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RESUMEN 

La fibromialgia se caracteriza por la presencia de dolor músculo-esquelético 

generalizado para el cual no hay una causa definida. El presente estudio tuvo 

como objetivo determinar farmacológicamente la contribución de los co-

transportadores de cloruro, NKCC1 y KCC2, en el modelo de fibromialgia 

inducida por reserpina en ratas hembras. La administración de reserpina 

(1mg/kg/día durante 3 días) se utilizó para inducir fibromialgia en ratas Wistar 

hembras de 200-220 g. Se utilizaron los filamentos de von Frey para 

determinar la alodinia táctil y la prueba de Randall-Selitto para evaluar la 

hiperalgesia muscular. Los fármacos se administraron por vía intratecal. Todos 

los fármacos se administraron al quinto día post administración de reserpina. 

Además, se realizaron análisis de Western blot para determinar la expresión 

de la proteína de NKCC1 y KCC2 a los tiempos 0 y 1, 3, 5, 7, 10 y 14 días 

después de la administración de reserpina. La reserpina indujo alodinia táctil e 

hiperalgesia muscular generalizada presentando el mayor efecto al día 5 post-

administración. La administración intratecal de bumetanida (100 g) revirtió la 

alodinia táctil e hiperalgesia muscular. En contraste, la furosemida (300 g) 

disminuyó la alodinia táctil y revirtió parcialmente la hiperalgesia muscular, en 

contraste, la administración intratecal de CLP-257 (50-300 g) revirtió la 

alodinia táctil de manera dosis dependiente. Además, el CLP-257 (300 g) 

incrementó el umbral de presión muscular en ratas reserpinizadas. En 

contraste, el vehículo no tuvo efecto sobre la alodinia táctil e hiperalgesia 

muscular en dicho modelo. La co-administración de bumetanida o furosemida 

(50 g) más CLP-257 (50 g) tuvieron un efecto de sumación sobre la alodinia 

táctil en dicho modelo.  Por otra parte, la reserpina aumentó la expresión de 

NKCC1 al día 7 post-administración, mientras que la expresión KCC2 se 

disminuyó de manera dependiente del tiempo. Los datos sugieren que los co-

transportadores KCC2 y NKCC1 contribuyen a la hipersensibilidad, alodinia 

táctil e hiperalgesia mecánica, observadas en el modelo de fibromialgia 

inducida por reserpina en ratas hembras.  
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ABSTRACT 

Fibromyalgia is characterized by the presence of widespread musculoskeletal 

pain for which no alternative cause has been identified. The aim of this study 

was to determine the contribution of KCC2 and NKCC1 co-transporters to the 

reserpine-induced fibromyalgia in female rats. Daily reserpine injections (1 

mg/kg) during three consecutive days were used to induce fibromyalgia in 200-

220 g female Wistar rats. Von Frey filaments were used to assess tactile 

allodynia. Randall-Selitto test was used to determine muscular hyperalgesia. 

Drugs were administered intrathecally. All drugs were administered 5 days 

post-reserpine administration. Besides, Western blot analysis were used to 

determined NKCC1 and KCC2 protein expression at baseline and 1, 3, 5, 7, 10 

and 14 days post-reserpine administration. Reserpine induce widespread 

tactile allodynia and muscular hyperalgesia, with a major effect at 5 days post-

administration. Intrathecal administration of 100 g of bumetanide partially 

reversed tactile allodynia and muscular hyperalgesia. In contrast, 300 g of 

furosemide diminished tactile allodynia and partially reversed muscular 

hyperalgesia while 100 g slightly increased the withdrawal threshold. 

Furthermore, intrathecal administration of CLP-257 (50-300 g) reversed 

tactile allodynia in a dose-dependent manner. Moreover, 300 g of CLP-257 

induced an increase of the muscle pressure threshold. In marked contrast, 

vehicle had no effect on either tactile allodynia or muscular hyperalgesia of 

reserpinized rats. All drugs and vehicle induced a transient decrease of 

withdrawal threshold and muscle pressure threshold in naïve rats. In addition, 

co-administration of bumetanide and furosemide with CLP-257 had an additive 

effect on tactile allodynia. On the other hand, reserpine enhanced NKCC1 

expression 7 days post-administration. In addition, reserpine reduced KCC2 

expression in a time-dependent manner. Data suggest that KCC2 and NKCC1 

co-transporters contribute to the hypersensitivity (tactile allodynia and muscular 

hyperalgesia) observed in a reserpine-induced model of fibromyalgia in female 

rats. 



Introducción 

 

Página | 1  

 

 Introducción  

1.1 Dolor 

La Asociación Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define al dolor 

como una experiencia sensorial y emocional desagradable relacionada con 

daño real o potencial a un tejido o descrito en términos de dicho daño (Merskey 

y Bogduk, 1986). Por tal motivo, el dolor es una experiencia subjetiva, compleja 

e influenciada por varios factores tales como las emociones, el medio 

ambiente, el estado afectivo y las experiencias previas, entre otros factores 

(Berry et al., 2001). El dolor es un mecanismo de protección que alerta al 

organismo ante estímulos físicos, químicos o mecánicos que ponen en riesgo 

la integridad del individuo (Tracey y Mantyh, 2007).  

 

El dolor es un problema de salud global y los costos asociados con dicha 

condición son altos, tanto para el sistema de salud como para la sociedad en 

general (Katz, 2002). Los efectos del dolor crónico son abrumadores en 

nuestra sociedad. Se estima que el dolor afecta alrededor del 25 al 29% de la 

población mundial. Si consideramos a la población mexicana, hasta el 2010, 

más de 28 millones de personas sufrían dolor crónico (Covarrubias-Gómez et 

al., 2010; Goldberg y McGee, 2011). Por tal motivo, el control del dolor 

mediante aproximaciones farmacológicas y no farmacológicas se ha 

convertido en un tema de interés a nivel mundial (Fairbanks y Goracke-Postle, 

2015).  

 

1.2  Nocicepción  

La nocicepción es un conjunto de mecanismos neuronales mediante los cuales 

un estímulo nocivo proveniente de la periferia se transmite al sistema nervioso 

central (SNC) a través de los nociceptores. Los nociceptores son neuronas 

sensoriales capaces de transformar los estímulos nocivos (calor, frío o 

irritantes químicos) a señales eléctricas (Loeser y Treede, 2008).  
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Los cuerpos celulares de los nociceptores se localizan en los ganglios de la 

raíz dorsal (GRD) o en el ganglio trigeminal (GT) y presentan un axón que se 

bifurca en una terminal periférica que inerva al órgano blanco y una terminal 

central que hace sinapsis en la médula espinal con neuronas de segundo 

orden (Basbaum et al., 2009; Berry et al., 2001). 

 

La nocicepción comprende cuatro mecanismos (Fig. 1):   

 

1. Transducción: este proceso involucra la conversión de los estímulos 

nocivos, censados por los nociceptores en las terminales nerviosas 

periféricas, en señales eléctricas.  

 

2. Transmisión: es la propagación de las señales eléctricas a lo largo de 

las fibras nerviosas de las neuronas aferentes primarias. 

 

3. Modulación: es un proceso que involucra la alteración de las señales 

nociceptivas dentro del asta dorsal de la médula espinal, con la finalidad 

de inhibir o amplificar las señales sensoriales. 

  

4. Percepción: es la integración de los impulsos nociceptivos con factores 

cognoscitivos y emocionales para crear la experiencia del dolor. 
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1.3  Clasificación de los nociceptores  

Los nociceptores tienen la capacidad de detectar estímulos de alto umbral. Se 

distinguen tres tipos de nociceptores: 1) nociceptores mecanosensibles, los 

cuales están encargados de responder a estímulos mecánicos, tales como la 

presión muscular; 2) nociceptores mecanotérmicos encargados de censar 

cambios en la temperatura y pueden ser activados tanto por frío (receptor 

TRPM8) como por calor (receptor TRPV); y 3) nociceptores polimodales, los 

cuales tienen la capacidad de responder a distintos tipos de estímulos que 

incluyen estímulos mecánicos, térmicos o químicos, como los irritantes 

(receptor TRPV1). Todos los tipos de nociceptores mencionados se 

encuentran localizados en las terminales de las fibras aferentes primarias. 

 

Por otra parte, las fibras aferentes primarias se clasifican de acuerdo a su nivel 

de mielinización, marcadores membranales y velocidad de conducción en: 

 

Fibras A: las fibras A son fibras sensoriales de diámetro grande (más de 10 

μm), se encuentran altamente mielinizadas y tienen una velocidad de 

Fig. 1 Percepción del dolor. Procesamiento, percepción, transmisión y modulación de 

la experiencia dolorosa.  
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conducción de la información nociceptiva rápida (30-100 m/seg). Bajo 

condiciones normales las fibras A responden a estímulos inocuos como 

presión, tacto y vibración, entre otros (Woolf y Doubell, 1994). 

 

Fibras A: las fibras A son fibras sensoriales de calibre mediano con un 

diámetro de 2-6 μm, se encuentran ligeramente mielinizadas y presentan una 

velocidad de conducción intermedia (12-30 m/seg). Las fibras A tienen un 

campo receptivo pequeño y responden exclusivamente a estímulos 

mecánicos. Además, las fibras A median el dolor pasajero y punzante. Se 

distinguen dos subpoblaciones de fibras A: 

 

                  Tipo I: las fibras sensoriales A tipo I responden a estímulos 

mecánicos y químicos intensos. Además, presentan un umbral de activación 

relativamente alto frente a estímulos térmicos (>53 ºC). 

 

 Tipo II: las fibras sensoriales A tipo II responden 

preferencialmente al calor debido a su umbral térmico (43 ºC). Sin embargo, 

también pueden responder a estímulos mecánicos.  

 

Fibras C: las fibras C son fibras de diámetro pequeño (0.4-1.2 μm) y 

amielinizadas. Por tal motivo, la conducción de la información nociceptiva es 

lenta (0.5-2 m/seg). Las fibras C tienen un campo receptivo mayor que las 

fibras A. Además, estas fibras son polimodales, es decir, se activan por 

estímulos térmicos, mecánicos y químicos. Las sustancias químicas que 

estimulan a las fibras C son producidas como resultado de un daño celular, de 

una cascada inflamatoria o por la presencia de sustancias como bradicinina, 

histamina, acetilcolina, serotonina e iones hidrógeno. Las fibras C representan 

el 70% de los nociceptores y se clasifican en peptidérgicas y no peptidérgicas. 

Las fibras C peptidérgicas sintetizan y liberan neuropéptidos como la sustancia 

P (SP), el péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) y la 
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somatostatina. Además, expresan de manera específica la cinasa A del 

receptor de tropomiosina (TrkA) y los canales TRPV1, TRPV2, TRPA1 y 

TRPM8 (Basbaum et al., 2009; Woolf y Ma, 2007). Por su parte, las fibras C 

no peptidérgicas expresan la isolectina B4 (IB4), el receptor del factor 

neurotrófico derivado de la glía (GDNF), el receptor purinérgico  P2X3 y los 

canales TRPC3 y Nav 1.9 (Woolf y Ma, 2007).  

 

1.4  Clasificación del dolor  

El dolor se divide en dos categorías: adaptativo y maladaptativo. El primero 

hace referencia a aquel tipo de dolor que permite la supervivencia del 

organismo, mientras que el segundo es el resultado de un funcionamiento 

anormal del sistema nervioso (Woolf, 2004). De acuerdo con el mecanismo 

neurofisiológico que origina el dolor, éste se clasifica en: nociceptivo, 

inflamatorio, neuropático y funcional.   

 

El dolor nociceptivo es una respuesta fisiológica adaptativa y necesaria para 

alertar al organismo sobre la presencia de estímulos dañinos (Fig. 2). Las 

neuronas sensoriales nociceptivas tienen un umbral de activación lo 

suficientemente alto para no interferir con las actividades diarias, pero 

suficientemente bajo para evocar una respuesta antes de que ocurra un daño 

al tejido (Woolf, 2010). El dolor nociceptivo tiene un origen somático y visceral. 

Dentro de este tipo de dolor se encuentra el dolor cutáneo caracterizado por 

ser agudo, punzante y de duración variable de acuerdo con el estímulo que lo 

genera. También se encuentra el dolor visceral que es el producto de la 

estimulación de los nociceptores localizados en los distintos órganos (Woolf, 

2004, 2010). 
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El dolor inflamatorio es una respuesta fisiológica que se presenta cuando 

existe un daño tisular; por ejemplo, una incisión en la piel, quemaduras, frío 

extremo, fracturas, artritis e infecciones, entre otras (Fig. 3). El daño tisular 

induce inflamación y liberación de mediadores químicos tales como citocinas 

pro-inflamatorias, bradicinina, factores de crecimiento (factor de crecimiento 

nervioso, NGF), prostaglandinas (PGE2), protones y sustancia P, entre otros, 

formando la sopa inflamatoria que activa las terminales nociceptivas 

periféricas; lo cual altera la sensibilidad de los nociceptores (Woolf, 2004; 

Woolf, 2010). Además, el estímulo inflamatorio provoca el reclutamiento, la 

acumulación y la activación de células del sistema inmune y proteínas 

plasmáticas en el área de la lesión. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Dolor nociceptivo. El sistema permite la detección de estímulos nocivos 

potencialmente dañinos para los tejidos. Modificado de Woolf, 2010.   
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El dolor neuropático es una respuesta patológica que resulta de un daño o 

lesión al sistema somatosensorial (Fig. 4). Este tipo de dolor presenta 

múltiples causas que van desde lesiones físicas hasta polineuropatías 

metabólicas. Las neuropatías incluyen alteraciones del sistema nervioso como 

la neuralgia post-herpética, la polineuropatía relacionada con el VIH y las 

lesiones de los nervios y la médula espinal. Por tal motivo, el dolor neuropático 

varía dependiendo de su localización anatómica, así como de las causas que 

lo originan (Woolf, 2004). 

 

Fig. 3 Dolor inflamatorio. Este tipo de dolor está asociado con el daño al tejido y 

la infiltración de células del sistema inmune. Este tipo de dolor promueve la 

reparación del tejido debido a la presencia de hipersensibilidad. Modificado de 

Woolf, 2010.  

Fig. 4 Dolor neuropático. Este tipo de dolor es una respuesta dolorosa que se 

produce por la lesión o funcionamiento anormal del sistema somatosensorial. 

Modificado de Woolf, 2010. 
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El dolor funcional es una respuesta patológica que se caracteriza por la 

hipersensibilidad al dolor, aun cuando no existe una anormalidad periférica o 

un déficit neurológico aparente (Fig. 5). El dolor funcional se asocia a un 

procesamiento anormal de la información nociceptiva (Woolf, 2004). Dentro de 

las afecciones que incluye este tipo de dolor se encuentran la fibromialgia, el 

síndrome de colon irritable, el dolor pélvico crónico y la enfermedad de la 

articulación temporomandibular, entre otros (Woolf, 2010).    

 

 

1.5  Modulación ascendente del dolor  

En la región dorsal de la médula espinal se realiza el relevo de la información 

nociceptiva entre las neuronas aferentes primarias y las neuronas de segundo 

orden. Además, el asta dorsal de la médula espinal es un sitio complejo debido 

al tipo de neuronas, circuitos neuronales, sinapsis y eventos bioquímicos 

presentes. Dentro de las funciones del asta dorsal de la médula espinal está 

la integración, selección y dispersión de los estímulos sensoriales.  

 

Por otra parte, la médula espinal es el lugar donde se realiza la primera 

sinapsis en la vía nociceptiva y por lo tanto ofrece una amplia regulación de la 

Fig. 5 Dolor funcional. Este tipo de dolor es una respuesta que se desarrolla debido 

un procesamiento central alterado. Modificado de Woolf, 2010.  
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información sensorial a través de mecanismos segmentales y supra-espinales 

(Basbaum et al., 2009; Hunt y Mantyh, 2001). 

La información nociceptiva se transmite al tálamo a través de las neuronas de 

segundo orden del tracto espinotalámico y al tallo cerebral mediante los tractos 

espinoreticular y espinomesencefálico. El tracto espinotalámico lateral llega 

directamente al núcleo ventral posterior del tálamo, mientras que el tracto 

espinotalámico medial envía proyecciones a la sustancia gris periacueductal 

(PAG) y al sistema reticular del mesencéfalo antes de llegar al núcleo medial 

del tálamo (Tracey y Mantyh, 2007) (Fig. 6). Las neuronas de tercer orden, 

cuyos cuerpos celulares se localizan en el tálamo, envían proyecciones hacia 

la corteza somatosensorial primaria y secundaria, responsables de la 

discriminación sensorial del dolor y hacia áreas del sistema límbico-cortical 

involucradas en la modulación del componente aversivo-emocional del dolor, 

como la corteza cingular anterior y la corteza insular (Brodin et al., 2016; Hunt 

y Mantyh, 2001).  

 

Por otro lado, el tracto espinorreticular tiene su origen en las láminas profundas 

del asta dorsal de la médula espinal y envía proyecciones a la formación 

reticular, la cual a su vez envía proyecciones a la amígdala y otras áreas 

asociadas con el procesamiento emocional y cognitivo del dolor, tales como el 

núcleo accumbens, el hipocampo y la corteza prefrontal (Apkarian et al., 2005; 

Brodin et al., 2016; Millan, 2002; Tracey y Mantyh, 2007). Se sabe que, las 

proyecciones espinales hacia el tallo cerebral integran la actividad nociceptiva 

con procesos homeostáticos y autonómicos (Tracey y Mantyh, 2007). Además, 

estas proyecciones proporcionan información para estimular la respuesta de 

los sistemas descendentes del dolor (Almeida et al., 2004).  

 

1.6  Vías descendentes del dolor  

El sistema endógeno de modulación del dolor está formado por un circuito 

descendente de áreas corticales y subcorticales que consiste en dos 
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estructuras: la PAG y la médula rostral ventromedial (RVM) (Ossipov et al., 

2010; Ossipov et al., 2014; Pertovaara y Almeida, 2006; Vanegas y Schaible, 

2004). Los impulsos generados en el hipotálamo, tálamo, amígdala y corteza 

cingular anterior son integrados en la PAG, que envía proyecciones a la RVM 

y ahí a la médula espinal (Fig. 6). En este sentido, la RVM está formada por el 

núcleo magno del rafé y las formaciones reticulares serotoninérgicas 

adyacentes (Ossipov et al., 2014), así como de poblaciones de interneuronas 

GABAérgicas y glicinérgicas que presentan proyecciones hacia la médula 

espinal (Hossaini et al., 2012; Kato et al., 2006). La RVM también recibe 

entradas del tálamo, la región parabraquial y el locus coeruleus a través de 

neuronas noradrenérgicas, las cuales se comunican con la PAG (Millan, 2002; 

Ossipov et al., 2010; Ossipov et al., 2014). 

 

La modulación descendente del dolor puede ser inhibidora y facilitadora, 

debido a la estimulación o inactivación de las neuronas de la RVM (Heinricher 

et al., 2009; Vanegas y Schaible, 2004). Con la prueba de retiro de la cola en 

ratas anestesiadas (Anderson et al., 1977; Fields et al., 1976, 1977) se 

identificó  una población de neuronas en la RVM que incrementan el disparo 

de potenciales de acción justo antes del comienzo del reflejo nociceptivo, así 

como otra población de neuronas que reducen el disparo. Con base en lo 

anterior, estas neuronas se han clasificado como ON, OFF y NEUTRAS  

(Heinricher et al., 2009). Las neuronas OFF se encuentran tónicamente activas 

e inhiben la transmisión nociceptiva, mientras que las neuronas ON facilitan la 

transmisión nociceptiva; además hay una población de neuronas que no 

responden a estímulos nociceptivos, llamadas NEUTRAS (Ossipov et al., 

2010). La existencia de neuronas ON y OFF propone que los sistemas 

descendentes inhibidores y facilitadores funcionan en armonía para mantener 

un procesamiento sensorial equilibrado. Por lo tanto, se piensa que bajo 

condiciones patológicas este balance podría alterarse y favorecer la facilitación 

y el incremento en la percepción del dolor (Ossipov et al., 2014; Vanegas y 

Schaible, 2004).  
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Fig. 6 Vías y áreas cerebrales implicadas en el procesamiento del dolor. Las 
neuronas aferentes primarias, cuyos cuerpos celulares se encuentran en los ganglios 
de la raíz dorsal o el ganglio trigéminal, hacen sinapsis con neuronas de secundo 
orden en el asta dorsal de la médula espinal. Los axones de las neuronas de segundo 
orden proyectan hacia el tálamo y áreas subcorticales como la RVM y la PAG. Las 
neuronas de tercer orden proyectan desde el tálamo hacia la corteza somatosensorial 
y áreas límbico-corticales. También proyectan hacia la amígdala, que a su vez 
interactúa con el núcleo accumbens. Varias de estas regiones cerebrales envían 
proyecciones moduladoras descendentes a través de la vía PAG-RVM y el locus 
coeruleus, de vuelta hasta las neuronas aferentes primarias. Modificado de Brodin et 
al., 2016. 
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1.7 Sensibilización  

Cuando ocurre un daño o inflamación a los tejidos se produce una estimulación 

repetida del sistema nociceptivo. Esto facilita que estímulos inocuos sean 

capaces de excitar a las neuronas periféricas; dicho fenómeno se conoce 

como sensibilización e involucra la activación de mecanismos 

transduccionales y se da tanto a nivel periférico como central (Woolf, 2004). 

 

1.7.1 Sensibilización periférica  

La sensibilización periférica es una forma de plasticidad estímulo-dependiente 

de los nociceptores (Woolf y Ma, 2007). En la sensibilización periférica, los 

estímulos son un conjunto de mediadores inflamatorios liberados a partir de 

células del sistema inmune o células dañadas. Esta sensibilización reduce el 

umbral de activación de las fibras aferentes primarias e incrementa su 

capacidad de respuesta (Basbaum et al., 2009; Woolf y Ma, 2007). Como 

resultado, un estímulo de baja intensidad logra acceder a vías nociceptivas y 

producir dolor (Woolf y Ma, 2007). La lesión tisular induce la infiltración de 

células del sistema inmune como células cebadas, plaquetas, basófilos, 

neutrófilos, macrófagos y fibroblastos. Estas células junto con las células 

residentes dañadas liberan mediadores inflamatorios como citosinas 

proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-), quimiocinas, serotonina, bradicinina, 

histamina, óxido nítrico, PGE2, ATP y protones, entre otros (Fig. 7) (Basbaum 

et al., 2009; Woolf y Ma, 2007). Dichos mediadores actúan sobre sus 

respectivos receptores localizados en la terminal periférica de las fibras 

aferentes primarias, induciendo la activación de segundos mensajeros y 

múltiples cascadas de señalización que involucran a la proteína cinasa C 

(PKC), proteína cinasa A (PKA), fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), proteína cinasa 

activada por mitógenos (MAPK), proteína cinasa activada por señales 

extracelulares (ERK), cinasa p38 y la cinasa C-jun N-terminal (JNK). La 

activación de estas vías de señalización aumenta la transcripción de genes y 

la síntesis de receptores como TRPV1 y canales de sodio dependientes de 
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voltaje (Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9), principalmente. Los receptores se 

transportan a la terminal periférica, donde son fosforilados por diversas 

cinasas, provocando la alteración de su umbral y cinética de activación. Lo 

anterior aumenta las corrientes de sodio en la terminal periférica, de manera 

que un estímulo despolarizante provoca un mayor número de potenciales de 

acción en la terminal periférica (Basbaum et al., 2009; Stein et al., 2009; 

Costigan y Woolf, 2000; Woolf y Ma, 2007).  

 

Los mediadores inflamatorios pueden generar directamente dolor. Sin 

embargo, la mayoría de los mediadores sensibilizan la terminal periférica 

(Woolf, 2004). Por ejemplo, la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) convierte el 

ácido araquidónico en prostaglandina H, que posteriormente es transformada 

en prostanoides específicos como la PGE2 (Ma et al., 2010; Norberg et al., 

2013). La PGE2 y otros mediadores como, la serotonina y la bradicinina,  

favorecen el aumento de la excitabilidad debido a la entrada de calcio a las 

neuronas sensoriales, lo cual activa a la PKC (Linhart et al., 2003). Por su 

parte, la PGE2 se une a los receptores EP2, los cuales se encuentran 

acoplados a cinasas intracelulares como PKA y PKC (Ma et al., 2010). Estas 

cinasas fosforilan los aminoácidos serina y treonina de diversos canales y 

receptores alterando su actividad, de manera que se vuelven hipersensibles 

ante estímulos subsecuentes (Woolf, 2004).   

 

Por otro lado, la activación de los nociceptores genera potenciales de acción 

antidrómicos que provocan la liberación de neuropéptidos como SP y CGRP 

de las terminales periféricas. La unión de dichos neuropéptidos a sus 

receptores induce la relajación del musculo liso vascular y por lo tanto 

vasodilatación y extravasación plasmática. Lo anterior recluta más células del 

sistema inmune contribuyendo a perpetuar la inflamación y la 

hiperexcitabilidad (Costigan y Woolf, 2000). Además, el glutamato liberado de 

las neuronas sensoriales primarias activa a los receptores NMDA (N-metil-D-

aspartato) localizados en las células satélite, estas células liberan citocinas 
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proinflamatorias que contribuyen al proceso de sensibilización (Ferrari et al., 

2014). 

Finalmente, la inflamación genera cambios que incrementan la transmisión 

nociceptiva en las terminales periféricas, lo cual contribuye al desarrollo de la 

sensibilización en las terminales centrales (Costigan y Woolf, 2000; Woolf y 

Ma, 2007). 

  

Fig. 7 Sensibilización periférica. El daño al tejido y las infecciones producen 
inflamación a través de la extravasación e infiltración de células del sistema inmune. 
Las células infiltradas y residentes liberan diversos mediadores inflamatorios como 
bradicinina, prostaglandinas, protones, ATP, citosinas (IL-1b) y quimiocinas 
proinflamatorias, PGE2 (prostaglandina E2), HETE (Ácido 5-hidroxieicosatetraenoico), 

4-HNE (4-hidroxinonenal), -HL (hemolisina alfa) y FPs (péptidos formilados). Tomado 
de Ji et al., 2014     
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1.7.2 Sensibilización central  

La sensibilización central es un proceso de hiperexcitabilidad dentro del SNC, 

debido al incremento en la excitabilidad neuronal y a la reducción en la función 

inhibidora (Basbaum et al., 2009). El efecto neto de la sensibilización central 

es permitir la entrada de estímulos de baja intensidad a las vías nociceptivas 

del asta dorsal de la médula espinal generando un incremento en el número 

de potenciales de acción, así como la facilitación y potenciación de la 

información nociceptiva (Latremoliere y Woolf, 2010). La sensibilización central 

genera cambios en las propiedades de las neuronas nociceptivas del SNC. El 

dolor generado a consecuencia de dichos cambios alteran la forma en que el 

SNC responde a los estímulos sensoriales (Basbaum et al., 2009; Latremoliere 

y Woolf, 2010; Suzuki y Dickenson, 2005).  

 

Diversos mecanismos han sido implicados en la sensibilización central. Por 

ejemplo, hiperexcitabilidad mediada por receptores NMDA, pérdida del control 

inhibitorio (desinhibición) e interacciones entre las células de la glía y las 

neuronas nociceptivas. Todos estos mecanismos se encuentran involucrados 

en el inicio o mantenimiento de la sensibilización central (Fig. 8) (Basbaum et 

al., 2009). 

 

1.7.3 Sensibilización mediada por el receptor NMDA 

El dolor agudo induce la liberación de glutamato de las terminales periféricas 

promoviendo la generación de corrientes post-sinápticas excitadoras (EPSCs) 

en las neuronas de segundo orden. La suma de las EPSCs resulta, en última 

instancia, en la generación de potenciales de acción y en la consecuente 

transmisión del mensaje doloroso a las neuronas de segundo orden (Basbaum 

et al., 2009).  Además, el glutamato activa los receptores AMPA permitiendo 

la entrada de sodio y por lo tanto la despolarización de las neuronas post-

sinápticas. Dicha despolarización remueve el ion magnesio que se encuentra 

bloqueando el poro del receptor NMDA. La activación de los receptores 
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ionotrópicos (NMDA, AMPA y kainato) por parte del glutamato, junto con los 

receptores metabotrópicos (mGluuiiuy87) o el receptor de tirosina cinasa B 

(TrKB) permite la entrada de calcio y el inicio de múltiples cascadas de 

señalización que generan cambios en las corrientes iónicas, en las 

propiedades de los receptores y en la expresión de sus genes (Fig. 8) 

(Latremoliere y Woolf, 2010). 

 

1.7.4 Sensibilización mediada por la interacción neurona-microglía  

Bajo condiciones fisiológicas, la microglía se encuentra distribuida de manera 

homogénea dentro de la materia gris de la médula espinal. Sin embargo, 

cuando existe un daño al tejido, la microglía presenta una variedad de 

transformaciones fenotípicas, así como la activación de distintas cascadas de 

señalización intracelular que dependen de la naturaleza e intensidad del 

estímulo (Erickson et al., 1992; Ransohoff y Perry, 2009). 

El ATP liberado de la terminal central de las neuronas aferentes primarias 

activa a la microglía y astrocitos espinales (Suter et al., 2007). Además, las 

aferentes primarias liberan CSF-1 (Guan et al., 2016). La respuesta de la 

microglía a estas moléculas es sintetizar y secretar citocinas como IL-1, IL-6, 

TNF- y NGF, que activan a sus receptores localizados en las terminales post-

sinápticas favoreciendo la hiperexcitabilidad neuronal (Sharif-Naeini y 

Basbaum, 2011) (Fig. 8). Otros moduladores liberados por la glía incluyen 

productos de la COX, ATP, óxido nítrico, el factor neurotrófico derivado de 

cerebro (BDNF), D-serina y glutamato, los cuales aumentan la entrada de 

calcio a las neuronas de la médula espinal y estimulan la fosforilación de 

receptores y canales, incrementando su actividad y generando 

hipersensibilidad (Ji et al., 2013). Además, la microglía presenta una sobre-

regulación de distintas proteínas específicas como la molécula adaptadora de 

unión a calcio ionizado (Iba-1), el receptor tipo Toll 4 (TLR4) y el complejo 

mayor de histocompatibilidad clase I y II (MHCI y MHCII) (Tsuda et al., 2003). 
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Finalmente, la comunicación entre las neuronas y la microglía contribuye al 

desarrollo y establecimiento de la sensibilización central (Clark et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Sensibilización central. La activación de las fibras C produce la liberación de 
neurotransmisores y neuromoduladores, los cuales actúan sobre receptores 
metabotrópicos y tirosina-cinasa localizados en las neuronas del asta dorsal de la 
médula espinal. La activación de dichos receptores provoca la activación de 
cascadas de señalización intracelular que producen alteraciones en sus propiedades 
de activación. BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro), PGE2 
(prostaglandina E2), COX-2 (ciclooxigenasa 2), PKC (proteína cinasa C), Ca2+, NOS 
(óxido nítrico sintasa neuronal), NO (óxido nítrico), IP3 (fosfoinositol trifosfato), PKA 
(proteína cinasa A), NK1 (receptor a neuroquinina), mGluR (receptor metabotropico 
a glutamato), SP (sustancia P), NMDA (receptor N-metil-D-aspartato), AMPA 

(receptor del ácido -amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico), src (proto-
oncogene c-Src), TrkB (cinasa B del receptor de tropomiosina) y EP (receptor a 
prostaglandina E2). Tomado de Costigan y Woolf, 2000.    
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1.7.5 Sensibilización mediada por cambios en el sistema GABAérgico 

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso 

central (Burt y Kamatchi, 1991). La actividad inhibidora del GABA es 

fundamental en el procesamiento nociceptivo espinal (Miletic et al., 2003). En 

situaciones fisiológicas, las interneuronas GABAérgicas del asta dorsal de la 

médula espinal son importantes para la atenuación del dolor mediante un 

mecanismo denominado despolarización de la aferente primaria (Price et al., 

2005; Vinay y Jean-Xavier, 2008). En la siguiente sección se abordará a detalle 

dicho proceso.  

 

1.8  Inhibición y desinhibición espinal  

El procesamiento de la información sensorial en el SNC depende de la 

transmisión sináptica inhibidora (Zeilhofer et al., 2012). La importancia de la 

inhibición sináptica en el dolor se estableció con la “teoría del control de la 

compuerta” (Melzack y Wall, 1965). Dicha teoría plantea que la activación de 

las  

neuronas de diámetro grande (fibras A) disminuye la transmisión de impulsos 

en las neuronas de diámetro pequeño (fibras C) y, por lo tanto, disminuyen el 

dolor (Melzack y Wall, 1965; Price et al., 2009). La teoría sugiere que la 

información nociceptiva está bajo el control de mecanismos pre y post-

sinápticos inhibidores en la médula espinal (Chen et al., 2014).  

 

La inhibición sináptica juega un papel importante en el procesamiento de la 

información nociceptiva (Prescott, 2015). Existen dos tipos de inhibición 

sináptica dentro del sistema nervioso central, una fásica y otra tónica (Farrant 

y Nusser, 2005). La primera tiene un papel importante en la transmisión de la 

información nociceptiva a centros superiores (Farrant y Nusser, 2005) y se 

debe principalmente a la activación de los receptores GABA y glicina 

localizados en la membrana post-sináptica. Dicha activación genera una 

corriente post-sináptica inhibitoria (IPSC) que produce una inhibición fásica en 
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las conexiones neurales (Ataka y Gu, 2006). Por su parte, la inhibición tónica 

ocurre cuando concentraciones bajas de GABA activan a los receptores 

GABAA de alta afinidad localizados en sitios extrasinápticos y de esta manera 

producen una corriente inhibitoria tónica (Ataka y Gu, 2006; Farrant y Nusser, 

2005; Semyanov et al., 2004). Tanto la inhibición fásica como tónica dependen 

de interneuronas inhibidoras locales y fibras descendentes que modulan la 

información sensorial antes de ser enviada hacia centros superiores y otras 

regiones de la médula espinal (Zeilhofer et al., 2012). La activación de los 

receptores GABAA reduce la excitabilidad neuronal mediante dos 

mecanismos: hiperpolarizar la membrana post-sináptica y/o generar 

conductancias que provocan un corto circuito en la membrana pre-sináptica, 

lo cual reduce la liberación de neurotransmisores excitadores como el 

glutamato (Bardoni et al., 2013). La actividad de los receptores GABAA 

depende del gradiente de cloruro (Cl-) (Price et al., 2009). De esta manera, los 

receptores GABAA localizados en las terminales periféricas modulan la entrada 

nociceptiva de las neuronas del GRD hacia las neuronas de proyección 

(inhibición pre-sináptica), mientras que los receptores GABAA localizados en 

las neuronas del asta dorsal de la médula espinal reducen la excitabilidad 

neuronal (inhibición post-sináptica) (Chen et al., 2014; Guo y Hu, 2014). 

 

El bloqueo farmacológico de los receptores GABAA reproduce las 

características del dolor crónico (alodinia mecánica, hiperalgesia y dolor 

espontáneo) (Price y Prescott, 2015; Zeilhofer et al., 2012). Existe evidencia 

que la inhibición sináptica GABAérgica disminuye bajo condiciones de dolor 

crónico (Coull et al., 2003; Keller et al., 2007) e inflamación persistente (Müller 

et al., 2003; Zeilhofer, 2008). Estos resultados sugieren que la pérdida de la 

inhibición sináptica ayuda a perpetuar el dolor (Coull et al., 2003; Keller et al., 

2007; Prescott, 2015).  
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1.9  El cloruro en la regulación sináptica  

El gradiente transmembranal de Cl- en las neuronas se mantiene por co-

transportadores que desempeñan diversas funciones fisiológicas como la 

modulación de las corrientes mediadas por los receptores GABAA (Price et al., 

2005, 2009). Los principales co-transportadores dentro del sistema nervioso 

son el co-transportador sodio-potasio-cloruro (NKCC1), que transporta Cl- 

hacia el interior de la neurona, y el co-transportador potasio-cloruro (KCC2), 

que transporta Cl- hacia el exterior de la neurona (Payne et al., 2003; Price et 

al., 2009). Estos co-transportadores desempeñan un papel importante en el 

dolor crónico y otros trastornos neurológicos (Price et al., 2009; Yousuf y Kerr, 

2016). 

 

1.9.1 Inhibición pre-sináptica: participación del co-transportador 
NKCC1 en la nocicepción 

La inhibición pre-sináptica ocurre por la formación de conexiones axo-axónicas 

(Zeilhofer et al., 2012). Las neuronas sensoriales primaras tiene una expresión 

de co-transportadores distinta de las neuronas de segundo orden. Dichas 

neuronas solo tienen una expresión alta de NKCC1 y no tienen KCC2 (Álvarez-

Leefmans et al., 2001; Price et al., 2009; Zeilhofer et al., 2012). Por tal motivo, 

la apertura del canal de Cl- asociado al receptor GABAA permite la salida de 

Cl- de las neuronas y genera una despolarización sub-umbral, la cual provoca 

un corto circuito, que se conoce como despolarización de la aferente primaria 

(DAP) (Rocha-González et al. 2008; Álvarez-Leefmans y Delpire, 2009). Esta 

despolarización se genera en las fibras aferentes que inervan músculo, 

mecanorreceptores cutáneos, fibras C y A y se considera que es el 

mecanismo que subyace a la inhibición pre-sináptica (Álvarez-Leefmans, 

1988; Cervero et al., 2003; Price et al., 2009). Los mecanismos propuestos 

para explicar el fenómeno de la inhibición pre-sináptica producida por la DAP 

son: 1) la DAP inactiva canales de sodio dependientes de voltaje localizados 

en las terminales de las fibras aferentes primarias, interrumpiendo la 

propagación del potencial de acción proveniente de la periferia; 2) la DAP 
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atenúa la amplitud de los potenciales de acción a través del incremento en la 

conductancia de la membrana (shunting) debido a la apertura de canales de 

cloruro; lo anterior lleva a la disminución en la liberación de neurotransmisores 

en la terminal central de las aferentes primaras; y 3) la DAP inactiva canales 

de calcio dependientes de voltaje localizados en las terminales centrales, lo 

cual reduce la entrada de calcio a la pre-sinapsis lo que provoca una 

disminución en la liberación de neurotransmisores excitadores (Cervero et al., 

2003; Price et al., 2005, 2009; Zeilhofer et al., 2012). 

 

Bajo condiciones de daño al tejido, los estímulos provenientes de fibras no 

nociceptivas sensibilizadas estimulan de manera sostenida las interneuronas 

GABAérgicas espinales. Además, se sabe que la expresión y actividad de 

NKCC1 incrementa, lo cual provoca un aumento en las concentraciones 

intracelulares de Cl- ([Cl-]i). En este sentido, el GABA liberado de las 

interneuronas activa a los receptores GABAA pre-sinápticos de las neuronas 

sensibilizadas permitiendo una salida masiva de Cl-. Esto genera una DAP 

excesiva que alcanza el umbral de disparo de potenciales de acción, 

conocidos como reflejos de la raíz dorsal (RRD) (Álvarez-Leefmans y Delpire, 

2009; Cervero et al., 2003; Cervero y Laird, 1996; Loeza-Alcocer et al., 2013; 

Price et al., 2009). Los RRD se conducen de manera antidrómica a la terminal 

periférica de las fibras aferentes primarias donde inducen la liberación de SP 

y CGRP. Sin embargo, si los RRD se conducen de manera ortodrómica 

sobreexcitan a las neuronas de segundo orden que contribuye al desarrollo de 

la hipersensibilidad (Cervero et al., 2003; Cervero y Laird, 1996; García-Nicas 

et al., 2006; Loeza-Alcocer et al., 2013; Price et al., 2005).  

 

Las primeras evidencias de la participación del co-transportador NKCC1 en el 

procesamiento de la información nociceptiva se obtuvieron en ratones knock-

out de esta proteína. Dichos ratones presentaron un aumento en la latencia de 

retiro durante la prueba de la plancha caliente (hot-plate) (Sung et al., 2000) y 

sacudida de la cola (tail-flick) (Laird et al., 2004). Lo anterior sugería que el 
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NKCC1 desempeña un papel importante en la nocicepción térmica (Price et 

al., 2009). Estudios de hibridación in situ e inmunohistoquímica  demostraron 

que el NKCC1 se expresa en neuronas de los GRD y neuronas del ganglio 

trigeminal (Álvarez-Leefmans et al., 2001; Price et al., 2006; Toyoda et al., 

2005). Además, la aplicación de bumetanida o furosemida (inhibidores del 

NKCC1) sobre la piel inhibe las respuesta inducidas por la aplicación de 

histamina en humanos (Willis et al., 2004).  

 

Se sabe que el NKCC1 está implicado en el dolor inflamatorio. En este sentido, 

la artritis aumentó el ARNm y la proteína del NKCC1 en las láminas 

superficiales del asta dorsal de la médula espinal de la rata. En contraste, se 

observó que durante la artritis crónica los niveles del ARNm y la proteína KCC2 

retornaron a niveles basales, mientras que los niveles de la proteína NKCC1 

permanecieron aumentados (Morales-Aza et al., 2004). Otro estudio reportó 

que la administración periférica local de bumetanida atenuó la fase 1 y 2 del 

modelo de formalina al 1%. Además, la administración intratecal de 

bumetanida también logró atenuar la fase 2 del modelo. El efecto espinal 

mencionado anteriormente, fue mimetizado por piretanida y furosemida 

(inhibidores de NKCC1). Estos datos siguieren que el NKCC1 se encuentra 

localizado en neuronas espinales y periféricas y que participa en la 

nocicepción inducida por formalina (Granados-Soto et al., 2005). Por su parte, 

la administración intracolónica de capsaicina en ratas incrementó la expresión 

del NKCC1 en la médula espinal. Además, la capsaicina indujo la fosforilación 

rápida del NKCC1 90 y 180 minutos después de la administración, sugiriendo 

que la fosforilación y el reclutamiento de NKCC1 tienen un papel importante 

en la hiperalgesia mecánica observada en este modelo (Galan y Cervero, 

2005). De acuerdo con esto, la administración intratecal de bumetanida reduce 

la inflamación neurogénica y los RRD evocados por la estimulación mecánica 

y eléctrica después de la administración intradérmica de capsaicina (Valencia-

de Ita et al., 2006). Asimismo la administración intracisternal de bumetanida 
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redujo la alodinia mecánica producida por la administración de IL-1 (Kim et 

al., 2017). 

 

Se ha reportado que la lesión de la médula espinal (SCI) de la rata aumentó la 

proteína NKCC1 en el epicentro de la lesión al día 14 post-SCI. Dicha lesión 

también disminuyó la proteína KCC2. En este sentido, la administración 

intraperitoneal de bumetanida redujo la hiperalgesia observada en el modelo 

(Ahmed et al., 2014; Cramer et al., 2008; Hasbargen et al., 2010). Del mismo 

modo, el daño a la médula espinal aumentó la proteína NKCC1 fosforilada en 

el GRD ipsilateral al daño. La administración de bumetanida redujo la 

hiperalgesia y previno la fosforilación del NKCC1 en el GRD (Mòdol et al., 

2014). Se ha reportado que la ligadura del nervio trigeminal aumentó la 

expresión del ARNm y la proteína NKCC1 en neuronas de diámetro pequeño 

y grande (Wei et al., 2013). En contraste, la constricción crónica del nervio 

infraorbital no produjo cambios en la expresión del ARNm de NKCC1. Este 

hallazgo sugiere que la desregulación de la homeostasis del Cl- no tiene un 

papel importante en el mantenimiento del dolor crónico inducido por la 

constricción del nervio infraorbital en el ratón (Castro et al., 2017).  

 

El paclitaxel indujo cambios en la expresión de la proteína NKCC1 que se 

previnieron por bumetanida, efecto que no se observó con un agente 

estabilizador de actina. Lo anterior sugiere que el NKCC1 contribuye a la 

disminución de la inhibición sináptica espinal y al dolor neuropático inducido 

por paclitaxel (Chen et al., 2014). 

 

En conjunto, los estudios mencionados sugieren que la alteración de la 

homeostasis del Cl- debido a cambios en la expresión del co-transportador 

NKCC1 contribuye al desarrollo de la hiperalgesia tanto en modelos de dolor 

inflamatorio como neuropático. Los estudios en donde se ha evaluado la 

participación del co-transportador NKCC1 se resumen en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Estudios sobre la participación del co-transportador NKCC1 en el dolor. 

Modelo 
Especie/ 

medición 
Tratamiento 

Localización/ 

expresión 
Ref. 

Ratones KO 
Ratones KO para NKCC1 

Conducta 

Los ratones KO para NKCC1 mostraron un 

incremento en la latencia de retiro de la pata 
- 

Sung et al., 

2000 

Neuronas 

aisladas 

Neuronas del GRD de 

rana, gato y rata 

Inmunohistoquímica y 

Western blot 

- 

La proteína NKCC1 se expresa en 

neuronas del GRD, células 

satelitales y de Schwann 

Álvarez-

Leefmans et 

al., 2001 

Ratones KO 
Ratones KO para NKCC1 

Conducta 

Los ratones KO para NKCC1 mostraron un 

incremento en la latencia de retiro de la cola 

 

- 
Laird et al., 

2004 

Artritis 

 inducida con 

CFA 

Ratas machos 

Hibridación in situ, 

inmunohistoquímica y 

Western blot 

- 
El ARNm del NKCC1 aumentó en los 

GRD y en el asta dorsal de la ME 

Morales-Aza et 

al., 2004 

Dolor inflamatorio 

(Formalina 1%) 

Ratas hembras 

Conducta 

La administración local e i.t. de furosemida, 

bumetanida y piretanida (10-270 g) inhibieron la 

fase 2 de la prueba. La furosemida i.t. inhibió 

ambas fases del modelo 

- 
Granados-Soto 

et al., 2005 
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Administración 

de capsaicina 

Ratones 

Western blot y q-PCR 
- 

La proteína NKCC1 aumentó en la 

médula espinal 90 y 180 min 

después de la administración de 

capsaicina 

 

 

Galan y 

Cervero 2005 

SCI 
Ratas 

Conducta 

La bumetanida (30 mg/kg, i.p.) aumentó el tiempo 

de retiro de la pata 

La proteína NKCC1 aumentó 14 días 

post-SCI 

Cramer et al., 

2008 

CFA 
Ratas machos 

Western blot 

La administración aguda o crónica de SP, así 

como la co-administración de muscimol más SP 

aguda o crónica aumentó la proteína fosforilada 

NKCC1 

La proteína fosforilada NKCC1 

aumentó en la RVM 

 

Lagraize et al., 

2010 

Inflamación pulpa 

con LPS 

Ratones 

q-PCR 
- 

El ARNm del NKCC1 aumentó 1 día 

post administración de LPS en el Vc 
Li et al., 2010 

SCI 
Ratas 

Western blot 

La administración de bumetanida (30 mg/kg, i.p.) 

disminuyó el dolor inducido por el SCI 

La proteína NKCC1 aumentó en la 

médula espinal 

Hasbargen et 

al., 2010 

Estrés 

por restricción 

de sueño 

Conducta 
La administración de bumetanida (30 y 90 ng) 

revirtió la hipersensibilidad mecánica 
- 

Wei et al., 

2010 
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CFA 

Neuronas del GRD de 

ratas macho 

Western blot 

- 
La proteína fosforilada NKCC1 no 

aumentó en el GRD 

Zhu et al., 

2012 

CCI del nervio 

trigeminal 

Ratas macho 

Inmunohistoquímica e 

hibridación in situ 

- 

El ARNm y la proteína NKCC1 

aumentaron en neuronas de 

diámetro pequeño y grande en el GT 

Wei et al., 

2013 

Paclitaxel 
Ratas machos 

q-PCR, y Western blot 

La administración de bumetanida (2.5-20 ng) 

atenuó la hiperalgesia y alodinia inducidas por 

paclitaxel 

La proteína NKCC1 aumentó, 

mientras que el ARNm disminuyó en 

la médula espinal 

Chen et al., 

2014 

 

SNI 

Ratas hembras 

Conducta y Western blot 

 

La administración de bumetanida (30 mg/kg) 

revirtió la hiperalgesia térmica y mecánica. 

Además, redujo la expresión de la proteína 

NKCC1 en el GRD 

La proteína fosforilada NKCC1 

aumentó en el GRD 

Mòdol et al., 

2014 

SCI 
Ratas machos  

Conducta y Western blot 

La administración de bumetanida aumentó la 

latencia de retiro de la pata 

La proteína NKCC1 aumentó en el 

epicentro de la lesión en la ME post-

SCI 

 

Ahmed et al., 

2014 

Estrés por 

administración 

de agua 

Ratones hembras 

Inmunohistoquímica 
- 

La proteína NKCC1 aumentó en 

células granulares y piramidales del 

hipocampo de ratas 

Tsukahara et 

al., 2015 

Estrés crónico 

impredecible 

Ratas machos 

Inmunohistoquímica 

La administración de bumetanida (20 M) 

disminuyó los niveles de CORT, así como el 

disparo de neuronas de ratas con estrés 

La proteína NKCC1 aumentó en 

PVN 5 días post-estrés 

Gao et al., 

2016 
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  CFA= adyuvante completo de Freund, SCI= spinal cord injury, LPS= lipopolisacárido, CCI= chronic constriction injury, 

SNI= spared nerve injury, ME= médula espinal, CORT = corticosterona 

 

 

 

 

 

 

Encefalitis 

autoinmune 

 

Ratones machos 

Conducta, Western blot y 

q-PCR 

La administración de bumetanida (30 mg/kg) no 

revirtió la hipersensibilidad mecánica. Sin 

embargo, logró revertir a niveles basales la 

proteína NKCC1 

El ARNm y la proteína NKCC1 

disminuyeron en la ME. 

El ARNm del NKCC1 no presenta 

cambios, mientras que la proteína 

NKCC1 aumentó en el GRD 

 

Yousuf et al., 

2017 

Dolor 

inflamatorio 

(IL-1) 

Ratas machos 

Conducta 

La administración de bumetanida (50 y 100 g) 

disminuyó la alodinia mecánica 
- 

Kim et al., 

2017 

CCI del 

nervio infraorbital 

Ratones hembras y 

machos 

Conducta y q-PCR 

- 
El ARNm del NKCC1 no presenta 

cambios 14 días post-CCI 

Castro et al., 

2017 
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1.9.2 Inhibición post-sináptica: participación del co-transportador KCC2 
en la nocicepción 

Las neuronas del SNC maduro y principalmente las neuronas secundarias de 

la lámina I de la médula espinal tienen una [Cl-]i menor a la extracelular (Price 

y Prescott, 2015). Por lo tanto, la activación del receptor GABAA permite la 

entrada de Cl- a la neurona, lo que conduce a una hiperpolarización (inhibición 

de la excitabilidad). La baja concentración de Cl- en las neuronas de segundo 

orden se debe a la presencia del co-transportador KCC2 y la ausencia del co-

transportador NKCC1 (Price et al., 2009; Price y Prescott, 2015). Cuando el 

potencial de equilibrio del Cl- está cerca del potencial de reposo de la 

membrana, la actividad de los receptores GABAA produce un corto circuito 

llamado shunting, el cual provoca una disminución en la excitabilidad neuronal 

(Doyon et al., 2011; Mark Farrant y Kaila, 2007; Prescott, 2015). En contraste, 

si el potencial de equilibrio del Cl- es más positivo que el potencial de reposo 

de la membrana, la actividad de los receptores GABAA se vuelve 

despolarizante (Ben-ari, 2007; Doyon et al., 2011; Prescott et al., 2006). 

 

Bajo condiciones normales, el KCC2 transporta Cl- hacia el exterior de las 

neuronas y se encarga de mantener concentraciones bajas de Cl- dentro del 

SNC (Ben-Ari, 2002). Por su parte, las neuronas inmaduras tienen una 

expresión baja del KCC2. Por tal motivo, durante el desarrollo el GABA tiene 

un papel excitador, lo cual es crucial para la formación de la sinapsis y la 

migración neuronal (Payne et al., 2003; Watanabe y Fukuda, 2015). Sin 

embargo, a partir de la tercer semana postnatal aumenta la expresión del 

KCC2 y las [Cl-]i disminuyen lo cual contribuye a la función inhibidora de los 

receptores GABAA (Ben-Ari, 2002; Watanabe y Fukuda, 2015). Después de 

una lesión al tejido nervioso, la expresión del KCC2 disminuye y el Cl- se 

acumula (Kahle et al., 2008; Price y Prescott, 2015). En consecuencia, la 

apertura de los receptores GABAA resulta en la salida del Cl-, lo que induce 

una despolarización en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal 

(Coull et al., 2003). Este cambio en la dirección del flujo de Cl- reduce la 
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capacidad de inhibición de los receptores GABAA (desinhibición) e incluso 

puede producir excitabilidad (Bonin y De Koninck, 2013; Price et al., 2009).  

El primer estudio que demostró la relación entre el dolor neuropático y la 

disminución de la expresión del KCC2 se realizó en un modelo de daño a los 

nervios periféricos en ratas. Este estudio reportó una disminución de la 

proteína KCC2 en el asta dorsal de la médula espinal ipsilateral al daño (Coull 

et al., 2003). Subsecuentemente, otros estudios han reportado que el daño a 

los nervios periféricos también induce el mismo fenómeno (Huang et al., 2016; 

Kitayama et al., 2016; Mòdol et al., 2014; Wei et al., 2013). Además, el daño a 

los nervios periféricos redujo la proteína KCC2 fosforilada en el asta dorsal de 

la médula espinal ipsilateral al daño, así como en la corteza somatosensorial I 

y el núcleo ventral posterolateral del tálamo (Huang et al., 2016; Mòdol et al., 

2014).  

Por otra parte, la diabetes tipo I disminuyó la proteína KCC2 en neuronas del 

asta dorsal de la médula espinal (Jolivalt et al., 2008). El dolor neuropático 

inducido por el daño a los nervios periféricos, el daño a la médula espinal 

producen la pérdida de la función de los sistemas inhibidores así como la 

disminución en la expresión del KCC2 en neuronas de la médula espinal 

(Kitayama, 2017). La pérdida de la función del KCC2 produce cambios en las 

[Cl-]i en neuronas del asta dorsal de la médula espinal. Dichos cambios 

modifican la función inhibidora del GABA en las neuronas espinales (Coull et 

al., 2003). Se ha reportado que el bloqueo farmacológico con DIOA, un 

antagonista del KCC2 (Huang et al., 2016), o el uso de un  ARN de 

interferencia contra el KCC2 (siRNA) (Kitayama et al., 2016) disminuyeron los 

umbrales nociceptivos en animales intactos. Lo anterior confirma que la 

pérdida de la homeostasis del Cl- es suficiente para inducir dolor (Price et al., 

2005; Yousuf y Kerr, 2016). 
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La administración de lipolisacarido (LPS) en la superficie oclusal dental del 

ratón produce inflamación pulpar. Esta inflamación disminuyó el ARNm del 

KCC2 en el subnúcleo caudal del trigémino. En este sentido, la administración 

intracisternal de K252a, inhibidor de los receptores tirosina-cinasa, produjo un 

efecto antinociceptivo en dicho modelo. Esto sugiere que el KCC2 tiene un 

papel importante en la nocicepción y transmisión del dolor dental en el 

subnúcleo caudal (Hasbargen et al., 2010; Li et al., 2010). De la misma forma, 

el dolor incisional (inflamatorio) disminuyó la expresión de KCC2 en neuronas 

del asta dorsal de la médula espinal ipsilateral al daño (He et al., 2014). 

Además, la administración de formalina al 5% disminuyó la inmunorreactividad 

de KCC2 en la lámina II de la médula espinal ipsilateral al daño. 

Interesantemente, el pre-tratamiento con K252a revirtió dicho efecto, 

sugiriendo que el receptor TrkB participa en la disminución de la expresión del 

KCC2 (Tsuruga et al., 2016). 

Por otra parte, la activación de la microglía en la médula espinal y la liberación 

de BDNF después de un daño al tejido tienen un papel importante en la 

reducción de la expresión del KCC2 (Bonin y De Koninck, 2013). Las fibras 

dañadas liberan ATP y CSF-1 desde las terminales centrales, estas activan a 

la microglía lo que provoca la liberación de BDNF en el asta dorsal de la 

médula espinal (Bonin y De Koninck, 2013; Guan et al., 2016; Zhang y De 

Koninck, 2006). El BDNF activa al receptor TrkB en las neuronas del asta 

dorsal de la médula espinal, desencadenando una vía de señalización que 

resulta en la disminución de la expresión del KCC2, la acumulación del Cl- en 

el interior de la neurona y la pérdida de inhibición post-sináptica (Fig. 9) (Bonin 

y De Koninck, 2013; Coull et al., 2003; Hildebrand et al., 2016). Se sabe que 

la inflamación crónica también reduce la expresión del KCC2 a través del 

BDNF que se libera del tejido dañado (Kahle et al., 2008). Además, la 

producción de mediadores inflamatorios desempeña un papel importante en la 

desinhibición post-sináptica. En este sentido, la PGE2 se une a su receptor EP2 

post-sináptico el cual activa a la PKA (Norberg et al., 2013), esta fosforila al 
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receptor de glicina provocando la inhibición de dicho receptor e impidiendo el 

control de la excitabilidad neuronal (Zeilhofer, 2008). Finalmente, la pérdida de 

la inhibición permite la fosforilación de los receptores NMDA aumentando su 

actividad lo cual aumenta la excitabilidad neuronal (Abe et al., 2005). En 

resumen, la desinhibición resulta en un incremento de la transmisión 

nociceptiva. Los estudios en donde se ha evaluado la participación del co-

transportador KCC2 se resumen en la Tabla 2.  

Fig. 9 Inhibición post-sináptica. Existen 3 vías involucradas en la reducción 
inhibidora del asta dorsal de la médula espinal. Primero, el daño a los nervios 
periféricos y la activación de la microglía reducen el efecto inhibidor (línea verde). 
Segundo, la inflamación reduce la actividad de los receptores glicina, lo que 
contribuye a la pérdida de la función inhibidora (línea azul). Tercero, la liberación de 
endocannabinoides reduce la liberación de GABA y glicina, lo cual contribuye a la 
perdida de la inhibición post-sináptica (línea rosa). Tomado de Zeilhofer et al., 2012. 
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Tabla 2. Estudios sobre la participación del co-transportador KCC2 en el dolor 

Modelo Especie/medición Tratamiento Localización/ expresión Ref. 

Artritis 

con CFA 

 

Ratas machos 

Hibridación in situ, 

inmunohistoquímica y 

Western blot 

- 

El ARNm y la proteína KCC2 

aumentaron en el asta dorsal de la ME 

 

Morales-Aza 

et al., 2004 

Neuronas 

aisladas 

Neuronas del GRD 

Inmunocitoquímica 

Las neuronas fueron estimuladas con NGF, 

ATP, bradicinina y PGE2 durante 1.3 h 

Los mediadores inflamatorios 

disminuyeron la proteína KCC2, 

mientras que el ARNm de KCC2 no 

presentó cambios 

Funk et al., 

2008 

SCI 
Ratas 

Conducta 

La administración de bumetanida (30 mg/kg, 

i.p.) incrementó el tiempo de retiro de la pata 

La proteína KCC2 disminuyó 14 días 

post-SCI 

Cramer et al., 

2008 

SCI 
Ratas 

Conducta y Western blot 

La administración de bumetanida (30mg/kg, i.p.) 

redujo el dolor inducido por SCI 
La proteína KCC2 disminuyó en la ME 

Hasbergen et 

al., 2010 

Inflamación 

pulpar (LPS) 

Ratones 

q-PCR 
- 

El ARNm del KC2 disminuyó 1 día post 

administración de LPS 
Li et al., 2010 

CCI del 

nervio trigeminal 

Ratas machos 

Inmunohistoquímica e 

hibridación in situ 

- 
El ARNm y la proteína KCC2 

disminuyeron en el núcleo trigeminal 

Wei et al. 

2013 

SNI 

Ratas hembras 

Conducta, Western blot, 

inmunohistoquímica y 

La administración de bumetanida (30 mg/kg) 

revirtió la hiperalgesia térmica y mecánica. 

Además, redujo la expresión del KCC2 en la ME 

La proteína fosforilada KCC2 disminuyó 

en la ME y corteza somatosensorial 

Mòdol et al., 

2014 
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Dolor incisional 

Ratas machos 

Conducta e 

inmunohistoquímica 

La administración de bumetanida (100 g i.t.) 

disminuyó el score acumulativo y aumentó la 

latencia térmica y mecánica 

La proteína KCC2 disminuyó en la ME  
He et al., 

2014 

Estrés por 

administración 

de agua 

Ratones hembras 

Inmunohistoquímica 
- 

La proteína KCC2 disminuyó en células 

granulares y piramidales del hipocampo 

de ratas 

Tsukahara et 

al., 2015 

Hiperalgesia 

por retiro 

de nicotina 

Ratas machos 

Conducta y Western blot 

La administración de K252a aumentó la latencia 

de retiro de la pata 
La proteína KCC2 disminuyó en la ME 

Shi et al., 

2015 

SCI 

Ratas machos 

Conducta, Western blot y 

RT-PCR 

La administración de bumetanida bloqueó el 

efecto del SCI 

La proteína total y fosforilada KCC2 

disminuyeron en la ME 

Huang et al., 

2016 

Estrés crónico 

impredecible 

Ratas machos 

Inmunohistoquímica y 

electrofisiología 

La administración de bumetanida (20 M) 

disminuyó los niveles de CORT, así como el 

disparo de neuronas de ratas con estrés 

La proteína KCC2 disminuyó en PVN 5 

días post-estrés 

Gao et al., 

2016 

CCI del nervio 

infraorbital 

Ratones hembras y machos 

Conducta y q-PCR 
- 

El ARNm del KCC2 no presentó 

cambios 14 días post-CCI 

Castro et al., 

2017 

Encefalitis 

autoinmune 

 

Ratones machos 

Conducta, Western blot y q-

PCR 

La administración de bumetanida (30 mg/kg) no 

disminuyó la hipersensibilidad mecánica. Sin 

embargo, logró revertir a niveles basales la 

proteína NKCC1 

No hay cambios en el ARNm del KCC2, 

mientras que la proteína KCC2 

disminuyó en la ME 

 

Yousuf 

et al., 2017 

CFA= adyuvante completo de Freund, SCI= spinal cord injury, LPS= lipopolisacárido, CCI= chronic constriction injury, SNI= 

spared nerve injury, ME= médula espinal, CORT = corticosterona, adm= administración 
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 Antecedentes particulares  

2.1  Fibromialgia  

La fibromialgia es un síndrome de dolor músculo-esquelético generalizado que 

se caracteriza por la presencia de hipersensibilidad al tacto e hiperalgesia 

muscular, además de síntomas concomitantes mediados por el SNC tales 

como fatiga, depresión, dificultades cognitivas, trastornos del sueño y del 

estado de ánimo (Clauw, 2014; Sluka y Clauw, 2016). La fibromialgia es el 

segundo desorden reumatológico más común con una prevalencia del 2.7% a 

nivel mundial y aumenta considerablemente cada año (Marques et al., 2017; 

Queiroz, 2013). La fibromialgia afecta más a las mujeres que a los hombres 

en una proporción 2:1 y puede desarrollarse a cualquier edad, 

independientemente del grupo étnico (Clauw, 2014). Un estudio realizado en 

pacientes finlandenses, con un rango de edad de 10-12 años, reportó una 

prevalencia del 1.3% (Sherry et al., 1991). Sin embargo, Buskila et al 

reportarón una prevalencia del 6.2 % en pacientes israelíes con un rango de 

edad entre 9-15 años (Buskila et al., 1993; Macfarlane, 1999). El criterio de 

diagnóstico de la fibromialgia, publicado en 1990 por el Colegio Americano de 

Reumatología (ACR, American College of Rheumatology), era clínico y 

requería que los pacientes presentaran dolor crónico generalizado y 

sensibilidad en, al menos, 11 de 18 puntos sensibles determinados (Ablin et 

al., 2008; Wolfe et al., 1990). Dicho criterio se actualizó en 2010 e incluye una 

escala de severidad de síntomas y un índice de dolor generalizado, lo que 

permite una aproximación alternativa al diagnóstico de la enfermedad (Clauw, 

2014; Wolfe et al., 2011). 

 

2.2  Patogénesis de la fibromialgia  

Al igual que en otros síndromes de dolor funcional, la etiología de la 

fibromialgia no se conoce. Los mecanismos propuestos incluyen: 1) 

desregulación del sistema nervioso periférico, central y autónomo que 

promueve la amplificación en la transmisión nociceptiva y su interpretación a 
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nivel cortical; 2) disfunción neuroendocrina en respuesta al estrés mediado por 

el eje hipotálamo-pituitaria-adrenal; 3) alteración en las funciones del sistema 

inmune; 4) disfunción del metabolismo muscular producido por alteraciones 

del estrés oxidativo a nivel mitocondrial; y 5) factores genéticos (Covarrubias-

Gómez y Carrillo-Torres, 2016; Sluka y Clauw, 2016). 

 

La presencia de síntomas concomitantes como fatiga, dificultades en la 

memoria, depresión, trastornos del sueño y del estado de ánimo apoya la idea 

que el problema de la fibromialgia subyace a nivel central (Clauw, 2014). La 

característica principal de la fibromialgia es un desbalance en los niveles de 

los neurotransmisores. Las concentraciones de serotonina, noradrenalina y 

dopamina se encuentran disminuidas en el fluido cerebroespinal y en el suero 

de pacientes con fibromialgia (Russell et al., 1992). Además, se ha reportado 

que los pacientes con fibromialgia presentan un aumento en los niveles de 

opioides en el fluido cerebroespinal y una disminución en la disponibilidad de 

los receptores a opioides a nivel central (Baraniuk et al., 2004; Harris et al., 

2007); lo anterior puede provocar una alteración en la modulación 

descendente del dolor (Sluka y Clauw, 2016).  

 

Por otra parte, los pacientes con fibromialgia muestran un aumento en los 

niveles de glutamato en áreas cerebrales relacionadas en el procesamiento 

del dolor, como la ínsula y la corteza cingular posterior (Harris, 2010; Harris et 

al., 2009; Larson et al., 2000; Sarchielli et al., 2007). De la misma manera, se 

ha reportado que pacientes con fibromialgia tienen altas concentraciones de 

SP comparadas con pacientes sanos (Russell et al., 1994; Schwarz et al., 

1999). En resumen, lo anterior sugiere que un aumento de los 

neurotransmisores excitadores contribuye al mantenimiento de la 

sensibilización central (Sluka y Clauw, 2016). 

 

Por otra parte, la amplificación de los estímulos sensoriales es un fenómeno 

relevante en la fibromialgia y ocurre como consecuencia de alteraciones en la 
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modulación descendente. Diversos estudios de neuroimagen funcional  

reportan una activación irregular de la PAG que se relaciona con el desarrollo 

y mantenimiento de la sensibilización central (Truini et al., 2016). Además, los 

pacientes con fibromialgia muestran patrones de activación cerebral que 

indican que experimentan dolor ante una presión ligera o un estímulo térmico 

leve, percibidos como inocuos en pacientes sanos. Las regiones que 

presentan mayor activación son la ínsula posterior, la corteza somatosensorial 

1 y 2, el putamen, el tálamo, la amígdala, la corteza cingular posterior y el 

cerebelo (Cook et al., 2004; Gracely et al., 2002; López-Solà et al., 2017). 

Además, los pacientes con fibromialgia tienen una baja tolerancia al calor, al 

frio, a estímulos eléctricos e incluso a estímulos sensoriales como el sonido 

(Geisser et al., 2008; Petzke et al., 2003).  

 

La alteración de la información nociceptiva en el sistema nervioso periférico 

(SNP) tiene un papel importante (Clauw et al., 2011). Se ha observado una 

reducción en el número de fibras nerviosas de la epidermis de pacientes con 

fibromialgia en comparación con pacientes sanos (Caro y Winter, 2014; 

Doppler et al., 2015; Oaklander et al., 2013; Üçeyler et al., 2013). Se especula 

que la inflamación crónica es una causa de fibromialgia. En este sentido, se 

ha reportado un incremento en la liberación de citocinas proinflamatorias a 

nivel periférico en pacientes con fibromialgia (Mendieta et al., 2016) tales como 

IL-1, IL-6 y TNF- (Salemi et al., 2003; Wallace et al., 2001; Wang et al., 

2008). La IL-8 (Kosek et al., 2015; Wallace et al., 2001), el óxido nítrico (Larson 

et al., 2000) y la proteína HMGB1 (Oktayoglu et al., 2013) aumentan en la 

circulación sistémica y en el fluido cerebroespinal de pacientes con 

fibromialgia. La proteína HMGB1 es crucial en la respuesta al estrés oxidativo, 

debido a que su unión con el receptor TLR4 modula la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS). Por lo tanto, se sugiere un desequilibrio entre la 

producción de ROS y los sistemas antioxidantes en pacientes con fibromialgia, 

lo cual puede zcausar daño isquémico a nivel periférico (Akkuş et al., 2009). 

Además, se ha reportado que pacientes con fibromialgia muestran un daño 
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oxidativo severo en el tejido muscular, que incluye la fragmentación del ADN, 

alteraciones en la expresión de enzimas constitutivas y cambios en el número 

y tamaño de las mitocondrias (Sprott et al., 2004). También, se reportó un 

aumento en la peroxidación de los lípidos debido a la acción de las ROS 

(Akkuş et al., 2009). Se sabe que las ROS activan al inflamasoma NLRP3, el 

cual promueve la producción de citocinas pro-inflamatorias y de ROS (Cordero 

et al., 2014).  

 

Se ha reportado una relación entre la fibromialgia y el estrés crónico; lo anterior 

ha involucrado el estudio del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA) y del 

sistema nervioso simpático. El eje HPA en pacientes con fibromialgia presenta 

una respuesta limitada al cortisol, a la hormona del crecimiento y a la 

prolactina, así como un incremento en la actividad de la hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) y la hormona folículo estimulante (Geenen et al., 

2002; Rao et al., 2007). Los pacientes con fibromialgia muestran una 

disminución en la cantidad de estrógenos, hormona del crecimiento y hormona 

triyodotironina (Geenen et al., 2002; Jones et al., 2007; Neeck, 2000), mientras 

que los niveles plasmáticos de cortisol se encuentran elevados (Geenen et al., 

2002). En este sentido, se ha reportado que el sistema serotoninérgico tiene 

gran influencia sobre el eje HPA, por tal motivo algunas anormalidades del 

sistema endocrino podrían estar relacionadas con la disminución de 5-HT en 

los pacientes con fibromialgia (Neeck, 2000).   

 

Se ha propuesto que la fibromialgia es una enfermedad hereditaria. Por lo 

tanto, se ha evaluado la participación de factores y antecedentes genéticos en 

el desarrollo de este padecimiento. Los genes que se han propuesto como 

biomarcadores para la fibromialgia tienen relación con alteraciones en la 

transmisión y el procesamiento del dolor. Entre ellos destacan la enzima que 

degrada las catecolaminas COMT (catecol-O-metiltransferasa), los genes que 

codifican para el ADRB2 (receptor adrenérgico 2), el HTR2A (receptor 5-

HT2A), el SLC6A4 (transportador de 5-HT dependiente de Na), el CNR1 
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(receptor cannabinoide tipo 1), el GRIA4 (subunidad 4 del receptor AMPA) y el 

GCH1 (ciclohidrolasa guanosin-trifosfato) (Ablin y Buskila, 2015). Un estudio 

reportó que el ADN de pacientes con fibromialgia presenta un patrón de 

hipometilación en genes implicados en la respuesta al estrés, en la reparación 

del ADN y en la eliminación de las ROS. Lo anterior sugiere que el desarrollo 

de la fibromialgia podría estar relacionado con mecanismos epigenéticos 

(Ciampi de Andrade et al., 2017).  

 

2.2.1 Tratamiento de la fibromialgia  

A pesar de la relevancia epidemiológica de la fibromialgia, no existen 

tratamientos totalmente útiles y satisfactorios. Los tratamientos actuales tienen 

como objetivo reducir el dolor, pero también restaurar la salud emocional y 

mental para mejorar la calidad de vida de las personas con fibromialgia.  

 

La terapia farmacológica para la fibromialgia tiene como objetivos principales 

1) reducir la liberación de neurotransmisores excitadores y 2) incrementar la 

liberación de neurotransmisores inhibidores. Entre los fármacos más utilizados 

para el tratamiento de la fibromialgia se encuentran los antidepresivos 

tricíclicos, los gabapentinoides y los inhibidores de la recaptura de serotonina 

y noradrenalina (Tabla 3). De los fármacos mencionados, la pregabalina, la 

duloxetina y el minalcipran están aprobados por la FDA (Food and Drug 

Administration) (Clauw, 2014). Se ha reportado que, la administración de 

gabapentina reduce los niveles de glutamato en la ínsula posterior de 

pacientes con fibromialgia (Harris, 2010; Harris et al., 2013). Además, la 

duloxetina disminuye el dolor y los síntomas relacionados con la fibromialgia. 

También la administración de ketamina (antagonista NMDA) redujo el dolor en 

pacientes con fibromialgia (Graven-Nielsen et al., 2000). A pesar de que los 

fármacos mencionados disminuyen el dolor entre el 30-50%, no suelen ser 

eficaces en todos los pacientes y producen efectos secundarios que ocasionan 

el abandono del tratamiento (Clauw, 2014). 
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Los opioides no son eficaces para el tratamiento de la fibromialgia. Esta falta 

de efectividad probablemente se debe, a las alteraciones en el sistema 

opioidérgico que presentan algunos pacientes con fibromialgia (Harris et al., 

2007). Sin embargo, un estudio reportó que el 57% de los pacientes que 

recibieron dosis bajas del antagonista naltrexona (3-4.5 mg) presentaron una 

reducción del dolor (Younger et al., 2013). Además, el tramadol, que es un 

antagonista opioide presenta cierta eficacia en pacientes con fibromialgia. Sin 

embargo, este efecto se debe, posiblemente, a su actividad como inhibidor de 

la recaptura de 5-HT y noradrenalina (Russell, 2000). En contraste, los 

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y corticosteroides no disminuyen el 

dolor de los pacientes con fibromialgia (Clauw, 2014). Se ha reportado que la 

combinación de acetaminofén y tramadol, a pesar de que su eficacia per se no 

se ha demostrado por completo, es efectiva en pacientes con fibromialgia 

(Bennett et al., 2005). Además, los relajantes musculares, como la 

ciclobenzaprina, muestran eficacia en pacientes con fibromialgia. Sin 

embargo, el 85% de los pacientes desarrollan efectos secundarios (Tofferi et 

al., 2004). Asimismo, el uso de agonistas cannabinoides, como la nabilona, 

disminuye el dolor y la rigidez en pacientes con fibromialgia (Fiz et al., 2011). 

Finalmente, se ha reportado que las benzodiacepinas muestran una eficacia 

contra el insomnio y trastornos de ansiedad presentes en pacientes con 

fibromialgia (Corrigan et al., 2012).  

 

Además del tratamiento farmacológico, la búsqueda del alivio de los síntomas 

de la fibromialgia incluye tratamientos alternativos no farmacológicos, entre los 

que destacan las terapias cognitivas, conductuales y la acupuntura. Estas 

terapias han mostrado efectividad en la reducción del dolor, fatiga, insomnio y 

manejo del estrés (Williams y Clauw, 2009). También el ejercicio aeróbico y la 

hidroterapia tienen efectos benéficos a través de la activación de los sistemas 

analgésicos endógenos (Abeles et al., 2008; Williams y Clauw, 2009). 

Finalmente, los suplementos nutricionales, como la coenzima Q10 (Cordero et 

al., 2012) y la L-carnitina (Rossini et al., 2007), han mostrado efectos benéficos 
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en pacientes con fibromialgia. Las dietas bajas en glutamato también mejoran 

los síntomas relacionados con la fibromialgia (Holton et al., 2012).  

 

Tabla 3. Tratamiento farmacológico de la fibromialgia 

Tipo Fármacos Dosis Efectos adversos 

Antidepresivos 

tricíclicos 

Amitriptilina 10-70 mg/día Boca seca, ganancia de 

peso, constipación, 

sensación de estar 

“sedado” 

Ciclobenzaprina 5-20 mg/día  

Inhibidores de la 

recaptura de 5-HT 

y NA 

Duloxetina 30-120 mg/día Náusea, palpitaciones, 

dolor de cabeza, fatiga, 

taquicardia e 

hipertensión 

Minalcipran 100-200 mg/día 

Gabapentinoides  Gabapentina 800-2400 mg/día Sedación, ganancia de 

peso, mareo  
Pregabalina 600 mg/día en dosis divididas 

-hidroxibutirato *  4.5-6 mg por noche en dosis 

divididas 

Sedación, depresión 

respiratoria 

Inhibidores 

selectivos de la 

recaptura de 5-HT 

Fluoxetina 

Sertralina  

Paroxetina 
- 

Náusea, disfunción 

sexual, ganancia de 

peso, problemas de 

sueño 

Cannabionoides 

** 

Nabilona 0.5 g antes de dormir o  

1 mg dos veces al día 

Sedación, mareo, boca 

seca  

Opioides *** Naltrexona 4.5 mg/día  

Tramadol Con o sin acetaminofén,  

50-100 g cada 6 h 

Sedación, adicción,  

tolerancia, hiperalgesia  

*Eficacia demostrada. No aprobado por la FDA debido a asuntos de seguridad. ** 

Ningún cannabinoide sintético ha sido aprobado para el tratamiento del dolor. ***Los 

opioides son poco efectivos para tratar el dolor crónico. No hay evidencia de eficacia 

con opioides más fuertes. Serotonina (5-HT), Noradrenalina (NA). Modificado de 

Clauw, 2014. 

 

2.3  Modelos animales para el estudio de la fibromialgia  

Los modelos animales son herramientas que contribuyen al desarrollo de 

nuevos tratamientos y a investigar mecanismos involucrados en ciertas 

patologías (DeSantana et al., 2013). En el caso de la fibromialgia, no se ha 
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establecido un modelo animal que mimetice todas las características de dicho 

padecimiento debido a su etiología incierta (Nagakura y Takahashi et al., 2012; 

Sluka, 2009). Los modelos utilizados para estudiar los mecanismos del dolor 

crónico generalizado y la fibromialgia se clasifican en tres grupos: 1) modelos 

de exposición a estresores; 2) modelos que requieren la administración de un 

compuesto; y 3) modelos que combinan ambos aspectos (DeSantana et al., 

2013; Nagakura y Takahashi et al., 2012; Taguchi et al., 2015). Todos los 

modelos tienen en común la presencia de dolor crónico que se extiende tanto 

ipsi como contralateral y para el cual no existe algún trastorno orgánico que 

pueda explicar su presencia. Los cambios en el SNC y SNP, así como la 

respuesta al tratamiento farmacológico varían para cada modelo (DeSantana 

et al., 2013).  

 

2.3.1 Modelo de fibromialgia inducido por reserpina  

Nagakura et al. en 2009 proponen un nuevo modelo para el estudio de la 

fibromialgia. La administración subcutánea de reserpina (1 mg/kg) durante 3 

días consecutivos en ratas hembras y machos reduce de manera significativa 

los umbrales de presión muscular, así como los umbrales de retiro de la pata 

por más de una semana lo que resulta en hiperalgesia muscular y alodinia 

táctil, respectivamente (Nagakura et al., 2009; Nagakura y Takahashi et al., 

2012). Se cree que la sensibilidad en el modelo es consecuencia de la 

depleción de aminas biogénicas a nivel del SNC (DeSantana et al., 2013; 

Nagakura et al., 2009; Taguchi et al., 2015). La reserpina reduce la 

concentración de dopamina, 5-HT y noradrenalina en la médula espinal, el 

tálamo y la corteza prefrontal de las ratas, lo que se relaciona con la reducción 

de los umbrales de retiro de la pata y presión muscular (Nagakura et al., 2009; 

Nagakura y Takahashi et al., 2012; Oe et al., 2010).  

 

Por otra parte, la ratas tratadas con reserpina no muestran alteraciones en la 

presión arterial, en la temperatura o cambios histopatológicos relevantes en el 
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SNC (Nagakura y Takahashi et al., 2012; Oe et al., 2010). Por tal motivo, el 

modelo logra mimetizar la hiperalgesia observada durante la fibromialgia sin 

producir daño a los tejidos o inflamación.  

 

Varios estudios demuestran que la hiperalgesia en dicho modelo disminuyó 

con la administración de pregabalina, duloxetina, pramipexol, tramadol y 

agonistas del receptor 5HT2C, pero no con diclofenaco u otros AINEs (Kaneko 

et al., 2014; Nagakura et al., 2009; Ogino et al., 2013). Además, la pregabalina 

fue eficaz en ratones reserpinizados. En este sentido, la administración de la 

toxina Ph1, un bloqueador de los canales de calcio, también redujo la 

hiperalgesia mecánica y térmica en ratones (de Souza et al., 2014). Estudios 

de neuroimagen funcional en ratas mostraron patrones de activación cerebral 

diferentes con respecto al grupo control, cuando se evaluó la respuesta a 

estímulos moderados (Wells et al., 2017). Lo anterior es comparable con los 

patrones de activación cerebral observados en pacientes con fibromialgia 

(López-Solà et al., 2017).  

 

Taguchi et al. en 2015 propusieron que la hiperalgesia observada en ratas 

reserpinizadas está regulada por mecanismos periféricos y centrales. Dicho 

estudio mostró una alteración en la función de los nociceptores sensibles a 

estímulos mecánicos. Lo anterior sugiere una entrada de estímulos inocuos a 

vías nociceptivas que contribuyen a la disfunción en la modulación nociceptiva. 

También se reportó que la reserpina aumentó la expresión de los canales 

sensibles a ácido 3 (ASIC3) en el GRD. Sin embargo, no se reportaron 

cambios en la expresión de otros receptores como los Piezo, TRPVs, canales 

de sodio dependientes de voltaje u otros ASIC. Además, el bloqueo de los 

canales ASIC3 redujo la hipersensibilidad mecánica en dicho modelo. 

Igualmente, la administración de reserpina indujo la activación de la microglía 

en el asta dorsal de la médula espinal. En este sentido, el tratamiento con 

minociclina, un inhibidor de la microglía y astrocitos, redujo y previno el 

desarrollo de hiperalgesia mecánica, lo cual sugiere que la sensibilización 
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central podría estar contribuyendo a la hipersensibilidad presente en ratas 

tratadas con reserpina (Taguchi et al., 2015).  

 

Se ha reportado que la reserpina aumenta los niveles de caspasa-3 y la 

expresión de la subunidad GluN2B de los receptores NMDA en la amígdala de 

ratones (Liu et al., 2014). Hay evidencia que la reserpina aumenta los niveles 

de glutamato en el tálamo (Klein et al., 2014) y de las ROS en el líquido 

cefalorraquídeo de ratones (Peres Klein et al., 2016). Además, la reserpina 

aumenta los niveles de SP, ROS, citocinas pro-inflamatorias, NF- y 

caspasa-3 en la corteza e hipocampo de ratas (Arora y Chopra, 2013). 

Igualmente, la reserpina induce cambios en la estructura de las fibras del 

músculo gastrocnemio así como una disminución en la expresión de enzimas 

antioxidantes, lo cual podría ser indicativo de daño oxidativo muscular que se 

previene tras la administración de melatonina (Favero et al., 2017).  

  

El modelo de fibromialgia inducido por reserpina también desarrolla conductas 

tipo depresión, las cuales se han determinado por un incremento en el tiempo 

de inmovilidad en la prueba de nado forzado (Nagakura et al., 2009) y por la 

prueba de supresión del alimento (Blasco-Serra et al., 2015). Se ha reportado 

que el tratamiento con curcumina, colorante natural proveniente de la cúrcuma,  

reduce las conductas tipo depresivas en ratas tratadas con reserpina (Arora et 

al., 2011). Debido a la similitud de los síntomas y características del modelo 

de fibromialgia inducido por la reserpina con la fisiopatología de dicho 

padecimiento en humanos lo anterior nos permite sustentar la elección del 

modelo.   

 

2.4 Participación de los co-transportadores NKCC1 y KCC2 en el dolor 
funcional  

A la fecha, existen algunos trabajos que han evaluado la participación de los 

co-transportadores NKCC1 y KCC2 en diferentes modelos de dolor funcional 

(Gao et al., 2016; Tang et al., 2015; Tsukahara et al., 2015; Wei et al., 2010).  
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El primer estudio que demostró la pérdida de la homeostasis del Cl- como un 

mecanismo importante en el dolor funcional se realizó en un modelo de 

restricción del sueño (48 horas) en ratas. Se observó que la restricción de 

sueño produce hipersensibilidad mecánica que se revierte por la 

administración de bumetanida (Wei et al., 2010). Además, se ha reportado que 

la hipersensibilidad visceral disminuyó la proteína KCC2 en el asta dorsal de 

la médula espinal de ratas (Tang et al., 2015). 

 

Por otra parte, el estrés por administración de agua aumentó la proteína 

NKCC1 y disminuyó la proteína KCC2 en células granulares y piramidales de 

la región del giro dentado, CA1 y CA3 del hipocampo de ratas (Tsukahara et 

al., 2015). También, se reportó que el estrés crónico aumentó la proteína 

NKCC1 10 días post-estrés. En contraste, el estrés disminuyó la proteína 

KCC2 en neuronas del núcleo paraventricular del hipotálamo de la rata, que 

retornó a valores basales 5 días después de la última exposición al estrés. En 

este sentido, la administración de bumetanida revirtió el efecto inducido por la 

gabazina (antagonista de los receptores GABAA) en neuronas del núcleo 

paraventricular del hipotálamo de ratas con estrés (Gao et al., 2016).  

 

En resumen, los estudios mencionados sugieren que la pérdida de la 

homeostasis del Cl- debido a cambios en la expresión de los co-

transportadores NKCC1 y KCC2 podría contribuir a la hipersensibilidad 

observada en distintos modelos de dolor funcional.  
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 Justificación  

La fibromialgia afecta a un número grande y creciente de personas en todo el 

mundo. Actualmente el tratamiento farmacológico para la fibromialgia es 

inefectivo. Se sabe que el dolor crónico afecta los sistemas de inhibición 

espinal disminuyendo su capacidad de inhibir el dolor. Los co-transportadores 

de Cl- se han propuesto que participan en dicho fenómeno. Particularmente los 

co-transportadores NKCC1 y KCC2  tienen un papel importante en la 

modulación de las conductas nociceptivas en modelos crónicos de dolor 

inflamatorio y neuropático. Sin embargo, se desconoce si dichos co-

transportadores están involucrados en el mantenimiento de la alodinia táctil e 

hiperalgesia muscular en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina. El 

demostrar la participación de los co-transportadores NKCC1 y KCC2 podría 

representar una alternativa terapéutica para el tratamiento de la fibromialgia y 

otros síndromes de dolor funcional relacionados. 
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 Hipótesis  

 

El aumento en la actividad de NKCC1 en las neuronas aferentes primarias y 

la disminución en la actividad de KCC2 en las neuronas del asta dorsal de la 

médula espinal contribuyen a la hipersensibilidad observada en el modelo de 

fibromialgia inducido por la administración de reserpina en ratas. 

 

 Objetivo general  

 

Determinar la participación de los co-transportadores NKCC1 y KCC2 en el 

modelo de fibromialgia inducido por la administración de reserpina en ratas. 

 

 Objetivos particulares  

 

✓ Estandarizar la alodinia táctil e hiperalgesia muscular en el modelo de 

fibromialgia inducido por la administración de reserpina. 

 

✓ Caracterizar la fatiga muscular en el modelo de fibromialgia 

inducido por la administración de reserpina.  

 

✓ Determinar farmacológicamente la participación de los co-

transportadores NKCC1 y KCC2 en el modelo de fibromialgia inducido 

por la administración de reserpina.  

 

✓ Determinar la expresión de las proteínas NKCC1 y KCC2 en los 

ganglios de la raíz dorsal y médula espinal en el modelo de fibromialgia 

por la administración de reserpina.  
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 Materiales y métodos  

7.1 Animales  

Se utilizaron ratas Wistar hembras y machos con un peso corporal de 200-220 

g. Todos los animales fueron proporcionados y mantenidos en el bioterio del 

Cinvestav (Unidad Coapa) bajo condiciones de temperatura y humedad 

relativa controladas y ciclos de luz-oscuridad 12:12 horas, con libre acceso a 

agua y alimento. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las 

guías sobre aspectos éticos para la investigación del dolor experimental en 

animales (Zimmermann, 1983). Además, el protocolo fue aprobado por el 

comité institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Protocolo 

No. 0042-13). Cada rata se utilizó sólo una vez y se sacrificó en una cámara 

con CO2 al final de cada experimento. 

 

7.2  Modelo de fibromialgia inducido por reserpina  

El dolor se indujo de acuerdo con el procedimiento descrito por Nagakura et 

al. en 2009. En breve, los animales recibieron una administración subcutánea 

de reserpina (1 mg/kg) una vez al día durante tres días consecutivos. 

 

7.3  Evaluación de la alodinia táctil 

Las ratas se colocaron de forma individual en cajas de acrílico transparente 

sobre una malla metálica durante 20 min para habituarse. Los animales se 

estimularon en la parte media de la pata posterior con filamentos de von Frey 

(Stoeling Co., Wood Dale, IL, EUA). El 50% de umbral de retiro se determinó 

empleando el método de “up-down” (Chaplan et al., 1994; Dixon, 1980). La 

prueba consistió en estimular durante 5-8 segundos la parte media de la 

superficie plantar. Se consideró como respuesta positiva la conducta de retiro 

de la pata y se marcó con “X”, mientras que una respuesta negativa consistió 

en no retirar la pata y se señaló con “0”. A partir del primer cambio en la 

respuesta, se realizaron 4 evaluaciones adicionales para obtener seis 
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mediciones registradas. Con estos valores y el valor del ultimo filamento 

utilizado se calculó el 50% de umbral de retiro empleando la siguiente formula:   

 

50% Umbral (g) = (10[X𝑓+𝑘𝛿])/10,000 

 

Donde Xf es el valor del ultimo filamento de von Frey utilizado (unidades 

logarítmicas); k es el factor de corrección basado en los patrones de respuesta 

de la tabla de calibración y al valor tabulado con base al número de respuestas 

positivas y negativas; y  se refiere a las diferencias de promedio entre 

estímulos (unidades logarítmicas).  

 

7.4  Evaluación del umbral de presión muscular  

El umbral de presión muscular se midió de acuerdo con el método reportado 

por Schäfers et al. en 2003. Las ratas se envolvieron en un paño de franela y 

cada extremidad posterior se posicionó para aplicar una fuerza mecánica que 

incrementaba linealmente (máximo 250 g) sobre el músculo gastrocnemio. La 

respuesta se midió como la presión en gramos necesaria para que la rata 

retirara la extremidad o vocalizara. Cada prueba se repitió tres veces con 

intervalos de 1 min entre cada estímulo. El promedio del umbral de presión 

muscular se calculó con base en tres mediciones realizadas.   

 

7.5  Evaluación de la fatiga muscular  

La fatiga muscular se midió con la prueba de campo abierto para la cual se 

utilizó un actímetro de sensor infrarrojo (Panlab, modelo LE8825, Barcelona, 

España) con una cámara de grabación acoplada, el cual registró los 

movimientos realizados por el animal. Previamente, los animales fueron 

ejercitados 30 o 60 minutos en el Rota-rod. Posteriormente, los animales se 

colocaron en el centro del actímetro por 5 minutos y se les permitió deambular 

libremente. Los parámetros (distancia recorrida y porcentaje de actividad) 
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fueron analizados mediante el programa VIEWER (BIOSERVE Behavioral 

research, Bonn, Alemania).  

 

7.6  Fármacos  

La bumetanida (ácido 3-butilamino-4-fenoxi-5-sulfamoil-benzoico) y 

furosemida (5-(aminosulfonil)-4-cloro-2-[(2-furanilmetil)amino] ácido benzoico) 

(Cat. B3032 y Cat. F4381, Sigma-Aldrich, St Louis, MO), inhibidores de 

NKCC1, se disolvieron en dimetil sulfóxido (DMSO, Cat. D8418, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO) al 100% para su administración intratecal en un volumen 

de 10 l en tres dosis diferentes (10, 50 y 100 g; 10, 50, 100 y 300 g, 

respectivamente). El CLP 257 ((5Z)-5[(4-fluoro-2-hidroxifenil) metileno]-2-

(tetrahidro-1-(2H)-piridazinil)-4(5H)-tiazolona) (Cat. 5242, Tocris, Bioscience, 

Elisville, MO), activador del KCC2, se disolvió en DMSO al 100% para su 

administración intratecal en un volumen de 10 l en cuatro dosis diferentes 

(50, 100, 200 y 300 g). La reserpina (Cat. R0875, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) se disolvió en ácido acético glacial (Cat. 320099, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) y se diluyó a una concentración final de 0.5% de ácido acético en solución 

salina al 0.9%.  

La elección de las dosis de bumetanida y furosemida se basó en estudios 

previos (Granados-Soto et al., 2005). La elección de las dosis del CLP 257 se 

basó en experimentos piloto realizados en nuestro laboratorio.  

 

7.7  Determinación de la expresión de los co-transportadores NKCC1 y 
KCC2 

7.7.1 Obtención de tejidos  

Los animales se sacrificaron por decapitación y se extrajeron los GRD (L4-L6) 

y la parte lumbar de la médula espinal (L1-S1) en su porción dorsal. 

Inmediatamente, el tejido se sumergió en nitrógeno líquido y se almacenó en 

tubos de centrifugación a -70 ºC hasta su uso. Las muestras se homogenizaron 

con 400 l de amortiguador RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 
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Tritón 100 X 0.1% y SDS 0.1%) que contenía una serie de inhibidores de 

proteasas (aprotinina 6.8 g/ml, leupeptina 4 g/ml, peptidasa A 4 g/ml, SBTI 

4 g/ml PMSF 2 mM y NaVO4 2 mM). Posteriormente, las muestras se 

centrifugaron a 14000 rpm a 4 ºC durante 10 minutos. El sobrenadante se 

recolectó y se almacenó a -70 ºC hasta la cuantificación de las proteínas 

totales.  

 

7.7.2 Western blot  

La concentración de proteínas totales se determinó por el método de Bradford 

(Bradford, 1976). Se tomaron volúmenes equivalentes a 50 g de proteína total 

y se separaron por electroforesis (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida de 

dos dimensiones al 10% para el caso de NKCC1 o al 6% para el caso de 

KCC2. Las proteínas se transfirieron a membranas de polifluoruro de vinilideno 

(PVDF). Las membranas se bloquearon a 4 ºC durante toda la noche con leche 

descremada al 5%. Posteriormente, se incubaron por 24 horas a 4 ºC con el 

anticuerpo primario dirigido contra NKCC1 (mouse anti-NKCC1, Cat. T4, 

1:1000, Development Studies, Hybridoma Bank, IA) o contra KCC2 (rabbit anti-

KCC2, Cat. 07-432, 1:12000, Millipore, MA). Para la imunodetección del 

anticuerpo primario se utilizó un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa 

de rábano (anti-mouse, Cat. GTX213111-01, 1:5000, GeneTex Inc., CA, EUA 

o anti-rabbit, Cat. 11-035-033, 1:6000, Jackson ImmunoResearch Laboratories 

Inc. West Grove, PA). Finalmente, mediante quimioluminiscencia (Western 

Lightning Plus-ECL, MA) se obtuvo una imagen fotográfica (ChemiDoc 

XRS+ ImagingSystem, Bio-Rad, CA) y posteriormente se realizó un análisis 

densitométrico de las bandas (ImagenLab versión 5.0, Bio-Rad, CA). 

Después de la detección del NKCC1 y KCC2, las membranas nuevamente se 

bloquearon e incubaron con el anticuerpo contra -actina (mouse anti-Actina, 

Cat. SAB2100878, 1:10000, GeneTex Inc., CA, EUA) y su respectivo 

anticuerpo secundario (anti-mouse, Cat. GTX213111-01, 1:5000, GeneTex 
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Inc., CA). La expresión de la actina se usó como control de carga para 

normalizar los niveles de la expresión de ambas proteínas de interés.  

 

7.8  Análisis de datos y estadística  

Los resultados conductuales se expresan como la media  el error estándar 

(EE) de seis animales por grupo. El umbral de retiro y el umbral de presión 

muscular se graficaron en función del tiempo. Posteriormente se determinó el 

área bajo la curva (ABC) de cada curso temporal mediante el método de los 

trapezoides y se graficó la media  EE de cada grupo.  

Los resultados del western blot se presentan como la media  EE de cuatro 

animales por grupo graficando el porcentaje de intensidad relativa de las 

bandas con respecto a su control de carga.  

Para determinar las diferencias entre los tratamientos, se realizaron análisis 

de varianza (ANOVA) de una vía o dos vías seguido por la prueba de Tukey. 

Las diferencias estadísticas entre dos grupos se obtuvieron mediante la 

prueba de t de Student. Para todos los casos, un valor de P < 0.05 se consideró 

significativo.  

Todos los análisis y gráficos se realizaron con los programas estadísticos 

SigmaPlot 9.0 (Systat Software Inc. CA, EUA) y Graphpad Prism 6.01 

(GraphPad Inc., CA, EUA), respectivamente. 
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 Diseño experimental  

8.1  Estandarización del modelo de fibromialgia  

Inicialmente, los animales se habituaron a la manipulación y equipos 

correspondientes. Bajo estas condiciones se determinaron los valores basales 

de las conductas nociceptivas (umbral de retiro de la pata y umbral de presión 

muscular) en ambas patas traseras. Posteriormente, se administró la reserpina 

(1 mg/kg)  o el vehículo (ácido acético glacial 0.5%) por vía subcutánea 3 días 

consecutivos. Se realizó una administración al día durante tres días 

consecutivos. Posteriormente, se midieron las conductas nociceptivas en los 

días 1, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 post administración (Fig. 10).  

 

 

 

8.2  Caracterización de la fatiga muscular  

Los animales se habituaron a la manipulación, pero no a los equipos utilizados; 

bajo estas condiciones se determinó la fatiga muscular. Se utilizaron grupos 

independientes de ratas (n=6). Las ratas de 5 días post administración de 

reserpina se sometieron a 30 ó 60 minutos de ejercicio con el rota-rod y 

después se determinaron las conductas exploratorias en la prueba de campo 

abierto (Fig. 11).  

 

 

Fig. 10 Diseño experimental de la evaluación conductual correspondiente al modelo 
de fibromialgia inducido por la administración de reserpina. 
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8.3 Evaluación farmacológica  

Se utilizaron grupos independientes de ratas (n= 6) para cada conducta 

nociceptiva y dosis evaluadas. Las ratas de 5 días post-administración 

recibieron la administración i.t. de vehículo (DMSO 100%) o dosis creciente de 

bumetanida (10-100 g), furosemida (10-300 g) o CLP 257 (10-300 g), 

inhibidores de NKCC1 y activador del KCC2, respectivamente. El efecto 

antialodínico o antihiperalgésico se evaluó durante 6 horas en la pata derecha. 

De la misma manera, se determinó el efecto de la co-administración de 

bumetanida o furosemida (50 g) más CLP 257 (50 g) durante 6 horas (Fig. 

12).  

 

Por otro lado, se evaluó el efecto de las dosis más altas de los fármacos 

mencionados sobre las conductas nociceptivas en ratas naïve. La 

administración y el seguimiento del efecto se llevó a cabo de la misma manera 

que en las ratas tratadas con reserpina (Fig. 13). 

 

 

 

Fig. 11 Diseño experimental de la evaluación de la fatiga muscular en el modelo de 
fibromialgia inducido por reserpina.   
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Fig. 12  Diseño experimental de la evaluación antialodínica y antihiperalgésica de los 

fármacos en ratas tratadas con reserpina.  

 

Fig. 13 Diseño experimental de la evaluación del efecto de los fármacos en ratas naïve.   
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8.4 Determinación de la expresión de los co-transportadores NKCC1 y 
KCC2 por western blot  

Se utilizaron grupos independientes (n=4). Los GRDs (L4-L6) y la porción 

dorsal de la médula espinal de las ratas se obtuvieron en los días 1, 3, 5, 7, 10 

y 14 posteriores a la última administración de reserpina (Fig. 17).  

 

 

Fig. 14 Diseño experimental de la extracción delos ganglios de la raíz dorsal (GRD) y 
médula espinal (ME)  para western blot. 
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 Resultados  

9.1  Estandarización del modelo de fibromialgia inducido por la 
administración de reserpina 

La administración subcutánea de reserpina (1 mg/kg) redujo el umbral de retiro 

tanto en la pata derecha como en la izquierda de ratas hembras (Fig. 15A). 

Dicho efecto se observó a partir del primer día post-administración y se 

mantuvo hasta el día catorce post-administración. El efecto máximo se 

observó al día 5, retornando a valores basales al día 21. Además, la reserpina 

disminuyó el umbral de presión muscular en ambas patas posteriores de ratas 

hembras (Fig. 15B). La administración de vehículo no produjo cambios 

significativos sobre el umbral de retiro y presión muscular de ratas hembras 

(Fig. 15).  

 

De la misma manera, la reserpina disminuyó el umbral de retiro en ambas 

patas de ratas machos (Fig. 16A). En este caso el efecto máximo se presentó 

al día 5 post-administración y retornó a valores basales al día 14. Asimismo, 

la reserpina disminuyó de manera transitoria el umbral de presión muscular en 

ambas patas posteriores de ratas machos (Fig. 16B). El efecto máximo se 

alcanzó al día 5 post-administración. El vehículo no modificó los umbrales de 

retiro de la pata o presión muscular (Fig. 16).  
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Fig. 15 Curso temporal de la alodinia (A) e hiperalgesia (B) en ratas hembras. Cada 
punto representa el promedio de 6 ratas ± EE. #P ˂ 0.05 vs vehículo derecha; *P ˂ 0.05 
vs vehículo izquierda, por ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Tukey. Las 
flechas indican los tiempos de administración de reserpina (RES, 1 mg/kg) o vehículo 
(VEH).  
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Fig. 16 Curso temporal de la alodinia (A) e hiperalgesia (B) en ratas machos. Cada 
punto representa el promedio de 6 ratas ± EE. #P ˂ 0.05 vs vehículo derecha. *P ˂ 0.05 
vehículo izquierda, por ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Tukey. Las flechas 
indican los tiempos de administración de reserpina (RES, 1 mg/kg) o vehículo (VEH).  
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La figura 17A muestra que la administración de reserpina disminuyó el umbral 

de retiro de la pata izquierda y derecha de ratas machos y hembras. En la 

gráfica del área bajo la curva (Fig. 17B) se puede observar que no hay 

diferencias significativas entre machos y hembras. Igualmente, la reserpina 

disminuyó el umbral de presión muscular en ambas patas posteriores de ratas 

machos y hembras (Fig. 17C). Al comparar las áreas bajo la curva no existen 

diferencias significativas entre ambos grupos. Aunque se observaron 

diferencias significativas en tres tiempos al comparar machos contra hembras, 

el efecto global de la reserpina parece ser independiente del sexo de las ratas 

(Fig. 17D). Con base en estos resultados se decidió utilizar sólo ratas hembras 

para la realización de los experimentos subsecuentes.  

 

9.2  Caracterización de la fatiga muscular en el modelo de fibromialgia 
inducido por reserpina  

La administración de reserpina en ratas sometidas a ejercicio 30 o 60 minutos 

disminuyó las conductas exploratorias (número de movimientos, distancia 

recorrida y porcentaje de actividad). En contraste, el vehículo no modificó las 

conductas exploratorias en ratas sometidas a ejercicio (Fig. 18). Lo anterior 

permite sugerir que la administración de reserpina induce fatiga muscular en 

ratas hembras. 
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Fig. 17 Curso temporal de la alodinia e hiperalgesia en ratas machos y hembras. A 
representa el curso temporal del 50% del umbral de retiro en la pata derecha de ratas 
machos y hembras. B representa el área bajo la curva de la alodinia táctil de ratas 
machos y hembras. C representa el curso temporal del umbral de presión muscular en 
la pata derecha de ratas machos y hembras. D representa el área bajo la curva de la 
hiperalgesia de ratas machos y hembras. Para A y C, cada punto representa el promedio 
de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs RES hembras, por ANOVA de dos vías seguido de la 
prueba de Tukey. En el caso de B y D se realizó por ANOVA de una vía. 
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Fig. 18 Efecto de la administración de reserpina sobre la conducta de ambulación 
en ratas hembras en la prueba de campo abierto. A número de movimientos. B 
distancia recorrida. C porcentaje de actividad. Los datos representan el promedio de 6 
ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs vehículo por ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey.  
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9.3  Efecto de la administración de bumetanida sobre la alodinia táctil  

La administración de bumetanida (100 g) aumentó significativamente el 

umbral de retiro de la pata de ratas tratadas con reserpina. El efecto 

antialodínico máximo se alcanzó 1 hora post-administración y se mantuvo 

durante 3 horas (Fig. 19A). En contraste, las dosis de 50 y 10 g de 

bumetanida no modificaron el umbral de retiro de las ratas hembras. El 

vehículo no modificó significativamente el umbral de retiro (Fig. 19).   

 

9.4  Efecto de la administración de furosemida sobre la alodinia táctil  

La administración de furosemida (100 y 300 g) aumentó el umbral de retiro 

de la pata. El efecto antialodínico fue mayor con la dosis de 300 g en 

comparación con la dosis de 100 g. El efecto máximo de 300 g de 

furosemida se alcanzó 30 minutos post-administración y disminuyó 

gradualmente hasta 6 horas posteriores a la administración (Fig. 20A). La 

furosemida (100 g) aumentó el umbral de retiro a partir de la media hora post-

administración, disminuyendo hasta regresar a valores iniciales. En contraste, 

la dosis de 10 g de furosemida no modificó el umbral de retiro de las ratas 

hembras. El vehículo no modificó significativamente el umbral de retiro (Fig. 

20).  
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Fig. 19 Efecto de la bumetanida sobre la alodinia táctil. A representa los cursos 

temporales de las distintas dosis de bumetanida (BUM) 10-100 g. Cada punto 
representa el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs vehículo por ANOVA de dos 
vías seguido de la prueba de Tukey. B área bajo la curva (ABC) de los cursos 

temporales de las distintas dosis de bumetanida (10- 100 g). Los datos representan 
el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs vehículo por ANOVA de 1 vía seguido de la 
prueba de Tukey.  
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Fig. 20 Efecto de la furosemida sobre la alodinia táctil. A representa los cursos 

temporales de las distintas dosis de furosemida (FURO) 10-300 g. Cada punto 
representa el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs vehículo por ANOVA de dos 
vías seguido de la prueba de Tukey. B área bajo la curva (ABC) de los cursos 

temporales de las distintas dosis de furosemida (10- 300 g). Los datos representan 
el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs vehículo por ANOVA de 1 vía seguido de 
la prueba de Tukey. 
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9.5  Efecto de la administración de CLP-257 sobre la alodinia táctil  

La administración intratecal del activador de KCC2, CLP-257 (50-300 g), 

revirtió la alodinia táctil inducida por reserpina en ratas hembras de manera 

dosis-dependiente (Fig. 21). El efecto mayor se observó con la dosis de 300 

g. Para dicha dosis, el efecto máximo se alcanzó 1 hora post-administración 

y disminuyó gradualmente hasta 6 horas posteriores a la administración (Fig. 

21A). En contraste, el vehículo no modificó significativamente el umbral de 

retiro. 

 

9.6  Efecto de la administración de bumetanida, CLP-257 y furosemida 
sobre la hiperalgesia muscular  

La bumetanida intratecal (300 g) revirtió parcialmente la hiperalgesia 

muscular inducida por reserpina. El efecto antinociceptivo máximo se alcanzó 

30 minutos posteriores a la administración y disminuyó gradualmente hasta 6 

horas post-administración. Además, la administración espinal de furosemida 

(300 g) aumentó el umbral de presión muscular de las ratas hembras. El 

efecto antihiperalgésico mayor se observó 30 minutos post-administración y 

disminuyó gradualmente hasta 6 horas posteriores a la administración (Fig. 

22A).  

 

Por su parte, la dosis de CLP-257 (300 g) disminuyó la hiperalgesia muscular 

inducida por reserpina. El efecto antihiperalgésico máximo se alcanzó 30 

minutos post-administración y se mantuvo durante 4 horas. En contraste, el 

vehículo no modificó de manera significativa el umbral de presión muscular 

(Fig. 22B).  
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Fig. 21 Efecto del CLP-257 sobre la alodinia táctil. A representa los cursos 

temporales de las distintas dosis de CLP-257 (50-300 g). Cada punto representa el 
promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs vehículo por ANOVA de dos vías seguido de 
la prueba de Tukey. B área bajo la curva (ABC) de los cursos temporales de las 

distintas dosis de CLP-257 (50- 300 g). Los datos representan el promedio de 6 ratas 
± EE. *P ˂ 0.05 vs vehículo por ANOVA de 1 vía seguido de la prueba de Tukey. 
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Fig. 22 Efecto de bumetanida, CLP-257 y furosemida sobre la hiperalgesia 
muscular. A representa los cursos temporales de la dosis de bumetanida (BUM) 300 

g y furosemida (FURO) 300 g. B representa el curso temporal de la dosis de CLP-

257 300 g. Cada punto representa el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂  0.05 vs vehículo 
por ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Tukey.  
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9.7  Efecto de la co-administración de bumetanida o furosemida más CLP-
257 en el modelo de fibromialgia inducido por la administración de 
reserpina  

La co-administración de bumetanida (50 g) y CLP-257 (50 g) aumentó de 

manera parcial el umbral de retiro (Fig. 23). El efecto antialodínico se presentó 

desde la media hora post-administración alcanzando su pico máximo a las 3 

horas. Dicho efecto de mantuvo hasta 4 horas post-administración y disminuyó 

gradualmente hasta regresar a valores basales (Fig. 23A). La combinación de 

bumetanida y CLP-257 produjo un efecto mayor al obtenido con bumetanida o 

CLP-257 por separado (Fig. 23B).  

 

Por otra parte, la combinación de furosemida (50 g) y CLP-257 (50 g) 

presentó un efecto antinociceptivo en ratas hembras (Fig. 24). El efecto 

máximo se presentó 1 hora post-administración disminuyendo gradualmente 

hasta 4 horas posteriores a la administración (Fig. 24A). La coadministración 

de furosemida y CLP-257 produjo un efecto mayor al obtenido con furosemida 

o CLP-257 solos (Fig. 24B). 
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Fig. 23 Efecto de la co-administración de bumetanida y CLP-257 sobre la 
alodinia táctil. A representa los cursos temporales de la dosis de bumetanida (BUM) 

50 g y CLP-257 50 g, así como su respectiva combinación (COMB). Cada punto 
representa los promedios de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs el vehículo por ANOVA de dos 
vías seguido de la prueba de Tukey. B área bajo la curva (ABC) de los cursos 

temporales de bumetanida 50 g y CLP-257 g, así como su respectiva combinación. 
Los datos representan el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs CLP-257 por ANOVA 
de una vía seguido de la prueba de Tukey.  
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Fig. 24 Efecto de la co-administración de furosemida y CLP-257 sobre la alodinia 

táctil. A representa los cursos temporales de la dosis de furosemida (FURO) 50 g y 

CLP-257 50 g, así como su respectiva combinación (COMB). Cada punto representa 
los promedios de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs el vehículo por ANOVA de dos vías 
seguido de la prueba de Tukey. B área bajo la curva (ABC) de los cursos temporales 

de furosemida 50 g y CLP-257 g, así como su respectiva combinación. Los datos 
representan el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs CLP-257 por ANOVA de una 
vía seguido de la prueba de Tukey. 
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9.8  Efecto de la administración de bumetanida, CLP-257 y furosemida en 
ratas naïve 

La administración intratecal de bumetanida, furosemida y CLP-257, así como 

del vehículo disminuyeron de manera transitoria el umbral de retiro y presión 

muscular una hora post-administración en las ratas hembras (Fig. 25). 

Además, la disminución del umbral de retiro inducida por CLP-257 se mantuvo 

hasta 2 horas post-administración (Fig. 25B). Es posible que lo anterior se 

deba al efecto irritante del vehículo (DMSO al 100%), ya que al comparar los 

fármacos de interés contra el vehículo no se observaron diferencias 

significativas.  
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Fig. 25 Efecto de la bumetanida, CLP-257 y furosemida sobre el umbral de retiro 
en ratas naïve. A representa los cursos temporales de la dosis de bumetanida (BUM) 

100 g y furosemida (FURO) 300 g. B representa el curso temporal de CLP-257 300 

g. Cada punto representa el promedio de 6 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs control por 
ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Tukey.   
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9.9 Determinación de la expresión de la proteína NKCC1 y KCC2 en el 
modelo de fibromialgia inducido por reserpina  

El western blot reveló una banda de aproximadamente 140 kDa 

correspondiente al peso molecular esperado para la proteína NKCC1, la cual 

se expresa de manera constitutiva en los GRD. La administración de reserpina 

incrementó la expresión de NKCC1 en los GRD a los 7 días post-

administración en ratas hembras (Fig. 26).  

 

Por otra parte,  el western blot mostró una banda de aproximadamente 140 

kDa correspondiente al peso molecular esperado para la proteína KCC2, la 

cual se expresa de manera constitutiva en la médula espinal. La administración 

de reserpina redujo de manera significativa la expresión de la proteína KCC2 

a partir del día 3 post-administración en ratas hembras. Estos resultados 

sugieren que la administración de reserpina produce cambios en la expresión 

de la proteína NKCC1 y KCC2 en ratas hembras (Fig. 27). 

 

 

 

Fig. 26 Expresión de la proteína NKCC1 en los GRDs. Cada barra representa 
el promedio de 4 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs naïve por ANOVA de una vía seguido 
de la prueba de Tukey.   
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Fig. 27 Expresión de la proteína KCC2 en la médula espinal. Cada barra 
representa el promedio de 4 ratas ± EE. *P ˂ 0.05 vs naïve por ANOVA de una 
vía seguido de la prueba de Tukey. 
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 Discusión  

10.1 La reserpina produce hipersensibilidad generalizada en ratas 
hembras y machos 

En el presente estudio se encontró que la administración de reserpina (1 

mg/kg) subcutánea durante tres días consecutivos fue capaz de producir 

alodinia táctil e hiperalgesia muscular en ratas machos y hembras. Nuestros 

datos concuerdan con estudios donde se demuestra que la reserpina produce 

hipersensibilidad térmica, alodinia mecánica, alodinia al frío e hiperalgesia 

muscular indistintamente del sexo de los animales (Arora et al., 2011; Blasco-

Serra et al., 2015; Hernández-León et al., 2017; Kaneko et al., 2014; Kulkarni, 

1980; Kulkarni y Robert, 1982; Murai et al., 2015; Nagakura y Ito et al., 2012; 

Nagakura et al., 2009; Ogino et al., 2013; Taguchi et al., 2015). En este sentido, 

Hernández-León et al. en 2018 demostraron que la reserpina modifica las 

conductas nociceptivas en ratas hembras de manera independiente de la fase 

del ciclo estral en que se encuentren las ratas (Hernández-León et al., 2017). 

 

Nuestros datos son similares a lo reportado por otros grupos de investigación 

utilizando distintos modelos de fibromialgia tales como solución salina ácida 

(Chen et al., 2014; Gandhi et al., 2004; Hoeger-Bement y Sluka, 2003; Lin et 

al., 2015; Siqueira-Lima et al., 2017; Skyba et al., 2005; Sluka y Audette, 2006; 

Sluka et al., 2001; Sluka et al., 2003; Yen et al., 2017), PGE2 (priming) (Álvarez 

et al., 2014; Kim et al., 2015; Tillu et al., 2015) y estrés (Cheng et al., 2011; 

Green et al., 2011; Khasar et al., 2009; Nazeri et al., 2018; Yasui et al., 2014) 

en ratas y/o ratones. Nuestros datos muestran que la reserpina produce 

hipersensibilidad mecánica y muscular en ambas patas de ratas hembras y 

machos. Por lo tanto, se puede sugerir que la administración de reserpina es 

capaz de generar un modelo de dolor generalizado. En apoyo a nuestros 

datos, hay evidencia que indica que la administración de dicha sustancia 

(Nagakura et al., 2009), el estrés (Khasar et al., 2009; Nishiyori y Ueda, 2008; 

Quintero et al., 2000; Yasui et al., 2014) o la combinación de ambos (Gregory 
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et al., 2013) producen hipersensibilidad generalizada en ratas machos y 

hembras.  

 

Se sabe que la reserpina se une de manera irreversible al transportador 

vesicular de monoaminas (VMAT). Esto impide la vesiculación y el 

almacenamiento de 5-HT, noradrenalina y dopamina (Mandela et al., 2010). A 

pesar de que la fisiopatología de la fibromialgia es desconocida, se cree que 

los mecanismos involucrados en dicho padecimiento están relacionados con 

una disfunción en los sistemas facilitadores e inhibidores de la modulación 

descendente del dolor (Julien et al., 2005; Kiso et al., 2018). En este sentido, 

se ha reportado que la disfunción de los sistemas monoaminérgicos 

incrementa la sensibilidad al dolor (Ossipov et al., 2014; Tamano et al., 2016; 

Vanegas y Schaible, 2004).   

 

La 5-HT y la noradrenalina son las principales monoaminas involucradas en 

los sistemas analgésicos endógenos dentro de la médula espinal (Oe et al., 

2010). Se ha reportado que la activación de los receptores 5-HT2C en la médula 

espinal resulta en un efecto analgésico en ratas reserpinizadas (Ogino et al., 

2013). Además, dicho receptor también está involucrado en la disminución de 

la hiperalgesia inducida por estrés en ratones (Nishiyori et al., 2010). 

Asimismo, se ha demostrado que la inhibición del transportador de serotonina 

(SERT) y noradrenalina (NAT) reduce la hiperalgesia muscular inducida por 

reserpina (Murai et al., 2015). En contraste, otros estudios han demostrado 

que la activación de los receptores 5-HT2C espinales promueven el dolor 

inducido por formalina de larga duración (Cervantes-Durán et al., 2013). Está 

claro que la 5-HT pude ser pronociceptiva o antinociceptiva dependiendo del 

subtipo de receptor de 5-HT que sea activado. En este sentido, se ha reportado 

que la activación de los receptores 5-HT3, 5-HT4, 5-HT6 y 5-HT7 a nivel espinal 

promueve el desarrollo y mantenimiento de la alodinia e hiperalgesia en el 

modelo de formalina de larga duración (Bravo-Hernández et al., 2012; 

Godínez-Chaparro et al., 2012). Por tanto, no se puede descartar la 
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participación de los receptores serotonérgicos, ya sean excitadores o 

inhibidores, en el mantenimiento de la alodinia táctil e hiperalgesia muscular 

observadas en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina en ratas. 

 

Existe poca evidencia acerca del papel de los receptores adrenérgicos en el 

modelo de fibromialgia inducida por reserpina. Sin embargo, la evidencia 

apunta a que la administración de adrenalina exógena aumenta la hiperalgesia 

inducida por estrés (Khasar et al., 2008). Además, se sabe que los genes que 

modulan la señalización mediada por el receptor β-adrenérgico, así como la 

catecol-O-metiltransferasa (COMT), afectan la sensibilidad al dolor (Nackley et 

al., 2007). Las variantes genéticas de la COMT son predictivas para el 

desarrollo del trastorno temporomandibular y/o síndrome de dolor 

generalizado (Diatchenko et al., 2005). En consonancia con esta idea, se ha 

mostrado que el antagonista no selectivo del receptor β-adrenérgico, pindolol, 

reduce la hipersensibilidad al dolor en mujeres con fibromialgia (Wood et al., 

2005). 

 

Se ha sugerido que los canales sensibles a ácido 3 (ASIC3) están involucrados 

en la hipersensibilidad nociceptiva inducida por reserpina (Taguchi et al., 

2015). La reserpina aumentó los niveles del ARNm de dichos canales en los 

GRD, mientras que la administración de APETx2, un inhibidor selectivo de los 

ASIC3, revirtió la hiperalgesia mecánica inducida por reserpina (Taguchi et al., 

2015). Otro grupo de trabajo demostró que la administración de solución salina 

ácida produce un aumento en la expresión del ARNm del ASIC3 en la médula 

espinal y tálamo de ratones y ese efecto se revierte en ratones que no 

expresan los canales ASIC3 (Yen et al., 2017).  

 

10.2 La reserpina induce conductas tipo fatiga en ratas hembras  

El presente estudio demostró que la administración de reserpina produjo 

conductas de fatiga en ratas hembras. En particular, se observó que el 
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ejercicio por 30 ó 60 minutos produce fatiga muscular en ratas previamente 

inyectadas con reserpina. Nuestros resultados confirman la evidencia previa 

que indica que la administración de reserpina disminuye la distancia recorrida 

por las ratas reserpinizadas (Favero et al., 2017). Acorde con lo anterior, se 

puede sugerir que la reducción en la actividad de locomoción y la distancia 

recorrida podría estar relacionada con hiperalgesia muscular, alodinia táctil y 

sensibilidad característica del modelo de fibromialgia inducido por reserpina. 

Además, Gregory et al. (2013) demostraron que el ejercicio fatigante produce 

hiperalgesia muscular en ratas hembras y machos tal y como se observa en 

nuestros resultados (Gregory et al., 2013). Se sabe que el ejercicio provoca la 

liberación de H+, lactato y ATP que tienen la capacidad de sensibilizar a los 

nociceptores musculares y generar hiperalgesia muscular (Hoheisel et al., 

2004; Immke y McCleskey, 2001; Voss, 2009). Asimismo, se ha reportado que 

los H+ y el ATP pueden activar a los ASICs y receptores purinérgicos, 

respectivamente, los cuales juegan un papel importante en el procesamiento 

del dolor (Barragán-Iglesias et al., 2016; Hori et al., 2010; Sluka et al., 2007; 

Yen et al., 2017). Por lo tanto, es probable que esto pueda explicar el efecto 

del ejercicio en ratas tratadas con reserpina.  

 

Se ha demostrado que el modelo de reserpina provoca un aumento de la 

expresión del canal ASIC3 en el GRD (Taguchi et al., 2015). Además, el 

ejercicio fatigante provoca un aumento en el número de linfocitos infiltrados en 

el musculo fatigado (Gregory et al., 2013). Este tipo celular tiene el potencial 

de generar dolor debido a la liberación de agentes pro-algesicos como TNF-, 

IL-1 y prostaglandinas (Moalem et al., 2004; Sluka y Rasmussen, 2010). En 

conjunto, lo anterior nos permite sugerir que la liberación de metabolitos 

fatigantes, la sobreexpresión del canal ASIC3 y el aumento en el número de 

células infiltradas podrían explicar la fatiga muscular observada en nuestro 

modelo. Sin embargo, dichos mecanismos no han sido evaluados y, por tanto, 

es necesario investigar al respecto.  
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La desregulación de la transmisión serotoninérgica está implicada en 

desordenes de estrés y fatiga (Cao y Li, 2017). Hay evidencia que demuestra 

que la 5-HT participa en ciertas condiciones psicológicas asociadas con la 

fatiga tales como el letargo y el sueño (Eccleston, 1982; Graeff et al., 1996). 

Se ha reportado que después del ejercicio exhaustivo hay un aumento  en las 

concentraciones de 5-HT en el cerebro alterando la precepción de la fatiga 

(Cao y Li, 2017). Se sabe que en el modelo de fibromialgia inducida por 

reserpina hay una disminución en la concentración de 5-HT (Nagakura et al., 

2009). Por tanto, es posible que las concentraciones de 5-HT no aumenten 

después del ejercicio exhaustivo y, por tanto, la percepción de la fatiga sea 

mayor. Por lo anterior, la fatiga muscular inducida por la administración de 

reserpina podría estar mediada por un mecanismo dependiente de 5-HT. 

 

A pesar de que la etiología de la fatiga es incierta, existen estudios que han 

reportado una relación entre la fatiga y la depresión. Esto se basa en que la 

fatiga y la depresión comparten ciertas estructuras cerebrales que incluyen el 

hipocampo y la corteza prefrontal, la cuales son estructuras con una alta 

concentración de receptores a 5-HT (Murphy et al., 2008). Además, se ha 

reportado que ambos padecimientos presentan una alteración en los niveles 

de 5-HT (Cao y Li, 2017). En este sentido, la mayoría de los pacientes con 

fatiga tienen una comorbilidad elevada de trastornos psicológicos entre los que 

destaca la depresión. Tales observaciones parecen sugerir que la fatiga tiene 

una relación muy estrecha con procesos psicológicos (Sandín, 2005). Aunque 

tales mecanismos no fueron evaluados en el presente proyecto, es necesario 

investigar al respecto para poder establecer una postura más concreta sobre 

dicha aseveración. 

 

10.3 Los co-transportadores de cloruro participan en el mantenimiento 
de la alodinia táctil inducida por reserpina 

Los resultados de este estudio sugieren que los co-transportadores NKCC1 y 

KCC2 participan en la modulación de la alodinia táctil e hiperalgesia muscular 
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inducidas por reserpina. Esta sugerencia está sustentada en lo siguiente: 1) la 

administración i.t. de bumetanida o furosemida, inhibidores del co-

transportador NKCC1, reduce las conductas nociceptivas; 2) la administración 

i.t. de CLP-257, activador del co-transportador KCC2, aumenta el umbral de 

retiro de la pata y 3) el tratamiento con la co-administración de bumetanida o 

furosemida más CLP-257 disminuye la alodinia mecánica en ratas tratadas con 

reserpina. Hasta donde tenemos conocimiento, éste es el primer trabajo en 

evaluar la participación de los co-transportadores de cloruro, NKCC1 y KCC2, 

en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina. Nuestro trabajo concuerda 

con estudios previos que demostraron un efecto antinociceptivo de la 

bumetanida en un modelo de dolor inflamatorio (Granados-Soto et al., 2005; 

Kim et al., 2017; Yousuf et al., 2017), neuropático (Ahmed et al., 2014; Chen 

et al., 2014; Cramer et al., 2008; Hasbargen et al., 2010; Mòdol et al., 2014) y 

funcional (inducido por estrés o restricción de sueño) (Gao et al., 2016; Wei et 

al., 2010).  

 

En el presente trabajo se observó que la furosemida produjo un efecto 

antinociceptivo en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina. El efecto 

de la furosemida fue mayor al obtenido con bumetanida. Esta diferencia en el 

efecto podría explicarse por las características farmacocinéticas y 

farmacodinámicas de ambos fármacos. Los parámetros farmacocinéticos 

reportados para la furosemida son los siguientes: vida media de eliminación 

de 2.5, concentración máxima (Cmax) de 8,580 ng/ml, volumen de distribución 

de 24.4 l, coeficiente de partición de 0.025 y pKa de 3.9 (Granero et al., 2009; 

Kramer, 1990; Sica et al., 2018). Para la bumetanida se ha reportado que tiene 

una vida media de 1.5 h, Cmax de 117.7 ng/ml-1, volumen de distribución de 9.8 

l, coeficiente de partición de 0.43 y pKa de 3.6 (Kramer, 1990; Song et al., 

2011). Por tanto, es posible que la diferencia en los efectos sea por las 

características cinéticas de cada fármaco. Asimismo, se sabe que la 

bumetanida inhibe al co-transportador NKCC1, mientras que la furosemida es 

capaz de inhibir al co-transportador NKCC1 y KCC2 (Payne et al., 2003). En 
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este sentido, se ha reportado que el antagonismo del KCC2 produce dolor en 

animales intactos (Delpire et al., 2009; Huang et al., 2016; Jolivalt et al., 2008). 

Por lo tanto, el efecto antialodínico de la furosemida no puede ser explicado a 

través del antagonismo del co-transportador KCC2. Además, se ha reportado 

que la fibromialgia inducida por reserpina produce pérdida de la función 

inhibitoria de los receptores GABAA-5 (De la Luz-Cuellar, 2018). Por lo 

anterior, es posible especular que la administración de reserpina pueda inducir 

un fenómeno similar en los receptores GABAA-6. En este sentido, se sabe 

que la furosemida es capaz de inhibir a dichos receptores (Andres et al., 2014). 

Por lo tanto, el efecto antialodínico de la furosemida, en cierta medida, podría 

ser explicado a través del antagonismo del receptor GABAA-6.   

 

El presente trabajo demostró que el CLP-257 revierte la hipersensibilidad 

inducida por reserpina. Hasta donde sabemos, éste es el primer reporte del 

efecto antialodínico del CLP-257 en un modelo de dolor funcional. Sin 

embargo, un estudio previo reportó que la administración i.t. de CLP-257 

revirtió la alodinia mecánica e hiperalgesia muscular en animales neuropáticos 

(Gagnon et al., 2013). En este sentido, también se ha reportado que el CLP-

257 redujo la alodinia mecánica inducida por morfina (Ferrini et al., 2017). 

 

Dado que la perdida de la homeostasis del Cl- es un fenómeno global y no un 

fenómeno aislado como se ha abordado en trabajos previos (Chen et al., 2014; 

Galan y Cervero, 2005; Granados-Soto et al., 2005), decidimos evaluar un 

posible sinergismo farmacológico entre ambos co-transportadores. El 

tratamiento i.t. con la combinación de bumetanida o furosemida y CLP-257 

disminuyó la alodinia mecánica en ratas reserpinizadas. Hasta donde tenemos 

conocimiento, este estudio es el primero que evalúa el efecto de la co-

administración de los inhibidores de NKCC1 y el activador de KCC2 en un 

modelo de dolor funcional. En su conjunto, nuestros resultados sugieren que 
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ambos co-transportadores son responsables parcialmente de la 

hipersensibilidad inducida por reserpina en la rata. 

 

Está claro que los co-transportadores de Cl- tienen un papel importante en el 

control de la información nociceptiva (Galan y Cervero, 2005; Laird et al., 2004; 

Price et al., 2005; Sung et al., 2000). No obstante, el daño al tejido o al nervio 

parece cambiar la función de los co-transportadores NKCC1 y KCC2 y, por 

tanto, la función de los receptores GABAA (Coull et al., 2005; Prescott et al., 

2006; Zeilhofer et al., 2012). En este sentido, se ha reportado que ratones 

knock out de NKCC1 muestran un aumento en la latencia de retiro de la pata 

y cola a estímulos térmicos (Laird et al., 2004; Sung et al., 2000). Por otra 

parte, existe evidencia que muestra que el tratamiento con un siRNA contra 

KCC2 produce hiperalgesia térmica y alodinia mecánica en ratas intactas (Lin 

et al., 2017). De manera interesante, se ha demostrado que la inhibición 

espinal del KCC2 en ratas intactas por DIOA aumenta las conductas 

nociceptivas (Delpire et al., 2009; Huang et al., 2016; Jolivalt et al., 2008). Por 

consiguiente, bajo condiciones patológicas de dolor, tal como la fibromialgia, 

el co-transportador NKCC1 y el receptor GABAA podrían estar sobreactivados 

(Farrant y Nusser, 2005). Lo anterior podría conducir a un estado de 

excitabilidad tónica de las fibras aferentes primarias, reduciendo su umbral de 

activación y produciendo RRD (Loeza-Alcocer et al., 2013; Pitcher y Cervero, 

2010). De acuerdo con lo anterior, se ha reportado que la administración i.t. de 

bumetanida previene la aparición de inflamación neurogénica e hiperalgesia 

secundaria generada por la administración de capsaicina (Valencia-de Ita et 

al., 2006) y reduce la frecuencia de disparo de los nociceptores espinales y 

neuronas de amplio rango dinámico en el asta dorsal de la médula espinal 

(Pitcher y Cervero, 2010). Además, este mismo fenómeno podría estar 

sucediendo en la médula espinal como consecuencia de la reducción en la 

expresión del co-transportador KCC2 (Coull et al., 2005; Zhang et al., 2013) 

induciendo pérdida de la inhibición GABAérgica. Además, se ha reportado que 

el incremento de la expresión de KCC2 restaura parcialmente la inhibición 
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espinal GABAérgica y glicinérgica (inhibición post-sináptica) (Lin et al., 2017). 

Nuestros datos apoyan la idea de que la reducción de la actividad del co-

transportador NKCC1 y el aumento de la actividad del co-transportador KCC2 

mediante aproximaciones farmacológicas restauran la inhibición GABAérgica 

a nivel pre- y post-sináptico lo que resulta en la reducción de la excitabilidad 

en las aferentes primarias y de las neuronas de proyección y, por lo tanto, del 

dolor inducido por reserpina. 

 

10.4 Los co-transportadores de cloruro participan en el mantenimiento 
de la hiperalgesia muscular inducida por reserpina 

Este trabajo demuestra que el bloqueo del co-transportador NKCC1 y la 

activación del co-transportador KCC2 tiene un efecto significativo sobre la 

disminución del umbral de presión muscular observada en ratas con 

fibromialgia inducida por reserpina. Existe evidencia que indica que la 

hiperalgesia muscular está mediada por la presencia de factores inflamatorios, 

tales como IL-6, sustancia P, glutamato, NGF y H+  (Dina et al., 2008; Lin et 

al., 2012; Mizumura, 2009; Sluka et al., 2003). Se ha sugerido que el estrés 

oxidativo podría estar participando en las alteraciones que se producen en las 

fibras musculares en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina (Favero 

et al., 2017). Dado que el efecto de bumetanida y furosemida es relativamente 

pequeño comparado con el efecto del CLP-257, nuestros resultados sugieren 

que el co-transportador NKCC1 tiene un papel secundario comparado con el 

del KCC2 en la modulación de la hiperalgesia muscular en este modelo de 

fibromialgia. 

 

10.5 La reserpina produce cambios en la expresión de la proteína de los 
co-transportadores NKCC1 y KCC2 

Los co-transportadores NKCC1 y KCC2 se expresan en los GRD y en la parte 

dorsal de la médula espinal, respectivamente, en ratas naïve y ratas tratadas 

con reserpina. Nuestros resultados concuerdan con estudios previos que 

demuestran la expresión de la proteína de dichos co-transportadores en estos 



Discusión 

 

Página | 83  

 

sitios (Álvarez-Leefmans et al., 2001; Cramer et al., 2008; Hasbargen et al., 

2010; He et al., 2014; Mòdol et al., 2014; Wei et al., 2013; Yousuf et al., 2017; 

Zhu et al., 2012).  En este trabajo, se observó que la reserpina aumentó la 

expresión del co-transportador NKCC1 y disminuyó la expresión del co-

transportador KCC2 en los GRD y médula espinal, respectivamente. Los 

cambios observados se relacionan con el aumento en las conductas 

nociceptivas de ratas reserpinizadas. Hasta donde sabemos, este es el primer 

trabajo en realizar un curso temporal de la expresión de los co-transportadores 

de Cl- en un modelo de fibromialgia inducido por reserpina en ratas. De 

acuerdo con nuestros resultados, se reportó que el dolor neuropático aumenta 

la expresión de la proteína NKCC1 en los GRD (Mòdol et al., 2014; Wei et al., 

2013). Además, se ha reportado que el estrés aumenta la expresión de la 

proteína NKCC1 en neuronas granulares del hipocampo de ratones 

(Tsukahara et al., 2015) y en neuronas de núcleo paraventricular (Gao et al., 

2016). Asimismo, existe evidencia que el dolor neuropático e inflamatorio 

disminuye la expresión de la proteína de KCC2 (Cramer et al., 2008; 

Hasbargen et al., 2010; He et al., 2014). En apoyo a nuestros datos, nuestro 

grupo de trabajo demostró que el estrés crónico reduce la expresión de la 

proteína KCC2 en la parte dorsal de la médula espinal de ratas sometidas a 

estrés crónico (Curiel-Gómez, 2018).  

 

Se ha reportado que la actividad de los co-transportadores estudiados puede 

ser modulada por fosforilación (Galan y Cervero, 2005; Lagraize et al., 2010; 

Mòdol et al., 2014; Zhu et al., 2012). Por ejemplo, se ha reportado que el co-

transportador NKCC1 es susceptible a la fosforilación por cinasas como SPAK 

y OSR1 (Delpire y Austin, 2010; Price et al., 2009). La fosforilación de NKCC1 

aumenta su actividad y provoca mayor movilización de este co-transportador 

hacia la membrana en el dolor inflamatorio y neuropático (Lagraize et al., 2010; 

Mòdol et al., 2014; Zhu et al., 2012). De manera interesante, se ha reportado 

que la administración i.t. de bumetanida revirtió la alodinia táctil y aumentó la 

expresión del co-transportador NKCC1 en los GRD (Mòdol et al., 2014). 
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Además, también se reportó que el estrés crónico redujo la fosforilación de la 

proteína KCC2 (Curiel-Gómez, 2018), sugiriendo una relación entre la 

expresión de los co-transportadores y el procesamiento del dolor. En conjunto, 

los datos siguieren que los co-transportadores NKCC1 y KCC2 participan en 

la desarrollo y mantenimiento del dolor funcional.  

 

Se ha reportado que el tratamiento con reserpina induce la activación de la 

microglía y astrocitos en el asta dorsal de la médula espinal (De la luz-Cuellar, 

2018; Taguchi et al., 2015). Se sabe que la activación de la microglía participa 

en el establecimiento de la sensibilización central, así como en la inducción y 

mantenimiento del dolor inflamatorio, neuropático (Barragán-Iglesias et al., 

2016; Inoue y Tsuda, 2009; Suter et al., 2007; Tsuda et al., 2013, 2003) y 

funcional (Orellana et al., 2015; Puga et al., 2015). Se sabe que la microglía 

activada produce y libera citocinas pro-inflamatorias (IL-1β, IL-6, NGF, TNF-α) 

y factores neurotróficos (BDNF) que contribuyen al desarrollo de la 

sensibilización central, favoreciendo la hiperexcitabilidad neuronal (Ji et al., 

2014; Kawasaki et al., 2008). El BDNF secretado de la microglía promueve la 

reducción de la expresión del co-transportador KCC2 induciendo la 

acumulación del Cl- intracelular en neuronas de proyección (De Koninck, 2007; 

Zhang et al., 2013) y, por lo tanto, la inhibición GABAérgica post-sináptica 

disminuye (Coull et al., 2005). Con estos datos, es posible especular que la 

pérdida de la desinhibición GABAérgica pre y post-sináptica junto con la 

pérdida de la inhibición tónica mediada por los receptores GABAA-α5 (De la 

luz-Cuellar, 2018) podrían conducir al mantenimiento de las conductas 

nociceptivas en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina.  

 



Conclusión 

 

Página | 85  

 

  Conclusión  

 

Los co-transportadores NKCC1 y KCC2 participan en el mantenimiento y 

establecimiento de la hipersensibilidad nociceptiva en la fibromialgia inducia 

por reserpina en ratas.
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  Perspectivas  

 

Después del análisis de los resultados obtenidos en este trabajo, se hace 

evidente la necesidad de plantearnos las siguientes perspectivas: 

 

1. Debido a los cambios encontrados en la expresión de las proteínas 

NKCC1 y KCC2, es importante determinar mediante q-PCR cambios en 

los niveles del ARNm de dichas proteínas en el modelo de fibromialgia 

inducida por reserpina.  

 

2. Es de interés evaluar cambios en la expresión y distribución del receptor 

TrkB en el asta dorsal de la médula espinal mediante Western blot e 

inmunohistoquímica. Además, determinar los niveles tisulares de BDNF 

mediante ELISA con el propósito de sugerir la participación de la vía 

TrkB-BDNF-KCC2 en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina.  

 

3. Estudiar si el dolor funcional es capaz de producir cambios en los 

niveles de metilación en el promotor de los genes Slc12a2 (NKCC1) y 

Slc12a5 (KCC2) mediante pirosecuenciación y PCR sensible a 

metilación. Evaluar los niveles de metilación y acetilación de las 

histonas en el promotor de los dichos genes mediante 

inmunoprecipitación de la cromatina.  

 

4. Por último, datos recientes de nuestro laboratorio han demostrado 

cambios en la función de los receptores extrasinápticos GABAA 5  en 

el modelo de fibromialgia inducida por reserpina. Es interesante evaluar 

mediante herramientas farmacológicas, moleculares y 

electrofisiológicas la posible participación de los receptores 

extrasinápticos GABAA 6 en el control de la hipersensibilidad 

nociceptiva inducida por reserpina.  
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