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1.  RESPUESTA INFLAMATORIA AGUDA A LA
ADMINISTRACION DE CARRAGENINA (CA) EN LA PATA DE LA RATA.

1.1. Evolucion del edema y de la extravasacion plasmatica.
1.1.1. Edema.

La administracion s.p. de CA indujo una inflamacién localizada en la zona
articular de la pata. A lo largo de las siete horas que durd el experimento se fueron
registrando los aumentos de volumen de la pata inflamada (figura 7). Como control
basal del edema se utilizé la pata contralateral a la inflamada, cuantificando los

volUmenes de ambas en los mismos tiempos.

Figura 7. Evolucion del edema, representado en ml, durante la inflamaciéon aguda
inducida por carrageninag, en un intervalo de tiempo de siete horas.
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Los valores del edema se registraron a intervalos de 10 minutos durante la primera hora y
posteriormente a intervalos de una hora. Cada punto representa la media + E.EM. de 6
animales.

Tal como se aprecia en la figura 7, a lo largo de las siete horas que durd el
experimento, se detectaron diferencias significativas (P<0.001) al comparar los
valores de volumen (expresados en ml) de las patas inflamadas con sus
correspondientes contralaterales, consideradas estas Ultimas confroles. Cabe

destacar que en los primeros 10 minutos no hubo diferencia alguna entre ellas. Las
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medias de los valores iniciales para ambas patas, inyectada con CA vy
contralateral, fueron de 1.12 ml. A partir de los 20 minutos del inicio del experimento
los valores de volumen en las patas inflamada y su contralateral variaron
significativamente (P<0.05; P<0.001; ANOVA de un factor, C de Dunnett). Los valores
medios de la pata contralateral oscilaron entre 1.16 y 1.24 ml, mientras que los de
las inflamadas lo hicieron entre 1.20 y 2.53 ml. En la pata inflamada los aumentos
cuantificados en los distintos tiempos de evaluacion fueron significativamente
distintos (P<0.05, C de Dunnett), no solé entre ellos sino al compararlos con sus
correspondientes confralaterales, alcanzdndose el méximo de volumen (2.5 ml) a
las tres horas del inicio del experimento. En la pata contralateral los incrementos de
volumen no fueron diferentes entre ellos durante las siete horas que durd el
experimento. A partir de las cuatro horas, y hasta el final del experimento, el
volumen de la pata inflamada disminuyd significativamente (P<0.001, test t de
Student), pero de una manera paulatina, al compararlo con el volumen mdximo

obtenido a las tres horas del inicio del experimento.

En todo momento, los resultados experimentales obtenidos al valorar el
incremento de volumen (edema) fueron comparables a los descritos por Winter et
al. (1962).
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1.1.2. Extravasacion plasmatica.

En los mismos animales y a los mismos tiempos de evaluacion, se determind la
extravasacion de proteina plasmdtica a los tejidos inflamados durante las siete
horas que durd el experimento. En la figura 8 se representan los puntos

experimentales obtenidos, expresados en ug de azul de Evans / g de tejido (pata).

Figura 8. Evoluciéon del exudado plasmdatico, representado en pg azul de Evans/g de
tejido, durante la inflamacién aguda inducida por carragenina, en un intervalo de
fiempo de siete horas.

3.5 1

N
[5,] w
1 1

extravasacion de plasma
N
L

(microgramos azul / g tejido)

—
[3,]
1

tiempo (horas)
contralateral ¢ inflamada

La extravasacion de azul de Evans se registrd, durante la primera hora a intervalos de 10
minutos, y posteriormente a intervalos de una hora. Cada punto representa la media +
E.E.M. de 6 animales.

Al igual que con el edema, se apreciaron diferencias significativas (P<0.001)
entre las patas inflamadas y sus contralaterales al comparar los ug de colorante

exudados al tejido inflamado y no inflamado (contralateral).

Los valores iniciales del marcador proteico en el tejido no inflamado (pata
contralateral o control) fueron de 1.24 ug de azul de Evans hasta alcanzar el valor
maximo de 1.1 pg de colorante a las tres horas de haberse iniciado el
experimento, manteniéndose inalterados hasta el fin al del mismo. Este incremento
de exudado plasmdtico fue significativamente distinto (P<0.05; ANOVA, C de
Dunnett) a los valores obtenidos con las anteriores muestras. El contenido de

exudado proteico en la pata inflamada comenzé a variar de manera significativa
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(P<0.05; ANOVA, C de Dunnett) a partir del minuto 40. Se alcanzé un valor méximo
de 3.24 ug de colorante a las tres horas del inicio del experimento, coincidiendo
con el méximo volumen (edema) registrado en la pata inflamada. A partir de este
momento la disminucion de exudado fue significativa (P<0.01 y P< 0.001; t de
Student) respecto al valor obtenido a las fres horas del inicio del experimento hasta
el final del experimento, alcanzdndose valores de 2.29 ug de colorante. Siguendo la
metodologia descrita en el apartado de Material y Métodos se calcularon los
porcentajes de edema y de extravasacion, a partir de los volimenes y el azul de

Evans cuantificados como mly ug, respectivamente.

En la figura 9 se muestra la evolucion del edema y de la extravasacion
plasmatica, expresados como porcentajes y cuantificados durante las cinco
primeras horas. Como se puede apreciar, el edema y la extravasacion de plasma
siguen la misma tendencia, aumentando los dos paralelamente en el tiempo,
llegando a valores mdximos de 108 y 102 %, respectivamente, a las tres horas del
inicio del experimento. Los porcentajes de edema y de extravasacion de plasma se
compararon estadisticamente, mostrando diferencias (P<0.001, t de Student) a

partir de la quinta hora del inicio del experimento.

Figura 9. Evolucion del edema y de la extravasacion de plasma, expresados como
porcentajes de repuesta, en un intervalo de tiempo de cinco horas.
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Primero, se registraron los valores del edema y a contfinuacion se sacrificaron los animales
para poder cuantificar la extravasacion plasmdtica. Cada punto representa la media +
E.E.M. de 6 animales. Se compararon los porcentajes de edema y de extravasacion de
plasma en un determinado momento de evaluacién. *P<0.001 (test t de Student).
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1.2. Obtencién de los controles basales para el edema y la
extravasacion plasmatica.

Para calcular los porcentajes tanto del edema como de la extravasacion
plasmdatica era necesario disponer de un valor inicial, considerado como control
basal. En el caso del edema se disponia del valor Vo obtenido en la pata del animall
previamente a la induccion de la inflamacion con CA (ver el apartado de Material
y Métodos). En cuanto a la extravasacion plasmatica se pensd utilizar la pata
contralateral a la inflamada como control, ya que a tiempo cero resultaba
imposible disponer de un valor de extravasacion de plasma en el mismo animal,

porque para cuantificarse este pardmetro debe sacrificarse.

Con el fin de establecer si existian diferencias entre la pata contralateral y la
pata inyectada se emplearon 16 animales, distribuidos en dos grupos. En el grupo
a) se administré solucion salina (SS) en la pata posterior izquierda de cada animal,

mientras que en el grupo b) se inyectd la CA.
1.2.1. Efecto de la administracion de solucion salina (SS), por via s.p.

La administracion de SS, por via s.p., en la pata posterior izquierda del animal
provocd a las tres horas de su administracion un valor medio de exudado de 1.51
ug colorante/g de tejido. En el mismo animal y en la pata contralateral a la
inyectada con SS, se cuantificé una media de 1.38 ng/g de tejido. Estadisticamente
no hubo diferencias significativas entre ambos valores. Estos resultados permitian
emplear el valor obtenida en la pata contralateral del mismo animal como valor
basal para cuantificar el azul de Evans exudado a tejidos antes de ser inflamados.
De esta manera se evitaba no sdélo la utilizaciéon de un mayor nUmero de animales
sino también la variabilidad interindividual. Los resultados se representan

graficamente en la figura 10.

1.2.2. Efecto de la administracién de carragenina (CA), por via s.p.

La administracion de CA, por via s.p., en la pata posterior izquierda de la
rata, provocd un incremento significativo (P<0.001) de la extravasacion de plasma,
alcanzdndose valores de 4 ug /g de tejido. En la pata contralateral del mismo

animal se mantenian valores de colorante de aproximadamente 1.78 ug/ g de
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tejido. Los valores se representan en la figura 10. Al compararlos con los obtenidos
tras la administracion de SS, tanto en la pata contralateral como la inyectada no se

detectaron diferencias significativas.

Figura 10. Valores de azul de Evans, expresados en ug de colorante/g de tejido,
obtenidos a las fres horas de la administracién de SS o CA, por via s.p., en una de las
patas posteriores.

microgramos azul / g tejido

control SS control CA
INYECTADA INYECTADA

La pata contralateral a la inyectada no recibié ningun tratamiento (control). Los valores
de colorante exudado obtenidos se expresan como la media + E.EM. de 8 animales.
*P<0.001 (test t de Student).

1.3. Coeficientes de variacion (CV) de las técnicas pletismografia y
espectrofotometria.

Se validaron las dos técnicas empleadas, la pletismografia y la
espectrofotometria, utilizadas para cuantificar el edema y la extravasacion de
plasma, respectivamente. Para ello, se realizaron una serie de experimentos,
empleando un total de 30 animales, distribuidos en tres grupos, de 10 animales por
grupo. Segun la metodologia descrita en el apartado de Material y Métodos, cada
dia se cuantificaron los valores del edema y de la extravasacion plasmdtica a
tiempo cero y a las tres horas después de haber administrado CA. Los resultados
obtenidos en el primer dia fueron utilizados para establecer la repetibilidad de las

técnicas y los de los tres dias consecutivos la reproducibilidad. Los resultados (tabla
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17) se expresaron como porcentajes de los coeficientes de variabilidad
interindividual (CV).

Tabla 17. Resultados de los ensayos de repetibilidad (dia 1) y reproducibilidad (dias 1 al 3)
para el edema y la extravasacién de plasma mediante pletismografia y espectrofotometria,
respectivamente, asi como los CV para cada uno de ellos.

% Edema % CV % Extravasacion plasmatica % CV
Dia 1 109+ 3 10 100+ 6 18
Dia 2 98+ 4 12 102+ 6 20
Dia 3 108+ 4 10 99 +4 14

Valores medios + E.E.M. de edema, extravasacién de plasma y sus correspondientes coeficientes de
variabilidad. % C.V. : porcentaje del coeficiente de variacion. Grupo de 10 animales/dia.

La evaluaciéon estadistica de los resultados anteriores se realizd mediante el
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor. Se demostré que no existian
diferencias significativas (P>0.05) entre los tres grupos de resultados obtenidos a lo
largo de los dias en que se realizaron estos experimentos, considerando validado el

modelo de estudio.

2, EFECTO DE LOS AGONISTAS Y ANTAGONISTAS OPIOIDES
SOBRE EL EDEMA Y LA EXTRAVASACION.

Para determinar los efectos de los opioides sobre el edema vy la extravasaciéon
plasmdtica se emplearon agonistas especificos para los diferentes tipos de
receptores opioides (RO), segun se muestra en la tabla é del apartado de Material
y Métodos. El rango de dosis estudiadas para cada fadrmaco fue distinto,
empledndose una media de ocho animales por dosis. Los animales del grupo
control recibieron SS, por la misma via. Para cada agonista se obtuvieron ocho

curvas experimentales.
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Tabla 18. Fdrmacos agonistas y antagonistas opiocides empleados en el estudio, agrupados

en funcién de su afinidad por los distintos receptores opioides (RO).
RO 1) ) K
AGONISTAS Morfina DPDPE* U-50,488H
Fentanilo SNC 80
PLO17*

Clorhidrato de Naloxona
ANTAGONISTAS Metilyoduro de Naloxona*

CTOP* Naltrindol MR2266

* Firmacos con accién predominantemente periférica.

2.1. Efecto de los agonistas opioides |, 0 y K sobre el edema
inducido por CA.

La administracion de cada uno de los agonistas opioides, inyectados por via
s.c., a distintas dosis, demostrdé que ninguno de ellos presentaba una relacion dosis-
respuesta sobre la inhibicidn del edema. No obstante, morfina (MS), DPDPE (DP) y
SNC 80 (SN), a determinadas dosis, fueron capaces de inducir cambios

estadisticamente significativos, cuando se compararon con los valores basales.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos tras la administracion

de cada uno de los agonistas sobre el porcentaje de edema.

. Morfina: Los porcentajes de edema obtenidos tras la administracion de este
agonista p selectivo, en un rango de dosis comprendido entre 0.15 y 30 mg.kg'.
oscilaron entre el 74 y el 110%. Mientras que el valor medio correspondiente al
grupo control fue de 112% de edema. Las comparaciones estadisticas entre el
grupo control (SS) y las de morfina a las dosis de 0.7, 3 y 10 mg.kg!, empleando el

test t de Student para datos no apareados, demostraron que este agonista opioide
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inducia una disminucidn del volumen de la pata de aproximadamente un 30% (P<
0.05), corroborédndose resultados obtenidos previamente por nuestro grupo (Planas
et al., 1995). La comparacion mdultiple de varianzas (ANOVA) de un factor
establecid que entre las tres dosis anteriores no habia diferencias significativas,

demostrando que no existia una relacién dosis-respuesta.

En la figura 11 se representa graficamente el efecto del fdrmaco
administrado a las diferentes dosis, aprecidndose la tendencia de la morfina a
disminuir el edema, sobre todo, a las dosis intermedias, pero sin guardar relaciéon
dosis-efecto.

Figura 11. Efecto de la administracién de morfina (mg.kg'), por via s.c., sobre el

edema, expresado en porcentaje (%), a las tres horas de la induccion de la
inflamacidén por carragenina.
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El rango de dosis empleadas estd comprendido entre 0.15 y 30 mg.kg'. Cada punto
representa la media + E.E.M. de 8 animales. *P< 0.05 respecto al grupo control (SS) (test t
de Student).

. Fentanilo: Los porcentajes de edema obtenidos tras el empleo de fentanilo
oscilaron entre el 66 y el 100% de edema. En el grupo control (SS) el porcentaje
medio de edema fue del 82%. La administracion de este agonista p selectivo, en un
rango de dosis comprendido enfre 0.01 y 0.7 mg.kg', no modificé los valores del
edema, en ninguna de las dosis empleadas. Estos resultados se representan

grdficamente en la figura 12.
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No se detectaron diferencias significativas en el edema a ninguna de las
dosis empleadas, tanto al realizar comparaciones multiples buscando posibles
diferencias entre las dosis mediante un ANOVA, como empleando el test t de
Student al comparar cada dosis vs. el grupo control (SS). Por lo tanto, los resultados
mostraron que el fentanilo no modifica el edema inducido en este modelo de
inflamacion aguda periférica.

Figura 12. Efecto de la administracion de fentanilo (mg.kg'), por via s.c., sobre el

edema, expresado en porcentaje (%), a las tres horas de la induccién de la
inflamacién por carragenina.
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El rango de dosis empleadas estd comprendido enfre 0.01 y 0.7 mg.kg' de fentanilo.
Cada punto representa la media + E.E.M. de 8 animales.

= DPDPE: Tras la administracion del agonista &1 selectivo, DPDPE, en un rango
de dosis comprendido entre 0.01 y 3 mg.kg’', indujo porcentajes de edema
que oscilaron entre el 83 y el 144%. En cuanto al grupo control (SS) el
porcentaje de edema obtenido fue de 105%. En la figura 13 se representan
grdficamente estos valores experimentales. Tampoco se observd relacion

alguna entre la dosis administrada y el porcentaje de edema obtenido.

Las comparaciones multiples de varianzas (ANOVA) demostraron Ia
existencia de diferencias significativas entre las dosis utilizadas (P<0.01). El test t
de Student para pares de datos no apareados reveld que la dosis de 0.5

mg.kg' de DPDPE provocaba un aumento del volumen de la pata del animal,
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es decir, que a esta dosis el agonista &1 inducia un efecto pro-edematoso de

aproximadamente un 40% (P<0.05).

Figura 13. Efecto de la administracion de DPDPE (mg.kg'), por via s.c., sobre el
edema, expresado en porcentaje (%), a las tres horas de la induccidon de la
inflamacién por carragenina.
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El rango de dosis empleadas estd comprendido entre 0.01 y 3 mg.kg'. Cada punto
representa la media + E.E.M. de 8 animales. *P< 0.05 respecto al grupo conftrol (SS) (test t
de Student).

= SNC 80: La administracidn de este agonista 812 selectivo, en el rango de dosis
de 0.1 a 30 mg.kg', provoco fluctuaciones en los porcentajes de edema tal como
se muestra en la figura 14. Estos valores, que variaron desde 110 a 140% de edema,
no mostraron relacién dosis-repuesta. El porcentaje medio de edema obtenido en
el grupo control (SS) fue de aproximadamente un 90%. La comparaciéon multiple de
varianzas (ANOVA) demostré la presencia de diferencias estadisticamente
significativas entre alguna dosis (P<0.001). El test a posteriori C de Dunnett, detectd
diferencias entre el grupo control (SS) y el grupo de animales tratados con las dosis
de 0.5 y 1 mgkg' de SNC 80 (P<0.001). El estudio comparativo entre grupos,
utilizando el test t de Student aportd una nueva diferencia (P<0.05) entre el grupo

control (SS) y el grupo 5 mg.kg' de SNC 80.
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Figura 14. Efecto de la administracion de SNC 80 (mg.kg'), por via s.c., sobre el
edema, expresado en porcentaje (%), a las tres horas de la induccién de la
inflamacién por carragenina.
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El rango de dosis empleadas estd comprendido entre 0.1 y 30 mg.kg'. Cada punto
representa la media + E.E.M. de 8 animales. *P< 0.05; **P<0.001 respecto al grupo control
(SS) (test t de Student).

. U-50,488H: Tras la administraciéon de las diferentes dosis de este agonista k, en

un rango comprendido entre 0.1 y 50 mg.kg', se cuanfificaron porcentajes de

edema que oscilaron entre el 86 y 118%. En el grupo control (SS) el porcentaje

medio de edema registrado fue de un 89% (figura 15). El andlisis estadistico

mediante la comparacion multiple de varianzas (ANOVA), reveld diferencias

significativas entre dosis. Esto es, tras la administracién de 0.1, 0.3 y 0.5 mg.kg', el

fdmaco fue capaz de aumentar un 20%, aproximadamente, el porcentaje de

edema. Utilizando el test t de Student se demostré que las dosis 0.1, 0.5, 10 y 30

fueron significativamente diferentes (P<0.05 y P<0.01) del grupo control (SS). Sin

embargo, la tendencia general del fdrmaco no mostrd relacidén alguna dosis-

respuesta.
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Figura 15. Efecto de la administracién de U-50,488H (mg.kg'), por via s.c., sobre el
edema, expresado en porcentaje (%), a las tres horas de la induccién de la
inflamacién por carragenina.
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El rango de dosis empleadas estd comprendido entre 0.1 y 50 mg.kg'. Cada punto
representa la media + E.E.M. de 8 animales. *P<0.05; **P<0.01; respecto al grupo control
(SS) (test t de Student).

2.2. Efecto de los agonistas opioides i, 0 y k sobre la extravasacién
plasmatica inducida por carragenina.

Contrariamente a los resultados obtenidos sobre el edema, los agonistas
opioides p y & utilizados en este estudio indujeron una inhibicion de la extravasacion
plasmdtica dosis-dependiente. En cada uno de los experimentos con los distintos
agonistas se utilizé un grupo control (animales a los que se les administré solucién

salina, SS) cuyos porcentajes de extravasacion oscilaron entre 84 y 96%.

Los fdrmacos morfina, fentanilo, DPDPE y SNC 80, administrados a dosis
crecientes mostraron un comportamiento bifdsico. Es decir, a dosis bajas se
produjeron disminuciones significativas de la extravasacion plasmdtica, pero a
partir de una determinada dosis este efecto inhibidor desaparecid, llegdndose a
valores de extravasacion plasmdatica comparables a los porcentajes obtenidos en

los grupos control (SS).

82



Resultados

A contfinuacién, se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los
agonistas opioides empleados, representados grdficamente como curvas de

inhibicién de la extravasaciéon plasmdatica.

. Morfina: La administracion de morfina, en un rango de dosis comprendido
entre 0.15 y 30 mgkg!, provocd un efecto inhibidor sobre la extravasacion
plasmdtica, dosis-dependiente (figura 16). Su obtuvo una curva bifdsica,
caracterizada por una zona ascendente (dosis entre 0.15 y 10 mg.kg'), con un
maximo del 120% de inhibicion (dosis de 10 mg.kg'). A partir de la dosis de 15
mg.kg' se produjo un cambio de pendiente, disminuyendo paulatinamente el
efecto inhibidor de este opioide al incrementar las dosis, llegdndose casi @

porcentajes basales de exudacion plasmatica.

Figura 16. Efecto bifdsico de la morfina sobre la inhibicidon de la exfravasacion
plasmdtica, expresada en porcentajes (%), a las fres horas de la inducién de la
inflamacién por carragenina.
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El rango de dosis del opioide, administradas por via s.c., estd comprendido entre 0.15-30
mg.kg!, Cada punto representa la media + E.E.M. de 8 animales.
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. Fentanilo: Al igual que con la morfina, la administracion de este agonista p-
selectivo en un rango de dosis comprendido entre 0.01 y 0.7 mg.kg', provocd una
respuesta bifdsica, caracterizada por una zona ascendente (dosis comprendidas
entre 0.01 y 0.5 mgkg') con un mdximo del 116% de inhibicion del exudado
plasmdtico, a la dosis de 0.5 mg.kg''. A partir de esta dosis se produjo un cambio de
pendiente pérdiendose el efecto anti-exudativo. No se emplearon dosis superiores
a 0.7 mg.kg'! debido a la depresion respiratoria que induce el fentanilo. En la figura

17 se representa la tendencia bifdsica de este fdrmaco, anteriormente descrita.

Figura 17. Efecto bifdsico del fentanilo sobre la inhibicidn de la extravasacion
plasmdtica, expresada en porcentajes (%), a las tres horas de la inducion de la
inflamacidén por carragenina.
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El rango de dosis administrado de fentanilo, por via s.c., estd comprendido entre 0.01-0.7
mg.kg!' Cada punto representa la media + E.E.M., de 8 animales.

84



Resultados

. DPDPE: La administracion de este agonista &i-selectivo, en un rango de dosis
comprendido entre 0.01 y 3 mg.kg'!, manifestd, al igual que los anteriores agonistas,
un efecto bifdsico sobre la inhibicién exudativa (figura 18). Dicha curva se
caracterizd por una pendiente ascendente que incluia las dosis de 0.01 a 1 mg.kg',
llegando a un valor méximo de inhibicién del 101% con la Ultima dosis empleada (1
mg.kg'). Al incrementar ésta (1.5 mgkg') se obtuvo una pérdida total de la
inhibicidon sobre la extravasacion plasmdtica, tendencia que se mantuvo al

administrar 3 mg.kg! del agonista opioide 6.

Figura 18. Efecto bifdsico del agonista &i-selectivo DPDPE sobre la inhibicién de Ia
extravasacion plasmdtica, expresada en porcentajes (%), a las tres horas de la
inducién de la inflamacidén por carragenina.
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El rango de dosis de DPDPE, administradas por via s.c., est&d comprendido entfre 0.01 y 3
mg.kg'. Cada punto representa la media + E.E.M., de 8 animales.

Las dosis 0.01, 1.5y 3 mg.kg' de DPDPE no modificaban los niveles basales de
exudado, no difiiendo de los obtenidos en el grupo control (animales a los que se

les habia administrado SS).
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. SNC 80: En el caso del SNC 80, agonista sintético 812 selectivo, el rango de
dosis administradas estuvo comprendido entre 0.1 y 30 mg.kg'. La tendencia de los
valores experimentales obtenidos siguieron, al igual que con los anteriores opioides,
una curva bifdsica (figura 19). La administracion de las dos primeras dosis de
farmaco (0.1 y 0.5 mg.kg') no modificd los valores de extravasacion de plasma,
siendo comparables a los porcentajes obtenidos en el grupo control (SS). A partir de
la administracion de 1 mg.kg' de SNC 80 se obtuvieron porcentajes de inhibicién
significativos (P<0.05). Tal como se aprecia en la figura 19, el efecto inhibidor
madximo se obtuvo a la dosis de 5 mg.kg' con un 99% de inhibicion de la exudaciéon
plasmdtica. Al administrar dosis superiores a 5 mg.kg' se observé un cambio de
pendiente de la curva con un claro efecto pro-exudativo (zona descendente de la

mismay).

Figura 19. Efecto bifdsico del agonista 812-selectivo SNC 80 sobre la inhibicién de la
extravasacion plasmdtica, expresada en porcentajes (%), a las tres horas de la
inducién de la inflamacidén por carragenina.
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El rango de dosis de SNC 80, administradas por via s.c., est&d comprendido entre 0.1 y 30
mg.kg!. Cada punto representa la media + E.E.M., de 8 animales.
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" U-50,488H: La administracion de este agonista opioide provocd una
disminucion en los porcentajes de extravasacion obtenidos durante la inflamacién
aguda. En el grupo control (SS) se obtuvieron porcentajes del 91% de
extravasacion. El rango de dosis empleado para este agonista k-selectivo estuvo
comprendido entre 0.1 y 50 mg.kg’!, fras cuya administracion se obtuvieron efectos

antiexudativos, que en ningun caso llegaron a superar el 35%.

A diferencia de los anteriores agonistas, utilizando este farmaco «k-selectivo
no se obtuvo una relacion dosis-respuesta. Se observdé cémo a partir de una dosis
de 0.5 mg.kg' y hasta una dosis no superior a los 10 mg.kg', el contenido de
extravasaciéon plasmdatica en el tejido inflamado se reducia hasta porcentajes de
inhibicion que oscilaban entre el 31 y el 38% (figura 20). A dosis superiores a los 10

mg.kg' se perdi6 el efecto inhibidor.

Figura 20. Efecto del agonista kappa, U-50,488H, sobre la inhibicién de la
extravasacion plasmdtica, expresada en porcentajes (%), a las tres horas de la
inducién de la inflamacién por carragenina.

100 A
80 A
60 -
40
20 A

0 ————rrrr————rrrr——————++rrm
0,p1 OF_\/{ 1 10 100

-20 -

% inhibicidn de extravasacion

El rango de dosis administradas de U-50,488H estd comprendido entre 0.1 y 50 mg.kg'.
Cada punto representa la media + E.E.M., de 8 animales.
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23. Potencia de los distintos agonistas opioides obtenidos a partir de
las curvas dosis-respuesta.

Los resultados obtenidos tras la administracion de los diferentes agonistas
opioides muestran que el efecto inhibidor de estos fdrmacos sobre la extravasacion
plasmdtica es de tipo bifdsico. Para calcular la potencia (DE) de cada uno de los
agonistas utilizamos sélo las dosis que producian inhibicién de la extravasacion
plasmdatica correspondientes a la pendiente ascendente de cada una de las
curvas. Empleando los porcentajes de inhibicion de la extravasacion de plasma
para cada agonista se obtuvieron distintas curvas dosis-respuesta que se ajustaron,
por regresion lineal simple, a una recta media, definida por su coeficiente de
correlacion (R?) y pendiente. A partir de estas ecuaciones lineales, se obtuvieron las
DE2o, DEso, DEso. Los valores medios obtenidos para cada agonista y nivel de efecto
se muestran en la tabla 19, asi como el valor méximo de inhibicion de la
extravasacion plasmdatica.

Tabla 19. Dosis de agonistas (mg.kg') con las que se alcanza el 20, 50 y 80 % de inhibicion

de la extravasacion plasmdtica, asi como los porcentajes mdximos de inhibicion obtenidos
con cada uno de ellos (Emax).

AGONISTAS DE2o DEso DEso Emax (%)
OPIOIDES
M
MORFINA 0.22 +0.02 0.71+£0.10 1.92+0.37 120+ 5.57
FENTANILO 0.01 £0.001 0.04 £0.007 || 0.18 +£0.06 116+ 13.33
PLO17 0.03 £0.003 0.11 £0.02 0.36 £0.08 118+ 10
o
DPDPE 0.01+0005 | 0.10+001 | 036+004 ] 101+1.79
SNC 80 0584002 | 170+0.10 | 503049 | 99+473
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Como ya se comentd anteriormente el agonista k, U-50488H, no manifestd una
respuesta inhibidora sobre la extravasacion plasmdatica como los agonistas py 8. Los
porcentajes mdaximos de inhibicién no superaron el 40%, de manera que no fue
posible calcular DE por encima del 20%. Este es el motivo por el que en la tabla 19
no se presenta resultado alguno correspondiente al U-50,488H. En la tabla 20 que se
muestra a continuacion se recogen los valores medios de los coeficientes de

correlacion y las pendientes de las rectas de cada agonista.

Tabla 20. Coeficientes de correlacidon (R?2) y pendientes obtenidas tras el ajuste por
regresion lineal simple de los porcentajes de inhibicion de extravasacién plasmdatica
inducidos por cada agonista opioide.

AGONISTAS COEFICIEN:I'E DE PENDIENTE DE LA CURVA
OPIOIDES CORRELACION (R?)
MORFINA 0.936 60.88 + 3.59
I FENTANILO 0.962 54.54 £ 6.89*
PLO17 0.903 62.32 + 3.20
0.992 52.23 £ 2.42*
o DPDPE
SNC 80 0.823 64.74 +2.47

*P<0.05, test t de Student. Las comparaciones se realizaron en relacién a la pendiente de la morfina.

2.4. Comparacion de potencias relativas de los agonistas opioides
y O sobre la extravasacion de plasma.

La comparacion mediante ANOVA de las pendientes demostrd la existencia
de diferencias significativas entre ellas. Mediante el test t de Student para datos no
apareados se compararon las pendientes correspondientes a cada curva dosis-
respuesta en relacién a la morfina. Los resultados pusieron de manifiesto la
existencia de diferencias significativas (P<0.05) entre los distintos farmacos,
indicando una falta de paralelismo entre ellos. Esto significa que la potencia
relativa entre los dos fdrmacos comparados no se mantiene constante. En la tabla
21 se muestran las potencias relativas de cada uno de los agonistas utilizados en

este estudio respecto a la morfina. Para el cdlculo de las potencias relativas de
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cada uno de los agonistas opioides vs. morfina, se dividid la dosis de morfina vs. la
dosis de cada uno de los agonistas opioides restantes, correspondientes, ambas, al

mismo nivel de efecto.

Se demostrd que la morfina, el PLO17 y el SNC 80 mantenian una relacion de
potencias constante (rectas paralelas), siendo el PLO17 entre cinco vy siete veces
mds potente que la morfina y el SNC 80 0.4 veces menos potente que aquella. El
fentanilo resultd ser entre 11 y 24 veces mds potente que la morfina, mientras que el

DPDPE fue entre 5y 18 veces mds potente.

En la tabla 21, se representa la potencia relativa de morfina vs. fentanilo,
PLO17, DPDPE y SNC 80, respectivamente, a cada uno de los niveles de efecto (20,

50 y 80% de inhibicion de extravasacion de plasma).

Tabla 21. Potencia relativa respecto a morfina (1) de los agonistas opioides fentanilo, PLO17,
DPDPE y SNC80 al 20, 50 y 80% de efecto (% inhibicién de la extravasacion plasmdtica).

FARMACOS POTENCIA RELATIVA
20% 50% 80%
MORFINA 1 1 1
FENTANILO 24 19 1
PLO17 7 6 5
DPDPE 18 7 5
SNC 80 0.4 04 0.4

En las figuras 21 y 22 se representan graficamente las curvas ajustadas a una recta y
sélo la pendiente ascendente de las mismas, obtenidas tras la administracion de
morfina, fentanilo, PLO17, DPDPE y SNC 80. Se han agrupado en una misma grdfica

los fdrmacos con pendientes iguales.
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Figura 21 . Representacion grdfica de los valores medios + E.E.M. de la dosis de los
agonistas fentanilo (FN) y DPDPE (DP) respecto al porcentaje de efecto (% inhibicién

de la extravasacion).
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Figura 22 . Representacion grdfica de los valores medios + E.E.M. de la dosis de los
agonistas morfina (MS), PLO17 (PL) y SNC 80 (SNC) respecto al porcentaje de efecto (%

inhibicion de la extravasacién).
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En cada una de las graficas no hay diferencias estadisticas entre las pedientes de las

rectas representadas.
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25, Reversion del efecto inhibidor de los opioides sobre Ila
extravasacion plasmatica mediante antagonistas especificos.

La capacidad casi nula de modificar el edema inflamatorio tras la
administracion de estos agonistas opioides nos llevd a centrar nuestro interés en el

efecto inhibidor inducido por cada opioide sobre la extravasacion plasmatica.

Para confirmar la naturaleza opioide de este efecto anti-exudativo se
administraron antagonistas opioides, especificos y no especificos para cada tipo de
RO, con acciones tanto a nivel central como periférico (ver tabla 6 de Material y
Métodos). Se utilizaron los siguientes antagonistas opioides: clorhidrato de naloxona
(Nx), como antagonista no selectivo, a la dosis de 1mg.kg', naltrindol (NTl) como
antagonista § y MR2266 (Mr) como antagonista «, los dos Ultimos a dosis de 3 mg.kg
1. Los antagonistas se administraron por via i.p., 15 minutos antes de los agonistas. El

protocolo experimental se describe en el apartado de Material y Métodos.

Se valoraron los efectos de cada uno de los antagonistas, administrados
individualmente (en ausencia de agonista) sobre la extravasacion plasmdtica y se
compararon con grupos control (animales que recibieron SS, por la misma via, y al
mismo volumen). Los resultados se representan en la figura 23 en forma de

histogramas.

Tras la administraciéon de los antagonistas clorhidrato de naloxona (Nx) vy
naltrindol (NTI) se observd que ambos inducian un aumento significativo de la
extravasacion plasmatica durante la inflamacién aguda. Estos porcentajes fueron
significativamente distintos a los obtenidos por sus respectivos grupos control (P<
0.01). En el caso de naloxona, se llegaron a porcentajes del 129%, superando en
mdas del 30 % a su correspondiente grupo control, mientras que con la
administraciéon de naltrindol se consiguid aumentar, en mds de un 40%, el

porcentaje de extravasaciéon plasmdatica (P<0.01).
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Figura 23. Porcentajes de exfravasacion plasmdatica obtenidos tras la administracion
de clorhidrato de naloxona (Nx), naltrindol (NTI) y MR2266 (Mr), tres horas después de
inducir la inflamacién por carragenina.
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Las dosis de antagonistas Nx, NTI o Mr administradas por via i.p., fueron de 1, 3y 3 mg.kg',
respectivamente. Cada columna representa la media + E.EE.M. de 10 animales. Cada
antagonista se compard estadisticamente con su correspondiente grupo control (SS).
*P<0.01 (test t de Student).

La administracion del antagonista kappa, MR2266 (Mr), en las mismas
condiciones experimentales, no alterd los porcentajes de extravasacion plasmdtica
con un valor medio del 94%, comparable al de su grupo control (103%). Estos
resultados sugieren una mayor participacion de opioides enddgenos con accion p

y & en la modulacion inhibidora del proceso inflamatorio agudo.

A continuacién se valoraron los efectos de cada uno de los agonistas en
presencia del antagonista especifico. Las dosis de antagonistas fueron las utilizadas
en el anterior experimento, esto es: 1, 3 y 3 mg.kg' para Nx, NTl y Mr,
respectivamente, mientras que los agonistas morfina, fentanilo, DPDPE y SNC 80 se
administraron a sus correspondientes DEso: 1.92, 0.18, 036 y 5.03 mgkg',
respectivamente. En el caso concreto de U-50,488H se administraron 0.5 mg.kg' de
dicho fdrmaco. La via y momento de administracion fueron las descritas en la
metodologia de trabajo (ver el apartado de Material y Métodos). En la figura 24 se

muestran los resultados correspondientes a la reversidon de los efectos inhibidores de
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morfina y fentanilo sobre la extravasacion plasmdtica. En ambos casos, la
administracién de clorhidrato de naloxona (Nx) provocd la pérdida del efecto anti-
exudativo inducido por estos opioides en mds del 80%. No se detectaron diferencias

entre los grupos tratados con el antagonista, sdlo o combinado con cada uno de

los agonistas p.

Figura 24. Porcentajes de extravasacion plasmdatica obtenidos al antagonizar con
clorhidrato de naloxona (Nx) los efectos inhibidores de los agonistas p morfina (MS) y
fentanilo (FN).
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El antagonista Nx se administrd por via i.p. a la dosis de 1 mg.kg'. Las dosis de agonistas
administrados fueron sus respectivas DEsp. Cada columna representa la media + E.EM.,

de entre 6 y 10 animales. *P<0.01; **P<0.001 (test t de Student), en relacién a los grupos
control (SS).

Los efectos antiexudativos de los agonistas 8, DPDPE y SNC 80, fueron
revertidos mediante la administraciéon de NTI (figura 25). A la dosis de 3 mg.kg' de
NTI sélo se consiguio revertir el 40% del efecto inhibidor del DPDPE, (estos resultados
no se muestran). Sin embargo los efectos fueron revertidos completamente al
incrementar la dosis del antagonista a é mg.kg'. La reversion parcial del DPDPE
(agonista &1) podria estar en relacion con la afinidad de los farmacos por los
distintos subtipos de RO 8. La comparacion estadistica mediante el test t de Student
demostré que no habia diferencias entre el grupo control SS/SS vy el grupo de
tratamiento NTI/DP.
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En cuanto a la combinacion NTI/SNC 80, no fue necesario aumentar la dosis
de antagonista, teniendo en cuenta que el agonista SNC 80 tiene una
especificidad por los RO 8§ no selectiva en cuanto a subtipos se refiere. Los
resultados obtenidos revelaron la pérdida completa del efecto inhibidor sobre la
extravasacion de plasma que este agonista era capaz de provocar, no
detectdndose diferencias entre el grupo control SS/SS y el grupo tratado con la

combinacidén NTI/SN.

Figura 25. Porcentajes de extravasaciéon de plasma obtenidos al antagonizar con
nalfrindol (NTI) los efectos antiexudativos de los agonistas 8 DPDPE (DP) y SNC 80 (SN).
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Se emplearon 6 y 3 mg.kg' de NTI, administrado por via i.p., para antagonizar el efecto
del DPDPE y del SNC 80, respectivamente. Cada uno de los agonistas se administrd, por
via s.c., a sus respectivas DEso. Cada columna representa la media + E.E.M., de entre 6y
10 animales.*P<0.05; **P<0.01 (test t de Student), en relacién a los grupos control (SS).

Por Ultimo, en la figura 26, se muestran los resultados obtenidos fras la
administracion del antagonista x-selectivo, MR2266, en ausencia de agonista
(Mr/SS) y en combinacién con el agonista especifico para este RO, U-50,488H
(Mr/U50). El agonista k, U-50,488H a la dosis de 0.5 mg.kg' inhibid la extravasacion
plasmdtica en un 38%, y la administracion previa del antagonista MR2266, revirtié
este efecto hasta llegar a porcentajes de proteina en el tejido inflamado del 96%

comparables a los obtenidos con el grupo control (SS, 103%).
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Figura 26. Porcentagjes de extravasacion plasmdtica obtenidos al antagonizar el efecto
inhibidor del agonista k opioide U-50,488H (U50) con MR2266 (Mr).
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El antagonista MR2266 (Mr) se administrd, por via i.p., a la dosis de 3 mg.kg!. La dosis de
agonista U-50,488H, administrado por via s.c., fue de 0.5 mg.kg'!. Cada columna
representa la media + E.E.M., de entfre seis y 10 animales.*P<0.01 (test f de Student), en
relacién a los grupos control (SS).
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2.6. Efecto inhibidor de los opioides sobre la exiravasacion
plasmatica: valoracion del componente periférico.

Para evaluar la participaciéon de los RO expresados en tejidos periféricos en el
efecto inhibidor de los agonistas opioides sobre la extravasacion plasmdatica se

utilizaron fdrmacos de accién periférica, tanto agonistas como antagonistas.

Inicialmente, se valoré el efecto del agonista periférico u selectivo, PLO17
(figura 27). Este farmaco tiene, por su elevado peso molecular y naturaleza
peptidica, una capacidad limitada para atravesar la BHE. Por ese motivo
permanece en el compartimento periférico tras haber sido administrado por via s.c.
Esto permite excluir la participacion en la respuesta anti-exudativa de aquellos RO

expresados en estructuras centrales como el cerebro y la médula espinal.

A continuacion, se valoraron los efectos de los agonistas p, morfina, fentanilo y
PLO17, y los agonistas 8 DPDPE y SNC 80 en presencia 1) del antagonista opioide no
selectivo, metilyoduro de naloxona (figuras 28 y 29), administrado por via i.p. Su
distribucién es predominantemente periférica, ya que el grupo metilo presente en
su esfructura quimica reduce su capacidad para atravesar la BHE; y 2) el
octapéptido sintético CTOP (figura 30), antagonista u selectivo que, por las mismas
razones que PLO17, ejerce una acciéon predominantemente periférica. Los efectos
de morfina y PLO17 fueron valorados al administrarse previamente este Ultimo

antagonista, el CTOP.
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= PLO17: El efecto obtenido tras la administracion de este agonista selectivo sobre
el edema vy la extravasacion plasmdtica fue el mismo que con los anteriores
agonistas. Es decir, la administracion de este fdrmaco, por via s.c., en un rango de
dosis comprendido entre 0.05 y 1 mg.kg' no indujo cambios en los porcentajes de
edema, manteniendo los mismos niveles de edema que los obtenidos con el grupo
control (SS), esto es, alrededor del 80% de edema. Destacamos que a dosis
superiores a 1 mg.kg' (exactamente a 1.5 y 3 mg.kg'), el fdrmaco manifesté un
efecto proedematoso al comparar dichos porcentajes con el grupo control (P< 0.05;
P<0.01, t de Student).

En cuanto al efecto del PLO17 sobre la extravasacidon de plasma, este
farmaco inducia, a las dosis de 0.05, 0.1, 0.5 y 1T mg.kg', una inhibicion dosis-
dependiente de la misma, significativamente diferentes (P< 0.05; P< 0.001) de los
valores obtenidos en el grupo control (SS). Sin embargo, al aumentar la dosis del
farmaco hasta 1.5y 3 mg.kg', el efecto inhibidor desaparecid, recuperando niveles
de extravasacion plasmdatica comparables al porcentaje obtenido con el grupo
control (SS). En la figura 27 se puede apreciar una curva bifdsica similar a las
obtenidas en anteriores experimentos en los que se emplearon morfina, fentanilo,
DPDPE y SNC 80. Las dosis 0.05, 0.1 y 0.5 mg.kg' definieron la pendiente ascendente
de la curva con unos porcentajes de inhibicidn que oscilaron entre el 20 y 80% de
efecto. El efecto mdximo de inhibicién de la extravasacién de plasma, esto es, el
100%, se consiguid a la dosis de 1 mgkg'. A partir de aqui, el incremento de
farmaco llevd a la pérdida del efecto antiexudativo, recuperando niveles de
porcentajes comparables a los obtenidos con el grupo control (SS; 100% de exudado

plasmdtico).
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Figura 27. Efecto bifdsico del agonista u de accion periférica PLO17 sobre la inhibicidn
de la extravasacién plasmdatica, expresada en porcentajes (%), a las tres horas de la
induciéon de la inflamacién por carragenina.
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El rango de dosis administradas por via s.c., estd comprendido entre 0.05 y 3 mg.kg'.
Cada punto representa la media + E.E.M., de 8 animales.

El cdlculo de los valores correspondientes a las DE2o, DEso, DEso y Emax se realizd
de la misma manera que con los agonistas opioides anteriores, esto es, a partir del
ajuste a una regresidn lineal simple de los porcentajes de inhibicidn de
extravasacion de plasma correpondientes sdlo a la pendiente ascendente. La recta
media que se obtuvo se caracterizd por un R2de 0.903 y una pendiente de 62.32 +
3.20. En la tabla 19 se muestran los valores medios correspondientes a cada uno de
los niveles de efecto, estos es al 20, 50 y 80% de efecto inhibidor de la extravasacion

plasmatica.

» METILYODURO de NALOXONA: La reversidon de los efectos inhibidores de los
agonistas opioides u y 8, por metilyoduro de naloxona (NxMet) se realizé tras la
administracion de morfina, fentanilo, PLO17, DPDPE y SNC 80, a sus DEso. La dosis
empleada de NxMet fue de 1 mg.kg', que se administré 15 minutos antes que los

agonistas (ver Material y Métodos).

En la figura 28 se muestra como la administracion individual de este
antagonista, produjo un incremento de exudado plasmdatico significativo del 29%

con respecto al control (SS/SS) (P<0.05). Los porcentajes de exudado plasmdtico
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obtenidos tras la administracion de morfina, fentanilo y PLO17 en ausencia de
antagonista no superaron el 20%, siendo significativamente diferentes del grupo
control SS/SS (P<0.001). La administracién del antagonista NxMet revirtié en mds del
60% el efecto inhibidor de los agonistas. Los porcentajes de extravasacion
plasmdtica estuvieron comprendidos entre el 89 y el 103% y no mostraron
diferencias significativas al ser comparados con el grupo control SS/SS ( test t de
Student), ni entre ellos (ANOVA de un factor).

Figura 28. Porcentajes de extravasacion plasmdatica obtenidos tras la administraciéon
de los agonistas morfina (MS), fentanilo (FN) y PLO17 (PL) en presencia de SS o
metilyoduro de naloxona (NxM).
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El antagonista NxM se administré a la dosis de 1 mg.kg', por via i.p., mientras que los
agnistas se administraron a sus correspondientes DEgo, por via s.c. Cada columna
representa la media + E.EM., de enfre 6 y 10 animales. *P<0.05; **P<0.001 (test t de
Student), en relacién a los grupos control (SS).

Para conseguir porcentajes de reversion del agonista 61 DPDPE del 80% fue
necesario aumentar la dosis de antagonista hasta los 3 mg.kg! (figura 29). A la dosis
de Tmg.kg’, se obtuvo la reversion parcial del DPDPE, que no superd el 26% de
extravasacion plasmdatica (resultados no presentados graficamente), mientras, en el
caso del agonista 812 SNC 80, la reversion fue total con ambas dosis de antagonista

(figura 29). El NxMet es un antagonista periférico no selectivo, pero en funcién de la
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dosis, los primeros RO bloqueados son los p, seguidos de los & y de los k. La relaciéon
de potencia entre Nx y NxMet es de 1:3, de manera que para conseguir revertir este
agonista &1 fue necesario forzar la dosis. Estos resulfados sugieren que los efectos
inhibidores de los agonistas opioides sobre la extravasacion de plasma se producen
en su mayor parte por interaccion de RO p y § selectivos, localizados en estructuras
periféricas, sin que los presentes experimentos puedan diferenciar si los RO son

neuronales y/o extraneuronales.

Figura 29. Porcentajes de extravasacion plasmdatica obtenidos tras la administracién
de los agonistas DPDPE (DP) y SNC 80 (SN) en presencia de SS o metilyoduro de
naloxona (NxM).
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El antagonista NxM se administré a la dosis de 3 6 1 mg.kg!, por via i.p., para la reversiéon
de los efectos de los agonistas DPDPE o SNC 80, respectivamente. Estos Ultimos se
administraron a sus correspondientes DEgo, por via s.c. Cada columna representa la
media + E.E.M., de entre é y 10 animales. *P<0.05; **P<0.001 (test t de Student), en relacion
a los grupos control (SS).

= CTOP: Mediante el empleo de este antagonista peptidico u selectivo, con
accion predominantemente periférica, se intentdé aportar mds datos que
corroboraran la participacion de los RO periféricos en el efecto inhibidor sobre la
extravasacion plasmdatica inducido por los agonistas opioides. Se valord la reversion

del efecto inhibidor de la morfina y el PLO17 administrando previaomente el
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antagonista CTOP, a la dosis de 1 mg.kg', por via i.p., 15 minutos antes que los
agonistas  (ver Material y Meétodos). Las dosis empleadas de agonistas,
administrados por via s.c., fueron sus respectivas DE8O. Los resultados muestran que
la administracion de CTOP en ausencia de agonistas (CTOP/SS) no modificaba el
porcentaje de exudado plasmdatico (92%) obtenido en condiciones de inflamacién
aguda (figura 30), siendo comparables a los obtenidos en el grupo control SS/SS
(102%). Los porcentajes de extravasacion de los agonistas solos fueron comparables
a los obtenidos en experimentos anteriores (7 y 17% para la morfina y el PLO17,
respectivamente) siendo estadisticamente distintos (P<0.001, t de Student) de los
grupos control (SS y CTOP). Tal como se muestra en la figura 30, la administracion de
CTOP revirtid los efectos inhibidores de morfina y de PLO17 sobre la extravasaciéon de
plasma, mostrando valores del 106 y 78% de exudacion plasmdtica
respectivamente, porcentajes que no difirieron de los obtenidos en los grupos
control (tfanto SS/SS como CTOP/SS).

Figura 30. Porcentajes de extravasacién plasmdatica obtenidos tras administrar morfina
(MS) o PLO17 (PL) en presencia de SS o del antagonista u selectivo, de accidn
periférica, CTOP.
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La dosis de CTOP, administrado por via ip. fue de 1 mgkg!. Los agonistas se
administraron a sus correspondientes DEso, por via s.c. Cada columna representa la
media + E.E.M., de entre 6 y 10 animales. *P<0.001 (test t de Student), en relacion a los
grupos conftrol (SS).
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27. Reversion del efecto antiexudativo de la morfina y el fentanilo
(agonistas p) por el antagonista 32-selectivo naltrindol (NTI).

Se ha postulado que la morfina posee acciéon sobre los receptores pu y 8. Por
este motivo realizamos un grupos de experimentos orientados a establecer el
antagonismo del efecto de la morfina por el NTI. Se utilizaron seis grupos de
animales que recibieron 3 mg.kg!' del antagonista &2 selectivo naltrindol (NTI), por
via i.p., mientras que los agonistas morfina y fentanilo se administraron a sus

correspondientes DEso (figura 31).

Los resultados muestran que el antagonista selectivo 82 NTI revertia
completamente el efecto inhibidor de la morfina sobre la extravasacion de plasma
(P<0.001). No se detectaron diferencias significativas entre el grupo NTI/MS y los dos
grupo control (SS/SS y NTI/SS).

Figura 31. Porcentagjes de extravasacion plasmdatica obtenidos tras la administracion

de los agonistas opioides morfina (MS) y fentanilo (FN) en presencia de SS o del
anftagonista 82 selectivo naltrindol (NTI).
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El antagonista se administrd, por via i.p., ala dosis de 3 mg.kg', mientras que los agonistas
se administraron por via s.c. a sus correspondientes DEsp. Cada columna representa la
media + E.E.M. de entre 6 y 10 animales. *P<0.001 (test t de Student), en relacién a los
grupos confrol (SS).
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Sin embargo, el fentanilo mantuvo su efecto antiexudativo, detectandose
diferencias significativas con respecto a los grupos control SS/SS y CTOP/SS (P<
0.001). Asi pues, el blogueo de los RO 82 con 3 mg.kg' de naltrindol, impide que la
morfina, administrada a su DEso (1.92 mg.kg'), por via s.c., sea capaz de inhibir la
extravasacion plasmdtica, mientras que, el fentanilo, administrado a su DEgo (0.18

mg.kg') y por la misma via, mantiene su efecto inhibidor (ver figura 31).
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3. LOCALIZACION DE LOS RO PERIFERICOS IMPLICADOS EN
EL EFECTO INHIBIDOR DE LOS AGONISTAS OPIOIDES SOBRE LA
EXTRAVASACION PLASMATICA.

De los resultados hasta el momento presentados se podria concluir que los
receptores pu y & periféricos desempenan un papel mds importante que los «
disminuyendo la extravasacion plasmdatica durante la respuesta inflamatoria
aguda. Estos efectos antiexudativos observados estdn mediados por RO
expresados principalmente en estructuras anatdémicas periféricas. Para establecer
la localizacion de los RO en las distintas estructuras se llevaron a cabo una serie de
experimentos que nos permitieron descartar, mediante tratamientos selectivos, los
distinfos componentes tanto neuronales como no neuronales, implicados en la

respuesta inflamatoria local aguda.

3.1. Valoracion del componente nervioso sensorial: efecto del
pretratamiento con la neurotoxina capsaicina.

Con el fin de estudiar el papel desempenado por las fibras sensoriales
periféricas aferentes en la modulacién de la extravasaciéon plasmdatica se realizaron
experimentos en animales fratados con capsaicina (CAP), sustancia neurotdxica
que induce una degeneracion selectiva de las fibras aferentes sensoriales (ver el
apartado de Material y Métodos). Primero, se evalué coémo el tfratamiento crénico
con CAP modificaba la respuesta inflamatoria aguda. Seguidamente, se valord |a
eficacia de dicho fratamiento mediante el test de hiperalgesia mecdnica Randall-

Selitto y por inmunohistoquimica.

3.1.1. Efecto del tratamiento con capsaicina sobre la extravasacion
plasmatica y el edema.

Para estudiar el efecto del tratamiento con CAP sobre el edema y la
extravasacion plasmdtica durante la inflamacion aguda, se utilizaron 20 animales,
distribuidos en dos grupos, de 10 animales cada uno: el grupo SS (grupo confrol,
animales fratados con solucion salina) y el grupo CAP (animales tratados con
capsaicina). En ambos grupos se valord el edema vy la extravasacion de plasma. La
inyeccion de ambas soluciones se realizd por via s.c., en la zona costal, con los

animales anestesiados.
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Tal como se observa en la figura 32, el tratamiento con CAP provocd unos
porcentajes de edema y de extravasaciéon plasmdatica del 132 y 161%,
respectivamente, durante la respuesta inflamatoria aguda. Estos valores no
resultaron distintos al compararse con los porcentajes obtenidos en sus respectivos
grupos control, esto es, 135 y 166%, respectivamente. Estos resultados sugieren que
las terminaciones sensoriales no desempenan un papel principal sobre la

modulacion de la extravasacion durante la inflamacion aguda.

Figura 32. Efecto del tratamiento con solucién salina (SS) o capsaicina (CAP) sobre el
edema y la extravasacion plasmdtica en condiciones de inflamacién aguda.
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Cada fratamiento, representado en columnas, es la media + E.E.M. de 10 animales.

3.1.2. Test de nocicepciéon mecadnica (Randall-Selitto).

En la figura 33 se muestran los resultados obtenidos en animales control (SS) y
tratados con capasicina (CAP) tras valorar la hiperalgesia mecdnica. Estos
resultados muestran la eficacia del tfratamiento con CAP para eliminar/disminuir la
poblacidon de terminaciones nociceptivas en nuestras condiciones experimentales.
En el grupo control (SS) la inflamacion disminuyd de forma significativa los gramos

de presidn tolerados por los animales (P<0.001, t+ de Student), demostrando Ia

106



Resultados

presencia de hiperalgesia mecdnica. En animales fratados con CAP el animal
puede soportar mds gramos de presion, tanto en ausencia (332 g) como en
presencia de inflamacién aguda (640 g), debido a que la poblacién de fibras

sensoriales periféricas estd disminuida.

Figura 33. Valores de PPT (Paw pressure threshold) obtenidos antes (basal) y después
(inflamado) de inducir la inflamacién aguda con carragenina.
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Para cada tfratamiento (SS o CAP) las columnas representan la media + E.EM. de 6
animales. Las comparaciones estadisticas se realizaron entre los grupos SS y CAP en
situacién basal o inflamatoria. *P< 0.05; **P<0.001 (test t de Student). Entre los dos grupos
SS se detectaron diferencias significativas (P<0.001) debido a la hiperalgesia mecdnica.

3.1.3. Determinacién del efecto del tratamiento con capsaicina
mediante técnicas de inmunohistoquimica.

Las figuras 34 y 35 muestran el resultado del estudio morfoldgico realizado en
tejido plantar procedentes de animales control (SS) y de animales tratados con
capsaicina (CAP). Las finciones con los antficuerpos anti-SP y anti-CGRP definen
especificamente las fibras que expresan los péptidos proinflamatorios SP y CGRP,

ambos implicados en la respuesta neuronal nociceptiva.

La figura 34 muestra el tejido control, mientras que la figura 35 corresponde a

muestras de animales fratados con CAP. Podemos distinguir una zona apical
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correspondiente a la epidermis del tejido plantar y otra mds interna. Es en la primera
zona donde se aprecia la pérdida de fibras sensoriales que llegan hasta ella por la
disminucion en la fluorescencia de las muestras.Estos resultados, junto con los
obtenidos en la evaluacién de la hiperalgesia corroboraron la eficacia del
tratamiento degenerativo con CAP que lleva a una pérdida de fibras sensoriales

aferentes primarias.

Figura 34. Inmunofluorescencia de muestras plantares obtenidas de animales tratados con
solucién salina (grupo control, SS).
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Figura 35. Inmunofluorescencia de muestras plantares obtenidas de animales tfratados con
la neurotoxina capsaicina (grupo CAP).
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3.1.4. Efecto de los agonistas opioides sobre la extravasaciéon de plasma
en animales tratados con capsaicina.

Para realizar este experimento se utilizaron animales distribuidos en dos
grupos: el grupo SS (animales tratados con solucion salina) y el grupo CAP (animales
tratados con capsaicina). En ambos grupos se evalud el efecto de los agonistas
morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP), empledndose entre seis y 10 animales
para cada uno de los opioides estudiados. Las dosis administradas de opioides
fueron sus correspondientes DEso. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
22.

Tabla 22. Efecto de los agonistas opioides morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP) sobre la
extravasacion plasmdtica en animales tratados con capsaicina (CAP).

TRATAMIENTO EXTRAV,ASACI(')N P
PLASMATICA (%)
Control
Salino (SS) 166 £ 15
Capsaicina (CAP) 161+ 12 NS
Morfina (MS)
Salino (SS) -20+5
Capsaicina (CAP) 0+10 NS
o

Fentanilo (FN)

Salino (SS) -16+12 <0.001
Capsaicina (CAP) 174 + 24
o
DPDPE (DP)
Salino (SS) 15+ 12
Capsaicina (CAP) 54+ 7 <0.001

P (nivel de significacién estadistica). NS (no significativo). La comparacién estadistica se realizé entre
los distintos grupos CAP a los que se les administré cada uno de los agonistas en cuestidn vs. su
correspondiente grupo control SS, mediante el test t de Student.
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En la figura 36 se representan los distinfos porcentajes de extravasacion

(tabla 22) en forma de histogramas obtenidos tras la administracion de agonistas p

0 & en animales tratados con CAP. Se observd que mientras la morfina mantenia su

efecto inhibidor sobre la extravasacion plasmdtica en animales tratados con CAP,

el fentanilo perdid completamente dicho efecto. El porcentaje de extravasacion

obtenido con este Ultimo agonista fue de 174%, similar a la media del valor de

extravasacion plasmdtica cuantificada en los animales pertenecientes al grupo
control SS (166%) o CAP (161%). El efecto inhibidor del agonista &1 selectivo, DPDPE

en animales tratados con CAP, se vio modificado significativamente (P<0.05). No

obstante, mantuvo en poco mds del 60% su capacidad inhibidora en la formacion

de exudado en el tejido lesionado.

Figura 36. Porcentajes de extravasacion plasmdtica obtenidos en animales tratados
con solucién salina (SS) o capsacina (CAP) a los que se les administré morfina (MS),

fentanilo (FN) o DPDPE (DP).
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Cada columna representa la media + EEM. de 6 -10 animales. La comparacién
estadistica se realizé entre los distintos grupos tratados con CAP a los que se les administrd
cada uno de los agonistas vs. su correspondiente grupo control SS, mediante el test t de

Student. *P<0.05, **P< 0.001.

Los resultados obtenidos muestran que la pérdida de fibras sensoriales

modifica la respuesta de los agonistas u y & selectivos como el fentanilo y el DPDPE,

pero no la capacidad de inhibir la extravasacion plasmdatica de otro agonista

como es la morfina.
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3.2, Valoraciéon del componente nervioso postganglionar simpdtico:
efecto del pretratamiento con la neurotoxina 6-hidroxidopamina.

El fratamiento con la neurotoxina é-hidroxidopamina (6-OHDA) induce la
deplecion de los neurotransmisores almacenados en las terminaciones simpdaticas
asi como la destruccidn de estas fibras si se realiza un tratamiento crénico. De esta
manera, se valoré el papel del componente neuronal postganglionar simpdtico
sobre la extravasacion plasmdtica y el edema durante la inflamaciéon aguda

periférica.

3.2.1. Efecto del tratamiento con é-hidroxidopamina sobre Ila
extravasacion plasmatica y el edema.

Para realizar este estudid se utilizaron 20 animales, distribuidos en dos grupos: el
grupo SS (grupo control, animales fratados con solucidon salina) y el grupo 6-OHDA
(animales tratados con é-hidroxidopamina). La administraciéon de ambas soluciones
se realizd por via i.p. Los resultados muestran (figura 37) que la pérdida del
componente simpdtico postganglionar provocd la disminucién significativa
(P<0.001, t de Student) de la extravasacion plasmdatica (mds de un 50%), mientras
que mostré un aumento significativo (P<0.05, t de Student), de aproximadamente
un 20% sobre el edema.

Figura 37. Efecto del tratamiento con solucién salina (SS) o é-hidroxidopamina (OHDA)
sobre el edema vy la extravasacién de plasma en condiciones de inflamacién aguda.
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Cada tratamiento, representado en columnas, es la media + E.E.M. de 10 animales. *P<0.05;
*P<0.001 (f de Student).
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3.2.2. Efecto de los agonistas opioides sobre la extravasacion
plasmatica en animales tratados con é-hidroxidopamina.

Para realizar este experimento se utilizaron dos grupos de animales: el grupo
SS (grupo control, animales tratados con solucion salina) y el grupo 6-OHDA
(animales tratados con é-hidroxidopamina). En ambos grupos, SS y 6-OHDA, se
evalué el efecto inhibidor sobre la extravasacion de plasma de los agonistas
morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP), empledndose 10 animales para cada uno
de los opioides. Los agonistas opioides estudiados. Morfina, fentanilo y DPDPE se

administraron, por via s.c., a sus correspondientes DEgo (tabla 23 vy figura 38).

Tabla 23. Efecto de los agonistas opioides morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP) sobre la
exfravasacion plasmdtica en animales tratados con é-hidroxidopamina (6-OHDA).

TRATAMIENTO EXTRAV,ASACI(')N P
PLASMATICA (%)
Control
Salino (SS) 133£19
6-OHDA 52+ 10 <0.001
Morfina (MS)
Salino (SS) 12+ 8
6-OHDA 131+13 <0.001
o

Fentanilo (FN)

Salino (SS) 19+9
6-OHDA 66+7 <0.01
o
DPDPE (DP)
Salino (SS) 9+7
6-OHDA 36+3 <0.01

P (nivel de significacién estadistica). NS (no significativo). La comparacién estadistica se realizé entfre
los distintos grupos 6-OHDA a los que se les administrd cada uno de los agonistas en cuestidon vs. su
correspondiente grupo control SS, mediante el test t de Student.
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Figura 38. Porcentajes de extravasacion de plasma obtenidos en animales tratados
con 6-OHDA (6-OH) y a los que se les administré morfina (MS), fentanilo o DPDPE (DP).
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Cada columna representa la media + E.E.M. de 6-8 animales. *P<0.01, **P<0.001 (test t de
Student), en relacién a sus correspondientes grupos control (SS).

3.3. Valoracion del componente inmunitario: efecto del
pretratamiento con el inmunosupresor ciclosporina A.

La ciclosporina A (Cs A) es un péptido ciclico obtenido de cultivos fungicos
que induce inmunosupresidon celular. El fdrmaco suprime la respuesta celular
inmunitaria al inhibir la activacidon de las células helper T-CD4*, asi como la sintesis
de las interleucinas IL-1 e IL-2 necesarias para la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos T. No modifica las funciones de los linfocitos B, los macréfagos ni de los
neutrofilos.

En estos experimentos se utilizaron dos grupos de animales: el grupo SS (grupo
confrol, animales tratados con solucién salina) y el grupo CsA (animales tratados
con ciclosporina A). En ambos grupos, SS y CsA, se evalud el efecto de los agonistas
u. 6 y x (morfina (MS), DPDPE (DP) y U-50,488H (U50), respectivamente)
empledndose entre seis y ocho animales para cada uno de los opioides estudiados.
Las dosis empleadas de los agonistas fueron sus correspondientes DEso. En la tabla

24, se resume los resultados obtenidos, tanto en el grupo control como en cada uno
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de los grupos de animales tratados con los distintos agonistas opioides. Estos mismos

resultados se muestran en la figura 39 en forma de histogramas.

Tabla 24. Efecto de los opioides morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP) sobre la
extravasacion de plasma, en animales tratados con ciclosporina A (Cs A).

TRATAMIENTO EXTRAV,ASACIéN P
PLASMATICA (%)
Control
Salino (SS) 114+7
CsA 80+17 NS
Morfina (MS)
Salino (SS) 6+3
CsA -2+15 NS
o
FENTANILO
Salino (SS) 5+2
CsA 6+5 NS
o
DPDPE
Salino (SS) 13+2
CsA 19+2 NS

P (nivel de significacion estadistica). NS (no significativo). La comparacion estadistica se realizé entfre
los distintos grupos CsA a los que se les administré cada uno de los agonistas en cuestion vs. su
correspondiente grupo control SS, mediante el test t de Student.

Los porcentajes de extravasacion plasmdtica (114%) obtenidos en el grupo
SS no fueron distintos de los porcentajes de extravasacion (80%) obtenidos en el
grupo Cs A, ambos pertenecientes al grupo control. Estos resultados sugieren que
en nuestras condiciones experimentales ni la participacion de las células helper ni la
de los linfocitos T es relevante en cuanto a la formacidon de extravasacion

plasmdtica.
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Figura 39. Porcentajes de exfravasacion plasmdatica obtenidos tras la administracion
de los agonistas morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP), en animales fratados con
ciclosporina A (CsA).
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Cada columna representa la media + E.E.M. de 6-8 animales. La comparacién estadistica
se realizé en relacidén a sus correspondientes grupos control (SS), mediante el test t de
Student.

3.4. Valoracion del componente histaminérgico: efecto del
pretratamiento con el compuesto 48/80 que induce la deplecion de
histamina de los mastocitos.

El componente histaminérgico en la respuesta inflamatoria se evalud
inicialmente mediante el pretratamiento con el componente 48/80. Este
compuesto es depletor de histamina, uno de los mediadores pro-inflamatorios mas
importante contenido en los mastocitos. Para ello se utilizaron dos grupos de
animales: el grupo SS (grupo conftrol, animales tratados con solucidon salina) y el
grupo 48/80 (animales tratados con el compuesto 48/80). Ambas soluciones se
administraron por via s.c. En la figura 40 se muestran los resultados obtenidos sobre
el edema y la extravasacion, expresados en porcentajes, en animales control (SS) y
en animales tratados con 48/80 (48/80).
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Figura 40. Efecto del tfratamiento con solucién salina (SS) o el compuesto depletor de
los mastocitos 48/80 (48/80) sobre el edema vy la extravasacion plasmdatica.
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Cada tratamiento, representado en columnas, es la media + E.E.M de 10 animales.

Asi pues, la disminucion del contenido de histamina de los mastocitos no

modificd ni el edema ni la extravasacion plasmdtica respecto al grupo control (SS).

3.4.1. Efecto de los agonistas opioides sobre la exiravasacion
plasmdatica en animales tratados con el compuesto 48/80.

En estos experimentos se valord si el efecto inhibidor de los opioides sobre la
extravasacion se veia modificado al haber disminuido los niveles de histamina,
mediante la deplecién de los mastocitos con el compuesto 48/80. Para ello, se
utilizaron dos grupos de animales: el grupo SS (grupo control, animales tratados con
solucion salina) y el grupo 48/80 (animales tratados con el compuesto depletor
48/80). En ambos grupos, SS y 48/80, se evalud el efecto de los agonistas morfina
(MS), fentanilo (FN) o DPDPE (DP), empledndose 10 animales para cada uno de los
farmacos estudiados. Las dosis de los opioides empleadas fueron sus

correspondientes DEgo. Los resultfados obtenidos se muestran en la tabla 25.
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Tabla 25. Efecto de los opioides morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP) sobre la
extravasacion de plasma, en animales tratados con el compuesto 48/80 (48/80).

TRATAMIENTO EXTRAVASACION P
PLASMATICA (%)

Control
Salino (SS) 117+10
48/80 121+ 14 NS
Morfina (MS)
Salino (SS) 5+4
48/80 162+ 15 <0.001
o

Fentanilo (FN)

Salino (SS) 8+t2
48/80 63+10 <0.01
o
DPDPE (DP)
Salino (SS) 15+8
48/80 25+9 NS

P (nivel de significacion estadistica). NS (no significativo). La comparaciéon estadistica se realizd entre los
distintos grupos 48/80 a los que se les administré cada uno de los agonistas en cuestion vs. su
correspondiente grupo control SS. *P<0.01, **P<0.001 ( test t de Student).

En la figura 41 se representan los resultados anteriores en forma de
histogramas. Los porcentajes de inhibicion obtenidos con los distintos agonistas en
animales no tratados con el compuesto 48/80 se mantuvieron en el 90 y 80%,

corrobordndose los resultados previos.

El pretratamiento con el compuesto 48/80 modificd significativamente el
efecto de la morfina y del fentanilo pero no el del agonista 8 DPDPE sobre la
extravasacion de plasma. La administracion de morfina y fentanilo a animales

tratados con el compuesto 48/80 llevé a una pérdida completa (MS) o parcial (FN)
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de los efectos antiexudativos caracteristicos de los anteriores opioides. En animales
tratados con el compuesto 48/80 la administracién de morfina (48/80//MS) provocd
un incremento sobre la extravasaciéon plasmdtica. Por otra parte, fentanilo mantuvo
parte de su efecto inhibidor (40%) sobre la extravasacion plasmdatica, es decir, el
compuesto 48/80 revirtid parcialmente (P<0.05; t de Student) su efecto

antiexudativo, respecto su grupo control (SS/FN).

Figura 41. Porcentagjes de extravasacion plasmdtica obtenidos en animales tratados
con solucién salina o el compuesto 48/80 (48/80) a los que se les administrd morfina
(MS), fentanilo (FN) o DPDPE (DP).

200 -
160 -
c
1S
g 120
O
>
o
o 80 -
N
) ’—l
SS  48/80 SS  48/80 SS 48/80 ss 48/80
SS SS MS MS FN FN

Cada columna representa la media + E.E.M. de entre 6-18 animales. *P<0.001 (test t de
Student), en relacién con sus correspondientes grupos control ( SS).

De los tres opioides administrados sélo el &i-selectivo, DPDPE, mantuvo su
efecto inhibidor sobre la extravasacion plasmdatica, aproximadamente un 70%. De
esta manera se constataba que, mientras los agonistas p requerian la presencia de
histamina en el medio para llegar a inducir su efecto anti-exudativo, los RO &
mantenian su efecto inhibidor independientemente de la existencia de este

mediador proinflamatorio.
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3.4.2. Efecto del tratamiento con antagonistas histaminérgicos Hi
(mepiramina) y/o H2 (cimetidina) sobre la extravasacion de plasma.

Los resultados obtenidos utilizando el pretratamiento con el compuesto
48/80, sugirieron que la presencia de histamina era indispensable para el efecto de
los opioides u. Asi pues, pensamos que seria interesante evaluar el tipo de receptor

histaminérgico implicado en la respuesta opioide p.

Para ello se realizaron distintos grupos de experimentos utilizando los
siguientes antagonistas selectivos para cada uno de los fres receptores
histaminérgicos: anti-Hi, mepiramina (M), anti-Hz, cimetidina (C) o anti-Hs,
tioperamida (T). Se considerd oportuno realizar un primer grupo de experimentos en
el que se administré una combinacion de los antagonistas Hi y H2, debido a que
ambos tipos de receptores participan en el efecto vasodilatador de la histamina.
Seguidamente, se evaluaron los efectos anti-exudativos de cada uno de los tres
antagonistas histaminérgicos (Hi, H2 y Hs). En estas condiciones experimentales se

pudo establecer la accién de los agonistas opioides mofina y fentanilo.

Para evaluar el efecto de la combinacién Hi + H2 se estudiaron dos grupos
de animales: grupo SS (grupo control, animales a los que se les administrd soluciéon
salina), grupo M+C (animales tratados con la mezcla de ambos antagonistas
histaminérgicos, mepiramina (M) + cimetidina (C)). En ambos grupos se evalud el
efecto de la morfina (MS), el fentanilo (FN) o el DPDPE (DP), utilizando el grupo SS/SS
como grupo control. Los antagonistas histaminérgicos se administraron por via i.p.,
mientras que los agonistas opioides por via s.c. (ver Material y Métodos). Las dosis
de cada uno de los fdrmacos empleados asi como los porcentajes de

extravasacion se muestran en la tabla 26 y en la figura 42.
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Tabla 26. Efecto de los opioides morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP) sobre la
extravasacion de plasma, en animales tratados previamente con la combinacion de
antagonistas histaminérgicos, mepiramina (M) y cimetidina (C).

TRATAMIENTO EXTRAV,ASACI(')N P
PLASMATICA (%)
CONTROL
Salino (SS) 98+ 9
MEPIRAMINA (M) + CIMETIDINA (C) 121 £ 14 NS

Morfina (MS)

Salino (SS) 9+3

M+C+MS 141+7 <0.001

o

Fentanilo (FN)

Salino (SS) 13+8
M+C+FN 121+ 18 <0.001
o
DPDPE (DP)
Salino (SS) 12+ 8
M+C+DP 26+ 6 NS

Las dosis de mepiramina (M) y cimetidina (C) fueron 2.5 y 50 mg.kg!, respectivamente. Los agonistas
se administraron a sus correspondientes DEgo. P (nivel de significacion estadistica). NS (no significativo).
La comparacién estadistica se realizé entre los grupos tratados con la combinacién de antagonistas
histaminérgicos (M+C) + agonista opioide vs. su correspondiente grupo control SS. *P<0.001 ( test t de
Student).

El blogueo simultdneo de los dos receptores histaminérgicos Hi y Ha,
previamente a la induccién de la inflamacién aguda no modificod los porcentajes
de extravasacion plasmdtica evaluados en el momento de mdxima respuesta
inflamatoria, esto es, tres horas después de inyectar el agente flogdogeno

carragenina.
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Figura 42. Porcentajes de exfravasacion plasmdatica obtenidos tras la administracion
de los agonistas morfina (MS), fentanilo (FN) y DPDPE (DP), en animales fratados con la
combinacién de los antagonistas histaminérgicos, mepiramina (M) y cimetidina (C).
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Cada columna representa la media + E.E.M. de 6-8 animales. La comparacion estadistica
se realizé entre los grupos que recibieron la combinacion de antagonistas (M+C) agonista
vs. su correspondiente grupo control SS. *P<0.001 (test t de Student).

Los porcentajes de extravasacion plasmdtica obtenidos con morfina (141%) y
fentanilo (121%) fueron similares a los obtenidos en animales a los que sdlo se les
habia administrado la mezcla de antagonistas histaminérgicos (121%). Estos
resultados indican que la respuesta inhibidora inducida por los agonistas u requiere
no sélo la presencia de histaming, sino también la interaccion del ligando con los
receptores Hi y/o Ha. El agonista & selectivo, DPDPE, mantuvo su efecto inhibidor
sobre la formacién de exudado plasmdtico independientemente del bloqueo

farmacolégico de los receptores Hi y Ha.
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3.4.3. Efecto del tratamiento con antagonistas histaminérgicos H;
(mepiramina), H2 (cimetidina) o H; (tioperamida) sobre la extravasacion de
plasma.

Experimentos adicionales permitieron establecer cudl de los dos receptores
histaminérgicos tiene una mayor relevancia en el efecto inhibidor u-opioide sobre Ia
extravasaciéon de plasma. Ademds se evalud también el efecto del antagonista
selectivo para el subtipo de receptor Hs, tioperamida. Para ello se utilizd el mismo
protocolo descrito en los experimentos anteriores, es decir: grupo SS (animales
tratados con solucion salina, SS, n= seis) y grupos M, C o T (animales tratados con
mepiramina, M; cimetidina, C; o tfioperamida, T; n= ocho por antagonista). En
ambos grupos se estudid el efecto de la morfina (MS) y del fentanilo (FN). Los
resultados obtenidos en los anteriores experimentos con el agonista DPDPE sobre |la
extravasaciéon de plasma mostraron que este farmaco § selectivo ejercia su efecto
independientemente del sistema histaminérgico. Esta es la razdn por la que se
considerd innecesario evaluar la respuesta del dicho fadrmaco tras el bloqueo

individual de los distintos subtipos de receptores histaminérgicos Hi, Hz y Ha.

Los antagonistas se administraron por via i.p., a las dosis de 2.5 (M), 50 (C) y 3
(T) mg.kg', respectivamente, mientras que los agonistas opioides se inyectaron por
via s.c., a sus correspondientes DEso (ver aparfado de Material y Métodos). En la
tabla 27 se muestra los porcentajes de extravasacion plasmdatica y en la figura 43 se

representan los resultados en forma de histogramas.
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Tabla 27. Efecto de los opioides morfina (MS) y fentanilo (FN) sobre la extravasacion de
plasma, en animales tratados previamente con antagonistas histaminérgicos [ mepiramina
(M), cimetidina (C) o tioperamida (T)).

TRATAMIENTO EXTRAVASACION P
PLASMATICA (%)

SALINO (SS) 106 + 10
(o]
MEPIRAMINA (M) 95+ 12 NS
(o]
CIMETIDINA (C) 108 + 9 NS
(o]
TIOPERAMIDA (T) 106 + 8 NS
(o]

MORFINA (MS)

Salino (SS) 8+16
M + MS 25+8 NS
C +MS 1119 <0.001
T+ MS 109 +6 <0.001
o

FENTANILO (FN)

Salino (SS) 12+ 9
M + MS 26 +8 NS
C+MS§ 96 +12 <0.001
T+MS 240+ 2 <0.001

Las dosis de mepiramina (M), cimetidina (C) y tioperamida, administrados por via i.p., fueron 2.5, 50 y 3
mg.kg', respectivamente. Los agonistas se administraron, por via s.c., a sus correspondientes DEgo. P
(nivel de significacién estadistica). NS (no significativo). La comparacion estadistica se realizd entre los
grupos fratados con cada uno de los antagonistas histaminérgicos (M, C o T) + el agonista opioide vs.
su correspondiente grupo control SS. *P<0.001 ( test t de Student).

La administracion de cada uno de los antagonistas de manera individual no
provocd cambios en el porcentaje de exudado plasmdtico durante la inflamacién
aguda (figura 43). El blogqueo selectivo del receptor Hi no modificd el efecto

inhibidor de la morfina sobre la extravasaciéon de plasma. Sin embargo, este
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agonista perdié completamente su efecto antiexudativo (P<0.01, t de Student) al

bloquear tanto el subtipo Hxcomo el Hs.

El efecto inhibidor del fentanilo no se vio modificado, al igual que la morfing,
al bloquear especificamente el subtipo Hi. Mientras, el bloqueo de los receptores
histaminérgicos H2y Hsinducia completamente la pérdida del efecto antiexudativo
(P<0.01; P<0.001, respectivamente). Los resultados obtenidos con el antagonista
fioperamida mostraron que fentanilo, estando el subtipo Hs blogueado,
incrementaba el porcentaje de extravasacion plasmdatica superando el valor del
grupo control en una situacién de inflamacién aguda. Esto sugiere que el receptor
Hs tiene una implicacién muy importante que en el mecanismo antiinflamatorio de

este fGrmaco p selectivo.

Figura 43. Efecto de la morfina y el fentanilo sobre la extravasacién plasmdtica en
animales tratados con mepiramina (M), cimetidina (C) o tioperamida (T).
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Cada columna representa la media + E.E.M. de enfre 6 - 8 animales.*P<0.01; **P<0.001 (t
de Student), en relacién con sus correspondientes grupos control (SS).
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En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de diferentes agonistas
opioides sobre el edema y la extravasacidén de plasma utilizando el modelo de
inflamacion aguda periférica inducida por carragenina, descrito por Winter et al.
(1962). Se han empleado las técnicas analiticas de pletismografia (Damas vy
Remacle-Volon, 1992) y espectrofotometria visible (Udaka et al., 1970) para valorar
el edema y la extravasacién de plasma, respectivamente. Una vez establecidas las
respuestas de los opioides p, 8 y x se ha investigado la posible participacion de
distintas estructuras periféricas en dichas respuestas. Para ello se han realizado
tratamientos individuales, previos a la induccién de la inflamacién aguda, con los
que se modifican componentes neuronales (las terminaciones aferentes sensoriales
o las fibras postganglionares simpdticas), y no neuronales (las células inmunitarias o

el componente histaminérgico).

EVOLUCION DEL ED,EMA Y DE LA EXTI,!AVASACI(')N PLASMATICA EN EL
MODELO DE INFLAMACION AGUDA PERIFERICA EN RATA, INDUCIDA POR
CARRAGENINA.

En el modelo descrito por Winter et al. (1962), la administracién de
carragenina, por via s.p., induce una inflamacién local aguda en la pata,
caracterizada por hiperalgesia acompanada de un aumento del volumen en dicha
extremidad con formacion de extravasacion plasmdatica en los tejidos de la misma.
Los efectos de los opioides sobre la hiperalgesia estdn descritos ampliamente,
motivo por el que se decide valorar el edema vy la extravasacion plasmdatica, sin
tener en cuenta los efectos antinociceptivos de los fdrmacos opioides utilizados. Las
cuantificaciones del edema y de la extravasacién de plasma se han realizado en el
mismo animal. Primero se ha calculado el edema y, una vez finalizado el
experimento y habiendo sacrificado el animal previomente anestesiado, se ha

cuantificado la extravasacion de plasma.

Los porcentajes del edema y de la extravasacion de plasma obtenidos tras la
inyeccion de solucién salina (NaCl 0.9%) o de carragenina demuestran que solo este
Ultimo induce cambios significativos en el volumen y en la extravasacion de
proteinas plasmdticas en la pata inyectada. Al comparar las dos patas, inyectada y
contralateral (control basal), habiendo administrado solucidn salina, no se detectan
diferencias entre ellas, ni al valorar el edema ni la extravasacion de plasma.

Contrariamente, la inyeccidn de carragenina induce una inflamaciéon aguda,
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aprecidndose diferencias significativas entre las dos patas (inyectada vy
contralateral) del mismo animal, tanto en la aparicién y evolucidon del edema como
de la extravasacion de plasma. El incremento de volumen que cuantificamos se
expresa en ml. La extravasacion de plasma se expresa en ug de colorante por g de
tejido. El colorante, inyectado en la sangre, se distribuye por todo el organismo
principalmente unido a la albumina pero también de forma libre. Cuando hay
cambios de permeabilidad vascular la albumina se distribuye por los espacios
extravasculares, aumentando la presion intersticial. Para compensar estos cambios
de presidon hay un incremento en la salida de fluido plasmdatico y como resultado

aumenta el edema en la zona lesionada.

A los 20 minutos del inicio del experimento, se registra un incremento
significativo del volumen, inducido por mediadores proinflamatorios como la
histamina (DiRosa et al., 1971; Al-Haboubi y Zeitlin, 1983), la bradicinina, etc. Como
ya se comentd, el efecto proinflamatorio de la histamina estd mediado
principalmente por su interaccidn con los subtipos Hi, H2 y Hs del receptor
histaminérgico. Concretamente, los subtipos Hi y Hz, expresados en las células
endoteliales o en las células de la musculatura lisa vascular, respectivamente,
inducen la vasodilatacion y el incremento de la permeabilidad vascular que
caracteriza la fase inicial de la inflamacion. De esta manera comienza el paso de
fluido y proteinas plasmdticas hacia los espacios extravasculares. La activacion del
receptor Hi por la histamina induce la expresion de proteinas como son las
selectinas, que favorecen el inicio de la secuencia de sucesos que llevardn a la
migracién de los leucocitos hacia el tejido inflamado (Gaboury et al., 1995). El
bloqueo de los receptores Hi con antagonistas especificos induce una disminucion
en la adhesion de leucocitos al endotelio vascular, demostrdndose la participacion

de estos receptores en el proceso de diapédesis de las células inflamatorias.

A las tres horas de haber administrado el agente flogdogeno la respuesta
inflamatoria es méxima, cuantificdndose porcentajes de edema y de extravasacion
plasmdtica del 108 y 102%, respectivamente. En este momento, detectamos que el
volumen de la pata ha aumentado el doble de su valor inicial. Quince minutos
antes de finalizar el experimento se administra el colorante por via intravenosa,
observdandose cémo la pata inflamada adquiere una coloracién mucho mds

azulada que su contralateral.
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Nuestros resultados indican que la formacién de edema y de extravasacion
de plasma en los tejidos inflamados aumenta al mismo tiempo, alcanzando un
mdaximo fres horas después de haber administrado carragenina. Baluk et al. (1997)
describen aumentos significativos de la permeabilidad vascular fras la
administracién de sustancia P como agente flogdégeno. A tiempos tan cortos como
minutos, se cuantifican incrementos tanto de volumen como de extravasacion

plasmdatica en la zona inflamada.

A partir de este momento y hasta el final del experimento, siete horas
después de la inyeccidn de carragening, se observa un moderado descenso, tanto
en los porcentajes del edema como en los de la extravasacion al comparar estos
valores con los obtenidos a las tres horas del inicio del experimento. No obstante, en
ninguno de los casos el edema vy la extravasacién de plasma alcanzan los valores
basales. Este hecho nos indica que, sin tratamiento farmacolégico alguno, la
respuesta inflamatoria se mantiene en valores mdaximos que oscilan entre el 50 vy el
100% tanto de edema y como de extravasacion plasmdtica en un intervalo de
tiempo de dos y siete horas después de inyectar el agente flogdgeno. Esta situacion
resultaria idénea para el estudio de la respuesta inflamatoria en un modelo

subagudo.

VALIDACION DEL METODO DE ESTUDIO.

La valoracidn de la actividad antiinflamatoria de un fdrmaco puede
realizarse mediante diferentes modelos experimentales en animales. Todos ellos
infentan imitar distintos tipos de inflamaciones que se presentan en los procesos
patoldgicos. EI modelo de inflamacion aguda por carragenina induce una
respuesta inflamatoria local caracterizada por manifestar en la zona de la inyeccion
del agente flogdgeno, hiperalgesia, edema, extravasacion plasmdtica e infilfrado
leucocitario (Winter et al.,1962). Todos estos signos inflamatorios se pueden valorar
faciimente mediante técnicas analiticas reproducibles que cuantifican el dolor, el
volumen vy la extravasacion plasmdatica asi como la densidad celular. La
identificacion de receptores opioides en estructuras periféricas (Stein, 1990) y
teniendo en cuenta que el objetivo de nuestro estudio es valorar los efectos
antiinflamatorios de los opioides a nivel periférico consideramos idoneo este modelo

experimental.
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Si bien para la validacion de técnicas analiticas bioldgicas hay establecido
un rango que limita los valores mdaximos posibles de los coeficientes de variaciéon
entre el 15y 20% (Shah et al., 1991), en el caso de los modelos de investigacion que
emplean animales estos valores no estdn bien establecidos. Comparando nuestros
resultados con los obtenidos por otros autores en estudios realizados en inflamacion
aguda periférica, se obtienen coeficientes de variacién comprendidos entre 14 y
36%. Si tenemos en cuenta estos datos, la variabilidad que nosostros hemos
obtenido oscila dentro de estos mdrgenes y, mds concretamente entre el 11y 17%
de valor medio. Por lo tanto, podemos considerarlos aceptables. No obstante,
pensamos que la técnica de pletismografia no es muy precisa. Este método que
permite cuantificar el edema presenta limitaciones en cuanto a obtener valores
reales. Esto es, resulta muy dificil llegar a cuantificar pequenos cambios de fluido

edematoso en los tejidos inflamados.

Puede llamar la atencidén que en el estudio de la localizacidon de los
receptores opioides implicados en la extravasacion los grupos control manifiestan
incrementos de casi un 60% en los porcentajes de extravasacién proteica,
estadisticamente significativos (P<0.01) respecto a los obtenidos en los anteriores
experimentos. Es decir, los animales son capaces de extravasar mayor cantidad de
proteina al tejido inflamado. Las causas de este hecho las podemos encontrar en el
control vascular que se establece entre los sistemas simpdtico y sensorial a través de
interacciones competitivas (Wallin, 1990; Hablert et al., 1997). Ademds, el valor del
flujo sanguineo inicial modula las respuestas vasomotoras (Sasano et al., 2002).
Estudios realizados sobre la regulacion del flujo sanguineo ponen de manifiesto que
la temperatura del animal o la estacidon del ano en que se realizan los experimentos
inducen variaciones en la respuesta vasodilatadora o vasoconstrictora en una
situacion de inflamacion. Temperaturas corporales por debajo de los 25 °C inducen
vasodilatacién, mientras que los animales cuya temperatura corporal estd por
encima de los 30°C manifiestan vasoconstriccion. Durante la época de frio (otono-
invierno) se favorecen las respuestas vasodilatadoras, mientras que durante la
época estival se ve favorecida la vasoconstriccidn, siempre en una situacién
experimental de inflamacién aguda. Asi pues, la extravasacion plasmdatica inducida
por la respuesta inflamatoria podria resultar incrementada en aquellos animales
utilizados en un ambiente que favorece la vasodilatacion. De esta manera

podemos argumentar las diferencias cuantificadas al valorar la extravasacion
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plasmdtica en animales control. Hemos de destacar que si bien todos los
experimentos se han realizado a temperatura ambiente contfrolada (22°C) no

fuvimos en cuenta la femperatura corporal de cada animal.

EFECTOS ANTIINFLAMATORIOS DE ,LOS AGONISTAS OPIOIDES EN EL
MODELO DE INFLAMACION AGUDA PERIFERICA.

A partir de los experimentos iniciales se decide establecer como tiempo total
de los mismos fres horas, que van desde la inyeccion de carragenina hasta el
sacrificio de los animales. En este momento se alcanzan valores mdximos tanto de
edema como de extravasacidon plasmdtica. La administracion de los agonistas
opioides se lleva a cabo a las dos horas 30 minutos del inicio del experimento,
consiguiendo asi niveles optimos plasmdaticos de los agonistas en el momento de
maxima inflamacién. De esta manera, se valora el efecto de los farmacos en

estudio cuando la inflamacidén estd bien establecida.

La respuesta opioide sobre el edema vy la extravasacion de plasma es
claramente distinta. Se observa que, tras la administracién de los agonistas opioides,
el volumen de la pata, esto es, el edema, no varia. Con ninguno de los fdrmacos
ufilizados se establece una respuesta anti/pro edema, dosis-dependiente. Sin
embargo, destacamos variaciones significativas en el porcentaje del edema tras la
administracién de algunos de estos fGrmacos y a dosis determinadas. En cuanto a la
extravasacion plasmadtica, los agonistas opioides u y 8 son capaces de inhibirla, con
una relacién dosis-dependiente bifdsica, mientras que la administracion del
agonista k induce efectos inhibidores sobre la extravasacion de plasma de sélo 36%,

sin ningun tipo de relacion dosis-respuesta.

Estos resultados no deberian sorprendernos ya que los mecanismos
fisiologicos que regulan el edema y extravasacion de plasma son distintos. En la
formacién del primero intervienen cambios en el flujo sanguineo: la vasodilatacién
arteriolar, la modificaciéon de la tension vascular asi como el incremento de la
presion negativa en el fluido intersticial; mientras que la dindmica del proceso
exudativo implica una reorganizacién de las uniones enfre las células endoteliales.
Asi pues, los mecanismos fisioldgicos que modulan el edema y la extravasaciéon son
diferentes, resultando posiblemente distinta su regulacién farmacoldgica. No
obstante, es importante remarcar que la formacién de edema puede o no llevar a

la formacion de extravasacion plasmdtica, mientras que el paso de proteinas al
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intersticio inevitablemente lleva a la salida de agua desde los vasos sanguineos

para compensar los cambios de presidn que tienen lugar en los tejidos inflamados.
EDEMA

El hecho que los agonistas opioides modifiquen de una manera répida los
porcentajes de extravasacion y no de edema pudiera deberse a una incapacidad
en el drengje linfatico, mds que a la ineficacia de los farmacos. Asi pues, nuestros
resultados indican que, en este modelo de inflamacién aguda, los mecanismos de

regulaciéon del edema y de la extravasacion plasmatica no son los mismos.

Agonistas opioides 1

La respuesta obtenida tras la administracion de los distintos agonistas p
selectivos es diferente para cada uno de los fadrmacos estudiados: morfing,
fentanilo, ambos de accidén central y periférica, y PLO17, de acciéon
predominantemente periférica. La administracion de morfina a las dosis de 0.7, 1, y
10 mg.kg'! reduce en poco mds del 30% el edema, mientras que las otras dosis
estudiadas no lo modifican. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por
Joris et al., (1990) y Sacerdote et al., (1996), en modelos de inflamacion aguda
inducida por carragenina y levadura en pata de rata, respectivamente. Tras la
administraciéon de fentanilo ninguna de las dosis estudiadas modifica el porcentaje
de edema. Los resulfados obtenidos tras la administracion del agonista PLO17,
cuantifican diferencias significativas en los valores de edema a determinadas dosis,
con un efecto proedematoso del 30%. Estas diferencias tanto anti como

proedematosas son respecto al grupo control.

Asi pues, observamos que a ciertas dosis morfina disminuye el edema,
fentanilo no lo modifica y PLO17 lo incrementa. La diferencia de respuesta que se
observa con cada uno de estos tres fdrmacos pudiera relacionarse con la unidn
preferente a los distintos subtipos de RO p (w, p2 y us), asi como a la localizacion de
los mismos en estructuras nerviosas centrales y/o periféricas. De los resultados
obtenidos con el PLO17 podriamos plantear la hipbtesis que la activacion de los RO u
periféricos favoreceria la formacion de edema, mientras que los RO u centrales
participarian  mds en la disminucion del edema, especialmente ftras la
administracién de morfina. Se ha descrito un efecto antiedematoso mediado por los
RO u conftrolado por las fibras eferentes simpdaticas que inervan la piel al disminuir el

flujo sanguineo cutdneo (Delle et al., 1990). No obstante, teniendo en cuenta que
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morfina y PLO17 tienen afinidades similares por los RO p periféricos, no tenemos una

explicacion definitiva que nos permita aclarar estas diferencias.

Ofro posible motivo por el que los opioides no reducen el edema puede ser el
descrito por el-Sharkawy et al. (1991) y Karasawa et al. (1993), tras sus estudios
realizados con cultivos de anillos de aorta. Observan que tras la administracién de
opioides como la morfina, el fentanilo y el U-50,488H se manifiesta un efecto
vasodilatador, no antagonizado por naloxona. Estos resultados parecen indicar que
esta vasodilatacion estd mediada por el bloqueo de los receptores a2 adrenérgicos.
De esta manera, el efecto vasoconstrictor simpdtico se anula, predominando la
vasodilataciéon opioide y por lo tanto favoreciendo la salida de fluido plasmdatico
(edema). Stefano (1998) demuestra la participacion del oxido nitrico en los efectos

vasodilatadores inducidos por la morfina.

Agonistas opioides &

La activacion del receptor § (subtipos & y &) con agonistas opioides
selectivos, DPDPE (81) y el farmaco sintético no peptico SNC 80 (81-2), no induce
efecto inhibidor alguno sobre el edema. Por el contrario, destacamos incrementos
de volumen (edema) significativos (P<0.05, P<0.001), obtenidos con ambos
farmacos a determinadas dosis. Estos aumentos oscilan entre el 40 y el 50% vs. el
grupo control. No se ha establecido ninguna correlacion entre las dosis con efecto
proedematoso y las correspondientes a la accidn antiexudativa que ambos
farmacos manifiestan (valores que se discuten mds adelante). Sin tener en cuenta el
efecto antiedematoso inducido por la morfina o los efectos proedematosos
obtenidos fras la administracion del agonista p, PLO17, asi como de los agonistas 3,
DPDPE y SNC 80, podriamos decir que el papel de los opioides sobre el edema es
poco manifiesto, salvo determinadas dosis que alteran en uno u otro sentido el

volumen de edema.

Agonista k¥

En nuestro modelo de inflamaciéon aguda periférica, la administracion del
agonista k, U-50,488H, de accion cenftral y periférica, modifica los porcentajes de
edema obtenidos a determinadas dosis empleadas induciendo un efecto
proedematoso de aproximadamente un 20%, al ser comparadas con el grupo

control. Estudios realizados en modelos de isquemia cerebral y administrando
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agonistas k demuestran un importante efecto antiedematoso tras la activaciéon de
los RO « (Silvia et al., 1987). Teniendo en cuenta que los microvasos cerebrales son
muy distintos a los cutdneos, podemos pensar que estas divergencias en los efectos
opioides se deben a la localizacion de los RO. Por ofra parte, se ha descrito un
efecto inhibidor del edema originado por causas térmicas tras la administracion de
andlogos del opioide enddgeno dinorfina (Wei et al., 1998). Los resultados indican
que el mecanismo a través del cual estos farmacos ejercen sus propiedades
antiedema es la modulacidon de la presion intersticial que se produce durante el

proceso inflamatorio.

EXTRAVASACION PLASMATICA

Durante la respuesta inflamatoria se produce en muchos érganos, incluyendo
la piel y las vias respiratorias, el proceso de extravasacion de plasma o exudado
plasmdatico. Como ya se ha descrito anteriormente, al inicio de la inflamacion
histamina y bradicinina, inducen un incremento de la permeabilidad vascular.
Ademds, la activacidén directa de las fibras C sensoriales, por capsaicina o
estimulacion eléctrica, o la indirecta, por estimulos nocivos, inducen la
exftravasacion de plasma al liberar neuropéptidos (SP, NK A), que interaccionan, a

su vez, con receptores especificos localizados en las células endoteliales.

En nuestro estudio, la administracion de los distintos agonistas opioides en el
momento de mdxima inflamacion produce disminuciones muy significativas de la
extravasaciéon plasmdtica al compararlas con los valores obtenidos en el grupo
control. Esto nos indica que la interaccién especifica del fdrmaco opioide con su
receptor induce rdpidamente el cierre de los poros del endotelio vascular,
impidiendo el consecuente paso de la albumina al espacio intersticial. El
mecanismo exacto a través del cual se lleva a cabo este efecto inhibidor no se
conoce. Se ha descrito la activacién de los RO localizados en las fibras sensoriales,
gue impiden la liberaciéon de los neuropéptidos proexudativos desde ellas (Barnes et
al., 1990). Trabajos recientes describen un nuevo subtipo de RO, us, localizado en el
endotelio vascular (Stefano et al., 1995). Podriamos establecer una posible accién
directa de los opioides sobre estos receptores, cuya activacion induciria efectos
sobre las estructuras proteicas que forman las uniones interendoteliales
modificdndolas, y en este caso concreto reduciendo al méximo el espacio entre

dichas células.
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Agonistas u -

Los resultados obtenidos tras la administracién de morfina, fentanilo, DPDPE vy
SNC 80, y expresados como porcentajes de inhibicion de la extravasacion
plasmdtica, siguen una relacidn dosis-respuesta bifdsica, caracterizada por dos
pendientes, una ascendente y otra descendente, con un punto de inflexion entre
ambas que coincide con el efecto inhibidor méximo obtenido experimentalmente.
En todos los casos las dosis a las que se consiguen efectos antiexudativos superiores

al 80 % superan las dosis analgésicas.

La fase ascendente se ajusta perfectamente a una recta y es, a partir de la
misma, que se calculan las potencias relativas para cada uno de los farmacos
opioides. No consideramos la fase descendente a estos efectos, puesto que las
dosis necesarias para llegar a ella estdn muy por encima de las dosis analgésicas.
De los cdlculos de las potencias de los distintos fdrmacos estudiados deducimos que
fentanilo es el opioide con el efecto antiexudativo mds potente seguido de DPDPE y

PLO17 enigualdad. A continuacion, morfina, y finalmente SNC 80.

Resaltamos que los porcentajes de inhibicion sobre la extravasacion
plasmdtica obtenidos con morfina (10 mg.kg'), fentanilo (0.5 mg.kg?') y PLO17 (1
mg.kg'), respectivamente, superan el 100%. Esto se detecta no sélo por
espectrofotometria sino también visualmente ya que la pata del animal inflamado y
tfratado con uno de los anteriores fdrmacos adquiere un tono mucho mads pdlido
que la de los animales control. Una posible explicacion a este hecho seria que, a
estas dosis, los farmacos activarion también los RO localizados en las fibras
postganglionares simpdticas (Berzetei et al., 1987; 1988), induciendo una potente

vasoconstriccion.

A partir de este efecto mdaximo los agonistas morfina, fentanilo, DPDPE y SNC
80 pierden la capacidad de inhibir la extravasacioén de plasma. Al incrementar las
dosis de cada uno de los fdrmacos la tendencia de la curva pasa a adquirir una
pendiente descendente. Se observa como DPDPE y SNC 80 pierden completamente
su capacidad inhibidora sobre la extravasacion plasmdatica, recuperdndose los
niveles obtenidos en los animales control. Mientras, morfina y fentanilo no alcanzan

dichos porcentajes, manteniendo el efecto inhibidor entre el 20 y 40%.

Resultados experimentales obtenidos por Lei y Rogers (1999) en el estudio del

efecto opioide sobre la extravasacidén de plasma en las vias respiratorias
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demuestran que la morfina induce también un efecto bifdsico. A partir de dosis
superiores a los 10 mg.kg' de morfina, observan una pérdida del efecto inhibidor
sobre la extravasacion de plasma. Con sus resultados apoyan la hipdtesis que la
pérdida del efecto antiexudativo de este opioide se debe a la interaccién del
fdrmaco con RO expresados en los mastocitos, lo que lleva a la liberacién de
mayores cantidades de histamina y como consecuencia a una mayor
extravasacion. No obstante, en nuestro estudio este efecto bifdsico sobre la
extravasaciéon plasmdtica se obtiene tras la administraciéon de todos los agonistas
opioides u y 8 empleados mientras que el efecto liberador de la histamina por
opioides sélo se ha descrito para la morfina (Barke y Hough, 1993). Cabe pensar que
las diferencias en la estructura quimica de los distintos agonistas opioides
empleados en este estudio son las que inducen mecanismos celulares y/o
moleculares distintos a través de los cuales se llega a los mismos efectos anti y

proexudativos.

Se han descrito efectos bimodales inducidos por los opioides, principalmente
por la morfina, en la inhibicién de la capacidad de fagocitosis de los macréfagos
peritoneales (Casellas et al., 1991), en la liberacién de CCK (Benoliel et al., 1994), de
SP (Suarez-Roca y Maixner, 1992; 1995), de dopamina (Maisonneuve et al., 2001), en
la estabilizacion/desestabilizacion de los linfocitos T circulantes (Donahoe et al.,
2001) y en los efectos pro/anticonvulsivantes inducidos tras la administracion de este
opioide (Homayoun et al., 2002). La administracion sistémica del agonista «, U-
50,488H induce efectos pro y antiarritmicos (Xiaochun et al., 1999). Hay muy pocos
estudios de inflamacién aguda en los que se demuestran respuestas dosis-

dependientes bifdsicas.

En nuestro estudio destacamos que, debido a la respuesta bifdsica de los
opioides sobre la exitravasacidn de plasma se obtiene el mismo efecto
administrando el fdrmaco a dosis muy diferentes. Por ejemplo, la morfina, a la dosis
de 0.7 mg.kg' (fase ascendente), induce el mismo porcentaje de inhibicion de la
extravasaciéon de plasma, que si administramos una dosis de 14 mg.kkg! (fase
descendente). Una posible explicaciéon a este hecho seria que al aumentar tanto la
dosis pueden establecerse interacciones con otros receptores, opioides o no, hecho
gue modificaria la respuesta inicial del fdrmaco administrado. La posible activacion
de ofras rutas moleculares (AC/AMPc; PLP C/IPs), lleva a manifestar, en nuestro caso

concreto, efectos estimulantes sobre la extravasacion de plasma. No obstante, la
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administraciéon de opioides a dosis superiores a las analgésicas induce en los
animales importantes efectos adversos, que en ningdn momento hay que obviar,

como son la depresidn respiratoria y la euforia.

También cabe pensar que a dosis altas los agonistas opioides pueden
estimular aquellas vias moleculares que llevan a la desensibilizacion de los
receptores. Estudios realizados en tolerancia aguda demuestran que la
administracién de una Unica dosis de agonista opioide inicia la secuencia que lleva
a la fosforilacion de los receptores opioides por quinasas (Mestek et al. 1995; Narita
et al., 1995). Los receptores u y § sufren rdpidamente la internalizacion del receptor
por endocitosis (Gaudriault et al., 1997). Sin embargo, la internalizacion del receptor
depende de la estructura del ligando. Los resultados de los estudios realizados en
cultivos celulares apoyan la hipdtesis que diferentes ligandos inducen diferentes
cambios conformacionales en el receptor, produciendo distintas respuestas
infracelulares. Por otra parte, la administracion de etorfina y encefalinas causan una
rdpida internalizacion del RO p, mientras que la morfina no lo hace (Keith et al.,
1996). Asi pues, la administracién de opioides a determinadas dosis podria inducir
este fendmeno de desensibilizacion, explicdndose la pérdida del efecto inhibidor
sobre la extravasacion. Estas dosis se correponderian con la fase descendente de la

curva bifdsica obtenida para cada uno de los agonistas opioides.

Se han realizado estudios con morfina (agonista u), DPDPE (agonista 8) y U-
50,488H (agonista k) en los que se demuestra el efecto antiexudativo periférico,
dosis-dependiente, de algunos de estos opioides en modelos de inflamacién
neurogénica. Los posibles mecanismos por los que se produce esta respuesta
antiexudativa son debidos a la inhibicion de la liberacidon de mediadores
proinflamatorios (SP, CGRP) desde las fibras-C periféricas, al activarse los RO
presindpticos (Barber, 1993). En este mismo modelo, la simpatectomia realizada en
los animales no modifica la respuesta inflamatoria por estimulacion nerviosa en la
piel de rata (Donnerer et al., 1991). Esto nos demuestra la importancia del

componente sensorial en la respuesta inflamatoria.

Podemos establecer que un fdrmaco es antiinflamatorio cuando disminuye
alguno de los signos que caraterizan la respuesta inflamatoria. Asi pues, la
capacidad de un fadrmaco en reducir la infiltracidon de células leucocitarias en la
zona lesionada le confiere la denominacion de antiinflamatorio. Se ha demostrado

que la morfina y el sufentanilo modulan la migracién de neutréfilos desde la sangre
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a la zona inflamada, siendo uno de los posibles mecanismos de accion
antiinflamatoria local (Stefano, 1998; Hofbauer et al., 1998). Otro posible mecanismo
implicado en este efecto se daria a través del NO. La administraciéon de morfina
potencia los efectos del NO, enfre ellos la disminucion de la transmigracion
leucocitaria (Boucher et al, 2001). De esta manera se impide que los leucocitos, una
vez llegan al tejido lesionado, liberen enzimas como proteasas, lipasas, etc, que
degradan el agente causal de la inflamacion y el propio tejido. En estudios de
analgesia se ha establecido que la transmigracion de células inflamatorias es un
pardmetro inflamatorio importante en la liberacion de péptidos opioides enddgenos
(POE). Estos al unirse con los RO expresados en las terminaciones sensoriales impiden
la transmisidn nociceptiva induciendo analgesia. No obstante, el efecto
antinociceptivo de los opioides no tiene porqué seguir el mismo mecanismo que el

efecto antiexudativo.

Agonista k

Por el contrario, el agonista U-50,488H, no produce el mismo efecto inhibidor. A
dosis bajas no induce efecto inhibidor alguno, pero al aumentar las dosis en un
rango comprendido entre 0.5 y 10 mg.kg', se aprecian porcentajes de casi el 40%
de inhibicion de la extravasaciéon plasmdtica. Al seguir incrementando la dosis este
efecto antiexudativo desaparece, sugiriéndose que la intervencion de los RO k no

es relevante en la modulacion de la extravasacion plasmdtica.

Dado que los cambios inducidos por los opioides sobre el edema resultan
menos evidentes que sobre la extravasacion plasmatica, el presente trabajo se ha
centrado en la evaluacién de los efectos de estos fdrmacos sobre la extravasacion

plasmatica.

EFECTOS DE LOS ANTAGONISTAS SOBRE LA EXTRAVASACION
PLASMATICA.

Para demostrar la naturaleza opioide del efecto inhibidor de la extravasacion
plasmdtica se ha estudiado la accidon de fdrmacos antagonistas selectivos y no

selectivos de los RO en los siguientes grupos de experimentos:

a) En condiciones basales.

b)  Durante la inflamacion.
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c) Durante la inflamacion tratada con agonistas opioides, con el fin de revertir el

efecto inhibidor de los farmacos opioides.

a) La administraciéon de los antagonistas opioides, clorhidrato de naloxona (u, 8 y
k), naltrindol (selectivo para los RO &2) y MR2266 (selectivo para los RO x), no induce
efecto alguno sobre la extravasacién plasmdatica. Hasta el momento no se ha

demostrado un tono o liberacion basal de POE en situaciones no patoldgicas.

b) Se ha descrito que para poder apreciar las acciones fisioldgicas del sistema
opioide enddgeno éste debe estar activado (Barnes et al., 1990). En una situacién
de inflamaciéon aguda, la administracidén de los antagonistas anteriormente
nombrados revierte los porcentajes de exudado plasmdatico. Destacamos el
incremento significativo (P<0.01) del 26% de extravasacion plasmdatica obtenido al
administrar clorhidrato de naloxona, al compararlo con el porcentaje obtenido con
el grupo control. La dosis administrada de naloxona (1 mg.kg'), lleva al blogqueo de
los tres tipos de RO, u, 8§ y k, impidiendo la interaccion, tanto a nivel central como
periférico, de los ligandos enddgenos especificos para estos receptores, como son
las B-endorfinas, encefalinas y dinorfinas, respectivamente. Podemos decir que, en
condiciones de inflamacidn, el sistema opiocide enddgeno modula la extravasacion

plasmdtica induciendo su disminucion.

Puesto que el clorhidrato de naloxona no es especifico para un determinado
grupo de RO se evalud el efecto de antagonistas selectivos para los receptores 6 y
k. Tras la administracién de naltrindol (32), se observa un incremento del 40% (P<0.01)
de la extravasaciéon proteica en los tejidos inflamados, al comparar dicho valor con
el porcentaje obtenido en el grupo control. El efecto que se consigue al bloquear
selectivamente los RO &2, centrales y periféricos, impide la interaccién que durante
la respuesta inflamatoria aguda tiene lugar entre los RO 62 y sus ligandos enddgenos
como son, en este caso, las encefalinas. La comparacién estadistica mediante el
test t+ de Student de los dos grupos de animales tratados con los antagonistas,
clorhidrato de naloxona y naltrindol, detecta diferencias significativas entre ellos
(P<0.01).

En el caso del antagonista k, MR2266, no se superan los porcentajes obtenidos
con el grupo control, de manera que podemos deducir que durante la inflamacién
aguda periférica la posible liberacion de dinorfinas no tiene efecto relevante sobre

la modulacién de la extravasacién plasmdtica.
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Asi pues, en una situacion de inflamacion aguda, el blogueo selectivo de los
RO modifica la respuesta moduladora global del sistema opiocide enddgeno.
Nuestros resultados obtenidos al bloquear selectivamente los RO 82 nos muestran
incrementos de hasta un 40% el exudado plasmdtico. Este aumento es
significativamente superior al obtenido cuando se bloquean al mismo tiempo los tres
RO con clorhidrato de naloxona. Esto parece indicar que al estar bloqueados los RO
82 no pueden unirse sus ligandos endogenos, esto es, las encefalinas. En ambos
casos, tanto al antagonizar con clorhidrato de naloxona como con naltrindol, se
estd impidiendo que tenga lugar el efecto inhibidor fisioldgico inducido por el
sistema opioide enddgeno sobre la extravasacion de plasma. Nuestros resultados
establecen unas claras diferencias entre la modulacion inducida por las B-
endorfinas, las encefalinas y las dinorfinas, siendo las encefalinas las que ejercen un
mayor efecto modulador. Ademds, el bloqueo selectivo de los RO §2 no impide que
B-endorfinas y dinorfinas puedan interaccionar con los subtipos de RO pu vy «,
respectivamente, ya que estdn libres. De todo lo anterior podriamos deducir primero
que, los principales POE implicados en la modulacién de la extravasacion
plasmdtica son las encefalinas, y segundo, que la activacion simultdnea de los tres
subtipos de RO induce respuestas moduladoras distintas. No obstante, con estos

experimentos no podemos diferenciar entre efectos centrales y periféricos.

c) El antagonismo de los efectos antiexudativos de los opioides administrados a
sus DEgo, correspondientes a la fase ascendente de la curva bifdsica obtenida nos
demuestra, en todos los casos, reversiones como minimo del 80% de la inhibicidn
que estos fdrmacos inducen sobre la extravasacién plasmdtica. De esta manera,
podemos asegurar que el efecto antiexudativo inducido tras la administracion de
los fdrmacos empleados en este estudio es debido a la activaciéon especifica de los

correspondientes RO.

Destacamos que para revertir el efecto inhibidor § de la extravasacion de
plasma fue necesario aumentar al doble la dosis de antagonista & selectivo hasta
ahora utilizada. Asi pues, empledndose 6 mg.kg' de NTI se consiguid revertir el 80%
del efecto anfiexudativo del agonista DPDPE. Teniendo en cuenta que los
antagonismos son de fipo competitivo resulta logico y necesario incrementar la
dosis de antagonista ya que el NTl es selectivo para el subtipo 62 y el DPDPE presenta
una mayor selectividad por el subtipo 81. Esto hace suponer que los receptores &2

serian los que se blogqueen inicialmente, de manera que, para ocupar los receptores
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81 es necesario aumentar la dosis del antagonista. La interaccion entre distinfos RO

induce modificaciones en la farmacologia de éstos.

Se ha demostrado farmacoldgicamente que la activaciéon de un tipo de RO
puede alterar la sensibilidad al agonista de otro tipo diferente de RO expresados en
la misma estructura anatdmica, o el mismo tipo de receptor localizado en lugares
distintos. La potenciacion del efecto antinociceptivo de la morfina por la activacion
de RO & es un ejemplo del primer tipo de interaccidn, mientras que la sinergia que se
establece entre RO u expresados en distintas dreas del SNC, o entre estructuras
supraespinales y espinales (Riba et al., 2002). Recientes estudios de Jordan y Devi
(1998) y George et al., (2000) demuestran que cuando dos tipos distintos de RO se
expresan en la misma célula las afinidades por determinados agonistas son distintas
a las observadas en el caso de que los RO se expresaran solos. Mediante el uso de
anticuerpos especificos para los distintos RO se ha evidenciado la intferaccion fisica
que se establece entre receptores formando heterodimeros u oligbmeros de mayor
tamano. Dichas interacciones no sélo alteran las afinidades por los agonistas sino
qgue modifican las respuestas de los receptores a los nucledtidos de guanina asi
como a la toxina pertusis, sugiriendo cambios en las propiedades de transduccion

de senal.

COMPONENTE PERIFERICO DE LOS EFECTOS DE LOS OPIOIDES SOBRE LA
EXTRAVASACION PLASMATICA.

Una vez establecidos los efectos sobre la extravasacion plasmdatica y su
naturaleza opioide mediante la reversion por antagonistas, nos planteamos si el
efecto inhibidor exudativo se debe a la activaciéon de los RO expresados en zonas
cerebrales y espinales (SNC) y/o en estructuras nerviosas periféricas (SNP). En
estudios de analgesia, la activacion del componente central y/o periférico por
agonistas opioides de doble accion depende de la dosis administrada y del nivel de
efecto. Parece ser que los efectos observados tras la administracion de dosis bajas
de agonistas opioides (inferiores a las DEso) son consecuencia de la interaccion de
éstos con los RO expresados en estructuras periféricas, mientras que los inducidos
por dosis altas (superiores a las DEso) se producen por la activacion de los RO
periféricos y centrales (Shook et al., 1987). En nuestro estudio hemos empleado

agonistas opioides como la morfina, el fentanilo, el DPDPE, el SNC80 y el U-50,488H,
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capaces de atravesar en mayor o menor grado la barrera hematoencefdlica (BHE).
Pensamos que el efecto antiexudativo observado podrd deberse tanto a la

activaciéon de RO periféricos como centrales.

Para discernir si los receptores implicados en el efecto antiextravasacion
plasmdtica son Unicamente periféricos se han utilizado agonistas y antagonistas que
por sus caracteristicas quimicas no pueden atravesar la BHE, actuando
exclusivamente sobre estructuras periféricas. En estos experimentos se han
empleado: a) un agonista u selectivo conocido como PLO17, ([N-MePhe3-D-Pro4],
que es un péptido no encefalinico, andlogo de la morficeptina, b) un antagonista
no selectivo como el metilyoduro de naloxona (derivado de clorhidrato de
naloxona) y c¢) un antagonista u selectivo como el CTOP (Cys2 Tyr3-Orn5-Pen’-

amida), octapéptido ciclico, andlogo de la somatostatina.

En el primer grupo de experimentos, el efecto del fdrmaco PLO17 sigue la
misma tendencia que los anteriores agonistas opioides. Es decir, no modifica el
edema inflamatorio de manera significativa pero inhibe, con una relacién dosis-
dependiente, la extravasacion plasmdtica. El fdrmaco también manifiesta los
efectos anti y proexudativos descritos anteriormente. De estos resultados podemos
afirmar que los RO p expresados en estructuras periféricas estan implicados en el

efecto inhibidor de la extravasacion.

La reversion de los efectos antiexudativos de los diferentes agonistas con los
dos anftagonistas, metilyoduro de naloxona y CTOP, ambos de accidn
predominantemente periférica, nos vuelve a demuestrar que hay un componente
opioide periférico implicado en la inhibicién de la extravasacién plasmdtica. Tras la
administracion de metilyoduro de naloxona se revierte el efecto inhibidor de los
agonistas p selectivos morfina, fentanilo y PLO17 asi como los agonistas & DPDPE y
SNC 80, a sus correspondientes DEso. La administracion de CTOP revierte los efectos
antiexudativos tanto de la morfina como del PLOT17. Con todos estos resultados
demostramos que la extravasacion plasmdatica estd mediada por RO localizados en

estructuras periféricas, neuronales y/o no neuronales.
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LOCALIZACION PERIFERICA DE LOS RECEPTORES KLY O IMPLICADOS EN EL
CONTROL DE LA EXTRAVASACION PLASMATICA DURANTE LA INFLAMACION
AGUDA.

En nuestro modelo los RO implicados en la modulacion de la inflamacién
aguda periférica pueden localizarse en las terminaciones nerviosas sensoriales, en
las fibras postganglionares simpdticas, en las células inmunes y/o en el endotelio
vascular. Para establecer mds concretamente la localizacion periférica de estos
receptores a nivel neuronal (terminaciones sensoriales y simpdticas) y/o
extraneuronal (células del sistema inmune) asi como conocer la relevancia del
sistema histaminérgico en el efecto inhibidor de los opioides sobre la extravasacion
de plasma, se llevaron a cabo experimentos con diferentes fratamientos, previos a
la induccién de la inflamacion. En el presente trabajo los tratamientos utilizados
estdn orientados a eliminar cada uno de los siguientes componentes implicados en

la respuesta inflamatoria:

e Terminaciones sensoriales periféricas, mediante la neurotoxina capsaicina (CAP)
qgue dana selectivamente dichas fibras sensoriales.

e Terminaciones postganglionares, mediante é-hidroxidopamina (6-OHDA) que
lesiona selectivamente estas fibras simpdticas.

e Sistema inmune, mediante el inmunosupresor ciclosporina A (Cs A), que
disminuye la poblacién de células inmunes.

e Histamina, mediante el compuesto 48/80, que induce una deplecidon de este
mediador contenido en los mastocitos, o bien fras la administracion de
antagonistas histaminérgicos especificos para cada subtipo: mepiramina (anti-

Hi), cimetidina (anti-Hz2) y tioperamida (anti-Hs).

En estas nuevas condiciones experimentales se evalud el efecto de los agonistas

opioides ny 8.

TERMINACIONES SENSORIALES PERIFERICAS.

La capsaicina tiene un amplio espectro de efectos sobre las neuronas
sensoriales que van desde la excitacion de estas neuronas hasta la muerte de las
mismas. La infensidad de los efectos in vivo depende de la edad del animal, el
tiempo de tratamiento, asi como la dosis empleada. Los efectos mds intensos se
consiguen tratando animales neonatos con altas dosis de capsaicina. En neonatos

de dos dias, una Unica dosis de 50 mg.kg' administrada sistémicamente, lleva a la
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destruccion de células neuronales en los ganglios dorsales asociada a la pérdida de
entre el 50-90% de las fibras amielinicas periféricas. Mientras que la administracién
subcutdnea de una o mads dosis de capsaicina en animales adultos produce
efectos menos intensos en los ganglios dorsales que en las mismas estructuras de los
neonatos. No obstante se describen pérdidas significativas en el nUmero de axones
amielinicos periféricos. La diferencia de efectos obtenidos se debe a que en
animales neonatos el organismo aun estd inmaduro. El fratamiento con capsaicina
induce directamente sus efectos toxicos sobre las neuronas sensoriales. La pérdida
de funcionalidad axonal impide un correcto transporte sobre todo del factor de
crecimiento neuronal y por lo tanto se incrementa la lesidon sobre las fibras. Se han
demostrado cambios locales (MclLachlan y Hu, 1998), que alteran la respuesta
fisiologica y farmacolégica de las fibras primarias aferentes que transmiten la
informacion tactil y nociceptiva. Las neuronas localizadas en el asta dorsal, que
sinapsan entre ellas (Noguchi y Ruda, 1992; McCarson y Krause, 1994), modifican los
niveles de expresion del ARNm de precursores de POE, RO, SP y CGRP en los
ganglios dorsales. La supresidon del tratamiento lleva a la regeneracion de las

neuronas sensoriales.

Por ofra parte, los protocolos experimentales en los que se emplean animales
adultos son muy diversos. Podemos encontrar desde los que utilizan una séla dosis
de 50 mg.kg! hasta los que administran entre dos y cuatro dosis hasta alcanzar
cantidades totales de 400 mg.kg' (Winter et al., 1993). En nuestro estudio se ha
utilizado el protocolo descrito por Lynn et al. (1990) con el que se obtiene la
degeneracion de las fibras-C nerviosas (Lynn et al., 1990) localizadas a nivel
subepidérmico (Navarro et al., 1995) que expresan vy liberan los neurotfransmisores
proinflamatorios SP y CGRP. Como se ha descrito anteriormente la hiperemia
(incremento de flujo sanguineo que lleva a la vasodilatacion) tiene lugar en las
arteriolas, mientras que el incremento de permeabilidad que da lugar a la
extravasacion de plasma se sucede en las vénulas postcapilares (Kowalski et al.,
1990). La separacién espacial de hiperemia y extravasacion proteica sugiere que el
control de ambas respuestas vasculares tenga lugar por distintas fibras. Las fibras C
y A8 inducen vasodilatacion arteriolar. Sélo las primeras incrementan la
permeabilidad vascular (J&nig y Lisney, 1989). Las fibras C que regulan la
extravasacion plasmdtica estdn conectadas a fibras nociceptivas pero sélo una

parte de éstas puede causar extravasacion de plasma (Bharali y Linney, 1992). No
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obstante, no todas estas fibras vasodilatadoras son sensibles a capsaicina. Asi pues,
tras el tfratamiento con la neurotoxina se consigue una disminucién cuantitativa de
estas fibras alterando la respuesta no sélo vasodilatadora sino también exudativa

durante la inflamacién aguda.

Para demostrar la fiabilidad del tratamiento con CAP se realizaron estudios
de hiperalgesia mecdnica mediante el test de Randall-Selitto. Los resultados
obtenidos tras la aplicacion de una presidon progresivamente creciente sobre una
de las extremidades posteriores del animal, sin inflamar y sin tratamiento con CAP,
corroboré resultados obtenidos por otros grupos, que demuestran que la respuesta a
dicho estimulo es diferente en condiciones de inflamacién o no inflamacion. En
animales no tratados con CAP vy, por lo tanto, con los nociceptores periféricos
integros, se observaron diferencias en la respuesta cuando se aplicaba la presiéon
sobre una pata no inflamada o inflamada. Esto es, el umbral al dolor tras el estimulo
mecdnico es menor en la pata inflamada que en la pata no inflamada. Esto es
debido a que durante la respuesta inflamatoria se liberan agentes sensibilizantes
como histamina, bradicinina, 5-HT, PGE2, adrenalina, que interaccionan con
receptores especificos expresados en las terminaciones sensoriales nociceptivas. De
esta manera se activa el sistema de transduccidn (receptor/canales idnicos)
presente en dichas fibras periféricas, lo que genera corrientes despolarizantes como
respuesta a este estimulo nocivo inicidndose potenciales de accidn transmitidos
hasta el SNC.

Como ya se ha descrito anteriormente, la administracion crénica de
capsaicina lleva a la degeneracién y reduccion del nUmero de fibras sensoriales
nociceptivas en la capa subepidérmica. Sin estas terminaciones nerviosas la
respuesta nociceptiva disminuird a la presion mecdnica aplicada sobre la pata del
animal. Con los resulfados obtenidos en animales tratados con CAP, pero en
ausencia de inflamacion, queda corroborado este hecho. Es decir, la transmision
nociceptiva estd inhibida debido a que el nimero de fibras sensoriales estd
disminuido. Se detecta que en animales inflamados, fratados con capsaicina y por
lo tanto con un menor niumero de fibras nociceptivas, este umbral ain es mayor.
Durante la inflamacion se liberan mediadores proinflamatorios, que interaccionan
con sus receptores especificos expresados en las fibras sensoriales, iniciando la
tfransmisidn nociceptiva. El tratamiento con capsaicina permite que el animal en

una situacion de inflamacion sienta menos dolor. Si no hay terminaciones sensoriales
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los mediadores proalgésicos no pueden interaccionar con estas estructuras porque
estdn en menor numero. Posiblemente, dichos mediadores interactuardn con oftras

estructuras que a manera de mecanismo “compensatorio* reducen el dolor.

Mediante inmunohistoquimica se pudo analizar, de manera cualitativa, la
inervacién cutdnea de la zona plantar de ratas sometidas a lesiones inflamatorias.
La cuantificacion de las fibras nerviosas requiere un gran dominio de la técnica por
lo que nos limitamos a valorar la pérdida o no de inmunoreactividad a
determinados anticuerpos especificos en animales tratados con CAP, inflamados y
no inflamados, ya que resulta suficiente para nuestro objetivo. Los resultados
obtenidos mostraron una leve pérdida de reactividad del tejido a los anticuerpos
confra PGP 9.5, proteina citoplasmdatica, y CGRP, neuropéptido proinflamatorio,
ambos caracteristicos de las fibras sensoriales nociceptivas. La disminuciéon de

fluorescencia es un indicativo de la degeneracion de dichas fibras.

Con los resultados obtenidos, tanto en la prueba de hiperalgesia mecdnica
como de inmunohistoquimica, se demuestra que el tratamiento con capsaicina
induce una disminucién en la poblacidon de terminaciones sensoriales y por lo tanto,
podemos establecer la eficacia del fratamiento con el agente neurotdxico. En esta
condicion experimental los porcentajes de edema y de extravasacion plasmdatica
obtenidos después de tratar los animales con capsaicina, no muestran diferencias
significativas al compararlos con los obtenidos en animales control. De estos
resultados podemos destacar que en el modelo de inflamacién aguda inducida por
carragenina las terminaciones sensoriales participan poco en el control del edema'y

de la extravasacién de plasma.

En estas condiciones experimentales, destacamos que morfina, agonista p,
mantuvo su capacidad antiexudativa en animales tfratados con CAP, mientras que
fentanilo, también agonista u, perdid completamente su efecto antiexudativo,
alcanzando porcentajes comparables a los obtenidos con los grupos control (SS y
CAP). Asi pues, la respuesta antiexudativa de los dos agonistas u resulta distinta en
animales con una disminucién en el nUmero de fibras nociceptivas. Estos resultados
sugieren que los RO p sobre los que actuan ambos agonistas no son exactamente
los mismos. Parece ser que los RO p expresados en las terminaciones sensoriales
participan en la modulacion inhibidora de la extravasaciéon de plasma inducida por

el opioide fentanilo durante la inflamacion periférica, y que los efectos de la morfina
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estdn mediados principalmente por RO exiraneuronales o localizados en las

tferminaciones sensoriales no sensibles a capsaicinag.

El fratamiento con CAP provocd que la administracion del agonista &1
selectivo, DPDPE, perdiera parcialmente el efecto antiexudativo inducido por este
farmaco en animales control. Esto nos indica que los RO §, y mds concretamente los
&1, expresados en las terminaciones sensoriales no participan, mayoritariamente, en
el mecanismo de modulacién del proceso exudativo. Asi pues, los RO & implicados

en esta modulacidén estarian expresados en estructuras no sensoriales.

Las diferencias antiexudativas observadas enfre morfina y fentanilo hace
pensar no solo en la implicacién de RO p de distintos subtipos sino también en la
posible participacion de otfros receptores, opioides o no. Por esta razdn y en base a
estudios de analgesia se valord el efecto § de la morfina. En estos estudios se ha
descrito la participacion de los RO & en el efecto antinociceptivo de la morfina en
condiciones de inflamacién y en mismo modelo que nosostros utilizamos (Ossipov et
al., 1995). Ademdas, estudios realizados por Gustafsson et al. (2001) demuestran que
morfina requiere de los RO § para inducir la liberacion a nivels espinal de CCK,

neuropéptido con propiedades anti-opioides.

Del estudio realizado con naltrindol (antagonista §) con el que se pretendia
valorar la participacion de los receptores & en los efectos opioides u sobre la
extravasacion de plasma se demuestra que el bloqueo de los RO & induce cambios
sélo en la respuesta antiexudativa de la morfina. En estas condiciones, morfina
pierde la capacidad de inhibir la extravasaciéon plasmdtica, mientras que fentanilo
mantiene porcentajes de inhibicion aproximados al 80%. Estudios de interacciones
fisicas entre receptores que forman homo y/o heterodimeros (Gomes et al., 2000)
nos permiten establecer que los RO u sobre los que actua la morfina requieren la
activacion de los RO §. Posiblemente se establece una interacciéon fisica entre
ambos subtipos de RO, formdndose heterodimeros. Esta nueva estructura permitiria
que la morfina inhibiera la extravasacion de plasma. El bloqueo de los RO § por el
antagonista naltrindol, impidiria la dimerizacién entre los RO py 8 y por lo tanto, que
la morfina ejerciera su efecto. En cuanto al fentanilo, el bloqueo de los RO & no
modifica su capacidad inhibidora de la extravasacion plasmdatica. Asi pues, en esta
situacion, este opioide puede interactuar con los RO p expresados en estructuras

neuronales o no, independientemente del estado en que se halle el subtipo 8.
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Deducimos que la morfina actla sobre los RO u periféricos, ya que se consigue
revertir el efecto antiexudativo empleando el antagonista p selectivo y de accidén
periférica, CTOP. Sin embargo para ejercer este efecto inhibidor la morfina requiere
la activacion de los receptores 8. La activacion del subtipo & permitiia que sus
ligandos enddgenos, como las encefalinas, interaccionasen con él induciéndose
cambios infracelulares que permitiian que la morfina pudiera reducir la

extravasacion plasmdatica.

TERMINACIONES POSTGANGLIONARES SIMPATICAS.

Las fibras simpdticas postganglionares amielinicas participan, entre otras
funciones, en la regulacion del flujo sanguineo cutdneo. En condiciones fisioldgicas
se establece una interaccion antagonistica entre la vasoconstriccion evocada por
las fibras simpdticas postganglionares y la vasodilatacion inducida por la
estimulacion de las terminaciones aferentes nociceptivas (Habler et al., 1997). En
una situacién de inflamacion aguda se manifiesta principalmente vasodilatacion.
Asi pues, durante el proceso inflamatorio la respuesta vasodilatadora de las fibras

sensoriales supera a la vasoconstriccion inducida por las fibras simpdticas.

La administracion i.p. del compuesto quimico é-hidroxidopamina (6-OHDA)
lleva a la deplecion de las catecolaminas que se almacenan en las terminaciones
simpaticas (Levine et al., 1986) llegando incluso a la destruccion de estas neuronas
tras el ftratamiento crénico. Esta sustancia penetra en la terminacién
catecolaminérgica por el sistema de transporte comiUn de las monoaminas,
liberando inicialmente parte de la NA. Dentro de la terminacidn lesiona y destruye la
parte mds distal, sin alterar el resto de la neurona. Esta capacidad lesiva parece
deberse a la accidn oxidante de sus metabolitos. La 6-OHDA no pasa la BHE por lo
que su administracion sistémica sélo  lesiona las terminaciones periféricas
noradrenérgicas. Tras la supresion del tratamiento, las fibras pueden regenerarse en

un intervalo de tiempo de varias semanas.

Nuestros resulfados ponen de manifiesto variaciones importantes en los
porcentajes de edema y de extravasacion plasmdtica inducidas por el tratamiento
cronico con 6-OHDA. Estos resultados corroboran los obtenidos por otros grupos
(Cambridge et al., 1996). Tras la administracion de 6-OHDA se obtienen incrementos

significativos (P<0.05) del edema al compararlos con los porcentajes obtenidos en
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animales control. La pérdida de las fibras simpdticas induce un descenso en los
niveles de NA, potente vasoconstrictor, favoreciéndose asi la vasodilatacion, causa
principal de la formacion del edema. Contrariomente, la pérdida de fibras
simpdticas lleva a reducir significativamente (P<0.001) los porcentajes de
extravasaciéon de plasma al compararlos con animales control (animales no
tratados con 6-OHDA). Recordemos que la vasodilatacidén se produce
principalmente en las arteriolas precapilares, mientras que el incremento de
permeabilidad vascular tiene lugar en las vénulas postcapilares. El mediador
proinflamatorio bradicinina induce incrementos de la extravasacion plasmdtica
dependiente de la actividad de las fibras simpdticas postganglionares (Lee et al.,
1991; Bjerknes et al., 1991; Miao et al., 1996), potenciados por las PG sintetizadas en
dichas fibras (Gonzales et al., 1991). La reduccion en el nimero de fibras simpdaticas
impide la interaccion de la bradicinina asi como de la sintesis de PG, potentes
inductores de la extravasacion de plasma, razén por la cual se reduciria el

porcentaje de ésta.

Es importante tener en mente que la respuesta inflamatoria es el resultado del
equilibrio que se establece entre diferentes sistemas fisioldgicos (estructuras
nerviosas, celulares, mediadores, etc). Cualquier cambio que tenga lugar sobre
alguno de estos elementos inevitablemente va a inducir cambios en la respuesta
final que nosotros observamos, ya sea el edema o la extravasacion de plasma. No
obstante, el papel de cada uno de estos componentes va a tener mayor o menor
relevancia en el proceso inflamatorio y por lo tanto el organismo va a poder o no
compensar su falta de funcionalidad. Segin nuestros resultados la modificacién del
componente neuronal simpdtico postganglionar altera la evolucion de la respuesta
inflamatoria, indicando que en este modelo de inflamacién aguda son importantes

las acciones derivadas de la activacion de dichas fibras.

Los resultados obtenidos tras la administracion de morfina, fentanilo o DPDPE,
en animales tratados con 6-OHDA, establecen diferencias entre estos farmacos en
cuanto a sus efectos antiexudativos. Asi pues, la pérdida completa de la
capacidad inhibidora de la morfina sobre la extravasacion plasmdatica nos hace
pensar que el sistema simpdtico tiene una importante participacion en el efecto
inhibidor de este opioide. Se ha descrito la localizacion de RO en estas fibras
nerviosas (Berzetei et al., 1987, 1988) y su implicacién en los efectos antinociceptivos

de agonistas & y x en un modelo de hiperalgesia por bradicinina (Taiwo y Levine,
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1991), si bien resulta un tanto confusa (Schdafer et al., 1994). Tras la administracion de
fentanilo, en estas mismas condiciones experimentales, se observa que este opioide
mantiene parte de su capacidad inhibidora sobre la exudacion plasmdtica. Estas
diferencias en la respuesta anfiexudativa nos indican que los agonistas p
interaccionan con RO especificos expresados y localizados en estructuras nerviosas
distintas, dando mds fuerza a los resultados obtenidos con capsaicina. Parece ser
que la morfina requiere la integridad de las fibras simpdticas, mientras que el
fentanilo necesita la presencia de las fibras sensoriales para poder inhibir la
extravasacién de plasma. Aicher et al. (2001) describen distribuciones del gen MOR-
1 en neuronas adrenérgicas, hecho que sugiere que los agonistas u selectivos
pueden actuar directamente sobre dichas neuronas influyendo en la actividad de

las mismas.

En cuanto al DPDPE, agonista selectivo para los RO §, su administraciéon
induce efectos anfiexudativos comparables a los obtenidos en el grupo control, de
manera que podemos establecer que los RO & implicados en la regulacion de la
extravasacién de plasma no estdn localizados en su mayoria en las terminaciones
nerviosas
pe/\3rf7Cl#+]1"/\3rf7Cl1#4 'pSb5SIAMNI#4 VAG 56 ([JU#. AL AATGIE!# (\I'/\3rf7@!!

TGIEN# (\I":/\3rf7@1 #+]I'C5]3rf7BI"tY1&srY223_8II"nWIafW2ZNh:IKO@.!1# (\!':/\4
?,@FlI#1_I'oSbSIAMPI#@d! (HQg7K<ET!!#:b!1'C5]3<0%=!'nW!&=NSO V2 !I"YPI%eON/H>C
$I"MLI%%[G-3+#ill"/BI$2+2*<& YN #GV8(B=FPINi?I#5J6" \4K!lIZ4"0058!"f22
Bat+C%KHJ=IIIH.I"/c,$31&319)1liQ) #QOI0ME (1 K(#64 /MG (IK(#64™ /ME(INK(#64 /1112 +
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LI9*L19*1 19*1.KoALI9>1##A51I<3$'onW-llI(lla Cs A pierde mucha eficacia. El

bloqueo de la sintesis de citocinas y de la expresion de sus receptores inhibe la
proliferacién y la diferenciacion de los linfocitos T, quedando inactivados los

mecanismos de la respuesta inmunitaria (Hartel et al., 2002).

Durante la inflamacion, el SOE tiene un papel modulador local, liberdndose
POE (B-endorfina, encefalinas, dinorfina-A) expresados en los linfocitos (T y B) y otras
células inmunes (monocitos y macréfagos), péptidos que inducen antinocicepcion
tras la activacion de los RO periféricos (Parsons et al., 1990). Al unirse con los RO,

neuronales y/o extraneuronales, disminuyen la excitabilidad de las fibras aferentes
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sensoriales y la liberacion de neurocininas (SP, CGRP) desde éstas, provocando el
efecto analgésico (Stein et al., 1990). Corticotropina, IL-1B y otras citocinas causan
liberaciéon de POE desde las células inmunes, con potentes efectos en tejidos
inflamados pero no en tejidos normales (Schafer et al., 1994). Podemos pensar que
estos POE también pueden modular ofros signos inflamatorios como son el edema y
la extravasacion de plasma. Los resultados obtenidos en el estudio del antagonismo
de los opioides nos permiten demostrar el papel que ejercen estos péptidos a nivel
de la respuesta inflamatoria. El aumento de la extravasacién de plasma tras el

bloqueo con naltrindol (NTI) es un buen indicador de esta modulacion fisioldgica.

Sin embargo el tratamiento con el inmunosupresor no modifica los
porcentajes de edema y extravasacion plasmdtica obtenidos, al compararlos con
animales control (animales no tratados con Cs A). Estos resultados demuestran que,
en este modelo de inflamacién aguda, el sistema opioide enddgeno no modula de
manera relevante la evolucidon del edema y de la extravasacion plasmdatica.
Nuestros resultados demuestran también que, en este modelo de inflamacion
aguda periférica, el sistema inmune no juega un papel importante, es decir, la
inmunosupresion no impide que agonistas opioides p, § y k, como la morfina, el
DPDPE y el U-50,488H, respectivamente, inhiban a sus correspondientes DEso la
extravasaciéon plasmdatica inducida por el agente flogdgeno. Todo esto indica que
los mecanismos opioides que regulan la extravasacion plasmdtica son
independientes del sistema inmunitario. Estd demostrado que en los procesos de
analgesia las células inmunes son la fuente principal de POE en los tejidos periféricos
inflamados. Asi pues, la disminucion de estas células reduce la cantidad de POE que
pudieran ser liberados en la zona lesionada. Por lo tanto, seria légico pensar que la
disminucion en el nUmero de células inmunes llevaria implicito una menor liberacion
de POE, y esto reduciria la capacidad moduladora del sistema opioide enddgeno
sobre la extravasacion de plasma. Sin embargo, no sucede asi. El efecto inhibidor
de los opioides sobra la extravasacion de plasma se mantiene en una situacion de
inmunosupresion. Podemos plantear que los POE enddgenos implicados en la
modulacion pudieran liberarse desde estructuras no periféricas. No obstante, la

accidén de las encefalinasas limita esta hipdtesis.
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SISTEMA HISTAMINERGICO.

El tratamiento con el compuesto depletor de histamina 48/80 induce el
vaciado de los grdnulos contenidos en los mastocitos con la consecuente liberaciéon
periférica de dicho mediador proinflamatorio (Banks et al., 1990). Este tratamiento
no produce deplecidn en los mastocitos localizados en estructuras centrales
(Rozniecki et al., 1999). Asi pues, el tratamiento con el compuesto 48/80 no modifica
los porcentajes de edema y de extravasacién en animales a los que se les han
disminuido los niveles de histamina previomente a la induccion de la inflamacion
aguda. La valoracion tanto del edema como de la extravasacion plasmdtica se
realiza a las tres horas de haber inyectado carragenina. Si tenemos en cuenta que
en este momento los mediadores proinflamatorios que predominan son las PG vy las
citocinas, podemos intuir que la falta de histamina, principal mediador de la fase
inicial de la inflamaciéon, ha sido compensada por ofros mecanismos, obteniéndose

al final el mismo resultado en cuanto al edema vy la extravasacién plasmdtica.

Los efectos inhibidores sobre la extravasacion de plasma de los agonistas
opioides u, morfina y fentanilo, se ven alterados por los niveles bajos de histamina
como resultado del fratamiento con el compuesto 48/80. En el caso de la morfing, el
efecto es proexudativo, mientras que el fentanilo, aunque no llega a los niveles de
extravasacion obtenidos con la morfina, pierde su efecto inhibidor en casi un 55%.
Esto nos indica que la histamina liberada al inicio de la inflamacién induce algun
tipo de cambio bdsico o fundamental en alguno de los mecanismos que
intervienen en la regulacion de la extravasacion plasmdatica. Esta modificacion
permitiria que morfina ejerciera su efecto farmacoldgico, de manera que al final del
experimento, se cuantificaran disminuciones en la extravasaciéon de plasma. En
cuanto a los resulfados obtenidos tras la administracion de fentanilo se demuestra
gue este fdmaco también necesita de dicha amina para ejercer su efecto inhibidor
sobre la extravasacion plasmdatica. No obstante, observamos que aun siendo los dos
farmacos, morfina y fentanilo, selectivos para los RO p, los mecanismos a través de
los cuales ejercen sus efectos antiinflamatorios (inhiben la extravasacion de plasmal)
son diferentes. Se ha descrito la inhibicidn de la transmigracion leucocitaria por la
accién de la morfina sobre RO pus, unidn que no comparte ni el fentanilo ni los
péptidos enddgenos (Stefano et al., 1995). No obstante, con estos resultados no

podemos llegar a establecer con exactitud el mecanismo concreto de accién, pero
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si corroboramos nuestros resultados anteriores: morfina y fentanilo son agonistas u

con mecanismos antiinflamatorios diferentes.

Por el conftrario, el empleo del agonista selectivo 8, DPDPE, mantiene los
niveles de exfravasacion por debajo del 20%, indicando que el mecanismo de

accién de este fdrmaco es independiente del sistema histaminérgico.

El blogueo con antagonistas especificos para los distintos subtipos de
receptores histaminérgicos, Hi, H2 y Hs (mepiramina, cimetidina y tioperamida,
respectivamente) lleva a una respuesta antiinflamatoria distinta en funcién del
agonista opioide empleado. La histamina liberada actUa sobre receptores Hi y Ho,
gue se encuentran, el primero en las células endoteliales de intestino, bronquios y
grandes vasos donde el efecto es contraccidn, y el segundo en el musculo liso de la
microcirculacion donde se produce relgjacion, asi como en células parietales
gdstricas donde inducen produccion de HCI. Al estimularse el receptor Hi se activa
el sistema de PG y a través de PLC se forma IP3 que permite liberacion intracelular
de Ca**, los altos niveles de calcio tienen dos efectos: uno se relaciona con la
activacion de una PK-calcio/calmodulina dependiente (PKCa++/CaM), para
inducir la contfraccidén de la célula endotelial y de esta manera aumentar la
permeabilidad vascular. El ofro efecto corresponde a la activacion de la PLA2 que
induce la formacién de PGI2, determinando las propiedades antiagregantes y la
activacion de tromboxanos que median la agregacion plaguetaria; estas dos se
mantienen en equilibrio dindmico explicando las propiedades antagdnicas que
tiene el endotelio. La misma PLA2 activa la NOS; para generar oxido nitrico, el cual
difunde a la célula muscular lisa que por via de guanidil ciclasa genera relajaciéon
muscular. Esta via es potenciada por la PGI2. Otra accidén secundaria a la
activacion del receptor Hi es la activacion de PK en la membrana celular que
induce mayor sintesis proteica, Util para la expresidén de moléculas de adhesiéon. Al
estimularse el receptor H2 se activa el sistema de proteina G y ésta a través de la
adenilciclasa induce la formacion de AMPc, que produce relajacion sostenida y

lenta de la fibra muscular lisa de los vasos sanguineos.

Cuando blogueamos el receptor Hi, morfina y fenftanilo inhiben la
extravasacion de plasma en porcentajes iguales a los obtenidos en animales
control. La imposibilidad de la histamina para activar el receptor Hi, principal
responsable de la vasodilataciéon en la fase inicial de la inflamacion asi como de la

sintesis de moléculas de adhesidon leucocitaria, desplaza el sistema hacia los ofros
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dos receptores, Hz (vasodilatador) y Hs (vasoconstrictor). Por el contrario, el bloqueo
del subtipo H2 impide el efecto inhibidor de los dos agonistas. Esto nos indica que la
activaciéon del Hi y Ha no es suficiente para permitir que ambos agonistas inhiban la

extravasacion de plasma.

El subtipo H2 ademds de sus acciones sobre la circulacidon sanguinea estd
implicado en la respuesta analgésica de los opioides (Houhg et al., 2000), por la
participacion mayoritaria de receptores localizados en estructuras nerviosas
centrales. Se ha demostrado como mastorparan, 48/80, péptidos como SP, cininas,
y morfina estimulan mecanismos fisioldgicos por la activacién directa de la proteina
G, independientemente de su receptor especifico (Mousli et al., 1990; Bueb et
al.,1990).

Se han descrito inhibiciones de la extravasacion plasmdtica en vias
respiratorias tras el empleo de agonistas especificos al subtipo Hs (Ichinose et al.,
1990), antagonizando este efecto antiinflamatorio por ciproxifan (Kathman et al.,
1998). Nuestros resultados demuestran que el bloqueo de este subtipo de receptor
histaminérgico con el antagonista selectivo Hs, tioperamida, modifica la respuesta
inhibidora opioide sobre la extravasacion de plasma, siendo distinta segun se trate
de morfina o de fentanilo. No obstante, en ambos casos se pierde el efecto
inhibidor de dichos fdarmacos. Los porcentajes de extravasacion plasmdtica
obtenidos con morfina son comparables a los del grupo control, mientras que tras la
administraciéon de fentanilo se obtienen incrementos significativamente distintos
(P<0.001) a los obtenidos con morfina o con el grupo control. Estos resultados
parecen indicar que el fentanilo requiere de la activacién de los subtipos Hz para

poder ser eficaz como antiinflamatorio.

Nuevamente, el agonista selectivo 8, DPDPE, mantiene los porcentajes
antiexudativos esperados, lo que corrobora que su mecanismo de accidén es

independiente del sistema histaminérgico.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio nos permite deducir que el efecto
inhibidor de los opioides sobre la extravasacion de plasma se debe a su interacciéon
con diferentes estructuras anatdédmicas, neuronales y no neuronales, evidenciando
una importante interrelacion entre los sistemas enddgenos opioide e histaminérgico
durante la respuesta inflamatoria aguda periférica. Podemos sugerir que los

agonistas opioides p y § inhiben la extravasacion de plasma, con una relacién dosis-
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dependiente, por la activacion de los RO expresados en estructuras periféricas.
Segun se trate de agonistas p 0 § los mecanismos implicados en este efecto son
distintos, estableciéndose también diferencias entre agonistas selectivos para el
mismo RO.

= El mecanismo de accidon de la morfina a través del cual inhibe la
formacién de extravasacion plasmdatica implicaria principalmente a los RO u
localizados en las fibras simpdaticas postganglionares, siempre y cuando los RO § y el
sistema histaminérgico estuvieran también activados. Hay estudios que evidencian
una interaccién entre las fibras simpdticas postganglionares y otras que contienen
histamina (Campos y Montenegro, 1998). Si bien los receptores histaminérgicos
implicados directamente en la respuesta proinflamatoria son los subtipos Hi
localizados en el endotelio vascular, parece que son los receptores H2 1os que
participan en este efecto modulador. Se ha descrito que la administracion de
antagonistas Hz inducen la pérdida de antinocicepcion por opioides, hecho que

plantea una posible similitud vs. nuestro estudio (Hough y Nalwalk, 1992).

= Sin embargo, fentanilo, induciria el efecto inhibidor sobre la
extravasacion de plasma mediante la activacidon de los RO p presindpticos
expresados en las fibras sensoriales. Este hecho llevaria a la disminuciéon de la
liberacién de SP y otfras neurocininas capaces de inducir extravasacién de plasma
por su interaccion directa con los receptores expresados en el endotelio vascular.
Este fdrmaco requiere que el sistema histaminégico esté también activado, pero
sobre todo, que las acciones vasodilatadoras (receptores Hz) y vasoconstrictoras
(receptores Hi) moduladas por la histamina, estén en equilibrio. El bloqueo del
subtipo Hz desplaza el sistema hacia una extravasacion desmesurada, hecho que

impide que fentanilo ejerza su efecto antiexudativo.

= Segun nuestros resultados los RO § tienen un papel importante en la
modulacion de la extravasacion plasmdtica, independientemente de la situacion
en la que se encuentre el animal, de manera que podriamos convenir que hay una
mayor liberacidon de encefalinas con capacidad de inducir cambios réapidos a nivel

del endotelio vascular, y mds concretamente sobre las uniones interendoteliales.
Procesos patoldégicos como el asma, la peritonitis, las inflamaciones

articulares postquirdrgicas se caracterizan por una importante extravasacion

proteica. En vista de nuestros resultados la administraciéon de opioides en estas

155



Discusion

situaciones no soélo favorecerd la analgesia sino que ampliaomos los efectos

antiinflamatorios por la reduccién de este pardmetro inflamatorio.
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1. La administracion subplantar del agente inflamatorio carragenina induce la
aparicién de edema y extravasacion plasmdtica, que se desarrollan de forma

simultdnea, permitiendo valorar ambos pardmetros inflamatorios al mismo tiempo.

2. La administracion sistémica de morfina (agonista u selectivo), de DPDPE y de
SNC 80 (agonistas & selectivos) inhiben la formacién de edema sin que se pueda
establecer una relacion dosis-respuesta. Por otra parte, fentanilo y PLO17 (agonistas
selectivos p) y x U-50,488H (agonista k), no modifican el edema durante la

inflamacion aguda inducida por carragenina.

3. Los agonistas opioides de accion py 8, inducen un efecto inhibidor bifdasico
sobre la extravasacion plasmdatica, alcanzdndose valores antiexudativos del 100%.
El agonista k U-50,488H, reduce aproximadamente un 50 % la extravasaciéon

plasmatica sin guardar relacién dosis — efecto.

4, La reversion de los efectos antfi-exudativos mediante la administraciéon de
antagonistas como clorhidrato de naloxona (no selectivo), naltrindol (8 selectivo) y
MR2266 (k selectivo) demuestra la naturaleza opioide de los efectos inhibidores de
la extravasacion plasmdatica. El efecto pro-exudativo de los diferente antagonistas
sugiere que las encefalinas participan en la modulacién de la extravasacion

plasmatica durante la inflamacién aguda.

5. El administracion de fadrmacos que no atraviesan la BHE, muestra que Ia
extravasaciéon plasmdtica estd modulada por la activacién de receptores opioides

localizados en estructuras anatémicas periféricas.

6. La eliminacién selectiva de componentes implicados en la respuesta
inflamatoria (neuronales y extra-neuronales) permite concluir que en este modelo
de inflamacion aguda, el edema vy la extravasacion estdn controlados
principalmente por las fibras postganglionares simpdticas, mientras que las
terminaciones sensoriales, las células inmunes y la histamina desempenan papel

complementario.
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7. Los agonistas opioides u y 8 evaluados en el presente tfrabajo, inducen un
efecto inhibidor similar sobre la extravasacion de plasma. Sin embargo, los distintos
farmacos ejercen su accidén antiexudativa mediante mecanismos de accién
diferentes. En este modelo de inflamacidon aguda el sistema inmune no participa en

la modulacién de la extravasaciéon de plasma.

8. La morfina inhibide la extravasacion uniéndose a los receptores opioides p
localizados en las fibras simpdticas postganglionares. Para producir su efecto
requiere, ademds, la activacion de los receptores opioides & y de los receptores

histaminérgicos Ha.

9. El fentanilo inhibe la extravasacidn, principalmente a través de los receptores
opioides localizados en las terminaciones sensoriales periféricas y requiere la
activacion o infegridad de los receptores histaminérgicos H2. El bloqueo de los
receptores Hs revierte el efecto inhibidor del fentanilo, e induce un aumento

significativo de la extravasacion.
10. El efecto inhibidor del agonista 8 DPDPE disminuye parcialmente al eliminar

las fibras sensoriales periféricas o las fibras simpdticas postganglionares. En el efecto

antiexudativo de los agonistas § no participa el sistema histaminérgico.
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