ACTUALIZACION POR TEMAS

Los péptidos opioides en la integracidn
sensorial y los trastornos perceptuales
del dolor en la médula espinal

Francisco Pellicer*, Aurea Alonzo*

Summary

This is a review of the anatomic localization evidences and
the role played by opioid peptides in the processing of noci-
ceptive and no nociceptive sensorial information in the spinal
cord. Some per se constituted mechanisms in complex sta-
tes generators are analyzed, such as allodynia, that is, no no-
ciceptive sensorial stimuli producing pain. An experimental
method is suggested by wich prolongued recordings are ob-
tained (more than 2 h.) of unicellular activity of recorded neu-
rons in the dorsal horn of the spinal cord of the complete and
anesthesized rat (urethan, 1500 mg/kg). This preparation
identifies the recorded neurons by means of the direct activa-
tion of the sensorial area. Changes in the sensorial codifica-
tion are induced by means of the subcutaneous infiltration of
carrageenan (200 ul at 1%) in the same area. Resuits show an
increase in the firing frequency of neurons, wich in a control
situation respond only to soft tactile stimulation or to hair mo-
vement. This increase is what we consider as pain because it
reverted with morphine administration (15 mg/kg iv). Nalaxo-
ne administration (1 mg/kg iv) increased the frequency eighty
minutes after carrageenan infiltration. Data has been obtained
from this experimental approach, reproducing the allodynia
phenomena and indicating that it is mediated by the opioid
system.

Resumen

Se revisan las evidencias de la localizacién anatémica y el
papel de los péptidos opioides en el procesamiento de la
informacion sensorial nociceptiva y no nociceptiva en la mé-
dula espinal. En particular se analizan algunos de los meca-
nismos que se constituyen per se, en generadores de esta-
dos complejos de nocicepciéon, como la alodinia, es decir es-
timulos sensoriales no nociceptivos que producen dolor. Se
propone un modelo experimental con el cual se obtienen re-
gistros prolongados (mas de 2 h.) de actividad unicelular, de
neuronas registradas en el asta dorsal de la médula espinal
de la rata integra y anestesiada (uretano, 1500 mg / kg). La
preparacién permite la identificacion de las neuronas regis-
tradas, por medio de la activacion directa de su campo sen-
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sorial. Los cambios en la codificacién sensorial se inducen
mediante la infiltracién subcutanea de carragenina (200 pl, al
1 %) en el mismo campo. Los resultados muestran un incre-
mento de la frecuencia de disparo de las neuronas, que en
situacién control responden sélo a estimulacién tactil suave o
al movimiento del pelo. Este incremento es lo que conside-
ramos dolor, dado que se revirtié con fa administracion de
morfina (15mg/kg iv ). La administracion de naloxona
(1 mg/kg iv ) incrementd la frecuencia, después de 80 min.
de infiltrada la carragenina. Se puede concluir que con el
abordaje experimental presentado se han obtenido datos que
reproducen el fenémeno de la alodinia y que éste se encuen-
tra mediado por el sistema opioide.

Introduccion

Los estudios anatémicos, inmunohistoquimicos y
neurofarmacoldgicos sobre las relaciones que tienen
las neuronas de la sustancia gris medular asi como
las sustancias que median la transmisién de las dis-
tintas aferencias, han aportado el conocimiento para
entender el papel que juegan en la transmision y mo-
dulacion de procesos fisiologicos fundamentales
como la potenciacién, la habituacion y el dolor, proce-
sos que dan lugar a la integraciéon de respuestas y
conductas complejas.

Algunas de las aportaciones mas importantes, de
las ultimas dos décadas, en las neurociencias, han
sido la propuesta de Goldstein -y cols.,(17) acerca de
la existencia de sitios estereoespecificos de union
para los opiaceos, confirmada simultaneamente en
1973 por Terenius (38) en Suiza y por Pert y Snyder
(33) en Baltimore, y la existencia de compuestos
enddgenos parecidos a la morfina, propuestos por
Martin (28) e identificados posteriormente por Hughes
-y cols., (21) como oligopéptidos, a los que llamaron
encefalinas.

Diversas evidencias indican que la medula espinal
es un sitio importante del procesamiento de informa-
cién en el que intervienen los péptidos opioides. Los
primeros trabajos fueron la localizacién de metionina y
leucina encefalinas y sus receptores mediante inmu-
nohistoquimica y radioligandos; ubicandolos princi-
palmente en las capas superficiales de la médula es-
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pinal, ta ldamina | o marginal de Waldeyery lall y il o
sustancia gelatinosa de Rolando (2,15,22,23).

Se ha reportado también la existencia de estos
péptidos en neuronas espinales relacionadas con la
transmisién y modulacion de la informacidon sensorial
nociceptiva y no nociceptiva. £n este contexto, utili-
zando una técnica combinada de inmunohistoquimica
y marcado retrogrado con peroxidasa de rabano
(HRP), Ruda (34) encontrd que las células de ia lami-
na V, que proyectan al talamo, presentan terminacio-
nes encefalinérgicas en su soma. Estas observacio-
nes demostraron que el principal sitio sinaptico de
modulacién encefalinérgica, en la transmision de in-
formacion nociceptiva, es la lamina V y que se ejerce
de manera postsinaptica. Asimismo, Fields -y cols.,
(14) reportaron que dos tipos de receptores a opia-
ceos: el u, con afinidad mayor por la morfina y el 3,
con afinidad mayor por las encefalinas, se encuentran
en los aferentes primarios de pequefio diametro,
apoyando la idea de la existencia de dos poblaciones
separadas de receptores, una pre y otra postsinap-
tica, con una proporcion mas grande del & en los ele-
mentos postsinapticos. En un estudio comparativo de
varias especies, realizado con la técnica de RIA, se
reporta la distribucion de varios péptidos, incluyendo
la met-encefalina, y se encuentra que, en los seg-
mentos lumbosacros de todos los animales estudia-
dos, existe una relacion de 2:1 y 3:1 de met-ence-
falina entre la parte dorsal y la ventral. Estos resul-
tados concuerdan con la distribucion de péptidos
opioides obtenidos por inmunohistoquimica (43).

Hasta aqui se han descrito algunas de las primeras
evidencias de localizacion y distribucién de encefali-
nas en la medula espinal; a continuacién, nos ocupa-
remos de estos peptidos y sus analogos sintéticos en
la funcion espinal de la integracidon sensorial.

Varios investigadores han demostrado que los
opioides ejercen un efecto directo en el proceso de la
informacion sensorial y motora de la médula espinal.
La administracion sistémica de opiaceos, a dosis ba-
jas, reduce selectivamente los reflejos de la raiz ven-
tral, evocados por la estimulacidn térmica nociceptiva
y por fibras A-6 y C (3) asi como la disminucion de la
actividad inducida por la estimulacién de aferentes de
umbral bajo, A-p (10,42).

La aplicacion local de opiaceos (morfina o levorfa-
nol, etc.) y de péptidos opioides (met- y leu- encefali-
nas y dinorfina) en el asta dorsal inhibe la actividad
evocada por estimulos nociceptivos, térmicos o me-
canicos, aplicados en campos sensoriales cutaneos,
(5,6,36). En la mayaria de estos estudios la naloxona,
antagonista de los opiaceos, administrada sistémica-
mente o por iontoforesis, revierte la supresiéon produ-
cida por opiaceos y opioides, registrada como aumen-
tos en la amplitud de los reflejos medulares o de la
actividad unitaria (16,20,45). Todo esto sugiere el ca-
racter inhibitorio de los opioides endoégenos, en la
médula espinal.

En este contexto, en varios trabajos realizados en
el laboratorio de Augusto Fernandez-Guardiola se
demostro que la estimulacion tetanizante, repetida a
intervalos fijos (cada 20 min), en aferentes cutaneos y
musculares del gato produce un aumento progresivo
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de la respuesta de la raiz ventral mono y polisinaptica,
la cual se acentia con la administracion sistémica de
naloxona, especialmente en los componentes polisi-
napticos tardios. Este aumento progresivo de la
amplitud es revertido por la administracion sistémica
de pentazocina, un opiaceo sintético (11,12). En lo
que podriamos calificar de un fenémeno fisiolégico
opuesto a la potenciacion, es decir, la habituacion de
las respuestas espinales por estimulacion monétona
de sus aferencias; los péptidos opioides también pa-
recen jugar un papel determinante. Estos experimen-
tos se realizaron en gatos espinales agudos en los
que se indujo la habituacion de las respuestas de la
raiz ventral por la estimulacion repetida del nervio su-
ral. La actividad de campo multiunitaria, registrada en
las laminas IV y V de Rexed, aumenté progresivamen-
te su voltaje y frecuencia durante la estimulacién re-
petida alcanzando su maximo cuando el reflejo pre-
sentaba la minima amplitud en la raiz ventral. La ad-
ministracién sistemica de naloxona durante la habi-
tuacion maxima produjo deshabituacion y la adminis-
tracion previa a la estimulacion habituante impidio el
proceso de habituacién. La microinyeccion, en la mé-
dula espinal, del agonista encefalinérgico D-ala? Met-
encefalina acentud el proceso de habituacion, lo que
sugiere un proceso activo encefalinérgico sobre las
respuestas motoras (13,31).

Ademas de los estudios electrofisiologicos de la
participacion de neuronas endorfinérgicas, en el pro-
ceso de habituacion, se realizaron estudios inmu-
nohistoquimicos de Leu- y Met- encefalina en colabo-
racién con Martha Ledn-Olea y su grupo, en los que
se demostraron fibras inmunorreactivas en contacto
estrecho con motoneuronas de la lamina IX y con
neuronas de las laminas VIl y Vlil; esto aporta la evi-
dencia anatomica de una amplia modulacion endorfi-
nérgica sobre las respuestas motoras espinales
(13,26).

Actualmente, nuestras investigaciones se han diri-
gido por dos caminos en los que los péptidos opioides
juegan un papel determinante. Los fenomenos de to-
lerancia y dependencia a morfina, para lo cual hemos
utilizado al ganglio neural del Helix aspersa, un siste-
ma nervioso menos complejo que el del mamifero y
que nos permite realizar abordajes experimentales
mas adecuados, en los que hemos determinado, con
la colaboraciéon de Miguel Asai, ia liberacion in vitro de
met-encefalina y leu-encefalina y su dependencia de
Ca++ (32) asi como los cambios en la inmunorreacti-
vidad de leu- y met-encefalina producidos por admi-
nistracion crénica de morfina, en células identificadas.
E! segundo camino esta directamente relacionado con
el proceso de la informacidén sensorial, tanto algésica
como no dolorosa de las neuronas de la médula espi-
nal.

El dolor es una sefal de alarma y contenido senso-
rial desagradable, experimentada por todos los seres
vivos, con la cual se activan mecanismos que tienden
a preservar la integridad fisica o funcional del indivi-
duo. Algunos de estos mecanismos se constituyen,
per se, en generadores de estados complejos de no-
cicepciéon, como la hiperalgesia, correlacionada con
los procesos de sensibilizacién -umbrales bajos y au-



mento de las respuestas a la estimulacion supraum-
bral- (8,23,24), la disestesia -dolor espontaneo- o la
alodinia -estimulos sensoriales no nociceptivos que
producen dolor- (30). Los estudios sobre los me-
canismos neurales que establecen estas entidades se
presentan como contradictorios. Se han postulado
dos teorias para la génesis de estos trastornos: la
periférica, que involucra a los receptores, campos
sensoriales y las vias nerviosas que transmiten la in-
formacién sensorial, A-6 y C como nociceptivas y las
A-B, como cutaneas no dolorosas; y la central, que
sitia el proceso en las neuronas de la sustancia gris
de la médula espinal (19,27,41). Se han desarrollado
varios modelos experimentales para disparar estos
estados anormales de la percepcion sensorial doloro-
sa como: la mononeuropatia periférica inducida me-
diante la ligadura del nervio ciatico, propuesta por
Bennett y Xie (4), la infiltracion de agentes inflamato-
rios como carragenina (40), el adjuvante de Freund
(37) y lesiones isquémicas postraumaticas e isquémi-
cas directas sobre el parénquima de la médula espi-
nal, producidas por métodos fotoquimicos activados
con laser de argdn, que producen una reaccion vas-
cular severa (7,39). Con estos ultimos métodos se
han probado modelos de hipersensibilidad y alodinia
producidos centralmente, en los que se relacionan la
participacion de agonistas del receptor NMDA (18) y
la aparente ineficacia o refractoriedad que presentan
los opioides endogenos sobre el control de la noci-
cepcién (44).

Objetivos

Con los antecedentes expuestos realizamos una
serie de experimentos para validar un modelo de alo-
dinia animal con el fin de encontrar los mecanismos
relacionados y el posible origen, central o periférico,
de los cambios de codificacion sensorial no dolorosa
que se integra como dolorasa, mediante la administa-
racion de carragenina en el campo sensorial. Se de-
terminaron los cambios en la excitabilidad, como va-
riaciones en la frecuencia de disparo de neuronas
espinales dorsales registrando su actividad unitaria
durante tiempos largos de 60-120 min. Se analizé el
papel de los péptidos opioides en este estado comple-
jo de nocicicepcion producido por el proceso inflama-
torio agudo mediante agonistas y antagonistas opia-
ceqs, asi como los cambios producidos por la admi-
nistracion de anestesia local en el campo sensorial.
Parte de los resultados presentados en este capitulo
se presentaron en el XXXV CNCF (1).

Material y método

Para los experimentos se utilizaron ratas de la cepa
wistar machos de entre 250-320 gr de peso, aneste-
siadas con uretano (1500-1700 mg/ kg, ip). Se intro-
dujo un catéter (U 10) en la vena femoral para la ad-
ministracion de farmacos y soluciones. Los animales
se fijaron a un aparato estereotaxico con un sistema
de contencién para la médula espinal, disefiado en el

laboratorio con el fin de sujetar los segmetos lumba-
res y sacros con lo que se obtiene una gran estabili-
dad para el registro eléctrico. Se infiltré con xilocaina
al 10 % las areas de presion para la fijacién en el es-
tereotaxico (conductos auditivos). Se practico una
laminectomia a nivel lumbosacro, mediante la cual se
quitaron las apofisis espinosas de los segmentos L4 a
L6 sin remover las meninges. Los tejidos blandos se
cubrieron con aceite mineral para evitar la deshidra-
tacion.

La temperatura del animal se controlé mediante un
sistema termorregulado de agua circulante.

La actividad unitaria se registro en el segmento
lumbosacro de 'a hemimédula derecha, por medio de
micropipetas de vidrio de borosilicato llenas de solu-
cién de pontamina al 4 % en KCI 1M, con una resis-
tencia de entre 8 y 10 MQ, el registro se realizé me-
diante dispositivos de micromanipulacién electrohi-
draulicos con una resolucion de 1 pm.

Registro y procesamiento de senales

La sefiales eléctricas registradas se amplificaron
mediante un sistéma Grass P511K y un multimetro e
inyector de corriente AM- System con el que se obtu-
vo la resistencia del electrodo de registro dentro del
tejido (8-19 MQ)). Posteriormente las sefiales se digi-
talizaron, los potenciales unitarios extracelulares se
visualizaron en un osciloscopio de rayos catédicos
Tektronix y se grabaron en un sistema digital de FM.
Las sefales fueron procesadas en una computadora
con un programa de procesamiento de sefiales bioe-
léctricas ad hoc y posteriormente se graficé automati-
camente como histogramas de frecuencia (Hz).

Al final del experimento se marcd el sitio de registro
mediante microiontoforesis, por medio de corriente
anodica creciente (0-20 pA) durante 20 min con el fin
de marcar el sitio de registro. Posteriormente se apli-
co a los animales una dosis suplementaria de anes-
tésico y se perfundieron, via intracardiaca con formal-
dehido al 10 %. El segmento medular lumbosacro se
diseco y se proceso mediante la técnica del procedi-
miento rapido (35).

Anélisis de resultados

A partir de la grabacion digital de la actividad unita-
ria la sefal fue cuantificada mediante graficas de fre-
cuencia contra tiempo. Se realizaron promedios de la
frecuencia de disparo tomada durante 2 min para ca-
da muestra experimental; se obtuvieron el error y la
desviacion estandar y se aplicd estadistica no para-
meétrica (prueba de F) para obtener el grado de signifi-
cancia de los resultados que se explicitaran poste-
riormente.

Grupos y tratamientos experimentales

Se identificod el tipo de respuesta sensorial mediante
la activacion de receptores cutaneos que codificaban
informacion no nociceptiva (movimiento del pelo y
tacto suave mediante un pincel) en los campos sen-
soriales en las areas de la cola y |a pata trasera dere-
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TABLA 1

Incremento de la frecuencia de disparo por carragenina

T min Cc 1" 5 10 20" 40 60 80*
Hz 8.2 10.52 13.25 10.26 9.43 11.99 13.48 215
% 100 128.2 161.5 1251 115 146.2 168.2 2621
n 1552 1611 1307 862 1497 1248 1166 762
nE=19
*p<0.2
** p < 0.000

cha, mismos que se delimitaron en su area. Las neu-
ronas que respondieron a presién profunda y dolor
producido por pinzamiento fueron descartadas. Para
todos los casos se tomé un control que consistié en
estimular el campo sensorial durante 2 min, posterio-
res a los cuales se administré en el campo sensorial
200 pl de carragenina al 1 % subcutanea (n = 19) las
tomas subsiguientes se hicieron a los 1, 5, 10, 20, 40,
60, 80 min durante 2 min.

De acuerdo al modelo anterior, se tomé un control
durante 2 min, posteriormente a los cuales se admi-
nistro la carragenina y se sigui6 el esquema anterior,
posteriormente se aplicd xilocaina 100 ug al 2 % sub-
cutanea, en el campo sensorial y se registro la activi-
dad unitaria en los 10 min posteriores a la adminis-
tracion (n = 4).

Con el fin de probar la accién de la morfina sobre la
respuesta evocada por receptores no dolorosos infil-
trados con carragenina en su campo sensorial se rea-
lizaron experimentos (n = 4) en los que se administro
sulfato de morfina (15 mgr/ kg iv) y se probé la exci-
tabilidad a los 1, 5y 10 min, a dos de los cuales se les
aplicd una segunda dosis registrando los mismos
tiempos.

Con el objeto de precisar el papel de los péptidos
opioides en el proceso de la codificacion sensorial
evocada por estimulacién no nociceptiva se realizaron
otros experimentos (n = 5) utilizando el modelo ante-
rior en los que después de los 80 min de la adminis-
tracion de carragenina se administrd clorhidrato de
naloxona (1 mgr / kg, iv) con pruebas de la frecuencia
de disparo a los 1, 5, 10, 20 y 40 min de su adminis-
tracién, finalmente se aplicaron 15 mgr/kg, iv de
sulfato de morfina y se probé su frecuencia de disparo
alos 1,5, 10y 20 min.

Al grupo control (n=4) se le administré solucién
salina (200 ul, sc) en el campo sensorial, se registré la
actividad alos 1, 5, 10, 20, 40 y 60 min.

Resultados

Los resultados muestran que la inyeccidén de carra-
genina induce un incremento en la frecuencia de dis-
paro de las neuronas que, en el control, responden
sblo a estimulacion tactil suave o al movimiento del
pelo. Este incremento progresivo llegd a un valor de
262 % a los 80 min de infiltrada la carragenina, ver
tabla 1.

En el grupo en el que se infiltré carragenina y
posteriormente se administré morfina (15 mg/ kg iv),
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encontramos que la frecuencia de disparo disminuy6
a valores similares a los controles (fig. 1).

Cuando se infiltro xilocaina (100 pl al 2 %) en el
campo sensorial, la frecuencia se abatid casi a cero
(fig. 2).

La administracion de naloxona (1 mg/kg iv) au-
menté la frecuencia después de 80 minutos de la in-
filiracion de carragenina, la administracion posterior
de morfina revirtio el efecto (fig. 3).

El grupo control consistid en registrar la actividad
del mismo tipo de aferencias no dolorosas, inyectando
solucion salina fisiolégica (200 pl) en el campo sen-
sorial y registrando en los mismos tiempos. Estos
registros no presentaron cambios significativos en la
frecuencia de disparo durante 60 min (tabla 2).

Conclusiones

No queda duda del papel inhibitorio del sistema
opioide y con esto me refiero a los péptidos que lo
conforman, a sus receptores y a las interacciones
anatémicas y funcionales con otros sistemas peptidi-
cos no opioides como la sustancia P, la colecistoci-
nina, los aminoacidos excitadores incluyendo los no
peptidicos como la serotonina, en lo que se ha de-
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Figura 1. Muestra la frecuencia (ordenadas) y el tiempo
después de la infiltracion de carragenina (CARR) y de
morfina (M). Nétese el incremento en la frecuencia por ia
carragenina y la disminucién hasta valores control con la
administracion de morfina, una segunda dosis de morfina
acentu6 el efecto. La significacion estadistica es p <.000*
para la prueba de F.
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Figura 2. La grafica representa la frecuencia de disparo en
situacion control (C), a fos 20 min. de Ia infiltracién con ca-
rragenina y después de 10 min de infiltrar xilocaina (100 pl
2%) en el campo sensorial. Notese la disminucién de la fre-
cuencia casi a cero.

nominado el sistema antialgésico, especificamente lo-
calizado en los primeros relevos sinapticos de la mé-
dula espinal.

Los resultados expuestos en la uitima parte del tra-
bajo presentan un disefio experimental adecuado
para detectar cambios en la excitabilidad de neuronas
a las que se les puede determinar tanto su campo
sensorial como la modalidad a la que responden. El
dispositivo experimental facilitd el registro de estas
neuronas por tiempos mayores a 100 minutos, o que
permite seguir la evoluciéon de estos procesos mas
alla del suceso agudo.

En este sentido, cada vez hay mas evidencias de la
existencia de varias modalidades de nocicepcion, re-
lacionadas a su temporalidad, su intensidad y su cali-
dad sensorial. Lo que ha determinado, al menos, tres
fases: 1) la que procesa estimulos nocivos breves, 2)
nocicepciéon normal bajo estimulacién prolongada, co-
mo: procesos inflamatorios o dafio tisular, 3) estados

Carragenina -+ Naloxone + Morfina
lmg/kg 15mg/kg
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Figura 3. La gréfica representa los cambios de la frecuencia
de disparo bajo los diversos tratamientos experimentales (C)
control, (CARR) carragenina, (N) naloxona, (M) morfina.

anormales de percepcidn dolorosa, como: neuropa-
tias periféricas, alodinia o dolor central (9). Esto plan-
tea varias interrogantes como la existencia de meca-
nismos multiples tanto para la codificacién como para
el procesamiento de la nocicepcion.

De lo anterior podemos elaborar algunas alternati-
vas conceptuales, como la inoperabilidad de la teoria
de los patrones; es dificil sustentar la especificidad de
las vias sensoriales asi como la codificacién sensorial
mediante cédigos (frecuencia y ritmicidad) o por su
umbral de evocacién. Es posible rescatar el concepo
de la teoria de la compuerta al dolor (29) para la fase 1.

Podemos concluir que los datos presentados repro-
ducen el fenémeno de la alodinia. Es decir, el receptor
sensorial no doloroso se activa con estimulos especi-
ficos (desplazamiento de! pelo o tacto ligero) y codifi-
ca hasta cierta frecuencia, que es la frecuencia maxi-
ma de activacion para esta modalidad sensorial y, en
ningun caso, se incrementa por la activacién reiterada
ni por la infiltracién de solucién salina fisiolégica en el
campo sensorial. Por el contrario en los experimentos
control se observa el fendbmeno de adaptacion. En
cambio, al infiltrar la carragenina se induce un proce-
so inflamatorio algégeno que se ha relacionado con
modificaciones simpaticas eferentes que modifica la
codificaciéon sensorial del campo receptor y que se
traduce como un aumento progresivo en la frecuencia
de disparo en neuronas espinales sensibilizadas. Este
incremento de la frecuencia se codifica como dolor

TABLA 2
Solucioén salina
T min c 1ss 5ss 10ss 20ss 40ss 60ss

Hz 5 7.16 6.4 4.5 5 5.6 5.7

% 100 143.2 128 90 100 112 124

n 272 272 272 272 272 272 272
nE=4
*p <0.005
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pues la administraciéon de morfina, disminuye la fre-
cuencia hasta valores control. Este mismo farmaco no
modifica la excitabilidad de neuronas activadas por
informacién tactil no dolorosa. Otro indicio de la acti-
vacion del sistema opiocide endégeno esta dado por el
hecho de que, al administrar naloxona a los 80 minu-
tos de la infiltracion con carragenina, se incremento
aun mas la frecuencia, lo que habla de la interrupcion
del sistema inhibitoric endorfinérgico por el antago-
nista. Faltan por realizar mas estudios que vinculen
estos transtornos perceptuales dolorosos con la acti-

vacion de sistemas relacionados con sustancia P y re-
ceptores a aminoacidos excitadores.
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