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Resumen: La inyeccion de formalina produce una respuesta dolorosa bifdsica, con una primera fase
de corta duracién (primeros 5 minutos) debida a la activacion de los nociceptores de la pata y una
segunda fase (10-50 minutos después de la inyeccidn) debida a una respuesta inflamatoria con
sensibilizacién de las neuronas nociceptoras de la médula espinal. Por lo tanto, es un modelo vélido
y sensible para el estudio de diferentes clases de analgésicos. Se evaluaron farmacos con uso clinico
(morfina, diclofenaco, haloperidol y (-)sulpirida), asi como compuestos experimentales. También se
realizaron estudios en animales transgénicos (knockout, deficientes en receptores c,) y tratados con
oligodesoxinucledtidos antisentido (ODN) frente al receptor ¢,. La administracion de haloperidol (an-
tagonista ) inhibié, de manera dependiente de la dosis, ambas fases del dolor inducido por formali-
na. No obstante, este efecto analgésico no parece deberse a un bloqueo dopaminérgico, puesto que la
(-)sulpirida fue inactiva en ambas fases. De los datos de compuestos experimentales de antago-
nistas de receptores ¢, administrados por via sistémica, se dedujo que su efecto no se produce en
los nociceptores periféricos sino en regiones espinales o supraespinales. Finalmente, los ratones
knockout mostraron una menor sensibilidad al dolor inducido por la formalina, mientras que los
ODN resultaron ineficaces. Estos resultados sugieren que los receptores o, estarian participando en
la expresion del dolor inducido por formalina, aunque no seria el tinico mecanismo implicado.
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El modelo de dolor inducido
por la inyeccion de formalina

patas delanteras de gatos y ratas. La forma-
lina es una solucién de formaldehido al 37%
disuelto en agua. Aunque la formalina ante-
riormente se habia utilizado como un estimulo
inflamatorio y también nociceptivo,? no fue

Caracteristicas generales del modelo

Generalmente se considera que el mode-
lo de la formalina fue introducido dentro del
campo del estudio del dolor por Dubuisson y
Dennis,! hace 30 afos, cuando describieron
los efectos conductuales tras la inyeccién de
una solucion diluida de formalina (5%) en las

hasta la aparicion del trabajo de estos auto-
res cuando su uso se popularizé y extendi6.?*
El modelo posteriormente fue desarrollado en
ratones,>” y aunque los efectos comportamen-
tales se han estudiado en diferentes especies,
como gatos, primates, conejos y cobayas, en-
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tre otros, las ratas y los ratones han sido las
mas utilizadas.>*

El modelo de la formalina se diferencia de
la mayoria de los modelos basados en estimu-
los de corta duracién (fasicos) y de alta inten-
sidad en que es posible evaluar la manera en
que el animal responde a un dolor moderado y
continuo (ténico) generado por un dafio tisular.
Precisamente, esta caracteristica ha sido la
que ha incrementado su utilizacién y popula-
ridad, siendo actualmente el modelo de dolor
en investigacion basica mas utilizado. Asi, al-
gunos autores consideran que el modelo de la
formalina refleja méas fehacientemente algunos
estados de dolor clinico que otros que utilizan
estimulos mecanicos o térmicos fasicos.>*

Se han publicado numerosos articulos?#
que han discutido y revisado varios aspectos
a tener en cuenta sobre este modelo, tales
como:

— EI método de puntuacién elegido (valores
ponderados o escala categorial frente a
parametro Unico) o la respuesta dolorosa
considerada tras la administracion de la
formalina, el nimero de pataleos frente al
tiempo de lamido/mordisqueo de la pata
inyectada.

— La eleccion de la inyeccion en la pata de-
lantera o trasera, y en este Gltimo caso si es
en la zona dorsal o plantar.

— El volumen y la concentracién administra-
dos.

— Otros factores, como la cepa y la especie
utilizadas, la edad del animal, circunstan-
cias ambientales como la temperatura de
la habitacién, el ruido o los olores, y el nu-
mero de evaluadores.

Puesto que comentar todos los aspectos
mencionados supera ampliamente el objetivo
de este capitulo, s6lo se mencionaran aquellos
que resulten necesarios para la exposicion de
los resultados experimentales.

Por otro lado, la inyeccién de formalina,
aparte de las respuestas comportamentales
espontaneas de dolor, induce procesos que
implican cambios en el sistema nervioso cen-
tral, como la expresién del factor de trascrip-
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cién c-Fos en las neuronas (lo cual es Gtil para
identificar neuronas implicadas en procesos
de sensibilizacién central) y la activacion de
células gliales que pueden liberar citocinas,
factores de crecimiento y otros mediadores, lo
que puede influir en la funcién neuronal y en
los cambios a largo plazo.?>* Estos procesos,
aun resultando del maximo interés, tampoco
seran comentados en este capitulo puesto que
trascienden su intencion.

Caracter bifasico del modelo:
dolor agudo y dolor ténico

La inyeccion intraplantar de formalina pro-
duce una respuesta dolorosa bifasica, la cual
se compone de una fase temprana (primera
fase), durante los primeros cinco minutos tras
la inyeccién de la formalina, y una segunda
fase tardia que comienza a los 10-15 minutos
de la inyeccién y dura de 30 a 50 minutos.
Tradicionalmente se ha considerado que la
primera fase se debe a la activacion directa de
los nociceptores periféricos, y que la segunda
es consecuencia de una respuesta inflamato-
ria con sensibilizacién de las neuronas noci-
ceptoras de la médula espinal (sensibilizacién
central).?* Por lo tanto, el modelo de la forma-
lina se usa normalmente como un modelo de
dolor agudo y ténico.

A continuacion se detallan algunos aspec-
tos especificos para cada una de las fases,
haciendo referencia también al periodo de
inactividad entre ambas, conocido como “in-
terfase”.

LA PRIMERA FASE: DOLOR AGUDO

La primera fase tras la administracién de
formalina se ha propuesto que se debe a la acti-
vacién directa de los nociceptores de las neuro-
nas aferentes. Esta hipétesis se ha fundamen-
tado en el hecho de que la inyeccién local de
formalina dentro, o inmediatamente adyacente,
del campo receptivo de nervios aislados en la
pata trasera de la rata produce una activacién
de fibras C y Ad en los primeros 10 minutos.®
Ademas, la inyeccion periférica de anestésicos
locales antes de la formalina produce una su-
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presion total de las conductas nocifensivas de
la primera fase,®° asi como el bloqueo de la
primera fase de actividad de las neuronas mul-
tirreceptivas en la médula espinal.!! En cuanto
a los mecanismos por los cuales la formalina
activa los nervios sensoriales, se ha comproba-
do que la administracién de antagonistas de la
bradicinina,” la serotonina y la histamina,'?13 y
de trifosfato de adenosina (ATP),!* puede inhi-
bir las respuestas de esta fase. Recientemente
se ha demostrado que la formalina activa las
neuronas sensoriales aferentes primarias me-
diante la accién especifica y directa del recep-
tor TRPAL, un miembro de la familia de los ca-
nales iénicos del potencial receptor transitorio
o TRP (Trasient Receptor Potential) que esta
altamente expresado en una subpoblacién de
nociceptores de las fibras C.1516

LA SEGUNDA FASE: DOLOR TONICO

La segunda fase de dolor parece ser de-
pendiente de la combinacién de una reaccién
inflamatoria del tejido periférico y de cambios
funcionales en las neuronas del asta dorsal de
la médula espinal, la cual llega a estar sensi-
bilizada ante estimulos nociceptivos.!” Se ha
comprobado que las respuestas conductuales
son inhibidas por la administraciéon de farma-
cos antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
los cuales interfieren con la produccién de
prostaglandinas, asi como por inhibidores de
otros mediadores inflamatorios (bradicinina,
serotonina, histamina, ATP).”121418-21 También
se ha demostrado que la administracién espi-
nal de anestésicos locales,?? opioides,?® anta-
gonistas del receptor de N-metil-p-aspartato
(NMDA)17.24 o antagonistas del receptor para
la sustancia P,?>2¢ inhibe las respuestas con-
ductuales y en el asta dorsal de la médula espi-
nal de la segunda fase cuando se administran
antes, pero no después, de que se produzca la
primera fase del modelo.?* Esto sugiere que
la actividad generada durante la fase tempra-
na es capaz de producir cambios en la funcién
del SNC, es decir, produce una sensibilizacién
central, la cual a su vez afecta a los procesos
ocurridos durante la fase tardia o segunda fase.
Sin embargo, a este respecto hay datos con-

tradictorios. También se considera que las res-
puestas de la fase 2 podrian reflejar una con-
tinua activacion de aferentes sensoriales, asi
como los aspectos de la sensibilizacion central
resultante de tal actividad. De este modo, se
ha observado una constante actividad o dispa-
ro de fibras A3 y C (pero no AB) en neuronas
aisladas que inervan la pata del animal cuan-
do se ha administrado formalina dentro de su
campo receptivo o muy cerca de él.8 Ademas,
existen algunos trabajos en que se ha obser-
vado que la inyeccion periférica de anestési-
cos locales después de la primera fase puede
suprimir completamente las conductas de la
segunda,®?’ los cambios en la tasa cardiaca y
la presion sanguinea,?” asi como la activacion
de las neuronas convergentes (rango dinamico
amplio) del asta dorsal espinal.?® Por tanto, es-
tos ultimos resultados demuestran que ambas
fases de la respuesta nociceptiva a la formalina
dependen de la activacion de aferentes prima-
rios y, por consiguiente, que la segunda fase
no podria ser mediada exclusivamente por la
sensibilizacion central. En estudios llevados
a cabo en ratones deficientes en el receptor
TRPA1 se ha encontrado que la segunda fase
se halla reducida significativamente, confir-
mando que este receptor media la respuesta
dolorosa inducida por la formalina.!>16

LA INTERFASE

La interfase, el periodo que ocurre entre
las dos fases de las respuestas nociceptivas
(entre 5y 15 minutos después de la inyeccién
de formalina), no ha recibido mucha atencién
puesto que se ha considerado que es un pe-
riodo de inactividad. Tal conclusion fue apo-
yada por el hecho de que en registros de afe-
rentes primarios se observé que la inyeccién
de formalina en el campo receptivo produce
una activacion bifasica de las fibras Ad y C,
con un curso temporal paralelo a la respues-
ta conductual inducida por la inyecciéon de
formalina.®?° Sin embargo, ahora se sabe que
la interfase es una fase activa que tiene un
componente espinal,3>3! en el que también
participan mecanismos supraespinales.3? El
componente espinal supuestamente implica-
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ria un balance entre mecanismos inhibidores y
excitadores, dado que la administracién espi-
nal de antagonistas del receptor GABA 3%y de
agonistas glutamatérgicos!” reduce o suprime,
respectivamente, este periodo de inactividad.
En estructuras supraespinales, la interfase
es abolida completamente por el corte de la
unién mesencéfalo-diencéfalo.3?

Papel de los receptores o,
en el dolor inducido por formalina

Antecedentes e hipdtesis de trabajo

Los receptores ¢ presentan un perfil de
sensibilidad a farmacos y una distribucion en
el SNC caracteristicos,®* y se ha descrito la
existencia de al menos dos subtipos, denomi-
nados o, y 0,.3*% Los receptores o, se han
clonado en varias especies, incluido el ratén,
y su secuencia no presenta homologia signifi-
cativa con la de ninguna otra proteina de los
mamiferos.36-38

Los receptores o, se encuentran en altas
concentraciones en areas de gran importancia
para la percepcién del dolor, como las laminas
|'y Il del asta dorsal de la sustancia gris medu-
lar y la sustancia gris periacueductal.3%4° Por
otra parte, la administracién de oligodesoxinu-
cleétidos antisentido (ODN) contra el receptor
o, del ratén aumenta la analgesia opioide me-
diada por los receptores Y, dy k, lo que sugie-
re la existencia de un sistema descendente o
ténicamente activo que facilita la percepcion
del dolor.*

La respuesta dolorosa a la formalina se debe
en parte a la liberacién de aminoacidos exci-
tatorios en la médula espinal capaces de sen-
sibilizar a las neuronas nociceptoras del asta
dorsal de la sustancia gris medular.'” Esto ex-
plica que dicha respuesta sea antagonizada por
bloqueantes de los receptores de NMDA.#?

Los ligandos ¢ modulan distintas respues-
tas inducidas por el NMDA, tales como la
frecuencia de descarga neuronal, siendo ésta
potenciada por farmacos agonistas o, y anta-
gonizada por antagonistas ¢,.** Por tanto, los
ligandos ¢ podrian modificar el dolor inducido
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por la administracién de formalina en el ratén
por su capacidad de modular las respuestas
mediadas por NMDA. Ademas, si en el SNC
existe un sistema descendente ¢ ténicamen-
te activo que facilita la percepcién del dolor,
podriamos esperar que los ratones knockout
o, y los tratados con ODN frente al receptor
o, mostrasen una menor sensibilidad al dolor
inducido por la formalina.

Estudios experimentales

METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La metodologia y el procedimiento experi-
mental fueron muy similares en todos los es-
tudios mencionados. Brevemente, después de
estudiar el curso temporal del dolor inducido
por la inyeccién de diferentes concentraciones
de formalina (0,5% a 5%), observamos que el
maximo efecto algégeno se conseguia tras la
inyeccién intraplantar de 20 pl de formalina al
2,5% en la pata trasera del animal. EI tiempo
de lamido o el mordisqueo de la pata inyectada
durante 45 minutos fue registrado y se consi-
deré como indicador de la respuesta dolorosa
en ratones sin tratamiento o tratados con el
solvente de los farmacos. Puesto que obser-
vamos que en ambos grupos se producia una
respuesta bifasica similar (Fig. 1), decidimos
registrar dos periodos diferentes de lamido/
mordisqueo de la pata inyectada en los anima-
les tratados con los farmacos. El primer perio-
do fue registrado de O a 5 minutos después
de la inyecciéon de formalina y se considerd
como indicador de la primera fase de dolor. El
segundo periodo fue registrado desde los 15 a
los 35 minutos después de la inyeccién de for-
malina y se consider6 la segunda fase del mo-
delo. Los farmacos evaluados fueron morfina
y diclofenaco (como analgésicos de control sin
actividad sobre los receptores 6); haloperidol
y sus metabolitos I, Il y lll; los antagonistas o,
BD-1047, BD-1063 y NE-100; los agonistas
o, PRE-084 y (+)pentazocina; y los farmacos
(-)sulpirida, (-)pentazocinay naloxona. Asimis-
mo, se emplearon dos ODN frente al receptor
c,. Los farmacos en estudio se administraron
por via subcutanea (s.c.) en la inmensa mayo-
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Figura 1. Curso temporal de la respuesta dolorosa (duracién del lamido o mordisqueo de la pata tratada) induci-
da por la inyeccion intraplantar de formalina al 2,5% en animales sin tratamiento o tratados con el solvente de
los farmacos. Cada uno de los puntos y las lineas verticales que los atraviesan representan la media + ESM de
los valores obtenidos al menos en ocho animales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos en ninguno de los periodos de observacion (ANOVA).

ria de los experimentos o por via intraplantar
(i.pl.) 30 minutos antes de inyectar la forma-
lina. Respecto a la administracion de los ODN
frente al receptor o, ésta fue por via intrace-
rebroventricular (i.c.v.) en un volumen de 2 pl
por ratén durante cuatro dias consecutivos, y
el test de la formalina se realizé el quinto dia.
Todos los procedimientos descritos se realiza-
ron en ratones hembra de la cepa CD-1, mien-
tras que los estudios con ratones transgénicos
(knockout) deficientes en receptores o, se rea-
lizaron en ratones C57BL/6J. Todos los pro-
cedimientos experimentales fueron aprobados
por el Comité de Etica en Experimentacion
Animal de la Universidad de Granada.

Resultados

CARACTERIZACION DEL MODELO

Como era de esperar y se habia compro-
bado anteriormente, la inyeccién intraplantar

de formalina produjo un efecto bifasico (Fig.
1), la morfina produjo un efecto analgésico
dependiente de la dosis, con una potencia y
eficacia similares en ambas fases del modelo,
mientras que el diclofenaco sélo produjo anal-
gesia en la segunda fase.

ESTUDIOS CON ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES o,

En primer lugar evaluamos el efecto del
antipsicético haloperidol (que actia como an-
tagonista 6 y D,) y de una serie de productos
derivados de él que muestran afinidad exclu-
siva por el receptor o, (metabolito 1), afinidad
por los receptores 6,y 6, (metabolito I1) o nin-
guna afinidad por los receptores 6,y o, (me-
tabolito [11)#4-47 (Tabla 1). Asi, comprobamos
que la administracién s.c. de haloperidol y de
su metabolito Il inhibié de forma dependiente
de la dosis las dos fases del dolor inducido
por la formalina, mientras que el metabolito |
s6lo produjo analgesia dependiente de la dosis
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TABLA I. Afinidad del haloperidol, sus metabolitos y la (-)sulpirida por diferentes receptores (K o IC,,, nM).
Férmacos G, c,” D,”
Haloperidol 5,2+0,4 54 + 10 2,8+0,6
Metabolito 1 12,2+ 0,6 46 + 6 239+ 49
Metabolito | 243,9 + 20 >10.000 >10.000
Metabolito 11 >10.000 >10.000 >10.000
(-)Sulpirida >10.000 >10.000 6+0,9

“Los datos se han obtenido en nuestro laboratorio, en ratones.
“Estos valores proceden de varios autores y estan recogidos en Cendan et al.**

en la segunda fase, siendo menos potente y
efectivo en la primera.** En cambio, el me-
tabolito Il no mostr6 ningun efecto analgési-
co. Por tanto, el orden de potencia de estos
farmacos para producir su efecto analgésico
(haloperidol > metabolito Il > metabolito | >
metabolito 11l inactivo) se correlaciona con su
afinidad por los receptores o, (Tabla | y Fig.
2).4 En cambio, los efectos analgésicos del
haloperidol y su metabolitos no parecen de-
berse a un bloqueo dopaminérgico, ya que la
(-)sulpirida (un blogueante dopaminérgico sin

afinidad por los receptores o) fue inactiva en
ambas fases (Tabla | y Fig. 2).#* Los efectos
analgésicos del haloperidol y sus metabolitos
tampoco se deben a la activacion directa de
los receptores opioides ni a la potenciacién
del efecto de un sistema endégeno opioide té-
nicamente activo, puesto que la naloxona (un
antagonista opioide) no antagonizé sus efec-
tos analgésicos.**

También estudiamos los efectos de BD-
1047, BD-1063 y NE-100 en este modelo y
observamos que la administracién s.c. de es-
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Figura 2. Comparacién del efecto analgésico inducido por la administracion s.c. de haloperidol (0,03-1 mg/kg)
(o), su metabolito Il (0,25-8 mg/kg) (1), su metabolito | (4-128 mg/kg) () y su metabolito 11l (128 mg/kg) (m),
y de (-)sulpirida (200 mg/kg) (e), en el modelo de la formalina en el ratén. Cada uno de los puntos y las lineas
verticales que los atraviesan representan la media + ESM de los valores obtenidos al menos en ocho animales
por dosis. Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo tratado con solvente: *p <0.05;

**n <0.01 (ANOVA seguido del test de Newman Keuls).
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tos antagonistas de los receptores c,*>**” pro-
dujo un efecto antinociceptivo dependiente de
la dosis en ambas fases de la respuesta dolo-
rosa inducida por la inyeccién de formalina,
siendo mayor el efecto en la segunda fase.*®
Estos resultados estan en total concordancia
con los obtenidos con el haloperidol y sus me-
tabolitos.

Sin embargo, la administracién local (in-
traplantar) de BD-1063 no tuvo ningun efec-
to sobre la respuesta dolorosa inducida por
la inyeccion de formalina en la misma pata,
mientras que la morfina, usada como control,
inhibié ambas fases ipsilateralmente, pero no
cuando fue inyectada en la pata contralate-
ral.*® Estos datos indican que el efecto de los
antagonistas o, administrados por via sisté-
mica no se produce en los nociceptores pe-
riféricos sino en los nociceptores situados en
estructuras espinales o supraespinales, y en
areas espinales o supraespinales. De hecho,

otros autores han comprobado que la adminis-
tracion espinal de antagonistas o, bloquea las
respuestas dolorosas en la segunda fase, pero
no la primera, sefialando la importancia de los
receptores o, espinales en la segunda fase del
dolor inducido por formalina.®°

ESTUDIOS CON AGONISTAS DE LOS RECEPTORES G,

Como agonistas de los receptores o, se em-
plearon (+)pentazocina y PRE-084.4%47 Nj la
administracion s.c. de (+)pentazocina ni la de
PRE-084 produjo efecto analgésico en ningu-
na de las fases. Como farmaco control de la
estereoselectividad de la (+)pentazocina ha-
cia el receptor ¢, evaluamos varias dosis s.c.
de (-)pentazocina, que muestra afinidad por
el receptor opioide x, pero no por el ¢,,°'y
como era de esperar produjo una reduccién
en el tiempo de lamido de la pata inyectada
en ambas fases del modelo.
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Figura 3. Curso temporal de la respuesta dolorosa (duracién del lamido o mordisqueo de la pata tratada) indu-
cida por la inyeccion intraplantar de formalina al 1,25% en animales deficientes en el receptor o, (knockout) y
en animales salvajes (wild-type). Cada uno de los puntos y las lineas verticales que los atraviesan representan la
media + ESM de los valores obtenidos al menos en ocho animales por grupo. Diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre las respuestas en los dos genotipos de ratones: *p <0.05; **p <0.01 (test de lat de Student).
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ESTuDIOS EN ANIMALES DEFICIENTES EN RECEPTORES G,
Y TRATADOS CON ODN FRENTE AL RECEPTOR G,

Los datos anteriormente expuestos sugie-
ren que el bloqueo de los receptores 6, podria
ser una estrategia adecuada para el control de
ciertos tipos de dolor ténico, y permite hipote-
tizar que los ratones tratados con ODN frente
al receptor o, mostrarian una menor sensibi-
lidad al dolor inducido por la formalina. Los
mismos resultados serian previsibles en los
ratones desprovistos (knockout) de recepto-
res o,, salvo que se desarrollen mecanismos
adaptativos que compensen el déficit crénico
de los receptores o,.

Asi, cuando administramos formalina a
ratones knockout o, encontramos que la res-
puesta dolorosa en ambas fases se reducia en
un 55%, aproximadamente, en comparacion
con los animales salvajes®? (Fig. 3), y que la
administracion de ODN frente al receptor o,
no modificaba el efecto de la formalina en
ninguna de las dos fases.*® Por tanto, estos
resultados en animales knockout o, sugieren
gue los receptores o, participan en la expre-
sién del dolor inducido por formalina, pero
que ademas tiene que haber otros mecanis-
mos implicados; y la falta de eficacia de los
ODN para reducir la respuesta dolorosa sefia-
laria que los receptores o, espinales son mas
importantes que los supraespinales.
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M.J. Sanz: Respecto a la potenciacion obser-
vada entre antagonistas ¢, y morfina, ;ha-
béis probado combinar dosis subéptimas de
morfina y haloperidol para conseguir un ma-
yor efecto inhibitorio?

J.M. Baevens: Si, pero en el modelo de retirada
de la cola (tail flick), no en el de la formalina.
Utilizamos dosis de morfina de 1 mg/kg, que
practicamente no tienen efecto analgésico,
junto con dosis muy bajas de haloperidol, y
observamos la potenciacion.

M.J. Sanz: Respecto a los oligonucleétidos an-
tisentido, no he visto casi ningin modelo que
haya funcionado, por su dificultad, porque
son sustancias muy solubles...

C.M. CenpéiNn: En el modelo de la formalina no
han mostrado buenos resultados. Sin embar-
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g0, en alodinia mecéanica inducida por cap-
saicina han sido muy efectivos.

M.J. Sanz: ;Cémo penetran en la célula? ;Me-
diante liposomas?

C.M. CenpAn: Mediante una inyeccién intrace-
rebroventricular.

A.M. Puanas: ;Evaluasteis si la concentracion
de proteina estaba reducida para verificar
que los oligodesoxinucleétidos hubiesen fun-
cionado?

C.M. Cenpin: No, porque otros autores ya lo
habian demostrado previamente utilizando
los mismos oligodesoxinucleétidos a las mis-
mas dosis. Al ser efectivos en otros modelos,
las diferencias observadas tenian que deber-
se al modelo de la formalina.



