2,79. La
administracion de la combinacién (grupo INC+DEX+TRM) impidié este incremento de

inmunoreactividad, siendo el niumero de células activadas similar al control (59,00 + 4,24).
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Asi, la combinacion provocd una inhibicidn de la activacion de la microglia del 104,33 *
6,57%. La combinacion no tuvo efecto alguno en animales sham-operados (grupo
DEX+TRM), donde el numero de células inmunoreactivas de microglia fue 60,70 + 2,46
(figura 54, tabla 16).

El dia 21, tras la administracién de salino, los animales de los tres grupos mostraron valores
de inmunoreactividad similares a los de los controles, siendo de 64,21 + 4,24, 59,88 £ 0,88 y
64,85 + 2,61 para los grupos INC+SS, DEX+TRM e INC+DEX+TRM. Asimismo, la
administracion de naloxona no indujo ningin cambio en el estado de reposo de las células
de microglia en ninguno de los grupos (67,07 + 4,92, 61,71 £ 0,77 y 61,00).
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Figura 54. Efecto de la combinacion DEXKETOPROFENO (DEX) y TRAMADOL (TRM)
sobre la activacion de la MICROGLIA espinal inducida por la incisién (INC). Se muestran
el numero de células inmunoreactivas de microglia en animales control (CTL, barra punteada),
y que recibieron la combinacién dexketoprofeno mas tramadol en una proporcion 1:1
(INC+DEX+TRM, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar la cirugia.
El efecto de la combinacién de dexketoprofeno y tramadol (DEX+TRM, barras grises) se evalué
a los mismos tiempos en animales sham-operados (sin cirugia). La linea discontinua indica el
valor medio de los controles. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.

En la figura 55, se muestran microfotografias representativas de los controles, y de los
grupos INC+SS e INC+DEX+TRM los dias 1y 21, tras la administracién de Nx. En ellas, se
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puede apreciar como el dia 1 tras la cirugia, unicamente existe hipertrofia de la microglia
(asociada con su activacion) en los animales que recibieron salino (INC+SS), mientras que
los ratones que recibieron la combinacion (INC+DEX+TRM) mostraron niveles de activacion
de la microglia similares al control. Se observa también que la administracion de Nx el dia

21 no modificé el nimero de células inmunoreactivas que fue similar al control.

INC+5S 1d INC+DEX+TRM 1d

INC+35S 21d+NX INCH+DEX+TRM 21d+Nx

Figura 55. Microfotografias representativas que muestran el efecto de la combinacion de
DEXKETOPROFENO (DEX) y TRAMADOL (TRM) sobre la activacién de la MICROGLIA
espinal (inmunoreactividad). Se muestran ejemplos en condiciones control (CTL), yalos 1y
21 dias después de la incision (INC), en los grupos que recibieron la combinacién
(INC+DEX+TRM) o salino (INC+SS). La administracion de naloxona (Nx) el dia 21 no tuvo

efecto sobre la activacion de la microglia. Linea blanca, escala: 50um (objetivo 20x).
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La tabla 16 muestra un resumen de los datos obtenidos; se puede apreciar que la
combinacion dexketoprofeno mas tramadol (INC+DEX+TRM) previene completamente la
activacion microglial inducida por la cirugia (INC+SS). Este efecto podria reflejar la suma de
los efectos observados cuando se administran cada uno de los farmacos individualmente
(figuras 42 y 47; tablas 8 y 11)

El dia 21 tras la administracion de Nx, no se observo reactivacién de la microglia en ninguno
de los grupos de estudio. Por ultimo mencionar que la combinaciéon administrada en

ausencia de cirugia (grupo DEX+TRM) no provocé ningun cambio en ninguno de los tiempos

evaluados.
MICROGLIA
INC+SS DEX+TRM INC+DEX+TRM
Tiempo N° células N° células N° células Inhibicién de la
inmunoreactivas inmunoreactivas inmunoreactivas activacion (%)

Control 62,00 £ 5,49 63,50 + 7,98 61,80 + 4,54 -

1d 12637+279  607+246  5900+4.24" 10433:657"
21d+SS 64,21 £ 4,24 59,88 + 0,88 64,85 + 2,61 -
21d+Nx 67,07 £ 4,92 61,71 +£0,77 61,00 £ 1,55 -

Tabla 16. Efecto de la combinacion DEXKETOPROFENO (DEX) y TRAMADOL (TRM)
sobre la activacion de la MICROGLIA. Para los tres grupos evaluados, se muestra el numero
de células inmunoreactivas + E.E.M en condiciones control y en los dias 1 y 21 del después de
la incisién (INC). Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o la combinacién de
dexketoprofeno y tramadol (INC+DEX+TRM) durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas
una inyeccion de naloxona (Nx) o salino (SS). El grupo dexketoprofeno mas tramadol
(DEX+TRM) no fue intervenido quirdrgicamente (operado sham). Para el grupo
INC+DEX+TRM se muestra también el porcentaje (%) de inhibicion de la activacién glial.
ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control; #p<0,001 vs INC+SS.
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Inmunoreactividad de los astrocitos en la médula espinal

El valor medio del porcentaje (%) de area marcada inmunoreactiva para los astrocitos, fue
de un 6,15 + 0,52% siendo este valor obtenido de la evaluacion de los controles en los
grupos INC+SS, DEX+TRM e INC+DEX+TRM (6,10 £ 1,15%, 6,06 £ 1,29% y 6,27 £ 0,39%,

respectivamente).

La cirugia (INC+SS) indujo activacion astrocitaria el dia 1 del postoperatorio con un
porcentaje de area inmunoreactiva del 11,08 £ 0,60% (p<0,001 vs CTL). La combinacion
(grupo INC+DEX+TRM), no modifico el aumento de la inmunoreactividad inducida por la
cirugia, siendo el porcentaje de area marcada similar al observado en el grupo INC+SS
(12,55 £ 0,44%, p<0,001 respecto al CTL). Los animales operados sham que unicamente
recibieron la combinacion (grupo DEX+TRM), no modificaron la inmunoreactividad 1 dia
post-administracion (6,41 + 0,80%) (figura 56, tabla 17).

El dia 21, tras la administracion de salino, todos los grupos mostraron valores de
inmunoreactividad similares a los del estado de reposo (CTL), siendo estos porcentajes de
6,84 + 0,37%, 6,96 £ 0,57% y 5,96 = 0,68% para los grupos INC+SS, DEX+TRM e
INC+DEX+TRM, respectivamente. La administracién de naloxona indujo una reactivacion
astrocitaria similar a la del dia 1, tanto en el grupo INC+SS como en el INC+DEX+TRM
(12,42 = 0,49% y 12,25 + 0,74%, respectivamente, p<0,001 vs CTL): Estos resultados
demuestran que la combinacién carece de efecto preventivo sobre la reactivacion
astrocitaria inducida tras la administracion de naloxona. El grupo DEX+TRM no mostré
cambios significativos tras la administracion de Nx (5,88 + 0,60%) (figura 56, tabla 17). Por

tanto la combinacion carece de efecto sobre la activacion y reactivacion astrocitaria.
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Figura 56. Efecto de la combinacion DEXKETOPROFENO (DEX) y TRAMADOL (TRM)
sobre la activacion de los ASTROCITOS espinales inducida por la incisién (INC). Se
muestra el porcentaje (%) de area marcada de los astrocitos + E.E.M en animales control (CTL, barra
punteada), y que recibieron la combinacion dexketoprofeno mas tramadol (INC+DEX+TRM, barras
negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar la cirugia. El efecto de la combinacion
dexketoprofeno y tramadol (DEX+TRM, barras grises) se evalud a los mismos tiempos en animales sham-
operados. La linea horizontal discontinua indica el valor medio de los controles. ANOVA de dos vias (post
hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.

La figura 57 muestra microfotografias representativas de la activacion astrocitaria inducida
por la cirugia el dia 1 del postoperatorio y su reactivacion el dia 21 tras la administracion de
naloxona. También muestra como la combinacion (INC+DEX+TRM) carece de efecto sobre

la activacion en ninguno de los tiempos evaluados.
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INC+5S 1d INC+DEX+TRM 1d

INC+SS 21d+Nx INC+DEX+TRM 21d+Nx

%
-

Figura 57. Microfotografias representativas que muestran el efecto de la combinacién de
DEXKETOPROFENO (DEX) y TRAMADOL (TRM) sobre la activaciéon de los ASTROCITOS
espinales (inmunoreactividad). Se muestran ejemplos en condiciones control (CTL), y a los 1
y 21 dias después de la incision, en los grupos que recibieron la combinacién (INC+DEX+TRM)
o salino (INC+SS). La administracion de naloxona (Nx) el dia 21 provocé una reactivacion

astrocitaria en ambos grupos. Linea blanca, escala: 50pm (objetivo 20x).

La tabla 17 muestra un resumen de los datos obtenidos al estudiar el efecto de la
combinacion sobre la activacion astrocitaria en la médula espinal. La combinacion no fue
capaz de prevenir el aumento de inmunoreactividad inducida por la cirugia en ninguno de los
dos periodos; estos resultado son similares a los obtenidos al evaluar el efecto de los

farmacos administrados individualmente (tabla 9 y 12). Por tanto, el efecto antihiperalgésico
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parcial de la combinacion observado al evaluar el comportamiento nociceptivo (figura 53)
parece ser independiente de la inhibicion de astrocitaria.
Cabe destacar que en animales sham-operados la combinacién no provocd activacion

astrocitaria, a diferencia de cuando se administra tramadol individualmente (figura 49).

ASTROCITOS
INC+SS DEX+TRM INC+DEX+TRM
Tiempo —
% Area marcada % Area marcada % Area marcada I::i:ibvlzcl;?gnd(?’/: )a

Control 6,10 £ 1,15 6,06 £ 1,29 6,27 + 0,39 -

1d 11,08 £ 0,60 641£080  12,55+044  -30,60+9,16
21d+SS 6,84 + 0,37 6,96 + 0,57 5,69 + 0,68 -
21d+Nx 12.42 + 049 5,88 + 0,60 1225+0,74  2,66+1216

Tabla 17. Efecto de la combinacion DEXKETOPROFENO (DEX) y TRAMADOL (TRM)
sobre la activacion de los ASTROCITOS. Para los tres grupos evaluados, se muestra el
porcentaje (%) de area marcada + E.E.M en condiciones control y en los dias 1 y 21 del
postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o la combinacion dexketoprofeno
y tramadol (INC+DEX+TRM) durante la cirugia (INC); el dia 21 recibieron ademas una
inyecciéon de salino (SS) o naloxona (Nx). El grupo DEX+TRM no fue intervenido
quirargicamente (operado sham). Para el grupo INC+DEX+TRM se muestra también el
porcentaje (%) de inhibicion de la activacién glial. Los valores negativos indican que la
inmunoreactividad fue ligeramente superior, pero no significativa (p>0,05), respecto al grupo
INC+SS. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control.

La tabla 18, resume los resultados obtenidos en los estudios de comportamiento e
inmunohistoquimica. Se muestra el efecto del dexketoprofeno, el tramadol y su combinacion
sobre la inhibicion de la hiperalgesia mecanica postoperatoria y la actividad glial en la

médula espinal

El dia 1 postcirugia, el efecto antihiperalgésico de la combinacion fue similar al del
dexketoprofeno, mientras que el del tramadol fue significativamente (p<0,05) menor. Sin
embargo, el dia 21 tras la administracién de naloxona, la combinacién proporcioné un efecto

antihiperalgésico similar al del tramadol administrado individualmente. El efecto doble de la
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combinacion sobre la HPO y la SLD, podria justificar su utilizacion en la practica clinica

como analgésicos / antihiperalgésico (tabla 18).

El dia 1 del postoperatorio, todos los tratamientos fueron capaces de inhibir la activacién de
la microglia de forma similar; sin embargo no modificaron la activacion de los astrocitos. El
dia 21 del postoperatorio la administracion de naloxona induce una reactivacion astrocitaria
que podria estar relacionada con la presencia de hiperalgesia, en este tiempo de evaluacion.
La inhibicién parcial de la aparicién de SLD inducida por el tramadol, solo o combinado con
dexketoprofeno, no parece estar relacionado con la reactivacion astrocitaria. De esta forma
este opioide menor ejerce un efecto protector del desarrollo de SLD sin alterar la activacion

astrocitaria (tabla 18).
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Tratamiento

DEX (100 mg/kg)

TRM (100 mg/kg)

DEX: TRM

(82,58:60,93 mg/kg)

DiA 1 DEL POSTOPERATORIO

Inhibicion de la Inhibicion de la

antihiperalgésico activacion (%)

MICROGLIA

activacion (%)
ASTROCITOS

83,76 £ 12,70 105,03 £ 8,96

-27,56 + 8,46

3210 9.61° 76,69% 7,08 14,83 + 6,87

78,64 + 4,67 104,33+ 6,57 -30,60 + 9,16

DIiA 21 DEL POSTOPERATORIO +
NALOXONA

Inhibicion de la
Efecto

. . activacion (%)
antihiperalgésico (%)

ASTROCITOS
6.07+7.9 9.36+7.74
46,53£8,10 * 0,30 + 8,61
32,02¢9,8 * 2.66 + 12,16

Tabla 18. Resumen del efecto antihiperalgésico e inhibidor de la glia del dexketoprofeno (DEX), tramadol (TRM) y su combinacién en

una proporcion 1:1 (DEX:TRM) los dias 1 y 21 del postoperatorio. Se muestra el porcentaje de efecto antihiperalgésico y la inhibiciéon de la

activacion (disminucién inmunoreactividad) de la microglia y los astrocitos + E.E.M. Los numero negativos indican que la inmunoreactividad fue

ligeramente superior, pero no significativa (p>0,05), al grupo INC+SS. En ninguno de los experimentos realizados se observo reactivacion de la

microglia tras la administracion de naloxona.
* p<0,001 vs INC+SS; # p<0,001 vs TRM; + p<0,001 vs DEX
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3. PREVENCION DE LA HIPERALGESIA POSTOPERATORIA Y LA SENSIBILIZACION
LATENTE AL DOLOR MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE KETAMINA O
GABAPENTINA. EFECTO SOBRE LA ACTIVACION GLIAL.

En este apartado se evaluo el efecto de la ketamina (antagonista NMDA) y la gabapentina
(anticonvulsivante) en la prevencion de la hiperalgesia postoperatoria (HPO) asi como la
aparicion de sensibilizacion latente al dolor (SLD), fendmeno que constituye la base para el
desarrollo de dolor crénico post quirurgico (DCPQ). Asimismo, se estudid el efecto de
ambos farmacos sobre la activacion de la glia espinal (microglia y astrocitos). Estos
farmacos, son de especial interés dado que son los unicos que han demostrado, hasta el
momento, una accion preventiva sobre la aparicion de DCPQ en humanos (Chaparro LE y
cols., 2013, Clarke H y cols, 2012). Nuestro objetivo era establecer si la activacion de la glia

participaba en la prevencion del DCPQ que producen estos farmacos.

3.1 Efectos de la ketamina
Comportamiento nociceptivo

Para estudiar el efecto de la ketamina (KET) sobre la HPO, la SLD y la activacion glial,
utilizamos dos grupos de animales a los que antes de finalizar la cirugia (INC), se les
administré una dosis unica de salino (grupo INC+SS) o 50 mg/kg ketamina sc (INC+KET).
Los umbrales nociceptivos a la estimulacién mecanica fueron evaluados a distintos tiempos
(ver Métodos). Antes de la incisién plantar los umbrales basales (B) fueron 1,10 + 0,029 y
1,09 + 0,02g, para los grupos INC+SS y INC+KET. En el grupo INC+SS, la incisidon provoco
una disminucion de los umbrales nociceptivos tras la intervencion (0,36 + 0,02g, 0,35 +
0,11g, respectivamente; p<0,001 vs B). La hiperalgesia fue significativamente menor en el
grupo INC+KET (0,81 + 0,03g, 0,71 + 0,05g, p<0,001), que mostré6 un efecto
antihiperalgésico del 61,87 + 5,18% y del 46,44 + 8,50% alos tiempos 4 horas y 1 dia del
postoperatorio (figura 58A, tabla 19).

El dia 20, tras la administracién de salino, los umbrales nociceptivos en ambos grupos
habian vuelto a los basales (1,14 + 0,02g, 1,11 £ 0,01g); sin embargo, la administracién de
naloxona el dia 21 provoc6é de nuevo hiperalgesia en los grupos INC+SS (0,55 + 0,01;
p<0,001 vs B) e INC+KET (0,89 £ 0,03g, p<0,001 vs B), siendo la magnitud de ésta ultima
significativamente menor (p<0,001 vs INC+SS). De este modo la ketamina demostrd un
efecto preventivo sobre la aparicién de SLD (efecto antihiperalgésico) del 60,44 + 4,96%
(figura 58A, tabla 19).
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En la figura 58B se muestra el porcentaje de cambio respecto a sus valores basales en
ambos grupos de estudio. El grupo INC+SS mostré un cambio de -67,41 + 2,21% y -66,84 +
2,25% 4 horas y 1 dia tras la cirugia, mientras que el % de cambio en el grupo INC+KET fue
significativamente menor (-25,62 + 3,48% y -35,80 £ 5,68%, respectivamente).

El % de cambio en ambos grupos fue practicamente nulo con valores de 4,23 + 3,58% y
1,58 £ 3,04% (INC+SS e INC+KET, respectivamente). En el grupo INC+SS, la
administracion de naloxona el dia 21, indujo un cambio similar al del dia 1 (-51,52 + 2,09%),
cambion que fue menor en el grupo INC+KET (-20,38 + 2,55%) (figura 58B).

150



V. Resultados

—O— [ INC+SS§
—&— EE |NC+KET

A
C
w
[=]
=
=
€
[&]
o
Q
c
w
€
s
fin]
E
-]

D.u T 1 1] ‘rf ‘rf 1 1

Basal dh 1d 20d 21d
B
55 Nx
20- l l
0 i ——
o -207 -
L
= * #
8 -40- # -
R g # 0
T ¥
-80-
-100-
4dh 1d 20d 21d

Figura 58. Efecto de la KETAMINA sobre la hiperalgesia postoperatoria y Ila
sensibilizacion latente al dolor. Para cada tiempo de evaluacion mostramos los umbrales
nociceptivos en gramos (A) y el porcentaje (%) de cambio respecto al valor basal (B) + E.E.M.
Los animales recibieron salino (grupo INC+SS, circulos/barras blancas) 6 50 mg/Kg ketamina
(INC+KET, circulos/barras negras) antes de finalizar la cirugia. Los dias 20 y 21, recibieron
salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la evaluacion. La linea discontinua (A) indica el valor
basal medio. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey).

*p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS.
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En la tabla 19 se muestra un resumen de los datos obtenidos, mostrando el efecto
antihiperalgésico de la ketamina que fue significativo en los dos periodos de evaluacién
(HPO y SLD); la magnitud del efecto fue del 40-60%

INC+SS INC + KETAMINA
Tiempo Efecto
Umbrales Umbrales antihiperalgésico
nociceptivos (g) nociceptivos (g) (%)
Basal 1,10 £ 0,02 1,09 £ 0,02 -
4h 0,36 0,02 0,81£0,03 " 61,87 £ 5,18
1d 0,35+ 0,11 0,71£0,05 " 46,44 + 8,50
20d+SS 1,14 £ 0,02 1,11 £ 0,01 -
21d+Nx 0,55 + 0,01 0,89+0,03 " 60,44 + 4,96

Tabla 19. Efecto de la KETAMINA sobre la hiperalgesia inducida por la incision
quirdargica. Se muestran los umbrales nociceptivos (g) y el porcentaje (%) de efecto
antihiperalgésico de la ketamina (INC+KET) respecto al grupo control (INC+SS) + E.E.M. Los
dias 20 y 21 del postoperatorio, los animales recibieron salino (SS) y naloxona (Nx),
respectivamente, antes de la evaluacion. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc
Tukey). *p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS

Inmunoreactividad de la microglia en la medula espinal

Tras evaluar el efecto de la ketamina sobre el comportamiento nociceptivo se evalio su
efecto sobre la activacion de la microglia y los astrocitos a fin de establecer un posible
paralelismo entre ambos.

Los experimentos fueron realizados en los mismos grupos experimentales (INC+SS e
INC+KET) y ademas en animales sham-operados que recibieron la misma dosis de
ketamina (grupo KET). El numero de células de microglia inmunoreactivas en animales
control fue de 62,38 + 3,14, siendo éste el valor medio de los controles de los tres grupos
estudiados INC+SS, KET e INC+KET (63,50 + 5,13, 62,00 + 8,21 y 61,80 + 4,54,
respectivamente).

El dia 1 del postoperatorio, la cirugia (INC+SS) provocd un incremento significativo del
namero de células inmunoreactivas (126,37 * 2,79; p<0,001 vs CTL), que fue

completamente bloqueado por la administracion de ketamina, siendo el numero de células
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positivas en este grupo (INC+KET), similar al control (73,14 + 2,83). Asi, la administracion de

ketamina intraoperatoria provocd una inhibicion de la activacion microglial del 82,42 + 4,38%

el dia 1 del postoperatorio. En el mismo tiempo de evaluacién, la administracion del farmaco

a animales sham-operados (grupo KET), no produjo ninguna alteracion, manteniéndose el

numero de células activadas similar al control (67,61 £ 2,55) (figuras 59 y 60, tabla 20).

El dia 21, tras la administracion de salino, el niumero de células inmunoreactivas en todos
los grupos evaluados (INC+SS, KET e INC+KET) fue similar al control (64,21 + 4,24, 65,76

1,45 y 65,55 + 1,99, respectivamente) demostrando que habian vuelto al estado de reposo.

Del mismo modo, la administracién de naloxona tampoco provocé activacion de la microglia
+ 2,15, 63,41 = 2,15,

en ninguno de los grupos estudiados (67,07 + 4,92, 63,41

respectivamente) (figura 59, tabla 20).
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Figura 59. Efecto de la KETAMINA sobre la activacion de la MICROGLIA espinal inducida

por la incisién. Se muestra el numero de células inmunoreactivas de microglia + E.E.M en

animales control (CTL, barra punteada), que animales recibieron 50 mg/kg ketamina (INC+KET,

barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) y en animales sham-operados que recibieron

ketamina (KET, barras grises). Las muestras de médula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21

post-manipulacién. El dia 21 los ratones recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la

eutanasia. La linea discontinua indica el valor medio de los controles.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.
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La figura 60 muestra microfotografias representativas de los cambios morfolégicos
presentados por las células de microglia el dia 1 tras la cirugia (grupo INC+SS), asi como la
prevencion del incremento de inmunoreactividad inducida por la ketamina (INC+KET) el dia 1

y el dia 21 tras la administracion de naloxona.

INC+SS 1d INC+KET 1d

INC+55 21d+Nx INC+KET 21d+Nx

Figura 60. Microfotografias representativas que muestran el efecto de la KETAMINA
sobre la activacion de la MICROGLIA espinal (inmunoreactividad). Se incluyen
microfotografias en condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incisién, en los
grupos que recibieron salino (INC+SS) o ketamina (INC+KET). La administraciéon de naloxona
(Nx) el dia 21 no tuvo efecto sobre la activacion de la microglia. Linea blanca, escala: 50um
(objetivo 20x).
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La tabla 20 muestra un resumen del efecto de la ketamina sobre la inmunoreactividad
microglial. La ketamina fue capaz de prevenir por completo la activacion de la microglia
inducida por la cirugia el dia 1 del postoperatorio. Paralelamente, el farmaco también impide
parcialmente la hiperalgesia postoperatoria (aproximadamente en un 50%) aunque en la
magnitud del efecto es menor. La ketamina en animales sham-operados no tuvo efecto

alguno sobre la inmunoreactividad microglial.

MICROGLIA
INC+SS KET INC+KET

lismpo N° células N° células N° células Inhibicién de la

inmunoreactivas inmunoreactivas inmunoreactivas activacion (%)
Control 63,50 £ 5,13 62,00 = 8,21 61,80 £ 4,54 -

1d 12637+279 6761255  7314+283%  8242:438

21d+SS 64,21+ 4,24 65,76 £ 1,45 65,55+ 1,99 -
21d+Nx 67,07 £ 4,92 63,41 £ 2,15 63,41 215 -

Tabla 20. Efecto de la KETAMINA sobre la activacion de la MICROGLIA. Para los tres
grupos se muestra el numero de células inmunoreactivas + E.E.M en condiciones control y en
los dias 1 y 21 del postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o ketamina
(INC+KET) durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una inyeccién de salino (SS) o
naloxona (Nx). El grupo ketamina fue sham-operado (KET) y fue evaluado a los mismos
tiempos. Para el grupo INC+KET se muestra también el porcentaje (%) de inhibicion de la
activacion glial.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control; #p<0,001 vs INC+SS.

Inmunoreactividad de los astrocitos en la medula espinal

Inicialmente determinamos el porcentaje del area de inmunoreactividad marcada de los
controles, siendo el valor medio 6,15 + 0,52%; este valor, es el promedio de los valores
obtenidos de forma independiente para cada uno de los grupos de estudio: INC+SS, KET e
INC+KET (6,10 = 1,15%, 6,37 + 1,04% y 6,18 £ 0,32 %, respectivamente).

El dia 1 del postoperatorio, la cirugia (INC+SS) indujo un incremento del % del area
marcada para los astrocitos (11,08 + 0,60; p<0,001 frente al CTL), que fue parcialmente
bloqueado por la ketamina (8,72 + 0,31%; p<0,001 frente al CTL y frente a INC+SS); asi, la

inhibicién de la activacion astrocitaria inducida por la ketamina fue del 48,17 + 6,48%. El
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grupo KET no mostro efecto alguno sobre los astrocitos manteniendo inalterado el

porcentaje de area de inmunoreactividad marcada (6,27 + 0,24%), (figura 61, tabla 21).

La evaluacién de la inmunoreactividad de los astrocitos el dia 21 tras la administracion de
salino, demostré que todos los grupos habian vuelto al estado de reposo (control), con
porcentajes de area marcada de 6,84 +0,37%, 5,71 £ 0,19% y 6,34 + 0,19% para los grupos
INC+SS, KET e INC+KET, respectivamente. Sin embargo, la administracién de naloxona
provocé reactivacion astrocitaria (p<0,001 vs CTL) en los grupos INC+SS (12,42 £ 0,49%) e
INC+KET (8,03 = 0,22%), aunque en este ultimo la reactivacion fue de menor magnitud
(p<0,001 vs INC+SS); asi, la ketamina demostré un efecto inhibidor de la reactivacion
astrocitaria del 70,38 £ 3,53%. Por ultimo, y como en el caso anterior, el grupo KET no
modificéd la inmunoreactividad astrocitaria respecto a los valores control (del 6,02 + 0,31%)
(figura 61, tabla 21).
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Figura 61. Efecto de la KETAMINA sobre la activacion de los ASTROCITOS espinales
inducida por la incisién. Se muestra el porcentaje (%) de area de inmunoreactividad marcada
de los astrocitos + E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y animales que recibieron
50 mg/kg ketamina (INC+KET, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de
finalizar la cirugia. Las muestras de médula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21 postcirugia. El
dia 21, los ratones recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia. El efecto de la
ketamina (KET, barras grises) se evalué a los mismos tiempos en animales sham-operados. La
linea discontinua indica el valor medio de los controles. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CTL; #p<0,001 vs INC+SS

156



V. Resultados

En la figura 62 se presentamos microfotografias representativas que muestran la hipertrofia
astrocitaria inducida por la cirugia (INC+SS) el dia 1 del postoperatorio, asi como el 21 tras
la administracion de naloxona. Se muestra también la disminucion de la inmunoreactividad
inducida por la ketamina (INC+KET) en ambos periodos, siendo el efecto de mayor magnitud

el dia 21 tras la administracion de naloxona.

CTL

INC+SS 1d INC+KET 1d

INGFSS 21d+Nx INC+KET 21d+Nx

Figura 62. Microfotografias representativas que muestran el efecto de la KETAMINA
sobre la activacion de los ASTROCITOS espinales (inmunoreactividad). Se muestran
ejemplos en condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incisién, en los
grupos que recibieron salino (INC+SS) o ketamina (INC+KET). Nx, naloxona. Linea blanca,

escala: 50um (objetivo 20x).
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La tabla 21 resume los datos obtenidos en la evaluacién de la inmunoreactividad
astrocitaria. Como vemos, la ketamina fue capaz de inhibir parcialmente la activacién
astrocitaria el dia 1 del postoperatorio, coincidiendo también con una inhibicion similar de la
hiperalgesia (aproximadamente 47%). Ademas, la ketamina bloqueé parcialmente la re-
activacion astrocitaria el dia 21 tras la administracion de naloxona, con una magnitud

también similar (60-70%) a la obtenida en la prevencion de la hiperalgesia durante la SLD.

ASTROCITOS
INC+SS KET INC+KET

Tiempo PTY
% Areamarcada % Area marcada % Area marcada I:::?J:::?gnd(?,/: ;‘

Control 6,10 £ 1,15 6,37 £ 1,04 6,18 £ 0,32 -
1d 11,08£060 ~  627+024  872+031 % 4817+648"

21d+SS 6,84 + 0,37 5,71 +£0,19 6,34 £ 0,19 -
21d+Nx  12,42+049  6,02+031  803+022 * 70,38+353"%

Tabla 21. Efecto de la KETAMINA sobre la activacion de los ASTROCITOS. Para los tres
grupos evaluados, se muestra el porcentaje (%) de area inmunoreactividad de marcada *
E.E.M en condiciones control y en los dias 1 y 21 del postoperatorio. Los ratones recibieron
salino (grupo INC+SS) o ketamina (INC+KET) durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas
una inyeccion de salino (SS) o naloxona (Nx). El grupo ketamina (KET) fue operado sham.
Para el grupo INC+KET se muestra también el porcentaje (%) de inhibicion de la activacion
glial. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey).

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CTL; #p<0,001 vs INC+SS

Asi, el dia 1 del postoperatorio, la ketamina, indujo un efecto antihiperalgésico de un 46%
que fue acompafnado de una inhibicion de la activacion total de la microglia (82%) y parcial
de los astrocitos (48%). El dia 21, tras la administracion de naloxona, se observé que este
farmaco habia proporcionado una proteccion parcial frente al desarrollo de SLD con un
efecto antihiperalgésico del 60% que iba acompafado de una prevencion parcial de la

reactivacion astrocitaria del 70%. No se produjo reactivacion de la microglia.
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3.2 Efecto de la gabapentina
Comportamiento nociceptivo

Con el objetivo de valorar los efectos de la gabapentina sobre la hiperalgesia
postoperatoria, la aparicion de SLD y la activacion de la glia espinal, los animales recibieron
una unica dosis de 100 mg/kg del farmaco 30 minutos antes de la cirugia (ver Métodos). Al
igual que con los farmacos utilizados anteriormente, nuestro objetivo era investigar si existe,

un paralelismo o relacion entre el comportamiento nociceptivo y la activacién glial.

Inicialmente, se valoraron los umbrales nociceptivos basales de los grupos de estudio
INC+SS e INC+GBP, siendo similares en ambos grupos (1,10 £ 0,02g y 1,14 = 0,01g,
respectivamente) (figura 63A, tabla 22).

La cirugia (INC+SS) disminuyé los umbrales nociceptivos 4 horas y 1 dia tras la intervencion
(0,37 £ 0,01g y 0,46 £ 0,01g, respectivamente); la hiperalgesia fue significativamente menor
(p<0,001 frente INC+SS) en aquellos animales que habian recibido gabapentina (INC+GBP)
(0,62 £ 0,059 y 0,73 + 0,069, respectivamente; p<0,001 vs basal). De esta manera, la
gabapentina mostré un efecto anhiperalgésico de un 31,66 + 7,37% y 38,65 £ 10,49%, a las

4 horas y 1 dia del postoperatorio respectivamente (figura 63A, tabla 22).

El dia 20, tras la administracién de salino, ambos grupo habian retornado a los umbrales
nociceptivos basales (1,10 £ 0,03g y 1,10 = 0,01g, INC+SS e INC+GBP, respectivamente).
La administracion de naloxona provocd nuevamente hiperalgesia en el grupo INC+SS (0,56
+ 0,01g, p<0,001 vs B), y también en el grupo INC+GBP (0,71 + 0,03g, p<0,001 vs B),
aunque en este ultimo fue significativamente menor (p<0,001 vs INC+SS). El efecto
antihiperalgésico de la gabapentina fue del 30,51 + 7,42% (figura 63A, tabla 22), similar al

observado el dia 1 del postoperatorio.

La figura 63B muestra la magnitud del cambio (%) respecto a los valores basales. En el
grupo INC+SS, el porcentaje de cambio a las 4 horas y 1 dia del postoperatorio fue de -
66,16 £ 1,66% y -57,67 + 2,16%, respectivamente; mientras que en el grupo INC+GBP fue
de -45,41 + 4,87% y -35,38 * 6,05%, respectivamente.

El dia 20, tras la administracion de salino, no se observaron cambios significativos respecto
a lus valores basales (3,60 + 3,20% vy -2,94 + 2,19%, para el grupo INC+SS e INC+GBP,
respectivamente). Sin embargo, el dia 21, tras la administracién de naloxona el grupo
INC+SS present6 un de cambio de -51,02 £ 1,94% y el grupo INC+GBP de -38,58 + 2,39%.
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Figura 63. Efecto de la GABAPENTINA sobre la hiperalgesia postoperatoria y la
sensibilizacion latente al dolor. Para cada tiempo de evaluacion mostramos los umbrales
nociceptivos en gramos (A) y el porcentaje (%) de cambio respecto al valor basal (B) + E.E.M.
Los animales recibieron salino (grupo INC+SS, circulos/barras blancas) 6 100 mg/Kg
gabapentina (INC+GBP, circulos/barras negras) antes de finalizar la cirugia. Los dias 20 y 21,
recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la evaluacién. La linea discontinua (A) indica el
valor basal medio. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey).

*p<0,001 vs Basal; #p<0,05, ##p<0,01, ### p<0,001 vs INC+SS.
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La tabla 22 muestra un resumen de los datos obtenidos. En ella podemos observar que la
gabapentina mostré un efecto antihiperalgésico parcial en el periodo postoperatorio

temprano (4h, 1d), protegiendo parcialmente la aparicion de SLD (21d+Nx).

INC+SS INC + GABAPENTINA
Tiempo
P Umbrales Umbrales . _Efecto . .
. . - . antihiperalgésico
nociceptivos (g) nociceptivos (g) (%)
Basal 1,10 £ 0,02 1,14 £ 0,01 -
4h 0,37+0,01 0,62+0,05 31,66 + 7,37
1d 0,46 +0,01 073+0,06 # 38,65 + 10,49
20d+SS 1,10 £ 0,03 1,10 £ 0,01 -
21d+Nx 0,56 +0,01 0,71+0,03 * 30,51 + 7,42

Tabla 22. Efecto de la GABAPENTINA sobre la hiperalgesia inducida por la incision
quirargica. Se muestran los umbrales nociceptivos (g) y el porcentaje (%) de efecto
antihiperalgésico de la gabapentina (INC+GBP) respecto al grupo control (INC+SS) + E.E.M.
Los dias 20 y 21 del postoperatorio, los animales recibieron salino (SS) y naloxona (NXx),
respectivamente, antes de la evaluacion. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc
Tukey). *p<0,001 vs B; #p<0,05, ##p<0,01, ### p<0,001 vs INC+SS.

Inmunoreactividad de la microglia en la medula espinal

En primer lugar se evalu6 el numero de células inmunoreactivas de microglia en animales
control. El resultado fue de 63,2 = 2,17 obtenido a partir de la media de los controles de los
grupos evaluados independientes INC+SS, GBP e INC+GBP (62,71 + 2,98, 62,00 £ 4,56 y
64,71 * 4,29, respectivamente) (figura 64, tabla 23).

La cirugia (INC+SS) provocé un aumento significativo del numero de células
inmunoreactivas el dia 1 del postoperatorio (126,37 + 2,79, p<0,001 frente al CTL); la
gabapentina fue capaz de prevenir este incremento (INC+GBP, 75,32 + 2,65), que presentd
un efecto inhibidor de la activacion de la microglia del 82,79 + 4,31%. La administracion de
gabapentina en animales sham-operados (grupo GBP) no indujo cambios moorfoldgicos en
las células de microglia (63,88 + 1,97) (figura 64, tabla 23).

El dia 21 tras la administracion de salino, los valores de inmunoreactividad de todos los

grupos habian retornado al estado de reposo (control), siendo el niumero de células
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inmunoreactivas de 64,21 + 4,24, 63,00 + 2,00 y 61,66 + 2,46, para los grupos INC+SS,
GBP e INC+GBP, respectivamente. De igual forma, no se observaron cambios en la
inmunoreactividad tras la administracion de naloxona (67,07 + 4,92, 64,33 = 3,18 y 66,46,

respectivamente) (figura 64, tabla 23).
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Figura 64. Efecto de la GABAPENTINA sobre la activacion de la MICROGLIA espinal
inducida por la incisiéon. Se muestra el nimero de células inmunoreactivas de microglia +
E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y que recibieron 100 mg/kg de gabapentina
(INC+GBP, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar la cirugia. Las
muestras de médula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21 postcirugia. El dia 21 los ratones
recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia. El efecto de la gabapentina (GBP,
barras grises) se evalué a los mismos tiempos en animales sham-operados. La linea
discontinua indica el valor medio de los controles. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey).

*p<0,001 vs CTL.

En la figura 65 mostramos microfotografias representativas del incremento de
inmunoreactividad el dia 1 del postoperatorio en el grupo INC+SS, que no fue observado en
el grupo que recibié gabapentina (INC+GBP). Mostramos también que la administracion de

naloxona el dia 21 no provoc6 cambios morfoldgicos en la células de microglia.
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INC+SS 1d INC+GEP 1d

INC+SS 21d+Nx

Figura 65. Microfotografias representativas que muestran el efecto de la GABAPENTINA
sobre la activacion de la MICROGLIA espinal (inmunoreactividad). Se muestran ejemplos
en condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incisién, en los grupos que
recibieron salino (INC+SS) o gabapentina (INC+GBP). La administracién de naloxona (Nx) el
dia 21 no tuvo efecto sobre la activacion de la microglia. Linea blanca, escala: 50um (objetivo

20x).
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La tabla 23 muestra un resumen de los datos obtenidos en los 3 grupos, evaluados a los
distintos tiempos y condiciones experimentales. La gabapentina bloqued completamente
totalmente la activacion microglial inducida por la lesién quirdrgica 1 dia tras la intervencion.
Todos los grupos retornaron al estado de reposo el dia 21, y la naloxona no modifico la
inmunoreactividad en el mismo tiempo de evaluacion. Asimismo, la administracion de
gabapentina en animales sham-operados (no sometidos a una incisién quirurgica) no tuvo
efecto sobre la activacién de la microglia. Los resultados muestran que el dia 1 postincision,
la gabapentina tiene un efecto inhibidor de la activacion glial de un 83%, mientras que el

efecto anihiperalgésico es aproximadamente del 39%.

MICROGLIA
INC+SS GBP INC+GBP

LEES N° células N° células N° células Inhibicién de la

inmunoreactivas inmunoreactivas inmunoreactivas activacion (%)
Control 62,71+ 2,98 62,00 + 4,56 64,71 + 4,29 -

1d 126374279 6388+197  7532+265"  8279+431

21d+SS 64,21 + 4,24 63,00 + 2,00 61,66 + 2,46 -
21d+Nx 67,07 + 4,92 64,33 + 3,18 66,46 2,34 -

Tabla 23. Efecto de la GABAPENTINA sobre la activacion de la MICROGLIA. Para los tres
grupos evaluados, se muestra el nimero de células inmunoreactivas + E.E.M en condiciones
control y en los dias 1 y 21 del postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o
gabapentina (INC+GBP) antes de finalizar la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una inyeccion
de salino (SS) o naloxona (Nx). El grupo gabapentina (GBP) no fue operado-sham. Para el
grupo INC+GBP se muestra también el porcentaje (%) de inhibicién de la activacion glial.
ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control; #p<0,001 vs INC+SS.

Inmunoreactividad de los astrocitos en la medula espinal

Determinamos primero el porcentaje de area marcada de los animales control. Para ello, se
evaluaron los controles de los tres grupos de forma independiente (INC+SS, GBP e
INC+GBP) que mostraron valores de 6,06 + 1,15%, 6,14 * 1,16% y 6,25 + 0,59%,
respectivamente; el valor medio control fue 6,15 + 0,52% (figura 66, tabla 24).

El dia 1 del postoperatorio, la incision (INC+SS) provocd un incremento del area marcada de

inmunoreactividad de los astrocitos (11,08 + 0,60%, p<0,001 frente al CTL), que fue
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significativamente menor (INC+GBP, p<0,001 vs INC+ en el grupo que recibié gabapentina
SS9 (9,31 £ 0,28%; p<0,001 vs CTL). El % de inhibicién de la activacion astrocitaria
inducido por la gabapentina fue del 36,49 + 5,97% (figura 66, tabla 24).

El dia 21, tras la administracién de salino, todos los grupos mostraron niveles de
inmunoreactividad similares al control (6,84 £+ 0,37%, 6,30 + 0,45% y 6,49 * 0,25%, para los
grupos INC+SS, GBP e INC+GBP, respectivamente). La administracion de naloxona
provocé una reactivacion astrocitaria en el grupo INC+SS (12,42 £+ 0,49%, p<0,001 vs
CTL), que fue parcialmente inhibida por la gabapentina (INC+GBP; 9,49 £ 0,34%, p<0,001
frente al CTL, INC+SS), que mostro un efecto inhibidor de la reactivacién astrocitaria del
47,48 + 5,57% (figura 66, tabla 24).
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Figura 66. Efecto de la GABAPENTINA sobre la activacion de los ASTROCITOS
espinales inducida por la incisién. Se muestran el porcentaje (%) de inmunoreactividad de
area marcada de astrocitos + E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y que
recibieron 100 mg/kg gabapentina (INC+GBP, barras negras) o salino (INC+SS, barras
blancas) 30 minutos antes de la intervencion. Las muestras de medula espinal se obtuvieron
los dias 1 y 21 postcirugia. El dia 21 los ratones recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes
de la eutanasia. El efecto de la gabapentina (GBP, barras grises) se evalu6é a los mismos
tiempos en animales sham-operados. La linea discontinua indica el valor medio de los
controles. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL; # p<0,001 vs INC+SS
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La figura 67 muestra microfotografias representativas del aumento la inmunoreactividad
astrocitaria inducida por la cirugia (INC+SS) los dias 1 y 21 (este ultimo tras la
administracion de naloxona). En los mismos tiempos de evaluacion, las microfotografias
muestran también el efecto de la gabapentina que inhibi6é parcialmente la hipertrofia de los
astrocitos (INC+GBP).

INC+SS 1d INC+GEP 1d

INC+55 21d+Nx INCH+GBP 21d+Nx

Figura 67. Microfotografias representativas que muestran el efecto de la GABAPENTINA
sobre la activacion de los ASTROCITOS espinales (inmunoreactividad). Se incluyen
ejemplos en condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias después de la incisiéon, en los
grupos que recibieron salino (INC+SS) o gabapentina (INC+GBP). Linea blanca, escala: 50um
(objetivo 20x).

En la tabla 24 se resume de los datos de inmunoreactividad astrocitaria en todos los grupos

evaluados y el % de inhibicién de la activacion astrocitaria. Los resultados muestran que la
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gabapentina (INC+GBP) inhibié parcialmente tanto la activacion astrocitaria como la
reactivacion tras la administracion de naloxona el dia 21 postcirugia. El bloqueo parcial de la
reactivacion astrocitaria coincide con la magnitud del efecto antihiperalgésico y sugiere la
participacién de los astrocitos espinales en los fendmenos de SLD en nuestro modelo
experimental.

Por ultimo, en ninguno delos tiempos de evaluacién, la gabapentina provocé cambios sobre

la inmunoreactividad astrocitaria en la medula espinal.

ASTROCITOS
INC+SS GBP INC+GBP
Tiempo G
% Area marcada % Area marcada % Area marcada I:Et'ibvlacé?gnd(i/: ;‘
Control 6,06 £ 1,15 6,14 + 1,16 6,25 % 0,59 -
1d 11,08 + 0,60 646+034  931+028 " 3649507
21d+SS 6,84 + 0,37 6,30 + 0,45 6,49 £ 0,25 -
21d+Nx 12,42 + 0,49 6,69+0,33  049+034 ' 47481557

Tabla 24. Efecto de la GABAPENTINA sobre la activacion de los ASTROCITOS. Para los
tres grupos evaluados, se muestra el porcentaje (%) de area marcada + E.E.M en condiciones
control y en los dias 1 y 21 del postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o
gabapentina (INC+GBP) 30 minutos antes de la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una
inyeccién de salino (SS) o naloxona (Nx). El grupo gabapentina (GBP) no fue operado sham.
Para el grupo INC+GBP se muestra también el porcentaje (%) de inhibicién de la activacion
glial. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). * p<0,001 vs CTL; # p<0,001 vs INC+SS.

La gabapentina, indujo un efecto antihiperalgésico el dia 1 del postoperatorio del 38% que
fue paralelo a un efecto inhibidor de la inmunoreactividad microglia y astrocitaria del 82% vy
36%, respectivamente. El dia 21, tras la administracion de naloxona, este anticonvulsivante
también tuvo un efecto sobre el comportamiento nociceptivo del 30% acompanado de un

efecto inhibitorio de la reactivaciéon astrocitaria del 47%.
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4. PREVENCION DE LA HIPERALGESIA POSTOPERATORIA Y LA SENSIBILIZACION
LATENTE AL DOLOR MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE MINOCICLINA, A-836339 O
MIDAZOLAM. EFECTO SOBRE LA ACTIVACION GLIAL.

En el presente apartado hemos analizado el efecto de la minociclina, el A-836339 y el
midazolam sobre la hiperalgesia postoperatoria y la aparicién de SLD.

Tal como se ha descrito en la Introduccién del presente trabajo, la minociclina es una
tetraciclina que presenta un efecto antihiperalgésico en modelos de dolor inflamatorio y
neuropatico, que estaria mediado por la inhibicion de la activacion glial (Bastos LFS y cols.,
2012). Debido a su mecanismo de accion, hemos investigado en nuestro modelo su efecto
sobre la hiperalgesia inducida por la cirugia (POH y SLD), asi como la activacién de la glia
en la médula espinal (microglia y astrocitos).

También hemos estudiado ademas el efecto del A-836339 (agonista de los receptores
cannabinoides tipo IlI) y del midazolam, una benzodiacepina ampliamente utilizada como
ansiolitico en el periodo perioperatorio; la evaluacién de este ultimo fue basada en la
importancia clinica de la ansiedad como factor predictivo del DCPQ (Peters ML y cols.,
2007).

4.1 Efecto de la minociclina
Comportamiento nociceptivo

Con el objetivo de evaluar el efecto de la minociclina en nuestro modelo experimental, los
animales recibieron una unica dosis de minociclina (50 mg/kg, ip) antes de finalizar la

cirugia.

En primer lugar se investigd su efecto sobre la hiperalgesia inducida por la cirugia (HPO y
SLD). En estos experimentos los umbrales nociceptivos basales fueron de 1,10 £ 0,02g y
1,13 + 0,01g para los ratones a los que se les practicd una incisiébn quirurgica y recibieron
ademas salino (INC+SS) o minoclina (INC+MINO) antes de finalizar la intervencién (figura
68A, tabla 25).

La cirugia (INC+SS) provoco hiperalgesia 4 horas y dia 1 tras la intervencion (0,34 £ 0,02g y
0,46 £ 0,01g, respectivamente; p<0,001 frente al B); los animales que recibieron minociclina
(INC+MINO) mostraron una disminucion similar de los umbrales nociceptivos en los mismos
tiempos (0,48 £ 0,04g y 0,47 + 0,01g; p<0,001 vs B), careciendo de efecto antihiperalgésico
(15,70 £ 5,81% y 0,18 + 2,99%, respectivamente) (figura 68A, tabla 25).
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El dia 20, tras la administracién de salino, los umbrales nociceptivos en ambos grupos
(INC+SS, INC+MINO) se habian recuperado completamente, mostrando valores parecidos a
los basales (1,10 £ 0,03g y 1,12 + 0,029, respectivamente). Asimismo, la administracion de
naloxona provocé un grado de hiperalgesia similar en el grupo INC+SS (0,56 + 0,07g,
p<0,001 frente al B), y en el INC+MINO (0,58 + 0,02g, p<0,001 vs B). Estos experimentos
muestran que, en nuestras condiciones experimentales, la minociclina no previene la
aparicion de SLD (figura 68A, tabla 25).

La figura 68B muestra la magnitud de cambio de los umbrales nociceptivos respecto al
valor basal. En el grupo INC+SS el porcentaje de cambio 4 horas y 1 dia postcirugia fue de -
68,10 £ 2,9% y -57, 68 + 2,16%, respectivamente; de forma similar, los cambios observados
en el grupo INC+MINO fueron -57,41 + 3,96% y -57,57 £ 1,72%.

El dia 20, tras la administracién de salino, los porcentajes de cambio eran practicamente
nulos en ambos grupos (3,06 + 3,2% y 0,68 + 2,20%, para los grupos INC+SS e
INC+MINO). El dia 21 la naloxona indujo nuevamente cambios similares en ambos grupos
con una magnitud de -47,00 +8,31% y -48,33 £ 3,58% para INC+SS e INC+MINO,

respectivamente (figura 68B).
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Figura 68. Efecto de la MINOCICLINA sobre la hiperalgesia postoperatoria y la
sensibilizacién latente al dolor. Para cada tiempo de evaluacién mostramos los umbrales
nociceptivos en gramos (A) y el porcentaje (%) de cambio respecto al valor basal (B) + E.E.M.
Los animales recibieron salino (grupo INC+SS, circulos/barras blancas) 6 50 mg/Kg minociclina
(INC+MINO, circulos/barras negras) antes de finalizar la cirugia. Los dias 20 y 21, recibieron
salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la evaluacién. La linea discontinua (A) indica el valor

basal medio. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey). *p<0,001 vs B
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La tabla 25 resume los resultados obtenidos para ambos grupos en la evaluacion del
comportamiento nociceptivo. Podemos apreciar que la minociclina no tuvo efecto
antihiperalgésico ni en el periodo del postoperatorio temprano (HPO) ni tampoco 21d dias

después de la cirugia (SLD).

INC+SS INC + MINOCICLINA
Tiempo
P Umbrales Umbrales antihiE:;tloésico
nociceptivos (g) nociceptivos (g) p(%)g
Basal 1,10 + 0,02 1,13 £ 0,01 -
4h 034+002 048 +0,04 15,70 + 5,81
1d 046+001 047 +0,01 0,18 + 2,99
20d+SS 1,10 £ 0,03 1,12 £ 0,02 -
21d+Nx 0,56 + 0,07 0,58+ 0,02 2,83 + 7,61

Tabla 25. Efecto de la MINOCICLINA sobre la hiperalgesia inducida por la incision
quirargica. Se muestran los umbrales nociceptivos (g) y el porcentaje (%) de efecto
antihiperalgésico de la minociclina (INC+MINO) respecto al grupo control (INC+SS) + E.E.M.
Los dias 20 y 21 del postoperatorio, los animales recibieron salino (SS) y naloxona (Nx),
respectivamente, antes de la evaluacion.

ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey). *p<0,001 vs B

Inmunoreactividad de la microglia en la medula espinal

Evaluamos en primer lugar el niumero de células de microglia inmunoreactivas en
condiciones control, en cada uno de los grupos de estudio (INC+SS, MINO e INC+MINO);
los valores individuales fueron 63,20 + 3,81, 64,93 £ 3,16 y 64,87 + 2,71, respectivamente,
obteniendo un valor medio de 64,34 + 1,83 (figura 69, tabla 26).

La cirugia (INC+SS), indujo un aumento significativo (p<0,001 vs CTL) del numero de
células inmunoreactivas 1 dia tras la intervencién, aumento que fue similar en los animales
que habian recibido minociclina (INC+MINO); el % de células inmunoreactivas en ambos
grupos fue 126,37+2,79 y 114,58 + 5,74 (p<0,001 frente CTL). En este mismo periodo, la
administracion de minociclina en animales sham-operados, tampoco provoco cambios sobre

el numero de células inmunoreactivas (60,64 + 1,34) (figura 69, tabla 26).
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El dia 21, tras la administracion de salino, todos los grupos habian vuelto al estado de
reposo (CTL), siendo los valores 64,21 + 4,24, 62,16 + 2,87 y 65,75 + 2,97 para los grupos
INC+SS, MINO e INC+MINO, respectivamente. Asi mismo, la administraciéon de naloxona no
produjo reactivacion de la microglia manteniendo inalterados los valores de
inmunoreactividad en todos los grupos (67,07 £ 4,92, 63,94 + 1,37 y 62,50 £ 1,58,

respectivamente) (figura 69, tabla 26).
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Figura 69. Efecto de la MINOCICLINA sobre la activacion de la MICROGLIA espinal
inducida por la incisiéon. Se muestra el nimero de células inmunoreactivas de microglia
E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y que recibieron 50 mg/kg minociclina
(INC+MINO, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar la cirugia. Las
muestras de médula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21 postcirugia. El dia 21 los ratones
recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia. El efecto de la minociclina
(MINO, barras grises) se evalué a los mismos tiempos en animales sham-operados. La linea
discontinua indica el valor medio de los controles.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs CTL.

En la figura 70 mostramos el efecto de la cirugia (INC+SS) que indujo un incremento de
inmunoreactividad (1d) respecto al control (CTL); este efecto no fue modificado por la
administracién de minociclina (INC+MINO). Asi mismo, también se muestra que no hay

reactivacion microglial tras la administracion de naloxona el dia 21 (21d+Nx).
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INC+5S 1d INC+MINO 1d

INC+SS 21d+Nx INC+MINO 21d+Nx

Figura 70. Microfotografias representativas que muestran los resultados sobre la
activacion de la MICROGLIA espinal (inmunoreactividad), obtenidos tras la
administracion de MINOCICLINA. Se muestran ejemplos en condiciones control (CTL), y a
los 1 y 21 dias después de la incision, en los grupos que recibieron salino (INC+SS) o
minociclina (INC+MINO). La administracion de naloxona (Nx) el dia 21 no tuvo efecto sobre la

activacion de la microglia. Linea blanca, escala: 50um (objetivo 20x).
En la tabla 26 se resumen los datos obtenidos. En ningun tiempo de evaluacién, la

minoclina modificé significativamente la inmunoreactividad de la microglia respecto al grupo

INC+SS, efecto similar al obtenido al evaluar el comportamiento nociceptivo.
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MICROGLIA
INC+SS MINO INC+MINO

liSmpo N° células N° células N° células Inhibicién de la

inmunoreactivas inmunoreactivas inmunoreactivas activacion (%)
Control 63,20 + 3,81 64,93 + 3,16 64,87 + 2,71 -

1d 126,37 £2,79  60,64£1,34  114,58+574  19,17£9,33

21d+SS 64,21 +4,24 62,16 £ 2,87 65,75 £ 2,97 -
21d+Nx 67,07 £ 4,92 63,94 + 1,37 62,50 = 1,58 -

Tabla 26. Resumen de los resultados obtenidos sobre la activacion de la MICROGLIA
tras la administracion de MINOCICLINA. Para los tres grupos evaluados, se muestra el
ndmero de células inmunoreactivas £+ E.E.M en condiciones control y en los dias 1 y 21 del
postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o minociclina (INC+MINO)
durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una inyeccion de salino (SS) o naloxona (Nx).
El grupo minociclina (MINO) no fue operado (sham). Para el grupo INC+MINO se muestra
también el porcentaje (%) de inhibicion de la activacion glial.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). *p<0,001 vs control

Inmunoreactividad de los astrocitos en la medula espinal

En las mismas condiciones experimentales, evaluamos seguidamente el efecto de la
minociclina sobre la activacion astrocitaria. El valor control del area inmunoreactiva marcada
para los astrocitos en los tres grupos fue: 6,10 + 1,15%, 6,17 + 1,32% y 6,18 £ 0,32 %, para
los grupos INC+SS, MINO e INC+MINO, respectivamente siendo el valor medio 6,15 +
0,52% (figura 71, tabla 27).

La cirugia (INC+SS), provocé un incremento del area marcada de astrocitos (11,08 + 0,60%,
p<0,001 vs CTL) que fue similar en los animales que habian recibido minociclina
(INC+MINO, 12,49 + 0,32 %; p<0,001 vs CTL). El dia 1 postadministracion, la minociclina en
animales sham-operados no mostré ningun efecto (grupo MINO; 6,35 £ 0,15%) (figura 71,
tabla 27).

El dia 21, tras la administracién de salino, los astrocitos en los grupos INC+SS e INC+MINO,
habian vuelto al estado de reposo (CTL), mostrando unos porcentajes de area marcada de
6,84 + 0,37 % y 6,37 £ 0,17 %, respectivamente; la inmunoreactividad en el grupo MINO

(6,44 £ 0,10 %) se mantuvo inalterada. La administracion de naloxona, provocd una
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reactivacion astrocitaria similar en los grupos INC+SS e INC+MINO (12,42 + 0,49% y 12,61
1 0,39 %), sin producir cambios en el grupo MINO (6,09 + 0,13%) (figura 71, tabla 27).
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Figura 71. Efecto de la MINOCICLINA sobre la activacion de los ASTROCITOS espinales
inducida por la incisién. Se muestra el porcentaje (%) de area marcada de los astrocitos +
E.E.M en animales control (CTL, barra punteada), y que recibieron 50 mg/kg minociclina
(INC+MINO, barras negras) o salino (INC+SS, barras blancas) antes de finalizar la cirugia. Las
muestras de médula espinal se obtuvieron los dias 1 y 21 postcirugia. El dia 21, los ratones
recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la eutanasia. El efecto de la minociclina
(MINO, barras grises) se evaludé a los mismos tiempos en animales sin cirugia. La linea
discontinua indica el valor medio de los controles.

ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). * p<0,001 vs CTL

La figura 72 muestra como el efecto de la cirugia incrementando la inmunoreactividad en
los astrocitos los dias 1 y el 21 del postoperatorio, efecto que se modifica de forma

significativa en animales tratados con minociclina.
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INC+SS 1d INC+MINO 1d

INC+55 21d+Nx INC+MINO 21d+Nx

Figura 72. Microfotografias representativas que muestran los resultados obtenidos tras
la administracion de MINOCICLINA, sobre la activacion de los ASTROCITOS espinales
(inmunoreactividad). Se muestran ejemplos en condiciones control (CTL), y a los 1 y 21 dias
después de la incision, en los grupos que recibieron salino (INC+SS) o minociclina
(INC+MINO). Linea blanca, escala: 50um (objetivo 20x).

Por ultimo, la tabla 27 resume los resultados tras evaluar el efecto de la minociclina sobre el
patron de inmunoreactividad de los astrocitos inducida tras la cirugia. La minociclina no pudo
inhibir la activacion astrocitaria el dia 1 del postoperatorio, asi como tampoco pudo prevenir
la reactivacion tras la administracion de naloxona el dia 21. Este hecho coincide a su vez
con la falta de efecto antihiperalgésico de este farmaco en la evaluacion de los umbrales

nociceptivos.
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ASTROCITOS
INC+SS MINO INC+MINO
Tiempo G
% Area marcada % Area marcada % Area marcada I:Et'ibvlac::?gnd(i/: )a
Control 6,10 £ 1,15 6,17 £ 1,32 6,18 £ 0,32 -
1d 11,08 + 0,60 6,35£0,15  1249:032  -28,75%6,65
21d+SS 6,84 + 0,37 6,44 + 0,10 6,37 £ 0,17 -
21d+Nx 12,42 + 0,49 609+0,13  1261+039  -3,09£6,35

Tabla 27. Resultados obtenidos tras la administracion de MINOCICLINA sobre la
activacion de los ASTROCITOS (inmunoreactividad). Para los tres grupos evaluados, se
muestra el porcentaje (%) de area marcada + E.E.M en condiciones control y en los dias 1y 21
del postoperatorio. Los ratones recibieron salino (grupo INC+SS) o minociclina (INC+MINO)
durante la cirugia; el dia 21 recibieron ademas una inyeccién de salino (SS) o naloxona (Nx). El
grupo minociclina (MINO) no fue intervenido quirirgicamente (operado sham). Para el grupo
INC+MINO se muestra también el porcentaje (%) de inhibicion de la activacién glial; los numero
negativos indican que la inmunoreactividad fue ligeramente superior, pero no significativa
(p>0,05), al grupo INC+SS. ANOVA de dos vias (post hoc Tukey). * p<0,001 vs CTL

4.2 Efecto del A-836339 (agonista CB2)
Comportamiento nociceptivo

A fin de establecer el efecto del A-836339 (agonista de los receptores cannabinoides tipo Il),
los animales recibieron una unica dosis del farmaco (30 mg/kg ip) antes de finalizar la

cirugia.

Se evaluaron primero los umbrales nociceptivos basales en los grupos que recibieron salino
(INC+SS) o A-836339 (INC+A-836339), que fueron 1,10 £ 0,02g en ambos grupos (figura
73A, tabla 28).

La cirugia (INC+SS) provocé una reduccion significativa (p<0,001 vs basal) de los umbrales
nociceptivos a las 4 horas y el dia 1 del postoperatorio (0,35 + 0,02g y 0,39 + 0,02g,

respectivamente). En cambio, los animales que recibieron A-836339, experimentaron una
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hiperalgesia significativamente menor (p<0,001 vs INC+SS) a las 4 horas (0,63 + 0,03g,
p<0,001 frente a la basal), aunque el dia 1, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas respecto al grupo INC+SS (0,50 + 0,049, p<0,001 vs basal). El efecto
antihiperalgésico del A-836339 fue por tanto de un 39,30 £+ 4,91% (4 horas) y un 12,27 +
6,70% (1 dia) (figura 73A, tabla 28). El efecto antihiperalgésico observado a las 4 horas del
postoperatorio lo consideramos poco fiable debido a que los efectos residuales de la
anestesia inhalatoria con sevoflurano, podria interferir con la evaluacién del comportamiento
nociceptivo.

El dia 20 del postoperatorio, tras la administracion de salino, ambos grupos mostraron
umbrales nociceptivos similares a los basales (1,08 + 0,04g y 1,09 + 0,02g, grupo INC+SS e
INC+A-836339, respectivamente). La administracién de naloxona el dia 21, precipité una
hiperalgesia similar (p<0,001 frente basal) tanto en el grupo INC+SS (0,48 + 0,04g) como en
el grupo INC+A-836339 (0,50 + 0,02g) (figura 73A, tabla 28).

La figura 73B muestra la magnitud del cambio respecto a los umbrales nociceptivos
basales. Asi, el grupo INC+SS experimentdé una variacion de -68,35 + 2,30% y -63,03 +
2,19% a las 4 horas y 1 dia del postoperatorio. Para los mismos tiempos de evaluacion,
estos cambios fueron de -41,88 + 3,39% y -55,29 + 4,29, en el grupo tratado con A-836339
(INC+A-836339). Posteriormente, el dia 20 tras la administracion de salino, la recuperacion
se hizo evidente siendo practicamente nulos los cambios en ambos grupos (-2,51 £ 4,86% y
-0,27 £ 1,89 %, grupo INC+SS e INC+A-836339, respectivamente). Por el contrario, el dia
21, tras la administracion de naloxona, ambos grupos mostraron una magnitud de cambio
parecida siendo -56,45 + 3,73%, para el grupo INC+SS, y -53,59 * 2,67%, para el grupo
INC+A-836339.
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Figura 73. Efecto del A-836339 sobre la hiperalgesia postoperatoria y la sensibilizacion
latente al dolor. Para cada tiempo de evaluacion mostramos los umbrales nociceptivos en
gramos (A) y el porcentaje (%) de cambio respecto al valor basal (B) £+ E.E.M. Los animales
recibieron salino (grupo INC+SS, circulos/barras blancas) 6 30 mg/Kg A-836339 (INC+A-
836339, circulos/barras negras) antes de finalizar la cirugia. Los dias 20 y 21, recibieron salino
(SS) o naloxona (Nx) antes de la evaluacion. La linea discontinua (A) indica el valor basal
medio. ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey).

*p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS.
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La tabla 28, muestra un resumen de los resultados obtenidos en estos experimentos. El A-
836339, redujo parcialmente la hiperalgesia 4 horas tras la intervencién quirdrgica; sin
embargo, este efecto no fue sostenido en el tiempo puesto que habia desaparecido el dia 1
del postoperatorio. Ademas, el farmaco no fue capaz de prevenir la aparicién de SLD, dado
que, después de la naloxona, los animales tratados mostraron el mismo nivel de

hiperalgesia que los que recibieron salino antes de finalizar la intervencion.

INC+SS INC + A-836339
Tiempo
P Umbrales Umbrales . _Efecto . .
. . - . antihiperalgésico
nociceptivos (g) nociceptivos (g) (%)
Basal 1,10 £ 0,02 1,10 £ 0,02 -
4h 0,35+0,02 063+0,03 * 39,30 + 4,91
1d 0,39+0,02 0,50 + 0,04 12,27 £ 6,70
20d+SS 1,08 + 0,04 1,09 + 0,02 -
21d+Nx 0,48 0,04 0,50+ 0,02 5,07 + 4,74

Tabla 28. Efecto del A-836339 sobre la hiperalgesia inducida por la incision quirargica.
Se muestran los umbrales nociceptivos (g) y el porcentaje (%) de efecto antihiperalgésico del
A-836339 (INC+A-836339) respecto al grupo control (INC+SS) + E.E.M. Los dias 20 y 21 del
postoperatorio, los animales recibieron salino (SS) y naloxona (Nx), respectivamente, antes de
la evaluacion.

ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey)

*p<0,001 vs B; #p<0,001 vs INC+SS

Puesto que, el A-836339 no protege ni de la HPO ni de la aparicion de SLD, descartamos
llevar a cabo los experimentos designados a establecer un posible efecto sobre la activacién

de la glia.
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4.3 Efecto del midazolam

Comportamiento nociceptivo

El efecto del midazolam sobre la hiperalgesia inducida por la cirugia (HPO y SLD) se evalué
después de la administracion de una dosis tnica de 4 mg/kg ip, administrada antes de

finalizar la cirugia.

Se estimaron primero los umbrales nociceptivos basales en los dos grupos de estudio; asi,
para el grupo que recibié salino (INC+SS), el umbral nociceptivo fue de 1,14 + 0,02g, y para
el grupo que recibiria midazolam (INC+MD2Z) fue de 1,12 £ 0,01g (figura 74A, tabla 29).

La cirugia (INC+SS) provocé una hiperalgesia significativa 4 horas y 1 dia tras la
intervencion (0,39 + 0,01g y 0,47 * 0,039, respectivamente; p<0,001 vs basal), que no fue
modificada en los animales que recibieron midazolam (INC+MDZ) durante la cirugia (0,41 %
0,02g y 0,46 + 0,03g; p<0,001 frente a la basal). Por tanto el midazolam, administrado
individualmente, carece de efecto antihiperalgésico en el periodo inicial del postoperatorio (4
horas, 1 dia) (figura 74A, tabla 29).

El dia 20, tras la administracion de salino, todos los animales habian recuperado los
umbrales nociceptivos basales; asi para el grupo INC+SS fueron de 1,08 + 0,04g y para el
grupo INC+MDZ de 1,12 £ 0,01g. El dia 21, la administracion de naloxona provocé un grado
similar de hiperalgesia en el grupo INC+SS (0,51 + 0,05g; p<0,001 vs basal), y en el
INC+MDZ (0,52 £ 00; p<0,001 vs basal). De este modo, el midazolam tampoco protegiod
frente a la aparicion de SLD (figura 74A, tabla 29).

La figura 74B muestra los cambios respecto a los valores basales que mostraron los
animales de ambos grupos en los distintos tiempos evaluados. En el grupo INC+SS el
cambio 4 horas y 1 dia postcirugia fue -65,07 + 2,30% y -58,40 + 2,57%, respectivamente;
de manera similar en el grupo INC+MDZ fue -62,53 + 3,27% y -58,82 + 3,73%. El dia 20,
tras la administracion de salino, el porcentaje de cambio era practicamente nulo para los
grupos INC+SS (-1,14 £ 2,92%) e INC+MDZ (0,14 + 1,40%). Por el contrario, tras la
administracion de naloxona el dia 21, estos valores volvieron a incrementarse de forma
similar en ambos grupos, siendo -56, 82 + 5,55%, para el grupo INC+SS y -53,86 + 1,32,
para el (figura 74B).
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Figura 74. Resultados obtenidos tras la administracion de MIDAZOLAM sobre la
hiperalgesia postoperatoria y la sensibilizaciéon latente al dolor. Para cada tiempo de
evaluacion mostramos los umbrales nociceptivos en gramos (A) y el porcentaje (%) de cambio
respecto al valor basal (B) £+ E.EIM. Los animales recibieron salino (grupo INC+SS,
circulos/barras blancas) 6 4 mg/Kg midazolam (INC+MDZ, circulos/barras negras) antes de
finalizar la cirugia. Los dias 20 y 21, recibieron salino (SS) o naloxona (Nx) antes de la
evaluacion. La linea discontinua (A) indica el valor basal medio. ANOVA de dos vias de

medidas repetidas (post hoc Tukey). *p<0,001 vs B
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En la tabla 29 se resumen los resultados obtenidos en los experimentos de comportamiento
nociceptivo. Podemos observar que, en nuestras condiciones experimentales, el midazolam
no tuvo efecto antihiperalgésico, ni en el periodo temprano del postoperatorio (4h, 1d), ni en
el tardio (21 dias).

INC+SS INC + MIDAZOLAM
Tiempo
P Umbrales Umbrales antihiE:;tloésico
nociceptivos (g) nociceptivos (g) p(%) g
Basal 1,14 + 0,02 1,12 £ 0,01 -
4h 0,39 £ 0,01 ’ 0,41 +£0,02 ’ 3,90 £ 5,02
1d 0,47 +0,03 0,46 +0,03 0,71 6,38
20d+SS 1,08 + 0,04 1,12 + 0,01 -
21d+Nx 0,51+0,05 0,52+ 0,00 5,19 + 2,33

Tabla 29. Resultados obtenidos tras la administracion de MIDAZOLAM sobre la
hiperalgesia inducida por la incision quirirgica. Se muestran los umbrales nociceptivos (g)
y el porcentaje (%) de efecto antihiperalgésico del midazolam (INC+MDZ) respecto al grupo
control (INC+SS) + E.E.M. Los dias 20 y 21 del postoperatorio, los animales recibieron salino
(SS) y naloxona (Nx), respectivamente, antes de la evaluacion.

ANOVA de dos vias de medidas repetidas (post hoc Tukey). *p<0,001 vs B

Como en el caso anterior (A-836339), dada la ausencia de efecto antihiperalgésico del

farmaco se descarté evaluar su posible accién sobre la activacion de la glia espinal.
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5. RESUMEN DEL EFECTO ANTIHIPERALGESICO E INHIBIDOR DE LA
ACTIVACION DE LA GLIA ESPINAL DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS EVALUADOS

En la tabla 30 mostramos un resumen de los resultados obtenidos los dias 1 y 21 del
postoperatorio, este Ultimo tras la administracion de naloxona. Los resultados obtenidos 4
horas después de la cirugia sobre la hiperalgesia no se incluyen debido al posible efecto
residual de la anestesia con sevoflurano, que podria interferir con la evaluacién del

comportamiento nociceptivo.

En cuanto al efecto antihiperalgésico que indujeron estos farmacos el dia 1 del
postoperatorio, vemos que el dexketoprofeno, el tramadol, la combinacién Dex:Trm, la
ketamina y gabapentina indujeron todos ellos un efecto anitihiperalgésico significativo. Entre
ellos, el dexketoprofeno y la combinaciéon (DEX+TRM) provocaron una inhibicién completa
de la hiperalgesia, mientras que el resto de farmacos indujo una inhibicién parcial de
aproximadamente 30-45%. El efecto antihiperalgésico fue acompafiado en todos los casos,
de una inhibicion completa de la activacion de la microglia (inmunoreactividad), no
observandose diferencias entre los tratamientos. Ademas, la ketamina y la gabapentina
también mostraron un efecto inhibidor sobre la activacion de los astrocitos
(inmunoreactividad), que fue significativamente mayor para la ketamina; este efecto no fue

observado con los demas farmacos.

El dia 21, tras la administracion de la naloxona, todos los tratamiento menos el
dexketoprofeno mostraron un efecto anti-hiperalgésico parcial (prevencién de la aparicion
de SLD entre un 30-60%), siendo el efecto de la ketamina significativamente mayor. Para la
ketamina y la gabapentina, el efecto antihiperalgésico estuvo acompanado con una
inhibicién de la activacion de los astrocitos, siendo la inhibicion producida por la ketamina

significativamente mayor que para la gabapentina.

A las dosis administradas, la minociclina, el A-836339 y el midazolam, no mostraron ningun
efecto sobre el comportamiento nociceptivo. Ante este resultado, se considerd no evaluar el
efecto sobre la activacion glial a excepcion de la minociclina , la cual ha demostrado ser
inhibidor de la microglia en diversos estudios; a pesar de ello, y en nuestras condiciones

experimentales, no encontramos ningun efecto.

Estos resultados sugieren que el dia 1 del postoperatorio, la inhibicién de la activaciéon de la

microglia, podria tener un papel en el efecto antihiperalgésico de los farmacos estudiados; la
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ausencia de reactivacion microglial tras la naloxona (dia 21), sugiere también que estas
células no participan en la aparicién de SLD. En el caso de los astrocitos, la inhibicion de la
activacion (dia 1) y re-activacion ( 21d+Nx) de los mismos por la ketamina > la gabapentina
sugiere que parte de su efecto antihiperalgésico podria estar mediado por la inhibicion de la
activacion de estas células; sugiere también que los astrocitos podrian tener un papel
relevante en los fendmenos de plasticidad neuronal que conducen a la SLD en nuestro
modelo experimental.

El tramadol previene (parcialmente) la hiperalgesia tras la naloxona sin mondificar la
activacion astrocitaria (inmunoreactividad), indicando que este efecto es independiente de la

inhibicion de la activacion glial.
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TRATAMIENTO

DEXKETOPROFENO

TRAMADOL

DEX:TRM

KETAMINA

GABAPENTINA

MINOCICLINA

A-836339

MIDAZOLAM

Efecto antihiperalgésico (%)

1d

83,76 £ 12,70 *2
32,10+9,617P

78,64+ 467"

46,44+8,5%"P

38,65+ 10,49 " °

0,18 + 2,99

12,27 £ 6,72

0,71 £6,38

21d+Nx

6,07+79

46,53 + 8,10 7 &P

32,02+9,8%P°

60,44 £ 4,96 " 2
30,51+7,42%°¢
283 +7.61

5,07 4,74

5,19+ 2,33

Inhibicién de la activacion (%)
MICROGLIA

1d

#
105,03 * 8,96

#
76,69 £ 7,08

#
104,33 £ 6,57

#
82,42 + 4,38

#
82,79 £ 4,31

19,17 £ 9,33

Inhibicién de la activacion (%)

ASTROCITOS
1d 21d+Nx

27,56 + 8,46 19,36 + 7,74
14,83 + 6,87 0,30 + 8,61
-30,60 + 9,16 2,66+ 12,16
4817+648%  70334353%2
36,49+597%  47,48+557%°
-28,75 + 6,65 -3,09 + 6,35

Tabla 30. Resumen del efecto antihiperalgésico e inhibidor de la activacién glial (inmunoreactividad) de inducido por los distintos

tratamientos. Se incluyen

los resultados obtenidos el dia 1 del postoperatorio (1d) y el dia 21 tras la administracion de naloxona (21d+Nx). Se

muestran los porcentajes de efecto (%) + E.E.M sobre los umbrales nociceptivos (antihiperalgesia) y sobre la activacién de microglia y astrocitos

(disminucioén activacidon-inmunoreactividad). En ninguno de los experimentos realizados se observo reactivacion de la microglia por lo que los resultados

se muestran Unicamente para el dia 1. El guion indica experimento no realizado. # indica efecto significativo (p<0,05) vs grupo no tratado (INC+SS);

letras diferentes (a,b,c) indican diferencias (p<0,05) entre grupos para cada tiempo y parametro evaluado. ANOVA de una via (post-hoc Tukey).
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VI. DISCUSION

En un modelo de dolor postincisional en el ratéon, hemos investigado el efecto
antihiperalgésico e inhibidor de la activacion glial de diversos farmacos, utilizados en la
clinica humana en el tratamiento del dolor agudo postoperatorio y/o la prevencién del dolor
cronico postquirdargico.  Ambos efectos (antihiperalgésico, inhibidor glial) han sido
evaluados: i) en el postoperatorio inmediato (4h-2 dias después de la cirugia) periodo en el
que prevalece la HPO y i) aproximadamente tres semanas mas tarde (dias 20-21) después
de la administracion de naloxona, para poner en evidencia la SLD. Puesto que la SLD
constituye la base para el desarrollo de DCPQ, nuestros experimentos podrian por una parte
corroborar el uso clinico de los farmacos investigados en el tratamiento de la HPO y/o la
prevencion del DCPQ); por otra podria establecer el papel de la glia en los mecanismos de

accion de los tratamientos utilizados.

En el presente trabajo hemos demostrado que los farmacos eficaces en el tratamiento del
dolor agudo postoperatorio en humanos, bloquean también la HPO en nuestro modelo,
inhibiendo paralelamente el incremento de la inmunoreactividad microglial. También
mostramos que los adyuvantes (ketamina, gabapentina), impiden parcialmente la aparicién
de hiperalgesia (HPO / SLD), a la vez que la reactivacion astrocitaria. Ademas,
demostramos que el tramadol (opioide menor) evita la aparicion de hiperalgesia en ambas
fase de manera independiente a la inhibicion de la activacién/reactivacion de los astrocitos.
Nuestros resultados sugieren que los adyuvantes (pero no los AINEs) podrian disminuir los
cambios plasticos inducidos por la cirugia en la ME incluyendo la activacion de los
astrocitos en la médula espinal. El tramadol también podria prevenir los cambios plasticos
espinales, mediante mecanismos probablemente relacionados con el aumento de aminas
(NA, 5-HT) en la médula.

Sobre la base de la importancia reportada en los ultimos anos de la participacion de la glia
en los mecanismos de dolor-analgesia, hemos investigado el paralelismo entre el efecto
antihiperalgésico de los farmacos y la activacién glial. Las células de glia participan en el
inicio y mantenimiento del dolor de diversas etiologias, aceptandose hoy en dia, que el dolor
no es un fenomeno exclusivamente neuronal (Scholz J y Woolf CJ, 2007; Milligan ED y
Watkins LR, 2009). Pensamos que los farmacos que producen analgesia-antihiperalgesia en
humanos, podrian también inhibir la activacion glial, apoyando el papel de la glia en la
transmision nociceptiva. La inhibicion de la glia como parte de un tratamiento multimodal,
podria ser una buena estrategia para obtener analgesia en el futuro. Tal como se ha

comentado en la INTRODUCCION del presente texto, los protocolos multimodales utilizados
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en la actualidad en el tratamiento del DAP son inadecuados ya que mas del 60% de los
pacientes presentan dolor moderado-intenso en el postoperatorio (Wu CL y Raja SN, 2011);
ademas, entre el 15-60% de pacientes desarrollan DCPQ (Lavand’homme P, 2011). Puesto
que la intensidad del DAP, es un factor predictivo del desarrollo de DCPQ (Wu LC y Raja
SN, 2011), postulamos que la inhibicién temprana de la activacion glial, podria mejorar el

DAP y prevenir, al menos en parte, el desarrollo de DCPQ.

Para investigar esta hipétesis, en el presente proyecto hemos utilizado un modelo animal de
dolor postoperatorio (Brennan TJ y cols., 1996) que mimetiza los eventos que se producen
en el postoperatorio en humanos. El modelo es especialmente util porque permite investigar
el efecto de los tratamientos sobre la hiperalgesia postoperatoria, la prevencién de la SLD
(y el DCPQ), asi como sus efectos sobre la activacion de la glia espinal (investigacion
traslacional). Nuestro laboratorio adaptdé el modelo de la rata al raton (Célérier E y cols.,
2006), y pudo demostrar los fendmenos de HPO y SLD (Campillo A y cols., 2010 y 2011).
Ambos periodos estuvieron asociados a la coexpresion de la proteina c-fos y la fosforilaciéon
de las quinasas ERK1/2 en las laminas | y Il en el asta dorsal de la médula espinal

evidenciando la activacion neuronal (Campillo Ay cols., 2010; Romero Ay cols., submitted).

En lo que respecta a la HPO, los resultados han sido confirmados en el presente proyecto si
bien con ligeras diferencias: aunque la duracién de la hipersensibilidad mecanica es similar,
hemos encontrado diferencias en cuanto a la magnitud del efecto; asi en el presente
estudio, los animales experimentaron una mayor hipersensiblidad mecanica en el
postoperatorio inmediato (dia 2) cuya causa podria ser la praxis quirargica (diferente
investigador que pudiera provocar una mayor intensidad del estimulo). Cabe destacar que
en estos experimentos, no se ha utilizado remifentanilo durante la anestesia, con el objetivo
de evaluar el efecto antihiperalgésico de los tratamientos sin que interfiriera el efecto
pronociceptivo opioide (hiperalgesia inducida por opioides, Cabafiero D y cols., 2009a,
2009b; Célérier E y cols., 2006). En nuestro estudio, los animales fueron sometidos a
anestesia con sevoflurano (3,5-3%, v/v), que, en nuestro modelo no induce ninguna
alteracion de los umbrales nociceptivos, pudiéndose utilizar éstos como control (Célérier E y
cols., 2006). Por tanto, los animales control (sham-operados) recibieron unicamente

sevoflurano durante 30 minutos, pero sin realizar la incision quirurgica.

Tras la completa recuperacion de la herida quirdrgica y de los umbrales nociceptivos, la
administracién de un antagonista opioide como la (-)naloxona, induce de nuevo hiperalgesia
mecanica, de una magnitud similar a la del postoperatorio inmediato (HPO); este fendmeno
se denomina sensibilidad latente al dolor o memoria del dolor y fue descrito por nuestro

grupo en el modelo de dolor incisional en el ratén (Campillo A y cols., 2011). La respuesta
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(hiperalgesia) es de naturaleza opioide (estereoespecifica) y de origen central, puesto que
no aparece tras la administracion de (+)naloxona ni de naloxona metiodada, que no
atraviesa la barrera hematoencefalica (Campillo A y cols., 2011). Ademas, la hiperalgesia
aparecié también tras la administracion del antagonista kappa opioide nor-binaltorfimina
(nor-BNlI), sugiriendo la participacion del sistema de la dinorfina/ receptores kappa. Por otra
parte, la administracién de MK-801 (antagonista de los receptores NMDA), antes de la
administracion del antagonista impidié la hiperalgesia (Campillo A y cols., 2011). Este
hecho, sugiere que entre los cambios que permanecerian latentes y podrian conducir a la
SLD, podria ser que se produjera una sobreexpresién o bien hiperactivacion de los
receptores NMDA (sistema pronociceptivo). Asi, esto justificaria, en el presente trabajo,
nuestra hipotesis de que la administracién intraoperatoria de ketamina podria bloquear esta

plasticidad de los receptores NMDA vy evitar, al menos en parte, el desarrollo de SLD.

Con todo, a pesar de que para explicar el efecto de los antagonistas opioides existen
diversas hipotesis, parece posible que la lesion quirdrgica alterase el equilibrio entre los
sistemas antinociceptivos y pronociceptivos de tal forma que la sensibilizaciéon de los
sistemas pronociceptivos daria lugar a la aparicion de una hipersensibilidad al dolor (térmica
y mecanica). El organismo iniciaria entonces procesos de compensacion de los sistemas
antinociceptivos hasta alcanzar un nuevo equilibrio a un nivel mas elevado (SLD). Este
hecho explicaria al menos en parte, la aparicion de hiperalgesia después de la
administracion de antagonistas opioides, tras el bloqueo del sistema antinociceptivo
endogeno opioide (Romero A y cols., 2011; Campillo A y cols., 2011; Célérier E y cols.,
2001; figura 23).

Sin embargo, pensamos que otros sistemas antinociceptivos endégenos también podrian
participar en la SLD ya que después de la completa recuperacién de la hiperalgesia inducida
por una lesion nerviosa (partial ciatic nerve ligation, pSNL) la deplecion de los sistemas
noradrenérgicos inducia nuevamente hipersensibilidad mecanica (Wang F y cols., 2012);
este hecho sugiere que los sistemas noradrenérgicos podrian estar activados como parte
del nuevo equilibrio antinociceptivo (cambios plasticos) que se establece después de una
lesién nerviosa periférica. Seria interesante investigar si el bloqueo o antagonismo de los
receptores noradrenérgicos es capaz de inducir hiperalgesia en nuestro modelo

experimental.

El fendmeno de SLD denominado también ‘memoria del dolor’ o ‘vulnerabilidad al dolor’, ha
sido reportado también en un modelo de dolor inflamatorio (Corder G y cols., 2013). En este
estudio, los autores reproducen nuestros resultados en un modelo de inflamacién inducida
por CFA, utilizando la administracién de naltrexona tras la completa recuperacién del

proceso inflamatorio. Al igual que en el modelo incisional, la administracién del antagonista
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opioide induce nuevamente hiperalgesia acompafada de un incremento de la expresién de
la ERK fosforilada neuronal (pero no glial) en la médula espinal; observan también un
incremento de la concentracion del calcio intracelular. Todo ello, de manera NMDA-
dependiente, puesto que el bloqueo de estos receptores con MK-801 (antagonista NMDA)
inhibe la hiperalgesia que se produce tras la administracién de naltrexona (Corder G y cols.,
2013). Asi, estos estudios no solo corroboran nuestros hallazgos previos en el dolor
postoperatorio (Campillo A y cols., 2010, 2011) y apoyan nuestras hipotesis sino que
también reportan este fendbmeno en un modelo de dolor inflamatorio. Por el contrario,
utilizando un modelo experimental de quemadura de primer grado en humanos, la
administracion de naloxona no restablecio la hiperalgesia secundaria alrededor de la lesion
tisular (Pereira MP y cols., 2013). Es probable que diferencias en las condiciones
experimentales, tales como la etiologia del dolor, las dosis y el momento de administracion
del antagonista opioide, sean responsables de la falta de respuesta en este modelo en

humanos.

En cuanto a los posibles mecanismos implicados en el fenédmeno que en el presente estudio
hemos denominado SLD, hemos investigado la activacion de la glia espinal inducida por la
incision y su posible inhibicién por farmacos analgésicos e antihiperalgésicos utilizados en la
practica clinica. Estos estudios se apoyan en experimentos recientes realizados por nuestro
grupo que demuestran en el mismo modelo (ratén), que la cirugia induce un aumento en la
inmunoreactividad de las células de microglia y astrocitos de la médula espinal, paralelo a
la hiperalgesia observada durante la HPO y SLD (Romero A y cols., 2013). La
inmunoreactividad evidencia el aumento en la expresion de los marcadores Iba-1 (microglia)
y GFAP (astrocitos) que refleja la activacion e hipertrofia de estas células (Romero-Sandoval
A y cols., 2008). Aunque existen otros marcadores (OX-42, entre otros), en el presente
estudio hemos elegido Iba-1 y GFAP puesto que son los que han demostrado una mayor
correlacion entre hipersensibilidad e inmunoreactividad en nuestro modelo de dolor
postincisional (Romero-Sandoval A y cols., 2008). Asi, inmediatamente tras la cirugia se
observa una activacion (aumento de inmunoreactividad) tanto de las células de microglia
como de los astrocitos, que vuelven a su estado de reposo el dia 7 (Romero A y cols.,
2013). Concretamente, en el presente trabajo, la evaluacion de tiempos mas tempranos a la
intervencion, a permitido acotar mas el momento en el cual las células de glia vuelven a su
nivel de inmunoreactividad basal, siendo este el dia 4 del postoperatorio. De este modo, el
aumento de inmunoreactividad fue paralelo a la disminucidon de los umbrales nociceptivos,
aunque la duracion de la hiperalgesia es ligeramente superior, puesto que el dia 4, cuando
las células de glia ya han vuelto a su estado basal, aun se observa hipersensibilidad

mecanica. Esta asociacion entre la inmunoreactividad glial y la hiperalgesia postoperatoria
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ha sido descrita previamente en la rata, donde la duraciéon de ambos fendmenos es similar
(4 dias) (Romero-Sandoval A y cols., 2008). En nuestro estudio, el incremento de la
inmunoreactividad aparece simultdneamente en la microglia y los astrocitos hecho que
también apoyaria los resultados obtenidos por Romero-Sandoval A y cols. (2008) en la rata.
Sin embargo, nuestros resultados discrepan de los obtenidos por otros autores que
proponen una activacién secuencial de la glia en la respuesta al dolor; donde la microglia
estaria implicada en el inicio y los astrocitos en el mantenimiento del dolor patoldgico,
especialmente en modelos de dolor neuropatico (Zhang J y De Koninck Y, 2006). Es posible
que el tipo de lesién y las condiciones experimentales pudieran explicar estas discrepancias.
Nuestro grupo ha demostrado también que la administracion de naloxona el dia 21 no
produce ninguna alteracion en el nimero de células de microglia inmunoreactivas; estos
resultados sugieren que las células de microglia no participan en la aparicion de SLD. Sin
embargo, en el caso de los astrocitos, la administracion de naloxona provoca su
reactivacion, alcanzando niveles de inmunoreactividad similares a los observados en el
postoperatorio inmediato. Estos datos sugieren que, los cambios asociados al desarrollo de
SLD no son exclusivamente neuronales sino que también estarian relacionados con
plasticidad glial (Romero Ay cols., 2013).

En el presente estudio hemos evaluado el comportamiento nociceptivo y la activacion glial el
dia 1 del postoperatorio. La seleccion del dia 1 se debe a que la evaluacion conductual del
comportamiento nociceptivo podria considerarse menos precisa cuando se realiza antes de
las 4 horas del postoperatorio, debido a los efectos residuales de la anestesia general.
Ademas los niveles de hiperalgesia e inmunoreactividad son similares a las 4 horas y el dia
1, por lo que los experimentos para la evaluacion del efecto de los farmacos sobre ambos
parametros fueron realizados el dia 1.

Por tanto, los efectos de los diferentes farmacos sobre la hiperalgesia y la inmunoreactividad
glial inducida por la cirugia fueron investigados en el postoperatorio inmediato (dia 1) y
también el dia 21 (tras la administracion de naloxona). En todos los experimentos, los
farmacos fueron administrados antes de finalizar la cirugia siguiendo el mismo protocolo
utilizado en la clinica para evitar que los pacientes despierten con dolor (analgesia de
transicion). Pensamos que la administracion intraoperatoria  (temprana) de
analgésicos/adyuvantes podria prevenir no solo el dolor y la HPO después de la cirugia,
sino también los cambios plasticos en la médula espinal (por ejemplo la activacion glial), que
predisponen al desarrollo de SLD y DCPQ. Sin embargo, esta administraciéon no podria ser
considerada pre-emptive (preventiva), puesto que fue realizada después de la incision
quirurgica, antes de cerrar la herida. Todos los farmacos fueron administrados por via
sistémica, puesto que es poco cruenta y es la que se utiliza habitualmente en la practica

clinica en el tratamiento del DAP; la via intratecal se emplea excepcionalmente en humanos
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para administrar analgesia preoperatoria, y por este motivo no fue utilizada en nuestro
estudio. En todos los casos se administré una tnica dosis de farmaco puesto que se ha
demostrado el efecto analgésico/antihiperalgésico prolongado tanto en preclinica (Zhu X'y
cols., 2003 y 2005) como en clinica (Moore RA y cols., 2011) de farmacos como los AINEs,
entre otros. Asi, en la clinica se ha mostrado este efecto analgésico prolongado aunque, el
tiempo de remedicacion varia en funcion del farmaco pudiendo alcanzar las 20 horas. En
algunos casos concretos como el dexketoprofeno (20-25 mg) se mostré un efecto
analgésico superior a las 6 horas en el dolor postoperatorio (Moore RA y cols., 2011). Otros
estudios mas recientes han descrito también este efecto para los inhibidores selectivos de la
COX-2 como el etericoxib y el celecoxib (Clarke R y cols., 2014; Derry S y Moore RA,
2013); en estos casos, la duracion de la analgesia antes solicitar remedicacion fue de 20 y
8,4 horas, respectivamente. A pesar de que la duracion del efecto no se correlaciona con la
presencia de niveles plasmaticos de los farmacos en sangre, el efecto antiinflamatorio
(AINEs) (De Oliveira GS y cols., 2012) u otros mecanismos como el aumento de la
noradrenalina en médula espinal (tramadol, gabapentina) (Kimura M y cols., 2012;
Hayashida K y cols., 2007, 2008) entre otros, podrian ser los responsables del
mantenimiento analgésico/antihiperalgésico.

Los farmacos investigados en el presente trabajo fueron seleccionados sobre la base de su
utilizacion clinica para tratar el dolor agudo postoperatorio y/o prevenir el DCPQ. Pertenecen
a distintas familias tales como: AINES (dexketoprofeno), opioides (tramadol), antagonistas
del receptor NMDA (ketamina) y anticonvulsivantes (gabapentina). Estudiamos ademas el
efecto de otros farmacos como son las tetraciclinas (minociclina), los agonistas de los
receptores cannabinoides CB2 (A-836339) y las benzodiacepinas (midazolam), para
establecer si presentan un posible efecto antihiperalgésico en nuestro modelo experimental,

que pudiera ser extrapolado a la clinica humana.

El dexketoprofeno (AINE) y el tramadol (opioide) son analgésicos eficaces de uso comun
en el tratamiento del DAP (De Oliveira Jr GS y cols., 2012; Stamer UM y cols., 2003). Con
frecuencia se utilizan asociados durante la analgesia multimodal, aunque se desconoce de
momento si el efecto analgésico de la combinacion es superior al de cada uno de ellos
individualmente. En animales sanos y en modelos animales de inflamacién aguda y crénica
(CFA), nuestro grupo ha investigado el efecto antinociceptivo de estos farmacos solos y
asociados en distintas proporciones, demostrando que existe sinergia entre ambos cuando
se administran en una proporcién 1:1 (Miranda HF y cols., 2009 y 2012). Sin embargo, esta
interaccion sinérgica se alteraba (antagonismo, aditividad) cuando la ratio de las

concentraciones combinadas cambiaba. Por este motivo en el presente proyecto hemos
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combinado estos farmacos 1: 1, evaluando por primera vez el tipo de interaccion entre el
dexketoprofeno y el tramadol en el dolor postquirdrgico en el raton.

Analizaremos primero los efectos de cada uno de los farmacos utilizados individualmente.
En el postoperatorio, la administracion de AINES provoca una reduccion tanto de la
intensidad del dolor postoperatorio, como de los requerimientos de opioides y sus efectos
indeseados (White PF, 2005). En modelos preclinicos se ha demostrado que los AINEs
inducen analgesia y reducen la inflamacion debido a la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas; como consecuencia, disminuyen la sensibilizacion periférica vy
probablemente también la central (Woolf CJ y Chong MS, 1993).

El dexketoprofeno, es un AINE con una mayor selectividad para la COX-1 que para la COX-
2; de hecho, la concentracién de farmaco necesaria para inhibir in vitro el 80% (ICg) de la
isoforma COX-1 es de 0,0034 uM mientras que para la COX-2 es 4 uM (Warner TD y cols.,
1999). Ambas isoformas de la enzima son responsables de la sintesis de prostaglandinas, y
estan presentes tanto a nivel neuronal como glial (principalmente microglia), de manera
constitutiva en el caso de la COX-1 e inducible tras la lesion en el caso de la COX-2. La
localizacién de las COXs en las células de glia, hace que sea especialmente interesante el
estudio de la inmunoreactividad de estas células ya que es posible que el mecanismo
antihiperalgésico este directamente relacionado con un efecto sobre la glia v,
concretamente, sobre la microglia.

En nuestro estudio, la administracion intraoperatoria de una unica dosis de dexketoprofeno,
eliminé completamente la HPO inducida por la cirugia durante los dos primeros dias del
postoperatorio (4 horas- 2 dias). Este efecto prolongado del farmaco ha sido observado
anteriormente en ratas después de la administraciéon intratecal de inhibidores de las COX
(Zhu X'y cols., 2003, 2005) donde el efecto antihiperalgésico pudo ser observado durante
mas de cuatro dias. Este efecto prolongado podria estar en relacion al hecho que estos
farmacos inhiben la sintesis de prostaglandinas, componentes importantes tanto en la
sensibilizacion periférica como central. Concretamente, en nuestros estudios, la
administracion intraoperatoria contribuiria al bloqueo preventivo de la sintesis de estas (no
permitiendo que se produzca sensibilizacion) inhibiendo la enzima constitutiva (COX-1); es
mas, probablemente este mecanismo también explicaria este efecto prolongado tras la
administracion intratecal de inhibidores de la COX-1 (Zhu X y cols., 2005), aunque en este
caso no se puede descartar que también sea debido a que tras la administracion local
(médula espinal) la eliminacion del farmaco mas retardada.

El dexketoprofeno es un AINE no selectivo, pero con mayor afinidad por la enzima COX-1
(Warner TD y cols., 1999), lo que podria explicar su efecto antihiperalgésico, ya que se ha
postulado que la COX-1 periférica seria la principal responsable de la hiperalgesia

postoperatoria (Zhu X y cols., 2003, 2005). Estos autores muestran que la administracién
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intratecal de inhibidores selectivos o con gran afinidad por la COX-1 (ketorolaco) inhiben la
hiperalgesia mecanica inducida por la incisién plantar en la rata, mientras que los inhibidores
selectivos de la COX-2 no la modifican. Sin embargo, Yamamoto T y colaboradores (2000),
observaron que la administracion sistémica de inhibidores de la COX-2 tiene un efecto
antihiperalgésico en el modelo de dolor postoperatorio en rata, que podria estar en relacion
a la inhibicién periférica de la COX-2 y disminucion de la sintesis de prostaglandinas. Cabe
destacar que en estos trabajos la inhibicion de la hiperalgesia fue parcial, mientras que
nuestros resultados muestran una inhibicion total; puesto que nuestro protocolo
experimental utilizamos la via sistémica y un AINE no selectivo, es posible que la inhibicion
total observada esté en relacion a la inhibicion de ambas isoformas de la enzima localizadas

tanto a nivel periférico como central.

Paralelamente al efecto antihiperalgésico, la administracion intraoperatoria de
dexketoprofeno, inhibié completamente la inmunoreactividad de la microglia el dia 1 del
postoperatorio. Es posible que el DEX actue inhibiendo el aumento de la COX-1 espinal
inducido por la cirugia (Zhu X y cols., 2003), que se expresa principalmente en la microglia
(Calvello R y cols., 2012). Este hecho contrasta con los resultados obtenidos tras la
induccién de una inflamacién periférica (CFA) donde los niveles de COX-1 en la médula
espinal se mantienen inalterados mientras que se produce un incremento de la COX-2
(Beiche F y cols., 1998). Asi, nuevamente, las diferencias de expresion de las isoformas de
COXs ponen de manifiesto las diferencias entre la patofisiologia del dolor postoperatorio y el
inflamatorio.

Por otra parte, Calvello R y colaboradores (2012) mostraron en células de microglia in vitro,
que la aplicacion de un estimulo proinflamatorio (lipopolisacarido, LPS) incrementa la
expresion de las COX-1y 2 vy, que ésta se reduce tras la administracion de AINEs; este
hecho iba acompafado de la reduccion de la liberacion de sustancias proinflamatorias (que
activan tanto a las células de glia como a la neurona). Este mecanismo podria explicar, al
menos en parte, la inhibicion de la hiperalgesia y del incremento de inmunoreactividad de la
microglia. Cabe destacar que, en este estudio in vitro, los inhibidores de la COX-1 pudieron
bloquear la sintesis de PGE,, prostaglandina que participa en la sensibilizacion de las
neuronas (Calvello R y cols., 2012). Puesto que el dexketoprofeno es mas selectivo COX-1
estos resultados apoyarian no solo el efecto preventivo total de la inmunoreactividad glial
sino también la prevencion de la hiperalgesia gracias a la inhibicion temprana de la
produccion de PGE,, evitando la excitabilidad que produce sobre la neurona.

En el caso de los astrocitos, la administracion de DEX no modificé el incremento en
inmunoreactividad inducido por la cirugia el dia 1. El hecho podria estar en relacién a que

las COXs, particularmente la COX-1, se expresan sobre todo en la microglia y no en
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astrocitos (Calvello R y cols., 2012). La baja concentracién o ausencia de ésta enzima en
astrocitos explicaria la falta de efecto sobre este tipo de célula glial. Asi, en nuestro modelo,
estos resultados sugieren que los astrocitos no estarian involucrados en el efecto
antihiperalgésico del DEX. Contrariamente a estos resultados, el ketorolaco fue capaz de
disminuir la activacion astrocitaria y a la vez bloquear totalmente la hiperalgesia en un
modelo de dolor neuropatico (Dong L y cols., 2013). Cabe destacar que, este efecto
antihiperalgésico paralelo al bloqueo de la inmunoreactividad glial tnicamente se producia
cuando el farmaco se administré tras la lesién pero no antes. Asi, el momento de
administracion del farmaco podria marcar las diferencias con nuestro estudio; si bien, las
divergencias entre los modelos experimentales también podrian ser responsables de estas
discrepancias.

En cuanto al desarrollo de SLD, el dexketoprofeno no mostré ningun tipo de prevencién de
la hiperalgesia tras la administracién de naloxona; asimismo, tampoco pudo prevenir la
reactivacion astrocitaria. Estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio del
dexketoprofeno sobre la hiperalgesia y la activacién de la microglia durante el postoperatorio
temprano, no es capaz de prevenir los cambios plasticos que conllevan a la SLD y que

posiblemente incluyan una plasticidad astrocitica.

El efecto analgésico del tramadol en el tratamiento del DAP ha sido repetidamente
demostrado en la practica clinica (Stamer UM y cols., 2003). Este opioide menor presenta
un mecanismo dual como agonista de los receptores opioide e inhibidor de la recaptacion de
monoaminas (NA, 5-HT). En el presente estudio, la administracién intraoperatoria de una
dosis unica de tramadol bloqueé parcialmente la HPO (4h-2d), corroborando el efecto
antihiperalgésico observado el dia 1 del postoperatorio por Kimura M y colaboradores (2012)
en ratas, 15 minutos, y hasta 2 horas, tras administracion intraperitoneal e intratecal del
farmaco. Sin embargo, el efecto observado en nuestros experimentos fue algo mas
prolongado en el tiempo, hecho que podria estar relacionado con el modelo animal (rata,
raton) o el protocolo experimental utilizado. Por otra parte, se ha demostrado que la cirugia
induce un incremento de los niveles espinales de noradrenalina (NA) a partir de las 3 horas
del postoperatorio (Wang Y y cols., 2008), alcanzando su pico el dia 1 tras la intervencion,
mientras la serotonina lo alcanza el dia 3; la administracion intraperitoneal de 20 mg/kg de
tramadol provoco el incremento de ambas en mas de un 250% (Kimura M y cols., 2012). Asi
un estimulo como la cirugia induce la activacion de sistemas antinociceptivos, como la
liberacion de monoaminas, las cuales, al actuar sobre sus receptores situados tanto a nivel
pre- como postsinaptico y en las interneuronas en médula espinal reducen la transmisién
nociceptiva; puesto que el tramadol bloquea la recaptacion de estas monoaminas, induce un

incremento del tiempo que estas producen antinocicepcion. Es mas, en un modelo de dolor
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neuropatico en ratas, también se ha observado que tras interrumpir una administracion
cronica de tramadol (7 dias, 20 mg/kg ip, al dia), su efecto se prolonga hasta 6 dias,
observandose ademas un incremento en la actividad inhibidora de las vias descendentes
noradrenérgicas (incremento en médula espinal de las fibras inmunoreactivas para DBH
(dopamina beta hidroxilasa) enzima que transforma dopamina en noradrenalina)
(Sakakiyama M vy cols., 2014). Este efecto persistente no esta en relacién a la acumulacién
del farmaco, sino que es posible que el tramadol (al igual que otros opioides), induzca
cambios plasticos en las vias de sefializacién del dolor, que posiblemente podrian implicar
una exacerbacion de la activacion de las vias descendentes noradrenérgicas. De hecho,
apoyando esta teoria, demostraron también que la antihiperalgesia inducida por el tramadol
no se veia alterada por la naloxona pero si por la yohimbina (antagonista receptores a-
adrenérgicos). Asi, en el presente estudio, a pesar de no poder descartar un efecto residual
de la anestesia, el mayor efecto antihiperalgésico observado a las 4 horas respecto a los
dias 1-2 del postoperatorio podria sugerir que el efecto inicial seria opioide y
monoaminérgico, mientras que, posteriormente, este ultimo seria el responsable de

mantener los niveles elevados y sostenidos de NA y 5-HT fomentando la antihiperalgesia.

El efecto antinociceptivo del tramadol (Apaydin S y cols., 2000) y de los agonistas a-2
adrenérgicos (Bantel C y cols., 2005; Omiya Y y cols., 2008), esta aumentado en el dolor
neuropatico; este hecho estaria en relacion con el incremento de la actividad de los
receptores a-2 adrenérgicos (pre- y postsinapticos) que atentan la transmision
glutamatérgica en la médula espinal en situaciones de dolor patolégico (Chen SR y cols.,
2011). Este efecto estd mediado por una disminucién de las corrientes excitatorias
glutamatérgicas postsinapticas (incrementadas en el dolor patoldgico) debido, en parte, al
incremento de la amplitud de las corrientes postsinapticas a través de los canales de potasio
GIRK (inhibitorias, hiperpolarizacion) que inducen los agonistas del receptor a-2
adrenérgicos; este fendmeno se demostrd que era mayor en ratas con una neuropatia que
en animales naive y que estaba relacionado con la antinocicepcién (Chen SR y cols., 2011).
En nuestro modelo, es posible que la incision induzca también una
sobreexpresion/activacion de los receptores noradrenérgicos, lo que podria contribuir al

prolongado efecto antihiperalgésico del tramadol.

El componente serotoninérgico en la analgesia inducida por el tramadol es mas
controvertido. Mientras que en el modelo de dolor postincisional en el raton algunos autores
muestran un efecto antihiperalgésico del tramadol activando las vias descendentes
serotoninérgicas (Yanarates O y cols., 2010), otros han descrito un efecto facilitador de la

nocicepcion por activacion de los receptores 5-HT; en modelos de dolor neuropatico
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(Rahman W vy cols., 2006). El hecho que el ondansetron (antagonista 5-HT;) reduce la
analgesia inducida por tramadol en el DAP en humanos sugiere que el opioide favorece la
activacion de las vias inhibitorias descendentes (Arcioni Ry cols., 2002).

Es interesante mencionar que el efecto antihiperalgésico del tramadol observado en nuestro
estudio, también podria estar en relacién a su efecto antiinflamatorio. El tramadol induce la
proliferacién de algunas células inmunes como los esplenocitos, responsables a su vez del
aumento de la IL-2 implicada en la respuesta inmune (Sacerdote P y cols., 1997).
Curiosamente, estos efectos son diferentes a los descritos tras la administracion de otros
opioides, como la morfina, que inducen inmunosupresion (Taub DD y cols., 1991). El efecto
del tramadol sobre el sistema inmune se produce a dosis mucho mas bajas (1 mg/kg) que
las necesarias para inducir un efecto antinociceptivo (rango 20-80 mg/kg, test hot plate). Es
mas, la administracién crénica de tramadol demostro tener efecto antinociceptivo (hot plate)
sin desarrollar tolerancia, mientras que desaparecia el efecto inmunomodulador (Sacerdote
P y cols., 1997); asi, estos experimentos sugeririan no solo una disociacion entre ambos
efectos sino también una posible tolerancia del sistema inmune. A pesar de que las dosis
empleadas en el presente estudio (100 mg/kg) son muy superiores a las que producen un
efecto antiinflamatorio (1 mg/kg), no podemos descartar que el efecto antiinflamatorio del

tramadol no pudiera contribuir a la antihiperalgesia observada.

Existe amplia evidencia clinica y preclinica de la aparicion de hiperalgesia tras la
administracion aguda y crénica de opioides mayores (HIO) tales como el fentanilo, el
remifentanilo y el alfentanilo, entre otros (Célérier E y cols., 2006; Cabafero D y cols.,
2009a,b; Angst MS y Clark JD, 2006). Sin embargo, un metanalisis reciente muestra que en
el periodo postoperatorio, sélo se pudo demostrar HIO en pacientes que habian recibido
dosis altas de remifentanilo durante la cirugia (Fetcher D y Martinez V, 2014). En cuanto a la
posibilidad de que el tramadol pueda provocar hiperalgesia (HIO), no hemos encontrado
ningun estudio preclinico que lo demuestra, aunque una publicacién reciente de dos casos
clinicos muestra que la administracion crénica de tramadol aparentemente provocd dolor
generalizado con la aparicion de HIO (Lee SH y cols., 2014); en ambos casos los pacientes
recibieron dosis altas de tramadol de forma crénica refiriendo un cambio en las
caracteristicas del dolor al aumentar las dosis (Lee SH y cols., 2014). En nuestro estudio, el
efecto del tramadol sobre los umbrales nociceptivos no ha sido evaluado en animales sham
operados. Esto es debido a que en modelos animales el tramadol no modifica de forma
significativa los umbrales nociceptivos (Von Frey) cuando se administra por distintas vias
(intratecal, sistémica) de forma aguda o crénica (Mei XP y cols., 2013a; Sakakiyama M y
cols., 2014); por el contrario y siguiendo el mismo protocolo de administracion, la morfina

indujo HIO en animales no manipulados (Sakakiyama My cols., 2014).
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Ademas del leve efecto inhibidor de la HPO (4h-2d), el tramadol también previene
aproximadamente en un 50%, la hiperalgesia inducida por la naloxona el dia 21 tras la
intervencion (SLD). Estos resultados sugieren que el tramadol podria prevenir cambios
plasticos en el sistema nervioso inducidos por la cirugia gracias a la disminucion de la
transmisién nociceptiva en el postoperatorio temprano o bien este opoioide menor habria
contribuido a fomentar un nuevo equilibrio (SLD) de los sistemas inhibitorios descententes
noradrenérgicos. En el primero de los casos, el incremento sostenido de noradrenalina
podria haber fomentado la disminucién de las corrientes glutamatérgicas mediante la
activacion de los receptores a2- adrenérgicos postsinapticos; este hecho podria haber
disminuido la sobreexpresién/activacién de receptores implicados en la plasticidad neuronal,
como los NMDA. En la segunda hipdtesis, la administracion intraoperatoria de tramadol
habria contribuido ha acrecentar la actividad del sistema noradrenérgico como parte de los
mecanismos compensatorios antinociceptivos que se desarrollan durante la SLD. Estos
sistemas, igual que el sistema opioide endégeno se mantendrian constitutivamente
activados (Campillo A y cols., 2011; Corder G y cols., 2013) hecho que explicaria porque el
antagonismo de los receptores opioides (naloxona) induce nuevamente hiperalgesia pero

con una magnitud menor.

En nuestro estudio, la administracién aguda de una dosis alta de tramadol en ausencia de
incision (animales sham-operados) induce activacion astrocitaria un dia después de su
administracién, sin modificar la inmunoreactividad de la microglia. Ademas, en animales
postincision, el dia 1 del postoperatorio, el tramadol inhibe la activacién de la microglia sin
modificar la activacion de los astrocitos; tampoco modificd la reactivacion astrocitaria
inducida por la administracién de naloxona.

El efecto del tramadol sobre la inhibicién de la inmunoreactividad microglial en nuestro
estudio, podria estar en relacion con una accion directa o indirecta sobre la produccién de
citoquinas de estas células. Todo ello, contribuiria a interrumpir el feedback positivo entre la
activacion neuronal y glial, que ocurre tras la lesion tisular (Milligan ED y Watkins LR, 2009).
En nuestro estudio observamos una inhibicién total de la inmunoreactividad de la microglia
el dia 1 del postoperatorio, coincidiendo en el tiempo con un efecto antihiperalgésico parcial.
Este efecto ha sido observado también en un modelo de dolor neuropatico tras la
administracion intratecal de tramadol (10 pg), asociado a antihiperalgesia (Mei XP y cols.,
2013a); en este trabajo, los autores detectan una menor inhibicién de la microglia a la
observada por nosotros, mostrando ademas que el tramadol inhibe la expresion de Fos
neuronal en mayor proporcion que la inhibicién de la glia (Mei XP y cols., 2013a). Puesto
que la proteina Fos refleja la activacién neuronal, es posible que el tramadol, a través de los

receptores opioides y noradrenérgicos neuronales disminuya la transmisién nociceptiva y la
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liberacion de sustancias pronociceptivas que actuan sobre la glia bloqueando asi la
inmunoreactividad glial. Ante las evidencias reportadas, el efecto inhibidor total observado
en nuestros experimentos se podria deber, en parte, a una accién indirecta sobre la
microglia; asi, la lesion induciria excitabilidad neuronal acomparfiada de liberacioén de varios
transmisores como aminoacidos excitatorios, ATP o quimioquinas, como la fractalina, que es
un activador de la microglia, liberacién prevenida por el tratamiento con tramadol. De este
modo, la reduccion de la excitabilidad neuronal inducida por el tramadol podria ser la
responsable de la disminucién de la inmunoreactividad microglial; asi, ademas se reduciria
la liberacion de sustancias excitatorias por parte de la glia que, al actuar sobre la neurona,
contribuyen a la sensibilizacion y a la manifestacion de ésta mediante hiperalgesia. Es mas,
la accién especifica del tramadol sobre el receptor y opioide podria ser responsable, en
parte, de la reduccién de la excitabilidad neuronal, como ya se ha visto previamente con

opioides que prevenian la expresién de Fos en médula espinal (Hammond DL y cols., 1998).

Por otra parte, el bloqueo del incremento de inmunoreactividad glial observado también
podria estar en relacion a una accion directa de la noradrenalina y serotonina, puesto que el
tramadol inhibe la recaptacion de ambas monoaminas y sus respectivos receptores estan
presentes en las células de microglia. Concretamente, en el caso de los receptores
adrenérgicos no solo se han descrito en estas células sino que también se ha observado
que su conformacién y expresién cambia en funcion de su estado inactivo ($-adrenérgicos) o
activo (a,a — adrenérgicos) (Gyoneva S y cols., 2013). De hecho, en estudios in vitro con
células de microglia activadas por LPS, los antidepresivos inhibidores de la recaptacion de
serotonina y/o noradrenalina muestran un efecto antiinflamatorio reduciendo la liberacién de
NO y TNF-a 4y 24 horas tras el estimulo (Tynan RJ y cols., 2012).

Otros estudios in vivo, también han relacionado el tramadol con una disminucién de la
inmunoreactividad glial aunque sin discernir entre una accion directa o indirecta (Mei XP y
cols., 2013b). En este estudio mostraron que el tramadol disminuye el aumento de la
quinasa p38 fosforilada (activada) en la microglia el tercer dia tras la ligadura del nervio

ciatico; induciendo a la vez una disminucion de la IL-1B (Mei XP y cols., 2013b).

El dia 1 del postoperatorio, la administracién intraoperatoria de tramadol no provoco
cambios en la activacion astrocitaria inducida por la cirugia. Sin embargo, el tramadol por si
solo (animales sham-operados) induce el mismo nivel de activacion astrocitaria que la
cirugia. Cuando ambos factores concurren (cirugia y tramadol) observamos el mismo nivel
de activacion, sugiriendo que tras la cirugia, el tramadol podria tener un efecto inhibitorio
enmascarado por el efecto estimulante de la activacién astrocitaria. También es posible que

el porcentaje de activacién astrocitaria observado en nuestro estudio (aproximadamente un
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11 %, Figura 49 y Tabla 12) sea el maximo que nos permite detectar la metodologia
utilizada, por lo que no podemos observar un efecto estimulante mayor (sumacion de
efectos), en animales que han recibido tramadol durante la cirugia. El efecto activador de los
astrocitos no ha sido observado después de la administracion crénica de tramadol, mientras
si pudo se demostrado en animales que habian recibido morfina (Sakakiyama M y cols.,
2014). El aumento en la inmunoreactividad astrocitaria inducido por la incision ha sido
previamente reportado por nuestro grupo en animales que recibieron remifentanilo durante
la cirugia (Romero Ay cols., 2013). La activacion glial tras la administracién de opioides ha
sido relacionada con la HIO y con la tolerancia-opioide, sugiriendo que la glia podria tener
un papel relevante en ambos fendmenos por medio de la activaciéon de los receptores TLR4
presentes en la glia; es mas, la HIO desaparecia cuando se administraban simultdneamente
el opioide mas un inhibidor de la glia, manteniendo de esta forma el efecto analgésico
(Hutchinson MR vy cols., 2007; Song P y Zhao ZQ, 2001). Sin embargo, ante la falta de
evidencia clinica y experimental de que el tramadol pueda inducir hiperalgesia opioide, es
dificil afirmar que la estimulacion de la inmunoreactividad astrocitaria inducida por el

tramadol en nuestro modelo esté relacionada con la hiperalgesia postoperatoria.

Por otra parte, en un modelo dolor neuropatico, Sakakiyama M y colaboradores (2014),
observaron que el tramadol administrado de forma crénica, podia prevenir y revertir el dolor
neuropatico; los autores sugieren que el efecto antinociceptivo podria estar mediado por la
inhibicion de los astrocitos a través de los receptores a2-adrenérgicos y, en contraposicion
con nuestros estudios y otros (Tynan RJ y cols., 2012; Gyoneva S y cols., 2013), sin alterar
la inmunoreactividad de la microglia inducida por la lesién. Este mecanismo adrenérgico
mediante el cual el tramadol inhibia el incremento de la inmunoreactividad astrocitaria, era
evidenciado puesto que la administracién previa de naloxona no alteraba el efecto del
farmaco mientras que si lo hacia la administracion de yohimbina (antagonista de los
receptores ap- adrenérgicos). Asi estos autores pudieron demostrar la naturaleza

monoaminérgica (y no opioide) del efecto del tramadol sobre los astrocitos.

En nuestros estudios, tampoco podemos descartar que el tramadol, a pesar de no disminuir
la inmunoreactividad inducida por la cirugia, no induzca un efecto antihiperalgésico mediado
por liberacion de sustancias antinociceptivas y descrito en las células de astrocitos activadas
(Milligan ED y Watkins LR, 2009). Con todo, también es posible que este farmaco
proporcione antihiperalgesia en el postoperatorio inmediato (HPO) por mecanismos
totalmente independientes a la inhibicion de la activacién astrocitaria. Es mas, nuestros
estudios han demostrado que el tramadol previene parcialmente el desarrollo de SLD sin

modificar la reactivacion astrocitaria inducida por la naloxona; sugiriendo que en la

200



VI. Discusion

prevencion del desarrollo de SLD que proporciona este opioide menor, no estan implicados
cambios en la activacién de los astrocitos.

Un hecho a destacar, es que la activacion astrocitaria inducida por la administracion de
tramadol el dia 1 postadministracién, no se prolonga en el tiempo, puesto que no se observa
a los 21 dias del postmanipulacion tras la administracion de naloxona. Este hecho pondria
de manifiesto las diferencias entre la inmunoreactividad astrocitaria inducida por el tramadol
y por el remifentanilo (opioide mayor). Este ultimo no solo induce inmunoreactividad
astrocitaria el dia 1 sino también reactivacion astrocitaria tras la administracion de naloxona

asociada a hiperalgesia (Romero Ay cols., 2013).

En base al uso clinico del dexketoprofeno y el tramadol en el tratamiento del DAP, donde
generalmente se utilizan simultaneamente durante la analgesia multimodal, nos planteamos
valorar el efecto de la combinacién sobre la hiperalgesia postoperatoria y la activacion glial

inducida por la cirugia el dia 1 del postoperatorio.

En estudios anteriores, nuestro grupo ha podido demostrar sinergia para el efecto
antinociceptivo de la combinacién dexketoprofeno / tramadol en animales sanos y modelos
animales de dolor agudo y cronico-inflamatorio (Miranda HF y cols., 2009, 2012); sin
embargo aun a pesar uso clinico, los efectos de la combinacién, no han sido investigados
hasta el momento en el modelo de dolor postquirdrgico. Los mecanismos implicados en los
efectos de la combinacién no se conocen con exactitud. Algunos autores han postulado que,
en la médula espinal, las prostaglandinas podrian inhibir la liberacion de NA presinaptica
(Taiwo YO y Levine JD vy cols., 1988). Asi, la inhibicidn de la sintesis de las prostaglandinas
inducida por el dexketoprofeno podria incrementar los niveles de NA, hecho que podria
aumentar / potenciar los efectos antinociceptivos del tramadol.

En nuestros experimentos, utilizamos un analisis isobolografico para investigar la presencia
de interaccion entre los farmacos. Para ello se obtuvieron curvas dosis respuesta de cada
uno de los farmacos (individualmente y en combinacion) el dia 1 del postoperatorio; estas
curvas (figura 51, tabla 13) ponen de manifiesto las diferencias entre el efecto
antihiperalgésico del dexketoprofeno y el tramadol. Asi, el dexketoprofeno demostré ser un
eficaz antihiperalgésico (alcanzando un Emax del 100%) frente al escaso efecto
antihiperalgésico inducido por el tramadol (Emax del 42 %). Contrariamente, el tramadol
demostré una potencia antinociceptiva muy superior al dexketoprofeno ante estimulos
térmicos (hot plate) o quimicos (acido acético) tanto en animales sanos como en presencia
de inflamacion aguda y cronica (Miranda HF y cols., 2012; 2009). Estas discrepancias

destacan una vez mas las diferencias entre las caracteristicas del dolor incisional y otros
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tipos de dolor nociceptivo, asi como la importancia del estimulo utilizado en la evaluacién de
los efectos analgésico y antihiperalgésico de los distintos farmacos.

Cuando analizamos el efecto antihiperalgésico de la combinacion, observamos que fue total
durante la HPO (80%), mientras que fue solo parcial (30%) durante la SLD (dia 21 +
naloxona); estos resultados reflejan aproximadamente la sumacion de los efectos
antihiperalgésicos de ambos farmacos.

En cuanto a los efectos de la combinacién dexketoprofeno : tramadol sobre la glia,
observamos el mismo perfil que tras la administracién individual de los farmacos. Asi, el dia
1 del postoperatorio, la combinacion bloqued totalmente el incremento de la
inmunoreactividad de la microglia inducida por la cirugia, sin alterar la activaciéon astrocitaria.
Este hecho estd en concordancia con el efecto aditivo observado en el comportamiento
nociceptivo. Un punto a destacar, es que la activacion astrocitaria inducida por el tramadol
individualmente (sélo) en animales sham operados, no fue observada cuando se administré
la combinacion; es posible que este efecto del tramadol sea dosis-dependiente y no se
observe a las dosis utilizadas en la combinacion (1:1), hecho que confirman otros estudios
recientes (Sakakiyama M y cols., 2014). No obstante, aunque la administracion individual de
dexketoprofeno no indujo ningun efecto sobre los astrocitos, no podemos descartar que este
AINE actue impidiendo el incremento de inmunoreactividad inducido por el tramadol en
animales sham-operados.

Segun se ha descrito en Métodos, se llevo a cabo el analisis isobolografico de la asociacion
dexketoprofeno/tramadol, combinados en un proporcibn 1:1 en base a su potencia
antihiperalgésica, obteniendo los indices de interaccidn. Los resultados muestran que no
hubo interaccién entre los farmacos, y que los efectos son aditivos a todos los niveles de
efecto (20, 50, 80%). De momento, no tenemos una hipdtesis valida que pueda explicar la
falta de interaccion entre estos farmacos en el modelo de DAP, aunque el tipo y la
intensidad del estimulo parecerian responsables del cambio en el tipo de interaccion
(sinergia, sumacion). A pesar de ello, cabe destacar que estudios previos mostraron que la
variacion de los ratios de concentracién de la combinacién resultaban en una interaccion
diferente entre los farmacos (Miranda HF y cols., 2009,2012). Asi no podemos descartar que
la variacion de los ratios de concentracidon combinados pudieran resultar en una interaccion
entre los farmacos (Tallarida RJ y cols., 1997).

A pesar de la falta de interaccion de los farmacos, la coadministracion de estos presenta una
ventaja importante puesto que induce un efecto protector dual proporcionando una

prevencion tanto de la HPO como del desarrollo de SLD.

La ketamina y la gabapentina son dos farmacos utilizados en el tratamiento del dolor, que

con frecuencia se incluyen en el grupo de “adyuvantes”. En el contexto del presente trabajo
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tienen especial interés puesto que hasta el momento, son los Unicos farmacos que han
demostrado un efecto preventivo sobre la aparicion de DCPQ en humanos (Chaparro LE y
cols., 2013; Clarke H y cols., 2012). Concretamente, la evidencia clinica muestra que estos
farmacos administrados en el periodo perioperatorio disminuyen la incidencia del DCPQ,
aunque las mejores pautas y protocolos para su uso no han sido establecidos de forma
definitiva. Como parte del presente proyecto, hemos investigado la implicacion de las
células de glia en el efecto antihiperalgésico de la ketamina y la gabapentina en el modelo

de dolor postincisional en el raton (HPO, LPS).

La ketamina es un excelente analgésico / anestésico, utilizado en el tratamiento del DAP en
pacientes con dolor intenso (Laskowski K y cols., 2011). En nuestro modelo, pudimos
demostrar que la administracion intraoperatoria de una Unica dosis de ketamina previene en
aproximadamente un 50 % la HPO (4horas, 1 dia). Este hecho podria estar en relacién al
efecto antiinflamatorio del farmaco, que ha sido demostrado tanto in vitro (Kawasaki T y
cols., 1999) como in vivo (Takenaka | y cols., 1994); este efecto es mas pronunciado cuando
la ketamina se administra antes del estimulo (Taniguchi T y cols., 2001), hecho que apoyaria
su administracién intraoperatoria. EI mecanismo antiinflamatorio se cree que estd en
relacién a la disminucion de la liberacion de citoquinas proinflamatorias (tales como TNF-q,
IL-6 o IL-8), sin alterar los niveles de las citoquinas antiinflamatorias (KawasaKi T y cols.,
1999; Kawasaki C y cols., 2001). La ketamina podria producir este efecto
antiinflamatorio/antihiperalgésico a través de mecanismos mediados por los TLR o bien
NMDA. En el primero de los casos, la ketamina demostré bloquear la activacion de los
receptores TLR impidiendo la unién de las moléculas liberadas y células dafiadas por la
lesion (DAMPs, damage associated molecular pattern) que actian como agonistas sobre los
TLR; la inhibicion de esta interaccion impide la activacion de la cascada de sefalizacion que
conducen a la produccion de moléculas pronociceptivas (Chen TL y cols., 2009). En el
segundo de los casos, el antagonismo de los receptores NMDA reduce la entrada de calcio
y la activacion de segundos mensajeros (MAPK) impidiendo la sintesis de citoquinas

proinflamatorias ademas de inhibir la transmision excitatoria (Li Y y cols., 2012).

Puesto que ambos receptores se encuentran expresados no solo en neuronas sino también
en las células de glia (microglia y astrocitos) en el SNC (Kaindl AM y cols., 2012; Dzamba D
y cols., 2013), la ketamina actuaria tanto a nivel neuronal como glial. De hecho, en el
presente proyecto, observamos que durante la HPO (dia 1) el efecto antihiperalgésico
parcial de la KET coincide en el tiempo con un bloqueo completo de la activacion de la
microglia. De manera similar, Mei XP y colaboradores (2011) demostraron que la ketamina

disminuia la hiperalgesia mecanica paralelamente a la inhibicion de la activacion de la
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microglia en un modelo de dolor neuropatico. En este estudio, los autores sugieren que la
inhibicion de la microglia podria estar en relacion a un mecanismo indirecto bloqueando la
activacion de la via de la quinasa p38 a través de la inhibicion de la activacion de los TLR3 o
bien directo a través del antagonismo de los receptores NMDA.

Durante el periodo HPO (dia 1), observamos que la ketamina inducia también una reduccién
parcial de la activacion astrocitaria que alcanzé aproximadamente un 50%. Nuestros
resultados, apoyan estudios previos en un modelo de inflamacién in vitro inducido por LPS,
en el cual también observaban reduccién de la inmunoreactividad astrocitaria tras la
administracion de ketamina (Wu Y y cols., 2012). En este estudio, los autores mostraron que
el LPS inducia una sobreexpresion de los receptores TLR4, activacion del factor de
transcripcion NF-kB y la liberacion de sustancias proinflamatorias. La administracién de
ketamina redujo la liberacion de estas citoquinas proinflamatorias (IL-1f, IL-6 and TNF-a), y
la expresion y activacién de TLR4 y NF-kB respectivamente.

Asi, de manera similar a la microglia, la ketamina inhibiria la activacién de los astrocitos
mediante la supresion de la activacion de los receptores TLR. Otro estudio interesante
muestra en un modelo de dolor neuropatico en ratas, que la ketamina induce
antihiperalgesia tanto por via sistémica como intratecal, aunque sélo ésta ultima provocé la
disminucion de la inmunoreactividad astrocitaria (Mei X y cols., 2009). Las discrepancias con
nuestros resultados respecto a la via de administracion, podrian estar en relacion a las dosis
administradas (que fueron mayores en nuestro caso), el tiempo o momento de
administracion del farmaco (intraoperatorio) y/o las diferencias entre modelos
experimentales.

La expresidon de receptores NMDA en astrocitos a nivel de la médula espinal es
controvertida (Ziak D y cols., 1998; Nagy GG y cols., 2004). Asi, la presencia de un
antagonista de la subunidad NR2B del receptor NMDA inhibio la activacion los astrocitos en
cocultivos de neurona-glia pero no en cultivos de astrocitos purificados (Kato H y cols.,
2006); este hecho puso de manifiesto un efecto indirecto sobre los astrocitos que podria
estar en relacion al antagonismo de los receptores NMDA neuronales. También, algunos
estudios en dolor neuropatico, no descartan la posibilidad de que la inhibicion astrocitaria
asociada a la antihiperalgesia tras la administracién de ketamina sea un efecto indirecto a
través del bloqueo de los receptores NMDA neuronales (Mei X y cols., 2009; Mei XP y cols.,
2011). La lesion nerviosa induce liberacién de NO via activacion de los receptores NMDA
neuronales (Yonehara N y cols., 2003) y esta sustancia (NO) promueve la expresién de la
proteina GFAP en los astrocitos (activacion); el bloqueo de los receptores NMDA neuronales
disminuiria la liberacion de NO, reduciendo asi el aumento de inmunoreactividad astrocitaria.
En otro estudio realizado también en un modelo de dolor neuropatico, se observé que la

ketamina intratecal bloqueaba el aumento de la quinasa JNK fosforilada (familia MAPK),
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coincidiendo con una disminucion de la hiperalgesia (Mei XP y cols., 2011). Esta quinasa
aumenta tras la lesidn nerviosa, y como consecuencia se produce un aumento de la
transcripcién de sustancias pronociceptivas; esta via de sefnalizacion es especifica de los
astrocitos (pero no de la microglia) y podria ser responsable de la activacién de los
astrocitos en modelos de dolor neuropatico (Gao YJ y cols., 2009).

El dia 1 del postoperatorio, aunque la hiperalgesia y la activacién astrocitaria sufren un
porcentaje de inhibicion similar después de la administracion de ketamina (60 y 48%,
respectivamente), parece improbable que el efecto antihiperalgésico (parcial) pudiera
explicarse sobre la base de la inhibicion astrocitaria. Asi por ejemplo otros farmacos
utilizados en el estudio como el dexketoprofeno, muestran, en el mismo tiempo de
evaluacion, un efecto antihiperalgésico total (completo) sin que se puedan detectar cambios
en la inmunoreactividad astrocitaria. Sin embargo, es posible que la inhibicion parcial de la
activacion astrocitaria observada el dia 1 después de la ketamina, pudiera prevenir ciertos
cambios asociados al desarrollo de SLD. De hecho, nuestros resultados muestran que la
administracion intraoperatoria de ketamina evita parcialmente la hiperalgesia inducida por
naloxona (el dia 21) y a la vez bloquea (casi) totalmente la reactivacion astrocitaria; este
hecho sugiere que la ketamina intraoperatoria previene cambios plasticos a nivel de la glia
espinal que participan en la aparicion de SLD. Entre los cambios plasticos (neuronales y/o
gliales) que podria prevenir la ketamina, podrian incluirse el bloqueo de la posible
sobreexpresion de receptores NMDA y TLRs, descrita en modelos invitro e invivo
inflamatorios y neuropaticos (Wu Y y cols., 2012; Bettoni | y cols., 2008; Pu S y cols., 2013).
De hecho, otros farmacos, como la minociclina, han demostrado una reduccién de la
sobreexpresion de los receptores NMDA acompanada de la disminucion de la hiperalgesia
mecanica en un modelo de dolor neuropatico (Pu S y cols., 2013). Resultados previos
obtenidos por nuestro grupo apoyan también la participacion de receptores NMDA en el
desarrollo de SLD después de una incisién quirurgica. Asi, experimentos realizados en
nuestro laboratorio (Campillo y cols., 2011) y reproducidos posteriormente por otros autores
en un modelo de dolor inflamatorio (Corder G y cols., 2013) pusieron de manifiesto la
importancia de los receptores NMDA en la SLD. En nuestros estudios anteriores, el dia 21
del postoperatorio pudimos observar que la administracion de MK-801 (antagonista NMDA),
previa a la administracion de un antagonista opioide, impidio la aparicion de la hiperalgesia.
Asi, a pesar de que nuestros experimentos no permiten determinar por qué mecanismo/s la
ketamina previene la SLD podriamos sugerir que la administraciéon temprana de este
farmaco quizas contribuya a la prevencion de la posible sobreexpresion de estos receptores
(NMDA), tanto neuronales como astrociticos. Aun asi, tampoco podemos descartar que la
disminucién de la excitabilidad neuronal asi como la activacion astrocitaria y, por tanto, la

disminucidon de sustancias pronociceptivas en el postoperatorio temprano, pudieran
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contribuir a la prevencion de la sensibilizacion central y evitar cambios plasticos, de manera
independiente a una sobreexpresion de los receptores NMDA. De hecho, es importante
resaltar también, que los receptores NMDA astrocitarios son mas sensibles a la presencia
de glutamato; este hecho se debe a que la activacion astrocitaria no requiere, a diferencia
de la neuronal, despolarizacién, y que, ademas, los receptores NMDA astrocitarios no
presentan el bloqueo de Mg?* lo que favorece su rapida activacion (Verkhratsky A y Kirchhoff
F, 2007). Estos hechos apoyarian de nuevo a la administracion intraoperatoria de ketamina
para evitar la plasticidad asociada a la activacion de los receptores NMDA en astrocitos los
cuales serian activados en etapas muy tempranas tras el estimulo (cirugia).

Nuestros resultados experimentales apoyan por tanto los hallazgos clinicos relacionados
con la prevencion de la aparicion de DCPQ en pacientes que han recibido ketamina

perioperatoria.

Los gabapentinoides son otra familia de farmacos que se utilizan para prevenir la aparicién
de DCPQ en humanos (Clarke H y cols., 2012); han sido investigados en el presente trabajo
con el fin de establecer su efecto antihiperalgésico en nuestro modelo, asi como su posible
inhibicion de la activacion glial en la medula espinal. Hemos utilizado la gabapentina, puesto
que existe una mayor experiencia y evidencia clinica en relacién a su efecto sobre la
prevenciéon del DCPQ. La gabapentina carece de efecto antinociceptivo en modelos de
dolor agudo (Laughlin TM y cols., 2002), aunque es eficaz en modelos de dolor cronico
neuropatico. En nuestro estudio, administramos una dosis uUnica de gabapentina por via
intraperitoneal, 30 minutos antes de iniciar la cirugia. Esta modificacién en el momento de
administracion (pre- versus intraoperatoria) del farmaco se llevé a cabo para mimetizar al
maximo los protocolos clinicos que evaluan el efecto a largo plazo del farmaco, en los

cuales la gabapentina se administra antes de la cirugia (Schmidt PC y cols., 2013).

En nuestro estudio pudimos observar que la gabapentina inhibi6é parcialmente la HPO (4h,
1d). El efecto antihiperalgésico que induce la gabapentina, esta bien establecido que se
debe a la inhibicién de la excitabilidad neuronal mediante el bloqueo de la subunidad a25 de
los canales de calcio, ademas de inhibir indirectamente el trafico de estos canales a la
membrana celular (Hendrich J y cols., 2008; Li CY y cols., 2006; Luo ZD y cols., 2002).
Recientemente se ha podido demostrado que la expresion de la subunidad a2d, esta
incrementada 4 horas tras la administracion de CFA, es decir casi inmediatamente tras el
estimulo inflamatorio (Yang J y cols., 2012). También se ha postulado que la sobreexpresién
de dicha subunidad es necesaria para el rapido desarrollo de hiperalgesia mecanica tras la
ligadura parcial del nervio ciatico; este hecho ha sido demostrado mediante experimentos

utilizando animales knock-out para la subunidad, que desarrollaron hiperalgesia de manera
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retardada después de la ligadura (Patel R y cols., 2013). Es mas, la administracion de
gabapentina disminuye la sobreexpresion de estas subunidades en modelos de dolor
neuropatico e inflamatorio (Luo ZD y cols., 2002; Yang J y cols., 2012).

Sin embargo, ademas del bloqueo de la subunidad a2, se han propuesto otros mecanismos
de accién para explicar los efectos antihiperalgésicos de la gabapentina. Entre ellos, los mas
relevantes son el bloqueo de las corrientes de sodio (Yang RH y cols., 2009) y la apertura
de los canales de potasio (Mixcoatl-Zecuatl T y cols.,, 2004), que inhibirian la
hiperexcitabilidad y la actividad neuronal espontanea (andmala), disminuyendo de esta
forma la sensibilizacién al dolor. Se ha postulado también un efecto antiinflamatorio
observado a dosis muy bajas (1 mg/kg) en un modelo de dolor inflamatorio inducido por
carragenina (Dias JM y cols., 2014) y la estimulacién de las vias inhibitorias descendentes
noradrenérgicas como mecanismos de la gabapentina (Hayashida K y cols., 2007; Suto T y
cols., 2014).

La activacion de las vias noradrenérgicas descendentes, fue reportada a dosis similares a
las utilizadas en nuestros experimentos (100 mg/kg), tanto en humanos como en modelos
animales de dolor postquirurgico (Hayashida K y cols., 2007). En el postoperatorio, el efecto
antihiperalgésico inducido por la administracion oral e intracerebroventricular de gabapentina
en ratas pudo ser bloqueado por la administracion de idazoxan, un antagonista de los
receptores a-2 adrenérgicos. Sin embargo, y en contraposicion a nuestros estudios, el efecto
antihiperalgésico de la gabapentina se prolongaba hasta un maximo de 4 horas. En estos
estudios, a diferencia de los nuestros, el farmaco se administraba 24 horas tras la cirugia;
hecho que podria estar en relacion a las diferencias observadas. De hecho, se ha
demostrado (en clinica) que lo efectos prolongados derivados de la administracion
perioperatoria de gabapentina implican la administracién preoperatoria del farmaco (Schmidt
PC y cols., 2013). De acuerdo con esto, Hayashida K y colaboradores (2007) observaron, en
su estudio clinico, que tras la cirugia, aquellos pacientes que habian recibido gabapentina
antes de la operacién (90 minutos) tenian incrementados los niveles de noradrenalina en el

liquido cefalorraquideo.

Otros estudios preclinicos apoyan el mecanismo noradrenérgico de la gabapentina en
modelos de dolor neuropatico, donde observaron que la deplecion del sistema
noradrenérgico  (6-hydroxidopamina  (6-OHDA)) bloqueaba también el efecto
antihiperalgésico (Tanabe M y cols., 2005). Igualmente, también corroboran que el
momento de administracion de este anticonvulsivante podria determinar la duracién del
efecto; asi la administracion intratecal o intracerebroventricular postquirdrgica tuvo un efecto

antihiperalgésico de hasta 2 horas.
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En otros modelos, como la inflamacién crénica inducida por CFA (monoartritis), la
administracion aguda (Zhang WS y cols., 2009) y crénica (Yang J-L y cols., 2012) de
gabapentina también pudo prevenir la hiperalgesia térmica y mecanica, respectivamente. En
el primer caso, la administracion de la gabapentina fue posterior a la inducciéon de la
inflamacién observandose un efecto antihiperalgésico que se prolongaba hasta las 2 horas.
Sin embargo, el segundo caso, la administracion cronica de gabapentina se iniciaba antes
de la induccién de la inflamacion (CFA); tras la interrupcién del tratamiento el efecto se

prolongaba 3 dias.

Con todo, podriamos sugerir que el efecto antihiperalgésico duradero (= 1 dia) observado en
nuestros experimentos estaria en relacion al momento de administracion (preoperatorio).
Ademas, ante las evidencias de otros estudios, es posible que entre los multiples
mecanismos por los cuales la gabapentina induce antihiperalgesia, la activacion de las vias
noradrenérgicas pudiera ser participe. Sin embargo, los mecanismos por los cuales este
anticonvulsivante activaria estas vias descendentes inhibitorias son controvertidos y no ha

podido ser establecido de forma definitiva.

Recientemente se ha propuesto que la gabapentina ejerceria esta accion mediante un
mecanismo dependiente de los transportadores de glutamato (GLT-1) expresados en los
astrocitos a nivel de locus coerulus, y de manera independiente a las subunidades a2 de la
neurona (Suto T y cols., 2014). En este estudio demostraron que la gabapentina
incrementaba el nivel de glutamato en el LC de manera dependiente a los recaptadores de
glutamato GLT-1, puesto que la deplecion de estos (knock-down GLT-1) eliminaba este
aumento; todo ello conducia a la estimulacion de las vias inhibitorias descendentes
noradrenérgicas. Por el contrario, la administracién intratecal de gabapentina reduce los
niveles de glutamato en médula espinal, apoyando su efecto inhibitorio local via las
subunidades a2 del canal de calcio (Suto T y cols., 2014; Hendrich J y cols., 2008; Li CY y
cols., 2006). Estos resultados indican que el efecto de la gabapentina sobre los niveles de
glutamato no es global en todo el sistema nervioso central. Puesto que en nuestros
experimentos la gabapentina se administra via sistémica, los efectos antihiperalgésicos
observados podrian deberse tanto a acciones espinales como supraespinales del farmaco;

sin embargo, no podemos discernir ambas acciones.

La NA liberada por la activacion de las vias descendentes inhibidoras tras la administracién
de gabapentina, actuaria también sobre los astrocitos de la médula espinal. En los
astrocitos, la NA se une a los receptores a/B-adrenérgicos incrementando la recaptacién de

glutamato al astrocito mediante el aumento de la actividad de los transportadores de
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glutamato dependientes de sodio (GLT1/GLAST) y el incremento de la eliminacion de K*
gracias a la estimulacion de la bomba Na*/K* (O’'Donnell J y cols., 2012).

En nuestros estudios, observamos que la gabapentina indujo una disminucion de la
inmunoreactividad astrocitaria a la vez que un efecto antihiperalgésico el dia 1 del
postoperatorio. Sin embargo, no podemos afirmar que estos resultados se deban a una
acciéon directa sobre estas células gliales. Parece improbable que la prevencion de la
inmunoreactividad astrocitaria esté relacionada a la prevencion de la hiperalgesia en este
periodo, puesto que otros farmacos utilizados en el estudio (dexketoprofeno, tramadol) han
demostrado el mismo efecto sin alterarla. De hecho, Yang J y colaboradores (2012),
observaron que la antihiperalgesia inducida por la gabapentina crénica, estaba asociada a
una disminucién de la inmunoreactividad de la microglia, pero no de los astrocitos. Nuestro
trabajo apoya estos resultados puesto que observamos una disminucion de la
inmunoreactividad de la microglia durante el postoperatorio temprano (1d) asociado a la
inhibicion de la hiperalgesia. Puesto que las subunidades a2d no se han detectado hasta el
momento, en los astrocitos ni en la microglia, los autores sugieren que la disminucion de la
inmunoreactividad se deberia a una accién indirecta via disminucion de la liberacion
neuronal de neurotransmisores pronociceptivos para muchos de los cuales si que expresan
receptores. Es mas, en estos estudios la antihiperalgesia coincidié con una disminucién de
la liberaciéon de la quimioquina pronociceptiva fractalquina, sustancia liberada por la neurona
y cuyo receptor, que también disminuy6é su expresién, estd Unicamente expresado en la

microglia pero no en los astrocitos.

El bloqueo de la sobreexpresion de las subunidades a2 inducida por la gabapentina en
modelos de dolor neuropatico e inflamatorio (Luo ZD y cols., 2002; Yang J y cols., 2012)
podrian estar en relacién a la prevencion parcial del desarrollo de SLD observado en nuestro
estudio. Se podria postular que la administracion intraoperatoria de gabapentina previene
la sobreexpresion de las subunidades a2 en la médula espinal y produce antihiperalgesia.
Sin embargo, puesto que las subunidades 020 no se expresan en los astrocitos, este
mecanismo no podria explicar la prevencion de la reactivacidon astrocitaria (asociada a la
antihiperalgesia) observada tras la administracion de naloxona (21d+Nx, SLD). No obstante,
la liberacion de NA inducida por la activacion de las vias inhibidoras descendentes, actuaria
a nivel neuronal y glial (astrocitos) disminuyendo la excitabilidad y la transmisién neuronal en
la médula espinal. Es posible por tanto, que durante la SLD se sobreexpresen
simultaneamente los sistemas compensatorios inhibitorios opioides (sistema opioide
enddégeno) y aminérgicos (NA y 5HT), fenédmeno que se podria producir de manera similar

en aquellos animales que recibieron tramadol, tal y como hemos sugerido anteriormente.
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Puesto que uno de los objetivos del presente estudio ha sido establecer el papel de la glia
en los efectos antihiperalgésicos de distintos analgésicos y adyuvantes, quisimos también
investigar si los compuestos capaces de inhibir la actividad glial presentan un efecto
antihiperalgésico en el dolor postincisional en el ratén. Entre los inhibidores de la glia mas
utilizados experimentalmente encontramos la minociclina, la doxiciclina, la pentoxifilina y el
fluorocitrato. Entre ellos, la minociclina, ha sido extensamente utilizada por otros autores
tanto en estudios preclinicos como clinicos. Es una tetraciclina con un efecto antiinflamatorio
demostrado independiente de su accion antimicrobiana (Amin AR y cols., 1996); se ha
descrito que inhibe la activacion glial y proporciona neuroproteccion en multiples modelos
animales de procesos degenerativos del sistema nervioso, como son la isquemia cerebral
(Yrjanheikki J y cols., 1998,1999), la enfermedad de Parkinson (Wu DC y cols., 2002), la
esclerosis multiple (Brundula V y cols., 2002), la neurotoxicidad inducida por glutamato
(Tikka TM y Koistinaho JE, 2001), la enfermedad de Huntington (Chen M y cols., 2000) o la
esclerosis lateral amiotréfica (Zhu S y cols., 2002). Ademas, la minociclina tiene efectos
antinociceptivos, disminuyendo a su vez la activacion de la microglia y la liberacién de
moléculas pronociceptivas en modelos animales de dolor inflamatorio (Bastos LFS y cols.,
2007; Saito O y cols., 2010; Chacur M y cols., 2009), neuropatico (Raghavendra V y cols.,
2003; Mei XP y cols., 2011) y postoperatorio (Ilto N y cols., 2009).

La minociclina ha sido considerada un inhibidor ‘selectivo’ o ‘especifico’ de la activacion de
la microglia y utilizada como una herramienta farmacolégica. Sin embargo, tanto la
minociclina como otras tetraciclinas actuan también sobre otros tipos celulares como son los
linfocitos T, los macréfagos y las neuronas (Brundula V y cols., 2002; Kim TH y cols., 2011).
Los estudios realizados con MINO en modelos de dolor postoperatorio (Ito N y cols., 2009) y
neuropatico (Mei XP y cols., 2011) ponen en evidencia, que la inhibicion de la microglia
inducida por la minociclina no siempre va acompafada de antihiperalgesia.

Aunque en modelos de dolor inflamatorio (carragenina, LPS o CFA), la administraciéon
sistémica o intratecal de minociclina induce un claro efecto antihiperalgésico (Bastos LFS y
cols., 2007; Hua XY y cols., 2005), existe cierta controversia en cuanto a su efecto
antihiperalgésico en modelos de dolor postoperatorio y neuropatico. En el modelo de dolor
incisional en rata, Ito N y colaboradores (2009) demostraron que la administracion
intraperitoneal de minociclina (50 mg/kg) inducia un ligero (pero significativo) efecto
antihiperalgésico cuando el tratamiento se administraba 24 pero no 72 horas postcirugia. Sin
embargo, dicho efecto antihiperalgésico unicamente fue detectable 30 minutos tras la
administracion y los autores no mostraban si este estaba relacionado con la disminucion de
la inmunoreactividad de la microglia. Ademas, la cirugia indujo un aumento de la quinasa
p38 fosforilada en microglia, y la administracion de un inhibidor de esta quinasa no consiguié

bloquear la hiperalgesia. Curiosamente, en el mismo trabajo, no observaron efecto
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antihiperalgésico cuando administraban el farmaco 1 hora antes de la intervenciéon y
posteriormente dos veces al dia durante 3 o 7 dias, aunque si, inhibicion de la microglia (dia
3). Contrariamente, cuando los mismos experimentos fueron realizados en un modelo de
dolor neuropatico, tanto la minociclina como el inhibidor del p38 disminuyeron la
hipersensibilidad y atenuaron la inmunoreactividad glial.

En nuestras condiciones experimentales (dosis unica de 50 mg/kg de minociclina i.p.
durante la cirugia), no observamos ningun efecto antihiperalgésico ni 4 horas ni 1 dia
postcirugia, asi como tampoco cambios en la inmunoreactividad glial el dia 1 del
postoperatorio. Nuestros resultados podrian estar en relacion con la corta duracién del
efecto antihiperalgésico (30 minutos postadministracion) de la minociclina descrito
anteriormente en rata (Ito N y cols., 2009); hecho que haria indetectable el efecto, si existe,
en nuestros tiempos de evaluacién (4h, 1d postcirugia/administracién). Por otra parte, la
falta de inhibicion de la microglia en nuestros experimentos podria sugerir que el farmaco no
ha alcanzado la médula espinal. Sin embargo, puesto que se ha demostrado que el
tratamiento cronico inhibe la microglia sin producir antihiperalgesia es posible, tal y como ya
sugirieron Ito N y colaboradores (2009), que la microglia tenga un papel secundario en el

desarrollo de hiperalgesia en el modelo de dolor postoperatorio.

En el caso del dolor neuropatico, Raghavendra y colaboradores (2003) mostraron que la
administracion intraperitoneal de minociclina una hora antes de la ligadura del nervio ciatico
en ratas y, posteriormente una vez al dia prevenia la hiperalgesia mecanica y térmica
ademas de inhibir la inmunoreactividad microglial durante todo el periodo de administracién
(10 dias). Este mismo tratamiento no mostré efecto antihiperalgésico cuando se
administraba a partir del dia 5 tras la manipulaciéon a pesar de que producia una inhibicién
parcial de la microglia. Otros autores también han observado el efecto antihiperalgésico de
la minociclina intratecal cuando se administra los primeros dias tras la ligadura del nervio
ciatico (1, 3 y 7 dias), pero no si se administra en fases posteriores, cuando ya esta
establecido el dolor neuropatico (10 6 21 dias después de la ligadura; Mei XP y cols., 2011);
sin embargo, curiosamente, en ambos casos la minociclina inhibia la inmunoreactividad
microglial. Este hecho sugeriria que el efecto antihiperalgésico de la minociclina podria
deberse a un mecanismo independiente de la microglia. Posteriormente, estos autores
mostraron la reduccion de la hiperalgesia e inmunoreacitividad glial tras la administracion
cronica (4 dias) por via intratecal, sola o en combinacion con tramadol. Asi, en el dolor
neuropatico la minociclina parece ser un tratamiento efectivo; sin embargo, cabe destacar
que estos estudios indican que el momento de administracion de este farmaco es crucial
para que se observe el efecto, sugiriendo que la ventana temporal para la intervencion

terapéutica después de la aplicacion del estimulo es muy reducida.
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A nivel clinico, el efecto analgésico de la minociclina, ha sido investigado recientemente en
100 pacientes intervenidos de una disectomia lumbar (Martinez V y cols., 2013). Los
pacientes recibieron minociclina oral (100 mg / dia) desde el dia previo a la cirugia hasta el
dia 8 del postoperatorio i paracetamol via sistémica en el postoperatorio; ningun otro
analgésico fue administrado. El tratamiento no modifico la incidencia ni la intensidad de dolor
en postoperatorio inmediato, ni tampoco la incidencia de DCPQ tres meses después de la
intervencion (analisis intensidad mediante escala numérica del 0-10 (NRS, Numerical rating
scale); 23 dolor clinicamente relevante). Los autores, sin embargo, sugieren que el dolor
preoperatorio presente en los pacientes incluidos en el estudio, podria ser una explicacién
para la falta de efecto, puesto que, como ya se habia descrito en modelos animales, la
minociclina no inhibia la hiperalgesia una vez instaurado el dolor neuropatico (Mei XP y
cols., 2011). Asi, no descartan que este tratamiento pudiera ser efectivo en otro tipo de
cirugias en las cuales los pacientes no presenten dolor crénico preoperatorio. Sin embargo,
tampoco excluyen que la inhibicién de la microglia no sea un tratamiento adecuado para el
dolor postoperatorio, hipotesis también postulada en estudios preclinicos (Ito N y cols.,
2009), a pesar de que sus experimentos no permiten asegurar que este hecho se haya

producido.

En nuestros experimentos, ademas, la minociclina no protegio frente a la hiperalgesia y la
reactivacion astrocitaria tras la administraciéon de naloxona el dia 21; asi este tratamiento

tampoco pudo prevenir el desarrollo de SLD.

En el presente estudio, estudiamos también el efecto del agonista de los receptores
cannabinoides tipo Il (CB2), A-836339. Estos receptores se encuentran en la periferia
(sistema inmune) y en el SNC, expresandose tanto en neuronas como en las células de glia.
Se ha descrito una sobreexpresion de estos receptores en el GRD y en el SNC, en
presencia de una lesién inflamatoria o nerviosa (Guindon J y Hohmann AG, 2008). En las
neuronas, su activacion induce una disminucion de la excitabilidad neuronal y liberacion de
neurotransmisores, disminuyendo asi la hipersensibilidad al dolor. En el caso de los
receptores CB2 presentes en microglia y astrocitos, su activacion, disminuye la liberaciéon de
citoquinas y quimioquinas durante la respuesta inflamatoria, a través de la inhibicion del
factor de transcripcion NF-kB (Panikashvili D y cols., 2005); como consecuencia se produce

su efecto antiinflamatorio.

Existen diversos compuestos agonistas selectivos del receptor CB2 que han mostrado
efecto antihiperalgésico en modelos animales de dolor inflamatorio (Hsieh GC y cols., 2011;

Valenzano KJ y cols., 2005), neuropatico (Valenzano KJ y cols., 2005; Yao BB y cols., 2009)
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y postoperatorio (Yao BB y cols., 2009; Valenzano KJ y cols., 2005; LaBuda CJ y cols.,
2005; Sun Y y cols., 2014; Romero-Sandoval A y Eisenach JC, 2007).

Entre los agonistas CB2, estudios in vitro tanto en rata y en humanos muestran que el
compuesto A-836339 presenta una mayor selectividad por el receptor CB2 frente al CB1; el
compuesto ademas demostré tener un efecto antihiperalgésico en el modelo de dolor
postincisional en ratas (Yao BB y cols., 2009). Sobre la base de estos estudios pensamos
que el compuesto A-836339 podria ser un compuesto util para el tratamiento de la HPO y/o
la prevencion de la SLD en nuestro modelo experimental.

Concretamente, Yao BB y colaboradores (2009) demostraron que la administracion
intraperitoneal de A-836339 inhibia la hiperalgesia postoperatoria cuando se administraba
30 minutos antes de la evaluacion de las 2 y las 24 horas del postoperatorio (entre un 60-
70%). En nuestro estudio, la administracion de una dosis de 30 mg/kg ip del farmaco
durante la cirugia, provoco un efecto antihiperalgésico ligeramente inferior (40%) a las 4h
del postoperatorio; sin embargo, a pesar de que la dosis es superior a la utilizada por el
grupo de Yao, el tiempo transcurrido hasta la evaluacién es mayor, hecho que podria
explicar las divergencias. A diferencia de otros farmacos evaluados en el presente estudio
(DEX, TRM, KET, GBP), el efecto antihiperalgésico del A-836339 solo pudo ser observado a
las 4 horas del postoperatorio; asi este farmaco no inducia una antihiperalgesia prolongada.
Es poco probable que la falta de efecto sea debida a la dosis del farmaco administrada
puesto ya se habia demostrado en nuestro modelo experimental en rata con otros
compuestos selectivos para el receptor CB2 (AM1241, GW405833, HU-308) que la
administracion el dia 1 del postoperatorio de 30 mg/kg inducia antihiperalgesia 1 hora tras la
administracion (LaBuda CJ y cols., 2005). Es mas, en el caso del trabajo de Yao BB y
colaboradores (2009) la dosis que inducia antihiperalgesia era menor (10 mg/kg). Sin
embargo en ambos trabajos, unicamente se evalué el efecto 30 minutos 6 1 hora tras la
administracion, por lo que podria ser que este efecto no se prolongara en el tiempo. De
hecho, la duracion del efecto antihiperalgésico del agonista CB2 GW405833, fue evaluada
en el modelo de dolor postoperatorio (Valenzano KJ y cols., 2005); en este estudio
demostraron que el dia 1 del postoperatorio, este compuesto inducia un efecto dosis-
dependiente (3-30 mg/kg, ip) 1, 3 y 5 horas postadministracion; sin embargo, su efecto
maximo (60% antihiperalgesia) se producia durante las primera hora a la dosis maxima (30
mg/kg) y, 24 horas después, carecia de efecto. Tanto en este estudio como en nuestros
experimentos una unica dosis del farmaco tiene un efecto de corta duracion, este hecho
sugeriria que serian necesarias dosis repetidas para prolongar este efecto; sin embargo, es
posible que la via de administracion también pudiera condicionar la duracion del efecto. Asi,

recientemente, Sun Y y colaboradores (2014) demostraron un efecto antihiperalgésico
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prolongado tras la administracion intratecal del agonista CB2 JWHO015. En este estudio, el
JWHO015 fue administrado 30 minutos antes de la incisibn e indujo un efecto
antihiperalgésico desde las 6 hasta las 48 horas postcirugia, efecto que a su vez estuvo
asociado a una reduccién de la inmunoreactividad microglial y astrocitaria inducida por la
cirugia.

De hecho, estudios anteriores (Romero-Sandoval A y Eisenach JC, 2007) también habian
demostrado el efecto de este compuesto (JWHO015) tras la administracion intratecal (10 ug)
el dia 1 postcirugia; este efecto que se prolongaba en todos los tiempos evaluados (30 min,
1, 2 y 4 horas) y que estaba asociado a una prevencién de la inmunoreactividad tanto
microglial como astrocitaria. Es mas, demostraban que el mecanismo por el cual inducia
antihiperalgesia era de origen central, puesto que la administracion intraplantar de un
antagonista de los receptores CB2 (AM630) no bloqueaba el efecto, mientras que si que lo
hacia tras su administracion via intratecal. De hecho, la administracion de la misma dosis
por via intraperitoneal no tuvo efecto antihiperalgésico en el mismo periodo.

Estos estudios ponen de manifiesto la importancia de la accién central del farmaco y
concretamente su efecto sobre las células de microglia y astrocitos. Sin embargo, tampoco
se puede descartar que este efecto se deba a una accién sobre las neuronas en la médula
espinal, que como se ha dicho expresan receptores CB2.

Con todo, estos estudios no solo ponen de manifiesto la necesidad de la administracion
intratecal, para obtener un efecto prolongado sino también descartan que la falta de efecto
duradero sea debida a la administracion de una unica dosis. Una cuestion que apoyaria la
administracion del compuesto por esta via seria la falta de solubilidad, siendo necesaria el
uso de solventes especiales (5% DMSO0/95% PEG-400 v/v); asi ante los resultados
obtenidos en el presente estudio y teniendo en cuenta las diferencias observadas con el
estudio de Sun Y y cols (2014) pensamos que es posible que tras su administracion
sistémica, el compuesto no alcance el SNC o lo haga en una proporcion muy pequeia; de
esta forma, el efecto observado seria debido a la modulacién periférica del sistema inmune
donde los receptores estan presentes y pueden mediar una accién antiinflamatoria. Aun asi
tampoco podemos descartar que la diferencias pudieran ser debidas a las divergencias
entre los perfiles farmacoldgicos de los diversos agonistas de los receptores CB2 (Yao BB y
cols., 2009).

Por otra parte, la administracion intraoperatoria de A-836339 no modificd la hiperalgesia
inducida por la naloxona (dia 21 del postoperatorio). La ausencia de efecto antihiperalgésico
el dia 1 y la falta de prevencion de la SLD muestran que el compuesto carece de efecto
prolongado en nuestras condiciones experimentales. Debido a los resultados obtenidos, no

se llevo a cabo la evaluacion de la inmunoreactividad glial. A pesar de ello, no descartamos
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que otros compuestos similares (por ejemplo JWHO015) o la administracién del A-836339 por

via intratecal pudieran prevenir el desarrollo de SLD.

Por ultimo hemos investigado también el efecto del midazolam sobre la HPO y la SLD.
Este farmaco se ha utilizado para explorar si los ansioliticos podrian modificar la
sensibilizacion nociceptiva en nuestro modelo. En la practica clinica, algunos rasgos
psicolégicos, como la ansiedad, son factores predictivos para el desarrollo de DCPQ vy los
ansioliticos se utilizan ampliamente en el periodo perioperatorio para inducir sedacion.
Ademas, en modelos animales, algunas benzodiacepinas como el midazolam, han mostrado
tener un efecto antinociceptivo tanto cuando se administran solos (Chiba S y cols., 2009)
como en combinacién con 5-HT (Nishiyama T y cols., 2009). El midazolam también presenta
un efecto antihiperalgésico en modelos animales de dolor neuropatico (Shih A y cols., 2008;
Lim J y cols., 2006).

En presencia de dolor neuropatico, disminuye la modulacion GABAérgica inhibitoria en
relacién a una pérdida de neuronas gabaérgicas, una disminucion de su actividad y/o la
deplecién de GABA por pérdida de las enzimas que lo sintetizan (Dickenson AH y cols.,
1997). Asi, en un modelo preclinico de dolor neuropatico, Miletic G y colaboradores (2003),
observaron que la hiperalgesia térmica estaba asociada a una disminucién significativa de
los niveles del transportador de GABA GAT-1 en la médula espinal; la infusién crénica de
midazolam por via sistémica (2 mg/kg/h durante 7 dias) revertia ambos efectos, que
pudieron de bloqueados mediante la coadministracién del antagonista GABA flumazenil
(antagonista de las benzodiacepinas) (Shih A y cols., 2008). También, en otro estudio en
dolor neuropatico (CCI), Lim J y colaboradores (2006) observaron que la administracion
intratecal cronica (7 dias) de midazolam iniciada inmediatamente tras la cirugia reducia
significativamente la hiperalgesia mecanica y térmica desde el dia 1 del postoperatorio.
Ademas, demostraron que el efecto estaba mediado por el receptor GABA, puesto que la
administracion de bicuculina (antagonista del GABA,) bloqueaba el efecto antihiperalgésico
del midazolam. En el mismo trabajo, los autores observaron también que la administracion
de midazolam reducia la sobreexpresion de receptores AMPA inducida por la lesién
nerviosa (CCl) efecto que fue bloqueado por la bicuculina.

Tras la administracion de una dosis unica de midazolam (4 mg/kg durante la cirugia), en
nuestro estudio no pudimos detectar antihiperalgesia ni a las 4 horas ni el dia 1 del
postoperatorio. La falta de efecto podria estar en relaciéon a la via de administracion o el
protocolo experimental utilizado. De hecho, se ha reportado un efecto antihiperalgésico
temprano (dia 1 postinfusién) tras la administracion intratecal (Lim J y cols., 2006) pero no

cuando se administra por via sistémica (Shih A y cols., 2008), donde se observa una
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reduccion de la hiperalgesia los dias 3 y 7 después de la de infusién. En ambos estudios, el
efecto del midazolam sobre la pérdida del transportador GAT-1 o sobre la sobreexpresion de
los receptores AMPA se pudo observar tras el tratamiento crénico, sugiriendo la necesidad
de una administraciéon repetida para poder prevenir o revertir la hiperalgesia. Sin embargo,
no podemos descartar que las diferencias entre el dolor neuropatico y postoperatorio
puedan ser las responsables de la falta de efecto del midazolam en nuestro estudio. Hasta
el momento, no existen trabajos preclinicos que estudien el efecto del midazolam sobre el
dolor postincisional, aunque su efecto analgésico/antihiperalgésico ha sido investigado en
humanos (Grupta R y cols., 2012; Frélich MA y cols., 2013). Con todo, el efecto analgésico
del midazolam en la clinica es controvertido: asi se ha reportado que la combinacion de
midazolam y ketamina administrada antes de la extraccion del tercer molar proporciona
analgesia significativa ademas de reducir la inflamacién (Grupta R y cols., 2012). Por el
contrario, Frolich MA y colaboradores (2013), reportaron en voluntarios sanos, que la
administracion de midazolam incrementaba la sensacién de dolor ante estimulos térmicos

(frio, calor) y eléctricos.

Debido a que el midazolam no provocé antihiperalgesia en nuestro modelo, no se llevé a
cabo la evaluacion del efecto sobre la inmunoreactividad glial. Sin embargo estudio previos
realizados por otros autores muestran que, en la médula espinal, los receptores GABA se
expresan tanto en neuronas como en las células de glia (astrocitos >> microglia) (Yoon BE y
cols., 2012). Estudios in vitro de cultivos de células de glia activadas (por IL-1B o LPS)
muestran que el midazolam disminuye la liberacion de interleuquinas proinflamatorias (IL-6,
IL-1B) (Tanabe Ky cols., 2011; Tanaka T y cols., 2013); este efecto se observa sobre todo
en la microglia y esta en relacién al bloqueo de factores de transcripcion como STAT3
(responsable de la produccion de citoquinas proinflamatorias). Hasta el momento no existen
estudios in vivo que relacionen el efecto antihiperalgésico con una disminucion de la

inmunoreactividad glial.

A modo de resumen, bajo nuestras condiciones experimentales no pudimos observar un
efecto antihiperalgésico tras la administracién de midazolam; sin embargo, no descartamos
que este efecto se pudiera observar con protocolos de administracion crénica, de forma
similar a como se ha demostrado en modelos de dolor neuropatico. Ademas, es posible que
con la administracion cronica se pudiera observar algun efecto sobre la microglia y
astrocitos espinales. Con todo, las controversias percibidas en los estudios clinicos, junto
con nuestros resultados (negativos) sugieren que las benzodiacepinas podrian ser poco

eficaces como antihiperalgésicos en el tratamiento del dolor postoperatorio.
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RESUMEN

En el presente trabajo hemos investigado el efecto de distintos analgésicos y adyuvantes
utilizados en el tratamiento del DAP en humanos, sobre la hiperalgesia postoperatoria
(HPO), el desarrollo de sensibilizacion latente al dolor (SLD) y la activacion glial en la
medula espinal.

Nuestros resultados muestran que el dexketoprofeno, el tramadol, la ketamina y la
gabapentina inhiben (total o parcialmente) la HPO y a la vez, todos ellos previenen
completamente el aumento de inmunoreactividad de la microglia inducida por la cirugia.
Cabe mencionar que durante la HPO, unicamente el dexketoprofeno es capaz de prevenir
totalmente la hiperalgesia, mientras que el resto de farmacos (tramadol, ketamina y
gabapentina) lo hacen de manera parcial. Estos resultados sugieren, que la microglia podria
participar en los mecanismos implicados en la aparicion de HPO desempefando un papel
secundario, puesto que su total inhibicion no siempre bloguea completamente la
hiperalgesia. Nuestros resultados también demuestran que algunos farmacos (tramadol =
ketamina>gabapentina) protegen frente al desarrollo de SLD. En el caso de la ketamina y la
gabapentina, este efecto es paralelo al bloqueo de la reactivacién de la inmunoreactividad
astrocitaria, apoyando la experiencia clinica en lo que respecta a la prevencién del DCPQ
que inducen. El efecto preventivo podria estar en relacion a que estos farmacos impiden o
bloquean los cambios plasticos inducidos por la incisién, cambios que probablemente
incluyen activacién de los astrocitos espinales. Sin embargo, entre los efectos de los
farmacos estudiados, hemos demostrado que el tramadol previene (al igual que la ketamina)
la aparicion de SLD, efecto que se produce de manera independiente a la plasticidad
astrocitaria. Por otra parte, la ketamina y la gabapentina inhiben también la sobreexpresion
de receptores NMDA y la subunidad a2 respectivamente inducidas por la cirugia, poniendo
de manifiesto en nuestro estudio, la posible importancia de la administracién preventiva
(intraoperatoria) de los tratamientos

Es posible también que la activacion de las vias noradrenérgicas descendentes pudiera
participar en los mecanismos implicados en la accién antihiperalgésica del tramadol y la
gabapentina, asi como en la prevencion de la SLD. De hecho, estudios recientes realizados
en nuestro laboratorio han podido demostrar por primera vez que en el GRD, la incision
quirurgica induce un aumento significativo de la densidad de las fibras simpaticas y de las
neuronas TH positivas (tirosina hidroxilasa, enzima responsable de la formacion de DOPA,
dopamina, noradrenalina y adrenalina), sugiriendo su participacién en la hiperalgesia
postoperatoria; sin embargo la administracion de naloxona no provocd reactivacion
simpatica, por lo que es posible que estas vias pudieran estar involucradas en la HPO pero

no en el desarrollo de SLD (Romero Ay cols., submitted).
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En conclusién nuestros resultados sugieren que la microglia activada podria participar en la
hiperalgesia postoperatoria aunque su inhibicién no seria un factor clave para su prevencion.
Por el contrario, es poco probable que los astrocitos participen en la etiologia de la HPO en
nuestro modelo, ya que algunos farmacos (dexketoprofeno por ejemplo) previenen
totalmente la hiperalgesia sin alterar la inmunoreactividad astrocitaria. Sin embargo, los
astrocitos podrian ser factores clave en el desarrollo de la SLD, ya que la prevencion de su
activacion en el postoperatorio temprano (ketamina, gabapentina) protege frente a la
aparicion de cambios plasticos involucrados en la vulnerabilidad al dolor. No obstante, la
plasticidad neuronal seria también un factor determinante, puesto que farmacos que no
protegen frente a la plasticidad astrocitaria como el tramadol, han demostrado ser eficaces
en la prevencién de la SLD. Con todo, estos resultados sugieren que la administracién de
farmacos como el tramadol, la gabapentina o la ketamina en protocolos terapéuticos de
analgesia multimodal, podrian presentar beneficios adicionales frente al desarrollo de SLD y
el DCPQ, protegiendo frente a los cambios plasticos neuronales y gliales que induce la

cirugia.
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VIl. CONCLUSIONES

1. En un modelo de dolor postoperatorio, la cirugia induce dolor, hiperalgesia y activacion
glial. El dexketoprofeno inhibe completamente la hiperalgesia postoperatoria (4h-2d),
mientras que el tramadol induce una inhibicion parcial. Ambos farmacos bloquean
totalmente el incremento de inmunoreactividad microglial sin  modificar la

inmunoreactividad astrocitaria (1d)

2. El dexketoprofeno no modifica la hiperalgesia inducida por la naloxona el dia 21 del
postoperatorio (SLD), mientras que el tramadol la inhibe en un 46%. Ninguno de los
farmacos protege frente la reactivacion astrocitaria tras la administracién de naloxona.

No se observo reactivacion de la microglia tras la naloxona.

3. Existe un paralelismo entre la antihiperalgesia inducida por el dexketoprofeno vy
prevencién de la inmunoreactividad de la microglia, no de los astrocitos, el dia 1 del
postoperatorio; asociacion que no se establece de forma completa en el caso del

tramadol.

4. La prevencién de la hiperalgesia inducida por el tramadol tras la administracion de
naloxona (21d+Nx) es independiente a la reactivacion astrocitaria puesto que no existe

paralelismo entre ambos parametros.

5. En animales sham operados, el tramadol induce un incremento pasajero de la
inmunoreactividad de los astrocitos, pero no de la microglia (1d); la administracién de
naloxona 21 dias después del tratamiento (21d+Nx) no induce reactivacion astrocitaria.
En ausencia de cirugia, el dexketoprofeno carece de efecto sobre la inmunoreactividad

glial.

6. El dexketoprofeno es mas efectivo que el tramadol como antihiperalgésico en el

postoperatorio temprano (4h-2d).

7. El analisis isobolografico del efecto antihiperalgésico de la combinacion de
dexketoprofeno y tramadol (1:1) del postoperatorio, demostré la ausencia de interaccion
entre los farmacos a todos los niveles de efecto (ED,y, EDsy, EDgg). Los efectos
antihiperalgésicos del dexketoprofeno y el tramadol el dia 1 del postoperatorio son por

tanto aditivos.

8. La combinacion de dexketoprofeno-tramadol bloqued en un 30% la hiperalgesia inducida

por la naloxona (SLD).

219



VI

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

. Conclusiones

La combinacion dexketoprofeno-tramadol bloqueé completamente la activacion glial el

dia 1 del postoperatorio, sin modificar la activacion ni reactivacion astrocitaria.

La combinacion dexketoprofeno-tramadol proporciona antihiperalgesia en el periodo
postoperatorio temprano y previene parcialmente el desarrollo de sensibilizacién latente
al dolor, por lo que podria ser de gran utilidad en el tratamiento del dolor postoperatorio y

la prevencion del dolor crénico postquirdgico en humanos.

.La administracion de ketamina o gabapentina previene parcialmente la hiperalgesia

postoperatoria (4h, 1d) bloqueando totalmente el incremento en la inmunoreactividad

microglial y parcialmente la astrocitaria.

La ketamina y la gabapentina previenen de forma incompleta la hiperalgesia inducida por
la naloxona, demostrando que impiden parcialmente el desarrollo de SLD. El efecto
antinociceptivo estuvo acompafiado de una inhibicibn parcial de la reactivacion
astrocitaria. La ketamina mostré un efecto mayor sobre ambos parametros, apoyando los

resultados en la prevencion del DCPQ en el hombre.

Existe un paralelismo entre la antihiperalgesia inducida por ketamina o gabapentina y la
prevencion de la activacion/reactivacion astrocitaria inducida por la cirugia (HPO, SLD).
Esta asociacion no se produce de manera completa en el caso de la antihiperalgesia y la

inmunoreactividad de la microglia (HPO).

La administracion intraoperatoria de una uUnica dosis de minociclina por via
intraperitoneal, no provoco ningun cambio sobre el aumento de inmunoreactividad glial
inducida por la cirugia, ni modificé la hiperalgesia postoperatoria en ningun tiempo de
evaluacion (1d, 21d+Nx). La falta de efecto podria estar relacionada con el protocolo de

administracion utilizado.

El agonista cannabinoide CB2 A-836339, impidi6 parcialmente la aparicion de
hiperalgesia a las 4 horas del postoperatorio, pero no tuvo efecto el dia 1 del
postoperatorio. Tampoco previene la hiperalgesia inducida por la naloxona (21d+Nx). La
falta de efecto prolongado podria estar relacionada con la via de administracion del

farmaco y/o la solubilidad del mismo.

La administracién de midazolam no previene la hiperalgesia postoperatoria ni tampoco la
inducida tras la administracién de naloxona el dia 21 (SLD). La falta de efecto podria

estar relacionada con la necesidad de aplicar protocolos de administracion cronica.
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