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RESUMEN

El tolueno es un miembro representativo de los disolventes inhalables, que son
sustancias volatiles a temperatura ambiente que cuando son inhaladas producen un
estado alterado de la conciencia, ocasionando efectos depresores sobre el sistema
nervioso central (SNC). Se sabe que el tolueno afecta la funcién de los receptores
purinérgicos P2X23 'y P2Xs potenciandolos o inhibiéndolos y que estos receptores
estan asociados en la percepciéon del dolor. Existe evidencia que indica que la
exposicion a tolueno puede producir un aumento en la nocicepcion a través de
sistemas de neurotransmisores como el serotoninérgico; sin embargo, se
desconoce si otros sistemas de neurotransmisores estan involucrados en el efecto
pronociceptivo del tolueno. Ademas, cuando existe un estimulo persistente se
puede producir un error en el procesamiento nociceptivo, llevando a estados de
hiperalgesia y alodinia. Objetivo general: Evaluar la participacion de los receptores
purinérgicos P2X23 y P2X3 en el efecto de la exposicion a tolueno sobre la
nocicepcion, la hiperalgesia y la alodinia. Materiales y métodos: Los experimentos
se realizaron en ratas Wistar hembra, que fueron expuestas a tolueno (6000 ppm) o
a aire de manera aguda o crénica y algunas fueron tratadas con antagonistas de los
receptores P2Xz3 y P2X3 (A-317491 y RO-3). Los animales se sometieron a la
prueba de la formalina para posteriormente hacer la evaluacion de hiperalgesia y
alodinia con filamentos de Von frey. Se utilizé el analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido de una prueba de comparacion mdltiple. Resultados: La
exposicién aguda a tolueno aumento la nocicepcion inflamatoria aguda inducida por
formalina, ademas, se produjo desarrollo de hiperalgesia y alodinia en las ratas. La
exposicién crénica a tolueno produjo una aparente tolerancia farmacoldgica; sin
embargo, continda el desarrollo de nocicepcién, alodinia e hiperalgesia inducida por
formalina. Tras el pretratamiento con RO-3 y A-317491, los datos sugieren que los
receptores periféricos P2Xzs y P2Xs participan en el desarrollo del efecto

pronociceptivo del tolueno dependiente de la dosis.

Palabras clave: receptores P2Xz3 y P2Xs, alodinia, hiperalgesia, tolueno A-
317491 y RO-3.
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ABSTRACT

Toluene is a representative member of inhalant solvents, which are volatile
substances at room temperature that when are inhaled produce an altered state of
consciousness, causing depressant effects on the central nervous system (CNS).
Toluene is known to affect the function of the purinergic receptors P2X2z and P2Xs
by enhancing or inhibiting them and these receptors are associated with the
perception of pain. There is evidence indicating that exposure to toluene can cause
an increase in nociception through neurotransmitter systems such as serotonergic
system; however, it is unknown whether other neurotransmitter systems are
involved in the pronociceptive effect of toluene. In addition, when there is a
persistent stimulus, an error in nociceptive processing can occur, leading to states
of hyperalgesia and allodynia. General objective: To evaluate the participation of
the purinergic receptors P2Xz3 and P2Xs in the effect of toluene exposure on
nociception, hyperalgesia and allodynia. Materials and methods: Experiments were
carried out in female Wistar rats, which were acutely or chronically exposed to
toluene (6000 ppm) or air and some were treated with P2Xz3 and P2X3 receptor
antagonists (A-317491 and RO-3). Animals were subjected to the formalin test to
subsequently evaluate hyperalgesia and allodynia with Von frey filaments. One-
way analysis of variance (ANOVA) was used followed by a multiple comparison
test. Results: Acute toluene exposure increased formalin-induced acute
inflammatory nociception, in addition, there was a development of hyperalgesia
and allodynia in rats. Chronic toluene exposure produced an apparent tolerance;
however, the development of formalin-induced nociception, allodynia, and
hyperalgesia continued. After pretreatment with RO-3 and A-317491, data suggest
that peripheral receptors P2X2z3 and P2X3 participate in the development of dose-

dependent pronociceptive effect of toluene.

Key words: P2X23 and P2Xs receptors, allodynia, hyperalgesia, toluene. A-317491.
RO-3.
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INTRODUCCION

l. Inhalables
1.1. Definicion y clasificacion

Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente, que se
administran por la via de la inhalacion con el fin de alterar el estado de conciencia
y el estado de &nimo y asi alcanzar estados placenteros (Cruz et al., 2003). De
acuerdo a la definicibn de inhalables, la cual abarca una gama amplia de
sustancias quimicas encontradas en cientos de productos diferentes que pueden
tener diversos efectos farmacol6gicos, se han propuesto cuatro categorias
generales para clasificar a los inhalables: aerosoles, gases, nitritos y disolventes
volatiles, basandose en la forma en la que estos se encuentran en los productos
domésticos, industriales y médicos (NIDA, 2010).

1. Aerosoles: Son rociadores que contienen propulsores y disolventes.
Estos incluyen a las pinturas pulverizadas, atomizadores para desodorantes y
fijadores de pelo, rociadores de aceite vegetal para cocinar y rociadores para
proteger telas o tejidos (NIDA, 2010).

2. Gases: Incluyen a los anestésicos de uso médico como el éter, el
cloroformo, el halotano y el 6xido nitroso, siendo este ultimo gas el que mas se
consume en situacién de abuso. También dentro de esta categoria se incluyen a
los gases que se utilizan en productos domeésticos o comerciales, como los
encendedores de butano, los tanques de gas propano Yy los refrigerantes (NIDA,
2010).

3. Nitritos: Se consideran una clase especial de inhalables, ya que a
diferencia de la mayoria de los demas inhalables que actian directamente sobre el
sistema nervioso central (SNC), la accion principal de los nitritos es dilatar los
vasos sanguineos y relajar los musculos. Asimismo, mientras que los demas
inhalables se utilizan para alterar el estado de animo, los nitritos se usan
principalmente para intensificar el placer sexual por producir vasodilatacion en los

organos sexuales (NIDA, 2010).
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4. Disolventes volatiles: Son liquidos con presiones de vapor altas y
altamente lipofilicos. Los disolventes volatiles se encuentran dentro de un grupo
numeroso de componentes usados en la industria y en productos domésticos
(Cruz et al., 2009). Los disolventes volatiles estan presentes en una variedad de
productos econdémicos que se pueden obtener facilmente y que son de uso
comun. Esta categoria incluye a los removedores de pinturas, liquidos para lavado
en seco, desengrasantes, gasolinas, pegamentos, liquidos correctores vy
marcadores con punta de fieltro. Su posesion es legal, son baratos y la inhalacion
de sus vapores no se considera una conducta de alto riesgo en comparacion con
otras drogas, lo que los convierte en drogas de abuso de facil acceso (Cruz et al.,
2003). Cabe destacar que en la mayoria de los casos, los productos comerciales
gue son sujetos de inhalacion son mezclas complejas de disolventes que
contienen tolueno en mayor porcentaje, pero que también pueden poseer otros
disolventes de abuso como, el xileno y el benceno (Arlien-Soborg, 1992).

1.2. Epidemiologia de los inhalables

El consumo y abuso de drogas en los ultimos afios se ha ubicado en el
contexto mundial como uno de los problemas de salud publica de mayor
relevancia, debido a las consecuencias sanitarias y sociales que experimentan
qguienes las consumen. De acuerdo al reporte mundial de drogas del 2019, cerca
de 271 millones de personas en el mundo usaron drogas en el ultimo afio, que
representa 5.5% de la poblacion de 15 a 64 afos, y 31 millones presentaron algun
trastorno relacionado con el uso de sustancias, cifra que equivale a 11% de los
usuarios de drogas (ONUDC, 2019). En México, entre 2011 y 2016 se registré un
incremento de 47% entre las personas de 12 a 65 afios de edad que consumieron
drogas ilegales al menos una vez en su vida, pasando de 5.7 millones a 8.4
millones, donde la tendencia de consumo coloca en los primeros lugares al
cannabis, la cocaina y los inhalables. El consumo de los inhalables como drogas
de abuso se encuentra en el tercer lugar en la poblacion de 12 a 65 afios, y en los
adolescentes representa el segundo lugar entre las sustancias mas consumidas
(ENCODAT, 2016-2017).
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Ahora se acepta ampliamente que los disolventes voléatiles son una clase
distinta de drogas de abuso, y que el uso crénico de disolventes puede llevar a un
trastorno por abuso de sustancias (abuso o dependencia), segun lo define el DSM-
V (Manual diagnostico y estadistico de los trastornos mentales, 2016). En un
estudio acerca de usuarios frecuentes de disolventes, el 35% de los sujetos
cumplié con los criterios de abuso de sustancias, mientras que el 28% cumplié con
los criterios de dependencia. Ademas, el 10.5% de los usuarios mostro tolerancia
al efecto de los disolventes, y el 11% mostrd signos de abstinencia al cesar el uso
del disolvente (Ridenour et al., 2007).

Los estudios epidemioldgicos sugieren que los adolescentes y los adultos
jovenes que abusan de los inhalables muestran efectos toxicos significativos,
agudos y cronicos, incluidos sintomas depresivos, ansiedad, impulsividad y

comportamiento antisocial (Lubman y Ytcel, 2008; Perron y Howard, 2009).
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1.3. GENERALIDADES
1.3.1 Tolueno
1.3.1.1. Propiedades fisicoquimicas

El tolueno, también conocido como toluol, fenilmetano, metilbenceno o
monometil benceno, es un liquido incoloro de olor picante a temperatura ambiente,
con alta afinidad por los lipidos (tabla 1). Es un buen disolvente (una sustancia que
puede disolver a otras sustancias). Ademas, esta sustancia reacciona fuertemente
con una gran cantidad de compuestos quimicos, particularmente con aquellos que
se componen de nitrégeno y con algunos plasticos (figura 1). El tolueno también
se encuentra en forma natural en el petréleo crudo y en el arbol told. Es producido
en el proceso de manufactura de la gasolina y de otros combustibles a partir del
petroleo crudo y en la manufactura de coque a partir de carbon (ATSDR, 2015).

TOLUENO

CH,

Figura 1. Estructura quimica del tolueno, que consiste en un anillo aromatico con un
grupo metilo.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del tolueno (tomado y modificado de ATSDR,
2015).

Propiedades Informacién
Peso molecular 92.14 g/mol
Color Incoloro
Estado fisico Liquido
Punto de fusion -95°C

Punto de ebullicion 110.6°C
Densidad 0.8669 g/ml
1.3.1.2. Usos

El tolueno existe de forma natural en el petrdleo crudo y en el arbol told. Se
produce en el proceso de fabricacion de gasolina y otros combustibles del petréleo
crudo (ATSDR, 2011). Este disolvente se usa también en la produccion de un gran
nuamero de quimicos industriales (benceno, disocianato de tolueno, fenol,
derivados bencilicos y benzoilicos, acido benzoico, nitrotolueno, vinil tolueno y
sacarina) y es un subproducto de la produccién de estireno y en las operaciones
de la quema de coque (combustible derivado del carbon). También, su demanda
es cada vez mayor para la produccion de pinturas, adhesivos, cosméticos,
perfumes y anticongelantes (EPA, 1994).
1.3.1.3. Tipos de exposicién

La exposicidn al tolueno se divide en dos clases: ocupacional y de abuso.
La exposicién ocupacional, como su nombre lo indica, se produce en aquellas
personas que se dedican a la elaboracion o manejo de productos que contengan
este disolvente, teniendo una exposicion de 10-200 ppm. Sin embargo, la Norma
Oficial Mexicana-010 de la Secretaria del Trabajo y Prevencidén Social sugiere una
exposicion de 20-50 ppm en una jornada de 8 horas. Por otro lado, en la

exposicién con fines de abuso de este disolvente, la cantidad es muy variable, ya
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gue depende de cuantas veces al dia lo inhalen y en qué proporcion, esto varia
desde las 500-30,000 ppm (ATSDR, 2015; Villatoro et al., 2011).

Los niveles de exposicion durante los episodios de abuso son mucho mas
altos que las concentraciones presentadas durante las exposiciones ocasionales u
ocupacionales. Los adictos a inhalables pueden exponerse por unos minutos a
varios miles de partes por millon (2000-30,000 ppm) de disolventes volatiles
(Marjot y McLeod, 1989). El abuso tipico implica de 15 a 20 inhalaciones de
concentraciones muy altas de disolventes volatiles, lo cual ocurre en periodos muy
cortos de tiempo (10-15 minutos) (Villatoro et al, 2011; Bowen et al., 2007).

Los disolventes volétiles ingresan al organismo por la nariz o por la boca de
diversas maneras (NIDA, 2010):

1. Aspirando o inhalando los vapores directamente de los recipientes.

2. Rociando los aerosoles directamente en la nariz o la boca.

3. Aspirando o inhalando los vapores de sustancias que han sido rociadas o
depositadas dentro de una bolsa de plastico o papel.

4. Colocando en la bolsa un trapo que ha sido impregnado con un inhalable, lo
cual en México es comunmente conocido como “mona”.

1.3.1.4. Farmacocinética

El tolueno se absorbe en nuestro cuerpo cuando inhalamos sus vapores,
ingerimos alimentos o bebemos agua contaminada, cuando se trabaja con
sustancias que lo contienen, o bien cuando se usan productos cosmeéticos que
contienen este disolvente, ya que es capaz de atravesar la piel y llegar hasta el
torrente sanguineo. Cuando esto ocurre, el tolueno se distribuye por todo el
organismo, principalmente en el cerebro, el higado y los pulmones (ATSDR,
2015).

Segun algunos estudios, se sugiere que el tolueno tiende a acumularse mas
en el cerebro que en el higado cuando la exposicion es por via de la inhalacion,
mientras que tras una exposicion via oral, el higado contiene la mayor
concentracion de tolueno (ATSDR, 2015).

Los hidrocarburos arométicos, como el tolueno, tienden a ser metabolizados

por via hepatica mediante la conversion a acido benzoico por el citocromo P450 y
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dos enzimas: alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa. El acido
benzoico se conjuga entonces con glicina para formar acido hipurico (80%) o con
acido glucorénico para formar benzoilglucurénido (20%), ambos son solubles en
agua y son facilmente eliminados a través de los rifiones a las 12 horas
posteriores a la exposicion. El acido hipuarico presente tanto en la sangre como en
la orina se utiliza como marcador biolégico de la exposicién a tolueno (Dinwinddie,
1994; Filley et al., 2004; Hannigan y Bowen, 2010).

Estudios realizados tanto en animales como en humanos han demostrado
qgue la mayoria del tolueno presente en el organismo se elimina a través de la
orina, principalmente como metabolitos (L6f et al., 1990; 1993; Turkall et al., 1991;
Tardif et al., 1992; 1998). Una cantidad menor, pero significativa, de tolueno
inhalado se elimina en el aire exhalado (Pellizzari et al., 1992; Monster et al.,
1993). Turkall et al. (1991) estimaron que aproximadamente el 22% de una dosis
oral Unica de tolueno, en ratas, se elimina al exhalar y que el resto se elimina
principalmente a través de la orina.
1.3.1.5. Abuso de inhalables

El abuso de inhalables es un problema importante de salud en México y
hasta ahora sigue siendo el grupo de drogas menos estudiado, no solo por las
edades tan tempranas a las cuales se inicia su consumo, sino también por el
aumento en su uso; en los ultimos afos (figura 2) (Villatoro, 2011). Entre el 2008 y
el 2012, se ha reportado un aumento en el uso de inhalables de un 4.2% a un
7.5% en el estado de Michoacan. Hasta hace pocos afios en México, el abuso de
inhalables se limitaba a un grupo minoritario, los joévenes de un nivel
socioeconémico bajo, pero se ha extendido y ahora se observa en todos los
sectores, convirtiéndose asi en una droga de eleccién sobre todo en la comunidad
estudiantil (Villatoro, 2011).
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Figura 2. Encuesta Nacional sobre el porcentaje de jovenes de 12 a 17 afios que
consumen drogas (Villatoro, 2011).

1.3.1.6. Efectos del uso de inhalables

La mayoria de los inhalables producen una euforia rapida que se parece a
la intoxicacién alcohdlica, seguida por somnolencia y aturdimiento, pudiendo llegar
a un estado de inconciencia. Los inhalables producen efectos neurotéxicos, los
cuales reflejan dafios al control cognitivo, motriz, visual y auditivo. Asimismo, los
inhalables son muy toxicos para diversos Organos, como corazon, pulmones,
higado y rifiones. Aunque algunos de los dafios producidos pueden ser
parcialmente reversibles cuando cesa el abuso de los inhalables, muchos de los
dafos son irreversibles (NIDA, 2010).
1.3.1.7. Mecanismo de accion

A pesar de la incidencia de abuso, el mecanismo de accion de los
inhalables no se conoce del todo. Los efectos depresores del sistema nervioso
central (SNC) producidos por el etanol, agentes anestésicos volatiles y los

inhalables sugirieron la posibilidad de que estos compuestos tuvieran un
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mecanismo de accion similar. En trabajos previos se ha encontrado que los
canales iénicos activados por neurotransmisores pueden ser sitios primarios de
accion de los alcoholes y los agentes anestésicos volatiles (Beckstead et al.,
2000).

Se sabe que el tolueno actia sobre diferentes blancos moleculares con
afinidad y eficacia diferente. El tolueno, al igual que el etanol, es un depresor del
SNC debido a su capacidad de bloguear el sistema glutamatérgico excitatorio, al
actuar como un antagonista no competitivo del receptor a N-metil D-aspartato
(NMDA). Con base en su estructura molecular, se han identificado muchos
subtipos del receptor NMDA, entre los cuales, aquellos canales formados por las
subunidades NR1 y NR2B son las mas sensibles a los efectos inhibitorios del
tolueno (Cruz et al., 1998).

Otro efecto relevante del tolueno, el tricloroetileno y el 1,1,1-tricloroetano
(TCE) es que aumentan la funcién de dos receptores inhibitorios ligados a un
canal ionico: los receptores GABAa Y glicina. Beckstead et al. (2000) demostraron
gue el tolueno, el TCE vy el tricloroetileno aumentan significativa y reversiblemente
la corriente idnica a través de los receptores GABAa expresados en ovocitos de
Xenopus laevis. Por su parte, Lopreato et al. (2003) reportaron que el tolueno,
TCE vy tricloroetileno incrementan la corriente ionica activada por la serotonina a
traves del receptor 5-HTs. Otros receptores inhibidos por el tolueno son el receptor
nicotinico formado por las subunidades asB2 y aquellos formados por las
subunidades av. Este efecto se observa también con el percloroetileno (Bale et al.,
2002; 2005).

La accion de los disolventes de abuso sobre los canales idnicos
dependientes de voltaje también ha sido materia de investigacion. De acuerdo con
Tillar et al. (2002) el tolueno inhibe los canales de calcio sensibles a voltaje
expresados en células de feocromocitoma de un modo reversible y dependiente
de la dosis. Estos efectos ocurren a concentraciones micromolares que no
comprometen la integridad de la membrana celular y que son relevantes para el
abuso de disolventes. Se ha reportado también que el tolueno inhibe los canales

de sodio cardiacos (Nay 1.5) con una concentracion inhibitoria 50 (Clsg) de
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aproximadamente 300 uM en ovocitos de Xenopus (Cruz et al., 2003) y que estos
efectos podrian ser responsables, en parte, de la accion arritmogénica del tolueno
(Bass, 1970; Taylor y Harris, 1970; Shepherd, 1989; Wilcosky y Simonsen, 1991,
Einav et al., 1997). Ademas, el tolueno estimula directamente a las neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral, segin se ha observado en registros
realizados en cortes histolégicos del cerebro (Riegel et al., 2007). También puede
estimular células no dopaminérgicas in vitro (Riegel et al., 2007), pero no in vivo
(Riegel y French, 1999), lo que sugiere que podria estar involucrado un efecto
depresor adicional al aumento de la inhibicion gabaérgica (Riegel et al.,
2004;2007).

Los resultados hasta el momento indican que tanto los canales ionicos
activados por voltaje como los activados por ligandos son sensibles a las
concentraciones de tolueno asociadas con la inhalacion voluntaria de estas
sustancias. Ademas, se observa que el tolueno y otros disolventes relacionados
poseen un grado de selectividad sorprendente dada su estructura quimica
bastante simple. Estos hallazgos sugieren que existen diferentes sitios de accion
para el tolueno en las subunidades de los canales individuales y aluden a que las
diferencias regionales y anatomicas en la expresion de las subunidades son
determinantes importantes de la accion del disolvente (Cruz et al., 2009).

En trabajos previos se ha encontrado que el tolueno afecta la funcion de los
receptores purinérgicos P2X, cuya accién varia segun la composicion de la
subunidades del receptor (Woodward et al., 2004).

1.4. Receptores purinérgicos

Los receptores purinérgicos, también conocidos como purinoceptores, son
una familia de receptores de membrana plasmatica que se encuentran en casi
todos los tejidos de los mamiferos (North, 2002). Los receptores P2 se han
dividido en cinco subclases: P2X, P2Y, P2Z, P2U y P2T. Para distinguir ain mas
a los receptores P2 (figura 3), las subclases se han dividido en familias de
receptores metabotrépicos (P2Y, P2U y P2T) e ionotrépicos (P2X y P2Z) (North,
2002).
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Los receptores P2X estdn ampliamente distribuidos a través del sistema
nervioso central y periférico, asi como también en los endotelios y epitelios, en la

musculatura vascular, en leucocitos y plaguetas, mastocitos y macréfagos.
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Figura 3. Estructura de los receptores purinérgicos P2X y P2Y (Modificado de
Burnstock, 2012).

Los receptores P2X (P2X:-P2X7) conforman poros o canales catidnicos
(principalmente canales de calcio, que se activan (abren) en presencia de ATP
extracelular. Ni el ADP, ni la adenosina, ni los nucledtidos de uridina activan a

estos receptores (North, 2002).
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Ademas de su conocido papel en la bioenergética, el ATP sirve como
neurotransmisor, tanto en el sistema nervioso central como el periférico. Cuando
se libera de las terminaciones presinapticas, el ATP activa a los receptores
ionotropicos de la familia P2X, asi como a los receptores metabotropicos P2Y.
Dentro del campo de la sefializacion purinérgica, estos receptores se han
implicado en el aprendizaje y la memoria, el comportamiento locomotor, la
alimentacién y el suefio. También estan involucrados en varias funciones
celulares, incluida la proliferaciony migracion de células madre neurales
(Burnstock, 2013).

Los receptores P2X se encuentran tanto en neuronas pre y postsinapticas
como en células de la glia. Los receptores sinapticos P2X responden rapidamente
(en milisegundos) al ATP liberado de las terminales nerviosas, facilitando la
entrada de Ca?* a la neurona. Esto se ha asociado funcionalmente a la percepcion
del dolor y otras sensaciones (figura 4) (Lazarowski y Schwarzbaum, 2009).

Un estudio previo en células embrionarias de rinidn humano 293, también
conocidas como HEK 293 o HEK-293, muestra que el tolueno produce efectos
sobre los receptores P2X que varian segun la composicion de las subunidades del
receptor. El tolueno potencia las respuestas a ATP en los receptores homomeéricos
P2X2, P2X4 y heteroméricos P2X,/3 y P2Xals. Por el contrario, el tolueno inhibe a
los receptores P2X3 (Woodward et al., 2004).

1.5. Receptores P2X y dolor

Existe evidencia considerable de que los receptores P2Xsz estan
involucrados en el dolor neuropético (Kim et al., 2008; Wirkner et al., 2007). La
activacion de los receptores P2X3 homoméricos contribuye a la nocicepcion aguda
y al dolor inflamatorio agudo (McGaraughty y Jarvis, 2006; Burnstock, 2006),
mientras que la activacion de los receptores heteroméricos P2X,/3 participan en la
nocicepcion crénica y el dolor inflamatorio crénico (Barclay et al., 2002).

Curiosamente, los receptores supraespinales P2Xsz y P2X2/3 pueden jugar
un papel inhibidor en la transmisién del dolor (Fukui et al., 2006). Los estudios
funcionales con antagonistas de los receptores han revelado un papel destacado

de los receptores P2Xsz en la regulacion del dolor en los estados de lesion
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nerviosa. Ademas, se demostré6 que la activacion de los receptores P2Xs3 en la
médula espinal provoca alodinia e hiperalgesia (Fukuhara et al., 2000).

Por lo tanto, los antagonistas selectivos de los receptores producen
acciones antinociceptivas en los paradigmas conductuales (McGaraughty et al.,
2003) y electrofisiolégicos (Sharp et al.,, 2006) en varios modelos de lesiones
nerviosas. La regulacibn a la baja de los receptores P2Xs utilizando
oligonucleétidos antisentido, revel6 un papel importante para estos receptores en
el dolor neuropatico (Honore et al., 2009). Un estudio reciente indica que los
receptores P2X3z median la hiperalgesia térmica en un modelo de rata de dolor
neuropatico trigémino (Shinoda et al., 2007). Una condicion particular en la que el
ATP puede contribuir de manera prominente al dolor neuropatico es en estados de
dolor mantenidos por el sistema nervioso simpatico. Normalmente, este sistema
no interactda directamente con los nervios sensoriales. Sin embargo, después de
una lesion nerviosa, puede producir una interaccion simpatica mediante la cual la

actividad simpética puede aumentar el dolor (Janig et al.1996).

A Subumdad P2X B P2XR funcional
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Figura 4. Receptor purinérgico ionotrépico. (A) Estructura general de una subunidad
de un receptor purinérgico ionotropico con los extremos N y C terminales orientados
hacia el citosol. (B) Estructura trimérica. Se han identificado 7 tipos de subunidades
gue oligomerizan en trimeros para formar un canal funcional que permite el paso de
cationes de Ca**, Na"y K*. (Torres et al., 1999; Guo, et al. 2007).
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1.6. Dolor

La “International Association for the Study of Pain” define el dolor como:
"Una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con, o similar a la
asociada con, dafio tisular real o potencial”. Esta definicion se amplia mediante la
adicion de seis notas clave y la etimologia de la palabra dolor para un contexto
mas valioso (IASP, 2020):

1.- El dolor es siempre una experiencia personal que esta influenciada en diversos

grados por factores biologicos, psicoldgicos y sociales.

2.- El dolor y la nocicepcién son fendmenos diferentes. El dolor no puede inferirse

Unicamente de la actividad en las neuronas sensoriales.

3.- A través de sus experiencias de vida, las personas aprenden el concepto de

dolor.

4.- El informe que dé una persona de una experiencia como dolor debe ser

respetado.

5.- Aunque el dolor generalmente cumple una funcién adaptativa, puede tener

efectos adversos sobre la funcion y el bienestar social y psicolégico.

6.- La descripcion verbal es solo una de varias conductas para expresar el dolor; la
incapacidad para comunicarse no niega la posibilidad de que un humano o un

animal no humano experimente dolor.

El dolor es una modalidad de sensaciones sométicas, como las del tacto, la
presion y la posicion. El dolor tiene una funcion protectora importante, ya que nos
avisa de una lesién que debe de ser evitada o tratada. Mas aun, la intensidad con
la que se siente el dolor se ve afectada por condiciones circunstanciales y el
mismo estimulo puede producir respuestas diferentes en distintos individuos en
condiciones similares. Aunque el dolor esta mediado por el sistema nervioso, es
importante, tanto desde el punto de vista clinico como experimental, establecer
una distincion entre aquél y los mecanismos nerviosos de la nocicepcion, es decir,

de la respuesta a una lesion tisular percibida o real (Kandel et al., 2013).
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1.6.1. Nocicepcion

El dolor, no es s6lo una percepcion nociceptiva (fisiolégica), sino que
constituye una experiencia subjetiva integrada por pensamientos, sensaciones y
conductas. Sin embargo, los factores afectivos y psicoldgicos involucrados en el
dolor no son medibles ni cuantificables en animales. Por lo tanto, en lo sucesivo
nos referiremos a la nocicepcion como medio para investigar el dolor.
La nocicepcion es el proceso neuronal mediante el cual se codifican y procesan
los estimulos potencialmente dafiinos contra los tejidos (Loeser et al., 2008). El
término "nocicepcion” fue acufiado por Charles Scott Sherrington para distinguir el
proceso fisiolégico (la actividad nerviosa) del dolor (una experiencia subjetiva)
(Burke, 2007). El término deriva del latin nocere 'dafiar y se refiere a los
mecanismos por los cuales se detectan los estimulos nocivos (figura 5). La
nocicepcion consiste en 4 procesos fisiologicos distintos: transduccion,
transmision, percepcién y modulacién (D’Amours y Ferrante, 1996).

La transduccion describe la conversion de estimulos nocivos en sefales
eléctricas por las terminales nerviosas periféricas. La transmision es la
propagacion de las sefales eléctricas a lo largo de las vias nociceptivas. La
percepcion es el proceso por el cual se integran los impulsos nociceptivos en la
corteza cerebral (con factores cognoscitivos y emocionales), para crear la
experiencia subjetiva de dolor. Ademas, desde de la médula espinal y en la misma
corteza, se liberan neurotransmisores que inhiben, amplifican o alteran la sefal
sensorial (por ejemplo, la liberacion de nuestros propios analgésicos, las
endorfinas). A este ultimo proceso se le conoce como modulacion (Ariniello et al.,
2002).

La nocicepcion es una actividad aferente (sensitiva) del sistema nervioso
central y periférico producida por la estimulacién de las terminaciones nerviosas
libres especializadas llamadas nociceptores o "receptores del dolor", que solo
responden a los cambios por encima del umbral del sistema, ya sean de
naturaleza quimica (la exposicién a sustancias en cualquier estado: solido, liquido,
gaseoso) o mecdanica (por ejemplo: pellizcar, triturar) o térmica (calor y frio)

(Portenoy et al.,, 1994). Las neuronas nociceptivas generan potenciales de
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accion en respuesta a estimulos intensos y la frecuencia de disparo determina la
intensidad del dolor (Momin y McNaughton, 2009).

Los estimulos nociceptivos de la piel o el tejido subcutdneo, como las
articulaciones o los musculos, activan varias clases de terminales de nociceptores,
gue son las terminales periféricas de neuronas aferentes primarias, cuyos cuerpos
celulares se encuentran en los ganglios de la raiz dorsal (GRD) y del trigémino
(GT) (Kandel et al., 2013).

1

Transduccion
" :

Transmision

\

Figura 5. Los procesos de la nocicepcion. EI componente sensorial del dolor se
denomina nocicepcion y consiste de 4 procesos fisiologicos distintos: transduccion,
transmision, modulacion y percepciéon (modificado de Ariniello et al., 2002).
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1.6.2. Nociceptores

El dolor se percibe gracias a la presencia de fibras nerviosas periféricas que
conectan con las vias nociceptivas del sistema nervioso central (SNC). Estas
neuronas contienen proteinas especializadas, generalmente canales ionicos, que
pueden detectar estimulos potencialmente nocivos, que pueden ser térmicos
(calor, frio), quimicos (sustancias corrosivas) y mecénicos (presion dafiina). Estas
neuronas se conocen comunmente como nociceptores, pueden ser de diversos
tipos y nos alertan para evitar estimulos externos como las heridas, el calor
excesivo, la congelacion o los golpes (Woolf y Ma, 2007).

Los nociceptores estan disefiados para activarse con estimulos intensos y
mantienen su activacion unicamente mientras esta presente dicho estimulo nocivo,
para protegernos del dafio (figura 6). Sin embargo, ciertos estados patologicos o
estimulos recurrentes o de larga duracion pueden sensibilizar a estas neuronas y
hacer que el dolor sea mas intenso y duradero. Esta condicion de dolor crénico
ubica a la sensacion dolorosa fuera de su papel protector y lo convierte en una
enfermedad (Costigan et al.,, 2009).Se distinguen tres clases principales de
nociceptores: térmicos, mecanicos y polimodales; asi como una clase denominada
nociceptores silentes. Los nociceptores térmicos se activan por temperaturas
extremas (>45°C o < 5°C). Estas formaciones tienen fibras Ad mielinicas y de
pequefio diametro que conducen las sefales a 5-30 m/s. Los nociceptores
mécanicos son activados por una presion intensa aplicada a la piel, también
tienen fibras A& mielinicas que conducen las sefiales a 5-30 m/s. Los
nociceptores polimodales se activan por estimulos meécanicos, quimicos o
térmicos. Estos nociceptores tienen fibras C amielinicas y de diametro pequefio
gue conducen las sefiales lentamente, por lo general a velocidades inferiores a 1
m/s. Las visceras tienen nociceptores silentes, normalmente no se activan por una
estimulacion nociva, si bien su umbral de activacién disminuye con la inflamacién y
diversas agresiones quimicas. Por lo tanto, la activacibn de los nociceptores
silentes puede contribuir al desarrollo de hiperalgesia secundaria y sensibilizacion
central, dos sindromes que se exponen mas adelante. Los nociceptores también

expresan un receptor purinérgico ionotropico, P2Xs, que se activa por el trifosfato
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de adenosina (ATP) liberado de las células periféricas o centrales después del
dafo tisular (Kandel et al., 2013).

Tipo de nociceptores Entradas de la médula espinal

Térmicos Mécanicos Poimodaies Sientes

) A8 fibers § C fiber

Altronco encefaicoy al

1ciomo

Figura 6. Los nociceptores y la sensacion del dolor. Las neuronas de proyeccion de la
lamina | reciben estimulos directos de fibras aferentes nociceptivas (Ad) mielinicas y
estimulos indirectos de fibras aferentes nociceptivas (C) amielinicas por la via de las
interneuronas del pedunculo de la ldmina Il (Modificado de Kandel et al., 2013).

1.6.3. Clasificacion del dolor

Aunque existen numerosos criterios de clasificacion del dolor, los mas
utilizados se basan en el mecanismo neurofisioldgico, en el aspecto temporal, en
la intensidad, en la etiologia y en la regién afectada.

Sin embargo, una clasificacion muy aceptada en la investigacion y
tratamiento del dolor es la establecida por Woolf, que considera que existen cuatro
tipos de dolor, de acuerdo con el origen somatico y el mecanismo fisiolégico:
nociceptivo, inflamatorio, dolor patolégico (neuropatico y disfuncional) (Woolf,
2010).

1.6.3.1. Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo se produce por la estimulacién de los nociceptores,
provocando que el mensaje nociceptivo sea transmitido a través de las vias
ascendentes hacia los centros supraespinales y sea percibido como una

sensacion dolorosa, son estimulos intensos pero breves, generalmente sin dafio
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tisular (Scholz y Woolf, 2002). El dolor nociceptivo representa la sensacion
asociada con la deteccion de estimulos nocivos de alto umbral potencialmente
causantes de dafio tisular, por lo que ejerce una funcidn protectora para el
organismo e induce un reflejo de retiro que nos protege del dafo. Este tipo de
dolor se divide en dos subtipos: somatico y visceral. a) Dolor somatico: se produce
por la excitacibn de nociceptores soméaticos superficiales o profundos (piel,
musculo esquelético, vasos, etc.). Es un dolor localizado, punzante y que se
irradia siguiendo trayectos nerviosos. b) Visceral: se debe a la estimulacion de
nociceptores viscerales. Este dolor es profundo, continuo y puede irradiarse a
zonas alejadas del lugar donde se origind (Costigan et al., 2009).
1.6.3.2. Dolor inflamatorio

La lesion inevitable al tejido eleva la sensibilidad y asiste en la
recuperacion. Esto se debe a la sensibilizacion que desalienta el contacto fisico y
el movimiento. Este fenOmeno se produce por la activacion del sistema inmune.
De hecho, el dolor es uno de los signos cardinales de la inflamacion. Este segundo
tipo de dolor también es protector (Costigan et al., 2009). El dolor inflamatorio se
presenta cuando se dafia la integridad del tejido. Esto ocurre cuando hay
incisiones de la piel, quemaduras, frio extremo, fracturas, artritis, condiciones
autoinmunes, presion extrema, infecciones, vasoconstricciéon o por el crecimiento
tumoral, entre otros. Las células del sistema inmune y las células lesionadas
liberan mediadores quimicos tales como histamina, 5-HT, bradicinina,
prostaglandinas, ATP, H*, factor de necrosis tumoral (TNF), endotelinas,
interleucinas y otros, que en conjunto conforman la sopa inflamatoria (Costigan y
Woolf., 2000).

En la sopa inflamatoria, el ATP y los H* provienen de las células dafiadas.
Las células cebadas liberan aminas, como 5-HT e histamina, acido araquidénico y
sus derivados, incluyendo las prostaglandinas. Los macréfagos aportan citosinas,
como IL-1, IL-6, TNF y factores del crecimiento. Los derivados de bradicinina
provienen de varios tipos celulares. La ciclo-oxigenasa 2 (COX-2), que produce
prostanoides, se induce en el tejido inflamado (Scholz y Woolf, 2002; Costigan y
Woolf., 2000; Woolf y Ma, 2007).
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Los potenciales de accion de alta frecuencia causan la liberacion de
neuropéptidos como sustancia P, factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y
glutamato (Woolf, 2010). La sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina también contribuyen a la sopa inflamatoria, favoreciendo el
reclutamiento de células del sistema inmune en el tejido inflamatorio,
contribuyendo a la sensibilizacion periférica. Los H* y el ATP pueden despolarizar
directamente a las neuronas aferentes primarias por medio de la activacion de
canales ionicos sensibles a acido (ASIC) o receptores P2X3 (Basbaum et al.,
2009). Consecuentemente, se efectia la fosforilacion de canales de sodio
resistente a tetrodotoxina lo que incrementa las corrientes de entrada y también la
excitabilidad en la terminal. La fosforilacion de dichos canales se debe a la
interaccion de prostaglandinas, bradicinina y 5-HT sobre sus receptores, que
activan a la proteina cinasa C y A (Basbaum et al., 2009). Los canales de sodio
sensibles a tetrodotoxina generan potenciales de accién que se conducen desde
la terminal periférica hasta el asta dorsal de la médula espinal y posteriormente a
centros supraespinales. Como consecuencia de lo anterior, las sefiales
sensoriales pueden ser percibidas como dolor. El dolor inflamatorio comienza de
manera aguda debido al desarrollo de un fenbmeno conocido como sensibilizacion
periférica. Sin embargo, es capaz de perpetuarse al desarrollar la sensibilizacion
central (Basbaum et al., 2009).

Para ayudar a la reparacion de la parte del cuerpo lesionada, el sistema
nervioso sensorial experimenta un cambio profundo en su capacidad de
respuesta; los estimulos normalmente inocuos ahora producen dolor y las
respuestas a los estimulos nocivos son exageradas y prolongadas (Juhl et al.
2008). La sensibilidad aumentada ocurre dentro del area inflamada y en areas
contiguas no inflamadas como resultado de la plasticidad en los nociceptores
periféricos y las vias nociceptivas centrales (Huang et al. 2006, Hucho & Levine
2007, Woolf & Salter 2000). Debido a que el sistema del dolor después de la
inflamacion se sensibiliza, ya no actia solo como un detector de estimulos
nocivos, sino que también puede activarse mediante entradas inocuas de bajo

umbral. La ablacion de un conjunto especifico de neuronas nociceptores, las que
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expresan el canal de sodio Navl.8 resistente a la tetrodotoxina, elimina el dolor
inflamatorio pero deja intacto el dolor neuropatico, lo que indica una diferencia
fundamental en las vias neuronales responsables de estos estados de dolor
(Abrahamsen et al.2008). Por lo general, el dolor inflamatorio desaparece después
de la resolucion de la lesién tisular inicial. Sin embargo, en los trastornos crénicos
como la artritis reumatoide, el dolor persiste mientras la inflamacién esté activa
(Michaud et al. 2007).

1.6.3.3. Dolor patoldgico (neuropatico y disfuncional)

El dolor patolégico no tiene un papel protector. Este resulta de una funcion
anormal del sistema nociceptivo. El dolor neuropatico es un desorden que puede
ocurrir tras el dafio al sistema nervioso, mientras que en el dolor disfuncional
existe dolor sustancial sin la presencia de estimulo aparente, inflamacion periférica
ni dafio al SNC. El dolor patolégico es la consecuencia de la amplificacion de
sefales en el sistema nervioso central (Woolf, 2010).

El dolor neuropatico se produce por lesiones que alteran la estructura y
funcidn del sistema nervioso somatosensorial. Esta lesion produce respuestas de
manera espontanea ante la estimulacion nociva o inocua, resultando en
amplificacion patologica. Esto significa que el dolor ha perdido su funcion
protectora y se ha tornado patologico. En este sentido, existen mdaltiples
alteraciones distribuidas a través del sistema nervioso que contribuyen a los
fenotipos del dolor. Estas alteraciones incluyen la generacion ectépica de
potenciales de accion, la facilitacion y la desinhibicidn de la trasmision sinaptica, la
pérdida de la conectividad sinaptica, la formacion de nuevos circuitos sinapticos y
las interacciones neuroinmunes. Aunque las lesiones neuronales son necesarias,
no son suficientes para generar el dolor neuropético (Scholz y Woolf, 2002; Baron,
2006).

El dolor neuropatico puede presentarse en una gran variedad de sindromes
por ejemplo: en el cancer, lesiones de la médula espinal, neuralgia del trigémino,

neuralgia postherpética y neuropatia diabética, entre otros (Haanpaa et al., 2009).

37



Por otra parte, un numero significativo de sindromes dolorosos son
clasificados por la Sociedad Internacional para el Estudio del Dolor como
sindrome de dolor con etiologia disfuncional, o sindromes somaticos
funcionales. Estos sindromes presentan dolor como sintoma principal e incluyen la
fibromialgia, intestino irritable, dolor pélvico crénico, cefalea tensional (migrafia),
mioartropatias crénicas del sistema masticatorio y prostatodina (Hauser et al.,
2004). Dichos sindromes se caracterizan por percibirse sin déficit neurologico o
anomalia periférica. El dolor se debe a la respuesta o funcion anormal del sistema
nervioso y es resultado de un aumento de la sensibilidad del aparato sensorial que
amplifica los sintomas. Sin embargo, muchos de sus mecanismos no han quedado
claros hasta la fecha (Costigan et al., 2009). El dolor neuropético provocado por
estimulos podria surgir como resultado de la sensibilizacion periférica de aferentes
intactos (Fields et al. 1998) o de la amplificacion dentro del SNC debido a la
sensibilizacion central (Woolf y Salter 2000). La facilitacion sinaptica parece
predominar en la mayoria de los pacientes con dolor neuropatico periférico y en
todos los pacientes con dolor neuropatico central. Contribuye a la alodinia tactil
dinamica, asi como a la hipersensibilidad secundaria (Campbell y Meyer 2006).

Las interneuronas inhibidoras del asta dorsal hacen sinapsis con las
terminales centrales de las neuronas sensoriales primarias y modulan
presinapticamente la entrada aferente. Las interneuronas espinales también
regulan la actividad en las neuronas de transmision postsinapticas a través de la
inhibicion GABAérgica y glicinérgica. La eliminacion farmacolégica del control
GABAérgico o glicinérgico provoca alodinia tactil (Thompson et al. 1993) y
aumenta las corrientes sinapticas desde las fibras AR hasta las neuronas
nociceptivas de la lamina | (Baba et al. 2003, Miraucourt et al. 2007, Torsney y
MacDermott 2006). Las vias descendentes que modulan la transmision espinal de
impulsos nociceptivos se originan en la circunvolucion cingulada anterior, la
amigdala y el hipotdlamo y se transmiten a la médula espinal a través de los
nacleos del tronco encefalico en la médula periacueductal gris y rostroventral.
Después de una lesion nerviosa, este intrincado sistema de control inhibitorio

cambia. La inhibicién ténica noradrenérgica que actla sobre los receptores
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adrenérgicos a2 parece estar suspendida (Rahman et al. 2008), y el efecto neto de
la entrada serotoninérgica descendente cambia de inhibicion a facilitacion (Bee &
Dickenson 2008). Los inhibidores de la captacion de aminas como los
antidepresivos triciclicos o los inhibidores de la recaptura de serotonina y
norepinefrina aumentan la inhibicibn enddgena al aumentar los niveles de

norepinefrina (Matsuzawa Yanagida et al. 2008).

1.6.4. Vias centrales del dolor

Los nociceptores utilizan dos vias distintas para transmitir sus sefales
respectivas hacia el sistema nervioso central. Ambas guardan una
correspondencia basica con los dos tipos de dolor: una via para el dolor rapido
agudo y otra via para el dolor lento crénico.

Las sefales correspondientes al dolor rapido agudo nacen con estimulos
dolorosos de tipo mecanico o térmico; su transmision sigue los nervios periféricos
hasta la médula espinal a través de fibras de tipo Ad a una velocidad entre 6 y 30
m/s. Por el contrario, el dolor de caracter lento cronico se suscita sobre todo a
partir de los estimulos quimicos correspondientes, pero a veces también con
estimulos mecanicos o térmicos persistentes. Este dolor lento cronico llega a la

médula espinal por medio de las fibras de tipo C a una velocidad entre 0.5y 2 m/s.

Debido a este doble sistema de inervacion para el dolor, un estimulo brusco
de este caracter a menudo genera una sensacion dolorosa: un dolor rapido agudo
gue llega al cerebro a través de la via de las fibras Ad, seguido mas o menos 1 s
después por un dolor lento que se transmite por la via de las fibras C. El dolor
agudo informa a gran velocidad sobre la situacion lesiva y, por tanto, cumple una
funcidén importante para conseguir que la persona reaccione de inmediato y se
aparte del estimulo. Esta sensacién produce a la larga el dolor intolerable y obliga
a que la persona trate de mitigar su causa. Al entrar en la médula espinal

procedentes de las raices medulares dorsales, las fibras para el dolor hacen
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sinapsis con neuronas de proyeccion situadas en las astas dorsales (Guyton y
Hall, 2011).

En las sinapsis del asta dorsal de la médula espinal, se liberan diferentes
neurotransmisores que actdan sobre numerosos receptores. Los potenciales
excitadores rapidos inducen la liberacion de glutamato y trifosfato de adenosina
(ATP) de la neurona pre-sinaptica. Los potenciales de excitacion lentos inducen la
liberacion de glutamato y sustancia P. En este punto, la liberacion de
neurotransmisores esté inhibida por:

a) Interneuronas GABAérgicas que actuan sobre receptores GABAa Yy
GABA&. Esto produce la entrada de CI-, que hiperpolariza la neurona.

b) Neuronas descendentes que liberan opioides y 5-HT, los cuales
disminuyen las respuestas glutamatéergicas mediadas por receptores AMPA.

c) Neuronas descendentes que producen noradrenalina y acetilcolina, que
potencian la liberacion de GABA (Moore et al., 1996).

1.6.5. Vias ascendentes del dolor

En 1952 el neurocientifico sueco Bror Rexed investigo la disposicion de las
neuronas en la sustancia gris de la médula espinal de gato. Determin6 que ésta se
agrupa en 10 laminas, que histéricamente se conocen como Laminas de Rexed. El
escribié que las laminas I, Il, Il y IV funcionaban formando una unidad funcional
encargada de la sensibilidad al dolor, la temperatura, el tacto y la presion. La zona
mas dorsal del asta corresponde a las laminas V y VI, que se asociaron con la
sensibilidad propioceptiva, es decir, reciben la sensibilidad de estructuras
derivadas del mesodermo (huesos, musculos, articulaciones, ligamentos),
informacion relacionada con posicion, movimiento, equilibrio, etc. La lamina VII,
gue corresponde a la base del asta dorsal, tiene conexiones con el cerebelo y con
el mesencéfalo. La zona de la sustancia gris intermedia, relacionada con el canal
central de la médula, detecta la sensibilidad interoceptiva (aquella proveniente de
los érganos). Todas las laminas relacionadas con el asta ventral, especificamente

la lamina X, se relacionada con la actividad motora (Wall, 1967).
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La informacién sobre una lesion tisular se transmite de la médula espinal al
encéfalo a través de cinco vias ascendentes principales: la espinotalamica,
espinorreticular, espinomesencefalica, cervicotalamica y espinohipotalamica. La
mayor parte de las vias ascendentes contiene axones de neuronas nociceptivas
(Commons, 2016).

El haz espinotalamico es la via nociceptiva ascendente mas destacada de
la médula espinal (figura 7). Comprende los axones de las neuronas especificas
de la nocicepcion y de amplio rango dinamico de las laminas | y V-VII del asta
posterior. Estos axones se proyectan al lado contralateral de la médula espinal y
ascienden a la sustancia blanca anteroexterna, para terminar en el talamo. La
estimulacion eléctrica del haz espinotalamico provoca dolor, mientras que la lesion
de éste induce reduccion de la sensibilidad dolorosa en el lado opuesto al de la
lesion medular (Kandel et al., 2013).

Una gran proporcion de las neuronas nociceptivas de la médula espinal
envia sus axones a centros supraespinales, bulbares y talamicos. Los mas
importantes son el complejo medular reticular, el complejo reticular mesencefalico,
la sustancia gris periacueductal y el nucleo ventroposterolateral del talamo. La
mayor parte de esta informacidn nociceptiva se transmite por vias cruzadas
ascendentes, localizadas en la region anterolateral de la médula espinal. Los
fasciculos mejor definidos anatomicamente son el espinotalamico, el espino-
reticular y espinomesencefalico. La mayor parte de las vias espinales ascendentes
contienen axones de neuronas nociceptivas (Commons, 2016).

Las neuronas de las laminas profundas del asta posterior proyectan sobre
todo hacia el area reticular del mesencéfalo y otras implicadas en respuestas
motoras 'y somatosensoriales. Otros fasciculos implicados en la
transmision/modulaciéon nociceptiva se sitian a nivel de la sustancia blanca
medular, el funiculo dorsolateral descendente (con funciones antinociceptivas), y
las columnas dorsales especialmente relacionadas con la transmision del dolor de
origen visceral (Commons, 2016; Bester et al., 1997).

El haz espino-reticular estd formado por los axones de las neuronas de

las laminas VII y VIII. Asciende por el cuadrante anteroexterno de la médula
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espinal y termina tanto en la formacion reticular como en el talamo. En contraste
con el haz espinotalamico, muchos de sus axones no cruzan la linea media. El haz
espinomesencefalico comprende los axones de las neuronas de las laminas | y
V. Se proyectan al cuadrante anteroexterno de la médula espinal hasta la
formacion reticular del mesencéfalo y la sustancia gris periacueductal. El haz
cervicotalamico surge de neuronas del nucleo cervical externo, localizado en la
sustancia blanca externa de los dos segmentos cervicales superiores de la médula
espinal. El nucleo cervical externo recibe sefales de las neuronas nociceptivas de
las laminas Il y IV. El haz espinohipotaldmico comprende los axones de las
neuronas de las laminas |, V y VIII. Se dirige directamente a los centros de control
autbnomo supraespinal y se piensa que activan respuestas neuroendocrinas y

cardiovasculares complejas (Kandel et al., 2013).
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Figura 7. Tres de las principales vias ascendentes que transmiten informacion
nociceptiva de la médula espinal a los centros superiores. El haz espinotalamico es la
via nociceptiva mas destacada de la médula espinal (Modificado de Kander et al,
2013).
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1.6.6. Vias descendentes del dolor

Los centros supraespinales influyen en el procesamiento nociceptivo del
asta dorsal a través de vias descendentes (Milliam, 2002). Una parte importante
de este sistema es la sustancia gris periacueductal, de la cual emergen y a la cual
llegan proyecciones del hipotalamo, nucleo-parabraquial, nicleo del tracto solitario
y estructuras cortico-limbicas, incluyendo la corteza frontal, la amigala y el talamo.
De la sustancia gris periacueductal se proyectan neuronas hacia la parte baja del
tallo cerebral en la médula rostral ventromedial, especificamente al nucleo del
raphe magnus, que transmite el impulso por las fibras del cordén dorsolateral de la
médula espinal. Este forma conexiones sinapticas sobre las interneuronas del asta
dorsal, las cuales inhiben la descarga de las neuronas espinotalamicas (Vanderah,
2007).

Diferentes regiones en la sustancia gris periacueductal estan involucradas
en diferentes formas de analgesia. La analgesia opioide esta mediada por la
sustancia gris periacueductal ventrolateral mientras que la porcion lateral del
nucleo procesa la analgesia no opioide (Vanderah, 2007).

La activacion del sistema descendente por endorfinas se produce a traves
de receptores especificos, denominados receptores opioides. Estos sistemas se
activan en y alrededor de la sustancia gris periacueductal del mesencéfalo. Estas
neuronas se proyectan a la formacion reticulada medular y el locus coeruleus (las
principales fuentes de células serotoninérgicas y noradrenérgicas en el cerebro,
respectivamente). Estas fibras descendentes se proyectan al asta posterior de la
médula espinal a lo largo del fasciculo denominado cordon dorsolateral (localizado
en la porcion dorsal de la médula espinal) para realizar sinapsis con la neurona
aferente primaria entrante, la neurona de segundo orden de transmision del dolor
o interneurona. Estas neuronas moduladoras descendentes del dolor:

a) Liberan neurotransmisores en la médula espinal, especialmente
serotonina (5-HT) y noradrenalina.

b) Activan pequefias interneuronas que contienen opioides en el asta
posterior espinal para liberar péptidos opioides.

La noradrenalina y la 5-HT liberadas actuan para:
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a) Inhibir directamente la liberacion de transmisores del dolor desde la sefial
aferente nociceptiva entrante.

b) Inhibir la neurona de segundo orden de transmisién del dolor.

La activacion del sistema descendente del dolor explica por qué en
condiciones de estrés agudo no se tiene sensacién de dolor, o quizas parece muy
atenuado (Fields et al., 1983).

1.7. Alodinia e hiperalgesia

En situaciones patoldgicas, la activacién de los nociceptores puede llevar a
dos tipos de estados dolorosos: la alodinia y la hiperalgesia. La alodinia es la
percepcion anormal del dolor, nacida de un estimulo que habitualmente es
indoloro (IASP, 1994). Por lo comun, tiene elementos de retraso en la percepcion y
de la sensacion residual. Este dolor aparece en respuesta a un tacto ligero y viene
sefialado por la actividad en los mecanorreceptores de bajo umbral en presencia
de una neurona central transmisora del dolor que se encuentra sensibilizada. Se
cree que la alodinia se transmite a través de mecanorreceptores de umbral bajo.
Se considera que la liberacion de ATP por parte de las células lesionadas tiene un
papel importante en la induccion de la alodinia mecanica después de una incision
cutanea (Tsuda et al., 2003).

La alodinia observada en estados de dolor neuropatico también puede
explicarse por un mecanismo similar de sensibilizacion central. Esto se demostro
en humanos por un bloqueo selectivo de la actividad neural de las fibras grandes
(fibras del tacto) con un bloqueo isquémico. La alodinia desapareci6 al eliminar la
sensacion tactil y se mantuvieron las funciones de otras fibras nerviosas
(Campbell et al 1988). Se basan en una reversion de las acciones de los
neurotransmisores inhibitorios GABA y glicina, de manera que se convierten en
moléculas excitatorias y facilitan la estimulacion de bajo umbral a las neuronas
nociceptivas (Price et al., 2005).

Tras la aplicacion repetida de estimulos nocivos, los nociceptores cercanos
gue no responden previamente a los estimulos acaban por hacerlo, fendmeno
conocido como sensibilizacion. La sensibilizacion de nociceptores tras una lesion o

inflamacion se debe a la liberacidén de diversas sustancias quimicas por las células

44


https://es.wikipedia.org/wiki/Dolor
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mecanorreceptores&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mecanorreceptores&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato

y tejidos dafiados. Estas sustancias son la bradicinina, sustancia P, serotonina,
histamina, prostanglandinas, leucotrienos, ATP y acetilcolina (Kandel et al., 2013).
Una via nerviosa para el dolor a veces se vuelve demasiado excitable. Esto da
lugar a una hiperalgesia, que significa hipersensibilidad al dolor. Las posibles
causas de este fendmeno son las siguientes:

1) una sensibilidad excesiva de los propios receptores para el dolor, lo que se
denomina hiperalgesia primaria.

2) una facilitacion de la transmisién sensitiva en sitios alejados al dafio, lo que se
[lama hiperalgesia secundaria.

Un ejemplo de hiperalgesia primaria lo proporciona la enorme sensibilidad
de la piel quemada por el sol, que obedece a la sensibilizacion de las
terminaciones cutaneas al dolor por los productos tisulares locales liberados por la
guemadura: la histamina, las prostaglandinas y otros. La hiperalgesia secundaria
suele deberse a lesiones en la médula espinal o en el talamo (Guyton y Hall,
2011). El hecho de que la hiperalgesia secundaria aparezca en partes del cuerpo
lejanas del lugar donde se produjo la lesion original, nos indica que el mecanismo
mediador en esta forma de hiperalgesia es el sistema nervioso central y no una
alteracion periférica. Sabemos que los impulsos generados en los nociceptores en
la zona lesionada o inflamada evocan cambios centrales que, a su vez, producen
una hiperalgesia secundaria (Torebjork et al., 1992).

Estos cambios estan disparados por los impulsos que llegan desde los
nociceptores que inervan la zona lesionada y se mantienen debido a la mayor
actividad espontanea de estos nociceptores a causa de su sensibilizacion. Este
proceso se ha llamado sensibilizacion central por analogia a la sensibilizacion
periférica observada en el lugar donde ocurre la lesion, e implica un aumento en la
capacidad de excitacion de las neuronas de segundo orden en la médula espinal y
en las zonas supraespinales y un cambio radical en las consecuencias sensoriales
de la activacion de las fibras aferentes de bajo umbral que va desde el tacto al
dolor. Datos experimentales demuestran que la actividad intensa o persistente en
los nociceptores periféricos conduce a una mayor capacidad de respuesta de las

neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Cervero y Laird, 1996). Por lo
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tanto, el cambio en la sensacion evocada se conoce como hiperalgesia, también
definida como un cambio hacia la izquierda en la funcién de estimulo-respuesta
que describe la relacidon entre la intensidad del estimulo y la sensacién de dolor
(figura 8).

En esta situacion, los estimulos normalmente inocuos como el cepillado y el
tacto son dolorosos (alodinia), y los estimulos dolorosos leves como el pinchazo
son mas dolorosos (hiperalgesia). La hiperalgesia en el area de la lesion se
conoce como hiperalgesia primaria, mientras que las areas de tejido normal que

rodean el sitio de la lesiébn, como hiperalgesia secundaria (Cervero y Laird, 1996).

Estimulo

Hiperalgesia

Mormal

Respuesta dolor

Intensidad del estimulo

Figura 8. Diagrama que ilustra los cambios en la sensacion de dolor inducida por una
lesién (Cervero y Laird, 1996).

Se sabe que este fendmeno de hiperalgesia secundaria se debe a un
cambio central, inducido y mantenido por la estimulaciéon de nociceptores, de
modo que la actividad en aferentes mielinizados grandes conectados a

mecanorreceptores de umbral bajo provoca sensaciones dolorosas y sensaciones
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tactiles (Torebjork et al., 1992) y el aporte de los nociceptores evoca sensaciones
de dolor mayores (Cervero et al., 1994).

El desarrollo de areas de hiperalgesia secundaria es una consecuencia
normal de la lesion e inflamacion y, como tal, una caracteristica del dolor. Como se
describi6 anteriormente, la hiperalgesia secundaria es un fenémeno inducido
principalmente por cambios que ocurren en el SNC, por el cual la actividad en los
mecanorreceptores de bajo umbral evoca sensaciones de dolor. Este tipo de
mecanismo también funciona en el dolor neuropéatico (Campbell et al., 1988;
Gracely et al., 1992) y, por lo tanto, es posible que los mecanismos de la alodinia
observados en pacientes con dolor neuropatico incluyan aquellos normalmente
presentes durante la hiperalgesia secundaria. La hiperalgesia secundaria puede
incluso evocarse en ausencia de la percepcion del dolor per se en sujetos
humanos normales (Cervero et al., 1993).

La hiperalgesia secundaria cutanea puede evocarse en sujetos humanos
normales mediante estimulacién térmica prolongada a intensidades que no se
perciben como dolorosas. Este mecanismo podria explicar la alodinia observada y
la hiperalgesia, en ausencia de una lesion periférica aparente, en pacientes con
dolor neuropético. En pacientes con neuropatia periférica dolorosa, se ha
demostrado que la alodinia esta mediada por neuronas aferentes mielinizadas
(Campbell et al., 1988), y se ha demostrado que la anestesia local de un supuesto
foco ectdpico elimina la alodinia y la hiperalgesia (Gracely et al., 1992).

1.8. Tolueno y nocicepcién

Se han realizado esfuerzos para estudiar los efectos celulares de los
disolventes de abuso, que han resultado en el hallazgo de que el tolueno afecta
canales iénicos activados por ligando. En particular, la evidencia de que el tolueno
actia como un antagonista no competitivo de los canales NMDA (Cruz et al.,
1998), junto con los estudios que indican que los antagonistas del receptor NMDA
poseen actividad analgésica (Tjolsen y Hole, 1997), plante6 la cuestion de si el
tolueno modifica la nocicepcion o no. La relacién entre la exposicion al tolueno y la
nocicepcion ha sido estudiada previamente (Lopez-Rubalcava et al., 2000; Cruz et

al., 2001). El estudio de la nocicepcion se basé en la evidencia de que el tolueno
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aumentaba la actividad del receptor de GABAA y glicina (Beckstead et al., 2000) y
actuaba como antagonista no competitivo del receptor NMDA, pero no para los
receptores AMPA y kainato, in vitro (Cruz et al., 1998). Dado que los agonistas del
receptor GABAA (Kaneko y Hammond, 1997; Zeilhofer et al., 2015) y los
antagonistas del receptor NMDA (Chaplan et al., 1997; Zhou et al., 2011)
disminuyen la nocicepcion en varios modelos de dolor, se pensaba que la

exposicion al tolueno podria producir antinocicepcion en roedores.

Se utilizé la prueba de plancha caliente como una herramienta experimental
para abordar este problema ya que permite el estudio de una respuesta mediada
por la médula espinal (el reflejo flexor antialgésico) y dos comportamientos
integrados (lamida de la pata y escape) (figura 9) (Tjolsen y Hole, 1997). En estas
condiciones, el tolueno indujo un aumento dependiente de la concentracién en la
nocicepcion en las tres respuestas evaluadas. Como se mencion0 anteriormente,
estas respuestas estan integradas en diferentes niveles del SNC, por lo que los
efectos pronociceptivos del tolueno parecen ser un fendmeno general que
involucra estructuras espinales y supraespinales (Cruz et al., 2001). Sugiriendo
gue el tolueno es nociceptivo en un modelo de nocicepcion aguda. Junto con los
experimentos de nocicepcién, se evaluaron los supuestos efectos perturbadores

del tolueno sobe la coordinacién motora en la prueba de rota-rod.
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Figura 9. Efectos del tolueno sobre la nocicepcion evaluados por las latencias a la
aparicion del reflejo flexor antialgésico, la lamida de la pata y los comportamientos de
escape en ratones. Grupos independientes de animales (n=10, cada uno) fueron
expuestos durante 30 minutos a diferentes concentraciones de tolueno e
inmediatamente después, probados en la placa caliente (Modificada de Cruz et al.,
2001).

Un estudio previo de este grupo de investigacion evaluo los efectos
pronociceptivos del tolueno en la hipersensibilidad nociceptiva aguda inducida por
formalina (Cervantes-Duran et al., 2017) (figura 10). Ademas, se encontré que la
exposicion aguda al tolueno (6000 ppm), aumenta la nocicepcién aguda en ambas
fases de la prueba de formalina (mas de 1 h) y alodinia mecanica e hiperalgesia
duraderas (mas de 12 dias). Comprobando que el tolueno es nociceptivo en
modelo de dolor inflamatorio, en su forma aguda, asi como el desarrollo de
alodinia e hiperalgesia y establece un mecanismo potencial para ello. Ademas,
parece que los efectos pronociceptivos no estan relacionados con cambios en la
actividad motora en ratas (2000 a 8000 ppm) (Bowen et al., 2007) y ratones
(L6épez-Rubalcava et al., 2000; Cruz et al., 2001). En contraste, otros grupos han
informado que el tolueno puede reducir la coordinacion motora a 6000 ppm
(Bowen y Balster, 1998). Sin embargo, el hecho de que el tratamiento posterior

con tolueno no sea efectivo para aumentar la hipersensibilidad de larga duracién
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inducida por formalina sugiere que los efectos pronociceptivos del tolueno son
independientes de las posibles modificaciones en la coordinacién motora.
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Figura 10. La inyeccion de formalina (F) induce un efecto nociceptivo dependiente de
la concentracion en ausencia y presencia de tolueno (Tol) (A). Efecto del agonista del
receptor 5-HT3s m-CPBG (CPB) en la nocicepcién aguda inducida por formalina asi
como el efecto del antagonista del receptor 5-HT3 alosetrén (Alo) en la nocicepcion
aguda inducida por formalina (B) (Modificado de Cervantes-Duran et al., 2017).
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Sorprendentemente, los autores encontraron que la exposicidon aguda al
tolueno produjo hipersensibilidad térmica, en lugar de antinocicepcion en ratones
(Lépez-Rubalcava et al., 2000; Cruz et al., 2001; P4ez-Martinez et al., 2003). Esos
autores concluyeron que otros sistemas neurotransmisores podrian estar
involucrados en los efectos pronociceptivos del tolueno, motivo por el cual es
necesario realizar mas estudios sobre el tema.

En resumen, los datos indican que el tolueno es capaz de inducir efectos
pronociceptivos en modelos de dolor inflamatorio y nociceptivo. Sin embargo, los

mecanismos de accion pronociceptiva del tolueno no estan claros.
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Il. Justificacién

Los resultados de la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y
Tabaco (ENCODAT, 2016-2017) indican que en México, en la poblacion de 12 a
65 afios, el consumo de drogas inhalables se mantiene en crecimiento. La
investigacion sobre los mecanismos de accion de los disolventes inhalables se ha
retrasado respecto a otras drogas de abuso, a pesar de la creciente evidencia de
gue su consumo representa un problema de salud publica en México, ya que son
sustancias de facil acceso y que suelen estar presentes en productos para el
hogar, como pinturas, diluyentes y aerosoles, entre otros.

El tolueno es un miembro representativo de los disolventes inhalables, que
son consumidos voluntariamente por adolescentes, adultos, e incluso nifos,
debido a que producen un estado alterado de conciencia.

Los resultados de investigaciones previas sugieren que el tolueno aumenta
la nocicepcion a través de sistemas de neurotransmisores como el serotoninérgico
(Cervantes-Duran et al., 2017). Sin embargo, no se sabe si otros sistemas de
neurotransmision estan participando en estos efectos pronociceptivos. Por otro
lado, de acuerdo a estudios realizados in vitro, se sabe que el tolueno se une a los
receptores purinérgicos P2Xz3 y P2Xs, potenciandolos o inhibiéndolos, segun la
composicion de sus subunidades y esta reportado que estos receptores median la
sensibilidad nociceptiva. Por lo tanto, en el presente proyecto se pretende estudiar
la participacion de los receptores purinérgicos P2Xzsz y P2X3 en los efectos

nociceptivos del tolueno.
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lll. Hipotesis

Los receptores purinérgicos P2Xz/3 y P2Xs participan en el efecto de la
exposicion aguda y cronica a tolueno sobre la nocicepcion (alodinia e hiperalgesia)
en ratas.

IV. Objetivos
4.1. Objetivo general
Evaluar la participacion de los receptores purinérgicos P2Xo/s y P2Xs en el efecto
de la exposicion a tolueno sobre la nocicepcion, la hiperalgesia y la alodinia.
4.2. Objetivos particulares
1.- Evaluar el efecto de la exposicion aguda a tolueno sobre la nocicepcion
(alodinia e hiperalgesia).
2.- Evaluar el efecto de la exposicién crénica a tolueno sobre la nocicepcién (alodinia e
hiperalgesia).
3.- Evaluar la participacion de los receptores purinérgicos P2X./3 y P2Xs5 en el efecto
pronociceptivo del tolueno.
V. Material y métodos

5.1. Animales

Los experimentos se realizaron en ratas Wistar hembra, ya que estudios
anteriores de nuestro laboratorio no han mostrado diferencia entre ratas macho y
hembra de esta cepa en el modelo experimental (Cervantes-Duran et al., 2016).
Los animales se obtuvieron del laboratorio de Farmacodependencia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo y tuvieron acceso a agua y
alimento ad libitum. Todos los experimentos siguieron las pautas sobre estandares
éticos para la investigacion del dolor experimental en animales (Zimmermann,
1983) y la regulacion mexicana (NOM-062 ZO0-1999) para el uso y cuidado de
los animales de laboratorio. Las ratas se sacrificaron en una camara de CO; al

final del experimento.
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5.2. Farmacos

El formaldehido (37%) se compré en Merck (Darmstadt, Alemania). El
tolueno (99.5%) se compré a Merck. El RO-3 (5 - [[4,5-dimetoxi-2- (metiletil) fenil]
metil] -2,4-pirimidinodiamina) se adquiri6 en TOCRIS (Ciudad de México). El A-
317491 sal de sodio hidratada (5- [[[(3- fenoxifenil) metil] [(1S) - 1,2,3,4- tetrahidro-
1- naftalenil] amino] carbonil] - 1,2,4- bencenotricarboxilico), se adquirio6 de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El A-317491 y el formaldehido se disolvieron en
solucion salina, el RO-3 se disolvio en dimetilsulfoxido (DMSO).

5.3. Exposicion a tolueno

Se us6 tolueno como el prototipo de disolvente de abuso. Los animales
fueron expuestos a tolueno 6000 ppm, imitando lo que sucede en una situacion de
abuso de drogas (Marjot y McLeod, 1989). Las ratas se colocaron en una camara
de exposicion estéatica que consiste en un frasco cilindrico cubierto con una tapa
hermética que tiene puertos de inyeccién y un ventilador que se proyecta en la
camara sobre una plataforma de malla de acero inoxidable (figura 11). Se coloco
un pedazo de papel de filtro en la malla metélica, después se coloco cada rata de
manera individual en la camara, se cerrd, y se inyectd una cantidad
predeterminada de tolueno a través de un puerto de inyeccion colocado sobre el
papel de filtro. Los diferentes grupos de ratas se expusieron a tolueno (6000 ppm)
0 a aire (control) durante 30 min (exposicion aguda) o por 30 min, 2 veces al dia,
durante 4 semanas (exposicion cronica). Se ha reportado que la concentracion de
tolueno que se empled induce hipersensibilidad térmica en ratones (Cruz et al.,
2001). Aproximadamente 5 minutos después, las ratas sometieron a la prueba de
formalina.

El volumen de disolvente que se utilizé se calcul6 con la ecuacion de
Nelson (1971):

PM % Cppm xVs P(107°)
= x

v d RT
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Donde:

V = Volumen del disolvente que se necesita inyectar para obtener la
concentracion deseada (ml).

PM = Peso molecular del disolvente (g/mol).

Cppm = Concentracion a utilizar (ppm).

Vs = Volumen de la camara de exposicion estética (1).

d = Densidad del disolvente (g/ml).

P = Presién atmosférica (atm).

R =Constante general de los gases (I * atm * mol* * K-D-

T = Temperatura absoluta (°K).

Figura 11. Cadmara de exposicion estatica. Posee una jarra cromatografica con tapa
de acrilico. La tapa tiene puertos de inyeccion y se conecta, en su parte externa al
motor de un ventilador cuyas aspas proyectan hacia el interior de la cAmara. Bajo las
aspas hay una malla metalica donde se coloca un papel filtro para administrar alli el
disolvente.
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5.4. Nocicepcidn inflamatoria aguda inducida por formalina

La nocicepcion inflamatoria aguda se evalu6 mediante la prueba de la
formalina descrita por Dubuisson y Dennis (1977), con algunas modificaciones
(Wheeler-Aceto et al., 1990; Rocha-Gonzélez et al., 2005). Las ratas se colocaron
en cilindros de acrilico transparentes, se colocaron espejos en cada cilindro para
permitir la observacion sin obstaculos. Previo a la evaluacion, los animales se
pusieron en las camaras de observacién por 30 minutos para permitir que se
aclimaten a su entorno, luego se retiraron para la inyeccion de formalina. Las ratas
se sujetaron suavemente con una toalla, mientras que el dorso de la pata trasera
derecha se inyecto via subcutanea con 50 pl de formalina diluida (1%) o solucién
salina (0.9%) con aguja de calibre 30. Los animales se devolvieron a las camaras
y se observo el comportamiento nociceptivo inmediatamente después de la
inyeccion de formalina. El comportamiento nociceptivo se cuantific6 como el
numero de sacudidas de la pata inyectada durante periodos de 1 minuto, cada 5
minutos, hasta 60 minutos después de la inyeccion. La conducta dolorosa en este
modelo es bifasica: la primera fase (0-10 min) y la segunda fase (11-60 min)
después de la inyeccion del irritante quimico (Tjolsen et al., 1992). En este modelo
la disminucién en el nimero de sacudidas se interpretdé como efecto analgésico o
antinociceptivo. Al final del experimento, las ratas se devolvieron a sus jaulas para
la evaluacion de los comportamientos nociceptivos de larga duracion (hiperalgesia
y alodinia secundaria) el dia 6 después de la inyeccion de formalina (Fu et al.,
2001; Ambriz-Tututi et al., 2009).
5.5. Hiperalgesia sostenida y alodinia secundaria de larga duracién

Para este propdsito, los animales se colocaron en jaulas de prueba con un
fondo de malla de alambre y se dejaron aclimatar durante 40 minutos. Se utilizaron
dos filamentos de von Frey (Stoelting Co., Wood Dale, IL) con fuerzas de flexion
de 10 mN [1 g] y 250 mN [26 g] los cuales se aplicaron 10 veces en cada grupo
experimental en la base del tercer dedo en la superficie plantar de ambas patas
(Fu et al., 2001; Ambriz-Tututi et al., 2009; Godinez-Chaparro et al., 2011; Bravo-
Hernandez et al., 2012).
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Se completaron tres ensayos para obtener un promedio del nimero de
respuestas de retiro de la pata. En condiciones normales, una fuerza de 10 mN no
activa los nociceptores cutaneos (Leem et al., 1993), ni provoca la retirada de la
pata en animales normales. Por consiguiente, la aparicion de respuestas al
filamento de 10 mN es indicativa de alodinia. Por otro lado, una fuerza de 250 mN
0 mas se considera un estimulo nocivo y la hiperalgesia se produce cuando hubo
una mayor respuesta al filamento de 250 mN. La alodinia y la hiperalgesia se
consideraron secundarias, ya que la estimulacion con los filamentos de von Frey

se aplico en un sitio diferente al de la inyeccion de formalina.

VI. Estrategia experimental

16 grupos
de ratas Aguda
Wistar Crénica
(n=6 c/u)
I I | I | |
A-317471 A-217491
Control Tolueno (30 n moly R(O-3 (30 n moly RO-3
(Aire) (6000 ppm} 300n mol} (Aire) 300N mol} (Tolueno)
(Aire) (Tolueno)

Adaptacién 30 min, en la camara de exposicion.
1 dia antes de la exposicion.

) I
Inyeccion subcutdneade
antagonistas osolucion salina : 10 min
anfesdela exposiclién a tolueno o aire

Expuestos atolueno o aire:
Aguda: 30 min. Crénica: 30 min, 2 veces al dia por 4 semanas.

Inyeccién subcutanea de formalina Se evaluaron durantelasiguiente

50 ulal 1% hora. 1 min ¢/5 min, por 60 min

' La hiperalgesiay alodinia se
evaluaron é dias después

Figura 12. Estrategia experimental.

Se usaron un total de 16 grupos de 6 ratas cada uno, 2 grupos control, 2
grupos para evaluar el efecto de la exposicién aguda y cronica al tolueno, 2 grupos

tratados con RO-3 (antagonista de receptores P2X3y P2X23) y tolueno, 2 grupos
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tratados Unicamente con RO-3, 4 grupos tratados con A-317491 (antagonista del
receptor P2Xsy P2X213) y tolueno, y 4 grupos tratados Unicamente con A-317491.

Para determinar si los receptores purinérgicos P2X3 y P2Xz3 participan en
el efecto pronociceptivo del tolueno, se usaron dos antagonistas via subcutanea,
RO-3 (300 nmol/pata) y A-317491 (30 y 300nmol/pata), administrados en la
superficie dorsal de la pata trasera derecha con un vehiculo (solucion salina o
DMSO), 10 min antes de la exposicion al tolueno o al aire durante 30 minutos.
Estos antagonistas son estructuralmente diferentes, pero especificos de
los receptores purinérgicos P2X3 y P2Xo/3 (McCord et al., 2010). Luego, a las ratas
se les inyecto formalina al 1% 5 minutos después de la exposicién al tolueno.

VII. Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron en graficas como el promedio + error
estandar (e.e.) de 6 animales por grupo. Las curvas se construyeron trazando el
numero de sacudidas/minuto para la nocicepcion o el nimero de retiros de la pata
en funcidn del tiempo para la hiperalgesia y la alodinia. El area bajo la curva (ABC)
corresponde al numero de sacudidas en funcion del tiempo o al area bajo la curva
del numero de retiros de la pata en funcion del tiempo, las cuales son una
expresion de la duracion e intensidad del efecto. EI ABC se calculé mediante el
método de los trapezoides.

Las diferencias entre cada grupo se analizaron por medio de la prueba t-
Student para muestras pareadas o t-Student para muestras independientes segun
corresponda. Para 3 0 mas grupos se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) de

una via, seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls.
El analisis estadistico y material grafico se realizaron con el programa

Sigma Plot version 12.0. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas con un valor de p<0.05.
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VIIl. RESULTADOS
8.1. Efecto de la exposicion aguda al tolueno sobre la nocicepcion aguda y
de larga duracion inducida por formalina
Como se mencioné anteriormente (Cervantes-Durdn et al., 2017), la
administracion subcutanea de formalina al 1% en el dorso de la pata trasera
derecha de ratas expuestas a aire produjo un patrén tipico de comportamiento
nociceptivo dependiente del tiempo (sacudidas de la pata), caracterizado por un

curso temporal bifasico (Figura 13).
40 -

—&— Tolueno
Aire

30 4

20

Sacudidas de la pata

1

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 13. Curso temporal del promedio de sacudidas de la pata observados después
de la inyeccion de formalina al 1% en ratas previamente expuestas al aire o al tolueno
(6000 ppm).

La fase 1 de la respuesta nociceptiva comenzo inmediatamente después de
la inyeccion de la formalina y luego disminuyé gradualmente en 5-10 minutos. La
fase 2 comenzo6 15-20 minutos después de la administracién de formalina y duré
aproximadamente 1 hora (Dubuisson y Denis, 1977; Castafieda-Corral et al., 2009;
Cervantes-Duran et al., 2013).

La exposicion de las ratas a tolueno (6000 ppm) durante 30 minutos

aumento la nocicepcién aguda inducida por formalina (Figura 14).
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Figura 14. Area bajo la curva (ABC) de retiros de la pata observado después de la
inyeccion de formalina al 1% en ratas previamente expuestas al aire 0 a tolueno 6000
ppm. Los resultados estan expresados como el promedio + error estandar de 6
animales por grupo. Se observd una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos (* p< 0.05), prueba t-Student para muestras independientes.

Ademéas de la nocicepcion aguda que permanecié durante 1 hora, la
inyeccion de formalina en la pata trasera derecha produjo alodinia secundaria e
hiperalgesia en ambas patas. Esta hipersensibilidad se observé como un aumento
bilateral en las respuestas de retirada de la pata luego de la aplicacion de
filamentos de von Frey (1 g y 26 g). Dado que la formalina se inyectd en la region
dorsal de la pata y los signos de comportamiento se determinaron en la parte
ventral de la pata ipsilateral (inyectada con formalina) y las patas contralaterales
(no inyectadas), los comportamientos evocados pueden considerarse secundarios.
La exposicion de ratas a tolueno (6000 ppm) durante 30 minutos, pero no el aire,
aumentod (p <0.05) la alodinia (figura 15) y la hipersensibilidad de larga duracion

inducida por formalina al 1% en ambas patas (Figura 16).
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Figura 15. Curso temporal del numero de respuestas ipsilaterales (IL) vy
contralaterales (CL) de retiro de la pata ante 10 aplicaciones de filamentos de von
Frey usando una fuerza de flexion de 10 mN (alodinia) (Panel A y B), después de la
administracion subcutédnea de formalina al 1% en ratas previamente expuestas al aire
(control) o a tolueno (Tol, 6000 ppm). Las gréficas de barras (Panel C y D)
representan el area bajo la curva (ABC 0-12 dias). Los resultados se muestran como
la media + error estdndar de 6 animales por grupo. Se observé una diferencia
estadisticamente significativa, *p<0.05 entre los grupos Aire + F 1% vs grupos basales
(B); #p<0.05 para Tol + 1% F vs Aire + F 1 %, por ANOVA de una via seguido por la
prueba de Student — Newman — Keuls.

61



Al Hiperalgesia, IL cl =
10
150 4 * .
=} 8 4 3 . +—3 0 ; -
Yy . *—4— ]
=] . A1) |
2 &4 +1
@ = 100 1
o 44 5 % -
‘ i”"‘-"‘:‘_“:’?f?.‘ 50
2 21
® |
o
g ol ~ . = i
= 0 - .
2 0 2 4 6 8 10 12 Basal Are+F1% Tol+F 1%
3 Tiempo (Dias) "
= B) Hiperalgesia, CL D)
2 10 150 1 * .
g
o
L
o
2
i
£ .

s | |
s | 100 | ;
31 % |
. e
0 4 - - - - - -
g °

Tiempo (Dias) Basal Are+F1% . Tol+F1%

Figura 16. Curso temporal del numero de respuestas ipsilaterales (IL) vy
contralaterales (CL) de retiro de la pata ante 10 aplicaciones de filamentos de von
Frey usando una fuerza de flexion de 250 mN (hiperalgesia) (Panel A y B), después
de la administracion subcutanea de formalina al 1% en ratas previamente expuestas
al aire (control) o tolueno (Tol, 6000 ppm). Las gréficas de barras (Panel C y D)
representan el area bajo la curva (ABC 0-12 dias). Los resultados se muestran como
la media + error estdndar de 6 animales por grupo. Se observé una diferencia
estadisticamente significativa, *p<0.05 entre los grupos Aire + F 1% vs grupos basales
(B); #p<0.05 para Tol + 1%F vs Aire + F 1 %, por ANOVA de una via seguido por la
prueba de Student — Newman — Keuls.

Al igual que en estudios previos, encontramos que la alodinia secundaria e
hiperalgesia inducida por formalina ya se establecieron 6 dias después de la
inyeccion de formalina (Fu et al., 2001; Ambriz-Tututi et al., 2009;Ambriz-Tututi et
al.,, 2011; Cruz et al.,, 2017). Por lo tanto, para los siguientes experimentos

evaluamos la hipersensibilidad sélo en el dia 6.

62



8.2. Efecto de la exposicion cronica al tolueno sobre la nocicepcién aguda y
de larga duracion inducida por formalina

La exposicion crénica a tolueno se llevd a cabo por un periodo de 30
minutos, dos veces al dia, con una diferencia de 6 horas, durante 4 semanas. La
administracion subcutanea de formalina al 1%, en el dorso de la pata trasera
derecha en ratas expuestas a aire asi como al tolueno, produjo un patrén tipico de
comportamiento nociceptivo (sacudidas de la pata) dependiente del tiempo
caracterizado por un curso bifasico (figura 17), en donde el grupo expuesto a
tolueno de manera crénica mostro una respuesta exacerbada en comparacion con

Su grupo control.
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Figura 17. Curso temporal del promedio de sacudidas de la pata observados después
de la inyeccion de formalina al 1% en ratas previamente expuestas al aire o al tolueno
(6000 ppm) de manera cronica.

La fase 1 de la respuesta nociceptiva comenzo6 inmediatamente después de
la inyeccion de la formalina y luego disminuyé gradualmente en 5-10 minutos. La
fase 2 comenzd 15 minutos después de la administracion de formalina y durd
aproximadamente 1 hora (Dubuinsson y Denis, 1977; Castafieda-Corral et al.,

2009; Cervantes-Duran et al., 2013). La exposicion de las ratas a tolueno (6000

63



ppm) durante 30 minutos 2 veces al dia, durante 4 semanas, aumento la

nocicepcién aguda inducida por formalina de manera significativa (figura 18).
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Figura 18. Area bajo la curva del nimero de retiros de la pata observados después de
la inyeccién de formalina al 1% en ratas previamente expuestas al aire (A) o a tolueno
6000 ppm (Tol) de manera crénica. La inyeccién de formalina induce un efecto
nociceptivo en ausencia y presencia de tolueno. Los resultados estan expresados
como el promedio = error estandar de 6 animales por grupo. Se observdé una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (*p< 0.05), prueba t-
Student para muestras independientes.

Comparando los grupos expuestos a tolueno (6000 ppm) de manera aguda
y cronica en ambas fases de la prueba de la formalina se observé una disminucion
de la respuesta en los grupos expuestos de forma cronica (figura 19), debido al
probable desarrollo de tolerancia farmacoldgica, definida como la pérdida o
disminucién del efecto de cierta droga o farmaco tras su exposicién repetida
(Brunton et.al., 2007).
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Figura 19. Comparacion entre los grupos expuestos a tolueno (6000 ppm) de manera
aguda y crénica. Se observé una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos de p< 0.05, (prueba t-Student para muestras independientes).

Como se menciond anteriormente, encontramos que la hiperalgesia
inducida por formalina y la alodinia secundaria se establecieron 6 dias después de
la inyeccion de formalina (Fu et al., 2001; Ambriz-Tututi et al., 2009; Ambriz-Tututi
et al., 2011; Cruz et al., 2017). Por lo tanto, evaluamos la hipersensibilidad con la
prueba de los filamentos de von Frey con dos fuerzas de flexion (10 y 250 mN)
sélo en el dia 6, tanto en la pata ipsilateral como en la contralateral, donde se
observo desarrollo de hiperalgesia y alodinia tanto en el grupo expuesto a tolueno
(6000 ppm) como en el grupo expuesto al aire de manera cronica; sin embargo a

diferencia de los grupos expuestos de manera aguda se presenté una disminucion
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al estimulo en el grupo expuesto a tolueno de manera crénica tanto para el

filamento fino como para el grueso (figura 20y 21).
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Figura 20. Respuestas de retirada de la pata ipsilateral (IL) ante la aplicacion de
filamentos de von Frey (10 y 250 mN) en la superficie plantar de las patas de las
ratas, antes (grupos basales) y después de la administracion de formalina al 1% (F).
La alodinia secundaria y la hiperalgesia se evaluaron el dia 6. Se observé una
diferencia estadisticamente significativa (*p<0.05 y ***p<0.001) en los grupos Aire + F
1% vs grupos basales; #p<0.05 para Tol + F1% vs Aire + F1 %, por ANOVA de una
via seguido por la prueba de Student — Newman — Keuls.
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Figura 21. Respuestas de retirada de la pata contralateral (CL) ante la aplicacién de
filamentos de von Frey (10 y 250 mN) a la superficie plantar de las patas de las ratas,
antes (grupos basales) y después de la administracion de la formalina al 1% (F). La
alodinia secundaria y la hiperalgesia se evaluaron el dia 6. Se observé una diferencia
estadisticamente significativa (*p<0.05 y ***p<0.001) en los grupos Aire + F 1% vs
grupos basal; #p<0.05 para Tol + F1% vs Aire + F1 %, por ANOVA de una via seguido
por la prueba de Student — Newman — Keuls.

De manera adicional, se registraron los pesos corporales del grupo control y
el grupo expuesto a tolueno antes y después de la exposicion crénica al disolvente
0 a aire (pre y post-tratamiento). Se observé un aumento de los pesos tanto del
grupo control como del grupo tolueno al comparar el pre y el post tratamiento.
Ademas, se observé una diferencia entre los pesos post-tratamiento del grupo
control vs grupo tolueno, indicando que los animales expuestos a tolueno tuvieron

un menor incremento de peso que los del grupo control (figura 22).
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Figura 22. Peso corporal de las ratas antes y después de la exposicion a tolueno
(6000 ppm) o aire (control) de manera crénica (n=6 por grupo). Los resultados se
muestran como la media * error estandar. Se observd una diferencia significativa en
ambos grupos entre el pre vs post tratamiento (p< 0.001) (prueba t Student para
muestras relacionadas) y entre el peso del grupo control vs el grupo tolueno
postratamiento (prueba t Student para muestras independientes).

8.3. Efecto del antagonista de los receptores purinérgicos P2X,/3 y P2X3 RO-3
(300 nmol) en la nocicepcién aguda inducida por formalina, la alodinia
secundaria e hiperalgesia en ratas previamente expuestas al aire o tolueno
(6000 ppm) de manera aguda y cronica.

Para evaluar si los receptores P2Xz/z y P2Xs participan en el efecto
pronociceptivo del tolueno en la prueba de la formalina, utilizamos el antagonista
altamente selectivo de los receptores P2Xa/z y P2X3 RO-3 (300 nmol), el cual
debido a sus propiedades fisicoquimicas se disolvid en dimetilsulféxido (DMSO).
Para descartar que el vehiculo (DMSO) pudiera tener algun efecto, se realiz6 un
grupo control expuesto al aire, previamente tratado con 50 pl de DMSO via local,

administrado (40 min) antes de la prueba de la formalina y de esta manera poder
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valorar si el vehiculo del antagonista RO-3 es inerte o pudiera modificar el efecto
del mismo. Los efectos inducidos por la administracion subcutanea de DMSO o
solucion salina en la prueba de la formalina no mostraron diferencias significativas
(p=0.4). Por lo tanto, se concluye que el DMSO se puede usar como vehiculo, ya
gue no modifica el efecto de la formalina (Figura 23).
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Figura 23. Los efectos inducidos por la administracion s.c. de DMSO vy solucion salina
en la prueba de formalina. (A) Curso temporal del nimero de sacudidas de la pata
observados después de la inyeccion de formalina al 1% en ratas previamente
expuestas al aire de manera aguda, a las que se les administro el vehiculo (soluciéon
salina o DMSO. Area bajo curva (B) de retiros de la pata observado después de la
inyeccion de formalina al 1% en ratas a las que se les administré solucién salina o
DMSO. Los resultados estan expresados como el promedio + error estandar de 6
animales por grupo. No se observé diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos (p=0.4), prueba t-Student para muestras independientes.

El pretratamiento periférico local ipsilateral, pero no contralateral (datos no
mostrados), con RO-3 (300 nmol/pata) administrado 40 min antes de la formalina,
redujo (p <0.05) el efecto pronociceptivo del tolueno (6000 ppm) en ambas fases
de la prueba de la formalina al 1%, en el grupo expuesto de manera aguda (Figura

24) asi como cronica (Figura 25). La dosis probada de RO-3, también pudo
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reducir los efectos nociceptivos de la formalina en ausencia de tolueno. Ademas,
el RO-3 redujo (p<0.05) el efecto pronociceptivo en la alodinia mecanica
secundaria inducida por formalina al 1% y la hiperalgesia en ratas expuestas de
manera aguda (Figura 26 y 27) y cronica a tolueno (Figura 28 y 29).
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Figura 24. Efecto del antagonista de los receptores P2X 3 y P2X2/3 RO-3 (300 nmol)
en la nocicepcion aguda inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno (6000
ppm) o a aire de manera aguda. Los datos se expresan como el area bajo el nimero
de sacudidas contra la curva de tiempo (ABC). Se observd una diferencia
estadisticamente significativa (*p<0.05) en los grupos entreel A+ F 1% vs T + F 1 %;
#p<0.05 para A+ 1% Fvs A + 1% F + RO-3; &p<0.05 para T +1% F vs T+ RO-3, por
ANOVA de una via seguido por la prueba de Student—-Newman—Keuls.
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Figura 25. Efecto del antagonista de los receptores P2X 3 y P2X2/3 RO-3 (300 nmol)
en la nocicepcioén inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno (6000 ppm) o a
aire de manera cronica. Los datos se expresan como el area bajo el niUmero de
estremecimientos contra la curva de tiempo (ABC). Se observé una diferencia
estadisticamente significativa *p<0.05 en los grupos entre el A+ F 1% vs T+ F19%;
#p<0.05 para A+ 1%F vs A-317491; &p<0.05 para T+1%F vs T+ RO-3, por ANOVA de
una via seguido por la prueba de Student — Newman — Keuls.
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Figura 26. Efecto del antagonista de los receptores P2X3z y P2Xz/3, RO-3 (300 nmol)
en la alodinia secundaria en ratas previamente expuestas al aire (A) o a tolueno (Tol,
6000 ppm) de manera aguda. Los datos se expresan como el promedio *+ e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicacion del filamento de von Frey (10 mN)
a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de la
formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se evaluaron el dia 6
posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el grupo A+ 1% F; #
p <0.05grupo A+1% Fvsgrupo T+ 1% F; & p <0.05 vs grupo RO-3 vs grupo A + 1%
F yT+ 1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de Student—-Newman—
Keuls.
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Figura 27. Efecto del antagonista de los receptores P2X; y P2X2/3 RO-3 (300 nmol)
en la hiperalgesia en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno (Tol, 6000
ppm) de manera aguda. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicaciéon del filamento de von Frey (250
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se evaluaron el dia 6
posterior a la prueba de la formalina. * p <0,05 grupo basal (B) vs el grupo A+ 1% F; #
p <0.05grupo A+ 1% Fvsgrupo T+ 1% F; & p <0.05 RO-3vsgrupo A+1%F yT+
1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de Student-Newman—Keuls.
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Figura 28. Efecto del antagonista de los receptores P2X; y P2X2/3 RO-3 (300 nmol)
en la alodinia secundaria en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno (Tol ,
6000 ppm) de manera crénica. Los datos se expresan como el promedio * e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicacion del filamento de von Frey (10 mN)
a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se evaluaron el dia 6
posterior a la prueba de la formalina. * p <0,05 grupo basal (B) vs el grupo A+ 1% F; #
p <0.05 frente al grupo A+ 1% Fvs grupo T + 1% F; & p <0.05 RO-3 vs grupo A +
1% F y T+ 1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de Student—
Newman—-Keuls.
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Figura 29. Efecto del antagonista de los receptores P2X 3 y P2Xz/3 RO-3 (300 nmol)
en la hiperalgesia en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno (Tol, 6000
ppm) de manera crénica. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicaciéon del filamento de von Frey (250
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se evaluaron el dia 6
posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el grupo A+ 1% F; #
p <0.05 frente al grupo A+ 1% Fvs grupo T + 1% F; & p <0,05 RO-3 vs grupo A +
1% F y T+ 1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de Student—
Newman—Keuls
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8.4. Efecto del antagonista de los receptores purinérgicos P2Xy/3 y P2X3 A-
317491 (30 y 300 nmol) en la nocicepcion aguda inducida por formalina, la
alodinia secundaria e hiperalgesia en ratas previamente expuestas al aire o
tolueno (6000 ppm) de manera aguda y crénica.

Para evaluar si los receptores P2Xa/z y P2X3 participan en el efecto
pronociceptivo del tolueno en la prueba de formalina, utilizamos el antagonista
altamente selectivo y afin de los receptores P2X./s y P2Xs A-317491. El
pretratamiento periférico local ipsilateral, pero no contralateral (datos no
mostrados), con A-317491 a 300 nmol/pata administrado 40 min antes de la
formalina, redujo (p <0.05) el efecto pronociceptivo del tolueno (6000 ppm) en
ambas fases de la prueba de formalina al 1%, tanto en el grupo expuesto de
manera aguda (Figura 30), como cronica (Figura 31). Por otro lado, no hubo
diferencias estadisticamente significativas para los grupos tratados con A-317491
a la dosis de 30 nmol/pata, expuestos de manera aguda (Figura 32) y crénica
(Figura 33). Ademas, el dia 6 se evaluo la hipersensibilidad con la prueba de los
filamentos de von Frey con dos fuerzas de flexion (10 y 250 mN), donde el A-
317491 (300 nmol/pata) redujo (p<0.05) el efecto pronociceptivo en la alodinia
mecanica secundaria inducida por formalina al 1% y la hiperalgesia en ratas
expuestas a tolueno de manera aguda (Figura 34 y 35) y cronica (Figura 36 y 37).
Sin embargo, la dosis de 30 nmol/pata de A-317491 no mostrO cambios
significativos en la alodinia mecanica secundaria inducida por formalina al 1% y en
la hiperalgesia en ratas expuestas a tolueno de manera aguda (Figura 38 y 39) y

cronica (Figura 40y 41).
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Figura 30. Efecto del antagonista de los receptores P2X 3 y P2Xz/3 A-317491 (300
nmol) en la nocicepcién aguda inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno
(6000 ppm) o a aire de manera aguda. Los datos se expresan como el area bajo el
nuimero de sacudidas contra la curva de tiempo (ABC). Se observd una diferencia
estadisticamente significativa *p<0.05 en los grupos entre el A+ F 1% vs T+ F1% ;
#p<0.05 para A+ 1%F vs A-317491; &p<0.05 para T+1%F vs T+ A-317491, por
ANOVA de una via seguido por la prueba de Student—-Newman—Keuls.
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Figura 31. Efecto del antagonista de los receptores P2X 3 y P2X,/3 A-317491 (300
nmol) en la nocicepcién aguda inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno
(6000 ppm) o a aire de manera cronica. Los datos se expresan como el area bajo el
nimero de sacudidas contra la curva de tiempo (ABC). Se observd una diferencia
estadisticamente significativa *p<0.05 en los grupos entre el A+ F 1% vs T+ F1% ;
#p<0.05 para A+ 1%F vs A-317491; &p<0.05 para T+1%F vs T+ A-317491, por
ANOVA de una via seguido por la prueba de Student—-Newman—Keuls.
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Figura 32. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs y P2Xa/z A-317491 (30
nmol) en la nocicepcién aguda inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno
(6000 ppm) o a aire de manera aguda. Los datos se expresan como el area bajo el
nimero de sacudidas contra la curva de tiempo (ABC). No se observd una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.4) entre los grupos, por ANOVA de una via
seguido por la prueba de Student—Newman-Keuls.
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Figura 33. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs y P2Xa/z A-317491 (30
nmol) en la nocicepcién aguda inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno
(6000 ppm) o0 a aire de manera cronica. Los datos se expresan como el area bajo el
nimero de estremecimientos contra la curva de tiempo (ABC). No se observé una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.4) en los grupos, por ANOVA de una via
seguido por la prueba de Student—Newman—Keuls.
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Figura 34. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs; y P2Xa/s A-317491 (300
nmol) en la alodinia secundaria en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno
(Tol, 6000 ppm) de manera aguda. Los datos se expresan como el promedio * e.e. de
las respuestas de retirada de la pata ante la aplicacion del filamento de von Frey (10
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
la administracion de formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A+ 1% F; # p <0,05 grupo A+ 1% Fvsgrupo T+ 1% F; & p <0.05 A-317491 vs
grupo A + 1% F y T + 1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de
Student—Newman—-Keuls.
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Figura 35. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs y P2Xa/3 A-317491 (300
nmol) en la hiperalgesia en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno (Tol,
6000 ppm) de manera aguda. Los datos se expresan como el promedio *+ e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicaciéon del filamento de von Frey (250
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
la administracion de formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A+ 1% F; #p <0.05grupo A+ 1% Fvsgrupo T+ 1% F; & p <0.05 A-317491 vs
grupo A+ 1% F y T+ 1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de
Student—Newman—-Keuls.
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Figura 36. Efecto del antagonista de los receptores P2X; y P2Xa/s A-317491 (300
nmol) en la alodinia secundaria en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno
(Tol, 6000 ppm) de manera crénica. Los datos se expresan como el promedio * e.e.
de las respuestas de retirada de la pata ante la aplicacion del flamento de von Frey
(10 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después
de la administracion de formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A+ 1% F; #p <0.05 grupo A+ 1% Fvsgrupo T+ 1% F; & p <0.05 A-317491 vs
grupo A+ 1% F y T+ 1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de
Student—Newman—-Keuls.
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Figura 37. Efecto del antagonista de los receptores P2X3; y P2Xa/s A-317491 (300
nmol) en la hiperalgesia en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno (Tol,
6000 ppm) de manera crénica. Los datos se expresan como el promedio * e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicaciéon del filamento de von Frey (250
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
la administracion de formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A+ 1% F; #p <0.05 grupo A+ 1% Fvsgrupo T+ 1% F; & p <0.05 A-317491 vs
grupo A+ 1% F y T+ 1% F, por ANOVA de una via seguido por la prueba de
Student—Newman—-Keuls.
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Figura 38. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs y P2Xa/z A-317491 (30
nmol) en la alodinia secundaria en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno
(Tol, 6000 ppm) de manera aguda. Los datos se expresan como el promedio * e.e. de
las respuestas de retirada de la pata ante la aplicacion del filamento de von Frey (10
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
la administracion de formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A + 1% F; # p <0.05 grupo A + 1% F vs grupo T + 1% F; por ANOVA de una via
seguido por la prueba de Student—Newman—Keuls.
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Figura 39. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs y P2Xa/z A-317491 (30
nmol) en la hiperalgesia en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno (Tol,
6000 ppm) de manera aguda. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicacion del flamento de von Frey (250
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
la administracién deformalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A + 1% F; # p <0.05 grupo A + 1% F vs grupo T + 1% F; por ANOVA de una via
seguido por la prueba de Student—Newman—Keuls.
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Figura 40. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs y P2Xa/z A-317491 (30
nmol) en la alodinia secundaria en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno
(Tol, 6000 ppm) de manera crénica. Los datos se expresan como el promedio * e.e.
de las respuestas de retirada de la pata ante la aplicacion del flamento de von Frey
(10 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después
de la administracion de formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A + 1% F; # p <0.05 grupo A + 1% F vs grupo T + 1% F; por ANOVA de una via
seguido por la prueba de Student—Newman—Keuls.
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Figura 41. Efecto del antagonista de los receptores P2Xs y P2Xa/z A-317491 (30
nmol) en la hiperalgesia en ratas previamente expuestas a aire (A) o a tolueno (Tol,
6000 ppm) de manera crénica. Los datos se expresan como el promedio * e.e. de las
respuestas de retirada de la pata ante la aplicaciéon del filamento de von Frey (250
mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, antes (grupo basal, B) y después de
la administracién de formalina al 1% (F). La alodinia secundaria y la hiperalgesia se
evaluaron el dia 6 posterior a la prueba de la formalina. * p <0.05 grupo basal (B) vs el
grupo A + 1% F; # p <0.05 grupo A + 1% F vs grupo T + 1% F; por ANOVA de una via
seguido por la prueba de Student—Newman—Keuls.

Comparando los grupos expuestos a tolueno de manera aguda, se observo una
diferencia estadisticamente significativa con los grupos tratados con el antagonista

A-317491 a dosis de 300 nmol pero no con la dosis de 30 nmol (Figura 42). De
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igual manera se observo un comportamiento similar con los grupos expuesto a
tolueno de manera crénica (Figura 43). Con estos resultados se sugiere que los
receptores P2X 3 y P2X,/s participan en el efecto pronociceptivo del tolueno

dependiendo de la dosis del antagonista.
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Figura 42. Efecto del antagonista de los receptores P2Xz y P2Xz/3 A-317491 (30 y 300
nmol) en la nocicepcion aguda inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno
(6000 ppm) o a aire de manera aguda. Los datos se expresan como el area bajo el
nimero de sacudidas contra la curva de tiempo (ABC). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas *p<0.05 entre los grupo A + F 1% vs T + F 1% ;
#p<0.05 para T + 1%F vs A-317491 300 nmol; por ANOVA de una via seguido por la
prueba de Student—Newman—Keuls.
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Figura 43. Efecto del antagonista de los receptores P2Xz y P2X,/3 A-317491 (30 y 300
nmol) en la nocicepcién aguda inducida por formalina en ratas expuestas a tolueno
(6000 ppm) o0 a aire de manera cronica. Los datos se expresan como el area bajo el
nimero de sacudidas contra la curva de tiempo (ABC). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas, *p<0.05 entre los grupos A + F 1% vs T + F1% ;
#p<0.05 para T + 1%F vs A-317491 300 nmol; por ANOVA de una via seguido por la
prueba de Student—Newman—Keuls.
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IX. DISCUSION
9.1. La exposicion aguda al tolueno aumenta los comportamientos
nociceptivos.

La exposicion aguda al tolueno (6000 ppm), pero no al aire, aumenta la
nocicepcién aguda en ambas fases de la prueba de formalina (mas de 1 h) en la
alodinia mecanica y la hiperalgesia (mas de 12 dias). Estos efectos
pronociceptivos no parecen estar relacionados con cambios en la actividad
motora, ya que estudios previos han informado que la exposicion aguda al tolueno
(2000 a 8000 ppm) no alterd la coordinacion motora en ratas (Bowen et al., 2007)
y ratones (Lépez-Rubalcava et al., 2000; Cruz et al., 2001). Por el contrario, otros
grupos han informado que el tolueno puede reducir la coordinacibn motora a 6000
ppm (Bowen y Balster, 1998; Paez-Martinez et al., 2003). Sin embargo, el hecho
de que el postratamiento con tolueno no sea eficaz para aumentar la
hipersensibilidad prolongada inducida por la formalina sugiere que los efectos
pronociceptivos del tolueno son independientes de posibles modificaciones en la
coordinacion motora. Sin embargo, para evitar aun mas los posibles efectos del
tolueno sobre la actividad locomotora, comenzamos la inyeccion de formalina
aproximadamente 5 minutos después de la exposicion al tolueno, como se reporto
anteriormente (Huerta-Rivas et al., 2012). Nuestros resultados se asemejan a
estudios previos (Cervantes-Duran et al., 2017) donde se demuestra que el tolueno
puede aumentar la nocicepciéon en un modelo de dolor inflamatorio en ratas.
Nuestros datos concuerdan con observaciones previas que muestran que la
exposicion al tolueno (500-8000 ppm) durante 30 min induce una hiperalgesia
térmica dependiente de la dosis en ratones sometidos a la prueba de la placa
caliente, el cual es un modelo de dolor diferente (Lépez-Rubalcava et al., 2000;
Cruz et al., 2001; Paez_Martinez et al., 2003). Por el contrario, nuestros resultados
no concuerdan con los que demuestran que el tolueno produce antinocicepcién en
la prueba del umbral de choque (Huerta-Rivas et al., 2012). En conjunto, nuestros
datos indican que el tolueno es capaz de inducir efectos pronociceptivos en
roedores inflamados. Los mecanismos de la accion pronociceptiva del tolueno no

estdn claros, parece ser que actia a diferentes niveles de la respuesta
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nociceptiva. Ademas, tras la exposicion crénica de tolueno se observé una
disminucion del efecto del tolueno la cual puede deberse a diversos cambios
moleculares, los cuales afectan a procesos farmacocinéticos y farmacodinamicos,
dentro de los cuales podria estar participando la tolerancia metabdlica, la cual
ocurre generalmente por induccion enzimatica, en este caso las drogas que
desarrollan tolerancia incrementan la tasa metabdlica, perdiendo sus efectos y
elimindndose del organismo en forma mucho mas rapida e intensamente en
relacién con el transcurso del tiempo. Debido a que este proceso es muy comun
en el alcohol y a su vez, el tolueno comparte mecanismos de accion con éste, por
esa razon se puede sugerirse que este cambio molecular esta presente (Brunton
et. al., 2007).

De igual forma, se puede concluir que estan involucrados cambios
moleculares farmacodinamicos, conocidos como tolerancia celular, que
comprenden distintos procesos como la variacion en el numero de receptores o la
desensibilizacion de los mismos. Asi mismo, estaria presente un efecto conocido
como “down regulation” o regulacién a la baja el cual es un mecanismo de
adaptacion que modula la respuesta celular ante la sobre estimulacion o
sobreocupacion de los receptores, disminuyendo el niumero y sensibilidad de la
interaccion farmaco-receptor (Martyn et al., 1992), en este caso el tolueno, que es
un antagonista no competitivo de los receptores NMDA (Cruz et al., 1998), seria
el sobre ocupante. En cuanto a la alodinia y la hiperalgesia, se obtuvieron
resultados similares a los de la investigacion base (Cervantes-Duran et al., 2017)
los cuales confirman que la exposicion aguda a tolueno ( 6000 ppm) y la aplicaciéon
de la prueba de la formalina al 1% en modelos de roedores inflamados desarrolla
mecanismos que mantienen la alodinia y la hiperalgesia en el dia 6 post
tratmiento, ademas, sugerimos que la exposicion crénica de tolueno en este
modelo de dolor inflamatorio continua desarrollando alodinia e hiperalgesia pero
con una tendencia a la disminucion del efecto, sugiriendo una tolerancia
farmacoldgica al tolueno y ademas en algunos grupos el bloqueo también al efecto

de la formalina.

92



Gauthereau y col (2009), expusieron ratas macho de la cepa Wistar a
tolueno, xileno y benceno (6000 ppm) por un periodo de dos meses (30 min, 2
veces al dia, con diferencia de 6 horas) con el fin de estudiar el efecto de los
disolventes sobre la ingesta de glutamato monosédico (sabor umami), ingesta de
alimento y peso corporal de las ratas. Los resultados mostraron un aumento en la
ingesta de la soluciéon de glutamato en las ratas expuestas a los disolventes,
ademdas de un menor aumento de peso para el grupo expuesto a benceno en
comparacién con el grupo control. Los grupos expuestos a tolueno y xileno no
presentaron diferencias significativas en cuanto al peso corporal.

Por otro lado, existen estudios en los que la exposicién a tolueno afecto la
ingesta de alimento y por lo tanto el peso corporal de las ratas, por ejemplo,
Herrera-Lopez (2013) expuso ratas macho de la cepa Wistar de dos meses de
edad a 4000 ppm de tolueno por un periodo de 60 dias (30 min, 2 veces al dia), en
donde se observé que apartir de la quinta semana de exposicion, el grupo tolueno
tuvo un menor consumo de alimento presentando una significancia estadistica al
compararlo con el control. Ademas hubo diferencia significativa entre los pesos del
grupo tolueno y el grupo control a partir de la sexta semana de exposicion al
disolvente, donde los animales del grupo tolueno tuvieron un menor aumento de
peso, en comparacion con el grupo control. Es posible que la edad de las ratas, el
periodo de exposicion al disolvente y las variaciones en las concentraciones
empleadas influyan en la menor ganancia de peso, ya que en algunos de los
estudios mencionados se utilizaron ratas mas jovenes y periodos mas prolongados
en comparacion con las de nuestro estudio.

Por otra parte, en el caso de nuestras ratas expuestas a 6000 ppm de
tolueno durante un mes se observé un aumento estadisticamente significativo
entre los pesos pre y post tratamiento, al igual que en el grupo control. Ademas,
hubo significancia estadistica al comparar los pesos del grupo control vs el grupo
tolueno post tratamiento, es decir, los animales del grupo control aumentaron ain
mas de peso que los del grupo tolueno. Al parecer una concentracion mas alta de
tolueno si tuvo efecto sobre los pesos corporales de las ratas en sélo un mes de

exposicion.
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En general, los datos sugieren que la exposicion prolongada y a
concentraciones elevadas de tolueno tiene como efecto una alteracién en la
ganancia de peso en las ratas; sin embargo es probable que los mecanismos

subyacentes sean complejos y multifactoriales.

9.2. El efecto pronociceptivo del tolueno en la nocicepcion inducida por
formalina depende de los receptores periféricos P2Xszy P2X/s.

La evidencia de la participacién de los receptores P2Xs y P2Xo/z en el
efecto pronociceptivo del tolueno proviene del bloqueo dependiente de la dosis
producido por el pretratamiento a nivel periférico con el A-317491 y la dosis Unica
de RO-3 (antagonistas altamente selectivos de los receptores P2X3 y P2X>/3) del
efecto pronociceptivo de tolueno en nocicepcion aguda y cronica inducida por la
formalina al 1%. Existe evidencia considerable de que los receptores P2X3 y
P2X2/3 estan involucrados tanto procesos de dolor agudo como cronico (Costigan,
2009). Donde principalmente la activacion de los receptores P2Xs homoméricos
contribuye a la nocicepcion aguda y al dolor inflamatorio agudo (McGaraughty y
Jarvis, 2006; Burnstock, 2006), mientras que la activacion de los receptores
heteroméricos P2X>/3 participan en la nocicepcion crénica y el dolor inflamatorio
cronico (Barclay et al., 2002).

Nuestros resultados concuerdan con otros estudios que demuestra que el
tolueno activa a los receptores purinergicos P2Xs (Woodward et al., 2004). Sin tener
la certeza de cudl de los dos receptores es el responsable del efecto, por tratarse
de una investigacién a nivel exclusivamente periférica, dejando un gran campo de
investigacion en diferentes niveles de la transduccion de sefiales. También hay
evidencia de que el tolueno recluta otros mecanismos (Cervantes-Duran et al.,
2017) que podrian explicar sus efectos pronociceptivos que involucran la
participacion de los receptores 5-HT3 en el efecto pronociceptivo del tolueno
proviene del bloqueo dependiente de la dosis producido por alosetron (un
antagonista del receptor 5- HT3 altamente selectivo (Hirata et al., 2007)) del efecto
pronociceptivo tolueno en nocicepcion aguda y duradera inducida por formalina; la

capacidad de m-CPBG (un agonista del receptor 5-HT3 (Kilpatrick et al., 1990;
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Niemeyer y Lummis, 1998; Brady et al., 2001)) para mejorar aun mas el efecto
pronociceptivo del tolueno en hipersensibilidad aguda y duradera. Por lo tanto, se
sugiere que existen otros sistemas de neurotransmision como lo es el sistema
purinérgico a nivel periférico, que participa en el efecto pronocicpetivo del tolueno
ademas del sistema serotoninérgico.

Dejando asi abierta la posibilidad para futuras investigaciones dénde se
puedan analizar estos resultados con técnicas in vitro de biolégica molecular
como la de RNA de interferencia, por mencionar alguna, para indagar
especificamente el receptor bloqueado. Asi como utilizar otros modelos para ver la

interaccion con otro tipo de dolor.

X. CONCLUSIONES

1.- La exposicion aguda a tolueno aumenta la nocicepcion inducida por formalina
en modelos de dolor inflamatorio en ratas.

2.- En la exposicion cronica a tolueno continua el desarrollo de nocicepcion,
alodinia e hiperalgesia inducida por formalina en modelos de dolor inflamatorio en
ratas con una probable tolerancia farmacoldgica.

3.- Los datos sugieren que los receptores periféricos P2Xz/3 y P2X3 participan en el
desarrollo del efecto pronociceptivo del tolueno dependiente de la dosis en

modelos de dolor inflamatorio en ratas.
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