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Resumen: Pires OC, Ashmawi HA, Constantino E, Pelogia NCC, Posso IP — Antagonistas Serotoninérgico y Noradrenérgico, por la Via Subarac-
noidea que aumentan la repuesta Algica en Ratones.

Justificativa y objetivos: Existen evidencias de que el paso de informaciones nociceptivas por el cuerno posterior de la médula espinal (CPME),
y que continua hacia niveles rostrales del sistema nervioso central, sufre profundas influencias excitatorias e inhibitorias. La presente investigaci-
6n quiso comparar los efectos de la metisergida, de la fentolamina y de la fentolamina asociada a la metisergida, administrados por via subarac-
noidea, sobre las fases |, intermedia y Il del test de la formalina modificado en ratones.

Método: Fueron utilizados en el experimento, 28 ratones Wistar machos, distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos (n = 7), para recibir una so-
lucién salina (GC), fentolamina (GF), metisergida (GM) o fentolamina asociada a la metisergida ((GFM). El dolor fue inducido por la administracion
de formalina en la regién dorsal de la pata posterior derecha. El test fue dividido en tres fases: fase |, intermedia y fase Il. El andlisis estadistico de
los resultados fue hecho utilizando el programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), [Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales],
adoptando el nivel de significancia de un 5%.

Resultados: En la fase intermedia, el numero de elevaciones de la pata fue significativamente mayor en los grupos GF, GM y GFM cuando se
comparé con el grupo GC.

Conclusiones: Los resultados nos sugieren la existencia de un efecto noradrenérgico y serotoninérgico en el sistema inhibitorio descendiente del
dolor agudo, con la posibilidad del uso de agonistas serotoninérgicos y a.1-adrenérgicos para el control del dolor agudo.

Descriptores: ANATOMIA, Espacio subaracnoideo; ANIMALE, Ratones; DOLOR, Aguda, Avaliacion; FARMACO, Vasodilatadores: fentolamina,

metisergida.
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INTRODUCCION

La nocicepcion es un proceso bidireccional con trayectos as-
cendientes y descendientes en el sistema nervioso. Sefiales
del dolor procesadas en la periferia que pasan a través del
cuerno posterior de la médula espinal (CPME), en direccion a
los centros cerebrales y en respuesta, proyecciones que par-
ten del cerebro hasta el CPME, haciendo varias conexiones .
El sistema propuesto como inhibitorio descendiente del dolor
consiste en areas del sistema nervioso central (SNC), inter-
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conectadas a fibras que parten de sistemas corticales y dien-
cefalicos en direccion a la materia gris periaqueductal (MGP),
y periventricular, ricas en encefalinas y receptores opioides,
y a partir de ellas, siguen para areas del bulbo rostroventral,
especialmente el nucleo magno de la rafe (NMR) y los nucle-
os adyacentes, que, a su vez, envian fibras serotoninérgicas
y noradrenérgicas, via funiculo dorsolateral, hacia el cuerno
dorsal de la médula y el bulbo, terminando principalmente en
las laminas |, Il y V, e inhibiendo las neuronas nociceptivas,
interneuronas y los tractos ascendientes que se proyectan en
el rostro, inclusive el tracto espinotalamico, espinorrecticular
y espino-meso encefalico 3. Por tanto, se espera que el au-
mento de la neurotransmision de noradrenalina, serotonina y
de opioides pueda ser eficaz en el control del dolor.

La fentolamina es un derivado imidazdlico que presenta un
efecto antagonista competitivo, con una afinidad similar por
los dos subtipos de receptores adrenérgicos a1y a2, actuan-
do en el fenémeno doloroso “.

La metisergida, butanolamida del acido 1-metil-d-lisérgico,
es un antagonista no especifico de los receptores de la sero-
tonina, utilizado en diversos estudios con animales sobre la
modulacién serotoninérgica del dolor 5.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos del anta-
gonista adrenérgico fentolamina, del antagonista serotoninér-
gico metisergida y de la asociacion de los dos antagonistas,
por via subaracnoidea en ratones en la modulacién del dolor
inducido por el test de la formalina modificado.
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METODOS

Fueron utilizados 28 ratones Wistar machos, pesando entre
220 y 300 gramos, que fueron suministrados y mantenidos
en el criadero de experimentacion de la universidad, donde
quedaron tres animales por compartimiento, permaneciendo
por lo menos durante 15 dias antes del inicio del experimento,
con vistas a una adecuada adaptacion. Fueron tratados con
pienso comercial balanceado y agua ad libitum, ciclo claro os-
curo de 12 horas y una temperatura ambiente de 22°C + 3°C
(19°C a 25°C).

Para la administracion de los farmacos en el espacio suba-
racnoideo, los animales fueron anestesiados con el halotano, a
una concentracion de 3,0%, en fraccion inspirada de oxigeno
de 1,0, administrado por vaporizador calibrado y mantenido por
el tiempo necesario para que el animal presentase pérdida de
los reflejos posturales e incapacidad de desplazarse dentro del
cubiculo. En ese momento, el animal fue retirado del cubiculo y
colocado con la cabeza en una mascara del tipo cono, por don-
de recibia la misma concentracion de halotano y de oxigeno.

Después de la tricotomia, se procedié a una incision trans-
versal en la linea media del espacio intervertebral por encima
de la pendltima vértebra lumbar. Por la incision, fue realizada
una puncion con la aguja Tuohy 22G hasta llegar al espa-
cio subaracnoideo identificado por el movimiento reflejo de la
cola o de las patas posteriores. Después de la identificacion
del espacio subaracnoideo, se introdujo un catéter de teflon
PE-10 por la aguja para la administracion de los farmacos.
Antes de la sutura de la piel, el catéter se fijo en la musculatu-
ra para que, al final del procedimiento, y después del sacrificio
de los animales, fuese confirmada su ubicacién en el interior
del espacio subaracnoideo.

Los animales se dividieron en cuatro grupos de siete rato-
nes cada uno. Los animales del grupo control (GC) recibieron
10 pL de soluciéon de cloruro de sodio al 0,9% (solucién sali-
na) por el catéter; los del grupo fentolamina (GF) recibieron
82 nmol de fentolamina diluidos en 10 pL de solucion salina; los
del grupo metisergida (GM) recibieron 64 nmol de metisergida
en 10 pL de solucion salina; y, por ultimo, los del grupo fento-
lamina asociada a la metisergida (GFM), recibieron 82 nmol de
fentolamina asociada a 64 nmol de metisergida en 10 pL de
solucién salina. El volumen y las dosis fueron definidos a partir
de los estudios previos 46. Todos los farmacos se obtuvieron
en el laboratorio Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO (USA).

La induccion del dolor fue realizada con la inyeccion de
50 pL de solucion de formalina al 2%, en la regién dorsal de
la pata posterior derecha, 25 minutos después de la inyeccion
de los farmacos en el espacio subaracnoideo.

Las elevaciones de la pata no relacionadas con la marcha
fueron registradas en el periodo de 60 minutos, anotandose el
numero parcial de elevaciones a cada cinco minutos.

El test fue dividido en tres fases: fase |, fase intermedia y
fase Il. En la fase I, se anot6 el numero de elevaciones en los
primeros cinco minutos; en la fase intermedia, fue anotado el
numero de elevaciones de la pata del sexto al vigésimo mi-
nuto; y en la fase Il, se anoté el nimero de elevaciones de la
pata del vigésimo primero al sexagésimo minuto.
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El andlisis estadistico de los resultados se hizo utilizando
la versién 13.0 del programa SPSS (Statistical Package for
Social Sciences), adoptando el nivel de significancia de un
5% (0,05). Para identificar las diferencias en cada grupo, se
aplico el Test de los Puestos Sehalizados de Wilcoxon. Para
identificar las diferencias entre los cuatro grupos, fue aplicado
el Test de Kruskal-Wallis y cuando se verificd la diferencia
entre los grupos, se us6 el Test de Mann-Whitney, para iden-
tificar cudles grupos se diferenciaban entre si.

RESULTADOS

En todos los grupos se pudo observar el comportamiento bi-
fasico, con una fase intermedia significativamente diferente a
las fases | y Il (Figura 1). En la fase I, no fueron observadas
diferencias significativas en el nimero de elevaciones de la
pata entre los cuatro grupos (Figura 2).
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Figura 1. Promedios del Ntimero de Elevaciones de la Pata, durante to-
das las Etapas del Test de Formalina Modificado y en todos los Grupos.
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Figura 2. Promedios y Desviacion Estandar del Numero de Elevacio-
nes de la Pata, en los Grupos durante las Etapas del Test de Formalina
Modificado.

Sin diferencia estadistica significativa entre los grupos.
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En la fase intermedia, el nimero de elevaciones de la
pata fue significativamente mayor en los grupos GF, GM y
GFM cuando se les compar6 con el grupo GC, sin embar-
g0, no hubo diferencia cuando se comparo entre si con los
grupos GF, GM y GFM (Figura 3), aunque el nimero de
elevaciones de la pata haya sido mayor en el grupo GFM,
en que los antagonistas serotoninérgico y noradrenérgico
fueron asociados, que en los grupos GF y GM, en que fue-
ron usados aisladamente. El grupo GM presenté un nime-
ro menor de elevaciones de la pata que los grupos GF y
GFM, pero esa diferencia tampoco fue estadisticamente
significativa.

En la fase I, no se observaron diferencias significantes
cuando hubo comparacion de los grupos GF, GM y GFM con
el grupo GC, sin embargo, cuando se le comparé con los gru-
pos GF y GFM, el grupo GM obtuvo una reduccién del nu-
mero de elevaciones de la pata estadisticamente significativo
(Figura 4).
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Figura 3. Promedios y Desviacion Estandar del Numero de Elevacio-
nes de la Pata, en los Grupos durante la Etapa Intermedia del Test de
Formalina Modificado.

*Diferencia estadistica significativa entre los grupos GC x GFM (p = 0.025);
GC x GF (p =0.025); y GC x GM (p = 0.047).
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Figura 4. Promedios y Desviacién Estandar del Numero de Eleva-
ciones de la Pata, en los Grupos durante la Etapa Il del Test de For-
malina Modificado.

* Diferencia estadistica significativa entre los grupos GM x GFM (p = 0.013) y
GM x GF (p = 0.035).
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DISCUSION

El test de la formalina es un antiguo modelo experimental de
dolor en animales que consiste en inyectar una solucién dilui-
da de formalina en un concentrado entre 0,5y 5,0%, en la re-
gion dorsal de la pata trasera de los ratones, generando una
respuesta nociceptiva bifasica, consistente en una primera
fase, en los primeros cinco minutos después de la inyeccion
y en una segunda fase, que se inicia después del vigésimo
minuto y se extiende por 40 a 60 minutos. La primera fase se
interpreta como proveniente de la activacion directa de los no-
ciceptores periféricos, mientras que la segunda se interpreta
como siendo el resultado de la respuesta inflamatoria aguda
y de la sensibilizacién central. El periodo entre las dos fases
de la respuesta nociceptiva se identifica como fase de inacti-
vidad, siendo atribuido a ese periodo un mecanismo antino-
ciceptivo central 7-9. Un estudio de revision sobre el test de la
formalina concluy6 que ese test presenta ventajas relevantes
en comparacion con otros test utilizados, y se le considera
como el modelo estandar para el estudio de la nocicepcion
animal 9. En comparacion con otros agentes inductores de
dolor, la formalina produce una respuesta espontdanea mas
consistente, ofreciendo el beneficio de la respuesta bifasica
con gran potencial para el estudio del dolor agudo .

El nimero de elevaciones de la pata fue utilizado para la
calificacion del comportamiento doloroso inducido por la for-
malina por presentar una correlacion importante con el test de
la formalina clésico y con las alteraciones cardiovasculares
en respuesta al dolor causada por la inyeccion de la formalina
en la pata. Nos ofrece una correlacion confiable del comporta-
miento doloroso en animales conscientes y no sometidos a la
restriccion fisica '-17. No son muchos los datos presentes en
la literatura sobre el papel de los receptores serotoninérgicos
o noradrenérgicos del SNC en la mediacion de la respuesta al
dolor causada por la formalina.

Se utilizan varias dosis de fentolamina y de metisergida
por via subaracnoidea en ratones, siendo utilizadas en este
estudio dosis ya descritas y habitualmente utilizadas por otros
autores 41819,

El pentobarbital, el diazepam y el alcohol, inhibieron la re-
duccidn de la nocicepcion existente en la fase intermedia del
test de formalina, lo que presupone la involucracion de recep-
tores GABA, °. Por otra parte, un estudio electrofisioldgico en
ratones anestesiados con tiopental sodico y sometidos a la
seccidon medular mostré un comportamiento bifasico eviden-
te, sugiriéndonos que el control del dolor provocado por la
formalina no depende del mecanismo gabaérgico 2°.

En el estudio actual, encontramos un aumento en el nu-
mero de las elevaciones de la pata durante la fase intermedia
en los grupos GF, GM y GFM, lo que revela la involucracion
de las vias serotoninérgicas y noradrenérgicas en el sistema
inhibitorio descendiente del dolor. A tono con los resultados
obtenidos en este estudio, la involucracion de la serotonina
(5-HT) en la modulacién descendiente del dolor, también
quedo demostrado por la inhibicién de su sintesis por p-chlo-
rophenylalanina, la lesién electrolitica del ndcleo magno de
la rafe y el uso de 5,6-dihydroxytryptamina, una neurotoxina
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serotoninérgica 2'. Otro estudio mostré una reduccién de la
respuesta nociceptiva a la formalina en todas las fases con el
uso del agonista serotoninérgico a.-metil-5-HT 22.

Esperabamos encontrar un efecto aditivo o potenciador
sobre el numero de elevaciones de la pata, con la utilizacion
de la asociacién de los antagonistas serotoninérgico y nora-
drenérgico. Se registré un mayor nimero de elevaciones en
el grupo GFM, pero sin significancia estadistica en compa-
racion con los grupos GF y GM, con ese Ultimo presentan-
do un numero menor de elevaciones de la pata, también sin
significancia estadistica. Esos datos sugieren que la dosis de
fentolamina utilizada fue suficientemente elevada para inhibir
casi por completo el sistema descendiente adrenérgico y que
la dosis de metisergida no fue tan elevada a punto de inhi-
bir integralmente la via descendiente serotoninérgica, pero la
asociacion de los dos farmacos parece haber sido suficiente
para la inhibicidn de la actividad inhibitoria descendiente sero-
toninérgica y noradrenérgica. El uso de dosis logaritmicamen-
te menores podria evidenciar con mas propiedad ese efecto
de los antagonistas serotoninérgico y noradrenérgico, fento-
lamina y metisergida, como también su asociacion en la inhi-
bicién de la actividad inhibitoria descendiente serotoninérgica
y noradrenérgica, pues con los datos de esta investigacion
podemos detectar que, a pesar de haber sido usadas dosis
ya evaluadas por otros autores 41819, ellas pueden haber sido
elevadas para la elucidacién de aspectos controvertidos de
la actividad inhibitoria descendiente serotoninérgica y nora-
drenérgica.

Pero un estudio realizado en varios modelos de dolor en-
contré un efecto antinociceptivo de la metisergida en la se-
gunda fase del test de la formalina, y sugiere que se debe a
la liberacion reducida de glutamato y de la sustancia P de las
neuronas primarias aferentes en la médula espinal, causada
por el bloqueo de los receptores 5-HT2 anteriormente a la
inflamacion periférica 23. Por otra parte, el papel inhibitorio de
las vias noradrenérgicas quedd demostrado en el modelo de
retirada de la cola, donde la fentolamina y la ioimbina favore-
cieron el aumento de la corriente eléctrica de estimulacion del
nucleo recticulo lateral, para la activacion del sistema descen-
diente inhibitorio 24,

Otro estudio encontr6 una reduccion de la respuesta noci-
ceptiva del test de la formalina con ioimbina, un antagonista
adrenérgico relativamente selectivo para los receptores X2 y
serotoninérgicos 5-HT1A, lo que nos permite deducir una in-
volucracion directa de los receptores K1 en la modulacion de
la nocicepcién de la fase Il del test de la formalina, ya que
esta ocurrié con la fentolamina, un antagonista inespecifico
de los receptores a1y a2 25,

En este estudio, durante la fase Il, relativa al test de for-
malina modificado, se registré una diferencia significativa de
la respuesta nociceptiva cuando se compararon los grupos
fentolamina y fentolamina asociada a la metisergida con el
grupo metisergida, lo que puede ser explicado por el efecto
antagonista de la fentolamina en los receptores o2, generan-
do un efecto a1.

Los resultados obtenidos demostraron un aumento de la
respuesta algica con el uso de los antagonistas noradrenérgi-
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co y serotoninérgico por via subaracnoidea en ratones, sugiri-
éndonos la existencia de un efecto noradrenérgico y serotoni-
nérgico en el sistema inhibitorio descendiente del dolor agudo
y permitiéndonos demostrar la importancia de investigar en
este y en otros modelos de dolor, a los agonistas que pue-
dan presentar un efecto analgésico, posibilitando asi, su uso
en el control del dolor agudo. Sin embargo, algunos estudios
realizados por otro investigador de la institucion que estan
en marcha actualmente, y que adoptan otros modelos experi-
mentales del dolor, deberan confirmar esos descubrimientos.
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