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RESUMEN

Los antidepresivos a menudo son utilizados para el tratamiento del
dolor neuropatico. Los estudios clinicos sugieren que la eficacia de
losinhibidores de la recaptacion de serotonina (5-HT) y noradrenalina
(NA) (IRSN) para el dolor neuropatico es mayor que aquella de los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS).

En el presente estudio, determinamos la eficacia y los mecanismos
involucrados en los efectos antihiperalgésicos del milnacipran, un
IRSN, comparado con paroxetina, un ISRS, y maprotilina, uninhibidor
selectivo de la recaptacion de la NA, utilizando un modelo de rata de
dolor neuropatico. Las ratas macho de tipo Sprague-Dawley fueron
sometidas a ligadura del nervio espinal (LNE), y se midi6 el umbral
de retirada a la presion de la pata. La inyeccion de milnacipran (3-30
mg/kg) produjo un efecto antihiperalgésico dosis-dependiente. Dicho
efecto se revirtid mediante la inyeccion intratecal del antagonista del
adrenoreceptor a2, idazoxan (30 Ig), pero no mediante antagonistas
delreceptorde 5-HT. La paroxetina produjo un efecto antihiperalgésico
solo a la dosis maxima probada (10 mg/kg). Este efecto fue revertido
por la inyeccién intratecal tanto de idazoxan como de ondansetron
(301g), un antagonista del receptor 5-HT3. La maprotilina produjo un
efectoantihiperalgésico (10y 30 mg/kg), y este efecto fue revertido por
idazoxanintratecal. En estudios de microdidlisis, las concentraciones
de NA 'y 5-HT en el asta dorsal espinal, se incrementaron después
de la inyeccion de milnacipran o paroxetina, indistintamente, y sélo
la NA se incrementé luego de la inyeccion de maprotilina. Ademas,
el contenido de NA en la médula espinal de ratas con LNE fue mayor
que en los animales normales. Estos hallazgos sugieren que el
incremento de NA en la médula espinal juega un papel importante
en los efectos antihiperalgésicos de no solamente los inhibidores de
la recaptacién de NA, sino también de los ISRS.
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ABSTRACT

Antidepressants are often used for the treatment of neuropathic
pain. Clinical studies suggest that the efficacy of serotonin (5-HT)
and noradrenaline (NA) reuptake inhibitors (SNRIs) for neuropathic
painis greater than that of selective 5-HT reuptake inhibitors (SSRIs).
In the present study, we determined the efficacy and mechanisms
involved in the antihyperalgesic effects of milnacipran, an SNRI,
compared with paroxetine, an SSRI, and maprotiline, a selective
NA reuptake inhibitor, using a rat model of neuropathic pain. Male
Sprague-Dawley rats underwent spinal nerve ligation (SNL), and the
withdrawal threshold to paw pressure was measured. Intraperitoneal
injection of milnacipran (3—-30 mg/kg) produced a dose-dependent
antihyperalgesic effect. The effect was reversed by intrathecal
injection of the a2-adrenoceptor antagonist idazoxan (30 Ig), but
not by various 5-HT receptor antagonists. Paroxetine produced an
antihyperalgesic effect only at the highest dose tested (10 mg/kg).
This effect was reversed by intrathecal injection of both idazoxan
and ondansetron (30 Ig), a 5-HT3 receptor antagonist. Maprotiline
produced an antihyperalgesic effect (10 and 30 mg/kg), and the effect
was reversed by intrathecal idazoxan. In microdialysis studies, NA
and 5-HT concentrations in the spinal dorsal horn were increased
after injection of either milnacipran or paroxetine, and only NA was
increased after maprotiline. Furthermore, the NA contentin the spinal
cord of SNL rats was greater than that in normal animals. These
findings suggest that an increase in NA in the spinal cord plays an
important role in the antihyperalgesic effects of not only NA reuptake
inhibitors but also SSRIs
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INTRODUCCION

La lesion de nervios periféricos conduce al dolor
neuropatico, lel cual esta asociado a varios cambios en
el procesamiento sensorial desde la neurona aferente
primaria a la médula espinal y a las regiones supraespinal
y cortical. Los sistemas de NA y 5-HT tronco encefalico-
espinal descendentes suprimen las sefiales nociceptivas
delas neuronas primarias aferentes al astadorsal espinal, y
estos sistemasinhibitorios puedenjugarun papelimportante
en los estados de dolor neuropatico’. La activacion de los
receptores adrenérgicos espinales y de los receptores de
5-HT produce efectos antinociceptivos en varios modelos
dedolorenroedores'. Ademas, laadministracionintratecal
de agonistas adrenérgicos y de agonistas de los recepto-
res de 5-HT suprime la alodinia en un modelo de rata de
dolor neuropatico®8. Aunque también esta informado que
la via de la 5-HT causa facilitacion descendente luego de
la lesién en nervios periféricos en roedores’8, el recluta-
miento de los sistemas inhibitorios descendentes monoa-
minérgicos podria ser un tratamiento prometedor para el
dolor neuropatico. Los antidepresivos son ampliamente
utilizados para el tratamiento del dolor neuropatico. Entre
los antidepresivos, los triciclicos (ATCs) y los inhibidores
de larecaptacion de NAy serotonina (IRNS) se consideran
las drogas de primera linea para el tratamiento del dolor
neuropatico®. Aunque los antidepresivos pueden inhibir el
dolorneuropatico enlamédula espinal mediante el bloqueo
de la recaptacion de 5-HT y de NA, los mecanismos de
los efectos nociceptivos de los ATCs son complejos0-13,
Por ejemplo, los ATCs activan el sistema opioidérgico
enddgeno, asi como también los receptores GABA-B y
adenosina A1. También bloquean varios canales ionicos
y la mayoria de los ATCs tienen afinidad por multiples re-
ceptores, incluyendo a los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA). En contraste, los IRNSs inhiben selectivamente
la recaptacién de NA y 5-HT sin una afinidad relevante
por algun otro tipo de receptor o canales ionicos'®. Un
IRNS representativo es el milnacipran™. La hipotesis de
la inhibicion de la recaptacion de NA y el subsecuente au-
mento de NA en la médula espinal tuvo un rol clave en la
supresion del dolor neuropatico mediante antidepresivos,
debido a que la eficacia de los ISRSs para el tratamiento
del dolor neuropatico es menor que la de los IRSNs y los
ATCs"31516 Pgra probar esta hipotesis, seinvestigaronlos
mecanismos de los efectos antihiperalgésicos del milnaci-
pran utilizando un modelo de rata de dolor neuropatico, en
primer lugar mediante la definicién de qué receptores estan
involucrados en los efectos antihiperalgésicos producidos
por milnacipran en la médula espinal y luego, evaluando
el aumento de los niveles de NA y 5-HT en el asta dorsal
de la médula espinal después de a la inyeccion de milna-
cipran utilizando microdidlisis. Ademas se realizaron estos
estudios utilizando paroxetina, un ISRS, y maprotilina, un
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inhibidor selectivo de la recaptacion de NA, a los fines
de comparar la eficacia y los mecanismos de los efectos
antihiperalgésicos de milnacipran. Farmacoldgicamente,
el milnacipran bloquea la recaptacion de NA y de 5-HT
con una afinidad casi igual''78, la paroxetina tiene una
alta selectividad para la inhibicion de la recaptacion de
5-HT, y la maprotilina tiene una elevada selectividad para
la inhibicion de la recaptacion de NA'; por lo tanto, el uso
de estas drogas juntas en el presente estudio permite la
determinacion de los papeles relativos de la sefalizacion
noradrenérgica y serotoninérgica en los efectos antihipe-
ralgésicos de los antidepresivos.

METODO

Animales

Los experimentos fueron aprobados por el Comité de
Uso y Cuidado de Animales, de la Escuela de Graduados
de Medicina de la Universidad de Gunma. Se utilizaron
en todos los experimentos ratas macho de tipo Sprague-
Dawley (200-250 g). Los animales fueron sometidos a un
ciclo de 12 horas de luz-oscuridad con libre acceso al agua
y a la comida. Al finalizar el estudio, todos los animales
fueron sacrificados mediante una dosis de pentobarbital.
La ligadura de nervio espinal (LNE) se realizé como fue
descripta previamente'. En breve, los animales fueron
anestesiados con isoflurano por inhalacion (2%) en oxige-
no, se han expuesto las laminas laterales de las vértebras
lumbares bajas y sacras altas, se removié el proceso trans-
verso derecho de L6 y los nervios espinales derechos L5
y L6 fueron identificados y ligados fuertemente utilizando
hilo de sutura de seda 5-0. Posteriormente se procedi6 a
cerrarlaherida. Unasemanadespués delaLNE, seinserto
un catéter intratecal para la administraciéon de drogas. Se
insertd un catéter esterilizado de polietileno de calibre 32
(RecathCo, Allison Park, PA) conectado a un tubo Tygon
externo de 8,5 cm (Saint-Gobain Performance Plastics,
Akron, OH) mientras se sometia a la rata bajo anestesia
como se ha descripto previamente?°. Se avanzo el catéter
caudalmente a 7,5 cm de la cisterna magna hasta la am-
pliacion lumbar. Se les permitio a los animales recuperarse
por siete dias antes de la prueba de las drogas.

Evaluaciones del comportamiento

Quienrealizélapruebade comportamientono conocia
el farmaco ni la dosis. Se utilizé un analgesimetro (Ugo
Basile, Comerio, Italy) para medir el umbral de retirada a
la presion aplicada a la pata trasera, expresado en gra-
mos, como se ha descripto previamente?!. El dispositivo
aplica una presion creciente a la pata trasera. Cuando el
animalretira su pata, la presion seliber-oinmediatamente
y el umbral de retirada se lee e interpreta en base a una
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escala. El entrenamiento del animal para este estudio
fue realizado durante 3 a 5 dias antes del tratamiento
farmacolégico. Se utilizd un punto de corte de 250 g
para evitar la lesion de los tejidos. Estos animales se
han utilizado 2 0 3 veces en intervalos de 4 a 5 dias. Los
farmacos y las dosis fueron asignados al azar.

Drogas y administracion de drogas

La primera serie de experimentos se realizé para
examinar el curso de los efectos antihiperalgésicos en
el tiempo y los efectos dosis-respuesta de la adminis-
tracion intraperitoneal de milnacipran (0, 3, 10, 30 mg/
kg), paroxetina (0, 1, 3, 10 mg/kg) y maprotilina (0, 3,
10, 30 mg/kg). El umbral de retirada fue determinado
antes (antes de la LNE) y al tiempo 0 (antes de la
inyeccion de las drogas) y después, a intervalos de
30 min luego de la inyeccidn. Para la administracion
intraperitoneal, se inyectaron las drogas en un volu-
men de 1 ml. Tanto el milnacipran como la maprotilina
fueron disueltos en solucion salina, y la paroxetina
se disolvié en una solucién de dimetilsulféxido al
25%. La segunda serie de experimentos se realizé
para determinar los efectos del tratamiento intratecal
con una de las siguientes drogas: un antagonista del
receptor adrenérgico a2, idazoxan; un antagonista
de los receptores 5-HT1/2, metisergida; un antago-
nista de los receptores 5-HT2A/2C, ketanserina; y
un antagonista del receptor 5-HT3, ondansetrén. Se
administraron por via intratecal solucion salina o 30
Ilg de cada antagonista 30 minutos antes del efecto
maximo de cada droga (60 minutos luego de la inyec-
cion de milnacipran, 30 minutos luego de la inyeccion
de paroxetina y simultaneamente con la inyeccién de
maprotilina), y luego se determiné el umbral 30 minutos
mas tarde. Se compararon los umbrales de retirada
luego de la inyeccién de aquellos antagonistas de los
receptores, conlos del grupo tratado con solucion sali-
na. La dosis del antagonista fue seleccionada en base
a los resultados de un estudio previo?? y en nuestros
estudios preliminares. Para la inyeccion intratecal,
cada antagonista se disolvio en solucién salina y se
inyectaron en un volumen de 5 IL, seguido de una
inyeccion de solucion salina de 10 IL para limpiar el
catéter. El milnacipran fue una donaciéon generosa
de la Corporacion Asahi Kasei (Osaka, Japon). La
metisergida se adquirié del Research Biochemicals
International (Natick, MA). Otras drogas fueron ad-
quiridas de Sigma (St. Louis, MO).

Estudios de microdialisis

Los estudios de microdidlisis se realizaron con ratas
normales, como las ratas control no operadas, y con ratas
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con LNE como se ha descripto previamente?3. Se indujo la
anestesia con uretano (1,2-1,5g/kgi.p) y luego se mantuvo
con isoflurano al 0,5% en oxigeno al 100% a través de
un cono nasal. Se canul6 la vena femoral izquierda para
la infusién de fluidos o inyeccion de drogas. Se mantuvo
la temperatura rectal a 37-38°C con una almohadilla de
calefaccion colocada debajo del animal. Los niveles L3 a
L5 de la médula espinal fueron expuestos utilizando una
laminectomia toracolumbar, y luego se coloco a la rata en
un aparato estereotactico. Después de abrir la duramadre,
se levanté una raiz dorsal que ingresa a la médula espinal
por encima del nivel de los sitios de registro, utilizando un
refractor de vidrio, de modo que una sonda de microdialisis
pueda avanzar dentro de la capa superficial del asta dorsal.
La sonda se inserto justo lateral a la raiz dorsal y avanzé
en un angulo de 15°, a una profundidad de 1 mm utilizando
un micromanipulador (modelo WR-88; Narishige, Tokio,
Japdn). La superficie de la médula espinal se cubrid con
aceite mineral. Las sondas de microdialisis comprendian
una longitud de 1 mm de membrana de dialisis cilindrica
(OD: 0,22 mm, ID: 0,20 mm), y la membrana se fij6é a un
tubo de doble luz de silice de 1 cm (OD: 0,35 mm; Eicom,
Kyoto, Japan). Se perfundio la sonda de microdialisis con
solucion de Ringer (NaCl, 147 mmol/L; KCI, 4 mmol/L
y 2.3 mmol/L de CaCl2) a un flujo constante (1 IL/min)
utilizando una bomba de microjeringa (ESP-64; Eicom
Co.). Luego de 120 minutos de perfusién constante, se
tomaron 2 muestras consecutivas para determinar las
concentraciones basales de NA y 5-HT en el dializado.
Las ratas que fueron sometidas a LNE se utilizaron en los
estudios de evolucion en el tiempo. En el estudio piloto,
se observo que la evolucion en el tiempo del aumento en
NA y 5-HT luego de la inyeccién de milnacipran, fue la
misma entre las inyecciones intraperitoneal e intravenosa
(Figura 4, recuadro). Asi, todas las drogas fueron inyec-
tadas por via intravenosa en los estudios de microdialisis
debido a razones técnicas (por ejemplo, la dificultad de la
inyeccion intraperitoneal en ratas en decubito prono en el
aparato de didlisis y para permitir el aumento estable de
la concentracion sanguinea de las drogas, especialmente
enlos estudios de dosis-respuesta acumulativos). La dosis
efectiva maxima de milnacipran (30 mg/kg), paroxetina (10
mg/kg), maprotilina (10 mg/kg), o solucion salina (1 ml) se
administraron porviaintravenosaatravés deunacanulaen
la vena femoral. Se realizaron ademas, estudios de dosis-
respuesta acumulativos con milnacipran para comparar el
incremento de NA y 5-HT en ratas con LNE y control. El
milnacipran se administro por via intravenosa, a dosis de
1,2, 7y 20 mg/kg (dosis acumulativas: 1, 3, 10 y 30 mg/kg)
a intervalos de 30 minutos. Las fracciones perfundidas de
15 min se recogieron en un inyector automatico (EAS-20;
Eicom Co.), y se analizaron las concentraciones de NA y
5-HT mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR)condeteccionelectroquimica utilizandoun sistema
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deanalisisHTEC-500 (Eicom Co.). Las condiciones croma-
tograficasfueronlas siguientes: lafase moévilcompuesta por
0,1 mol/L de amortiguador de acetato de amonio (pH 6,0),
0,05 mol/L de sulfonato de sodio en metanol (7:3 vol/ivol) y
50 mg/L de Na2-EDTA,; y la columna fue una EICOMPAC
CAX (2,0 mm - 200 mm; Eicom). El electrodo de trabajo
fue un carbon vitreo (WE-3G, Eicom Co.); y una tasa de
flujo de 0,25 ml/min. El voltaje del detector se establecio
en 0,45 V. La temperatura del detector, en 35.0°C. El
tiempo de retencién para la NA fue de 5,4 minutos y para
la 5-HT fue de 13,1 minutos. El limite de deteccion de este
ensayo en el presente estudio fue de 30 fg por inyeccién
(informacién de Eicom Co.).

Contenido de NA y 5-HT en la médula espinal

También se midié el contenido de NA 'y 5-HT en la
meédula espinal en ratas normales como control y en
ratas con LNE como se ha descripto previamente?*. Las
médulas espinaleslumbares (L4-L6)fuerondiseccionadas
y divididas en mitades derecha e izquierda. Estas se pe-
sarony se mantuvieron en hielo. Cada médula espinal fue
homogeneizadaen 500IL de 0.2 mol/L de &cido percldrico,
que contiene 0,1 mmol/L de Na2-EDTA e isoproterenol
(0,02 mg/mL) como un estandar interno, y centrifugada
a 20.000 g a 0°C por 15 minutos. Los sobrenadantes se
mantuvieron a un pH 3,0 mediante la adicion de 1 mol/L
de acetato de sodio y se filtraron a través de un filtro
centrifugo de un tamafo de poro de 0,45 Im (Millipore,
Bedford, MA). Las muestras (10 IL) se inyectaron en un
sistema de analisis HTEC-500 (Eicom) y se analizaron
las concentraciones de NA y 5-HT utilizando HPLC con
deteccion electroquimica. Las condiciones cromatogra-
ficas fueron las siguientes: la fase movil compuesta por
0.1 mol/l del amortiguador fosfato (pH 6,0) que contiene
5 mg/l de Na? EDTA, 190 mg/l de &cido 1-octanesulfato
de sodio y metanol al 17% y la columna fue una EICOM-
PAK SC-50DS (3,0 mm — 150 mm, Eicom). El limite de
deteccion de este ensayo en el presente estudio fue de
30 fg por inyeccion. El electrodo de trabajo fue de carbén
vitreo (WE-3G, Eicom) con una velocidad de flujo de 0,5
ml/min. El tiempo de retencién para la NA fue de 4,43
minutos, y para la 5-HT, de 22,95 minutos. El limite de
deteccion para este ensayo en el presente estudio fue de
30 fg por inyeccion (informacion de Eicom).

Analisis de datos y estadisticas

Seseleccion6é untamanode muestrade 6, asumiendo
una diferencia minima significativa del 7% y una des-
viacion estandar dentro de los grupos del 4%, basado
en estudios anteriores. Los datos de los estudios de
comportamiento se expresaron como el porcentaje de
cambio en el umbral, donde el porcentaje de cambio en
el umbral = 100 x el umbral luego de la administracion
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de las drogas/umbral antes de la administracion de las
drogas luego de la LNE. Los datos fueron normalmente
distribuidosy se presentan como media + SEM. Los datos
de la evolucion en el tiempo fueron analizados utilizando
un analisis de 2 vias de diferencia (ANOVA), seguido
por un Student-Newman-Keuls POST HOC TEST para
comparaciones multiples. Las curvas de dosis-respuesta
acumulativa de los estudios de microdialisis se compa-
raron utilizando el programa PharmToolsPro (McCary
Group, Emmaus, PA). Otros datos se analizaron mediante
el ANOVA de 1 via. Se consideraron significativas las
diferencias con un valor de p < 5.

RESULTADOS

Efectos antihiperalgésicos del milnacipran,
paroxetina y maprotilina

La ligadura del nervio espinal disminuyé el umbral de
retirada de la pata trasera ipsilateral en aproximadamente
un 40% (126,6 + 6,1 g antes de la LNE y 75,7 £+ 26 g
después de la LNE n =72). La inyeccion intraperitoneal de
milnacipran (3-30 mg/kg) produjo efectos antihiperalgési-
cos en un modo dosis-dependiente (p < 0,05 por ANOVA
de 2 vias), y el efecto pico se observo a los 90 minutos
después de lainyeccion (Fig. 1A). En las ratas normales,
sin embargo, la dosis mas alta de milnacipran (30 mg/kg)
no afectd el umbral de retirada comparado con el grupo
tratado con solucion salina (n = 6, datos no mostrados), lo
que indica que el milnacipran podria ser eficaz sélo en un
estado de dolor neuropatico. La administracién intratecal
deidazoxan, unantagonistadelosreceptores adrenérgicos
a2, revirtio el efecto antihiperalgésico (30 mg/kg) cuando
se lo inyectd 30 minutos antes del pico del efecto antihipe-
ralgésico del milnacipran (p < 0,05 por ANOVA de 1 via;
el umbral descendié un 27% comparado con el grupo de
milnacipran + solucion salina, Fig. 1B). Lainyeccionintrate-
cal de antagonistas del receptor de 5-HT no revirtio el pico
del efecto antihiperalgésico del milnacipran (Fig. 1B). La
inyeccion intraperitoneal de paroxetina produjo un efecto
antihiperalgésico sélo a dosis maximas de 10 mg/kg (p <
0,05 por ANOVA de 2 vias) y el efecto pico se observé 60
minutos despuésdelainyeccion (Fig. 2A). Laadministracion
intratecal de idazoxan y ondansetrén, un antagonista del
receptor 5-HT3, revirti6 este efecto antihiperalgésico de la
paroxetina (10 mg/kg) cuando se inyectd cada antagonista
30 minutos antes del pico del efecto antihiperalgésico (p<
0,05 por ANOVA de 1 via; el umbral disminuyd por un 21%
y29%, respectivamente comparado con el grupo paroxetina
+ solucidn salina; Figura 2B). La inyeccion intraperitoneal
de maprotilina produjo un efecto antihiperalgésico a dosis
de 10y 30 mg/kg (p < 0,05 por ANOVA de 2 vias), y el pico
del efecto se observd 30 minutos después de la inyeccion
(Fig. 3A). No hubo diferencia entre los grupos tratados con
10 y 30 mg/kg. La administracion intratecal de idazoxan,
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Figura 1 (A) Evolucion en el tiempo del efecto antihiperalgésico de la inyeccion intraperitoneal de milnacipran (MIL), un
IRNS, en ratas con LNE. La inyeccibn intraperitoneal de milnacipran produjo un incremento dosis-dependiente (3—30 mg/
kg, p < 0,05 por ANOVA de dos vias, n = 6 en cada grupo) en el umbral de retirada en comparacion con el grupo tratado con
solucion salina. Todos los valores representan la media + SEM para 6 ratas. /o < 0,05 en comparacion con el grupo tratado
con solucion salina. (B) Efecto de la inyeccion intratecal con antagonistas de los receptores adrenérgicos a2 y receptores
de 5-HTen el efecto antihiperalgésico de 30 mg/kg de milnacipran. Después de determinar el umbral 60 minutos luego de la
inyeccion de milnacipran (60 min después de MIL), las ratas recibieron la administracion intratecal de 30 ug de idazoxan (IDA),
un antagonista del adrenoreceptor a2; 30 ug de metisergida (MET), un agonista del receptor 5-HT1/2; 30 ug de ketanserina
(KET), un antagonista del receptor 5-HT2A/2C; 30 ug de ondansetron (OND), un antagonista del receptor 5-HT3; o solucién
salina, y luego se determino el umbral 30 minutos méas tarde (90 min luego de MIL). Todos los valores representan una media
de + SEM para 6 ratas. p < .05 entre los dos grupos.
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Figura 2. (A) Evolucién en el tiempo del efecto antihiperalgésico de la inyeccion intraperitoneal de paroxetina (PAR), un ISRS, en
ratas con LNE. La inyeccion intraperitoneal de paroxetina produjo un efecto antihiperalgésico en la dosis mas alta (10 mg/kg, p <
0,05 por ANOVA de 2 vias, n = 6 en cada grupo) en el umbral de retirada en comparacién con el grupo tratado con vehiculo. (B)
Efecto de la inyeccién intratecal con antagonistas del adrenoreceptor a2 y del receptor de 5-HT en el efecto antihiperalgésico de
10 mg/kg de paroxetina. Luego de determinar el umbral 30 minutos después de la inyeccion de paroxetina (30 minutos después
de PAR), las ratas recibieron la administracion intratecal de 30 ug de idazoxan (IDA), un antagonista del adrenoreceptor a2; 30
g de metisergida (MET), un agonista del receptor 5-HT1/2; 30 g de ketanserina (KET), un antagonista del receptor 5-HT2A/2C;
30 ug de ondansetrén (OND), un antagonista del receptor 5-HT3; o solucién salina y se determiné el umbral 30 minutos después
(60 min después de PAR). Todos los valores representan la media + SEM para 6 ratas./p < 0,05 entre los 2 grupos.
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pero no de antagonistas del receptor de 5-HT, revirtio
este efecto antihiperalgésico de la maprotilina (10 mg/kg)
en una inyeccion de 30 minutos anterior al pico del efecto
antihiperalgésico (p <0,05 por ANOVAde 1 viacomparado
con el grupo tratado con maprotilina + solucién salina, el
umbral disminuyd un 36%, (Figura 3B). La administracion
intraperitoneal de milnacipran, paroxetina y maprotilina en
las dosis utilizadas en los estudios del comportamiento no
produjo ningun efecto adverso. Uninforme anteriortambién
evidencié que la administracion intraperitoneal de milnaci-
pran de 60 mg/kg no mostré ningdn efecto adverso?®. No
se han utilizado tampoco 30 mg/kg de paroxetina debido
a que esta dosis ha producido un efecto adverso severo
(convulsiones). La administracion intratecal de cada anta-
gonista por separado a la misma dosis utilizada en este
estudio no alter6 el umbral de retirada (Figs. 1B, 2B, y 3B).

Aumento de los niveles de NA y 5-HT en la médula
espinal luego de la inyeccién de milnacipran, pa-
roxetina y maprotilina basado en la microdiélisis

La figura 4 muestra la evolucion en el tiempo de la va-
riacion en porcentaje de la concentracion de NAy 5-HT en
el asta dorsal de la médula espinal en ratas con LNE luego
de la inyeccién de milnacipran. Como se ha descripto en
Métodos, los cambios en la evolucién en el tiempo de NA
y 5-HT fueron similares luego de la inyeccién intravenosa
e intraperitoneal de milnacipran (30 mg/kg; (Fig. 4, recua-
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dro). Por lo tanto, todos los farmacos se inyectaron por
via intravenosa en los estudios de microdidlisis. Luego de
la inyeccién de milnacipran (30 mg/kg), se incrementaron
tanto la NA como la 5-HT (p < 0,05 por ANOVA de 2 vias).
Las concentraciones de NA aumentaron en 30 minutos
y alcanzaron aproximadamente el 500% del valor basal
a las 2 horas y el aumento continud por mas de 6 horas
luego de la inyeccién (no se muestra la informacion). La
concentracion Ade 5-HT también se incremento, pero al-
canzd su pico maximo 45 minutos después de la inyeccién
y luego disminuy6 gradualmente dentro de las 2 horas. En
el grupo tratado con solucion salina, las concentraciones
de NA y de 5-HT en los dializados no variaron a lo largo
del tiempo. El estudio de dosis-respuesta acumulativo con
milnacipran se muestra en la figura 5. La concentracion de
NA aument6 de manera dosis-dependiente tanto en ratas
normales como en ratas con LNE (p < 0,05 por ANOVA de
1 via; figura 5A). El aumento de la NA fue mayor en ratas
con LNE que enlasratas normales luego de lainyeccionde
milnacipran a dosis de 1 a 30 mg/kg (p < 0,05 comparado
por PharmToolsPro). La concentracion de NA en ratas con
LNE fue mayor que en las ratas normales a 3 mg/kg (0,119
+ 0,012 pg/IL en ratas con LNE, y 0,067 £ 0,005 pg/IL en
ratas normales, respectivamente, p < 0,05 por ANOVA de
1via)y 10 mg/kg (0,188 + 0.023 pg/IL en ratas con LNE, y
0,120 £ 0,016 pg/IL en ratas normales, respectivamente, p
< 0,05 por ANOVA de 1 via). La concentracion de NA en
ratas con LNE seincrementd enaproximadamente un 350%
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Figura 3. (A) Evolucion en el tiempo del efecto antihiperalgésico de la inyeccion intraperitoneal de maprotilina (MAP), un inhibidor
selectivo de la recaptacion de NA, en ratas con LNE. La inyeccion intraperitoneal de maprotilina (10 y 30 mg/kg) produjo un efecto
antihiperalgésico (p < 0,05 por ANOVA de 2 vias, n = 6 en cada grupo) en el umbral de retirada en comparacién con el grupo
tratado con solucion salina. Todos los valores representan la media + SEM para 6 ratas.6 < 0,05 en comparacion con el grupo
tratado con solucion salina. (B) Efecto de la inyeccion intratecal de antagonistas del adrenoreceptor a2 y del receptor de 5-HT en
el efecto antihiperalgésico de 10 mg/kg de maprotilina. Después de determinar el umbral, las ratas recibieron la administracion
intratecal de 30 ug de idazoxan (IDA), un antagonista del adrenoreceptor a2; 30 ug de ketanserina (KET), un antagonista de los
receptores 5-HT2A/2C; 30 ug de metisergida (MET), un agonista de los receptores 5-HT1/2; 30 ug de ondansetrén (OND), un
antagonista del receptor 5-HT3; o solucién salina simultaneamente con una inyeccién de maprotilina y se determiné el umbral 30
minutos después. Todos estos valores representan la media + SEM para 6 ratas./p < 0,05 entre los dos grupos.
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Figura 4. Estudios de microdialisis para NA y 5-HT después de la inyeccion de milnacipran en el asta dorsal de la médula
espinal lumbar. Ratas con LNE que han recibido solucién salina intravenosa o milnacipran (MIL, 30 mg/kg). Tanto la NA como
la 5-HT se han incrementado después de la inyeccion (p < 0,05 por ANOVA de 2 vias). Un aumento similar en NA y 5-HT
luego de la inyeccibn intravenosa (i.v) e intraperitoneal (i.p) de 30 mg/kg de milnacipran se muestra en el recuadro. Los datos
se presentan con el tiempo como porcentaje de cambio de la linea de inicio. Todos los valores representan la media + SEM

para 6 ratas. p <.05 en comparacion con el grupo tratado con solucion salina.
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Figura 5. Estudios de microdiélisis para NA (A) y 5-HT (B) en el asta dorsal de la médula espinal lumbar en ratas normales
y en ratas con ligadura de nervio espinal (LNE) luego de una inyeccion de milnacipran de dosis acumulativa (1-30 mg/kg). El
milnacipran se administré por via intravenosa a dosis de 1, 2, 7 o 20 mg/kg. El aumento en la NA después de la inyeccion de
dosis acumulativa fue mayor en ratas con LNE que en las ratas normales (p < 0,05). Los datos se presentan con el tiempo
como porcentaje de cambio de la linea de inicio. Todos los valores representan la media + SEM para 6 ratas. p < 0,05 en
comparacion con las ratas normales; p < 0,05 en comparacion con los valores de la linea de inicio.
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luego de la inyeccion de dosis acumulativas de 1 a 30 mg/
kg. El menor incremento en NA comparado con una unica
inyeccion de 30 mg/kg podria ser a partir del resultado de
la eliminacion de la droga entre las inyecciones (intervalos
de 30 minutos). La concentracién basal de NA antes de la
inyeccion de la droga en ratas con LNE fue mayor que en
las ratas normales (0,029 + 0,005 pg/IL en ratas con LNE y
0,012+ 0,001 pg/IL en ratas normales, respectivamente; p
< 0,05 por ANOVA de 1 via). Por lo tanto, el contenido total
de NA en los dializados recogidos durante el estudio de
dosis-respuesta acumulativo fue mayor en ratas con LNE
(9,28 £ 0.,97 pg/60 IL) que en ratas normales (6,48 + 0,63
pg/60 Il, p < 0,05 por ANOVA de 1 via). En contraste, la
concentracionde 5-HT noaumentdluegode lainyeccionde
dosis acumulativas de 1 a 30 mg/kg, y no hubo diferencia
entre las ratas con LNE y los animales normales (Fig. 5B).
La concentracion basal de 5-HT antes de lainyeccién de la
droga fue similar en las ratas con LNE y las ratas normales
(0,089 + 0,015 pg/IL en ratas con LNE y 0,081 £ 0,012 pg/
IL en ratas normales, respectivamente). El contenido total
de 5-HT en los dializados recolectado durante el estudio
fue similar en ratas con LNE (5,33 £ 1,05 pg/ 60 IL) y en
ratas normales (5,59 +0,79 pg/60IL). Lafigura6 muestrala
evolucioneneltiempodelavariaciénenlas concentraciones
de NA y 5-HT en ratas con LNE luego de una inyeccion
de paroxetina. Luego de una inyeccion intravenosa de
paroxetina (10 mg/kg), se incremento tanto la NA como la
5-HT en el asta dorsal de la médula espinal (p < 0,05 por
ANOVA de 2 vias). Las concentraciones de 5-HT fueron
elevadas en 30 minutos y alcanzaron aproximadamente el
600% del valor de la linea de inicio a los 45 minutos, luego
disminuyerongradualmente. Encontraste, las concentracio-
nes de NA fueron elevadas a los 75 minutos y aumentaron
lentamente a partir de entonces durante mas de 5 horas
luego de la inyeccion de la droga (esta informacién no se
muestra). En el grupo tratado con vehiculo, las concen-

traciones de NA y 5-HT en los dializados no han variado
durante el transcurso del experimento. La figura 7 muestra
la evolucién en el tiempo del cambio en la concentracion
de NA y de 5-H en ratas con LNE luego de la inyeccién
de maprotilina. Luego de una inyeccion intravenosa de
maprotilina (10 mg/kg), la NA aumentd en 30 minutos y
alcanzo6 aproximadamente el 350% al 400% de la linea
de inicio (p < 0,05 por ANOVA de 2 vias), y el incremento
continué por mas de 6 horas luego de la inyeccién (la
informacion no se muestra). La concentracion de 5-HT no
se incrementd en comparacion con el grupo tratado con
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Figura 7. Estudios de microdialisis para NA y 5-HT después
de la inyeccion de maprotilina en el asta dorsal de la médula
espinal lumbar. Ratas con LNE que recibieron solucién salina
intravenosa o maprotilina (MAP, 10 mg/kg). Tantola NA como
la 5-HT han aumentado luego de la inyeccion (P < .05 por
ANOVA de 2 vias). Los datos se presentan con el tiempo
como porcentaje de cambio de la linea de inicio. Todos los
valores representan la media + SEM para 6 ratas. (p <.05)
en comparacioén con el grupo tratado con solucién salina.
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solucién salina. En el grupo tratado con solucién salina,
las concentraciones de NA y de 5-HT en los dializados
no han variado a lo largo del tiempo. La administracion
intravenosa de milnacipran, paroxetina o maprotilina a las
dosis usadas enlos estudios de microdidlisis no produjeron
efectos adversos, incluyendo depresion respiratoria, trasla
inyeccién en animales despiertos o anestesiados.

Contenidos de NA y 5-HT en la médula espinal
en controles y animales con dolor neuropatico

También se determinaron los contenidos de NA y
5-HT en el tejido homogeneizado de la médula espinal
de ratas normales y de ratas con LNE (Fig. 8). La con-
centracion de NA fue mayor en el lado ipsilateral de la
médula espinal en ratas con LNE (320,3 £ 13,0 pg/mg, n
= 6) comparado con ratas normales (228,8 + 9,1 pg/mg,
n =6, p <0,05 por ANOVA de 1 via). La LNE también
indujo un aumento en la concentracion de 5-HT tanto en
el lado ipsilateral (732,5 £ 25,0 pg/mg, n =6) como en el
contralateral (762,3 + 20,0 pg/mg, n = 6) de la médula
espinal, comparado con ratas normales (565,4 + 30,0
pg/mg, n =6, p < 0,05 por ANOVA de 1 via).
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Figura 8. Los contenidos de NA y 5-HT (pg/mg de tejido
humedo) en la mitad lateral de la médula espinal lumbar
fueron medidos en ratas normales y en ratas con LNE. En las
ratas con LNE fueron medidas las mitades ipsilateral (ipsi) y
contralateral (contra) de la médula espinal lumbar. Todos los
valores representan la media + SEM para 6 ratas. p < 0,05 en
comparacion con las ratas normales.

DISCUSION

En el presente estudio, la inyeccion intraperitoneal de
milnacipran, paroxetina y maprotilina produjo efectos an-
tihiperalgésicos en ratas con LNE, dichos efectos fueron
revertidos mediante la inyeccion espinal de un antagonista
del adrenoreceptor a2. Se ha incrementado tanto la NA
como la 5-HT en la médula espinal luego de la inyeccién
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sistémica de milnacipran o paroxetinay sélo se incrementé
la NA luego de la administracién de maprotilina. Estos ha-
llazgos sugieren que elaumentode NAenlamédulaespinal
contribuye firmemente a los efectos antihiperalgésicos de
los antidepresivos, inclusive los ISRSs.

Efectos antihiperalgésicos del milnacipran

En el presente estudio, la inyeccion intraperitoneal de
milnacipranmostré un efectoantihiperalgésico de tipodosis-
dependiente en ratas con LNE. En animales normales, sin
embargo, el milnacipran no produjo un efecto antinocicepti-
vo. La desconexion entre el incremento de la NA espinal y
lafalta del efecto antinociceptivo en los animales normales,
refleja el aumento relativamente bajo de NA espinal o las
diferencias entre los estados normal y de dolor neuropatico
en la ubicacién y funcion de los adrenoreceptores a2 en
la médula espinal. En apoyo a esta ultima posibilidad, la
inyeccion intratecal del antagonista del adrenoreceptor a2,
clonidina, que imita los efectos de la NA liberada a nivel
espinal, ha incrementado la potencia y la eficacia en esta-
dos de dolor neuropatico en animales?® y en humanos?”.
Varias causas potenciales para esta plasticidad luego de
la lesion nerviosa han sido demostradas en animales,
incluyendo la expresion aumentada del inhibidor de los
adrenoreceptores a2 en el gen de la calcitonina, péptido
relacionado que expresa aferentes?®, aumento de la efi-
ciencia de la proteina G acoplada de los adrenoreceptores
a2 espinales?® y el aumento de la activacion mediada por
adrenoreceptores a2 de las interneuronas colinérgicas
inhibidoras®?3!. En consonancia con el nivel de NAaumen-
tado y el axdn noradrenérgico brotando en el asta dorsal
espinal luego de la LNE®?, el presente estudio también ha
demostrado que el milnacipran indujo un aumento mayor
en la NA espinal en ratas con LNE en comparacion con
ratas normales en base a la dosis-respuesta acumulativa
obtenida con estudios de microdialisis. Estos hallazgos
sugieren que la lesiéon de nervio periférico potencia la
eficacia y liberacion de NA en la médula espinal y que el
milnacipran utiliza estos cambios plasticos parainduciruna
analgesia mas poderosa mediante la NA después de la
lesion del nervio que en la condicion de control. Los estu-
dios de microdialisis han evidenciado un aumento de NA
en mas de 5 horas después de la inyeccion intraperitoneal
de milnacipran (30 mg/kg). El efecto antihiperalgésico del
milnacipran solo fue revertido por la inyeccion intratecal de
unantagonistadeladrenoreceptora2,idazoxan. Estoindica
que el incremento de la NA en el asta dorsal espinal esta
implicado principalmente en el efecto antihiperalgésico del
milnacipran en ratas con LNE. La inyeccion intratecal de
idazoxan, sin embargo, no ha revertido completamente el
efecto antihiperalgésico del milnacipran. Es posible que el
aumento de 5-HT en la médula espinal haya jugado un rol
en el efecto antihiperalgésico del milnacipran, aunque los
antagonistas delreceptorde 5-HT nohanrevertido el efecto
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del milnacipran. En el presente estudio, los antagonistas
fueron inyectados 60 minutos después de la inyeccion de
milnacipran, cuando el efecto antihiperalgésico ya se habia
establecido y el nivel de 5-HT, disminuido. Por lo tanto, es
probable que el aumento de 5-HT en la médula espinal
contribuya, al menos en parte, a la fase de induccién del
efectoantihiperalgésicodel milnacipran. Informesrecientes
han demostrado la implicacién de los adrenoreceptores b2
en los efectos antihiperalgésicos de varios antidepresivos
en un modelo de dolor neuropatico murino®334, lo cual
puede proporcionar otro mecanismo posible para el efecto
observado. Un estudio previo demostré que la administra-
cioén intratecal de milnacipran, pero no la administracion
intraperitoneal (30 mg/kg), inhibid la alodinia mecanica en
ratas con LNE?2. En el presente estudio, sin embargo, la
inyeccion intraperitoneal de milnacipran produjo un efecto
antihiperalgésico dosis-dependiente. Se hainformado que
la administracion oral de 200 y 300 mg/kg de milnacipran
produce efectos antialodinicos en ratas con LNEZ. Por
tanto, la discrepancia observada entre los dos estudios
podria estar relacionada con la dosis.

Efectos antihiperalgésicos de paroxetina
y maprotilina

En el presente estudio, la inyeccion intraperitoneal
de paroxetinatambiénredujo la hiperalgesia mecanica,
pero solamente a la dosis maxima (10 mg/kg).

Las vias serotoninérgicas descendentes han estado
implicadas tanto en la modulacion inhibitoria como en
la facilitadora de la actividad neural espinal. Varios de
los subtipos del receptor de 5-HT, incluyendo a los re-
ceptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT2C y 5-HT3,
contribuyeron a la accion antinociceptiva de la 5-HT en
lamédula espinal®. Sinembargo, existe cierta controver-
sia debido a que los efectos observados son altamente
dependientes del modelo animal, al paradigma de las
pruebas de comportamiento utilizado, asi como también
a las dosis de los agentes selectivos administrados.

Un estudio previo informo que los receptores 5-HT1A
en la médula espinal estan involucrados en el efecto
antinociceptivo de la venlafaxina sistémica, un ISRS,
en la fase tardia de la prueba de la formalina en ratas®®.

Otro estudio demostré que los receptores espinales
5-HT2A/2C contribuyeronal efecto antialodinicode laadmi-
nistracion sistémica del ISRS fluvoxamina, en ratones con
lesion de nervio periférico®. En el presente estudio, el efecto
antihiperalgésico de la paroxetina se revirtio por medio de
la inyeccion intratecal del antagonista del receptor 5-HT3,
ondansetrén. En contraste con esto, los antagonistas de
los receptores 5-HT2A/2C, ketanserina y metisergida, los
cuales tienen afinidad por los subtipos 5-HT1 y 5-HT2, no
han revertido el efecto antihiperalgésico de la paroxetina.
Este resultado se contrapone a los informes anteriores
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acerca de que el dolor neuropatico esta asociado a una
facilitacion descendente aumentada mediada por la 5-HT
actuando sobre los receptores espinales 5-HT3%42, Esta
discrepancia podria ser explicada por los efectos duales
de la activacion del receptor 5-HT3 en el asta dorsal de la
médula espinal. Varios estudios previos han demostrado
que el efecto dominante de la activacion del receptor 5-HT3
en la médula espinal es el nociceptivo, mediante la trans-
mision sindptica inhibitoria promovida por el GABA333:38,
Interesantemente, la administracion intratecal del agonista
selectivo del receptor 5-HT3, clorofenil biguanida, en ratas
con LNE, invierte la alodiniamecanica establecida de modo
GABA-dependiente3?, sugiriendo que la activacion espinal
delreceptor 5-HT3 enun estado de dolor neuropatico sigue
poseyendo efectosinhibitorios. Aunque noestaclarodesde
este estudio si semejante activacion enddgena espinal del
receptor 5-HT3 ocurre luego de lainyeccién de paroxetina,
nuestra informacién sugiere firmemente que un aumento
de 5-HT en la médula espinal contribuye al efecto antihipe-
ralgésico de la paroxetina. Estudios previos en ratas han
demostrado quelaantinocicepcion espinal por 5-HT revirtié
mediante la deplecion de NA endogena®®#!. Otro informe
sugiere que la NA es captada por untransportador de 5-HT
y la 5-HT libera NA en respuesta a la actividad neuronal®2.
De acuerdo con estos informes, la NA en la médula espinal
aumento luego de la inyeccion de paroxetina en nuestros
estudios de microdialisis. El efecto antihiperalgésico de la
paroxetina fue revertido también por la inyeccion intratecal
de idazoxan. Estos resultados sugieren que el aumento de
la NA en la médula espinal juega un rol importante en el
efecto antihiperalgésico de la paroxetina. El papel impor-
tante del aumento de la NA en el efecto antihiperalgésico
de los antidepresivos se ve apoyado por los resultados de
la maprotilina. Hemos demostrado que la administracion
intraperitoneal de maprotilina (10 y 30 mg/kg) produjo un
efecto antihiperalgésico que fue revertido solo por la in-
yeccion intratecal de idazoxan. El estudio de microdialisis
mostro que la maprotilina aumento la NA, pero no la 5-HT,
enlamédula espinal. En el presente estudio, sin embargo,
el efecto antihiperalgésico del milnacipran fue mas potente
que el de la maprotilina. De acuerdo con estudios clinicos,
nuestra informacion sugiere que la inhibicion de la recapta-
cion dual de NA 'y 5-HT, y no la inhibicion selectiva de NA
0 5-HT, y requiere que se refuercen los efectos inhibitorios
de los antidepresivos para el dolor neuropatico.''#! En
conjunto, nuestros resultados sugieren que la inhibicion de
la recaptacion de NA es mas importante que lade 5-HT en
lainhibicién del dolorneuropatico, aunque unaumentoenla
5-HT juega algun papel en el efecto de los antidepresivos.

Papeles de la NA y 5-HT en la médula espinal
en el dolor neuropatico

Existe alguna evidencia de que los pacientes con
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dolor neuropatico tienen una capacidad reducida para
reclutar fisioldgicamente vias inhibitorias descenden-
tes*3. Varios tratamientos aprobados para el dolor
neuropatico en pacientes, incluidos los agonistas del
adrenoreceptor a2, clonidina?’ y gabapentina**, asi
como los IRNS como se sugiere en el informe actual,
interactuan con o imitan la activacion de las vias nora-
drenérgicas bulboespinales para producir anestesia y
potencialmente pueden superar o compensar la dismi-
nucion de la funcién de la via inhibitoria descendente.
De acuerdo con un informe reciente®?, el contenido de
NA en la médula espinal se incremento6 en las ratas
con LNE en comparacion con los animales normales.
En conjunto con los resultados de los estudios de
comportamiento y de microdialisis, nuestros hallaz-
gos sugieren firmemente que la activaciéon de la via
inhibitoria noradrenérgica descendente y un aumento
subsecuente de NA en el asta dorsal espinal, en el
estado de dolor neuropatico, contribuye a los efectos
antihiperalgésicos de los antidepresivos.

La densidad de las terminales serotoninérgicas y el
contenido de 5-HT estan regulados de forma dinamica
luegodelalesién nerviosa. Tras unarizotomia dorsal, el
brote de las terminales serotoninérgicas fue observado
en regiones segmentarias de la médula espinal corres-
pondientes a terminales deaferentadas*®46, Luego de
la lesion por constriccion cronica del nervio ciatico, los
incrementos bilaterales en el contenido de 5-HT se
observaron entre 7 y 14 dias después de la cirugia®’.
En un estudio reciente, los niveles espinales de 5-HT
y su metabolito disminuyeron de forma transitoria en la
médula espinal lumbar dorsal ipsilateral en ratas con
LNE 7 dias después de la cirugia, pero los niveles de
inicio se recuperaron dentro de los 28 dias*®. En este
estudio, los niveles de 5-HT se incrementaron en la
médula espinal bilateralmente en ratas con LNE. No
esta claro por qué tanto los aumentos como las dismi-
nuciones en el sistema serotoninérgico descendente
fueron descriptos luego de la lesion nerviosa; no obs-
tante, puede deberse a diferencias en el grado o tipo
de lesion nerviosa periférica. Serian necesarios mas
estudios para examinar el papel de la 5-HT en el asta
dorsal espinal en diferentestipos de lesiones nerviosas.
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