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Resumen

El dolor inducido por cancer se presenta en el 68% de todos los pacientes de cancer
avanzado, metastasico o enfermedad terminal. Es una condicion que implica dos mecanismos
fisiopatoldgicos, el dolor neuropatico y el dolor inflamatorio, produciendo asi una condicion
unica, llamada dolor incidental o irruptivo, que tiene las siguientes caracteristicas: a pesar de
la administracion de un tratamiento analgésico, se presenta de manera dolorosa continua, con
episodios de dolor con mayor intensidad, dolor espontaneo, parestesia (hormigueo),
disestesia, quemante, entre otras, dicha condicion generada por cancer. El glioblastoma
multiforme (GBM) es un tumor maligno primario de grado IV que se origina en el Sistema
Nervioso Central (SNC) proveniente de astrocitos que puede producir metastasis oseas. El
objetivo de este proyecto fue el desarrollo de un modelo de dolor inducido por la inoculacion
de células de glioma, para lo cual se llevo a cabo una serie de ensayos que consistieron en
inocular diferentes cantidades 6x10°, 3x10°, 1x10° y 5x10% células del glioma C6 en fémur
de rata Wistar, evaluando conductas de hipersensibilidad: alodinia, hiperalgesia y dolor
espontaneo, conductas voluntarias: movimiento ambulatorio horizontal y vertical, lamida y
acicalamiento. Se tomaron imagenes de MicroCT Yy se realiz6 la histologia correspondiente
en cada grupo. Los resultados demostraron que el desarrollo de un modelo preclinico muestra
la presencia de conductas nociceptivas, ademas se demostré que la linea celular C6 de glioma
produce osteolisis, siendo este uno de los posibles factores por los cuales se desarrollo la
conducta dolorosa. Se presento, fractura 6sea y metastasis a otros 6rganos, como pulmon. De
acuerdo los resultados, la inoculacion de la cantidad de 1x10° células produjo el mejor
modelo de dolor. Posteriormente, se administraron dos farmacos: tramadol (31.6 mg/kg) y
gabapentina (56.23 mg/kg) los cuales fueron administrados una vez al dia durante 24 dias, a
partir de los 15 dias post-inoculacion, los resultados mostraron un efecto anti-alodinico con
los dos farmacos, pero para el alivio de la hiperalgesia térmica solo el tramadol tuvo un efecto
anti-hiperalgésico. Se desarrollé un modelo de dolor inducido por cancer que presentd dolor
por el movimiento voluntario, hipersensibilidad y una disminucién de la lamida y

acicalamiento.



Summary

Pain induced by cancer occurs in 68% of all patients with advanced, metastatic or
terminal disease. It is a condition that involves two pathophysiological mechanisms,
neuropathic pain and inflammatory pain, thus producing a unique condition, called incidental
or breakthrough pain, which has the following characteristics: despite the administration of
an analgesic treatment, it presents painfully continuous, with episodes of pain with greater
intensity, spontaneous pain, paresthesia (tingling), dysesthesia, burning, among others, said
condition caused by cancer. Glioblastoma multiforme (GBM) is a primary grade IV
malignant tumor that originates in the Central Nervous System (CNS) from astrocytes that
can produce bone metastases. The objective of this project was the development of a pain
model induced by the inoculation of glioma cells, for which a series of tests were carried out
which consisted of inoculating different amounts 6x10°, 3x10°, 1x10°and 5x10* glioma cells
in Wistar rat femur, assessing hypersensitivity behaviors: allodynia, hyperalgesia and
spontaneous pain, voluntary behaviors: horizontal and vertical ambulatory movement,
licking and grooming. MicroCT images were taken and the corresponding histology was
performed in each group. The results showed that the development of a preclinical model
shows the presence of nociceptive behaviors, in addition it was demonstrated that the C6 cell
line of glioma produces osteolisis, this one of the possible factors by which the painful
behavior was developed. It presented, bone fracture and metastasis to other organs, such as
lung. According to the results, inoculation of the amount of 1x10° cells produced the best
model of pain. Subsequently, two drugs were administered: tramadol (31.6 mg/kg) and
gabapentin (56.23 mg/kg), which were given once daily for 24 days, after 15 days post
inoculation, the results showed an anti-alodynic effect with the two drugs, but for the relief
of thermal hyperalgesia only tramadol had an anti-hyperalgesic effect. A model of pain
induced by cancer was developed that presented pain by the voluntary movement,

hypersensitivity and a decrease of licking and grooming.



I. Introduccién

El dolor es uno de los sintomas méas comunes de los pacientes de cancer a menudo tiene un
efecto negativo sobre el estado funcional y la calidad de vida (NCI, 2017). El dolor del cancer
se relaciona con un aumento del sufrimiento emocional. Tanto la duracion del dolor como la
intensidad del dolor se correlacionan con el riesgo de presentar depresion. Los pacientes de
cancer se incapacitan durante un promedio de 12 a 20 dias por mes; 28 a 55 % no pueden
trabajar debido a su cancer (Brown vy cols., 2010). Los sobrevivientes de cancer pueden
experimentar angustia cuando su dolor persiste de forma inesperada después de la
finalizacion de los tratamientos del cancer (Jim y Andersen, 2007). En un estudio, entre 20 y
50% de los pacientes de cancer continuaron experimentando dolor y limitaciones

funcionales afios después del tratamiento (Harrington y cols., 2010).

El dolor se presenta en 20 a 50 % de los pacientes de cancer (Fischer y cols., 2010).
En un metandlisis en el que se observaron datos conjuntos de 52 estudios, se encontrd que
mas de la mitad de los pacientes tenia dolor (van den Beuken-van Everdingen vy cols., 2007).
Es méas probable que los pacientes méas jovenes experimenten dolor por el cancer y
exacerbacion del mismo que los pacientes de mas edad (Green y Hart-Johnson, 2010). A
menudo, los pacientes sienten dolor en multiples sitios (Gutgsell y cols., 2007). En un estudio
de 100 pacientes de cuidados paliativos se encontré que en 68% el tumor primario era la
causa principal del dolor, la mayor parte del dolor fue somatico e intermitente. (Gutgsell v
cols., 2007).

1.1 El cancer

El cancer es una de las causas principales de muerte alrededor del mundo. En 2012,
hubo 14 millones de casos nuevos y 8.2 muertes relacionadas con el cancer. El nimero de
casos nuevos de cancer aumentara a 22 millones en las siguientes dos décadas. Mas de 60 %
de los nuevos casos de cancer en el mundo tienen lugar en Africa, Asia, Sudamérica y

Centroamérica; 70 % de las muertes también ocurren en estas regiones (NCI, 2017).



En Estados Unidos, el indice general de mortalidad por cancer ha disminuido desde
principios de 1990. La Revision de Estadisticas de Céncer del Programa de Vigilancia,
Epidemiologia y Resultados Finales actualizada en septiembre de 2016, muestra que los

indices de mortalidad por cancer disminuyeron en:
e 1.8 % por afio en hombres (2004 a 2013).
e 1.4 % por afo en mujeres (2004 a 2013).

e 1.4 % por afio en nifios de 0 a 19 afios de edad (2009 a 2013).

Aunque los indices de muerte por muchos tipos individuales de cancer han disminuido, los
indices de algunos de ellos se han estabilizado o hasta han aumentado. A medida que ha
disminuido el indice general de muertes esta enfermedad, ha aumentado el nimero de
supervivientes de cancer. Estas tendencias muestran que se estan logrando avances, pero
todavia falta mucho trabajo por hacer. Si bien los indices de tabaquismo, una causa principal
de céncer, han disminuido, la poblacion esta envejeciendo y los indices de cancer aumentan

con la edad. La obesidad, otro factor de riesgo, también estd en aumento (NCI, 2017).
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Figura 1. Crecimiento tumoral.
Modificado de National Cancer Institute, NCI (2017).



El cancer es el nombre de la enfermedad en la cual algunas de las células del cuerpo
empiezan a dividirse sin detenerse y se diseminan a los tejidos del derredor. Mientras las
células normales se dividen y mueren durante un periodo de tiempo programado, la célula
cancerosa “olvida” la capacidad para morir y se divide casi sin limite (Figura 1). Tal
multiplicaciéon en el nimero de células llega a formar masas, denominadas “tumores” o
“neoplasias”, que en su expansion destruyen y sustituyen a los tejidos normales. Las células
cancerosas son menos especializadas que las células normales, pueden ignorar las sefiales de
division y/o la muerte celular programada (apoptosis). También tienen la capacidad para
influir en las células normales, en las moléculas y en los vasos sanguineos que rodean y
alimentan las células de un tumor (microambiente). Con frecuencia, son también capaces de
evadir el sistema inmunitario, para seguir vivas y crecer. Hay mas de 100 tipos de cancer.
Los tipos de cancer reciben, en general, el nombre de los 6rganos o tejidos en donde se

forman los canceres (NCI, 2017).

1.1.1 Tumores del Sistema Nervioso Central (SNC).

Hay diferentes tipos de tumores del SNC. Estos tumores se pueden clasificar
dependiendo del grado y el tipo de célula en donde se formaron en el sistema nervioso central
(NCI, 2017). Los tumores de cerebro y médula espinal frecuentemente son agresivos y se
asocian a un pobre pronoéstico. Por ejemplo, ain con la combinacién de terapias que
consisten, en cirugia, reseccion, radioterapia y sistema de quimioterapia, algunos canceres de
cerebro permanecen en el organismo, siendo la més fatal la neoplasia de sistema nervioso

central en adultos, con una sobrevida de 14.6 meses (Macarthur v cols., 2014).

Clasificacion dependiente de célula que forma el tumor

Entre los canceres mas comunes se encuentran (NCI, 2017):

1) Tumor astrocitico: es un tumor que comienza en las células del encéfalo con forma
de estrella llamados astrocitos y que sirven para ayudar a que las células nerviosas se
mantengan sanas. Forman tumores conocidos como gliomas. Los tumores astrociticos
son los siguientes: glioma del tronco encefalico (habitualmente de grado alto), tumor

astrocitico pineal (de cualquier grado), astrocitoma pilocitico (grado 1), astrocitoma



difuso (grado II), astrocitoma anaplasico (grado Ill) y glioblastoma multiforme
(grado 1V).

2) Tumor oligodendroglial: comienza en las células del encéfalo que se llaman
oligodendrocitos, que ayudan a mantener sanas las células nerviosas. Un
oligodendrocito es un tipo de célula neuroglial. Los oligodendrocitos forman tumores
que se llaman oligodendrogliomas de grado Il y Il1.

3) Glioma mixto: dos tipos de células tumorales: oligodendrocitos y astrocitos. Este tipo
de tumor mixto se llama oligoastrocitoma y existen de grado Il y Il1.

4) Tumor ependimario: habitualmente empieza en las células que revisten los espacios
llenos de liquido del encéfalo y los que rodean la médula espinal. Los tumores
ependimarios son: Ependimoma (grado | o 1) y Ependimoma anaplésico (grado Il1).

1.1.2 Glioblastoma Multiforme (GBM).

El GBM es el tumor cerebral primario del sistema nervioso central SNC mas frecuente
y mas letal en la edad adulta, grado 1V (Castafieda y cols., 2015). Es uno de los tumores
malignos del SNC maés frecuente, que comprende aproximadamente el 15% de todos los
tumores cerebrales primarios y aproximadamente el 45% de los tumores malignos primarios
del cerebro. Cada afio, cerca de 25,000 estadounidenses se les diagnostica con un glioma
maligno. La OMS clasifica a los gliomas en una escala numérica como tumores de grado I11-
IV categorizados como gliomas malignos, los cuales incluyen los astrocitomas anapléasicos y
glioblastomas. EI GBM se presenta en un 4-8 por cada 100,000 personas, los gliomas
malignos son devastadores para quienes se ven afectados y a los 5 afios después del
diagnostico, solo el 33% sobrevive a la enfermedad. En los pacientes diagnosticados con
glioblastoma han tenido una supervivencia de 14-16 meses. A pesar de los intentos
terapéuticos rigurosos que incluyen reseccién macroscopica de la masa tumoral, seguida de
radioterapia y quimioterapia, el resultado no es suficiente. Por todo lo anterior, es prioritario
tratamientos mas eficaces, asi como el desarrollo de modelos experimentales para el estudio

de esta patologia (Ostrom vy cols., 2014).

En México, en 2002 fallecieron 58 612 personas por cancer, lo que correspondio a

12.7% del total de defunciones en ese afio y a una tasa de 52.7 % por 100 mil habitantes.
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Durante 2002 se identificaron 1547 pacientes fallecidos por tumores de sistema nervioso
central, que correspondieron a 2.64 % del total de defunciones, para una tasa de 1.5 por 100
mil habitantes. En ese mismo afio se registraron 1426 casos nuevos de neoplasias encefélicas,
que representaron 1.32 % del total de neoplasias malignas registradas (CNVECE, 2002). En
nuestro pais, el glioblastoma multiforme constituye cerca de 30 % de los gliomas 'y 9 % de
las neoplasias intracraneales, con supervivencia media de 16 meses (Lopez-Gonzalez y cols.,
2000). El Consejo Mexicano de Cirugia Neurolégica muestra que al afio se operan 1,320
tumores en los hospitales de la Ciudad de México. En Guadalajara y Monterrey se realizan
385 y 280 neurocirugias respectivamente. Mientras que en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, Manuel Velasco Suarez de la Cd. de México de 1998 al 2002
trataron los siguientes tumores intracraneales: gliomas 262, meningiomas 408, adenomas de
hipdfisis. La incidencia del glioblastoma en el Instituto con respecto al total de consultas es
de 5 por 100,000, pero su mortalidad a 24 meses es de 100% y su costo enorme. Por esta
razén se requiere llevar a cabo un registro nacional que permita tener el conocimiento exacto
del alto grado de incidencia, para incrementar la investigacion en este campo y recursos

economicos en busca de su resolucion (Corona-Vazquez y cols., 2002).

1.1.3 Evidencias de la Metéastasis de GBM

Varios informes han reportado metéstasis de GBM extraneurales (Kleinschmidt-
Demasters, 1996; Lun y cols., 2011; Perryman y Erler, 2014; Miiller y cols., 2014; Ostrom y
cols., 2014; Goodwin y cols., 2016). Muller C. y cols., (2014) reportaron que 141 pacientes
con GBM o astrocitoma de grado 1V, determinaron en el 20.6% de los pacientes células
tumorales circulantes (CTC) identificados a traves de la inmunotincién para la proteina acida
fibrilar glial (GFAP), la cual sirve como un marcador de células de glioma, ademas
encontraron que el nimero de CTC por paciente variaba de ~ 1 a 22 /2 millones de células
mononucleares de sangre. De manera particular la tabla 1 muestra once investigaciones
diferentes de casos de pacientes con metéstasis en hueso y medula Osea por GBM,

presentando sintomas como dolor, trombocitopenia e invasion dural.



NUm. de Se Biopsia Trombocitopenia Invasion Referencias
pacientes  presento de dural

condolor  medula

0se0 osea, (+)

a tumor
2 si si si Invasién vena dural/no Yung y cols., 1983
autopsia
1 no* si si Dural no mencionada Friedman y cols., 1987
1 si si no Sin reporte de autopsia Haddon y cols., 1989
1 si si no Sin reporte de autopsia Gamis y cols.,1990
1 si no no (anemia) Infiltracion de tumor seno Rubinstein, 1967
sagital superior y dural
1 si si no No autopsia Myers y cols.,1990
1 si si no (anemia) No autopsia Dewar y cols., 1985
1 si si no No autopsia Lampl y cols., 1990
1 no* no+ no No autopsia Tratting y cols., 1990
1 si no+ si Infiltracion dural Pang y Ashmead, 1982
1 si si si Dural no mencionada Mousavi, 1980

*Tumor encontrado en estudios radiograficos

+Tumor documentado por un solo estudio radiogréafico
Tabla 1. Metastasis de medula 6sea y hueso por GBM
Modificado de Kleinschmidt-Demasters y cols., 1996.

En la actualidad el tratamiento estandar de glioblastoma primario que incluyen la
cirugia, la quimioterapia y la radiacion, la incidencia de metastasis extraneurales sigue en
aumento exponencialmente. Lun y cols., (2011) reportan que de 88 casos de metastasis
extracraneales de GBM entre 1928 y 2009, el tiempo entre la deteccion y diagnostico de
metastasis extracraneales fue de 8.5 meses y 1.5 meses después de la metastasis hasta la
mortalidad. Por su parte, Ng vy cols., (2005) realizaron una revision de 52 reportes de la

literatura que indican metéastasis dsea por glioma maligno.

La naturaleza de estos tumores de no hacer metéstasis ha sido un tema de debate. Se ha
reportado un tiempo de supervivencia muy corto para pacientes con tumores gliales, que no
permiten suficiente tiempo para que el tejido metastasico crezca en proporciones
sintomaéticas. Otras explicaciones incluyen la ausencia de vasos linfaticos que unen el SNC
con el resto del cuerpo, de la capacidad del tejido denso dural para retardar la invasion
neoplasica, la naturaleza de pared delgada de pequefias venas cerebrales, que puede colapsar
antes de avanzar tumor, y el fracaso de la supervivencia de las células neoplasicas en la
neuroglia extraterritorial (\Winkelman vy cols., 1952). Sin embargo, el tejido glial ha

demostrado que puede sobrevivir fuera del SNC a través de la implantacién accidental en el



momento de la cirugia o por medio del trasplante de érganos alogénicos. La capacidad del
tejido glial de sobrevivir extraneuralmente depende de las propiedades inmunolégicas de los
tejidos huésped (Muller y cols., 2014). Al respecto han sido propuesto varias hipotesis, el
acceso directo a través de los vasos durales a tejido extrameningeal que se considera el
camino mas probable en el desarrollo de metéstasis extraneural que potencialmente es
iniciada por una intervencion quirdrgica (Beauchesne y cols., 2000). La evidencia que apoya
este mecanismo de diseminacion metastasica se basa en el patron de siembra en los pulmones
y ganglios linfaticos, que son los érganos mas frecuentemente afectados, lo que sugiere rutas
hematoldgicas o rutas linfaticas. Pero en los casos de metastasis en ausencia de la
intervencion quirurgica, se sugieren otras posibles vias de diseminacion extracraneal de
GBM a través de la invasion directa de la duramadre y del hueso, y la migracion celular al
drenado ventricular (Maccauro vy cols., 2011). Ademas en apoyo a este mecanismo,
recientemente se han encontrado células tumorales circulantes en la sangre de 20% -39% de
los pacientes con GBM (Lombard vy cols., 2015). Estos nuevos hallazgos indican que estas
células tumorales tienen el potencial de extravasacion a través de la barrera hematoencefalica
y posteriormente sobrevivir en el torrente sanguineo a través de la evasion del sistema inmune
e invadir el sistema esquelético, esto podria ocurrir a través de la diseminacion hematdgena

de estas células (Muller y cols., 2014).

En pacientes diagnosticados con glioblastoma, los 6rganos afectados por metastasis
extraneurales incluyen la pleura y/o de los pulmones (60%), los ganglios linfaticos (51%),
huesos (31%), y el higado (22%) (Beauchesne y cols., 2000; Perryman y Erler, 2014). De los
casos de metastasis 6seas, la columna vertebral (73%), las costillas (23%), esternon (18 %),
y el craneo (14%), son los sitios mas comunes para que el GBM haga metastasis (Pasquier vy
cols., 1980; Longee vy cols., 1991). La edad media de los pacientes que se presentan con
cualquier metastasis extraneurales es de 40 afios (Blume vy cols., 2013). En la Tabla 2 se
resumen los datos demograficos y los resultados de los casos publicados por Goodwin y cols.,
(2016) que nos muestra 28 casos que fueron diagnosticados histolégicamente con metastasis
vertebral por GBM, siendo la proporcion hombre/mujer de 19:9, y la edad media de 38.4
afios en un rango de 11-63 afios; la edad media de los pacientes recién diagnosticados con

GBM: 54 afios. Ademas, la sobrevida global media de los casos con metéastasis vertebral es



26 meses aproximadamente en un tango de 1-96 meses, después de su primer diagndstico de

glioblastoma. De los 12 casos que se reportaron la sobrevida fue de 10 meses en un rango de

25 dias a 48 meses. Siendo el 32% de las metastasis localizada en columna torécica, 28.6%

anivel espinal, 17.9% en columna lumbar y 10.7% en columna vertebral cervical. Un 64.2%,

de los pacientes se sometieron a cirugia con terapia adyuvante (radioterapia, quimioterapia,

0 ambos) para el tumor intracraneal, mientras que el 57.1% de los pacientes no se sometieron

a ningun tratamiento para la metastasis espinal o se desconoce.

Numero Total con Metastasis
Espinal

Sexo, masculino, n (%)

Edad al primer, afios (rango)
Tiempo medio de metastasis para
metastasis espinal, meses (rango)*
Localizacién, n (%)

Cervical

Toracica

Lumbar

Multinivel

Desconocido

Tratamiento de GBM primario, n (%)

Sélo cirugia

Radioterapia y/o quimioterapia
Cirugia y terapia adyuvante
Sin tratamiento/ desconocido

Glioblastoma
(N =28)

19 (67.9)
38.4 (11-63)
26.4 (4-90)

3(10.7)
9 (32.1)
5(17.9)
8 (28.6)
3(10.7)

5(17.9)
1 (3.6)
18 (64.2)
4 (14.3)

Tratamiento de metastasis espinal, n (%)

Sélo cirugia

Radioterapia y/o quimioterapia
Cirugia y terapia adyuvante
Sin tratamiento/ desconocido
Sobrevida, n (%)

Pacientes con sobrevida conocida
Pacientes con sobrevida
desconocida

<3 meses de sobrevida

3-11 meses de sobrevida
12-23 meses de sobrevida
24-60 meses de sobrevida

>60 meses de sobrevida

0(0)
3(10.7)
9 (32.1)
16 (57.1)

25 (89.3)
3(10.7)

1(4)

6 (24)
11 (44)
4 (16)
3(12)

Tabla 2. Datos demograficos y los resultados de los casos publicados.

Todos los porcentajes se basan en el nimero total de pacientes, excepto para el porcentaje de sobrevida se basa
en pacientes con sobrevida conocida. Donde, GBM: glioblastoma multiforme y * Tiempo de metastasis espinal
no fue reportada en 18 estudios. Modificado de Goodwin vy cols., 2016.



1.2 Dolor

Mas de la mitad de los casos de metéstasis a nivel vertebral por GBM son clinicamente
silenciosas y las lesiones se descubren durante la exploracion o autopsia. Pero de los casos
sintomaticos, los pacientes con metastasis de cuerpos vertebrales por glioblastoma presentan
de manera comun dolor agudo o insidioso en la region del esqueleto axial afectados por el
tumor, y a menudo van acompafiados de un grado variable de paresis progresiva. Los
pacientes también informan la difusion del dolor a espalda, malestar difuso, rigidez y
debilitamiento, donde dichos sintomas, no se alivian con analgésicos (Goodwin vy cols.,
2016). Como resultado de la infiltracion a las vértebras, se puede producir inestabilidad
segmentaria, fracturas patoldgicas, deformidad de la columna, entre otras, dando lugar a un
aumento del dolor y/o déficit neuroldgico. El dolor axial se puede presentar con o sin
hiperestesia, dolor radicular o de otro tipo de sintoma neurologico periférico. Otros sintomas
incluyen pérdida de peso, disfuncion de la vejiga y/o del intestino. Los sintomas
generalmente empeoran causando paralisis. En algunos casos los hallazgos incluyen
hipercalcemia, creatinina alta, alta cantidad de glébulos blancos y niveles elevados de
nitrégeno (Goodwin vy cols., 2016). El dolor por cancer 6seo representa el dolor mas comun
en pacientes humanos con cancer avanzado, ya que los tumores mas comunes, incluyendo
canceres de mama, préstata y pulmaon, se presenta una notable propension a metastatizar hasta
el hueso (Guise, T. A., y cols., 2005; Mercadante, S. 1997).

El dolor aunque indeseable, presenta una estrategia adaptativa que protege de las
agresiones del medio externo y sin la presencia de las respuestas reflejas ante un estimulo
doloroso, se tendria desventaja para la supervivencia. Sin embargo, en algunas
circunstancias, el dolor deja de ser una sensacion benéfica para el organismo y se convierte
en si mismo en una patologia que debe ser suprimida para permitir al organismo sobrevivir
(Torres y col., 2003). El dolor es definido por la Asociacion Internacional para el estudio del
Dolor (IASP, por sus siglas en inglés, International Association for the Study of Pain) como
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con un dafio real o potencial al

tejido y que es descrita en términos de dicho dafio (Merskey, 1979).



Se distinguen 2 modalidades de dolor: 1) dolor interoceptivo que es de origen endogeno
o visceral, donde predomina el componente afectivo y la participacion emocional y 2) dolor
exteroceptivo en el cual el factor predominante es sensitivo y donde el componente

emocional no es tan notorio (Jones, 2001).

La experiencia de dolor se ha dividido en dos componentes (Melzack y Casey, 1968):
1) el componente localizante y discriminativo, que informa al paciente sobre la naturaleza,
intensidad, duracion y localizacion del dolor, que proporciona claves para el diagnéstico del
estado patoldgico que lo causa y 2) el componente afectivo y de alerta, que demanda la
atencion del individuo provocando una sensacion desagradable que motiva al aprendizaje de
la percepcién dolorosa, con el fin de suprimir las conductas que lo causaron (Hyman vy

Cassem, 1995); esta asociado con los reflejos motores de evitacion (\Woolf, 2004).

1.2.1 Nocicepcién

La nocicepcion es un término neurofisiologico que se refiere a los mecanismos
neuronales (deteccion y transmision de estimulos nocivos), por los que se detecta la
informacidn nociceptiva (Hyman y Cassem, 1995). En tanto que el término dolor involucra
la percepcion de un estimulo nocivo, lo cual refiere a la capacidad de abstraccion y la
elaboracion de impulsos sensoriales (Millan, 1999).

La nocicepcion se origina por la estimulacion y activacion de los receptores sensoriales
de alto umbral (nociceptores) que se encuentran localizados en la periferia y que detectan de
manera selectiva estimulos intensos o potencialmente dafinos. La propuesta de que hay
aferencias sensoriales que detectan especificamente los estimulos nocivos, se reporté por
primera vez por Charles Sherrington, "hay suficientes pruebas que indican que la piel esta
compuesta de una serie de terminaciones nerviosas cuya especialidad es ser susceptible a los
estimulos que provocan las lesiones de la piel... preferiblemente denominados nociceptores™
(Millan, 1999).
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1.2.2 Nociceptores

Los nociceptores constituyen el sistema nociceptivo, estos son terminaciones nerviosas
especializadas (figura 2), conocidas ademas como fibras aferentes primarias; estas
diferencian entre estimulos inocuos y estimulos nocivos, ya que pueden codificar la
intensidad del estimulo dentro de un rango de intensidades nocivas y, por otro lado, no

responden o lo hacen irregularmente a estimulos de baja intensidad.

Son terminaciones nerviosas libres, que presentan una serie de proteinas, muy variadas
y especializadas, que actian como receptores de esa informacidn nociceptiva y la trasmiten
al sistema nervioso central (SNC) por fibras nerviosas de tipo Ad y C. Estos receptores
pueden ser ionotrépicos (que modifican el transito de iones dentro y fuera de la neurona) o
metabotropicos (que ejercen su accion a través de la actuacion de cascadas de segundos
mensajeros). Por ejemplo, los receptores vaniloides, que codifican la informacion
relacionada con la temperatura y los cambios de pH, pertenecen al grupo de los receptores
ionotropicos, mientras que algunos receptores purinérgicos, es decir sensibles a la unién de

adenosintrifosfato (ATP), son metabotrdopicos (Goicoechea y Martin, 2006).

Nociceptor
Ganglio de Raiz Dorsal -

Asta Dorsal de la
. Médula Espina

Terminal Periférica AXON Cuerpo celular Terminal Central

Nervio periférico

Figura 2. Anatomia del nociceptor.

Los componentes operacionales del nociceptor incluyen una terminal periférica que inerva el tejido diana y
transduce los estimulos nocivos, un axén que lleva a cabo los potenciales de accion desde la periferia hasta el
sistema nervioso central, un cuerpo de la célula en el ganglio de raiz dorsal y una terminal central, donde la
informacion se transfiere a las neuronas de segunda orden en la sinapsis central (\Woolf y Ma, 2007).

Los nociceptores se pueden encontrar extensamente en piel, mucosas, membranas,
facias profundas, tejido conectivo de érganos viscerales, ligamentos, capsulas articulares,
periostio, musculos, tendones y vasos arteriales. Los receptores corresponden a terminales
nerviosas libres y representan la parte mas distal de las neuronas sensoriales aferentes de

primer orden que consisten de fibras de pequefio diametro, con poca mielina o mielinizadas,
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fibras Ad y C, respectivamente. Su campo receptor puede consistir de areas que se extienden
desde regiones puntiformes hasta regiones que midan varios milimetros en diametro, o en

mas de un sitio en territorios distales (Lynn, 1992).

Para transmitir la informacidn nociceptiva, los nociceptores tienen la capacidad de
distinguir entre estimulos inocuos y nocivos, (Hyman y Cassem, 1995), ya que poseen un
alto umbral de estimulacion y la capacidad de relacionar de manera directa la frecuencia de
descarga con la intensidad de estimulo detectado (Bessou vy Perl 1969).

Cuando se presenta un dafio tisular o inflamacién, se liberan del tejido dafiado
mediadores quimicos del dolor que pueden sensibilizar o activar a los nociceptores. Ademas
de responder, los nociceptores tienen la capacidad de liberar diferentes mediadores quimicos
por “activacion antidromica” entre ellos: la sustancia P, el péptido relacionado con el gen de

la calcitonina (CGRP) y el glutamato (Millan, 1999).

1.2.3 Clasificacion de los nociceptores

Los cuerpos celulares de las fibras aferentes cutaneas se encuentran en los ganglios de
la raiz dorsal (GRD). Estos se puede dividir en dos grupos principales segun el calibre del
axon y la mielinizacién: de gran diametro, fibras mielinizadas A y de pequefio diametro, las
fibras C amielinicas. Como consecuencia del calibre del axon y el estado de la mielinizacion,
los potenciales de las fibras A realizan una accion mucho mas rapida que las fibras C
(velocidad de conduccion de la fibra A = 1.2-40 m/s; velocidad de conduccion de las fibras
C =0.3-1.2 m/s) (Smith y Lewin; 2009).

Fibras A. Las fibras A se dividen en fibras AP y fibras Ad. Las fibras Ap tienen un diametro
grande y tiene una vaina de mielina espesa, son fibras que conducen muy rapidamente,
implicadas en la deteccion de estimulos mecanicos no nocivos. Las fibras Ad tienen un
diametro del axén algo mas pequefio y una vaina de mielina mas delgada, estos son los axones
de conduccion lenta y se clasifican como de bajo umbral (Lewin y Moshourab 2004).
Estudios en raton demostraron que algunos mecanonociceptores Ad son termosensibles, el
12% son sensibles al calor (umbral de ~ 42 °C) y 50% son sensibles a frio (umbral de ~ 8 °C;
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Cain vy col., 2001). También se ha reportado la activacion de mecanonociceptores Ad

humanos por temperaturas superiores a 45 °C (Adriaensen y col., 1980).

Las fibras C. Las fibras C no mielinizadas, que como los mecano-nociceptores Ag, terminan
en la piel como terminaciones libres, son mucho méas abundantes que las fibras A (Lewiny
Moshourab 2004). Las fibras C son generalmente activadas por estimulos nocivos, aunque
un conjunto de estas fibras se activan de manera inocua con estimulos <0.05 g; el resto de la
poblacién de fibras C son polimodales, es decir, que responden a estimulos nocivos de todo
tipo: mecénico, térmico y quimicos (&cido, por ejemplo), de manera de adaptacion lenta
(Bessou y Perl 1969).

Aproximadamente el 70% de las fibras C son activadas por calor nocivo con un umbral de
aproximadamente 40°C. Mientras que un porcentaje menor de fibras C responden a estimulos
nocivos frios (aprox. 10°C) (Cain vy col., 2001; Lewin y Moshourab 2004).

No todas las fibras C que codifican para estimulos nocivos, son polimodales, algunas se
activan exclusivamente por estimulos nocivos mecénicos, otras sélo por el calor, algunas por
estimulos mecanicos y calor y otros por estimulos mecanicos y frios, sin embargo, estos son

menores en comparacién con las fibras C polimodales (figura 3).
El Gltimo grupo de las fibras C identificado en los roedores y seres humanos se denomina

"sleeping "o "silent" debido a que estas fibras no son activadas por estimulos mecéanicos o

térmicos (Weidner y col., 1999).
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Figura 3. Tipos de fibras cutaneas en mamiferos

El % se refiere al nimero total de las fibras cutaneas. Algunas neuronas expresan canales idnicos, la activacion
produce sensaciones de calor/frio en lugar de frio/calor doloroso. Representado con un solo color sélo si es
posible transducir solo una clase de neurona caliente (rojo)/frio (azul). nf= fibras nerviosas; ms= vaina de
mielina; CV= velocidad de conduccién; VFT= Umbral en Von Frey; mN= mili-Newton; RAM=
mecanorreceptores de adaptacion rédpida; SAM= mecanorreceptores de adaptacion lenta; AM=
mecanonociceptores Ad; CM= mecanonociceptor C; CMH= mecanotermo receptores de calor C; CMC=
mecanotermo receptores de frio; CLT= fibras C de bajo umbral (Modificado de Smith y Lewin; 2009.).

1.2.4 Proceso de nocicepcion

La nocicepcion involucra la activacion de los nociceptores y comprende (figura 4):

1. Traduccidn: es la conduccién de los estimulos térmicos, quimicos y mecéanicos en
actividad eléctrica por las terminaciones de las fibras aferentes periféricas
(nociceptores).

2. Conduccion: es la conduccion de las sefiales hasta el sistema nervioso central (SNC).

3. Transmision: es el relevo de la informacién desde las fibras primarias sensitivas a
través del asta dorsal de la médula espinal, hasta estructuras cerebrales.

4. Modulacion: es la actividad neuronal que lleva al control de la via de transmision del
dolor.

5. Percepcidn: que se refiere al proceso por el cual los procesos anteriores interacttan
con la psique del individuo, para crear la experiencia emocional y; como tal subjetiva

que se percibe como dolor (\Woolf, 2004).
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Figura 4. Diversidad de neuronas somatosensoriales en la piel

La piel es inervada por neuronas somatosensoriales que proyectan a la médula espinal. Las fibras Ap las cuales
inervan células Merkel alrededor del vello, son receptores al tacto. Las fibras Ad y C incluyen termoreceptores
y nociceptores. Las fibras terminales Ad se encuentran en la dermis. Las fibras terminales C peptidérgicas y no
peptidérgicas en diferentes capas de la epidermis y tienen diferentes patrones de proyeccion hacia a la médula
espinal (Modificado de Lumpkin y Caterina, 2007).

Una vez estimulados los nociceptores, éstos inducen cambios en la carga eléctrica de
la membrana neuronal, lo que resulta en la propagacion del estimulo nervioso hasta el asta
dorsal de la médula espinal (figura 5y 6). Alli se libera glutamato, un aminoacido excitador
que se une a un receptor especifico, denominado AMPA y localizado en una neurona post-
sinaptica, que transmite la informacion hacia los centros superiores del SNC, hasta el tdlamo
y la corteza cerebral (Doubell y col., 1999). Desde estos mismos nlcleos superiores, se ponen
en marcha vias descendentes que llegan de nuevo al asta dorsal de la médula y liberan
sustancias enddgenas inhibidoras (fundamentalmente opioides y GABA). Estas sustancias
inhibidoras actan modulando la transmisién del estimulo, por un lado disminuyendo la
liberacion de glutamato y por otra hiperpolarizan la membrana de la neurona post-sinaptica.
También entran en juego unas interneuronas inhibidoras que, liberando también opioides
enddgenos, imitan y potencian el efecto inhibidor de las vias descendentes (Goicoechea v
Martin, 2006). En breve, esto explica fisiologicamente la teoria de la compuerta que
propusieron Melzack y col., en 1965. En la tabla 3 se muestra una serie de canales de
traduccion mecanosensorial y termosensorial en mamiferos donde se observa la gran

variedad de estos y su forma de activacion.
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Figura 5. Modulacién de la informacion nociceptiva en el asta dorsal de la médula espinal.

La flecha negra indica liberacién y las fechas punteadas indican la union a receptor. Glu: glutamato; 5-HT:
receptor hidroxitriptamina; W,8 y x: receptores opioides; o receptor adrenérgico; GABA: &cido gamma
aminobutirico; AMPA: receptor de glutamato; 1: liberacion de glutamato; 2: transmision a los centros
superiores; 3: liberacion de sustancias inhibidoras desde las vias ascendentes; 4: liberacién de sustancias
inhibidoras desde las interneuronas; 5: transmisién de la sefial modulada al SNC.
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Figura 6. Fisiopatologia del dolor.

Respuesta de los nociceptores al dafio agudo del tejido (como calentamiento de la piel), mediante la
transduccién de la energia de los estimulos por los receptores en las terminales nerviosas (como el receptor
TRPV1) o indirectamente a través de la activacion de los canales TRP en queratocitos (por ejemplo, TRPV3)
y/o la liberacién de moléculas intermediarias (como ATP), el cual a su vez actlia en receptores neurosensoriales.
Se ha observado que células inmunes participan en una parte del proceso. ASIC= canal idnico sensible a &cido;
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P2X= receptor purino inotrépico; P2Y= receptor pirimidinérgico acoplado a una proteina G; canales TRP:
TRPA1L, TRPMS, TRPV3 (Marchand y col., 2005).

Propuesto .
o - ara la ) . Rango de Neurona §enson_al 0
Identificacion Familia para Activadores adicionales expresion en piel
modalidad temperatura
fisica:
TRPAL TRPA Termicoy Isatiocianatos, Ca*, Icilin <18°C Fibras C
mecénico
TRPC1 TRPC Mecénico Receptor-procesador n.a. Neuronas_
mecanosensoriales
TRPM8 TRPM Térmico Mentol, icilin <28°C Fibras C
P Capsaisina, protones, .
TRPV1 TRPV Eimﬁ';gg endocanabinoides, 542°C Flttj)(gfeiti(r:]gcﬁ(i
compuestos difenil Q
Térmico, ] .
TRPV2 TRPV osmotico y Compuestos difenil >52°C Fibras ﬁ%ﬁi’:elum
mecanico
TRPV3 TRPV Térmico Alcamfor, carvgcrql y >34-39°C queratinocitos y fibras C
compuestos difenil
TRPV4 TRPV Termllc_o y PUFA_s,_ 4aPD]_), ac_:ldos 527-34°C Queratlno_c:ltos, células
osmético epoxieicosatrienoicos Merkel, fibras C y A
Mecénico .
ASIC1 DEG/ENaC (tactil) Protones n.a. Fibras A, A5y C
ASIC2 DEG/ENaC M(igsg;)c ° Protones n.a. Fibras AB y Ad
Mecénico
ASIC3 DEG/ENaC (tactil y Protones n.a. Fibras AR y Ad
nociceptor)
Canales de K* Térmico y . . 5
TREK-1 op mecanico Lipidos y protones n.a. Fibras A3, Cy AB?

Tabla 3. Canales de traduccién mecanosensorial y termosensorial en mamiferos.
(Modificado de Smith y Lewin; 2009) n.a.: no aplica, PUFAs: 4aPDD: DEG/ENaC:

1.2.5 Tipos de dolor

El dolor nociceptivo se produce por una alarma mediada por neuronas sensoriales
primarias de alto umbral amielinicas C o mielinicas finas Ad que alimentan las vias
nociceptivas del SNC (Woolf y Ma, 2007). Estas neuronas nociceptivas expresan
transductores especializados, canales i6nicos principalmente canales de potencial transitorio
(TRP, por sus siglas en inglés, Transient receptor potential channel), sintonizados para
responder a estimulos intensos térmicos o mecanicos, asi como mediadores quimicos

exogenos y enddgenos (Dhaka y col., 2006).

Para que el dolor nociceptivo favorezca su funcion protectora, la sensacion debe ser tan
desagradable que no pueda ser ignorada. Este se produce en respuesta a estimulos nocivos y
sigue so6lo en la presencia sostenida de los estimulos nocivos. Nos alerta a los estimulos

externos, como pinchazos o calor excesivo, y los estimulos internos, tales como isquemia del
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miocardio en pacientes con enfermedad de la arteria coronaria. Ciertas enfermedades pueden
generar estimulos nocivos recurrentes o permanentes que producen el dolor nociceptivo
cronico. Un ejemplo es la osteoartritis: la carga de peso normal en presencia de la
deformacion mecénica de la articulacion puede producir la fuerza suficiente para activar los

mecanorreceptores de alto umbral sinovial (Torres y col., 2006).

Existe pérdida de la nocicepcion como en los trastornos hereditarios asociados con
insensibilidad congénita al dolor, que conduce a las lesiones repetitivas y automutilacion
involuntaria, lo que ilustra la funcion de gran capacidad de adaptacién del dolor nociceptivo
(Costigan y col., 2009).

Mientras tanto el dolor inflamatorio se produce en respuesta a la lesion tisular y la
respuesta inflamatoria posterior. Para ayudar a la cicatrizacion y reparacion de la parte
lesionada del cuerpo, el sistema nervioso sensorial se somete a un profundo cambio en su
capacidad de respuesta; estimulos normalmente inocuos ahora producen dolor y las
respuestas incrementadas a estimulos nocivos y prolongadas (Juhl y col., 2008). En la zona
inflamada y en la zonas contiguas no inflamadas se produce intensificacion de la sensibilidad
como resultado de la plasticidad de los nociceptores periféricos y vias centrales nociceptivas
(Huang vy col., 2006). Debido a que el sistema del dolor después de la inflamacion esta
sensibilizado, no acta como un detector de estimulos nocivos, pero si puede ser activado por
estimulos inocuos de bajo umbral. Tipicamente, el dolor inflamatorio desaparece después de
sanar la lesion tisular inicial. Sin embargo, en trastornos crénicos como la artritis reumatoide,

el dolor persiste durante el tiempo que la inflamacién esta activa (Michaud y col., 2007).

Por otra parte, otros dos grandes tipos de dolor, el dolor neuropéatico y un grupo de
sindromes clinicos que pueden ser llamados dolor disfuncional, son desadaptativos en el
sentido de que el dolor no protege ni apoya la curacién y reparacion (Baliki y col., 2008). En
cambio, estos sindromes de dolor son causados por un mal funcionamiento del sistema
somatosensorial en si mismo, y esta anomalia puede ser considerada como una enfermedad
(Costigan y col., 2009).
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El Grupo de Interés Especial del Dolor Neuropético, por sus siglas en inglés: IASP
[Special Interest Group on Neuropathic Pain (NeupSIG)] define al dolor neuropético como
el dolor causado por lesion directa o enfermedad que afecta al sistema somatosensorial. En
esta definicion la palabra “enfermedad” reemplaza a “disfuncion”, con la intencion de
referirse a procesos patologicos especificos, como por ejemplo, inflamacién, condiciones
autoinmunes o canalopatias; mientras que la palabra “lesion”, se refiere a un dafio micro-0
macroscopicamente identificable (Gomez-Barrios, 2007). En este caso el dolor deja de ser
una sefial fisiologica asociada a la busqueda de proteccion, perdiendo su condicién
adaptativa, para convertirse en un estado patoldgico, que involucra una serie de elementos
que facilitan su generacién y persistencia en el tiempo (Gomez-Barrios y cols. 2009). Son
ejemplos de dolor neuropatico la neuralgia del trigémino (Zakrzewska y Patsalos, 2002), la
neuropatia diabética, la neuralgia post-herpética (Mielki vy col.,, 2005), las
monorradiculopatias (Jensen y col., 2007), el dolor neuropatico inducido por radiaciéon y
quimioterapia (Caraceni y col., 2004), el dolor de miembro fantasma (Smith y col., 2005), y
el llamado sindrome doloroso regional complejo (van de Vusse y cols., 2004), entre otros.

El dolor disfuncional ocurre en situaciones en las que no existe un estimulo nocivo
identificable, ni ninguna inflamacion detectable o dafios en el sistema nervioso. No esta claro
en la mayoria de los casos, las causas de la manifestacion o la persistencia del dolor
disfuncional. En condiciones como la fibromialgia, el sindrome del intestino irritable y la
cistitis intersticial, el dolor parece ser resultado de una amplificacién de las sefales
nociceptivas autonomas dentro del SNC (Staud y Rodriguez, 2006). Con un balance alterado
de la excitacion y la inhibicién en los circuitos centrales (Julien y col., 2005), donde el
procesamiento sensorial alterado puede ser detectado por técnicas de imagen funcional
(Staud y col., 2008). Los sindromes disfuncionales del dolor comparten algunas
caracteristicas del dolor neuropatico: la sumacién temporal con una acumulacion progresiva
de dolor en respuesta a estimulos repetidos (windup), difusion espacial y reduccién de los
umbrales del dolor (Staud y col., 2007). La eritermalgia primaria y el trastorno de dolor
extremo paroxismal que son causados por mutaciones, por un aumento en la funcién en el
canal de sodio dependiente de voltaje Navl.7 (Drenth v Waxman, 2007), pueden ser

consideradas mediadas por dolor disfuncional. Estas mutaciones son canalopatias
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hereditarias del sistema nervioso periférico, que causan dolor por la actividad ectopica de las
neuronas sensoriales primarias debido al aumento de excitabilidad de la membrana en

ausencia de lesiones axonal o desmielinizacién.

1.2.6 Mecanismos que comparten el dolor inflamatorio y dolor neuroético

Mientras que el dolor nociceptivo presenta las siguientes caracteristicas: 1) no
presenta lesion del sistema nervioso o inflamacion, 2) el dolor es evocado por un estimulo de
alta intensidad (nocivo), 3) es adaptativo, 4) protege ante un dafio potencial, 5) se activa ante
estimulos fisiol6gicos: mecéanico, térmicos y dafio quimico, 6) de manera clinica se detecta
en patologias como Osteoartritis, dafio de algin érgano, entre otros. El dolor inflamatorio
se debe a la inflamacion: 1) es un dolor evocado por estimulos normales y estimulos nocivos,
2) también se presenta de manera espontanea, 3) debido a estimulos de alta o baja intensidad,
se presenta con ampliacion sensorial, 4) es reversible y adaptativo, 5) genera proteccion, 6)
produce hiperalgesia durante la curacién, 7) presenta amplificacion periférica y central, y 8)
estimula los componentes del Sistema Inmune (SI) en la periferia: células cebadas,

macrofago, granulocitos y neutréfilos.

El dolor neuropéatico se produce por una lesion de sistema nervioso o por
enfermedad, generando respuesta neuroinmune. Se presenta el dolor evocado por un estimulo
de alta y baja intensidad, tambié, de manera espontanea. Produce ampliacién sensorial, no es
adaptativo y persiste regularmente, manteniendo una amplificacion periférica y central
anormal, dependiente de la lesion o enfermedad, y una interaccion neuroinmune en la
periferia y en el SNC. Cuando se produce por lesion o enfermedad a nivel SNC se genera
algin trauma, o un dafio en la médula espinal, entre otros. Cuando se produce lesién o
enfermedad a nivel sistema nervioso periférico (SNP) se genera por trauma de nervio,
neuropatias metabdlicas y toxicas, herpes Zoster, VIH, entre otros (Costigan y cols., 2009).

Todo lo anterior se resume en la figura 7.
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Figura 7. Dolor nociceptivo, inflamatorio y neuropético
Donde en el eje de las ordenadas se muestra la intensidad de dolor, y en el eje de las abscisas la duracion de la
respuesta, dependiendo del estimulo que se aplico, modificado de Costigan y col., 2009.

1.3 Dolor inducido por cancer

El dolor inducido por cancer es una condicion patoldgica donde prevalecen dos
mecanismos de dolor, el dolor inflamatorio y el dolor neuropatico, y presenta la union de
varios sintomas resultantes de estas condiciones, ademas de sus propios signos, es una de las
complicaciones mas frecuentes en los pacientes con cancer, de hecho, se presenta en el 68%
de todos los pacientes en estado avanzado, metastasico o enfermedad terminal (van den
Beuken-van Everdingen vy cols., 2007). Aproximadamente, 60-84% de los pacientes que

padecen cancer con metéstasis dsea, desarrollan dolor éseo (Coleman, 1997).

El dolor 6seo inducido por cancer, es generalmente es descrito de caracter sordo, que
se presenta de manera constante y aumenta gradualmente en intensidad con el tiempo (Dy v
col., 2008). Si el cancer continda disceminandose dentro de los huesos, puede emerger un
segundo tipo de dolor de cancer conocido como dolor incidental o irruptivo (Mercadante,
1997). Dolor incidental o irruptivo, se describe como una llamarada transitoria del dolor
extremo superpuesto sobre un patrén de dolor estable en los pacientes tratados con
analgesicos (por lo general opioides) (Casuccio y col., 2009). Este dolor puede ocurrir
espontaneamente, por el movimiento, la carga de peso del 6rgano tumoral o por el tejido

(Mercandante vy col., 2004). Debido a que el dolor irruptivo es frecuentemente agudo, con
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aparicion impredecible, éste puede ser grave, debilitante y dificil de controlar totalmente
(Coleman, 1997).

El dolor 6seo inducido por cancer representa cambios neuroquimicos unicos de otros
estados de dolor cronicos, como dolor inflamatorio o neuropatico. El hueso mismo esta
inervado con fibras AP, Ad y C (Mach y cols., 2002). La mayoria de los tumores humanos
que surgen en el hueso carecen de fibras nerviosas detectables dentro de la masa tumoral o
hueso periférico en estrecha proximidad (O’Connell y cols., 1998). EI ambiente acido y la
secrecion de sustancias, tales como factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas, de las
propias células tumorales estimula a los nociceptores aferentes primarios cercanos y se
induce el dolor (Mundy, 1990).

Estudios en humanos indican que el microambiente tumoral causa un remodelado
anormal de fibras nerviosas sensoriales cercanas, percibidas como dolorosas por los pacientes
(Black y cols., 2008). En un modelo de raton se observo que el tumor no se inerva (Sevcik y
cols., 2005), los cambios ocurren en el periostio que rodea la matriz extracelular del hueso.
El periostio expresa péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y sustancia P
(SP), neuropéptidos expresados por un subgrupo de pequefias neuronas en DRG, trigeminal
y ganglios vagales. Estas pequefias neuronas que expresan CGRP y SP responden a insumos
nocivos, térmicos o viscerales y se describen como peptidérgicas (Stucky y Lewin, 1999).
En animales Naive, las fibras de CGRP y SP se encuentran en el hueso mineralizado, en la
médula y el periostio. De estos tres tejidos, el periostio contiene las mayores cantidades de
CGRP y SP (Sevcik y cols., 2005). El cancer de sarcoma, prostata y mama inducen el brote
ectdpico de las fibras nerviosas sensoriales y la formacion de neuroma como caracteristicas
en el periostio. Estas fibras nerviosas sensoriales nociceptivas que inervaban el hueso se
encuentran reorganizadas y aumentan su densidad en comparaciéon con los de animales
control (figura 8) (Mantyh y cols., 2010).
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Vaso sanguineo

Figura 8. Organizacién general y patrén de inervacion sensorial del esqueleto.
(Moadificado de Mantyh, 2014).

Los modelos preclinicos han demostrado que los estimulos nociceptivos son liberados
de las propias células tumorales o de un nimero de diferentes células inmunitarias asociadas
al tumor dentro del microambiente 6seo. Una fuente adicional de protones y proteasas incluye
a los osteoclastos. Los modelos preclinicos predicen que tales estimulos nociceptivos pueden
actuar directamente para causar dolor a través de canales ionicos sobre las fibras nociceptivas
0 pueden actuar a través de segundos mensajeros resultando en la sensibilizacion e

incremento de la excitabilidad de la fibra nociceptiva dentro y alrededor del hueso (figura 9).

23
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Figura 9. Mecanismo del dolor inducido por cancer.

Diagrama de una fibra nociceptiva que inerva el microambiente dseo demostrando una serie de estimulos
nociceptivos que actdan a través de sus receptores que pueden causar dolor de cancer dseo. H+ = proton; NO =
oxido nitrico; O2 = superoxido; ONOO = peroxinitrato, LPA = 4cido lisofosfatidico; Glu = glutamato; MCP-1
= proteina monocito quimioatractiva 1; MIP-1a = proteina macrdfaga inflamatoria-1a; IL-6 = interleucina-6;
TNF o = Factor de necrosis tumoral-a; IL-1f = interleucina-1p; TGF-B = Factor de crecimiento transformante-
B; NGF= factor de crecimiento nervioso; BDNF = factor de crecimiento neutrofico derivado; NT-3
=neurotrofina-3; ASIC1= canal i6nico sensible a &cido-1; ASIC3 = canal i6nico sensible a acido-3; TRPV1 =
receptor de potencial transitorio de la subfamilia V1 (canal catibnico); NMDAR = receptor N-metil-D-
aspartato; AMPAR = receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazolepropionico; receptores TrkA, B, &
C = receptores tirosin cinasa A, B & C; ETAR = receptor A de endotelina; B2R = receptor 2 de bradicinina;
EP2 = receptor de prostaglandina E2; ET-1 = endotelina 1; BK= bradicinina; PGE2= prostaglandina E2; Nav
1.7-9 = canales idnico dependientes de voltaje 1.7-9. Modificado de Jiménez-Andrade y cols., 2010; Lozano-
Ondoua y col. 2013.
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1.3.1 Implicaciones clinicas

El origen del dolor asociado con los tejidos éseos ha sido un tema polémico. Los
estudios iniciales sefialaron que la estimulacién mecanica directa y nociva del periostio
produjo percepciones dolorosas en sujetos humanos (Inman y Saunders, 1944). En la
literatura el dolor 6seo generalmente no se percibe a menos que el periostio esté implicado (
Mach vy cols., 2002). EI dolor del periostio se describe a menudo como agudo y bien
localizado y ocurre por ejemplo con fracturas lo suficientemente significativas como para
impactar en el periostio (Santy y Mackintosh, 2001). Sin embargo, la inyeccion de irritantes
en la cavidad medular es también muy dolorosa, al igual que la aspiracién con aguja de la
médula 6sea, y este dolor es distinto al asociado con la disrupcion del periostio (Niv y cols.,
2003). Ademas, los pacientes perciben a menudo el dolor éseo en patologias relacionadas
principalmente con la médula dsea que no tienen una afectacion periostial evidente (Arnoldi,
1990). En estos casos, el dolor se describe a menudo exclusivamente como constante, difuso
y dificil de localizar. El dolor inducido por el cancer de hueso cae dentro de esta Ultima
categoria, y por lo general consiste en dolor profundo que se describe como constante, difuso
y aumenta en intensidad con el tiempo (Honore y Mantyh, 2000a; Haegerstam, 2001).
Ademas, los pacientes con cancer de hueso suelen reportar otro dolor mas intenso al moverse
0 soportar peso (dolor de avance) (Portenoy vy cols., 1999). Por lo tanto, parece que tanto el
periostio como la cavidad medular de los huesos deben ser inervados por neuronas aferentes
primarias capaces de transducir y transmitir informacion nociceptiva. Estas neuronas
aferentes de hueso proporcionan al sistema nervioso central informacién que provoca dolor
primario que surge del hueso. La patologia en el hueso también puede producir sensibilidad
a la estimulacién normalmente no dolorosa (alodinia) y/o mayor sensibilidad a la
estimulacion nociva (hiperalgesia) de la piel alrededor del hueso o huesos involucrados o
incluso de la piel en sitios distantes. Esto se describe a menudo como dolor secundario o
referido, y probablemente refleja la sensibilizacion de las neuronas aferentes cutaneas y/o sus
proyecciones centrales (Ren y Dubner, 1999). La sensibilizacion implica una mayor
excitabilidad (reduccién del umbral de estimulo para la activacion y/o una mayor frecuencia
de descarga de potencial de accidn) de las neuronas sensoriales periféricas y centrales

(Nencini y lvanusic, 2016).
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1.3.2 Fisiopatologia de dolor éseo

Las células de cancer interactuan directa o indirectamente con los nociceptores en la
médula 6sea mediante la secrecion de mediadores quimicos, tales como prostaglandinas,
factor de crecimiento nervioso, endotelinas y bradicinina; las células cancerosas también
interacttan con células inflamatorias, tales como macréfagos y células cebadas dentro de la
lesion metastasica, asi mismo secretan mediadores quimicos que conducen al dolor de huesos
(Jiménez-Andrade y cols., 2010).

Una vez que las células cancerosas llegan al hueso, interfieren con la homeostasis y la
remodelacion dsea. Los osteoclastos resultantes pueden desmineralizar y destruir regiones
del hueso con inervacion del nervio periférico, causando dolor 6seo (Peters vy cols., 2005).
Ademas, el proceso de destruccion dsea conduce a un ambiente &cido, estimulando més dolor
a través de canales de deteccion de pH (Yoneda y cols., 2015). Por lo tanto, el blogueo de las
interacciones entre los mediadores quimicos y sus receptores en los nociceptores periféricos
o la osteoclastogénesis puede prevenir el dolor, usando ambas estrategias analgésicas para el
dolor 6seo inducida por cancer (Jiménez-Andrade y cols., 2010; Mantyh, 2014).

En cuanto a la deteccién del estimulo doloroso por el periostio, las grabaciones
electrofisiologicas de las neuronas sensoriales tanto en el periostio como en la médula ésea
han confirmado que ambos contienen nociceptores que pueden proporcionar al SNC
informacion sobre el dolor 6seo. El periostio (pero no la médula 6sea) también esta inervado
por neuronas que tienen propiedades que se sugieren pueden ser receptores de sensibilidad
inofensiva (no dolorosa), aunque no esta claro si esta Gltima es relevante para los estimulos
aplicados al hueso. So6lo hay pruebas limitadas de que las neuronas aferentes del hueso
periférico pueden ser sensibilizadas o que pueden ser activadas por mdltiples tipos de
estimulos y en la actualidad, s6lo existe en parte, para las unidades periostiales. En SNC, esta
claro que las neuronas del asta dorsal de la médula espinal pueden ser activadas por estimulos
nocivos aplicados al hueso. Algunos pueden ser sensibilizados en condiciones patologicas y
pueden contribuir a hiperalgesia secundaria o dolor referido asociado con patologia dsea

(Nencini y lvanusic, 2016).
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1.3.3 Tratamiento

El dolor 6seo metastasico es el sindrome de dolor mas comun en los pacientes con
cancer y hasta el 50% de los pacientes reportan que el dolor no ha sido correctamente tratado
actualmente (Mantyh v Hunt, 2004). EI manejo del dolor 6seo con analgesia convencional se
basa en los mecanismos que median el dolor 6seo son similares a los que median el dolor en
otros sistemas tisulares, y por lo tanto, pueden ser dirigidos con terapias similares. Los
opiéceos y los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) se usan generalmente para
tratar el dolor leve a intenso, pero el uso terapéutico para el dolor éseo estd limitado por
efectos secundarios indeseables incluyendo sedacidn, depresion respiratoria, tolerancia al uso
prolongado, riesgo de adiccion, gastrointestinal, efectos adversos y toxicidad renal, entre
otros. Todo esto ocurre con el uso prolongado del tipo requerido para tratar el dolor
persistente en condiciones tales como osteoartritis, osteoporosis y cancer de hueso. Los
AINEs y el uso de analgesia opiacea en el tratamiento del dolor 6seo se complican ain mas
debido a los efectos no deseados significativos sobre la remodelacion/cicatrizacion 6sea
(Bove y cols., 2009; Pountos vy cols., 2012). Otros agentes que inhiben la actividad de los
osteoclastos (por ejemplo, la osteoprotegerina) o que actlan reduciendo los procesos
inflamatorios (por ejemplo, los anticuerpos que bloquean la funcion del factor de crecimiento
nervioso) producen una analgesia significativa en modelos animales de dolor inducido por
cancer de hueso y fractura (Jiménez-Andrade y cols., 2007). Estos ejercen principalmente
efectos en la periferia y estan dirigidos a las causas del dolor éseo. Sin embargo, pueden tener
efectos secundarios significativos relacionados con la remodelacion dsea y/o destruccion
6sea gque han limitado su potencial terapéutico (Holmes, 2012; Seidel y cols., 2013). Existe
una clara necesidad de encontrar estrategias alternativas para tratar el dolor 6seo que no
impliquen el uso de AINEs u opioides y estan dirigidas mas especificamente a los
mecanismos neuronales o inflamatorios que generan y/o mantienen el dolor (Nencini vy
Ivanusic, 2016).

Un objetivo importante de la investigacion del dolor asociado a cancer es el desarrollo
de terapias analgésicas que sean eficaces y tengan menos efectos secundarios que los
analgeésicos actuales, es por esto que es necesario el desarrollo de modelos animales donde

dichas terapias puedan ser probadas. Estas herramientas farmacoldgicas nos ayudan al
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estudio de esta patologia y sus implicaciones, la incorporacion de estos avances en la terapia
del cancer tiene el potencial de mejorar significativamente la calidad de vida y el estado
funcional de ambos, el paciente y el cuidador (Mantyh vy col., 2013).

En la actualidad, el dolor por cancer de hueso se gestiona en gran medida con una
escala 0 “escalera” analgesica que fue reportada originalmente por la OMS en 1986. Esta
inicia con: 1) medicamentos AINEs, 2) la transicion a AINE mas un opiaceo suave, y
finalmente, cuando el dolor es severo, 3) un AINE mas un opiaceo fuerte. Ademas de esta
escalera de 3 pasos, para controlar el dolor del cancer son comunmente utilizadas otras
terapias adyuvantes incluyendo radioterapia, radioisdtopos, bloqueo nervioso, lesiones
nerviosas, antiepilépticos (por ejemplo, gabapentina, carbamazepina), antidepresivos (por

ejemplo, amitriptilina, imipramina), y los esteroides (Desandre & Quest, 2009).

El escalon 1 de la escalera para aliviar el dolor se refiere al dolor suave. Los pacientes en esta
categoria reciben, si los necesitan, analgésicos sin opioides, como acetaminofén
(paracetamol), medicamentos antinflamatorios no esteroides o un analgésico adyuvante. En
el escalon 2, se trata a los pacientes que experimentan dolor leve a moderado que ya estan
tomando un analgésico sin opioides, con un analgésico adyuvante o sin este, pero que siguen
sintiendo que su analgesia es precaria. Las sustancias en este escalén son tramadol y
productos de acetaminofén que contienen hidrocodona, oxicodona y codeina. En el escalon
3 se trata el dolor moderado a intenso con analgésicos fuertes. Los opioides de este escalon
son morfina, hidromorfona, fentanilo, levorfanol, metadona, oximorfona y oxicodona. En un
ensayo aleatorizado de una dosis baja de morfina versus opioides débiles para tratar el dolor
moderado del cancer, indica que es aceptable eludir los opioides débiles y pasar directamente
a los opioides fuertes (sustancias del escalén 3) para los pacientes con dolor de cancer
moderado. Pacientes asignados al azar al grupo de dosis bajas de morfina experimentaron
una disminucion mas frecuente y mayor de la intensidad del dolor; con una tolerancia
aceptable y un efecto mas rapido (Bandieria y cols., 2016). Para su uso inocuo Yy eficaz es
necesaria la familiaridad con las caracteristicas farmacocinéticas de los opioides, su
dosificacion equianalgésica y sus efectos adversos. La analgesia Optima exige el uso

apropiado de las intervenciones farmacologicas adyuvantes y de otro tipo (NCI, 2017).
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La relativa ineficacia de los tratamientos actuales refleja el hecho de que las terapias
no han cambiado por décadas. En gran parte debido a los efectos secundarios asociados al
tratamiento; por ejemplo, se ha reportado que el 45% de los pacientes con cancer tienen
insuficiente e inadecuado tratamiento farmacologico para controlar el dolor (Mantyh vy col.,
2002).
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Antecedentes

2.1 Clasificacién de los Modelos de dolor inducidos por cancer

Los primeros modelos animales desarrollados para estudiar el dolor inducido por

cancer fueron de tumores 0seos primarios y metastasicos. Este avance fue seguido por el

desarrollo de modelos de dolor de cancer no 6seo que imitan otros tipos de lesiones malignas,

incluyendo cancer de pancreas y carcinoma de células escamosas, asi como neuromas

benignos, pero dolorosos. Ademas, se han desarrollado modelos de dolor inducido por cancer

en animales que replican el dolor causado por la invasioén tumoral de los nervios periféricos

y el dolor producido por la neuropatia periférica relacionada con la quimioterapia.

Finalmente, los tumores naturales que surgen espontaneamente en animales se estan

utilizando como modelos méas naturales de dolor por cancer (tabla 4) (Pacharinsak y Beitz,

2008).

Modelo de
Dolor debido:
Invasion de
nervios
periféricos

Quimioterapia
relacionada con
neuropatia
periférica.

Cancer
espontaneo

Cancer no
localizado en
hueso

Cancer
localizado en
hueso

Especie
(subespecie)
Raton macho BALB/c

Rata (Sprague Dawley)

Raton (CD1,ddY,C3H/He,
C57BL/6, 129P3, A, AKR,
C57BL/10, CBA, DBA/2, RIIIS,
SM, BDF1)

Rata (Sprague Dawley, Wistar,
Dark Agouti)

Rata (Sprague Dawley, Wistar,
CD1, Dark Agouti)

Perro

Rata (Sprague Dawley)

Raton

Perros

Gatos

Raton transgénico

Ver tabla 5.

Tabla 4. Modelos animales de dolor por cancer.
Modificado de Pacharinsak y Beitz, 2008.

Inducido por:

Implante de:

Células de Fibrosarcoma y Sarcoma MethA
- Cerca del nervio ciatico

Administracion de:

IV vincristina

IP paclitaxel

IP paclitaxel
IP cisplatina

Osteosarcoma
Otro tipo de cancer

Tumores localizados
Cancer pancreatico: desarrollado por

regulacion a la alta del antigeno T del virus
del simio 40 L.
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2.1.1 Modelos de dolor por cancer en hueso

El principal reto en la comprension del mecanismo del dolor inducido por cancer fue
el desarrollo de un modelo animal de dolor, que mostrara caracteristicas similares al dolor de
hueso inducido por cancer en humanos. El sintoma mas comun en el cancer 6seo es el dolor
0seo, que se vuelve mas grave a medida que crece el tumor y produce remodelacion ésea. El
tipo de dolor es dificil de tratar con terapias estandar, por lo tanto se requiere de modelos
animales que imitan el dolor y la remodelacion ésea. Los modelos animales de dolor por
cancer 0seo comparten muchas caracteristicas que se producen en las condiciones de cancer

6seo en humanos, incluyendo el dolor y la remodelacion 6sea (Pacharinsak y Beitz en 2008).

Estos modelos de dolor de cancer de hueso se basan en la inyeccién intramedular de
las células cancerosas directamente en el hueso. En consecuencia la ubicacion del tumor 6seo
resultante puede ser cuidadosamente controlada, a diferencia de la administracion sistémica
o letal de células tumorales. Ademas, estos modelos permiten facil evaluacién del
crecimiento del tumor en tiempo, asi como iméagenes radiograficas, observacion de
destruccion dsea, evaluacidn de cambios histopatoldgico, analisis conductuales especificos y
evaluacion de cambios neuroquimicos y neuroanatémicos que se producen en el sitio del
tumor, DRG, dentro de la médula espinal y otros niveles del SNC (Pacharinsak y Beitz en
2008).

El primer modelo in vivo de destruccién 6sea inducida por cancer implico la inyeccion de
células de leucemia plasmatica humana en vena de la cola de ratones con inmunodeficiencia
combinada severa (SCID), resultando el desarrollo de enfermedad 6sea similar al mieloma
maultiple. Encontrando células de mieloma infiltrando en 6rganos como: higado, bazo, huesos
largos y a nivel vertebral. Causando paralisis de la extremidad trasera. Pero el grado de
metastasis en este modelo no permitié una evaluacion localizada de los comportamientos

nociceptivos (Alsina y cols., 1996).

Otro modelo de dolor inducido por inoculacion de células de sarcoma en fémur de raton

produjo destruccidn 0Osea, se correlacionaron los signos conductuales del dolor, cambios
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neuroquimicos en la médula espinal y las neuronas aferentes primarias. Ademas de
correlacionar el dolor espontaneo y el dolor evocado con la sensibilizacion de las neuronas
aferentes primarias. Encontrandose que la médula espinal se reorganiza de una manera
similar a la sensibilizacion central observada en otros estados de dolor cronico, incluso en
la hipertrofia de astrocitos (Sevcik y cols., 2005). Estos datos sugieren que los cambios en
la actividad astrocitica en la médula espinal son caracteristicas Unicas del dolor 6seo
inducido por cancer (Lozano-Ondoua y col. 2013).

Pacharinsak y Beitz en 2008, publicaron una revision en la que reportan varios modelos
para el desarrollo de modelos animales de dolor inducidos por cancer. Se han empleado varias
especies, subespecies, diferentes lineas celulares: carcinoma de glandula mamaria, préstata,
sarcoma, fibrosarcoma, adenosarcoma de colon, entre otros. La inoculacion celular en varias
partes del sistema dseo: fémur, calcaneo, humero, region intraplantar, tibia, entre otros
Mostrando la investigacion de nuevas y mejores herramientas para el alivio de diferentes
patologias (Tabla 5).
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Especie

Ratén

Raton

Ratén

Raton

Ratén

Raton
Ratén
Rata
Rata
Rata

Rata

Subespecie

C3H/He; C3H/HeJ;
B6C3-Fe-a/a;
C3H/HeNCrl; nude
(nu/nu)

C3H/He; B6C3fe/1

C3H/He; B6C3fe/1)

C3H-SCID; C3H/HeJ

Swiss CD1

C3H/HeJ

C3H/HeJ

Sprague Dawley; Wistar
Sprague Dawley
Copenhagen

Nude (nu/nu)

Tipo de Céancer

Sarcoma

Fibrosarcoma

Melanoma

Fibrosarcoma

Melanoma

Osteosarcoma

Sarcoma

Melanoma

Adenosarcoma de colon
Células de cancer de mama 4T1
Virus Rous Sarcoma XC-
fibroblastos de rata transformados
(células XC)

Sarcoma

Hepatosarcoma

Sarcoma

Células de carcinoma de glandula
mamaria (MRMT1), Walker 256
Células de carcinoma de glandula
mamaria (MRMT1)

Células de cancer de prostata
(AT3.1, R3327)

Células de cancer de mama
(MDA-MB231)

Cancer de prostata humano
(CWR22)

Tabla 5. Modelos animales de dolor por cancer en hueso

Modificado de Pacharinsak y Beitz, 2008.

Localizacion

Fémur

Calcaneo

Hdmero

Fémur

Region Intraplantar

Tibia

Region intraplantar,
musculo y dorso de
la pata.

Tibia

Region intraplantar
Tibia

Tibia

Arteria Femoral

De manera importante se ha reportado que las lesiones producidas en los modelos de

dolor inducido por cancer y/o modelos de metastasis 6seas también dependen de la linea

celular que se inocule. Por ejemplo, no todos los tipos de cancer generan una misma lesion,

ya que pueden producir un lesion de tipo osteolitica, osteoblastica y mixta (Fernandes y cols.,
2016) (tabla 6).
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Tumor primario Origen

Linea celular

Tipo de lesion

Mama Raton Met-1 Osteolitica
4T1 Osteolitica
Rata ENU1564 Osteolitica
MRMT-1 Osteolitica/Osteblastica
Humana MDA-MB-231 Osteolitica
MDA-MB-435 Osteolitica
MCF-7 Osteolitica/Osteblastica
MCF7-Neu Osteblastica
Zr-175-1 Ostebléstica
Prostata Canino DCP-1 Osteolitica/Osteblastica
Ace-1 Osteolitica/Osteblastica
Leo Osteolitica
Probasco Ostebléastica
Rata MATLyLu Osteolitica
PA-1II Osteolitica/Ostebléstica
Humana PC3 Osteolitica
LAPC-9 Ostebléstica
MDA PCa 2b Ostebléstica
LuCaP 23.1 Ostebléastica

Tabla 6. Lineas celulares de uso comuin de cancer de préstata y mama para el desarrollo de modelos
animales de metdstasis 0sea.
Modificado de Fernandes y cols., 2016.

2.2 Farmacos administrados

2.2.1 Gabapentina

La gabapentina es un anticonvulsivante de segunda generacién introducido en 1993
como un anticonvulsivo coadyuvante en el tratamiento de crisis parciales refractarias.
Posteriormente, se demostro su eficacia en el tratamiento de una variedad de condiciones de
dolor crénico. En 2002, fue aprobada por los FDA en E.U. para el tratamiento de la neuralgia
post-herpética, mientras que en el Reino Unido, tiene licencia completa para el tratamiento

de todos los tipos de dolor neuropatico (Kong vy Irwin, 2007).
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La gabapentina (acido 1-[aminometil] ciclohexanacético) es un analogo estructural
del neurotransmisor acido y-aminobutirico (GABA) (figura 10) con una férmula CoH17NO>
y un peso molecular de 171.24 g/mol. Es un solido cristalino blanco, que es altamente
cargado a pH fisioldgico. Es muy soluble en agua, tanto en soluciones acuosas acidas y
basicas (Kong vy Irwin, 2007).

AN C

H.N CO.H  H.N CO.H

Figura 10. Férmulas estructurales de GABA (A) y Gabapentina (B).
(Kong y Irwin, 2007).

Su absorcion es dependiente de la dosis debido a un mecanismo transportador L-
aminoacidos saturable en el intestino (Stewart y col., 1993). Por lo tanto, la biodisponibilidad
oral varia inversamente con la dosis. Después de una dosis Unica de 300 o 600 mg, la
biodisponibilidad es aproximadamente del 60% y 40%, respectivamente (Tirck y col., 1989);
se distribuye ampliamente en tejidos humanos y fluidos. No se une a proteinas plasmaticas
(Vollmer y col., 1986) y tiene un volumen de distribucion de 0.6-0.8 litros kg (\Vollmer v
col., 1989). Es altamente ionizada a pH fisioldgico, y las concentraciones en el tejido adiposo
son bajos (\Vollmer y col., 1986). Por lo tanto, después de la ingestion de una sola capsula de
300 mg la concentracion plasmatica maxima (Cmax ) es de 2.7 mg ml™ en un lapso de 2-3 h.
(Turck y col., 1989). La concentracion de gabapentina en liquido cefalorraquideo es aprox.
de 5-35% de la concentracion plasmatica, mientras que la concentracion en el tejido cerebral,

es de aprox. 80% de la concentracién en el plasma (Norton, 2001).

En los seres humanos, la gabapentina no se metaboliza (\ollmer y col., 1992) y no
induce enzimas microsomales hepaticas (Shmidt y col., 1989). Se elimina inalterada en la

orina y no se absrobe, y se excreta en las heces (\Vollmer y col., 1986). En pacientes con
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funcién renal normal. La gabapentina es eliminada en monoterapia es de entre 4.8 y 8.7 h
(Rose y Kam, 2002). Generalmente es bien tolerada con un perfil de efectos secundarios
favorables. Cuando la seguridad y la tolerabilidad de gabapentina fueron evaluadas en 2,216
pacientes que sufrian convulsiones (MclLean y col., 1999 citado en Kong vy Irwin, 2007), los
efectos adversos informados fueron somnolencia (15.2%), mareos (10.9%), astenia (6%),
cefalea (4.8%), nauseas (3.2%), ataxia (2.6%), aumento de peso (2.6%), y la ambliopia
(2.1%). Efectos secundarios similares se observaron en pacientes con dolor crénico tratados
(Rowbotham y col., 1998).

Varios mecanismos pueden estar involucrados en las acciones de la gabapentina (KKong
y Irwin, 2007):

a) Aumento en la corriente de N-metil-d-aspartato (NMDA) en interneuronas
GABAérgicas;

b) Bloqueo del receptor de a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-4cido isoxazolepropionico
(AMPA) mediado por la transmision de los receptores en la médula espinal;

¢) Unidn al transportador L-a-aminoacidos;

d) Activacion de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp);

e) Hiperpolarizacién activada por los canales de corriente cationico (iH);

f) Modulacion de corrientes de Ca?* por la unién selectiva de gabapentina-[3H] (un
radioligando) a la subunidad a25 del canal de Ca?* dependiente de voltaje (VGCCs).

Actualmente se sabe que el VGCC es la diana antinociceptiva de gabapentina. En
consecuencia, éste se une a la subunidad 025 reduciendo la liberacion de neurotransmisores
y por lo tanto disminuyendo la hiperexcitabilidad neuronal. Se ha demostrado inhibe la
liberacion de glutamato (Cohen vy col., 1994), aspartato (Feng vy col., 2003), sustancia P y
péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) (Fehrenbacher y col., 2003) de la
médula espinal en ratas. De manera interesante, estudios recientes han demostrado que en el
sistema noradrenérgico descendente, los receptores noradrenérgicos o2 espinales y un
circuito intacto espino-bulbo-espinal son elementos cruciales que influyen en sus efectos
analgésicos, ademas de la interaccion con la subunidad a26 de los VGCCs. (Tanabe vy col.,
2005).
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2.2.2 Tramadol

El clorhidrato de Tramadol ha mostrado tener baja afinidad por los receptores opioides
mu, kappa y delta. Esto explica en parte su accion analgésica y antinociceptiva, pues se
conoce que estos receptores modulan el dolor a nivel central y espinal respectivamente. Un
segundo mecanismo de accion es la de impedir la recaptacion de noradrenalina y serotonina
en las vias descendentes nerviosas que controlan la percepcion de los estimulos dolorosos en
la médula espinal. Por lo tanto, las concentraciones de noradrenalina y serotonina se

incrementan y activan a sus receptores respectivos.

(1S,2S)-Tramadol

Figura 11. Férmula estructural del tramadol

()-cis-2-[(dimetilamino) metil]-1-(3-metoxifenil) ciclohexanol hidrocloruro,
(YYera, 2000).

El Tramadol tiene una biodisponibilidad absoluta del 41-84 % lo que es favorable con
relacién a otros analgésicos de accidn central y un tiempo de vida biolégica de 6h., el
comienzo de accion es de 5 minutos en una aplicacion intravenosa y de 10 minutos después
de la administracion oral. Su metabolismo tiene lugar en el higado (85 % de una dosis oral
es metabolizada por esta via), a través de las isoenzimas CYP3A4 y CYP2D6. Sufre procesos
de O-desmetilacién y N-desmetilacion asi como por la conjugacion de los derivados O-
desmetilados glucurénicos. Unicamente el O-desmetiltramadol es farmacoldgicamente
activo. Existen considerables diferencias cuantitativas interindividuales entre los demas
metabolitos. Hasta ahora se han identificado 11 metabolitos en la orina. Los estudios

realizados en animales han demostrado que el O-desmetiltramadol es de 2 a 4 veces mas
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potente que la sustancia de origen (figura 11). Aproximadamente el 90 % de tramadol y sus
metabolitos se eliminan casi completamente por via renal y un 10 % aparece en las heces
fecales (Yera, 2000).

El tramadol es un agonista de los tres receptores opioides: mu, delta, kappa. La proteina
G tiene tres subunidades: alpha, beta, gamma. La activacion de los receptores opioides resulta
en una activacion de la subunidad Gai e inhibicion de la enzima adenilato ciclasa, con lo cual
disminuye significativamente los niveles basales intracelulares del AMPc. Los receptores
opioides localizados en las terminales presinapticas de las fibras nociceptivas C y fibras Ad,
cuando son activadas por un agonista opioide, indirectamente inhiben los VGCC a través de
la disminucién del AMPc, bloqueando asi la liberacién de neurotransmisores tales como
glutamato y sustancia P, lo cual resulta en analgesia. A través de los receptores opioides, la
subunidad By de la proteina G abre los canales de potasio, lo cual resulta en una disminucion
de su gradiente de concentracion, con carga negativa intracelular. Este mecanismo da lugar
a hiperpolarizacion, la cual disminuye la excitabilidad celular dando lugar a atenuacién de la

transmision neuronal (Jordan & Devi y cols., 1998).

El tramadol se emplea para el tratamiento de dolor de tipo tumoral, en infarto del
miocardio, dolores posquirdrgicos, postraumaticos, de parto y procedimientos diagndsticos
invasivos. A diferencia de la morfina, el tramadol no produce estrefiimiento, produce escasa
depresion cardiorespiratoria, genera baja tolerancia y dependencia. Adicionalmente la OMS
no clasifico a tramadol como narcético y no es considerado como tal en ningun pais donde
se comercializa. La dosis siempre dependera de la intensidad del dolor y de la sensibilidad
de cada paciente. Se considera que no debe exceder una dosis méaxima de 400 mg en 24 h,

no es recomendable (Teixeira y cols., 1999).
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1. Justificacion
Hasta el momento se desconoce si las conductas hiperalgésicas, alodinicas y de dolor
espontaneo se pueden generar mediante la inoculacién de células de glioma en el sistema
0seo. Por esto, es necesario el desarrollo de un modelo animal que permita evaluar dichas
conductas. Todo lo anterior contribuye al desarrollo de una herramienta conductual o
modelo experimental adecuado para evaluar mecanismos moleculares y tratamientos para

esta patologia.

IV. Hipdtesis
Las conductas de hiperalgesia, alodinia y dolor espontaneo se presentaran en el modelo

ortotdpico dseo inducido mediante la inoculacion de células de glioma en el fémur de rata.

V. Objetivo general
Estandarizar y caracterizar conductas de hiperalgesia, alodinia y dolor espontaneo en un
modelo ortotdpico dseo inducido mediante la inoculacion de células de glioma en el fémur

de rata.
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V1. Objetivos particulares

1. Estandarizar y establecer las condiciones éptimas para realizar la cirugia e inoculacion

de células de Glioma en el fémur de la rata.

2. Establecer y caracterizar pruebas conductuales para determinar; alodinia mecénica,

hiperalgesia térmica, movimiento ambulatorio vertical y horizontal, conducta

espontanea, conducta de lamido y acicalamiento en los diferentes grupos inoculados con
la cantidad de 6x10°, 3x10°, 1x10° y 5x10* células de glioma.

2.1.

2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

Determinar la inoculacion 6ptima de densidad celular dentro del femur de la rata
para el desarrollo de la patologia en este modelo experimental.

Caracterizar el crecimiento del tumor por medio de imagenes de MicroCT
Estandarizar las pruebas de hipersensibilidad: hiperalgesia y alodinia.
Estandarizar las pruebas de conducta espontanea

Estandarizar las pruebas de movimiento ambulatorio; vertical y horizontal.

Estandarizar las pruebas de lamido y acicalamiento

3. Determinar el efecto anti-alodinico y anti-hiperalgésico de la administracion de tramadol

y gabapentina en el modelo.
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VII.

Metodologia

7.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso entre 80-100 g para el dia de la implantacion
de las células de glioma. El agua y alimento fueron ad libitum. Los animales permanecieron
en cajas de policarbonato bajo condiciones de temperatura y luz controladas, con ciclos de
luz/obscuridad de 12 horas, los experimentos fueron realizados en el ciclo de luz. EI manejo
de los animales fue en base a los lineamientos de la NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

7.2 Cultivo celular

El medio de cultivo utilizado fue Medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM;Gibco BRL, Grand Island, NY) 2 mmol/L L-glutamina, 100 unidades/ml penicilina
y estreptomicina 100 mg/mL a 37 ° C en 50 ml/L CO., adicionado con 5% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado con calor (30 min a 56 °C). Las células fueron incubadas a 37°C y
con un ambiente de 5% de CO». Para el lavado celular se utilizo una solucion de buffer fostato
salino (PBS), y para levantar las células una solucion PBS-EDTA que consiste en un buffer

fosfato salino (PBS) adicionado con acido etilén diamin tetracético (EDTA).

7.3 Lineacelular
La linea celular utilizada fue C6 (ATCC®CCL-107™), la cual es una linea
inmortalizada de glioma de rata de tipo celular glial inducida quimicamente por N-

nitrosometilurea en rata.

7.4 Inoculacion de las células de Glioma C6

Los animales de experimentacion se dividieron en 6 grupos (n=8): 1 grupo Naive, 1
grupo Sham y 4 grupos inoculados con glioma 6x10°, 3x10°, 1x10° y 5x10* células en un
volumen de 50ul de medio DEMEM. Al finalizar la sesidn de experimentacion los

animales fueron sacrificados con diéxido de carbono.

Después que las células alcanzaron una confluencia del 80%, estas fueron despegadas

con una solucion de PBS-EDTA, lavadas dos veces con solucion de PBS, contadas con un
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hematocitdmetro y concentradas en medio de cultivo sin SFB y sin rojo fenol. Las células

fueron colocadas en refrigeracion en espera de ser inyectadas dentro del fémur.

La inoculacién del grupo Sham consistié en realizar la cirugia, e inocular medio de

cultivo sin SFB y sin rojo fenol, en lugar de la concentracion celular de glioma.

7.5 Cirugia para inoculacion de las células dentro del fémur.

Los animales fueron anestesiados via intraperitoneal (i.p.) con xilacina (Laboratorios
PISA) a una dosis de 12 mg/kg y ketamina (Probiomed) a una dosis de 50 mg/kg en un
volumen de 2 ml/kg de peso.

La cirugia se realizé en la extremidad posterior derecha, iniciando con una incision en
la piel (8-10 mm) para exponer Quadriceps femoris, después se realiz6 limpieza para separar
el vastus lateralis y vastus intermedius para exponer los condilos del femoral. Se realiz6 una
perforacion de 0.5 mm de didmetro, dicha cavidad fue superficial y pequefia entre el
epicondilo medial y el tubérculo aductor, no en la fosa intercondiloide, manteniendo el
ligamento rotuliano intacto y produciendo el menor dafio al musculo y vasos sanguineos. Se
inocularon 50 ul del concentrado celular. Para el grupo Sham se inyectaron solo 50 ul de
medio DEMEM vy sin SFB dentro de la cavidad del fémur. La jeringa del implante fue retirada
después de 1 min y la perforacion del hueso se cubrié con cera de hueso (Atramat). El
musculo se sutur6 con sutura quirdrgica absorbible catgut crémico 4-0 (Atramat) y
finalmente se suturd la piel utilizando sutura quirtrgica siliconizada no absorbible de seda

trenzada 3-0.

7.6 Iméagenes de tomografia computarizada (CT).

Para esta prueba los animales fueron anestesiados con 4% isoflurano y 80% oxigeno
durante 3 minutos, posteriormente los animales se mantuvieron con 2% isoflurano y 80%
oxigeno mientras se obtuvieron las imagenes. Las imagenes fueron adquiridas con el Equipo

Albira de Oncovision con los siguientes parametros; modalidad Best: 600 proyecciones, con
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un voltaje de 35 kvs y 0.6 mAs, resolucion especial de 50 micras, y un tiempo de adquisicion:

15 min x rata. Las imagenes fueron tomadas los dias 0, 8, 12, 18 y 40 post-inoculacion.

7.7 Histologia

Las imagenes histoldgicas se realizaron los dias 0, 8, 18 y 40 dias post-inoculacion en
los grupos de animales inoculados con 3x10° 1x10° y 5x10* células llevando a cabo la
siguiente metodologia para la inclusion de tejidos en parafina y tincion con técnica de

hematoxilina y eosina.

Al grupo de animales post-mortem; se les retiraron los dos miembros pélvicos, a los
cuales se les retiro la piel y el exceso de musculo con la finalidad de mejorar el contacto del
tejido 6seo con el fijador utilizado, para el cual se usé de solucion de formalina al 10%. La
fijacion de los tejidos fue realizada por 48 horas en proporcion 1:10 (una parte de tejido por
10 de fijador).

Posteriormente los miembros fueron incluidos en una solucion descalcificadora
conformada por diferentes &cidos organicos, en la que permanecieron por 4 dias. Después
del proceso de descalcificacion, los miembros fueron cortados longitudinalmente sobre la
linea media y colocados en casetes histoldgicos, para finalmente ser procesados en un
histoquinete e incluidos en parafina. Finalmente las secciones histoldgicas fueron obtenidas
de 3 a 4 micras de grosor, que fueron montadas en portaobjetos y tefiidas con la técnica

convencional de hematoxilina-eosina.

7.8 Pruebas conductuales
Las pruebas conductuales fueron alodinia mecénica, hiperalgesia térmica, conducta
espontanea y movimiento voluntaria y se aplicaron los dias, 8, 15, 18, 25, 33 y 39 post-

inoculacién
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7.8.1 Alodinia mecanica

Los animales fueron colocados sobre una malla metélica y limitados de espacio con
una caja de acrilico transparente sin piso, permanecieron para su adaptacion por lo menos 10
minutos antes de la prueba. Se determiné la respuesta producida en los animales ante un
estimulo mecéanico dinamico aplicado en la superficie plantar de las extremidades posteriores
con el filamento de Von Frey automatico (Aestesiometro). Este estimulo consistié en la
aplicacion de 1g Fza/seg, la prueba tuvo un tiempo de corte 50 s. El estimulo se aplico 3
veces a intervalos de 2 min, cuantificando el umbral de retiro (gramos-fuerza) del promedio

de las 3 determinaciones (Honore y cols., 2000a; Jiméenez-Andrade y cols., 2011).

7.8.2 Hiperalgesia térmica

Esta prueba consistio en colocar los animales en el equipo para la prueba de Plantar
Test, donde los animales fueron colocados en cajas de acrilico transparente sin piso, sobre
una plataforma de cristal transparente por la que incide un haz infrarrojo de 60Hz, que fue
direccionado de manera manual para incidir sobre la zona plantar de la extremidad posterior.
En dicha prueba se cuantific la latencia de retiro (seg), donde dicho estimulo fue aplicado 3

veces a intervalos de 2 min, empleando un tiempo de corte de 30 seg (Hald v cols., 2009).

7.8.3 Movimiento ambulatorio horizontal y vertical

Para determinar el movimiento ambulatorio horizontal y vertical los animales fueron
colocados en el campo abierto con las dimensiones 97 cm de diametro y altura 42cm, dividido
en sectores con igual &rea. Los animales sin previa ambientacion y libre actividad
ambulatoria fueron mantenidos en el campo abierto y filmados durante 2 minutos. Se
cuantifico en dicho lapso de tiempo el nimero de cuadros recorridos (sectores) que se
considera como movimiento horizontal y también se cuantifico el nimero de levantamientos
en ambas extremidades; dichos movimientos se consideran verticales (Martin y col., 2004;
Santos y cols., 2017).

7.8.4 Conducta espontanea
Los animales sin previa ambientacién fueron colocados y filmados durante 30

minutos sobre una malla metélica en una caja de acrilico transparente donde permanecieron
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durante el tiempo de la prueba. Al término de la prueba, el video fue analizado para
cuantificar las conductas. Se reportd el tiempo acumulado de la conducta durante los 30
minutos (Honore y col., 2000a).

Se determinaron las siguientes conductas:

1. Movimiento esponténeo de la extremidad delantera: cuantificacion del namero de
sacudidas de las dos extremidades delanteras juntas y presentandose de manera
espontanea.

2. Movimiento espontaneo de sacudidas de cuerpo completo: se cuantifico el
numero de sacudidas de cuerpo completo.

3. Movimiento espontaneo de la extremidad posterior ipsilateral y contralateral: se
cuantifico el tiempo (seg) que utilizd el animal sacudiendo cada una de las

extremidades.

7.8.5 Lamida y acicalamiento
En esta prueba los animales también fueron colocados en las cajas de acrilico
transparente sin previa ambientacion, y fueron filmados 30 minutos. EI tiempo que el animal

empleo durante la conducta de lamida y acicalamiento fue medido (Cheppudira, 2006).

7.9 Administracion de Farmacos

El ensayo consistio en administrar los farmacos en dos grupos inoculados con 10°
células (n=8), con la dosis de 31.6 mg/kg de tramadol y 56.23 mg/kg de gabapentina via
subcuténea respectivamente. Administrados una vez al dia durante 24 dias a partir del dia 15
dias post-inoculacion y hasta completar los 24 dias de tratamiento. Se evaluaron las pruebas
para determinar las conductas de alodinia mecéanica e hiperalgesia térmica. Los resultados se
reportan mediante cursos temporales y area bajo la curva (ABC) de la administracion de los
farmacos ya mencionados (figura 12).
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Admistracion de Farmacos

| (1 vez al dia/24 dias) |
| :I
l l l | | | Tiempo
| | | | 1 ™1  Post-inoculacion
0 8 15 18 25 33 39 (Dias)

Pruebas conductuales

Figura 12. Esquema de administracion de farmacos y aplicacion de pruebas conductuales

7.10 Anadlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + el error estandar (E.E.) de n=8 animales por
cada grupo. Para determinar la significancia entre mas de dos grupos se realizé un analisis
de varianza (ANDEVA) de una via seguida de una prueba de Newman-Keuls. La
comparacion entre mas de dos grupos con datos discontinuos, que no presentaron una
distribucion normal, se realizé mediante la prueba de Kruskal Wallis, seguido de la prueba
Dunn. El andlisis se realizo utilizando el programa estadistico Sigma Stat 3.0 (SPSS, USA).
Se considerd un nivel de significancia a partir de p<0.05.
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VIII.

Resultados

8.1 Uso de diferentes tipos de materiales para sellado de fémur.

Para el desarrollo del modelo experimental se probaron diferentes tamafios de
perforacion de cabeza de fémur (1 mm y 0.5 mm), resultando la perforacion de 0.5mm de
diametro la méas adecuada; permitiendo minimo dafio al hueso. Ademas se probaron
diferentes tipos de materiales de sellado: amalgama dental, mineral de triéxido agregado
(MTA) y cera de hueso. De acuerdo a los resultados, el uso de cera de hueso resulto ser el
mejor material; organico, de precio bajo y permite un sellado répido y facil aplicacién a
diferencia de los otros materiales. Ademas cuando se adquirieron las imagenes de microCT
este material no produjo ruido, permitiendo imagenes con mayor claridad. En la figura 13
(A-F) se muestra las imagenes tomadas al fémur posterior con el uso de diferentes tipos de

material de sellado.

Figura 13. Imagenes de MicroCT del uso de diferentes tipos de materiales para el sellado del fémur.

Panel A, Cy E vista frontal, panel B, D y F imagen lateral del féemur. Uso de amalgama dental (A 'y B), MTA
(CyD)ycerade hueso (Ey F).
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8.2 Imaégenes de MicroCT

8.2.1 Iméagenes de MicroCT del grupo inoculado con 6x10° células.

En la figura 14 (A-D) se muestran imagenes del fémur distal derecho en una posicion
frontal y lateral, dia 0 (A y C) y 8 (B y D) post-inoculacién. El grupo inoculado con células
present6 pérdida de estructura 6sea, mayor degradacion en la parte distal de la cabeza de
fémur, mayor crecimiento de la células de glioma dentro de la cavidades del fémur a

diferencia del grupo Sham (A 'y B).

Figura 14. Imagenes de MicroCT inoculacién de 6x10° células.

Grupo Sham a los 0 (A) y 8 (B) dias post-inoculacién; grupo inoculado con 6x10° células a los 0 (C) y 8 (D)
dias post-inoculacion.
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8.2.2 Imégenes de MicroCT del grupo inoculado con 3x10° células.

Figura 15 muestra las imagenes lateral y frontal del fémur distal derecho del grupo
inoculado con 3x10°células, en el dia 0 (D), 8 (E) y 18 (F) y grupo Sham en el dia 0 (A), 8
(B) y 18 (C) post-inoculacion. Donde se puede apreciar que a los 8 dias post-inoculacion se
presento pérdida de la estructura de la cabeza distal del fémur y crecimiento del glioma dentro
de las cavidades del fémur, en comparacién con el grupo Sham. Mientras que a los 18 dias
post-inoculacion se presentdé mayor pérdida de la estructura dsea y mayor invasion de las

células de glioma a diferencia del estadio presente al dia 8 post-inoculacion.

Figura 15. Imagenes de MicroCT inoculacion de 3x10° células.

Grupo Sham a los 0 (A), 8 (B) y 18 (C) y grupo inoculado con 3x10° células a los 0 (D), 8 (E) y 18 (F) dias
post-inoculacion.
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8.2.3 Imégenes de MicroCT del grupo inoculado con 1x10° células.

La figura 16 muestra las imagenes lateral y frontal del fémur distal derecho del grupo
inoculado con 1x10° células en el dia 0 (D), 18(E) y 40(F) y grupo Sham en el dia 0(A),
18(B) y 40(C) post-inoculacion. El grupo inoculado con 1x10° células mostré pérdida Osea
minima a diferencia del grupo inoculado con 3x10° células, de la misma manera que el grupo
Sham, el grupo inoculado no present6 crecimiento del glioma en las cavidades del femur y

se mantuvo con integridad oOsea.

A'B
D'E

Figura 16. Imagenes de MicroCT inoculacién de 1x10° células.

Grupo Sham en el dia 0 (A), 18 (B) y 40 (C) y grupo inoculado en el dia 0 (D), 18 (E) y 40 (F) post-inoculacion
respectivamente
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8.2.4 Imégenes de MicroCT del grupo inoculado con 5x10* células.

Figura 17 muestra la imagen lateral y frontal del fémur distal derecho del grupo
inoculado con 5x10* células a los 0 (D), 18(E) y 40(F) y el grupo Sham a los 0 (A), 18(B) y
40(C) dias post-inoculaciéon. En dichas imagenes se observa que en ambos grupos se
mantiene estructura Osea integra y no se aprecia crecimiento del glioma dentro de las

cavidades del fémur.

Figura 17. Imagenes de MicroCT inoculacion de 5x10* células.

Grupo Sham a los 0 (A), 18 (B) y 40 (C) dias post-inoculacion y grupo inoculado a los 0 (D), 18 (E) y 40 (F)
dias post-inoculacion.
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8.3 Histologia

Se muestra a continuacion una serie de imégenes que ilustran la histologia del fémur
distal derecho de grupo Sham y grupo inoculado con 3x10°, 1x10° y 5x10* células. Para
observar si hubo metastasis de las células de gliomas, se muestran las imagenes de diferentes

6rganos como pulmon, rifion, bazo e higado.

8.3.1 Grupo inoculado con 3x10° células.

En la figura 18 se muestran las imagenes histologicas de la cabeza del fémur distal
derecho a los 18 dias post-inoculacion. El grupo inoculado con 3x10° células (B y D) y grupo
Sham (A y C). El grupo inoculado present6 pérdida el hueso trabecular y reemplazo de las
células de la médula 6sea por células de glioma, pérdida de vasos sanguineo y un alto grado
de pérdida en la arquitectura del fémur en comparacién con el grupo Sham. El panel D
muestra claramente la pérdida de la placa de crecimiento y su patron de formacién, en

comparacién con el grupo Sham.

Figura 18. Histologia de cabeza distal del fémur derecho.

Grupo Sham A (4X) y C (10X) y grupo inoculado con 3x10° células C (4X) y D (10X) a los 18 dias post-
inoculacién.
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En la figura 19 se muestra histologia de hueso liso (A) y hueso trabecular (B) del
grupo inoculado con 3x10° células a los 18 dias post-inoculacion. En panel A se muestra
crecimiento del tumor, infiltracidn de las células cancerosas tanto a hueso liso como medula
0sea, pérdida de la estructura ésea, mientras que en el panel B se puede apreciar crecimiento
de células cancerosas, su flujo de crecimiento y células multinucleadas, caracteristicas del

cancer.

Figura 19. Histologia de hueso liso y trabecular.
Hueso liso A (4X) y del hueso trabecular B (40X) del grupo inoculado con 3x10° células.

En la figura 20 se presenta la histologia del pulmén a 10X a los 18 dias post-
inoculacion. El panel B muestra el grupo inoculado con 3x10° células, presentando pérdida
de la estructura de alveolos y bronquiolos, y crecimiento de nuevos vasos sanguineos en
comparacion con el grupo control (A). Por lo tanto se confirmd la presencia de metéastasis a

los 18 dias post-inoculacion.

Figura 20. Histologia pulmén de la inoculacion 3x10° células.

Grupo inoculado con 3x10° células (B) y grupo control (A) a los 18 dias post-inoculacién. Imagen de pulmdn
10X.
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8.3.2 Grupo inoculado con 1x10° células.

En la figura 21 se muestra histologia de la cabeza de fémur distal derecho y medula
6sea de lainoculacion de 1x10° células de glioma (B, C, E y F) a los 40 dias post-inoculacion.,
observandose que el grupo inoculado con células de glioma presenta poca pérdida de vasos
sanguineos en la médula dsea (a diferencia del grupo inoculado con 3x10° células), cambios
minimos en el hueso trabecular y la placa de crecimiento mantiene un patrén de crecimiento

estable a diferencia del grupo control (A y D).

Figura 21. Histologia de cabeza de fémur y médula ésea, inoculacion de 1x10° células.

Cabeza de fémur derecho y hueso trabecular; control 10X (A), glioma 10X (B) y glioma 40X (C) e imagen de
médula 6sea control 10X (D), glioma 10X (D) y glioma 40X (E) a los 40 dias post-inoculacion.
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A los 40 dias post-inoculacion se tomaron muestras de bazo (A), higado (B) y rifion
(C), mostrandose que no hay presencia de células cancerosas en ninguno de los casos,
descartando la metastasis en dichas condiciones (figura 22).

Figura 22. Histologia de vaso, higado y rifion, inoculacion de 1x10° células.

Imagenes 10X; bazo(A), higado (B) y rifion (C) de grupo inoculado con 1x10° células a 40 dias post-
inoculacion.

8.3.3 Grupo inoculado con 5x10* células de glioma.

En la figura 23 se muestra la histologia del grupo inoculado con 5x10* células (B y D)
y grupo control (A y C). En panel B se presentan cambios minimos en hueso trabecular y
médula dsea, manteniéndose el patron de desarrollo de la placa de crecimiento y el panel D
muestra de manera mas clara, pérdida minima de hueso trabecular y vasos sanguineos, en

comparacion con el grupo Sham.
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Figura 23. Histologia cabeza de fémur y hueso trabecular; inoculacién de 5x10* células.
Iméagenes cabeza de fémur distal derecho 4X (A y B), hueso trabecular 40X (C y D), el grupo inoculado (B y
D) y grupo control (A'y C) a 40 dias post-inoculacion.

8.4 Pruebas conductuales

En las siguientes figuras se muestran los resultados obtenidos de la aplicacion de las
diferentes pruebas conductuales, los resultados se muestran en cursos temporales, donde en
el eje de las abscisas corresponde al tiempo post-inoculacién y en el eje de las ordenadas
corresponde a la variable evaluada. Se presentd la respuesta ipsilateral y contralateral, donde
ipsilateral se refiere a la respuesta obtenida de la extremidad donde se realiz6 la
administracion de las células, mientras que contralateral se refiere a la respuesta determinada

en la extremidad contraria a la administracion.
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8.4.1 Grupo inoculado con 6x10° células.

El grupo inoculado con 6x10°células present6 un tiempo de sobrevida no mayor a los

10 dias post-inoculacion. Se observé disminucion de los umbrales de activacion de 20g a 10g

para el dia 8 post-inoculacion (A). El panel B muestra la disminucion de los umbrales de

activacion en 10 unidades para el dia 8 post-inoculacion (figura 24).
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Figura 24. Alodinia mecénica; inoculacién 6x10° células

Respuesta ipsilateral (A) y respuesta contralateral (B). Los resultados se expresan como la media = E.E., n =8.

***p<0.001, **p<0.01 vs Sham.
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Lafigura 25 muestra el curso temporal de la prueba de hiperalgesia térmica ipsilateral
(A) y contralateral (B). Ambos cursos temporales muestran una disminucion en la latencia

de retiro de la extremidad posterior a los 8 dias post-inoculacion.
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Figura 25. Hiperalgesia térmica; inoculacion 6x10° células
Respuesta ipsilateral (A) y respuesta contralateral (B). Los resultados se expresan como la media = E.E., n =8.
***p<0.001 vs Sham.
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La figura 26 muestra el curso temporal de la prueba de movimiento ambulatorio
horizontal (A) y movimiento ambulatorio vertical (B), presentandose una tendencia en la
disminucion de dichas conductas para ambos casos a partir de los 8 dias post-inoculacion.
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Figura 26. Movimiento voluntario; inoculacion de 6x10° células.
Movimiento voluntario horizontal (A) y movimiento voluntario vertical (B). Los resultados se expresan como
la media + E.E., n =8. ***p<0.001 vs Sham.

La figura 27 muestra el curso temporal de la conducta espontanea. Se realizd la

deteccion del nimero de sacudidas de cuerpo completo (A) y sacudidas de las extremidades
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delanteras (B). Los resultados muestran el aumento de dichas conductas en el dia 8 post-

inoculacion.
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Figura 27. Sacudida de cuerpo completo y extremidades delanteras; inoculacion de 6x10° células

Sacudidas de cuerpo completo (A) y sacudidas de la extremidad delantera (B). Los resultados se expresan como

la media + E.E., n =8. ***p<0.001 vs Sham.
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La figura 28 muestra la conducta espontanea, se determinar el tiempo de sacudida de
la extremidad posterior ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados muestran que la
conducta no difiere del grupo Naive y Sham.
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Figura 28. Sacudida de la extremidad posterior; inoculacién de 6x10° células.
Respuesta Ipsilateral (A) y Contralateral (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8. Los
resultados se expresan como la media + E.E., n =8.
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La figura 29 muestra el tiempo de lamida y acicalamiento, observandose una

disminuciodn significativa de esta conducta, para el dia 8 post-inoculacion.
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Figura 29. Lamida y acicalamiento; inoculacion de 6x10° células.
Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8. *p<0.05 vs Sham.

62



8.4.2 Grupo inoculado con 3x10° células.

La figura 30 muestra el curso temporal de la aplicacién de la prueba de alodinia

mecénica ipsilateral (A) y contralateral (B), observandose una disminucion significativa de

los umbrales de activacion a partir de los 8 dias post-inoculacion.

40 - Ipsilateral

)
304
2
@
()
- 20+
]
() * k%
C_U * k%
e}
E 10 * % %
>

0 | I I | I

0 10 20 30 40

A

Dias post-inoculacion

40 - Contralateral O Naive
—1 sham
> 30 - —@— 3x10° Células de Glioma
e
o
o 20+
©
© Kk Kk
o]
E 10_ * %
)
0 T T T T T
0 10 20 30 40
B

Dias post-inoculacion

Figura 30. Alodinia mecénica; inoculado con 3x10° células.

Alodinia mecanica ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8.

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 vs Sham.
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La figura 31 muestra el curso temporal de la aplicacion de la prueba de hiperalgesia
térmica ipsilateral (A) y contralateral (B). Se presentd una disminucion de latencia de retiro
de la extremidad posterior a los 8, 15 y 18 dias post-inoculacién para ambas pruebas.
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Figura 31. Hiperalgesia térmica; inoculacion de 3x10° células
Hiperalgesia térmica ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8.
***p<0.001, *p<0.05 vs Sham.
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La figura 32 muestra el curso temporal de la aplicacion de la prueba de movimiento

ambulatorio horizontal (A) y vertical (B), observandose que a partir del dia 15 post-

inoculacién el movimiento ambulatorio horizontal se disminuy6, mientras que el movimiento

ambulatorio vertical disminuy6 a partir de los 8 dias post-inoculacion.
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Figura 32. Movimiento voluntario horizontal y vertical; inoculacién de 3x10° células.
Movimiento ambulatorio horizontal (A) y vertical (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8.

***p<0.001, *p<0.05 vs Sham.
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La figura 33 se muestra el nimero de sacudidas de la extremidad delantera (A) y
sacudidas de cuerpo completo (B), observandose un aumento a partir del dia 8 post-

inoculacion para ambas conductas.
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Figura 33. Sacudida de cuerpo completo y extremidades delanteras; inoculacion de 3x10° células.
Sacudidas de las extremidades delanteras (A) y Sacudidas de cuerpo completo (B). Los resultados se expresan
como la media + E.E., n =8. ***p<0.001 vs Sham.
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La figura 34 se muestra el tiempo de sacudidas de la extremidad posterior ipsilateral

(A) y contralateral (B). La respuesta no se modifico, por lo tanto dicha conducta no fue

afectada por la inoculacion de las células.

Tiempo de sacudida (s)

Tiempo de Sacudida (s)

16

12 4

Ipsilateral

16 -

129

0 10 20 30 40

Dias post-inoculacién

Contralateral

—O— Naive
{1+ sham

—@— 3x10°Células de Glioma

T T T T
0 10 20 30 40

Dias post-inoculacion

Figura 34. Sacudida de la extremidad posterior; inoculacién de 3x10° células.
Tiempo de sacudida de la extremidad posterior ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan
como la media £ E.E., n =8.
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En la figura 35 se muestra el tiempo de lamida y acicalamiento. Los resultados nos
muestran que dicha conducta disminuyd a partir del dia 8 post-inoculacion.
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Figura 35. Lamida y acicalamiento; inoculacion de 3x10° células.
Tiempo de lamida y acicalamiento. Los resultados se expresan como la media £ E.E., n =8. ***p<0.001,

**n<0.01 vs Sham.
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8.4.3 Grupo inoculado con 1x10° células.

La siguiente figura 36 muestra el curso temporal de la aplicacion de la prueba de

alodinia mecénica ipsilateral (A) y contralateral (B), que muestra que los umbrales se

disminuyeron a partir del dia 8 post-inoculacion para ambas pruebas.
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Figura 36. Alodinia mecénica, inoculacion de 1x10° células
Alodinia mecanica ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8.
***p<0.001, **p<0.01 vs Sham.
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La figura 37 muestra el curso temporal de la prueba de hiperalgesia térmica ipsilateral

(A) y contralateral (B). Observandose que la latencia de retiro se disminuy6 a partir del dia

8 post-inoculacion, manteniéndose dicha disminucion durante todo el curso temporal.
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Figura 37. Hiperalgesia térmica; inoculacion de 1x10° células.
Hiperalgesia térmica ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8.
***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 vs Sham.
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La figura 38 muestra el curso temporal de la prueba de movimiento ambulatorio

horizontal (A) y vertical (B), donde se observd una disminucion del nimero de cuadros

(distancia recorrida) a partir del dia 15 post-inoculacion. También se observé un decremento

del nimero de levantamientos con las dos extremidades a partir del dia 8 post-inoculacion.
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Figura 38. Movimiento ambulatorio horizontal y vertical; inoculacién de 1x10° células.
Movimiento ambulatorio horizontal (A) y movimiento ambulatorio vertical (B). Los resultados se expresan
como la media £ E.E., n =8. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 vs Sham.
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La figura 39 muestra el nimero de sacudidas de la extremidad delantera, observandose que

el nimero de sacudidas de las extremidades delanteras aumento a partir del dia 18 post-

inoculacion.
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Figura 39. Sacudida de la extremidad delantera; inoculacion de 1x10° células.
Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8. **p<0.01, *p<0.05 vs Sham.
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En la figura 40 se muestra el tiempo de sacudidas de la extremidad posterior ipsilateral

(A) y contralateral (B), donde se observd que el tiempo de sacudidas de la extremidad

posterior no se ve modificado de manera significativa, excepto a los 33 dias post-inoculacion

de la prueba ipsilateral.
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Figura 40. Sacudida de la extremidad posterior ipsilateral y contralateral; inoculaciéon de 1x10° células.
Sacudida de la extremidad posterior ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media
+ E.E., n =8. ***p<0.001 vs Sham.
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La figura 41 muestra el tiempo de lamida y acicalamiento, se observd una

disminucion de dicha conducta a partir de dia 8 post-inoculacion.
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Figura 41. Lamida y acicalamiento, inoculacion de 1x10° células.
Los resultados se expresan como la media = E.E., n =8. ***p<0.001, *p<0.05 vs Sham.
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8.4.4 Grupo inoculado con 5x10* células.

Este grupo presentd un tiempo de sobrevida mayor a los 40 dias post-inoculacion. La

figura 42 se muestra el curso temporal de la aplicacion de la prueba de alodinia mecanica

ipsilateral (A) y contralateral (B), mostrando disminucién en los umbrales de activacién a

partir del dia 8 post-inoculacion.
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Figura 42. Alodinia mecénica ipsilateral y contralateral; inoculacion de 5x10* células.

Alodinia mecénica ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8.

***p<0.001, **p<0.01 vs Sham.
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En la siguiente figura 43 se muestra el curso temporal de la aplicacion de la prueba
de hiperalgesia térmica ipsilateral (A) y contralateral (B), presentandose una disminucion de

la latencia de retiro a partir del dia 8 post-inoculacion.
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Figura 43. Hiperalgesia térmica ipsilateral y contralateral, inoculacion de 5x10* células.
Hiperalgesia térmica ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8.
***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 vs Sham.
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En la figura 44 se muestra el curso temporal de la aplicacion de la prueba de

movimiento ambulatorio horizontal (A) y vertical (B), donde se observo una disminucion del

namero de cuadros (distancia recorrida) a partir del dia 15 post-inoculacién y del nimero de

levantamientos a partir del dia 8 post-inoculacion.
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La figura 45 muestra el nimero de sacudidas de la extremidad delantera, donde se

observo un aumento de la conducta a partir del dia 8 post-inoculacion.
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Figura 45. Sacudida de la extremidad delantera; inoculacion de 5x10* células.
Los resultados se expresan como la media £ E.E., n =8. ***p<0.001, *p<0.05 vs Sham
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En la figura 46 se muestra la conducta espontanea al determinar el tiempo de
sacudidas de la extremidad posterior ipsilateral (A) y contralateral (B), donde se observo que
dicha conducta no fue modificada por la inoculacion de las células.
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Figura 46. Sacudida de la extremidad posterior; inoculacién de 5x10* células.

Sacudida de la extremidad posterior ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media
+E.E,n=8.
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En la figura 47 se muestra la conducta de lamida y acicalamiento, se determind el
tiempo de lamida y acicalamiento del cuerpo completo, observandose la disminucion de

dicha conducta a partir de los 15 dias post-inoculacion.
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Figura 47. Lamida y acicalamiento; inoculacién de 5x10* células.
Los resultados se expresan como la media + E.E., n =8. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 vs Sham.

8.4.5 Comparacion conductual; inoculacion de 5x10% vs 1x10°células.

En la figura 48 se muestra el area bajo la curva (ABC) de la conducta de alodinia
mecanica ipsilateral (A) y contralateral (B), se observé que en ambos grupos los umbrales de
activacion se disminuyeron en la prueba ipsilateral y contralateral, presentando la conducta

de alodinia mecénica en comparacion con el grupo Sham.

80



Ipsilateral

1200 1
: T =
~§ % N
o -
b 800
2 * % %
E % * % %
£ —T—
©
o
®)
m
<
% LN
0 f T T
2 N “
Q 'b@ Q
K QO '\9 Ny
< S &* NF
A Cantidad de células de glioma
Contralateral
1200
© e —
L
: i
) T
o 800H een
i o
<
©
o
5 e
®)
m
) s
0 T T
2 N %
N @6\ Q
> QS N
<> @‘\ 63.\_'\' ,\:\-
B Cantidad de células de glioma

Figura 48. ABC de alodinia mecanica; inoculacion de 5x10* vs 1x105células.

Alodinia mecénica ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media del ABC +

E.E., n =8. ***p<0.001, **p<0.01 vs Sham.
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En la figura 49 se muestra el ABC de la conducta de hiperalgesia térmica ipsilateral
(A) y contralateral (B). Se observé que ambos grupos presentan una disminucion en la
latencia de retiro, presentando la conducta de hiperalgesia térmica en la prueba ipsilateral y

contralateral en comparacién con el grupo Sham.
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Figura 49. ABC de hiperalgesia térmica; inoculacion de 5x10* vs 1x105células.

Hiperalgesia ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media del ABC £ E.E., n=8.
***p<0.001 vs Sham.
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En esta seccion se mostrd un analisis de la comparacion de las conductas resultantes
entre la inoculacion de 1x10° y 5x10* células para las conductas de alodinia mecéanica e
hiperalgesia térmica, donde se decidio utilizar para validar nuestro modelo la cantidad de
1x10° células.

8.5 Evaluacion del efecto de la administracion de farmacos

La respuesta farmacoldgica en el modelo experimental se presenta a continuacién con
los cursos temporales correspondientes de alodinia mecanica e hiperalgesia térmica,
ipsilateral y contralateral, de la administracion de tramadol en la dosis de 31.6 mg/kg y
gabapentina en la dosis de 56.23 mg/kg, via subcutanea, una vez al dia durante 24 dias, a
partir de los 15 dias post-inoculacion, en el grupo inoculado con 1x10° células.

8.5.1 Efecto anti-alodinico del tratamiento de tramadol

La figura 50 muestra la respuesta de la administracién de tramadol (31.6 mg/kg) al
realizar la prueba de alodinia mecanica ipsilateral (A) y contralateral (B). Observandose que
el tramadol produce una respuesta anti-alodinica ipsilateral y contralateral a partir de los 3

primeros dias de tratamiento (18 dias post-inoculacion).
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Figura 50. Efecto anti-alodinico del tratamiento de tramadol.
Efecto anti-alodinico ipsilateral (A) y contralateral (B) de la administracion crénica de tramadol (31.6 mg/kg).
Los resultados se expresan como la media (g)  E.E., n =8. ***p<0.001, **p<0.01 vs vehiculo.
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8.5.2 Efecto anti-alodinico del tratamiento de gabapentina

En la figura 51 se muestra la respuesta de la administracion de gabapentina (56.23

mg/kg) al realizar la prueba de alodinia mecanica ipsilateral (A) y contralateral (B),

observandose que la gabapentina produce un efecto anti-hiperalgésico ipsilateral y

contralateral a partir del tercer dia de tratamiento (18 dias post-inoculacién).
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Figura 51. Efecto anti-alodinico del tratamiento de gabapentina.
Efecto anti-alodinico ipsilateral (A) y contralateral (B) de la administracion crénica de gabapentina (56.23
mg/Kkg). Los resultados se expresan como la media (g) + E.E., n =8. ***p<0.001, **p<0.01 vs vehiculo.
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8.5.3 Efecto anti-hiperalgesico del tratamiento de tramadol

En la figura 52 se muestra la respuesta de la administracion de tramadol (31.6 mg/kg)
al realizar la prueba de hiperalgesia térmica ipsilateral (A) y contralateral (B), donde se puede
observar que se produce un efecto anti-hiperalgesico ipsilateral y contralateral a partir del

tercer dia de administracion del tramadol (18 dias post-inoculacion).
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Figura 52. Efecto anti-hiperalgésico del tratamiento de tramadol.

Efecto anti-hiperalgésico ipsilateral (A) y contralateral (B) de la administracion crénica de tramadol (31.6
mg/kg). Los resultados se expresan como la media (s) + E.E., n =8. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 vs vehiculo.

86



8.5.4 Efecto anti-hiperalgesico del tratamiento de gabapentina

En la figura 53 se muestra la respuesta de la administracion de gabapentina al realizar
la prueba de hiperalgesia térmica ipsilateral (A) y contralateral (B), observandose que la
gabapentina no produce un efecto anti-hiperalgesico ipsilateral y contralateral, excepto a los

40 dias post-inoculacién que present6 un aumento en el efecto anti-hiperalgésico.
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Figura 53. Efecto anti-hiperalgésico del tratamiento de gabapentina.

Efecto anti-hiperalgésico ipsilateral (A) y contralateral (B) de la administracion crénica de gabapentina (56.23
mg/kg). Los resultados se expresan como la media (s) + E.E., n =8. **p<0.01, *p<0.05 vs vehiculo.
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8.5.5 Comparacion de tratamientos; tramadol vs gabapentina
En la figura 54 se muestra el ABC de la respuesta de la administracién de tramadol
(31.6 mg/kg) y gabapentina (56.23 mg/kg) de la prueba de alodinia mecénica ipsilateral (A)

y contralateral (B), observandose que ambos grupos presentan un efecto anti-alodinico

ipsilateral y contralateral en comparacion con el vehiculo. El tratamiento con tramadol y

gabapentina no fue estadisticamente significativo.
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Figura 54. ABC de efecto anti-alodinico de la administracion de tramadol y gabapentina.
Se muestra el ABC del efecto anti-alodinico ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como
la media del ABC + E.E., n =8. ***p<0.001 vs vehiculo.
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La figura 55 muestra el ABC de la respuesta de la administracion de tramadol (31.6
mg/kg) y gabapentina (56.23 mg/kg) de la prueba de hiperalgesia térmica ipsilateral (A) y
contralateral (B), observandose que el tramadol produce un efecto anti-hiperalgésico
ipsilateral y contralateral. Ademas que la gabapentina no produce un efecto anti-

hiperalgésico ipsilateral y contralateral en comparacion con el vehiculo.
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Figura 55. ABC de efecto anti-hiperalgésico de la administracién de tramadol y gabapentina.
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Efecto anti-hiperalgésico ipsilateral (A) y contralateral (B). Los resultados se expresan como la media del ABC
*+ E.E., n =8. ***p<0.001, *p<0.05 vs vehiculo.

8.6 Resumen de Resultados

Conducta Parametro Bilateralidad | 6x10° | 3x10° | 1x10° | 5x10* | 1x10° | 1x10°
Tram. | Gbp.
Alodinia Umbral de Ipsilateral l ! ! ! i 1
Mecénica Retiro (g)
Contralateral l l l l 1 1
Hiperalgesia Latencia de Ipsilateral l ! ! ! 1 X
Térmica Retiro (seg)
Contralateral l l ! ! 1 X

Movimiento # Cuadros Horizontal X ! ! !
Ambulatorio

# Vertical l ! ! !

Levantamientos
Lamida y T. Lamiday Cuerpo completo l l ! !
Acicalamient Acicalamiento

(seq)
Movimiento # Sacudidas de Cuerpo completo 1 1
Espontaneo Cuerpo

Completo

# Sacudidas de Delantera i 1 1 1

Extremidades

delanteras

T. Sacudidas de Ipsilateral X X X X

Extremidad

Posterior (seg) Contralateral X X X X

Sobrevida global (dias) 8 18 40 46-50

Tabla 7. Resumen de Resultados
Tram= Tramadol; Gbp= Gabapentina; 1 = Incremento; | = Decremento.

Los datos de la tabla 7 se describen a continuacion.

Al realizar la inoculacion de 6x10° células dentro de la cavidad del fémur se presentd
una sobrevida entre 9-12 dias post-inoculacion. Las imagenes de microCT mostraron el
crecimiento del tumor y destruccion 6sea. Se present6 fractura ésea y reabsorcion désea en
fémur, peroné y tibia. Durante dicho tiempo observé ligera disminucion del peso. Los
animales presentaban pelo frisado a los 8 dias post-inoculacion
En cuanto a las pruebas conductuales aplicadas para este grupo se observé lo siguiente:
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e Decremento en los umbrales de activacion (g), latencia de retird (g), lamida y
acicalamiento y movimiento voluntario horizontal y vertical.

e Incremento de la actividad espontanea: sacudidas de cuerpo completo, sacudidas de
las extremidades delanteras.

e No se presentd cambio en la actividad de sacudidas de las extremidades posteriores.

De acuerdo a estos resultados y el tiempo de sobrevida corto, fue necesaria la inoculacion
de una menor cantidad de células para realizar la evaluacion de las conductas en un periodo

mayor.

Al realizar la inoculacion de 3x10° células dentro de la cavidad del fémur, se present6 una
sobrevida entre los 19-21 dias post-inoculacion.
De las pruebas conductuales realizadas se observo lo siguiente:
e Un decremento de los umbrales activacion, latencia de retiro, lamida y acicalamiento
y movimiento ambulatorio horizontal y vertical.
e Unincremento en la actividad espontanea: sacudidas de cuerpo completo y sacudida
de extremidades delanteras.

e No se presentd cambio en la actividad de sacudidas de las extremidades posteriores.

De lo anterior se concluye que la cantidad de células de glioma a utilizar debe de ser
menor, ya que el tiempo de sobrevida no fue suficiente para la observacion de la pruebas

conductuales, la mayoria de los animales presenté metastasis a 6rganos distantes.

El grupo de animales inoculados con la cantidad 1x10° células presentd un tiempo de
sobrevida entre 41 a 45 dias post-inoculacion, permitiendo el tiempo suficiente para llevar a
cabo el estudio de las conductas. Las imagenes de microCT mostraron minimo crecimiento
de las células cancerosas y minima destruccion ésea en comparacion con el grupo inoculado
con 3x10° células.

De las pruebas conductuales realizadas se observo lo siguiente:

e Un decremento de los umbrales activacion, latencia de retiro, lamida y acicalamiento

y movimiento ambulatorio horizontal y vertical.
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e Unincremento en la actividad espontanea: sacudidas de cuerpo completo y sacudida

de extremidades delanteras.

e No se presentd cambio en la actividad de sacudidas de las extremidades posteriores.

De acuerdo a los resultados, se presento un tiempo de observacion y aplicacion de las
pruebas conductuales adecuado, un tiempo de sobrevida mayor en comparacion con los
grupos inoculados con 6x10° y 3x10° células. Tratando de optimizar dichas condiciones, se

disminuyo la cantidad a 5x10* células.

La inoculacion de 5x10* células presentd un tiempo de sobrevida entre 46 a 50 dias post-
inoculacion. Presentando tiempo suficiente para la observacion y aplicacion de las pruebas
conductuales. Las imagenes de microCT mostraron poco crecimiento de células cancerosas
y minima destruccion dsea en comparacion con los grupos inoculados con 3x10° y 6x10%,

e Un decremento de los umbrales activacion, latencia de retiro, lamida y acicalamiento

y movimiento ambulatorio horizontal y vertical.

e Un incremento en la actividad espontanea: sacudidas de cuerpo completo y sacudida

de extremidades delanteras.

e No se presentd cambio en la actividad de sacudidas de las extremidades posteriores.

Por todo lo anterior y analizando las conductas de hipersensibilidad de alodinia e
hiperalgesia, producidas por las cantidades de 1x10° y 5x10%células, se observd que ambas
cantidades muestran las condiciones necesarias para la estandarizacion del modelo de dolor
inducido por inoculacion de células de gliomas. Debido una mejor manipulacién de la
cantidad de 1x10° células y un ligero incremento de hipersensibilidad, se considerd que dicha

cantidad de células es adecuada para estandarizar el modelo.

El modelo de dolor inducido por la inoculacion de células de glioma dentro del fémur se
estandarizé por lo tanto con el uso de 1x10° células, donde se probaron los farmacos de
tramadol en una dosis de 31.6 mg/kg y gabapentina en una dosis de 56.23 mg/kg, donde dicha
administracion 1 vez al dia durante 24 dias, produjo un efecto anti-alodinico para ambos

farmacos y un efecto anti-hiperalgésico solo para tramadol.
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IX. Discusion

Varios estudios post-mortem en seres humanos han reportado metéstasis extracraneal
en Organos como pancreas, pleura, intestino delgado, rifion, pulmones, nédulos linfoides,
higado, entre otros (Pasquier, B. y cols., 1980; Mujic, A. vy cols., 2004). Ademas, varias
publicaciones de estudios clinicos (Kleinschmidt-Demasters y cols., 1996; Demeulenaere y
cols., 2016) mostraron el desarrollo de metéstasis extracraneal en el sistema 0seo por
Glioblastoma Multiforme (GBM). Al respecto, Ng vy cols. (2005) hicieron una revision en la
literatura en la cual mostraron 52 casos de pacientes en los que se ha presentado metastasis
extracraneal, reportando como tumor primario al glioblastoma multiforme, en sitios como el
I6bulo; parietal, frontal-lateral, frontal, parietal, temporal, parieto-occipital, temporo-parietal,
talamo, cerebelo, entre otros, que produjo metastasis hacia médula espinal, médula toracica,
diferentes niveles de la médula, diferentes partes de la vertebras, astas espinales, hueso iliaco,
entre otros. Ademas, ensayos experimentales demuestran que en el torrente sanguineo de 141
pacientes con glioma maligno, GBM o astrocitoma de grado IV se encontraron células
tumorales circulantes (CTC) (Muller C. y cols., 2014). También se ha reportado el desarrollo
de diferentes técnicas para el diagnostico de metéastasis por glioma (Macarthur y cols., 2014)
e identificar el cancer primario y poder llevar a cabo un mejor tratamiento. Sin embargo,
existen varias hipotesis donde el glioma atraviese la barrera hematoencefélica (BHE) e
invade partes adyacentes al tumor primario (Goodwin vy cols.,, 2016). Thompson vy
Sontheimer (2016) publicaron una nueva teoria donde explican cémo es que el glioma puede
atravesar la BHE. En este sentido, donde las células de glioma se enfrentan a barreras
espaciales durante la invasion perivascular con enzimas proteoliticas, metaloproteinas
(MMPs), las cuales degradan componentes de la base de la membrana. Ademas, las células
de glioma expresan canales ionicos los cuales permiten cambios volumétricos. También los
astrocitos regulan el tono vascular por medio de la liberacion de moléculas vasoactivas que
activan celulas vasculares del musculo liso (VSCM). Se ha reportado que la sobrevivencia
por metastasis extracraneal de pacientes con metastasis extracraneal después su primer
diagnostico es de 1.5 meses (Lun vy cols. 2011). En una revision de casos clinicos se indico

que de 28 casos clinicos estudiados, se tuvo el conocimiento del tiempo de sobrevida de 25
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personas, de los cuales el mayor niUmero de pacientes tuvo un tiempo de sobrevida de 12 a

23 meses (Goodwin y cols., 2016).

El objetivo de nuestro proyecto fue desarrollar un modelo de dolor inducido por la
inoculacion de células le glioma C6 en el fémur de la rata, para mimetizar dicha patologia y
demostrar que es posible el crecimiento de células de glioma en el sistema 6seo. Ademas, el
cancer ya instalado puedo producir metéstasis a otros 6rganos. Otro de nuestros objetivos fue
caracterizar nuestro modelo de dolor inoculando diferentes cantidades de células de glioma,
donde se tuvo que la mejor cantidad de células impladas fue 1x10°. Ademas, se caracterizaron
las respuestas nociceptivas como alodinia e hiperalgesia en ratas inoculadas con 1x10°
células y se evaluaron los posibles efectos anti-nociceptivos de Tramadol y Gabapentina en
estas condiciones. Se present6 un tiempo de sobrevida mayor a los 40 dias post-inoculacion
para los grupos inoculados con 1x10° y 5x10* células, mientras que los grupos inoculados
con 3x10° y 6x10° células tuvo un tiempo de sobrevida entre 10 y 20 dias post-inoculacion.
De lo anterior se puede observar que el GBM si es un cancer agresivo, que crece rapidamente

y es instalacion rapida.

En nuestros ensayos se presentaron conductas nociceptivas como alodinia,
hiperalgesia y dolor espontaneo, donde la presencia de dichas conductas se presentaron a los
8 dias post-inoculacién y aumentaron de manera gradual hasta mantenerse casi constantes a
partir de 15 dias post-inoculacion, como lo reportado por Dy vy cols. (2008), el estudio
describe a este tipo de dolor que se produce de forma constante y aumenta gradualmente en
intensidad con el tiempo. También, Mercadante v cols. (2004) reportaron que el continuo
crecimiento de células cancerosa dentro de los huesos puede producir un segundo tipo de
dolor conocido como incidental o severo. Este dolor irruptivo o incidental agudo e

impredecible, severo, debilitante y dificil de controlar (Coleman, 1997; Ke y cols., 2013).

Referente al desarrollo de modelos animales de dolor inducidos por cancer
Pacharinsak y Beitz (2008) realizaron una revision de investigaciones en el desarrollo de
modelos de dolor éseo inducido por la inoculacién de diferentes tipos de cancer, cantidades
de células, especies e inoculacion en diferentes partes del sistema dseo. También en la

publicacion de Dong vy cols. (2016), reportaron el desarrollo de un modelo de dolor inducido
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por la inoculaciéon de células de carcinoma de glandula mamaria Walker 256. Los autores
reportaron la inoculacion de las cantidades de 3x10°, 3.5x10° y 4x10° células. Demostrando
que el desarrollo de la conducta nociceptiva es dependiente de la cantidad de células
inoculadas, donde la cantidad de 3.5x10° presenté el mayor grado de conducta dolorosa, con
baja mortalidad, mientras que las dosis de 3.5x10°y 4x10° presentd progresiva destruccion
del hueso. Todo lo anterior fue similar a lo que se presentd en nuestro modelo. La intensidad
de la conducta nociceptiva es directamente proporcional al nimero de células inoculadas

(figuras 24, 25,30 y 31).

Nuestro estudio demostrd que es posible desarrollar un modelo de dolor inducido
cancer, crear un microambiente en el cual células de glioma crezcan en el sistema dseo y
produzcan una lesién de tipo osteolitica, como lo reportado por Sadik y cols. (1984) y Wisiol
y cols. (1962) donde ellos indicaron metéastasis extracraneal en estudios post-mortem con una
produccion de lesiones de tipo osteolitica. Asi, nuestro estudio es el primero en reportar que
las células de Glioma C6 de Rata produce este tipo de lesion en el sistema 6seo. Cabe
mencionar que dicha lesion, ya sea osteolitica u osteblastica, se producen dependiendo del
tipo de célula cancerosa inoculada. Fernandes vy cols., (2016) realizaron una revision en la
literatura reportando que las lineas de cancer de mama y préstata de especies como canino,
rata, raton o humano; producen diferentes tipos de lesiones.

Las imagenes de microCT tomadas en los grupos inyectados con diferentes
cantidades de células confirmaron la destruccion dsea. La inoculacion de 6x10° y 3x10°
células produjo destruccion éseo (figuras 15 y 16) y por medio de la diseccion post-mortem
en dichos grupos se verifico fractura dsea, reabsorcion 6sea en fémur, peroné y tibia. Mientras
que en lo grupos inoculados con 1x10° y 5x10* células (para el tiempo de observacion), estos
mostraron integridad 6sea (figuras 17 y 18). Durante dicho tiempo no se observé pérdida de
peso considerable ninguno de los diferentes. De la misma manera Jimenez vy cols., (2010)
reportaron una revision de dolor por cancer 6seo, mostrando de la misma manera que
nosotros una serie de iméagenes de MicroCT de la degradacion o crecimiento del fémur, segin
sea el caso, para la inoculacién de células de carcinoma de prostata ACE-1. Las imagenes

mostraron una lesion osteblastica y para la inoculacion de sarcoma 2472 mostraron una lesion
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de tipo osteolitica. Varios investigaciones similares también han publicado iméagenes de
microCT en la cuales ademas cuantificaron el grado de dafio producido en el sistema dseo,
entre otras caracteristicas (Honore y Mantyh, 2000; Lozano-Ondoua y cols., 2010; Schwei y
cols., 2010; Duan vy cols., 2012). También Muralidharan y cols., (2013) publicaron que
imagenes a los 21 dias post-inoculacion de la linea de cancer de prostata AT3B produjo un
claro crecimiento de células cancerosas dentro de la tibia, de la misma manera que se mostro

en la nuestras imagenes de 6x10° células.

Varias investigaciones en el dolor inducido por cancer muestran iméagenes
histologicas que aplican la técnica de hematoxilina-eosina, donde dicha técnica nos permite
observar los tres tipos de lesiones tanto osteblésticas, osteoclasticas y mixtas (Schwei y cols.,
1999; Jimenez-Andrade vy cols., 2010, Dore-Savard vy cols., 2010). Mientras tanto, nuestras
imagenes histologicas de los diferentes grupos mostraron que los grupos inoculados con
1x10° y 5x10* células se mantuvieron con integridad Osea hasta los 40 dias post-inoculacion
(figuras 21 y 23 ), ademas sin metastasis en bazo, higado y rifion (figura 22), pero el grupo
inoculado con 3x10° células mostro, pérdida de arquitectura dsea tanto del hueso trabecular,
como liso, pérdida de placa de crecimiento dsea, sustitucion de medula 6sea por células de
glioma (figura 18), de la misma forma Duan vy cols. (2012) reportaron imagenes histologicas
tomadas en animales inoculados con células de carcinoma de glandula mamaria Walker 256
mostrando caracteristicas similares a nuestras imagenes histolégicas, sustitucion de células
normales por células cancerosas, pérdida dsea, entre otras caracteristicas. Ademas, los
autores publicaron que le tratamiento durante 10 dias, una vez al dia de 0.5 mg/kg de
diclofenaco via i.p., produce un efecto de proteccion y recuperacion Osea. De manera
adicional, nosotros presentamos imagenes de cortes de pulmén del grupo inoculado con
3x10° células, donde dichas imagenes nos mostraron pérdida de arquitectura (bronquiolos y
alveolos), crecimiento de nuevos vasos sanguineos y sustitucién de células sanas por células

de glioma, lo que indica una clara metastasis a los 18 dias post-inoculacion (figura 20).

Nuestros ensayos mostraron la presencia de conductas nociceptivas, la alodinia
mecanicay la hiperalgesia térmica, dichas conductas fueron determinadas en todos los grupos

que fueron inyectados con las diferentes cantidades de células, dicha conducta se presento
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generalmente entre los 8 y 15 dias post-inoculacion, mostrando un aumento conductual
dependiente de la cantidad de ceélulas inoculadas, es decir a mayor cantidad, mayor
hipersensibilidad, de la misma manera en cuanto a la presencia de alodinia mecénica e
hiperalgesia térmica, Muralidharan vy cols. (2013) reportaron la presencia de alodinia
mecanica e hiperalgesia térmica, mostrando un reduccion de dichas conductas a diferencia
del grupo Sham, donde dicha reduccion se observo a partir del dia 9 post-inoculacién y hasta
el dia 80 post-inoculacion, dichas conductas determinadas en un modelo de dolor inducido
por la inoculacion de 4x10* células de cancer de prostata AT3B dentro de la tibia de rata
Wistar macho. También, Duan vy cols. (2012) publicaron un trabajo en el cual desarrollaron
un modelo de dolor inducido por la inoculacion de Carcinoma de Glandula mamaria Walker
256 dentro de la tibia de ratas Wistar hembra, en el cual determinaron las conductas de
alodinia mecénica e hiperalgesia térmica, observando que a partir de los 14 dias post-
inoculacion la presencia de alodinia mecanica e hiperalgesia térmica se presentaba
claramente, ellos también demostraron que la administracion de 0.5 mg/kg de diclofenaco
via intraperitonial, una vez al dia durante 10 dias, reduce de manera significativa dichas
conductas para el dia 17 post-inoculacién, demostrando entonces la participacion de un
mecanismo activado por liberacidén de prostaglandinas, inhibido por la administraciéon de
dicho AINE. Shenoy vy cols. (2017) publicaron la modulacion central que implica el dolor
inducido por cancer, que tiene como resultado la produccion de conductas nociceptivas tanto
del lado ipsilateral como contralateral, como resultaron nuestros ensayos, donde en todas
mediciones contralares nociceptivas se presentaron, implicando la presencia entonces no solo
de mecanismos periféricos, sino la participacion de mecanismos centrales. Como lo
reportado en mecanismos fisiopatoldgicos del dolor neuropéatico que implica modulacion a
nivel central y periférico (De la O-Arciniega y cols., 2007). Hasta este momento no se habia
demostrado que la inoculacién de glioma produjera conductas nociceptivas periféricas y
centrales, fractura del sistema 6seo y un proceso de osteolisis, como lo ha demostrado
nuestros resultados.

Por todo lo anterior, nosotros establecimos un modelo de dolor inducido por la
inoculacion de 10° células de glioma (linea celular glioma C6) dentro de la cavidad del fémur,
dicho modelo mimetiza la metastasis en sistema 6seo producida por cancer de SNC, que se

realiz6 mediante una artrotomia para exponer los condilos del fémur e inocular células dentro
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de esta cavidad. Y ya con la instalacion de la células dentro del fémur se determinaron
diferentes conductas nociceptivas. Dicho modelo mostré un amplio tiempo de estudio con
una sobrevida mayor a los 40 dias.

Para determinar el efecto de algunos farmacos en la patologia de dolor inducido por
la inoculacion de ceélulas, de manera especifica en estas condiciones y de manera muy
importante para que nuestro modelo fuera validado, fueron administrados dos grupos de
animales con las dosis de 31.6 mg/kg de tramadol y 56.23 mg/kg de gabapentina, de lo cual
se observo que ambos farmacos tienen un efecto anti-alodinico mecanico, pero no un efecto
anti-hiperalgésico térmico para el caso de la gabapentina, pero si para el tramadol. De la
misma manera estudios previos en el laboratorio han mostrado que la gabapentina produce
efectos anti-nociceptivos en el modelo de constriccion cronica del nervio ciatico (CClI),
administrada por via oral. También que la dosis de 10 mg/kg de gabapentina en combinacion
con meloxicam y tramadol, reduce de manera exitosa la hiperalgesia y alodinia (Corona-
Ramos y cols., 2016). Ademas se ha reportado que la asociacion de opioides con gabapentina
también producen un efecto anti-nociceptivo en el modelo de CCI del nervio ciatico en rata
(De la O-Arciniega y cols., 2009).

Los comportamientos como la alodinia y la hiperalgesia son parametros que se han utilizado
previamente para estudiar la farmacologia y la modulaciéon del dolor del cancer 6seo
(Muralidharan vy cols., 2013; Yuan y cols., 2014). Nuestro modelo presenta muchas de las
propiedades fisiopatoldgicas del dolor neuropatico crénico, que también ha sido referida en
sujetos humanos, como la alodinia y la hiperalgesia (Bennett y Xie, 1988; De Vry vy cols.,
2004). También se ha reportado que comportamientos como la disminucion en la proteccion
de las extremidades, el uso de los miembros mientras se realiza movilizacion voluntaria en
un campo abierto y un incremento de la actividad espontanea produjeron un dolor continuo,
también estos comportamientos producidos por el mismo mecanismo, incremento de la

actividad osteoclastica y un medio acido (Honore y cols., 2000a).

El presente estudio demostrd que Tramadol y Gabapentina tienen actividad anti-

alodinica y solo Tramadol produce una respuesta anti-hiperalgésica. Nuestros hallazgos estan
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respaldados por resultados similares obtenidos por otras investigaciones que demuestran que
la gabapentina y el tramadol produjeron alivio del dolor de c&ncer de hueso tanto en modelos
de roedores como en humanos (Caraceni y cols., 2004, 2008; Donovan-Rodriguez vy cols.,
2005; Peters y cols., 2005; Muralidharan y cols., 2013; Yuan y cols., 2014). Debe hacerse
hincapié en que los mecanismos subyacentes del dolor inducido por cancer no se conocen
claramente. Sin embargo, la evidencia reciente sugiere que la destruccion dsea, los espasmos
musculares, la concentracion sanguinea de los iones de calcio y la liberacion de mediadores
inflamatorios por parte de las células tumorales estan implicados en la etiologia del dolor
incido por cancer (Mercadante y Fulfuro, 2007; Jiménez-Andrade y cols., 2010). Estudios en
seres humanos y animales han sugerido que el dolor inducido por el cancer es una condicién
patoldgica, donde predomina tanto el dolor inflamatorio como los mecanismos de dolor
neuropatico (Honore y cols., 2000a, b). La unién de ambos mecanismos es lo que produce

los comportamientos hiperalgésicos y alodinicos (Jiménez-Andrade vy cols., 2010).

Multiples mecanismos estan implicados en la reduccién de los comportamientos tanto
alodinicos como hiperalgésicos, en este sentido, los opiaceos y los antidepresivos triciclicos
son ampliamente utilizados para el alivio del dolor de cancer 6seo. Ademas, se ha reportado
que Tramadol, un analgésico opioide, tiene afinidad débil por los receptores opioides
(Jimenez-Andrade y cols., 2010; Schneider y cols., 2012). Esto se relaciona con un efecto
anti-alodinico en el modelo de dolor por la ligadura parcial del nervio ciatico y la mialgia
inducida por reserpina (Kaneko y cols., 2014), se ha informado de que los mecanismos
implicados son activados por canales K + rectificadores reciprocos acoplados a proteina G.
Esta inhibicidn indirecta de la afluencia de Ca2 + inhibe los impulsos nociceptivos (Frink y
cols., 1996). La via L-arginina/éxido nitrico se ha relacionado con el efecto antinociceptivo
producido por Tramadol en un modelo de dolor neuropatico en ratas (Okuducu y Onal, 2005)
e inhibe la activacién inducida por ligadura nerviosa de astrocitos espinales (Sakakiyama y
cols., 2014). Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que gabapentina produce una respuesta
anti-alodinia. Los efectos anti-alodinicos de este farmaco implican acciones en muchos sitios:
colinérgicos, adrenérgicos (Takuchi vy cols., 2007), gabaérgicos (Yoshizumi vy cols., 2012),
calcio inhibidor del 6xido nitrico (Moalem y Tracey, 2006), modulacion de la subunidad 026
del canal de Ca+2 dependiente de voltaje (Cohen y col., 1994) y posteriormente, la inhibicién

de la liberacion de neurotransmisores excitadores (por ejemplo, sustancia P, gen relacionado
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con el péptido de la calcitonina, glutamato, aspartato y norepinefrina) de las fibras nerviosas
aferentes primarias en la via del dolor (Feng vy col., 2003; Taylor y cols., 2007; Quintero y
cols., 2011; Yang vy cols., 2012). Por lo tanto, el efecto anti-nociceptivo de Gabapentina y
Tramadol puede deberse a su inhibicion de estos mecanismos fisiopatologicos implicados en

el dolor inducido por cancer.

Otros comportamientos relacionados en la patologia fueron detectados y
cuantificados. Se observo que en esta patologia disminuye la actividad voluntaria horizontal
y vertical, ademas de un aumento en el comportamiento espontaneo y una disminucion de
lamida y acicalamiento. Sugerimos que la actividad locomotora voluntaria, tanto horizontal
(&rea cruzada) como vertical (levantamiento sobre dos patas) disminuye debido a la actividad
nociceptiva que ocurre. Lo anterior nos sugiere que la presencia de alodinia, esto nos indica
que ante un estimulo de presion no-nocivo produce un comportamiento doloroso. Del mismo
modo, Honore y cols. (2000a) han reportado disminucion del movimiento involuntario en el
uso de la extremidad en la prueba de campo abierto indicando que la principal causa principal
de esta conducta, se debe a un aumento en la actividad de los osteoclastos, que tiene como
resultado la produccion de un medio &cido y degradacion de los huesos. Estas dos
condiciones resultantes producen una regulacion a la alta de canales i6nicos sensibles a acido
(ASIC) y de receptores de potencial transitorio (TRP), esta actividad de los receptores

desempefia un papel en el mecanismo del dolor en curso.

Respecto a la conducta de lamido y acicalamiento, estudios realizados por Sasamura
y cols. (2002) y Cheppurida (2006) reportaron la cuantificacion de lamido de la extremidad
lesionada, mostrando que este comportamiento aumento con el estado patoldgico. Estos
resultados son diferentes a los nuestros, ya que nosotros reportamos la disminucion de lamida
y acicalamiento, y sugerimos que dicha disminucion en el comportamiento se debe a la
presencia de la alodinia en el proceso patolégico. Sasamura y cols. (2002) y Fujita v cols.
(2010) informaron el comportamiento de lamida como un parametro en el aumento del dolor
espontaneo en un modelo de dolor, donde inocularon células de melanoma en la region
plantar de la pata trasera. Mientras que Cheppurida (2006) reporté un aumento de la conducta

de lamida producida por la aplicacion de un estimulo térmico nocivo en un modelo de
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inflamacion crénica. Nosotros reportamos que la conducta de lamida y acicalamiento
disminuye indicando un decremento del movimiento voluntario debida a la presencia de
alodinia y hiperalgesia, pero no como un aumento en el dolor esponténeo, detectamos el dolor
espontaneo mediante la cuantificacion del nimero de sacudidas de cuerpo completo y de
extremidades superiores, y no por la aplicacion de algun estimulo. De forma similar, se ha
detectado un aumento en la actividad espontanea en varios estudios sobre modelos de dolor
inducido por cancer, por ejemplo Honore y cols. (2000a) y Jiménez-Andrade vy cols. (2010)
han cuantificado el ndmero de retiro espontdnea de la extremidad trasera como un

comportamiento del dolor espontaneo.
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X. Conclusiones

La inoculacion de la cantidad de 1x10° células dentro de la cavidad del fémur derecho
de rata Wistar hacen posible el desarrollo de un modelo preclinico de dolor inducido por
cancer que permite la evaluacion de alodinia mecéanica, hiperalgesia térmica, y dolor

espontaneo.

Se demostré que el Tramadol y Gabapentina producen efectos anti-nociceptivos en este
modelo de cancer. Por lo tanto, es importante considerar estos resultados para la busqueda
de nuevas alternativas terapéuticas para prevenir y aliviar el dolor, mejorando la calidad de

vida de las personas que sufren de cancer.
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XI. Perspectivas
Evaluar opciones terapéuticas para el dolor en cancer utilizando el modelo desarrollado.

Evaluar con nuestro modelo varios farmacos entre ellos los AINES, antidepresivos,
anticonvulsivantes, opiaceos, combinaciones de todos estos, entre otros.

Llevar a cabo la deteccion de mediadores inflamatorios (interleucinas, quimiocinas, TNFa,
entre otros) y correlacionarlos con la conducta dolorosa.
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ABSTRACT The presence of pain as part of the cancer process is variable. Glioblastoma multiform
(GBM) can produce bone metastasis, a condition that involves other pathological phenotypes including
neuropathic and inflammatory pain. Tramadol and gabapentin are drugs used in the treatment of neuro-
pathic pain. However, there are no studies evaluating their analgesic effects in bone metastasis. We
produced a pain model induced by the inoculation of glioma cells (10°) into the rat femur, by perforat-
ing the intercodiloid fossa. Painful behavior was evaluated by measuring mechanical allodynia using
the Von Frey test while thermal hyperalgesia was assessed in the plantar test. Histopathological features
were evaluated and antinociceptive responses were compared using tramadol and gabapentin. The
inoculation of cells inside the right femur produced nociceptive behaviors. Tramadol and gabapentin
produced an anti-allodynic effect in this condition, but tramadol did not produce an anti-hyperalgesic
response. The development of this model will allow us to perform tests to elucidate the pathology of
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INTRODUCTION

The World Cancer Report 2014 [Stewart and
Wild, 2014] estimated that the annual number of
cases worldwide would rise from 14 million in 2012
to 22 million by 2032. It is estimated that 40% of
people with early or intermediate stage cancer and
90% with advanced cancer may have moderate to
severe pain [Paley et al., 2015]. In several categories
of cancer, this pain is associated with bone metasta-
sis. That pathology is difficult to manage clinically
due to complex mechanism that involve neuropathic
and inflammatory pain [Honore et al., 2000a; Man-
thyh et al., 2002].

When tumor cells like sarcoma, breast, prostate,
thyroid, lung, and renal cancers begin to grow in the
bone, they produce bone formation and/or bone
absorption resulting in considerable pain, skeletal
fractures, and hypercalcemia. In this continuous
peripheral nerve stimulation, patients manifest allody-
nia and hyperalgesia [Honore et al., 2000b; Lipton,
2005; Sabino and Mantyh, 2005; Kumar, 2011].

Glioblastoma multiform (GBM) remains the
most frequent primary type of CNS tumor in adults
(17.1%) [Stupp et al., 2005]. Despite advances in
operative and adjuvant therapies, the prognosis
remains dismal, with a survival rate of less than 12%
within 2 years after initial diagnosis [Stupp et al.,
2005]. Extra-cranial metastasis of glioblastoma is still
a rare occurrence but the incidence has increased,
probably due to the improvement in survival among
these patients and better imaging techniques. The
mechanisms for extra-cranial dissemination of glio-
blastoma are not entirely known, as several theories
exist in this regard [Undabeitia et al., 2015].

There are many techniques for developing noci-
fensive responses in animals injected with tumor cells
[Jiménez-Andrade and Mantyh, 2010; Duan et al,
2012]. However, to date it is not known whether allo-
dynic or hyperalgesic effects are generated by glioma
cell inoculation in the skeletal system; for this reason,
the development of an animal model is important to
evaluate the behaviors that may contribute to the
development of adequate pharmacological treatments,
as well as the molecular mechanisms of this condition.

The objective of this study was to induce a
bone metastasis by inoculation of glioma cells into
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the femur of Wistar rats, and to analyze the possible
anti-allodynic and anti-hyperalgesic responses from
tramadol and gabapentin in this pain condition.
Although it has been reported that these drugs are
ineffective in clinical pain-induced cancer, we used
them as a reference to demonstrate the utility in this
model by glioma cell injection.

MATERIALS AND METHODS
In Vitro
Cell culture

The Glioma-C6 cell line was obtained commer-
cially from the American Type Culture Collection
Biological Resource Center (Rockville, Maryland,
USA) and cultured at the Instituto Nacional de Can-
cerologia (INCan). The cell line was routinely main-
tained as a monolayer in Dulbeccos Modified Eagle’s
Medium (DMEM) and sup}?lemented with 5% fetal
bovine serum, 100 UI mL™" penicillin, and 100 pg/
mL streptomycin. Cells were incubated at 37°C in a
5% COgy atmosphere at high humidity. Cells were
harvested with 1 mM EDTA. The protocol that
involves a commercial cell line was approved accord-
ing to the ethics guidelines of INCan.

Cellular viability assay

Cellular viability was estimated by the MTT assay
as previously described [Pérez-Rojas et al., 2016]

In Vivo
Animals

All procedures were approved by the ethical
committee of Centro de Investigation y Estudios Avan-
zados Sede Sur (Cinvestav-Sede Sur) and conformed
to both the Guidelines of the Official Mexican Norm
[NOM-062-ZO0-1999] and the International Associa-
tion for the Study of Pain [Zimmerman, 1983]. Male
Wistar rats [Crl(WI)fBR] (Cinvestav-Sede Sur, Mexico
City) weighing 110-120 g prior to surgery were used in
this study. Rats were maintained in a room under stan-
dardized conditions on a 12-hour light/dark cycle with
food and water available ad libitum. All behavioral tests
were performed during the morning light phase. Rats
were euthanized by CO; at the end of the experiment.
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Femoral glioma cell implantation

For the inoculation of the glioma cells we consid-
ered the arthrotomy process previously suggested in a
rodent model produces tumors [Schwei et al., 1999;
Honore et al., 2000a,b], as well as the modifications
described in rats by Doré-Savard et al. [2010]. This
method was similar, but the cell line was changed.
Afterward, we completely anesthesized the animal (50/
7.5 mg/kg ketamine/xylazine mixture, ip.). Each rat
was laid in the supine position and their right paw was
shaved and disinfected with 70% v/v ethanol. A small
skin incision (8-10 mm) exposed the quadriceps femo-
ris. The vastus lateralis and vastus intermedius were
incised (5-7 mm in length) to expose the femoral epi-
condyle, while the patellar ligament remained
untouched in order to minimize damage. A small and
superficial cavity was established between the medial
epicondyle and the adductor tubercle (approximately
1 mm in depth).

The intramedullary canal of the distal femur was
inoculated with a suspension of 10° glioma cells in 50
pL of DMEM (cancer group) and DMEM (sham
group). In both the sham group and the naive group,
an identical surgical procedure was performed without
cells. The syringe was left in place for 1 min to allow
cell dispersion in the bone marrow. The needle was
then removed and the cavity was sealed with bone wax
(Atramat). The site was thoroughly washed with sterile,
deionized water. The muscle and the conjunctive tissue
were closed with a discontinuous suture made with
synthetic absorbable sutures 4-0 (Atramat), and the
skin was closed with a continuous suture from a non-
absorbable surgical suture 3-0 (Atramat). An addi-
tional control consisted of naive rats.

Tumor Growth by Imaging

In order to evaluate tumor growth we used a
computerized, microtomography (microCT) scanner
(Albira ARS, Oncovision Spain). Animals were anes-
thetized with isoflurane (1-3% isoflurane in 100%
oxygen) and the microCT images were acquired an
hour after injection (basal) and 40 days after implan-
tation of the 10° glioma cells. The following parame-
ters were used: 600 projections with a voltage of
35 kvs and 0.6 mAs, a resolution of 50 pum, and an
acquisition time of 15 minutes per rat.

Histological Analysis

At the end of the study the rats were euthanized,
the right pelvic member was removed, and excess skin
and muscle were eliminated in order to improve the
contact of bone tissue by using a fixative solution

175

(paraformaldehyde 10%). Femurs were immersed for
48 hours in this solution. After that, the femurs were
decalcified for 4 days, pieces of bone were cut longitu-
dinally on the middle line, and then inserted in paraf-
fin. Paraffin blocks were cut (3-4 um thick) with
microtome equipment and the tissue slices were
stained using the hematoxylin-eosin method.

Measurement of Nociceptive Activity

We evaluated the nociceptive response of allody-
nia and hyperalgesia in rats with glioma cells in the
femur. Our group previously evaluated the allodynic
and hyperalgesic effects in both normal rats and neuro-
pathic pain rats [De la O-Arciniega et al., 2009;
Carballo-Villalobos et al., 2016]. To determine allodynic
behavior, we established that the application of 1 g
force/sec, using a cut-off time of 50 seconds, applied
three times at 2-min intervals, produces allodynia in
neuropathic rats [De la O-Arciniega et al, 2009;
Carballo-Villalobos et al., 2016]. This is the first time
that the same procedure was used in rats with glioma
cells injected into the femur. Allodynia was reported as
gram force on withdrawal of the paw. To determine
anti-hyperalgesia the Hargreaves method was used,
(UGO-BASILE, Varese, Italy) [Hargreaves et al., 1988]
which followed the method described by Jaramillo-
Morales et al. [2016]. We reported the latency of with-
drawal in seconds, as defined by the time at which the
paw of the animal had initial contact with the beam of
light until removal of the paw from the beam of light.
Three readings were made per animal.

Experimental Design

First, the allodynic and the hyperalgesic response
of rats with implantation of glioma cells were demon-
strated. Thus, naive rats, sham rats and rats implanted
with 10° glioma cells were evaluated to determine allo-
dynic and hyperalgesic behaviors. Second, drug treat-
ments were administered 15 day post-surgery.
Tramadol (31.6 mg/kg,s.c.) and gabapentin (56.23 mg/
kg, s.c.) were administered once a day for 24 days and
their anti-allodynic and anti-hyperalgesic effects tested
on days 18, 25, 33, and 39 post-inoculation. The allo-
dynic and hyperalgesic effects of tramadol and gaba-
pentin in pain produced by inoculation of the glioma
cells are shown as time courses and areas under the
curve (AUC).

Determination of Other Model-Specific Behaviors

Freedom of movement, both horizontal and ver-
tical, were also determined. Animals were placed in
Open Field equipment (97 cm diameter, 42 cm
height), and divided into sectors with the same area.
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The animals without previous acclimation and free-
dom to roam were kept in the Open Field Equip-
ment and filmed for 2 minutes. Quantifying in this
time span, the number of squares traversed (sectors)
was considered to be a horizontal movement, while
the number of times the animal lifted itself up on
both limbs were considered to be vertical move-
ments.[Martin et al., 2004; Santos et al. 2017].

The behavior of spontaneous movement (spon-
taneous pain) in animals without previous acclimation
to the environment was determined by placing them
on wire mesh in a transparent acrylic box and filmed
for 30 minutes. They remained in this environment
for the duration of the test and the number of spon-
taneous shakes of the front limbs was quantified
[Honore et al., 2000a]. Additionally, the behavior
exhibited during the licking and grooming test was
also determined by placing the non-acclimated ani-
mals in transparent, acrylic boxes, where they were
filmed for 30 minutes. The time that the animal used
for licking and grooming any part of its body was
quantified in seconds [Cheppudira, 2006].

Statistical Analyses

All data were expressed as the mean = S.E.M.
and compared by analysis of variance followed by the
Newman Keuls test for multiple comparisons. In all of
statistical analyses, a value of p <0.05 was considered
significant. Analyses were performed using GraphPad
Prism 6.0 software (GraphPad Software, La Jolla, CA).

RESULTS

To assess whether the tumor-injected femoral
limb was extended because of destruction (osteolysis),
microCT images were used. Forty days after injection,
bone destruction was not observed in animals that
received sham injection mto the femur (Fig. 1A) or in
animals inoculated with 10° ghoma cells (Flg 1B).

We previously assayed 30° and 60° glioma cell
injections; bone destruction was observed at 18 and
8§ days respectively, post-injection (MicroCT images
not shown). We consider the Optllndl amount of cells
for this cancer pain model to be 10° cells, which pro-
duced clear behaviors, the least damage, and more
time to observe the behaviors because bone destruc-
tion was absent for 40 days. Figure 2 shows the histo-
logical images at 18 days post-surgery with 10> glioma
cells injection. The region of the distal epiphysis of the
femur, as well as in the diaphysis, showed an hypercel-
lular area composed of polyhedral and fusiform neo-
plastic cells that were organized in a solid pattern and
infiltrated between the trabecular bone tissue (Fig. 2B
and 2D), in contrast to the healthy structures in the
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Fig. 1. MicroCT images (computed tomography) frontal left femur.
A) Sham animal, B) Animal inoculated with 10° glioma cells (A and
B at 40 days post inoculation).

sham-operated group (Fig. 2A and 2C). The neoplastic
cells have moderate eosinophilic cytoplasm with par-
tially defined edges and an oval nuclei with fine, granu-
lar chromatin. It can be observed that neoplastic cells
replaced the different hematopoietic cell lines in the
region.

Behavioral Analysis

To characterize nociceptive behavior, allodynia
and hyperalgesia were quantified during 40 days, post-
inoculation. Figure 3 shows the time course of the noci-
ceptive behavior, produced by the inoculation of 10° gli-
oma cells into the right femur. No difference is observed
between the sham and naive groups; both showed simi-
lar paw withdrawal threshold (allodynia) and paw with-
drawal latency (hyperalgesia). These responses were
constant throughout the experiment. When the animals
were inoculated with 10° glioma cells in the right femur,
they showed a significant decrease in both mechanical
latency (Fig. 3A) and thermal latency (Fig. 3B) at days 8,
15, 18, 25, and compared to the naive and sham group
(p <0.05) conducted by ANOVA.

To verify if this allodynic and hyperalgesic behav-
ior was changed by tramadol and gabapentin treat-
ment, these drugs were administered chronically once
a day for 24 days, 15 days after cell inoculation. Figure
4 shows the temporal course of the anti-allodynic (Fig.
4A) and anti-hyperalgesic (Fig. 4B) effect of tramadol
(31.6 mg/kg, s.c.). Additionally, we used a vehicle
group to compare that tramadol has, in both cases, the
maximum anti-allodynic and anti-hyperalgesic effect 3
days after administration (day 18, post-inoculation).
The antinociceptive response was maintained over the
last 14 days. In the case of gabapentin administration
(56.23 mg/kg, s.c.), it only presented an anti-allodynic
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C

Fig. 2. Histology images of the femurs of rats at 18 days post-implantation: (A) sham group (animals without inoculation of glioma cells),
(B) Animals inoculated with 10 cells, at 4X resolution; C and D corresponding to the same groups at 10X resolution. [Color figure can be
viewed at wileyonlinelibrary.com]
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Fig. 3. Temporal course of the nociceptive behavior produced by the inoculation of 10° glioma cells into the left femur: (A) Allodynic
Response and (B) Hyperalgesic Response. The results are shown as average of behavior (n= 8 rats) = SEM. ANOVA one way, *p<0.05 vs.

Sham.

response at 18, 25, 33, and 39 days post-glioma cell
inoculation (Fig. 5A), but did not produce an anti-
hiperalgesic effect (Fig. 5B). Figure 6A and 6B show
the area under the curve (AUC) for the tramadol and
gabapentin treatment, and their respective anti-

allodynic and anti-hyperalgesic effects. Tramadol has
both an anti-allodynic and anti-hyperalgesic effect,
whereas Gabapentin only has an anti-allodynic effect.
Horizontal and vertical ambulatory movements
were quantified. In both cases, they showed a
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significant decrease in behavior, from day 15 until
day 40, post-inoculation (Fig. 7A and 7B). Figure 7C
shows the quantification of spontaneous behavior of
the frontal limbs, which show a significant increase in
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behavior from day 18 until day 40, post-inoculation.
Figure 7D shows a decrease in licking and grooming
behavior that was significant from day 8 until day 40,
post-inoculation. No difference in behavior was



GABAPENTIN/TRAMADOL IN A MODEL OF CANCER 179
A Horizontal B Vertical -O- Naive
60+ 25+ - Sham
—&— 10°glioma cells
- 204
w0 wn
° § 407 £ 154
< 3 g
- 3
8% T B * 5 10
@ £ 201 = £
& gf *ok ke < 5=
0- T T T T T 0- T T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Days after surgery

Days after surgery

C Spontaneous Movement D Licking & grooming
80 400+
n
2 —
© 60 9,
I o 300
k= E
o 5]
E 4
s M £ 200
S * % &
5 204 * £
c * = 1004
b= -
& 0
O T T T 1 T

0 10 20 30 40
Days after surgery

0 10 20 30 40
Days after surgery

Fig. 7. Temporal course of specific behavior: (A) Time course of Horizontal movement, (B) vertical voluntary movement, (C) Spontaneous
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recorded when compared to the naive group and the
sham group.

DISCUSSION

The aims of this study were: to characterize the
allodynic and hyperalgesic response in rats implanted
with 10° glioma cells; to evaluate the potential antino-
ciceptive effects of tramadol and gabapentin in this
model, and to characterize this pain model of pain-
induced by glioma cell inoculation through other spe-
cific pathological behaviors.

Pain induced by cancer is a pathological condi-
tion that involves inflammatory and neuropathic pain.
This type of pain is present in about 68% of patients
with advanced cancer, whether metastatic or terminal
[Van den Beuken-van Everding et al., 2007]. The ini-
tial presentation of bone pain induced by cancer
occurs steadily and gradually increases in intensity
over time [Dy et al., 2008]. If cancer continues to
spread within the bones, a second type of pain
known as incidental or severe can emerge [Merca-
dante et al., 2004]. The breakthrough pain is often
both acute and unpredictable. This pain can be

severe, debilitating, and difficult to control [Coleman,
1997; Ke et al., 2013].

Several reports demonstrated an extra-cranial
metastasis of glioma [Kleinschmidt-Demasters, 1996;
Undabeitia et al., 2015]. The majority of patients
with this condition do not survive beyond six months
from diagnosis of the metastatic spread of a primary,
intracranial tumor [Ng et al., 2005]. In addition, gli-
oma can produce bone metastasis [Rajagopalan et al.,
2005; Didelot et al., 2006]. Using a preclinical model
of pain induced by glioma cell infusion, we show that
glioma can remain in the bone marrow and has the
capacity to produce osteolysis, bone fractures, and
peripheral and central pain. Similar bone metastasis
symptoms have been reported in prostate, breast,
and lung cancer.

When inoculated with 10° glioma cells, survival
between 41 and 45 days post-inoculation can be
observed, allowing sufficient time assess nociceptive
activity. CT images taken 40 days post-inoculation
show tumor growth, but without visible bone destruc-
tion. During the observation period, the animals
maintained a good quality of life. Histological images
show destruction of both smooth bone and trabecular
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bones, loss of the growth plate, and infiltration of
cancer cells into the marrow. This indicates that the
growth of cancer within rat femur coinciding with
evidence reported by Duan et al. [2012] and Song
et al. [2016]. They developed a cancer-induced pain
model by inoculating Walker 256 rat mammary gland
cells into the rat tibia. Histological images with can-
cer growth were reported in both the smooth bone
and the trabecular bone of the tibia, as well as bone
degradation and infiltration of these cells. The mea-
surement of nociceptive activity showed the follow-
ing: the activation threshold decreased significantly
with respect to the sham group, which indicates
mechanical allodynia. Also, thermal hyperalgesia was
reported, determined as the decreasing of the latency
of retirement in seconds with resspect to the sham
group. With the inoculation of 10 glioma cells into
rat femur, the development of a preclinical model of
pain associated with cancer, shows that either ther-
mal hyperalgesia or mechanical allodynia is possible.
This model shows many of the pathophysiological
properties of chronic neuropathic pain in human sub-
jects, e.g., allodynia and hyperalgesia [Bennett and
Xie, 1988; De Vry et al., 2004]. Behaviors such as
allodynia and hyperalgesia are parameters that have
been previously used to study the pharmacology and
modulation of bone cancer pain [Muralidharan et al.,
2013; Yuan et al., 2014]. In addition, behaviors such
as decrement of guarding, limb use while ambulating
in an open field and an increment of spontaneous
activity produced an ongoing pain that is produced
by the same mechanism, an increment of osteoclastic
activity and acidic medium [Honore et al., 2000a].
The present study revealed, for the first time,
that tramadol and gabapentin showed anti-allodynic
activity. However, only tramadol demonstateded an
anti-hyperalgesic response. The present findings are
supported by similar results obtained by other investi-
gations demonstrating that gabapentin and tramadol
alleviate bone cancer pain in both rodent models and
in humans [Caraceni et al. 2004, 2008; Donovan-
Rodriguez et al., 2005; Peters et al., 2005; Muralid-
haran et al..2013; Yuan et al., 2014]. It should be
stressed that mechanisms underlying bone cancer pain
are unknown. However, recent evidence suggests that
bone destruction, reactive muscle spasms, blood con-
centration of the calcium ions, and also the release of
inflammatory mediators by tumor cells are implicated
in the etiology of bone cancer pain [Mercadante and
Fulfuro, 2007;Jiménez-Andrade et al., 2010]. Studies
in both humans and animals also sugges that pain
induced by cancer is a pathological condition, where
both inflammatory pain and neuropathic pain mecha-
nisms prevail [Honore et al., 2000ab]. The
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combination of both mechanisms results in the hyper-
algesic and allodynic behaviors observed [Jiménez-
Andrade et al., 2010].

Multiple mechanisms are involved in the reduc-
tion of both allodynic and hyperalgesic behaviors. In
this sense, and also in a clinical setting, opioids and
tricyclic antidepressants are widely used for the relief
of bone cancer pain [Jiménez-Andrade et al., 2010;
Schneider et al., 2012]. Furthermore, tramadol, an
opioid analgesic, has weak opioid receptor affinity
that is related to an anti-allodynic effect on partial
sciatic nerve ligation and reserpine-induced myalgia
[Kaneko et al., 2014], effects that involve activation
by G protein-coupled inward rectifier K+ channels. This
indirect inhibition of the influx of Ca®* inhibits nocicep-
tive impulses [Frink et al., 1996]. The L-arginine/nitric
oxide pathway has been related to the antinociceptive
effect produced by tramadol in a rat model of neuro-
pathic pain [Okuducu and Onal, 2005] and inhibits the
nerve ligation-induced activation of spinal astrocytes
[Sakakiyama et al., 2014].

Gabapentin presents an anti-allodynic response
when assessed in the present glioma-induced pain
model that potentially involve actions at many sites:
cholinergic, adrenergic [Takeuchi et al., 2007], gabaer-
gic [Yoshizumi et al., 2012], nitric oxide-inhibiting, cal-
cium [Moalem and Tracey, 2006], and, subsequently,
the inhibition of the release of excitatory neurotrans-
mitters (e.g., substance P, calcitonin gene-related pep-
tide, glutamate, and norepinephrine) from the primary
afferent nerve fibers in the pain pathway [Taylor et al.,
2007; Quintero et al., 2011; Yang et al., 2012].

Other related behaviors in the pathology were
detected and quantified. Glioma-induced pain decreases
horizontal and vertical voluntary activity, in addition to
increasing spontaneous behavior and a decrease of lick-
ing and grooming. We suggest that the voluntary loco-
motive activity, both horizontal (crossed area) and
vertical (lifting up on two paws), is decreased due to the
nociceptive activity that occurs with the presence of allo-
dynia indicateing that a non-noxious pressure stimulus
produces a painful behavior. Similarly, Honore et al.
[2000a] reported decreased involuntary movement in
limb use in the Open Field Test an effect involving an
elevation in osteoclast activity. The result of this eleva-
tion in activity is both bone degradation and an acidic
environment. These two conditions produce a high activ-
ity of acid-sensing ion (ASIC) and transient receptor
potential (TRP) channels that play a role in the mecha-
nism of ongoing pain.

The studies carried out by Sasamura et al. [2002]
and Cheppudira [2006] only quantified the licking of
the damaged paw in conjunction with the pathological
state. In contrast, we observed a decrease in licking
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and grooming behavior that involves allodynia. Sasa-
mura et al. [2002] and Fujita et al. [2010] reported lick-
ing behavior as a response to spontaneous pain when
they inoculated melanoma cells in the plantar region of
the hind paw, while Cheppudira [2006] reported an
increase in licking activity when a noxious thermal
stimulus was applied in chronic inflammation condi-
tions. These results differ from ours because, in con-
trast, we quantified the licking and grooming that
occurred throughout the whole body. We also reported
this activity as a decrease in voluntary movement, but
not as an increase in spontaneous pain. Similarly, an
increase in spontaneous activity was observed in stud-
ies in cancer-induced pain models. Honore et al.
[2000a] and Jiménez-Andrade et al. [2010] have quan-
tified the number of spontaneous withdrawal of the
hind leg as spontaneous pain behavior.

The present preclinical model of cancer pain with
the inoculation of glioma cells into the femur is an
important tool demonstrating that the glioma can be
maintained by the skeletal system, that produces changes
in mechanical and thermal hypersensitivity. Additionally,
the present study shows that tramadol and gabapentin
have antinociceptive effects in this model of cancer.
Therefore, it is important to consider these results when
looking for new therapeutic alternatives to prevent pain

and improve the quality of life of people with cancer.
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