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I- OBJETO



En los Gltimos afios se han realizado importantes
avances en el conocimiento de los mecanismos fisiolégi-
cos y psicolégicos del dolor que han dado lugar al desa
rrollo de nuevas formas de tratamiento. Asi, en la - -
actualidad, un farmaco es capaz de utilizar varias de -
las vias que intervienen en el control del dolor, bien
sea, a nivel puerta de entrada de los estimulos nocicep-
tivos, o deprimiendo las vias aferentes de informacién -
dolorosa, o por activacién de las descendentes inhibido-
ras; todo ello lo realizan, fundamentalmente, actuando
sobre los diferentes sistemas neuroquimicos que toman -
parte en los procesos de transmisién y modulacién del -

dolor.

Dado que el Paracetamol, antalgésico derivado del
p-aminofenol, forma parte de numerosos preparados que -
se encuentran en el mercado, debido a sus ventajas so--
bre otros farmacos del mismo grupo terapeutico (mayor -
tolerancia, menor incidencia de lesiones gastricas, san
guineas, hepaticas,etc..) ha sido nuestra intencién, en
esta Memoria de Tesina, poner de manifiesto la influen-
cia de algunos neurotransmisores en el mecanismo de su
accién frente al dolor inducido por estimulos de dife--
rente naturaleza y asi colaborar a que en un futuro sea
mos capaces de disefiar el analgésico que mejor se adap-
te al tipo de dolor padecido, pues aunque el sufrimien-

to no desaparecera de la Tierra, el hombre ganari mas -

)
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en perspectiva y en autoconciencia conforme aprenda a -
enfrentarse con él1, de manera cada vez mas positiva y -

eficaz.



II-REVISION

BIBLIOGRAFICA



II.I.- BASES MORFOLOGICAS Y FUNCIONALES DE LA TRANSMI-

SION DEL DOLOR-«

IT.I.I.- VIAS AFERENTES DE LA SENSIBILIDAD DOLORO

SA.

El dolor es un mecanismo protector del organismo
que obliga al individuo a reaccionar de forma refleja -
para suprimir el estimulo nociceptivo, y tiene lugar -

siempre que un tejido es lesionado.

Sherrington (1) define el estimulo doloroso o no-
ciceptivo como "aquel que amenaza al tejido por su capa
cidad lesionante". Este estimulo, con una intensidad y
caracteristicas temporales especificas, provocara una -
actividad de impulsos de ciertas poblaciones de neuro-
nas aferentes primarias dotadas de una peculiar morfolo
gia y de unas propiedades funcionales tambien caracte-
risticas. Dichas neuronas sensitivas primarias, cuyo so
ma esta localizado en los ganglios de las raices dorsa-
les, estdn especializadas en la captacidén del estimulo

doloroso y en su conduccién hasta el S.N.C.

Los receptores del dolor en la piel y en todos -

los demas tejidos, son terminaciones nerviosas libres -
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que se hallan dispersas en las capas superficiales de -
la piel y en algunos tejidos internos,como periostio, -
paredes arteriales, y superficies articulares. La mayef
parte de los demis tejidos profundos no estadn muy pro--
vistos de terminaciones nociceptivas, pero cualquier le
sién tisular amplia puede sumarse hasta el punto de cau

sar dolor continuo en estas zonas.

En contraste con la mayoria de los receptores sen
soriales del organismo, los receptores del dolor no se
adaptan nada o casi nada. A veces, estos receptores se
vuelven progresivamente mis activados con el tiempo ya
que el umbral para excitacidén de fibras del dolor es ca
da vez menor a medida que el estimulo doloroso continia.
Este aumento de sensibilidad de los receptores doloro-

sos se llama hiperalgesia (2).

A la temperatura de 45°2C los tejidos empiezan a -
ser lesionados por el calor y es el valor critico medio
en el cual la persona empieza a percibir el dolor. Si -
la temperatura se mantiene indefinidamente a tal nivel
los tejidos acabaran por ser totalmente destruidos. No
suele percibirse dolor después de producida la lesidn

sino solo mientras se esta produciendo.

Se piensa que el mecanismo por el cual 1la lesidn



de los tejidos estimula las terminaciones nociceptivas
consiste en la excitacién de éstas por alguna sustancia
quimica liberada por los tejidos lesionados. Asi son -
sustancias algodégénas la bradicinina, prostaglandinas, -

tromboxanos, prostaciclinas, etc. (3)(4)(5).

Las fibras de pequefio didmetro A gelta y C (6) pe
netrah en el asta posterior de la médula espinal de ma-
nera directa o tras recorrer algunos segmentos longitu-
dinalmente en el tracto o fasciculo de Lissauer. En -
esta zona, asta posterior, existen células que reciben
de manera selectiva las fibras aferentes nociceptivas,
se trata fundamentalmente de las células marginales de
Cajal en la lamina I, algunas células de la lamina II -
en su porcidn mis externa, y las células con rango dina
mico amplio en la ldmina V. Ciertas células de las lami
nas mas mediales, VI a VIII, pueden también estar impli

cadas.

La informacidén nociceptiva proviene de las si- -
guientes fuentes: aferentes AS que responden a la esti-
mulacidén mecanica de alta intensidad, aferentes AS que
son termosensibles y vienen de la piel, fibras C de ca-

. . - C .
racter polimodal, fibras A9 y C del misculo. Todos -
estos terminales primarios suelen terminar en el arbol

dendritico y muy rara vez en el soma (1).



De lo dicho anteriormente se deduce facilmente -
que las células marginales de la lamina I y las de ran-
go dindmico amplio, sobre todo de la lamina V, constitu
yen elementos fundamentales de estacidén espinal en la -
transmisién del dolor. Su respuesta, sin embargo, estd
sometida a controles intraespinales, especialmente de -
neuronas de la lamina II que comprende la sustancia ge-
latinosa, y controles supraespinales. Importa sefialar -
que la accién inhibidora que ejercen algunas de las neu
ronas de la gelatinosa no significa necesariamente una
reduccién de la nocicepcidén, sino un medio de circuns-

cribir topograficamente la informacién nociceptiva (7).

La transmisién ascendente de esta informacién es
vehiculada por el corddén ventrolateral en su triple pro
yeccién: espinoreticular, espinomesencefalica y espino-
talamica; no se debe minusvalorar la importancia de los
cordones dorsales y de las conexiones intersegmentarias

intraespinales (Fig. 1).

En su ascenso, la transmisién se dispersa y com-
plica al reclutar otros nucleos nerviosos que aportan -
su contenido a la percepcién dolorosa: emocidén, fendme-
nos afectivos, procesos de memoria consciente o incons-
ciente, etc. Los nuicleos de la formacidén reticular bul-

bar {n. reticular lateral, n. gigantocelular y paragi-



gantocelular, n. magno y n. palido del rafe), de la for
macién reticular mesencefdlica (n. dorsal del rafe, sus
tancia gris periacueductal) y nucleos talamicos, consti
tuyen no s6lo estaciones de transmisidn, sino puntos de
conexién con centros vegetativos y con centros que ori-

ginan actividad descendente (8).
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CU) Nacleo cuneiforme.

GM) Nicleo geniculado medio.

Lidm. VN) Neuronas de lamina V.

marg. N) Neuronas marginales.

N intralam.) Ndcleos intralaminares del talamo.
PAG) Sustancia gris periacueductal.

Pf) Nicleo parafascicular del talamo.

PO) Grupo posterior de los nticleos del talamo.

Ret Bulb) Nicleos reticulares del bulbo.

Ra Teg Gris) Radiato tegmenti grisea de Weischedel.

Tr E Tal) Tractos espinotalamicos.

UPL) Nicleo ventral posterolateral del talamo.
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IT.I.2.- VIAS EFERENTES EN EL CONTROL DE LA SENSI

BILIDAD DOLOROSA.

Ha sido comprobado que la estimulacidén del nicleo
dorsal del rafe en el mesencéfalo y del nicleo magno -
del rafe en el bulbo induce poderosos efectos inhibido-
res sobre las respuestas de las neuronas del asta dor-
sal, tanto en los marginales de la lamina I como, espe-
cialmente de las de rango dindmico amplio de la lamina
V (9)(10). Asi se admite de forma general, que la anal-
gesia producida por estimulacidén de determinados cen- -
tros es un fendmeno activo que resulta, al menos en par
te, de la activacién de vias inhibidoras descendentes -
que bloquean la transmisién de la informacidn nocicepti
va a nivel espinal en el asta dorsal, o a nivel del nu-
cleo espinal del trigémino (11)(12)(13). Por otra parte
fue puesto de manifiesto que el antagonista opiaceo Na-

loxona, bloqueaba parcialmente este tipo de analgesia

(14).

Hoy se sabe que la informacidén nociceptiva que -
llega del exterior o que nace en el interior del orga-
nismo puede ser controlada o modulada por sistemas des-

cendentes que constituyen las vias eferentes de la sen-

sibilidad dolorosa, entre ellas, sistema rafe-espinal -

de naturaleza en parte serotonérgica, sistema de opia-

€
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ceos endbégenos, sistema reticulo-espinal y otros cuya -
existencia sb6lo se sospecha, como es el de la neuroten-
sina y el de la vasopresina-neurofisina (7)(15)(16) - -

(Fig. 2).

La naturaleza neuroquimica de la via rafe-espinal
es mayoritariamente serotonérgica, pues muchas neuronas
de los nicleos del rafe sintetizan y liberan 5-HT. De -
aqui el importante papel que desempeiia la serotonina so
bre la transmisidén nociceptiva en el asta posterior, -
ejerciendo una influencia inhibitoria (17)(18). No obs-
tante no hay que olvidar que dicha via rafe-espinal - -
estd constituida por fibras mielinizadas y amielinicas,

y que las serotonérgicas son amielinicas.

Se han detectado.neuronas que contienen otros neu
rotransmisores, algunos de caracter peptidico (encefali
nas, sustancia P, neurotensina, etc.), cuya influencia
descendente sobre médula espinal debera ser tenida tam-

bien en cuenta (19)(20)(21).

La presencia de las fibras descendentes encefali-
nérgicas y, sobre todo, la de las neuronas encefalinér-
gicas medulares, constituyen un segundo mecanismo inhi-
bidor que controla la informacién nociceptiva en asocia

cidén con el sistema serotonérgico. Se ha comprobado la

o
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A)

B)

C)

Sustancia gris periacueductal del mesencéfalo

(SPGA) .

Nicleo-magno del rafe (NRM) y nicleo reticular para-

gigantocelular del bulbo (NRPG).

Laminas superficiales del asta posterior de la médu-

la.



- Sistemas eferentes controlantes del dolor.

g. 2
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existencia de terminaciones nerviosas encefalinérgicas -
de forma abundante a nivel de la sustancia gris periacue
ductal (SGPA), diversos niicleos bulbares y en médula -
espinal a nivel de las laminas I y II del asta dorsal -

(22)(23)(24).

Ademas del sistema rafe-espinal existen otros haces
descendentes que nacen en el tronco cerebral. Uno de -
ellos es el sistema reticulo-espinal dorsal, destacando
el nicleo paragiganto celular por interactuar en él neu-
ronas con diversa neurotransmisién: encefalinérgicas, se
rotonérgicas, nor-adrenérgicas, que contribuyen a inhi-

bir la actividad nociceptiva en el asta posterior (25).

En definitiva, si la funcién de los sistemas aferen
tes de la sensibilidad dolorosa es la de proporcionar la
informacidén nociceptiva hasta hacerla consciente, es 16-
gico suponer que la de los sistemas descendentes consis-
te en modular y controlar dicha informacién cuando sean
requeridos por la penetracidén de estimulos nociceptivos,
es decir, que existen formas de comunicacidén o interrela
cién entre los sistemas aferentes y eferentes, de manera
que sea el propio dolor quien desencadene el mecanismo -

de control.
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IT.1.3.~- NEUROTRANSMISORES Y NEUROMODULADORES EN -

LOS PROCESOS NOCICEPTIVOS.

El asta posterior de la médula es una compleja - -
encrucijada de sistemas neuronérgicos, unos intraespina-
les, otros descendentes de origen supraespinal, y otros

aferentes de origen ganglionar (7).

Hasta el momento no ha sido posible circunscribir -
la funcién de cada uno de ellos en lo que al dolor se re
fiere por ser tarea ardua y complicada, al mismo tiempo
que valiosa y esperanzadora para el futuro de la Farmaco

logia analgésica.

En somas de neuronas intraespinales se localizan -
GABA y encefalinas; encefalinas, 5-hidroxitriptamina, -
noradrenalina, vasopresina~neurofi$inas y neurotensina -
se encuentran en terminaciones de proyeccion descendente
(21)(26)(27), mientras que la sustancia P, colecistoqui-
nina, peptido intestinal vasocactivo, bombesina, angioten
sina IT, constituyen sustancias mediadoras o reguladoras
de la informacidén sensorial primaria que proviene de las

células ganglionares (19)(28)(29).

No debe olvidarse que una misma terminacién nervio-

sa puede liberar dos o mas elementos, uno de los cuales



puede ser el transmisor real, y otro u otros los modula-

dores de esa transmisidn.

Pero hasta el momento, los sistemas neuroquimicos -
implicados en las vias ascendentes de origen espinal, en
sus conexiones con nucleos troncoencefalicos, meso y di-
encefdlicos, y en sus proyecciones corticales, no son -

bien conocidos.



IT.2.- ACTIVIDAD DE LOS SISTEMAS SEROTONERGICOS A NIVEL

DEL S.N.C.

I1.2.1.- SEROTONINA Y SENSIBILIDAD DOLOROSA.

E1l hecho de que la 5-HT se localice selectivamente
dentro de las células neuronales y también de que éstas
dispongan de especificos mecanismos de sintesis, depdsi-
to, liberacién e inactivacidén, apoya el que la neuroami-

na tenga propiedades neurotransmisoras.

El nivel de 5-HT dentro de la neurona es el resulta
do del equilibrio entre la sintesis, por un lado, y la -

liberacidén y metabolismo por otro (30)(Fig. 3).

La concentracién de 5-HT cerebral sufre cambios cir
cadianos. Durante la oscuridad los niveles alcanzan su -
valor mas bajo, mientras que en las horas de luz la con-
centracién aumenta. Estos cambios reflejan las variacio-
nes en la sintesis de la neuroamina en funcién de los -
cambios en la disponibilidad de su precursor el 1-triptéd

fano a nivel cerebral (31).

Los cuerpos de las células serotonérgicas parece -

que se localizan exclusivamente en el tronco cerebral, -

19
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Fig. 3 - Biosintesis y metabolismo de la serotonina.



en grupos existentes en el bulbo (B, a B4 y area postre-

1

, 8 Bg).

La mayor parte de estos nicleos constituyen los nicleos

ma), protuberancia (B3, BS’ B6) y mesencéfalo (B

del rafe del tronco cerebral aunque algunos se localizan
fuera de la regidén del rafe, en el mesencéfalo (Bg) y en
la formacidén reticular ventromedial de la protuberancia

(B;) (32) (Fig. 4).

No todas las neuronas de los nucleos del rafe son -
de naturaleza serotonérgica sino que contienen otras ami

nas, indolaminas o de otra naturaleza.

Resulta dificil localizar las proyecciones que par-
ten de las neuronas serotonérgicas. Se han distinguido -
proyecciones ascendentes que parten de los nacleos sero-
tonérgicos mds rostrales, y descendentes que provienen -

de los nicleos bulbares.

Las fibras serotonérgicas, amielinicas y pequeifias,
descienden por las columnas laterales y ventrales y con
métodos histoquimicos se pueden observar muchas varicosi
dades de tipo terminal, préximas a diversas motoneuronas

y otras células de la médula.

Hay otras fibras serotonérgicas cortas que no salen

del tronco cerebral y que conectan con células de varios



HIPOCAMPO
CORTEX

’—-—— —
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CEREBELO
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N. CAUDADO
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TERMINALIS
Fig. 4 - Esquema de los centros serotonérgicos y de sus proyecciones en el

cerebro de rata.




nicleos localizados en el propio troncoencéfalo. Se ha -
indicado que las células del rafe, ademas de proyectarse
en direccién rostral y caudal, dan origen a una densa -

inervacién en la zona mis inferior del tronco cerebral -

(33).

La serotonina actua a nivel de la sinapsis predomi-
nantemente como sustancia inhibidora, lo cual no quiere
decir que el efecto fisioldégico final sea de naturaleza
depresora ya que la accién sindptica inhibidora puede te
ner lugar a lo largo de un circuito inhibidor, en cuyo -
caso el resultado final neto seria de caracter excitador

(34).

La serotonina puede también ejercer un papel que se
ha llamado modulador. Por "modulador" se entiende, una -
sustancia que liberada en su terminacidén sindptica espe-
cifica, puede influir sobre el efecto del transmisor - -

especifico en aquella sinapsis de diversas formas:

a - Compitiendo por el receptor con la sustancia -
transmisora.

b - Influyendo sobre la liberacidén o recaptacidén -
del transmisor verdadero.

¢ - Afectando el potencial de reposo de la neurona

efectora.
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El modulador tiene la capacidad de modificar a ni-
vel del receptor, y por el mecanismo que sea, la influen

cia del transmisor verdadero (35).

Para estudiar el tipo de efecto que resulta al inte
raccionar la 5-HT liberada en la terminacién nerviosa y
los receptores localizados en la membrana postsinaptica,
o sea, para analizar su actividad sinaptica, se requiere
el aislamiento de una neurona estrictamente serotonérgi-
ca y la neurona efectora correspondiente, de forma que -
al estimular la primera se puede registrar el efecto en
la segunda. Por otro lado, tambien hay que comprobar que
la 5-HT ex6gena aplicada a la neurona efectora provoca -

una respuesta similar a la de la neurona serotonérgica.

El bloqueo de la sintesis de 5-HT en los animales -
afecta las reacciones motoras, emocionales,y causa un -

aumento de la sensibilidad a los estimulos dolorosos{36).

Esto se ha demostrado en diversas experiencias, -
bien mediante la inhibicién de la sintesis de 5-HT con -
paraclorofenilalanina (PCPA) (37)(38), o bien mediante -
lesiones de centros y vias serotonérgicas como nucleos -
del rafe o el haz prosencefalico medial. La administra-
ci6én de 5-HTP o de serotonina restablece o eleva el - -

umbral (39).
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Hay que tener en cuenta el ciclo diurno en que se -
llevan las pruebas a cabo, ya que se encontraron varia-
ciones ciclicas de serotonina en corteza, hipocampo y -

amigdala de la rata.

Durante las horas de luz, cuando la 5-HT se encuen-
tra mas elevada, en los animales control se observd una
menor sensibilidad al dolor que durante la fase de oscu-
ridad, cuando los niveles de serotonina estan mas redu-
cidos. Este hallazgo confirma la idea de que los mecanis
mos serotonérgicos bloquean de algin modo la sensibili-

dad al dolor.

Algunas lesiones reducian el contenido de serotoni
na telencefilica pero principalmente las del fasciculo -
prosencefdlico medial. Sin embargo, las lesiones de la -
porcién ventral de la sustancia gris central del mesencé
falo, incluidos los nucleos dorsales del rafe en su mi-
tad caudal sobre todo, o las lesiones del nucleo medial
del rafe, no solo no produjeron hiperalgesia sino inclu-

so hipoalgesia.

Estos hechos indican que la presencia de nucleos y
vias serotonérgicas reduce la sensibilidad dolorosa mien
tras que su destruccién la exalta, y que si la lesién de

algunos nicleos del rafe no da lugar a una mayor sensibi



lidad dolorosa es porque a la vez se lesionan nicleos -
grises centrales con accidén contrapuesta y los efectos -

sSe compensan.

Se ha comprobado que la PCPA antagoniza la accidn
analgésica en ratas y que la intensidad del antagonismo
guarda relacién temporal estrecha con la concentracién -

cerebral de serotonina.

La alteracidén provocada por la PCPA sobre la anal-
gesia producida por estimulo eléctrico, ocurre solamente
en los casos en que el eléctrodo esté localizado en la -
sustancia gris central y ventral prdéxima al nicleo dor-
sal del rafe, que es rico en 5-HT. Se considera que la -
analgesia producida por este método de estimulacidén se -
debe é la actividad de una via nerviosa que tenga, por -

lo menos, una sinapsis serotonérgica.

Todas estas experiencias favorecen la hipétesis de
que ciertas vias serotonérgicas pueden modular la sensi-
bilidad inhibiéndola o influir en ella, sea a nivel medu
lar a través de vias descendentes o a nivel superior pro

bablemente en mesencéfalo (40).
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IT.2.2.- MODIFICACION FARMACOLdCICA DE LA TRANSMI-

SION SEROTONERGICA.

Aunque la 5-HT que existe normalmente en el S.N.C.
se origina en las propias neuronas, la administracidén -
ex6gena de l-triptéfano y 5-HTP aumenta la concentracién
de 5-HT en el cerebro asi como en otros tejidos corpora-
les. Sin embargo, segun el tipo de precursor suministra-
do, la distribucidén de este aumento de 5-HT sera diferen

te (41).

La inyeccidn de 1-triptéfano origina un aumento de
serotonina ya que la triptéfano hidroxilasa no esta satu
rada de sustrato (42) y este aumento se localiza en las

regiones normalmente ricas en dicha amina.

Esta localizacidén se debe a que el precursor se -
convierte en 5-HT exclusivamente en las neuronas seroto-
nérgicas. Por el contrario, la administracién de 5-HTP -
induce aumento generalizado de serotonina en el cerebro,

con una distribucidén inespecifica.

La causa de esta diferencia parece ser que se basa
en la necesidad que tiene el triptéfano de la triptédfano
-5-hidroxilasa para transformarse en 5-HT y la enzima sé

lo se encuentra en las neuronas serotonérgicas, por otro



lado, el 5-HTP se convierte en 5-HT mediante la l-amino
dcido descarboxilasa, que se localiza no s6lo en neuro-
nas serotonérgicas sino tambien en las dopaminérgicas y

noradrenérgicas.

Los mecanismos de transporte a nivel de la membra
na neuronal son relativamente inespecificos. E1 5-HTP -
puede penetrar en neuronas catecolaminérgicas y alli -
transformarse en 5-HT, provocando una menor sintesis de
catecolaminas por ocupacién o utilizacidén del enzima o

quizas actuando como falso transmisor (41).

Tambien ocurre el fenémeno inverso, que la 1-DOPA
penetra en neuronas serotonérgicas y se convierte en do
pamina desplazando a la serotonina enddégena. Estos he--
chos pueden ser importantes a la hora de interpretar --
las respuesﬁas farmacolbégicas tras la administracién de

precursores de DOPA y de 5-HT (43)(Fig. 5).

A - Inhibicidén quimica de la sintesis de 5-HT ce-

rebral.

La sintesis de serotonina cerebral se puede blo--
quear mediante la inhibicién de la hidroxilacidén y de -
la descarboxilaciéon con sustancias que inactiven los co

rrespondientes enzimas. La inhibicién serd eficaz si --
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las sustancias inhibidoras atraviesan primero la barre-
ra hematoencefalica y son incorporadas después a la neu

rona (30).

A.1 - Inhibicién de la triptéfano-hidroxilasa.

Los inhibidores de la tripté6fano-5-hidroxilasa -
son derivados de aminodcidos que tienen afinidad por el
enzima. Entre estos bloqueantes de la enzima autolimi-

tante destacan:

- p-clorofenilalanina (PCPA), este compuesto es -
un valioso instrumento experimental pero dema-
siado téxico para el uso clinico (44).

- derivados de anfetaminas: p-cloroanfetamina y -
p-clorometanfetamina, siendo este agente menos
especifico y mas complejo en sus acciones (45).

- 6-fluortriptéfano, aminodcido anadlago especifi-

co de la triptéfano hidroxilasa (44).
A.2 - Inhibicién de la §5-HTP descarboxilasa.
La 5-HTP descarboxilasa puede ser inhibida por di
versos compuestos tales como: hidrazinas, aminoacidos -

alquilados o derivados del acido hidroxicinamico (30).

Destacan entre ellos: seril-trihidroxibencilhidrazina,

30



l-metil dopa hidrazina y la propia alfa-metil dopa (46)
Sin embargo, todos estos compuestos carecen de importan-
cia practica en cuanto se refieren a la inhibicién "in

vivo" de la sintesis de serotonina (30).

Con estos compuestos se consigue reducir la forma
cidén de 5-HT a partir de precursores exégenos; la admi-
nistracién por via sistémica de estos compuestos inhibe
la descarboxilasa que se encuentra en tejidos periféri-

cos ya que no atraviesan la barrera hematoencefalica -

(46).

B - Inhibidores de la captacién de las membranas.

Se incluyen aqui farmacos antidepresivos tricicli
cos que tambien inhiben la captacién de las catecolami-

nas (44).

C - Inhibidores de la captacidén y el almacenamien

to en los granulos.

Sustancias capaces de la deplecidén de las reser-
vas de 5-HT son: reserpina, tetrabenazina y ‘otras benzo

quinolizinas (44).

La reserpina, alcaloide carbonilico de la Rauwol-



fia serpentina Benth., se caracteriza por deplecionar. -

las neuronas de su contenido en dopamina, nor-adrenali-
na y serotonina. Actua principalmente a nivel de la mem
brana de los granulos intraneuronales, impidiendo que -
penetre y se almacene en ellos el neurotransmisor (47).
Asi, las aminas quedan expuestas a la accién metaboliza
dora de la MAO intraneuronal, y las neuronas pierden su

contenido y capacidad neurotransmisora.
Actia igualmente a nivel periférico, en donde de-
pleciona a las plaquetas de su contenido en 5-HT (48)

(49).

D - Inhibidores de la degradaciébn.

La desaminacién oxidativa de la 5-HT puede ser -
prevenida por compuestos que inhiban la forma A de la -

MAO o ambas formas enzimaticas (30).

E - Neurotoxinas.

Destruyen preferentemente las neuronas que contie
nen 5-HT e incluyen 1la 5,6—djhidroxjtriptamina (5,6-DHT)

y la §,7-DHT (44).



F - Antagonistas de 5-HT a nivel del receptor.

Derivados del Aacido lisérgico (metisergida, LSD),
pizotifeno, antihistaminicos, fenotiacinas, etc. (44)

(50).
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IT.3.- ACTIVIDAD DE LOS SISTEMAS NORADRENERGICOS A NI-

VEL DEL S.N.C.

IT.3.1.- NORADRENALINA Y SENSIBILIDAD DOLOROSA.

La distribucién irregular de las catecolaminas ce
rebrales, localizadas en ciertas regiones, sugiridé que
debian tener alguna funcién especifica, probablemente -
como neurotransmisores. Las catecolaminas, en efecto, -
son neurotransmisores adrenérgicos que intervienen en -

la transmisién sindptica (51).

El conocimiento de los granulos o vesiculas como
lugares de almacenamiento de los neurotransmisores sim-
paticos, parte de observaciones iniciales en la médula

adrenal y en los nervios simpaticos (52).

Se ha establecido una correlacidén entre el conte-
nido de noradrenalina (NA) de un érgano o nervio y su -
riqueza en fibras adrenérgicas, de forma que la concen-
tracién del transmisor puede tomarse como prueba de 1la

densidad de su inervacién adrenérgica.

Se piensa que la NA se encuentra de tres posibles

maneras en el nervio adrenérgico:



- Libre en el citoplasma o citosol.

- " en el interior de las vesiculas.

- Unida en el interior de las vesiculas.

Existe un equilibrio dinamico a favor de la NA -

unida (53) (54).

La NA forma parte de vias noradrenérgicas especi-
ficas en el S.N.C. Su concentracién es maxima en el hi-
potalamo y en las dreas cerebrales que regulan la acti-

vidad simpatica (51).

Los sistemas noradrenérgicos cerebrales se ca- -
racterizan por tener los niucleos de origen en el tronco
cerebral (bulbo, protuberancia y pedunculos). De los -
cuerpos neuronales de estos nicleos se originan largos
axones ascendentes que establecen conexiones sindpticas
con las areas corticales, el sistema limbico, el hipotd
lamo y el cerebelo, y axones descendentes que transcu-
rren por los cordones anteriores y laterales hasta la -
sustancia gris de la médula espinal (55). Esta catecol-
amina estd presente en cantidades significativas en ca-

si todas las regiones del encéfalo (Fig. 0).

E1l locus coeruleus destaca entre los nicleos neu-
ronales adrenérgicos y a partir de él se origina una ex

tensa red noradrenérgica ascendente que alcanza todas -
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las capas de la corteza limbica,hipocampo y amigdala,

neocértex y corteza cerebelar,asi comg el tdlamo(55).

Se han hecho experiencias para determinar de que
forma la estimulacién noradrenérgica afecta a las res
puestas excitatorias producidas por otras fibras as--
cendentes aferentes de las células de Purkinje y como
afecta a las respuestas inhibitorias frente a aminoa-

cidos neurotransmisores con un efecto postsinaptico.

Los resultados demuestran que la influencia nor-
adrenérgica mejora la respuesta excitatoria o inhibito-
ria de las células de Purkinje; para afirmar que la NA
tiene esta accidén moduladora de las respuestas postsi-
napticas en condiciones fisidélogicas, se debe demostrar
que la estimulacidén del locus coeruleus produce los mis

mos efectos (56).

Estudios semejantes al descrito para el cerebelo
se han hecho en otras regiones cerebrales y los resulta
dos obtenidos indican que el papel neuromodulador de la

NA es general.

La adrenalina y NA son agonistas directos en las
células efectoras y sus acciones difieren principalmen-
te por la proporcidon de su efectividad para estimular a

los receptores alfa y beta (57). Juegan un papel impor-
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tante en la adquisicidén y mantenimiento de la conducta

motora, agresividad y analgesia (56). Asimismo, el exa-
men de los efectos de las lesiones de las vias noradre-
nérgicas y de farmacos por inyeccién parenteral ha suge
rido una larga lista de actos fisidélogicos regulados --
por la NA y que incluyen apetito, suefio, memoria, apren

dizaje y atencidén (57).

Algunos mecanismos noradrenérgicos centrales in--
tervienen en la regulacién de la presién arterial, asi
en ratas con hipertensidén genética se han demostrado --
disminuciones significativas de NA en nicleos del cere-

bro anterior y del hipotalamo (58).

La sintesis de NA en la neurona presinaptica em--
pieza con la tirosina (Fig. 7), su transformacién en DO
PA constituye el paso limitante de la velocidad de sin-

tesis de las catecolaminas (51).

La NA es metabolizada por la MAO (localizada en -
las mitocondrias de las terminaciones nerviosas y en --
otros tejidos como el higado) y la catecol-o-metil - -
transferasa (COMT) (localizada en las membranas postsi-
napticas) a 3-metoxi-4-hidroxi-fenilglicol (MHPG) o aci
do vanillilmandélico (VMA) que son metabolitos inacti--

vos obtenidos por oxidacién y metilacidn respectivamen-



te.

Tambien se pone fin a la accién de las catecolami
nas por un proceso de recaptacioéon activa en la termina-

cién nerviosa presinaptica (56).
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IT.3.2.- MODIFICACION FARMACOLOGICA DE LA TRANS-

MISTON NORADRENERGICA.

La disminucidén de los niveles de catecolaminas ce
rebrales se acompafia de una inhibicidén funcional, mien-
tras que un aumento produce incremento de la funcién(Fig.

A - Inhibicidn quimica de la sintesis de NA.

La posibilidad de intervencidon en la cadena de --
sintesis estid en relacidén con la falta de especificidad

de sustrato de las enzimas que participan en ella (51).

A.1 - Inhibicién de la tirosina-hidroxilasa.

El bloqueo del paso limitante tirosina-hidroxila-
sa produce una notable reduccidén de las concentraciones
de dopamina (DA), NA y adrenalina enddégenas en el cere-
bro y en las estructuras periféricas. Entre estos inhi-

bidores citamos:

A.1.1 - Andlogos de la tirosina: <-metil-p-tirosi

na y sus ésteres.

La administracién de oK-metil-p-tirosina, al inhi

bir la biosintesis, reduce los niveles de catecolaminas
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central y periféricamente, dando lugar a disminucidén de
la actividad simpatica y a un estado de sedacidén y som-

~nolencia.
A.1.2 - Tropolonas.
A.1.3 - Quelantes selectivos del hierro.

E1l hierro es un elemento necesario para la activi

dad de la tirosina-hidroxilasa (51).

A.2 - Inhibicién de la dopa-descarboxilasa perifé

rica.

Destacan Carbidopa y Benserazida por su aplica---

cidn en clinica.
A.3 - Inhibicidén de 1la dopamina76—hidroxilasa.

- D- y L-cisteina, glutatidén, Co A, dietilditio-
carbamato, y el bis (l-metil-4-homopiperacinil-tiocar-
bonil)-disulfuro. Estos dos Gltimos son eficaces inhi-
bidores de la dopamina-4-hidroxilasa "in vitro" e "in -

vivo",

- El1 disulfiram bloquea la sintesis de NA a par-

o~
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tir de DA, sin modificar las concentraciones de DA (56)

A.4 - Formacidon de falsos neurotransmisores.

Los enzimas que intervienen en el proceso de bio-
sintesis del neurotransmisor adrenérgico no poseen alto
grado de especifidad; ésto hace que puedan utilizar sus
tratos distintos de los fisiolégicos. Los sustratos su-
fren la accion de los enzimas y son transformados en --
falsos neurotransmisores que desplazan el neurotransmi-
sor fisioldgico de su lugar de almacenamiento (48):

X -metil-DOPA ,o{-metil-m-tiramina, octopamina,etc.

B - Inhibidores de la captacién-almacenamiento en

los granulos.

B.1 - Reserpina.

Actia dentro de la terminal nerviosa y a nivel de
la acumulacién de aminas en las vesiculas sinapticas pa
ra obstaculizar su capacidad de retener a la NA, que di
funde hacia fuera de las vesiculas y es desaminada por
la MAO dentro de la terminal nerviosa y abandona la neu
rona como un producto desaminado inactivo. Parece ser -
que los efectos periféricos de la reserpina estan media
dos principalmente por la deplecidén de catecolaminas, -

en especial de NA, de los nervios noradrenérgicos.



Se destaca este compuesto como un potente inhibi-
dor del sistema de transporte por el cual las catecol--
aminas son captadas del citoplasma de la célula neuro--

nal hacia las vesiculas de almacenamiento de NA (47) --

(59).

B.2 - Anfetaminas.

Carlsson y colbs. han demostrado que el principal
mecanismo de accién de las anfetaminas es el de inhibir
la captacién de las monoaminas por la membrana neuronal

y por las vesiculas sinapticas, a concentraciones eleva

das (49).

C - Inhibicién del proceso de recaptacién.

La imipramina no inhibe la MAO, aunque otros anti
depresivos si lo hacen, sino que es un potente inhibi--
dor de la inactivacién de la NA liberada en la sinapsis
tanto en los nervios simpaticos periféricos como en el

cerebro (59).

D - Inhibidores de la degradacidn.

D.1 - Inhibidores de la MAOQO.

Los primeros farmacos antidepresivos clinicamente



utiles fueron los inhibidores de la MAO. Es posible que
consecutivo a la inhibicién de la MAO, la NA que se acu
mula en la terminal nerviosa puede difundir a través de
la membrana sindptica y la hendidura sindptica y hacia

los receptores postsinapticos (49).

E - Antagonistas de NA a nivel de receptores.

La NA actua predominantemente sobre los recepto-

res ¥ pero tambien algo sobre 108/6 (60).

Los principales firmacos antagonistas de recepto-
res o¢ son (59) :

- Haloalquilaminas.

- Imidazolinas.

Benzodioxanos.

Amidas del acido lisérgico, etc.

Entre los antagonistas de los receptores /@ des-
tacan (59)

- Propanolol.

- Practolol.

- Butoxamina.

Por otro lado, farmacos como el labetalol son an-

tagonistas de ambos adrenorreceptores: o y /3

/
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III- PARTE

EXPERIMENTAL



ITT.1.- MUESTRA.

Paracetamol, N-acetil-p-aminofenol (Sigma Ch. C.)
PM=151,17. Polvo blanco cristalino, de sabor ligeramen-
te amargo e inodoro (61). Insoluble en agua fria, muy- -
soluble en agua caliente, soluble en cloroformo, etanol
acetona, glicerol, propilenglicol, soluciones de hidré-
xidos alcalinos y poco soluble en éter. Punto de fusién

169-1712, d=1,293 (62).

Su férmula estructural y molecular es:

NH-CO-CH3

OH

N-acetil-p-aminofenol (C8H9NOZ).



III.2.- CONDICIONES GENERALES DE LA EXPERIENCIA.

ITI.2.1.- REACTIVO ANIMAL.

Como animales de experimentacién se han utilizado
los siguientes:
.
- Ratas Wistar, machos, con un peso comprendido -
entre 200 y 300 g.
- Ratones Swiss, machos, de peso comprendido en--

tre 25 y 30 g.

En las experiencias realizadas se han utilizado -
diferentes lotes de 10 animales cada uno, como minimo,
que se les mantuvo en ayunas antes del comienzo de to--

das las pruebas, asi como a lo largo de las mismas.
La manipulacién de los animales ha sido sumo cui-

dadosa, con objeto de que la dispersién de los resulta-

dos fuese despreciable.
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I1T.2.2.- VIAS DE ADMINISTRACION.

- Via oral, realizando la administracid6n mediante

sonda intragastrica.

- Via intraperitoneal.

ITIT.2.3.- DOSIS A ENSAYAR.

Las dosis seleccionadas de paracetamol en los dis
tintos ensayos han sido de 200 y 400 mg/Kg peso animal
(63), empleando como vehiculo solucién salina fisiolégi

ca.

I11.2.4.- NEUROMODIFICADORES AMINERGICOS UTILIZA-

DOS.

Los neuromodificadores aminérgicos, han sido admi
nistrados unicamente en aquellas experiencias en las -
cuales el compuesto en estudio, paracetamol, era eficaz
como analgésico.

Entre ellos:

- Reserpina: 3, 4, 5, trimetoxibenzoil reserpato

5



de metilo.

El tratamiento con reserpina disminuye notablemen
te las cantidades de las catecolaminas: dopamina, nor--
adrenalina y adrenalina presente en los tejidos, asi co
mo serotonina, ATP y GABA (47). El mecanismo de dicho -
efecto, como ya ha sido expuesto en los apartados II.2.
2. y I1.3.2., se localiza principalmente a nivel de la
membrana de los granulos intraneuronales, impidiendo --
que penetre y se almacene en ellos el neurotransmisor y
en el caso de las neuronas noradrenérgicas, que tenga -
lugar en ellos la hidroxilacién de la dopamina. Asi las
aminas quedan expuestas a la accién metabolizadora de -
la MAO intraneuronal y las neuronas pierden su conteni-

do y capacidad neurotransmisora.

La reserpina actia igualmente a nivel periférico,
en donde depleciona al sistema simpatico y a las supra-
rrenales de su contenido en noradrenalina y adrenalina

respectivamente.

Su estructura quimica es la siguiente:
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CH3O

OCHg

OCH

OCHj

- & -Metil-p-tirosina (AMPT).

Interfiere la sintesis de catecolaminas al produ-
cir una inhibicién de la transformacién de la tirosina

en DOPA (63).

Es un analogo de la tirosina que actia como inhi-
bidor competitivo de la tirosina-hidroxilasa. Su grupo
metilo en el carbono o retarda la descarboxilacién y -

bloquea la transaminacidn (64).

Su férmula es la siguiente:



- p-cloro-fenilalanina (PCPA).

Es un derivado de la fenilalanina que inhibe con
relativa especificidad a la tript6fano-hidroxilasa, aun
que a dosis elevadas afecta tambien a la tirosina-hidro
xilasa. Su accidén se realiza a nivel del SNC y en las -

células enterocromafines (65).

Su estructura quimica es la siguiente:

Ci CHo-CH-COOH
|
NH2



- Naloxona.

Derivado alilo de la nor-oximorfona, con la pro--
piedad de antagonizar de manera inmediata la analgesia,
sedacidén, depresion respiratoria o coma inducidos por -

la morfina y otros opiaceos.

Diversas experiencias han puesto de manifiesto -
que la naloxona es capaz de bloquear el efecto antidlgi
co de la estimulacién eléctrica (APE) de ciertas zonas
del cerebro, lo cual nos indica su relacién con la libe

racién de opidceos enddgenos (66).

Su férmula estructural es la siguiente (67):

N-CHg-CH=CHg
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IIT.3.- ACTIVIDAD ANALGESICA.

IIT.3.1.- FRENTE A UN ESTIMULO QUIMICO.

ITI.3.1.1.- Desarrollo de la experiencia.

Hemos seguido la técnica descrita por Koster (68)

utilizando como agente nociceptivo el dcido acético al

1% (69).

Inyectamos,i.p.,un volumen de 10 ml/Kg peso ani--
mal de acido acético al 1% a diferentes lotes de 15 ani
males cada uno (ratones Swiss machos de 25-30 g.) y se
contabiliza el ntmero de contorsiones inducidas por el
agente algdégeno durante los minutos 72 al 129 a partir

de la administracidn del Aacido.

ITT.3.1.2.- Ensayos con paracetamdl.

A los animales mantenidos en ayuno de 8§ h.(agua
"ad libitum") se les administré via i.p. 200 y 400 mg/
Kg peso animal y transcurridos 20' se provocd el dolor

con la solucidén de acido acético al 1%, a los 7' de la

W
L+



inyeccidén contabilizamos la respuesta durante §5'.

Se realizé paralelamente una prueba control y -
otra con un patrén de morfina a una dosis de 1 mg/Kg pe

so animal (70).

- Resultados. ¢

El nimero de contorsiones experimentadas después
de la administracién del paracetamol es notablemente -
inferior al de los animales del grupo control y los tra
tados con morfina. Se puede observar ademas que las con
torsiones son mas debiles y menos prolongadas y los ani

males no presentan dificultad para recuperarse.

En l1a tabla I, junto al nuimero de contorsiones de
cada lote, se expresan: la media, la desviacidén stan-

dard y el error.

En la tabla IT figura el porcentaje de inhibicién
de la respuesta respecto al control. Los niveles de sig
nificacién estadisticos se calcularon aplicando el test

de Student.

ITI.3.1.2.a.~- Tratamiento con reserpina.

Reserpina cristalizada anhidra. PM=605,7 g.(Sigma

2%



N2 de contorsiones (5 min.)

Animales Paracetamol Paracetamol

Control (200 mg/Kg) (400 mg/Kg) Morfina
1 17 2 0 10
2 27 4 0 9
3 16 1 2 5
4 20 8 0 5
5 20 5 0 10
6 22 5 0 14
7 15 3 0 4
8 17 0 1 6
9 17 5 0 13
10 18 6 0 9
11 21 7 0 13
12 15 1 0 13
13 18 2 1 14
14 19 2 0 6
15 23 8 1 8

X =19,00 X =3,93 X =0,33 X =9,27

€= 3,27 ¢ =2,60 o =0,62 v =3,53

€= 1,03 € =0,82 ¢ =0,20 £ =1,12

Tabla I - Actividad analgesica frente a un estimulo quimico.




Lote X + & % Inhibicién
(n? contorsiones) algesia
Control 19,00 + 1,03 -
Paracetamol 3,93 + 0,82 79,32
(200 mg/Kg) ¥ p <0,001
Paracetamol 0,33 + 0,20 98,26
(400 mg/Kg) * p ¢0.001
Morfina 9,27 + 1,12 51,21
¥ p 0,001
Tabla II - % de inhibicién del dolor frente a un esti-

mulo quimico
* Niveles de significacidén estadistica con

respecto al grupo control.



Ch. C.).

Como vehiculo se utilizé carboximetil celulosa -
(CMC) al 0,5% en solucién fisioldgica y una gota de -

Tween 80 por cada 100 mg de producto (71).

Los animales fueron sometidos a un ayuno de 8 h.
antes de administrar la reserpina. Este pretratamiento,
2,5 mg/Kg peso animal, via i.p. (70), se realizé 20 h.
antes de la administracién del paracetamol, continuando

la experiencia segun técnica descrita en III.3.1.2.

- Resultados.

Las tablas III y IV muestran los resultados obte-
nidos del pretratamiento con reserpina, pudiendo obser-
var el aumento de la respuesta al dolor en relacidén al
lote de animales a los que se les administré sélo para-

cetamol.

ITTI.3.1.2.b.~- Tratamiento con p-cloro-fenilalani-

na.

p-cloro-fenilalanina cristalizada anhidra.

PM- 109,6 g. (Sigma Ch. C.).



Su administracién, via subcutdnea, se realizé sus
pendida en CMC al 0,5% en solucién fisioldégica y una go

ta de Tween 80 por cada 100 mg de producto (71).

Dicho inhibidor fué inyectado en dos dosis sucesi
vas de 300 mg/Kg peso animal a las 36 y 12 h. antes del

tratamiento con paracetamol (72).

La experiencia se continué provocando dolor me- -
diante un estimulo quimico segun técnica descrita en --

IT1.3.1.2.

- Resultados.

En las tablas III y IV se puede observar como la
analgesia producida por el paracetamol se ha inhibido
parcialmente por la PCPA, al aumentar el numero de res-

puestas provocadas por el agente algdgeno

II1.3.1.2.c.- Tratamiento con o -metil-p-tirosina

«-metil-p-tirosina cristalizada anhidra.PM=105.24.

(Sigma Ch. C.).

of

Tambien en este caso se utilizo la CMC al 0, 5%-

b0



Tween 80 (71).

El tratamiento con la o-metil-p-tirosina, inhibi
dor de la sintesis de catecolaminas, se efectué via i.p
en dos dosis sucesivas de 100 mg/Kg peso animal a las 7

y 4 h. antes de la administracidén del paracetamol (70).

A los 20' de inyectar la dosis correspondiente -
del analgésico en estudio, se provocé el dolor con la -
solucién de acido acético al 1% y a los 7' contabiliza-

mos la respuesta.

- Resultados.

La administracién de la «-metil-p-tirosina provo-
c6 en los animales un sindrome depresivo acompafiado de
ligera taquicardia.

Los movimientos eran lentos, pero en relacidén a -
la actividad analgésica no parece modificarla significa
tivamente, segin nos ponen de manifiesto los resultados
obtenidos y que figuran en las tablas IIT y IV.

ITI.3.1.2.d.- Tratamiento con naloxona.

Clorh.Naloxona (Abelld), imyectables de 0,4 mg/ml

g
TN



Al lote de animales correspondiente de ratones ma
chos Swiss, se les inyectd via subcutdnea 2 mg/Kg peso
animal de naloxona (73)(74), 20' antes del tratamiento
con paracetamol. A continuacién del analgésico adminis-
tramos el agente algdégeno segin se ha descrito en el -

apartado II1I.3.1.2.

- Resultados.

La naloxona no modifica significativamente la - -
analgesia producida por el paracetamol a las dosis ensa
vadas. Los resultados de la experiencia figuran en las

tablas III y 1V.

A la vista de los resultados obtenidos tras la --
administracién de los inhibidores utilizados,indicati--
vos de la posible participacién de la serotonina en el
mecanismo de la accién analgésica del paracetamol, deci
dimos determinar la influencia de la administracién de
los precursores 1-5-hidroxitriptéfano (5-HTP) y de trip
t6fano (TP) en animales pretratados con PCPA sobre la -

analgesia inducida por el compuesto en estudio.

Para ello, a un lote de animales tratados con - -

PCPA, siguiendo la metodologia ya descrita en el aparta

vy
b -



do IIT.3.1.2.b., se les administré, 4 h. antes del tra-
tamiento con paracetamol, via i.p., una dosis de - -
100 mg/Kg peso animal de 5-HTP, producto de la reaccién

enzimatica inhibida por la PCPA.

Una vez transcurrido el tiempo indicado (4 h.) ne
cesario para restaurar la sintesis de la serotonina, se
inyectbé paracetamol y a los 20' se provocé el dolor por

estimulo quimico.

El TP, sustrato especifico de la enzima inhibida,
se administré a la misma dosis (100 mg/Kg) y la expe- -
riencia se desarrollé de forma idéntica a la anterior -

en otro lote de 15 animales.

- Resultados.

Los resultados expuestos en las tablas IIT y IV -
ponen de manifiesto el restablecimiento de la actividad
analgésica despues del aporte exégeno de 5-HTP, precur-

sor inmediato de la serotonina.

El TP no es capaz de restaurar dicha actividad.



Animales

N2 contorsiones (5 min)

Reserpina PCPA PCPA + 5-HTP PCPA + TP «-metil-p-tiro Naloxona
sina

1 8 17 2 6 7 7

2 6 12 10 12 1 6

3 8 14 1 8 2 5

4 6 7 3 12 2 5

5 12 12 7 3 2 2

6 9 15 3 8 1 2

7 17 16 3 9 3 3

8 11 7 3 9 1 1

9 7 6 2 4 7 9

10 18 11 5 5 6 6

11 11 11 3 10 7 2

12 11 9 2 6 3 3

13 11 6 2 6 0 4

14 10 13 8 11 4 4

15 9 10 3 8 4 3
X =10,27 X =11,06 X =3,80 X = 7,80 X =3,33 X =4,13
= 3,49 ¢ = 3,58 6 =2,57 @ = 2,78 § =2,41 € =2,20
£ = 1,10 € = 1,13 € =0,81 € = 0,88 £ =0,76 € =0,70

Tabla III - Influencia de diversos meuromodificadores en la actividad analgésica.




Lote X + £ % Inhibicidn
(n? contorsiones) analgesia
Paracetamol 3,93 + 0,82 -
(200 mg/Kg)
Reserpina 10,27 + 1,10 161,32
¥ p {0,001
PCPA 11,06 + 1,13 181,42
% p ¢0,001
PCPA + 5-HTP 3,80 + 0,81 - 3,30
* n.s.
PCPA + TP 7,80 + 0,88 98,47
* p 0,001
of-metil-p-ti- 3,33 + 0,76 - 15,27
rosina * N.s.
Naloxona 4,13 + 0,70 5,09
* n.s.
Tabla IV - Influencia de diversbs modificadores en la

actividad analgesica.

* Niveles de significacidén estadistica con

respecto al grupo tratado con paracetamol



I11.3.1.2.e.- Discusion de resultados.

El efecto analgésico del paracetamol sobre las -
contorsiones inducidas por el Acido acético al 1%, a -
las dosis de 200 mg/Kg y 400 mg/Kg peso animal, es mani
fiesto. Dicho efecto es antagonizado tanto por la PCPA,
inhibidor de la sintesis de serotonina, como por la re-
serpina, alcaloide que facilita la deplecidén de catecol
aminas y serotonina; estos resultados nos hablan a fa-
vor de la intervencién de mecanismos serotoninérgicos y
que, posteriormente fué confirmado al recuperar la anal
gesia por administracién del precursor de la serotonina
5-HTP, en animales pretratados con PCPA. No se consi-

guié tal recuperacidén con el TP.

Los ensayos con o-metil-p-tirosina, inhibidor de
la sintesis de catecolaminas, no afecté la actividad -
analgésica del compuesto en estudio, 1o que nos hace su
poner que es un efecto independiente de mecanismos cate

colaminérgicos.,

Asimismo el tratamiento con naloxona, antagonista
opidceo, no modificé de forma significativa el efecto -
antinociceptivo por lo que tampoco se sospecha que los
opidceos enddégenos jueguen un importante papel en esta

accién (Fig. 9).
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N° DE CONTORSIONES /5’

- Paracetamol
(200 mg/Kg)

Control ; % PCPA

Paracetamol
(400 mg/kg)

Morfina

224 9

20

Reserpina - Naloxona

18 |
16 |

14 |

——

Actividad analgésica frente a un estimulo quimico.



IIT.3.2.-FRENTE A UN ESTIMULO MECANICO.

ITI.3.2.1.- Desarrollo de la experiencia.

La actividad analgésica del paracetamol ha sido,
en este caso, investigada frente a un estimulo mecanico
provocado de acuerdo con el test de Randall y Selitto -

(75), en la pata inflamada de la rata.

El umbral doloroso fué medido a las 4 h. de la -
" inyeccién del agente inflamatorio con un analgesimetro

UGO Basile.

El instrumento es basicamente un aparato que ejer
ce una fuerza en la pata del animal que se incrementa -
en una proporcién constante (16 g/seg) y que esta con-
tinuamente monitorizado por uné aguja movible a lo lar-
go de la escala lineal calibrada en g x 10. E1 animal -
retira la pata cuando la fuerza ejercida sobre la misma

es suficiente para provocarle dolor (Fig. 10).

El edema subplantar agudo fué provocado por carra
genina segin la técnica de Winter, Risley y Nuss (76).
La carragenina tipo I estd constituida por una mezcla -

natural de 80% de kappa y 20% de lambda. Con ello se -



10 - Analgesimetro ( determinacién del dolor

por estimulo mecanico ).



preparé una solucién al 1% en suero fisiolégico y la in
flamacién se provocé por la administracién subplantar, -
en la pata posterior derecha,de 0,1 ml de esta solucién

por rata (77).

Han sido utilizadas en las experiencias ratas Wis

tar macho de peso comprendido entre 250-300 g.

I11.3.2.2.- Ensayos con paracetamol.

Una vez provocado, a los diferentes lotes de ani-
males, el edema subplantar agudo (4 h. después de la --
administracién de la carragenina), se administré a un
grupo de 10 ratas macho, en ayuno de 20 h., una dosis -
de 200 mg/Kg peso animal mediante sonda intragastrica.
Como vehiculo se utilizé solucién salina fisiolédgica en

un volumen no superior a 5 ml/animal.

A los 30' del tratamiento con paracetamol se rea-
1izé la medida del umbral del dolor, inducido ya un es-
timulo mecdnico segin se ha expuesto en el apartado an-

terior III.3.2.1.

En iguales condiciones experimentales efectuamos
una prueba control y otra con un patréon de morfina a -

una dosis de 1| mg/Kg peso animal (70).

10



- Resultados.

Los resultados obtenidos en nuestras condiciones
experimentales figuran en las tablas V y VI. Se aprecia
claramente un aumento del umbral del dolor despues del

tratamiento con paracetamol.

ITT.3.2.2.a.- Tratamiento con reserpina.

Se ha realizado para poner de manifiesto la posi-
ble influencia de catecolaminas y serotonina en la - -
accién analgésica del paracetamol frente al dolor indu-

cido por estimulo mecanico.

La dosis de reserpina (2,5 mg/Kg peso animal), --
via de administracién (i.p.) y pauta de dosificacién --
(20 h. antes de la administracién del paracetamol), han
sido las mismas que las seguidas en experiencias ante--
riores, apart. III.3.1.2., en relacidn al estudio de la

analgesia frente a un estimulo quimico.

El umbral del dolor sobre la pata inflamada del -
animal, se determina una vez transcurridos los 30' del
tratamiento con el paracetamol, segun el test de Ran- -

dall y Selitto (75).

-
beos



Peso tolerado (g)

Animales Paracetamol .

Control (200 mg/Kg) Morfina

1 400,0 1000,0 850,0
2 690,0 540,0 840,0
3 465,0 1250,0 1000,0
4 705,0 600,0 1150,0
5 645,0 940,0 1050,0
6 480,0 1250,0 1000,0
7 750,0 1000,0 1000,0
8 385,0 1025,0 1000,0
9 650,0 1250,0 1000,0
10 330,0 1200,0 080,0
X =550,0 X =1005,5 X =987,0

€ =153,80 a = 258,85 ¢ = 89,32

¢ = 48,67 € = 81,91 E = 28,26

Tabla V - Actividad analgésica frente a un estimulo mecdnico.




Lote ‘i + € % Inhibicidn

Pesos tolerados (g) | algesia

Control 550,0 + 48,607 -

Paracetamol 1005,5 + 81,91 §2,82

(200 mg/Kg) % p<0,001

Morfina 987,0 + 28,26 79,45
* p <0,001

Tabla VI - % de inhibicién del dolor frente a un esti

mulo mecanico.
* Niveles de significacidén estadistica res

pecto al grupo control.



- Resultados._

En las tablas VII y VIII se muestran los valores
de los pesos tolerados por los animales despues del tra
tamiento con reserpina. Puede observarse que dicho com-

puesto interviene disminuyendo la actividad analgésica.

I11T.3.2.2.b.~ Tratamiento con p-cloro-fenilalani-

na.

El pretratamiento con PCPA, inhibidor de la sinte
sis de serotonina, se realizé segin se indica en el - -

apartado III.3.1.2.b.

La influencia de dicho neurotransmisor en la acti
vidad analgésica se puso de manifiesto despues de admi-
nistrar, mediante sonda intragastrica, paracetamol, y -
provocar dolor mediante un agente algdégeno mecanico, -

apart. I1T1.3.2.1.
- Resultados,
Figuran en las tablas VII y VITII. La accién anal-

gésica del paracetamol es antagonizada significativamen

te por la PCPA.



I1T1.3.2.2.c.- Tratamiento con «-metil-p-tirosina.

El pretratamiento con «-metil-p-tirosina, inhibi-
dor de la sintesis de catecolaminas, se efectud en las
mismas condiciones experimentales que expusimos ante- -

riormente en el apartado IIT1.3.1.2.c.

La dosis de 100 mg/Kg peso animal, se administré
via i.p. 7 y 4 h. antes del paracetamol. Despues de do-
sificar con este derivado de la tirosina, continuamos -
la experiencia de la manera establecida, administrando
los 200 mg/Kg peso animal de paracetamol y midiendo el

dolor provocado en la pata inflamada por carragenina -

(76).

- Resultados.

Los valores de los pesos tolerados por los anima-

les pretratados con la «metil-p-tirosina se muestran -

en las tablas VII y VIII.

ITT.3.2.2.d.- Tratamiento con naloxona.

La administracién de naloxona, 20' antes de la -
del paracetamol, se realizdé via subcutanea a una dosis

de 2 mg/Kg peso animal.



La valoraciéon de su intervencion en la analgesia
producida por el paracetamol frente a un estimulo mecéa-
nico fué estudiada segin se expuso en experiencias simi

lares, apart. IIT.3.1.2.d.

- Resultados.

Los valores obtenidos que figuran en las tablas -
VII y VIII reflejan la escasa influencia de la naloxona

en la actividad analgésica del paracetamol.

1I1.3.2.2.e.- Discusién de resultados.

El paracetamol, segin muestran los resultados - -
obtenidos (Fig. 11), es evidente se comporta como agen-
te analgésico frente al dolor provocado por un estimulo

mecanico.

El pretratamiento con los neuromodificadores se--
leccionados nos pone de manifiesto, en primer lugar, --
una intervencion de mecanismos serotoninérgicos debido
al claro antagonismo del efecto analgésico logrado con
la PCPA, asi como con la reserpina; este hecho se com--
probé al tratar al lote de animales que se le habia - -

administrado PCPA, con un precursor de la serotonina, -



5-HTP, y recuperar el efecto antidlgico.

La influencia de los neurotransmisores adrenérgi-
cos en el mecanismo de dicha accién ha sido menos mani-
fiesta que para la serotonina, ya que el tratamiento --
con un inhibidor de la sintesis de catecolaminas, -me-
til-p-tirosina, no modificé la actividad en un porcenta

je tan elevado como lo hizo la PCPA.

La inhibicién lograda por naloxona no fué signifi

cativa.

r[ re
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Animales

Pesos tolerados (g)

Reserpina PCPA PCPA + 5-HTP PCPA + TP d—metil—p—tirg Naloxona
sina
1 380,0 260,0 1150,0 220,0 1050,0 1000,0
2 420,0 160,0 600,0 180,0 500,0 880,0
3 330,0 300,0 1150,0 420,0 675,0 640,0
4 500,0 500,0 920,0 270,0 645,0 780,0
5 660,0 420,0 900,0 300,0 645,0 1250,0
6 390,0 260,0 1000,0 260,0 690,0 1000,0
7 490,0 360,0 920,0 320,0 650,0 840,0
8 500,0 390,0 960,0 280,0 615,0 620,0
9 330,0 900,0 1000,0 220,0 630,0 860,0
10 430,0 250,0 800,0 270,0 615,0 1150,0
X =444,0 |X =380,0 X =940,0 X =274,0 X =670,5 X =902,0
= 99,34 | €=207,47 ¢ =161,03 = 65,86 ¢ -143,07 T =203,02
§ = 31,44 | &= 65,65 | & = 50,96 £ = 20,84 € = 45,28 £ = 64,25

Tabla VII - Influencia de diversos neuromodificadores en la actividad analgésica.




Lote X+ & % Inhibicién
Pesos tolerados (g.) analgesia
Paracetamol 1005,5 + 81,91 -
(200 mg/Kg)
Reserpina 443,0 + 31,44 55,94
* p <0,001
PCPA 380,0 + 65,65 62,20
¥ p 0,001
PCPA + 5-HTP | 940,0 + 50,96 6,51
* p 0,001
PCPA + TP 274,0 + 20,84 72,74
¥ p 0,001
o-metil-p-ti-| 670,0 + 45,28 33,31
rosina * p 0,001
Naloxona 902,0 + 64,25 10,29
¥ p <0,001

Tabla VIITI -

Influencia de diversos neuromodificadores
en la actividad analgésica.

* Niveles de significacidén estadistica --
con respecto al grupo tratado con parace-

tamol.



PESOS TOLERADOS (g.)

Control

- Paracetamol

1100}
1000
900 |
8oo)
700}
600
500
400]
300]
200}

100,

Fig.

11

Morfina

Reserpina

PCPA + TP

| PCPA + 5-HTP

@ «-metil-p-tirosina

oot Naloxona

- Actividad analgésica frente a un estimulo me

canico.



ITII.3.3.- FRENTE A UN ESTIMULO ELECTRICO.

ITI.3.3.1.- Desarrollo de la experiencia.

Hemos utilizado ratas Wistar macho, de peso com--
prendido entre 250-300 g. a las cuales se les provoco -
dolor segin técnica descrita por D'Amour y Smith, utili

zando el "Tail Flick" de Ugo Basile (78).

El aparato bdsicamente consiste en una fuente de
I.R. que emite una energia cuya intensidad es ajustable
y se enfoca mediante un espejo parabélico de aluminio -
a una fotocélula. Dicha energia se hace incidir sobre -
la cola del animal que cuando siente dolor reacciona y
al desplazar la cola, la fotocélula genera un voltaje -
que mediante un circuito electrénico apropiado, para el
contador de tiempo y desconecta la fuente de I.R. Asi -
se determina el tiempo de reaccién del animal al dolor

(Fig. 12).

IIT.3.3.2.- Ensayos con paracetamol.

Dosis administradas:

81



Fig. 12 - "Tail Flieck" (determinacién del dolor por

estimulo eléctrico ).



- 200 mg/Kg peso animal.

- 400 mg/Kg peso animal.

Via de administracién:

- Oral mediante sonda intragastrica.

Transcurridos 30' despues de la administracidén -
del analgésico se provocé el dolor con el Tail Flick y
se midié el tiempo de respuesta frente al estimulo - -

eléctrico (79)(80).

En las mismas condiciones experimentales se reali
z6 una prueba control y otra con un patrén de morfina a

una dosis de 1 mg/Kg peso animal (70).

I11.3.3.2.a.- Resultados.

Los tiempos de reaccién experimentados por los di
ferentes lotes frente al estimulo eléctrico figuran en
las tablas IX y X. Se pone de manifiesto la escasa modi
ficacioén del parametro evaluado por el analgésico en es

tudio.
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Tiempo de reaccién (seg.)

Animales Paracetamol Paracetamol
h Control (200 mg/Kg) (400 mg/Kg) Morfina
1 4,5 4,9 6,7 78,4
| 2 5,1 5,1 6,1 65,3
3 6,1 5,7 6,9 80,2
4 5,3 5,3 7,8 37,8
5 6,2 5,7 4,7 45,8
‘ 6 5,4 8,2 9,2 38,8
7 6,0 5,0 7,5 75,7
8 4)6 4)3 8)5 4857
9 915 7’0 6)8 42)5
10 6,2 12,0 5,0 60,9
X =5,89 X =6,32 X =6,92 X =57,41
C=1,42 €=2,29 T =1,42 T -16,78
€-=0,45 € =0,73 £:=0,45 £ =5,31

Tabla IX - Actividad analgésica frente a un estimulo eléctrico.




Lote X + ¢ % Inhibicidn

Tiempo (seg.) algesia

Control 5,89 + 0,45 -

Paracetamol 6,32 + 0,73 7,30

(200 mg/Kg) * n.s.

Paracetamol 6,92 + 0,45 17,49

(400 mg/Kg) ¥ n.s.

Morfina 57,41 + 5,31 874,70
* p 0,001

Tabla X - % de inhibicién del dolor frente a un esti-

mulo eléctrico.
* Niveles de significacidén estadistica con

respecto al grupo control.



I17.3.3.2.b.- Discusién de resultados.

El dolor provocado por un estimulo eléctrico, - -
prueba del "Tail Flick", no es inhibido significativa--
mente a ninguna de las dosis ensayadas de paracetamol.
El umbral del dolor no se modificd en comparacién con -

el que experimentd la morfina.
El mecanismo de transmisién y modulacidén de este

tipo de estimulo, es posible no sea interferido por el

compuesto en estudio.
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IIT.3.4.~- FRENTE A UN ESTIMULO TERMICO.

I1IT.3.4.1.~- Desarrollo de la experiencia.

En nuestros ensayos hemos utilizado el "Hot Pla--
te" de Ugo Basile para seguir la técnica sobre determi-
nacién del poder analgésico descrita por N.B. Eddy y D.
Leimback (81) y asi evaluar el tiempo de reaccién de la
rata colocada sobre una superficie caliente, qu le sir-

ve de agente algdégeno térmico (Fig. 13).

La temperatura de la "plancha caliente" se mantu-

vo a lo largo de todas las experiencias en 50-55°C.

Hemos utilizado ratas Wistar macho, de peso com-

prendido entre 250-300 g.

Cuando el animal lame sus extremidades anteriores
se anota el tiempo, pero la rata continda enla superfi-
cie caliente hasta que salta, por tanto evaluamos dos -
parametros: tiempo que tarda el animal en lamerse las -

patas y tiempo de salto.



"Hot Plate" ( determinacion del dolor

estimulo térmico ).

por



I1T.3.4.2.- Ensayos con paracetamol.

Dosis administradas:
- 200 mg/Kg peso animal.

- 400 mg/Kg peso animal.

Via de administracién:

-Oral mediante sonda intragastrica.

El paracetamol se administrd en 5 cc de solucidn
fisiolégica por sonda intragistrica en animales que pre
viamente habian sido sometidos a un ayuno de 20 h.,agua

"ad libitum".

Transcurridos 30' de la administracidén del anal--
gésico se procedid a realizar la experiencia, segin se
expone en el apartado III.3.4.1., midiendo los tiempos

de respuesta frente al estimulo térmico.

En las mismas condiciones experimentales se reali
z6 una prueba control y otra con un patrén de morfina a

una dosis de 1 mg/Kg peso animal (70).

IIT.3.4.2.a.- Resultados.
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Los valores obtenidos a las dos dosis ensayadas -

estan recogidos en las tablas XI, XII y XIII.

Las respuestas evaluadas no se modifican signifi-

cativamente en relacion al lote control.

I1T1.3.4.2.b.- Discusién de resultados.

E1l dolor provocado por un estimulo térmico, prue-
ba del "Hot Plate", no es inhibido por el paracetamol -
de manera significativa. Sin embargo, hay que sefialar -
que los dos parametros medidos, tiempo de lamer extremi
dades anteriores y del salto, no se afectaron de igual
forma; éste Gltimo, y de forma mas marcada a la dosis -
de 400 mg/Kg peso animal, se prolongé despues del trata

miento con el compuesto en estudio.
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Tiempo de respuesta (seg.)
Animales Control Paracetamol Paracetamol Morfina
: (200 mg/Kg) (400 mg/Kg) '
1 12,0 9,0 11,0 15,3
2 20,0 19,0 14,6 10,1
3 16,0 14,0 24,5 18,0
4 18,0 17,0 11,2 14,5
5 16,0 10,0 20,0 13,7
6 17,0 13,0 15,8 18,1
7 19,0 21,0 18,1 17,3
8 12,0 14,90 16,7 10,6
9 18,0 11,0 14,3 15,3
10 13,0 13,0 11,2 10,8
X =16,10 X =14,10 X =15,74 X =14,37
g = 2388 q = 3)87 g = 4;33 “_: 3)04
£ 0,91 £ = 1,22 €= 1,37 £ - 0,96
Tabla XI - Actividad analgesica frente a un estimulo termico (Tiempo transcurri-

do hasta lamerse las patas).




Tiempo de respuesta (seg.)
Animales Control Paracetamol Paracetamol Morfina
(200 mg/Kg) (400 mg/Kg)
1 26,0 15,0 - -
2 60,0 - - -
3 35,0 28,0 51,3 -
4 40,0 87,0 - -
5 40,0 49,0 - 9,6
6 40,0 37,0 67,3 -
7 38,0 77,0 - _
8 29,0 - 99,8 -
9 36,0 65,0 60,8 -
10 26,0 34,0 - -
X =37,0
= 9,82
£ = 3,11
Tabla XII - Actividad analgesica frente a un estimulo termico (Tiempo transcurri-

do hasta el salto)

(-): Animales que transcurridos 2'

no saltaron.



X+ g

% Inhibicién

Lote

Tiempo (seg.) algesia
Control 16,10 + 0,91 -
Paracetamol 14,10 + 1,22 -12,42
(200 mg/Kg) * p 0,05 °
Paracetamol 15,74 + 1,37 -2,23
(400 mg/Kg) ¥ n.s.
Morfina 14,37 + 0,96 -10,74

* p«<0,05

Tabla XIIT - % de inhibicién del dolor frente a un es-
timulo térmico.
* Niveles de significacidén estadistica --

con respecto al grupo control.



IV- CONCLUSIONES



La actividad analgésica del paracetamol varia en --

funcidén del agente algdgeno.

El mecanismo de la accidén analgésica frente a un es
timulo quimico, se lleva a cabo con la intervencidn
de sistemas serotoninérgicos. Catecolaminas y opia-

ceos enddégenos juegan un papel poco significativo.

Frente al dolor provocado por un estimulo mecanico,
la analgesia producida por el paracetamol implica -
la integridad»de los mecanismos serotoninérgicos, -
como en el ensayo anterior. La influencia de los --
neurotransmisores adrenérgicos es menos manifiesta,
sin que tampoco exista sensible modificacién de los

sistemas encefalinérgicos.

La transmisi6én y modulacién del dolor ocasionado --
por estimulos térmico y eléctrico no parecen ser in
terferidas, en nuestras condiciones experimentales,

por la actividad del paracetamol.
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