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1. RESUMEN

El presente proyecto incide de manera importante en el area de la
Farmacologia, se pretende por primera vez en el pais implementar un modelo
animal de nocicepcion (dolor) asociado a cancer. Este modelo permitira determinar
el efecto antinociceptivo (analgésico) de farmacos con potencial utilidad
terapéutica para pacientes que presentan dolor asociado a diferentes neoplasias.
Adicionalmente, se podran investigar los mecanismos moleculares involucrados en

el proceso nociceptivo y de los blancos terapéuticos propuestos.

Actualmente, no existe ningun grupo de investigacion en México que evalue
alternativas terapéuticas para el dolor asociado a cancer. Con la implementacion
de este modelo de nocicepcion se iniciara en México una linea de investigacion
que permita establecer la utilidad terapéutica de farmacos que ya se utilizan en
clinica y que se desconoce su eficacia en pacientes oncolégicos, asi como
combinaciones de analgésicos de acuerdo a los lineamientos establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y nuevas alternativas terapéuticas a

partir de productos naturales o mediante disefio quimico.

El presente proyecto tiene como objetivo establecer de manera preliminar el
desarrollo de un modelo experimental de nocicepcién en rata (Wistar macho)
asociado a cancer de hueso. Para lo cual se inocularon células de glioma C6

(Rattus novergicus ATCC) en el fémur de los animales. Posteriormente, se
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evaluaron dos conductas de los animales que caracterizan el proceso nociceptivo,
dentro de las cuales se determiné que la lamida, el acicalamiento y sacudida son
adecuadas para cuantificar el proceso nociceptivo 33 dias después de la

inoculacion de las células tumorales.
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2.  INTRODUCCION

En circunstancias fisiologicas el dolor tiene una funcién protectora para
mantener la homeostasis del organismo. Sin embargo, existen patologias en las
que el dolor se convierte en un sintoma capital que llega a ser el centro de la
enfermedad. Los modelos experimentales en animales han permitido el
conocimiento de los mecanismos moleculares que participan en la generacion de
dolor. Este conocimiento lleva a la generacion de farmacos que ayuden a controlar

en dolor cuando se ha convertido en una patologia.

El cancer es una enfermedad que va acompafada de dolor, un dolor
cronico y persistente, dificil de tratar. Existen pocos modelos experimentales en
animales que permitan la evaluacion de alternativas terapéuticas para el
tratamiento del dolor. En México, no existe ningun grupo de investigacion que
tenga un modelo experimental de dolor asociado a cancer. Por lo anterior, nuestro
grupo de trabajo esta iniciando la implementacion de un modelo experimental en
rata. El presente trabajo presenta las primeras evaluaciones conductuales por las

cuales se genera dolor (nocicepcién) asociado a cancer de hueso en rata.
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3. ANTECEDENTES

3.1 CANCER

3.1.1 DEFINICION DE CANCER

Antes de abordar la definicién, cabe destacar que el cancer parece ser una
enfermedad tan antigua como lo es la vida en nuestro planeta. Son testimonio de
ello, los tumores encontrados en los huesos de fosiles de dinosaurios o en las
momias humanas descubiertas en Egipto y Peru. Su estudio y tratamiento ha sido
objeto de gran interés desde épocas remotas en distintas culturas, lo cual ha
quedado asentado en documentos llegados hasta nosotros, en los que se describe
el avance del conocimiento, y que nos hacen ver el talento y capacidad de

observacion y deduccion de nuestros antepasados.

Documentos que datan de 2000 a 1500 afios a.C., como el Ramayana de la
India o el papiro egipcio Ebers, por ejemplo, hacen referencia a este padecimiento.
En tanto que su nombre, cancer, se inspiré en la observacion de los tumores de
mama, que, al crecer, toman la forma de un cangrejo, segun explica Galeno (131-
203 d.C.) en su tratado Definitiones Medicae. Cuando el microscopio moderno fue
inventado en el siglo XIX, se comenzd a estudiar el cancer y asi nacié el “estudio

patoldgico moderno de cancer” (Cortinas, 1997).
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El término “cancer” es genérico y designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. Se define como
un crecimiento tisular producido por la proliferacién continua de células anormales
con capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos. Puede originarse a partir
de cualquier tipo de célula, en cualquier tejido corporal, no es una enfermedad
unica; sino un conjunto de enfermedades que se clasifican en funcién del tejido y
de la célula de origen. Existen cientos de formas distintas, siendo tres los

principales subtipos (Cortinas, 1997):

eLos sarcomas, que proceden del tejido conectivo como huesos, cartilagos,
nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.

eLos carcinomas, que proceden de tejidos epiteliales como la piel o los
epitelios que tapizan las cavidades y 6rganos corporales, y de los tejidos
glandulares de la mama y de la prostata. Los carcinomas incluyen algunos
de los canceres mas frecuentes. Los de estructura similar a la piel se
denominan carcinomas de células escamosas. Los que tienen una estructura
glandular se denominan adenocarcinomas.

eLas leucemias y los linfomas, que incluyen los canceres de los tejidos
formadores de las células sanguineas. Producen inflamacién de los ganglios
linfaticos, invasion del bazo y de la médula 6sea, y sobreproduccion de

células blancas inmaduras.
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3.1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER EN MEXICO

De acuerdo a la Secretaria de Salud, la mortalidad por cancer se
incrementd a 56% en los ultimos 30 afios. De 1980 a 2011 la tasa de mortalidad

paso de 39.5 a 61.7 por cada 100 mil habitantes.

A pesar del incremento de pacientes con esta enfermedad en el pais, y que
en el caso de las mujeres ocupa la primera causa de muerte entre las jovenes,
México carece de un programa enfocado en el control de esta enfermedad, asi
como de un registro detallado del numero de casos y muertes que se producen

cada ano.

En el Programa Sectorial de Salud 2013-2018, solo el cancer mamario y
cervicouterino forman parte de los indicadores de desempefio para final del
sexenio, con la meta de disminuir de manera importante sus tasas de mortalidad.
Y aunque la actual administracion no se compromete especificamente a lograrlo,
si reconoce que diferentes especialistas consultados para la elaboracién del
Programa urgieron a desarrollar una estrategia, crear un registro nacional de
casos, promover politicas de deteccion oportuna de la enfermedad, fortalecer
redes de referencia de pacientes a unidades especializadas, asi como actualizar

las guias de practica clinica para la atencion de esta enfermedad.
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En la figura 1 se presenta una infografia con cifras del cancer en México y a
nivel mundial, compartidas por la Secretaria de Salud (SSA), la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y la fundacién Tématelo a Pecho. El cancer es la
tercera causa de muerte en el pais. Tan sélo en 2012 las autoridades sanitarias
tuvieron conocimiento de 148 mil nuevos enfermos, la mayoria de ellos, en etapas
muy avanzadas, cuando el tratamiento para combatir su propagaciéon es menos

efectivo (http://ciudadanosenred.com.mx/en-30-anos-muertes-por-cancer-aumentan-50-

infografia/).

El problema es tan grave que basta con observar las cifras de muertes por
cancer en territorio nacional. De acuerdo al registro oficial, anualmente
fallecen 120 mil mexicanos por tumores malignos, un promedio de 333 personas

mueren cada dia (http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).



http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43182
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Figura 1. Infografia de la mortalidad por cancer en México
(http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).
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3.1.3 TIPOS DE CANCER MAS COMUNES EN MEXICO

a) CANCER DE PROSTATA

Segun cifras de Globocan, se trata del tipo de cancer mas predominante en
el pais, teniendo entre sus principales victimas a las personas de edades
avanzadas; tan sélo 19.7% de los afectados tienen mas de 80 afos de edad y

9.3% se ubican entre los 70 y 74 afios.

Entre los principales sintomas de este mal esta la interrupcion de la orina, el
crecimiento de la préstata y las fracturas inexplicables de los huesos,
consecuencia de la propagacion de las células afectadas a otras regiones del

cuerpo (http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).

b) CANCER DE MAMA

Es el tipo de cancer mas comun en la comunidad femenina del pais. De
acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), el 70% de los

casos se presenta en mujeres de entre 30 y 59 afos de edad.

Los datos oficiales indican que la mortalidad mas elevada se registra en

féminas mayores de 60 afos, con 25.5 fallecimientos por cada cien mil habitantes.
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En tanto, el rango de mujeres de entre 30 y 59 anos reporta 7 muertes por la

misma cantidad de personas (http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).
c) CANCER CERVICO-UTERINO

En 2008, el 8% de las enfermas fueron atacadas por este tipo de cancer,
teniendo como victimas principales a la poblacion de entre 45 y 49 afios. De todas

las que padecen esta clase de tumores, 15.1% tienen un diagndstico maligno.

Entre los sintomas mas comunes se encuentran sangrados poscoitales, asi
como desprendimientos fuera del periodo menstrual. Ademas, se pueden
presentar dolores durante las relaciones sexuales. Este cancer esta vinculado a la
presencia del virus del papiloma humano, por lo que se recomienda la prueba

de Papanicolaou anual (http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).
d) CANCER DE PULMON

Del total de casos de cancer en México, 7.2% son tumores malignos de
pulmon, convirtiendose en la segunda causa de muerte entre los hombres,

unicamente por debajo del cancer de préstata.
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Entre sus principales sintomas destaca la tos persistente, expectoraciones

sanguinolentas Y, en algunas ocasiones, dolor de pecho

(http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).

e) CANCER DE ESTOMAGO

Una enfermedad que afecta a 6.2% de todas las victimas de cancer en el
pais, siendo el mal digestivo que ocasiona mayor numero de muertes. Segun
datos de Globocan, 15 personas fallecen por cada cien mil habitantes en adultos

de 30 a 59 anos.

La sintomatologia implica dolores  abdominales, diarrea, estrefiimiento,
sangrados, cambios en el ritmo intestinal y dificultad para ingerir alimentos. La
gran problematica radica en que la deteccion del mal se produce, normalmente, en
etapas avanzadas, debido a que los sintomas son dificiles de notar durante los

primeros meses (http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).
f) MELANOMA

Es un tipo de cancer en las células que dan pigmentacion a la piel,
conocidas como melanocitos. En México, se reportan aproximadamente mil
casos anualmente. En el caso de alteraciones malignas, la proliferaciéon del

cancer se presenta de manera vertiginosa, duplicando su incidencia en diez afos.
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En territorio nacional, el tipo de melanoma mas comun es el acral
lentiginoso, generalmente, causando dafios a las palmas de las manos, las plantas

de los pies y por debajo de las ufas

(http://www.sexenio.com.mx/articulo.php?id=43358).

g) CANCER DE HUESO

El cancer de hueso se produce en los pacientes con tumores 0Oseos
primarios (sarcomas y tumores malignos hematopoyéticos) y con mayor frecuencia
en pacientes con otro tipo de cancer, que ha hecho metastasis en sitios distantes
como el de mama, préstata o pulmén. El dolor es el sintoma mas frecuente de la
destruccion désea inducida por el cancer. Las metastasis Oseas pueden
comprometer significativamente la calidad de vida del paciente debido a que

inducen fracturas éseas, hipercalcemia, déficits neuroldgicos, y el dolor crénico

(Luger, 2001).

3.2 DOLOR

3.2.1 DEFINICION DE DOLOR Y NOCICEPCION

Desde hace muchos siglos, el papel del médico ha sido preservar y
restaurar la salud, asi como aliviar el sufrimiento de los pacientes. Una forma de

lograr estos objetivos es con la comprension satisfactoria del sintoma conocido
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como dolor. Al respecto, es necesario diferenciar el concepto de nocicepcion, y por

otra, el concepto de dolor.

La nocicepcion se define como la percepcion de sefales eléctricas en el
sistema nervioso central (SNC), que se originan por la estimulacion y activacion de
receptores sensoriales (nociceptor: es un receptor de dolor, localizado en las
terminaciones nerviosas, puede detectar estimulos nociceptivos de caracter
térmico, quimico o mecanico. La activaciéon de estos receptores depende de la
intensidad del estimulo por lo que estimulos inocuos no activaran el receptor y
aquellos que sean capaces de pasar cierto umbral generaran un potencial de
accién hacia el SNC) y que nos informan acerca del dafio en algun tejido. Por otra
parte, cada individuo aprende el significado de la palabra dolor a través de la
experiencia personal. El dolor puede tener multiples causas, asi como
caracteristicas anatdmicas y fisiopatolégicas e interrelaciones con aspectos

afectivos y motivacionales heterogéneas (L6pez-Mufioz y Granados, 1998).

El dolor es un término que no tiene un significado exacto. La Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, en inglés), lo ha definido como “una
experiencia sensorial y emocional desagradable relacionada con dafio potencial o
real a un tejido o descrito en términos de tal dafio” (IASP Part lil, 1994). Es decir, el
dolor es un estado subjetivo, y como tal, es influido importantemente por varios

factores como son las emociones, el medio ambiente, el estado afectivo, la
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experiencia previa, factores socio-culturales, acondicionamiento previo, entre

otros.

Es importante sefalar que el dolor es la experiencia humana mas compleja;
es la causa mas comun de estrés psiquico y fisioldgico, y el motivo mas frecuente
para buscar atencibn médica. Asimismo, es el factor mas importante de

ausentismo laboral, incapacidad y pensién por invalidez (Woolf y Salter, 2000).

El dolor intenso y prolongado puede desencadenar una serie de respuestas
psicolégicas y fisiolégicas que son potencialmente dafiinas en pacientes con
problemas cardiovasculares y respiratorios. Puede haber ansiedad, miedo,
insomnio y sensacion de indefension. Estos cambios se potencian entre siy a su
vez aumentan el dolor. Al prolongarse, conducen a la ira y al resentimiento. En
pacientes ancianos, puede ser una causa de delirio. Ademas, el dolor crénico
puede ser incapacitante por dias (cefaleas), por semanas o meses (causalgia) o
permanentemente (cancer, artritis). Muchos pacientes con cancer terminal viven

sus ultimos meses de vida con dolor intenso por no recibir el tratamiento adecuado

(L6pez-Mufioz y Granados, 1998).

3.2.2 NEUROBIOLOGIA DEL DOLOR

La nocicepcidon es un mecanismo electroquimico que comprende cuatro

procesos fisioldgicos (ver Figura 2):
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e Transduccién. Es la conversion de los estimulos nocivos en senales
eléctricas por las terminaciones nerviosas periféricas.

e Transmision. Es la propagacién de las sefales eléctricas mediante
potenciales de accion a lo largo de las vias nociceptivas, las cuales son
fibras nerviosas periféricas que van desde toda la economia hacia la
meédula espinal. Las fibras nerviosas se caracterizan por estar mielinizadas
para poder propagar el estimulo nocivo, a mayor numero de mielina mayor
conductividad del estimulo.

e Modulacion. Es la alteracion de las sefiales nociceptivas dentro del asta
dorsal de la médula espinal; aqui se inhibe o amplifica la sefal sensorial.

e Percepcion. Es el proceso por el cual se integran los impulsos nociceptivos
con factores cognoscitivos y emocionales para crear la experiencia
subjetiva de dolor.

Corteza 4
Percepcion

2

Transmision

1

Transduccion

i Estimulo

nocivo

Haz S
espinotalamico

3 Modulacién Nociceptor

Figura 2. Esquema de los procesos que participan en la percepcion del dolor (Woolf y Salter,
2000; Otto, 1999).
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3.3 DOLOR ASOCIADO A CANCER

Actualmente, se reconocen tres tipos diferentes de dolor que se clasifican

de acuerdo a los distintos mecanismos responsables de su presencia (Basbaum y

cols., 2009).

a)

b)

Dolor nociceptivo: se presenta cuando se detectan y procesan los
estimulos nocivos (Woolf y Ma, 2007). Es el dolor que se percibe al
tocar algo demasiado caliente, frio o afilado. Su funcion de
proteccion exige una accién y atencion inmediata, que se produce en
virtud de la activacién del reflejo de retirada, asi como el desagrado

de la sensacién provocada y la angustia emocional que esto genera

(Basbaum y cols., 2009).

Dolor inflamatorio: este dolor también desempefa un papel
adaptativo y protector. EI aumento en la sensibilidad sensorial
después del dafo en los tejidos es inevitable. El dolor inflamatorio
contribuye a la sanacion de la parte lesionada mediante una
situacién que limita el contacto fisico y el movimiento de la zona
afectada. Esto es, la hipersensibilidad del dolor reduce el riesgo
adicional de dafio y promueve la recuperacion, por ejemplo, después
de una herida quirdrgica o en una articulacién inflamada, donde los

estimulos normalmente inocuos ahora generan dolor. El dolor
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inflamatorio se caracteriza por la activacion del sistema inmune

(Woolf y Ma., 2007).

Dolor crénico o patoldgico: se presenta como resultado de un
funcionamiento anormal del sistema nervioso. Este dolor se puede
generar después de una lesidbn al sistema nervioso (dolor
neuropatico), o bien, en condiciones en las que no hay tal dafo
(dolor disfuncional), pero al igual que el anterior se presenta una
amplificacion de las sefales sensoriales en el sistema nervioso
central y una disminucion del umbral nociceptivo (Costigan y cols.,
2009). El dolor cronico se asocia con enfermedades como la
fibromialgia, sindrome del intestino irritable, migrafa, artritis, herpes
zoster, neuropatia diabética, sindrome de la articulacion

temporomandibular y cancer (Basbaum y cols., 2009).

Los pacientes con cancer presentan dolor en todas las etapas de la

enfermedad,

enfermedad

este dolor va en incremento gradual a medida que avanza la

y cuando los pacientes desarrollan metastasis el dolor es

insoportable. Se ha demostrado que el principal sitio de metastasis de pacientes

con cancer de mama, préstata, tiroides, colon y pulmédn es el hueso (Coleman y

Rubens, 1987).

El dolor 6seo asociado a neoplasias se percibe como un dolor constante y

continuo que poco a poco va incrementando en intensidad hasta hacerse
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insoportable. A medida que el paciente va avanzando en la enfermedad el dolor es
“episddico” e “incidente” y se caracteriza por la percepcion de una mezcla de todos
los tipos de dolor, nociceptivo (IASP Part lil, 1994; Mercadante, 1997). Esta es la razén
por la que la terapia tradicional para cada tipo de dolor no tiene eficacia en el
paciente con cancer ya que esta presentando una mezcla de estimulos nocivos.
Por otra parte, desafortunadamente, el movimiento del paciente o el uso de alguna
extremidad en donde se presenta el tumor estan asociados a la percepcion del

dolor (Portenoy et al., 1999).

El dolor proviene del hueso del paciente, la proliferacion e hipertrofia de
osteoclastos esta presente. Los osteoclastos pueden reabsorber el hueso en la
interfase osteoclasto/hueso ocasionando fractura del hueso en los pacientes con

metastasis, incrementandose consecuentemente la percepcion del dolor

(Mercadante, 1997).

El dolor asociado a cancer se presenta como un dolor crénico que de
acuerdo a la IASP se define como un dolor que persiste mas alla de la fase normal
de curacion después de una lesidén (Woolf, 2010). Un estado crénico de dolor se
debe a cambios neuroplasticos que modifican el procesamiento de las sefales
nociceptivas. Estos cambios ocurren tanto en las terminales periféricas de las
fibras sensoriales (sensibilizacion periférica), como en la médula espinal y centros
supraespinales (sensibilizacion central), alterando asi el procesamiento de la

informacion sensorial. Bajo estas circunstancias el dolor se presenta de manera
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espontanea, generado por alodinia e hiperalgesia primaria y secundaria (Woolf,

2010).

3.3.1 BIOLOGIA DEL DOLOR EN CANCER

Estudios en la ultima década demostraron que una subpoblacion de
neuronas sensoriales que detectan los estimulos nocivos expresan el receptor
vanilloide1 de potencial transitorio (TRPV1) y los canales de iones 3 sensibles a
acidos (ASIC3). Estos estudios fueron de gran interés para los investigadores que
estudian el dolor en cancer, ya que ambos canales responden a la acidosis
producida de manera directa e indirecta por las células cancerosas, que en

general tienen un pH menor que las células normales (Ghilardi et al., 2005).

Es importante destacar que muchos tumores que producen metastasis en
los huesos también inducen una marcada proliferacion e hipertrofia de
osteoclastos. Los osteoclastos reabsorben rapidamente hueso por la generacion
de un pH de 2-4 en la interfase osteoclasto/ hueso que conduce a la reabsorcion
Osea excesiva, que puede conducir a la fractura del hueso donde se encuentra el

tumor (Ghilardi et al., 2005).

Como se menciond anteriormente, el hueso es el sitio mas comun de
metastasis de carcinomas de prostata, renales, pulmonares, mamarios y tiroideos.

Una vez que las células tumorales han hecho metastasis en el sistema 6seo, se
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inicia el crecimiento del tumor, destruccion ésea y/o formacion de tejido éseo
(tumores osteoblasticos); todo esto puede resultar en la presencia de dolor severo,

fracturas e hipercalcemia (Scholz y Woolf 2002).

Las células tumorales no destruyen directamente el hueso, sino que junto
con las células del estroma sintetizan y liberan el ligando RANK (receptor
activador del factor nuclear KB-L; por sus siglas en inglés). Este ligando se une a
su receptor RANK, que se encuentra en la membrana de los osteoclastos. La
activaciéon de la via RANK-L/RANK promueve la proliferacion e hipertrofia de los
osteoclastos, destruyendo, de esta manera, el hueso. El proceso de reabsorcidon
esta asociado a una acidosis que puede estimular los canales TRPV1 o ASIC y
generar el dolor oncoldgico 6seo. En la década pasada varios estudios mostraron
que las terapias que reducen significativamente la funcion de los osteoclastos

también reducen de manera significativa el dolor oncolégico éseo (Scholz y Woolf

2002; Honore et al., 2000).

3.3.2. INESTABILIDAD MECANICA DEL HUESO INDUCIDA POR

TUMOR

Ademas de la acidosis, el exceso de la reabsorcion por los osteoclastos que
destruyen el hueso origina una inestabilidad mecanica y fractura, que ocasiona
distorsién mecanica de las fibras nerviosas que inervan el hueso. De esta manera,

tras el debilitamiento o fractura debido al remodelado del hueso por el crecimiento
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tumoral, puede presentarse un tipo de dolor generado por el movimiento,
presumiblemente, debido a la distorsibn mecanica de las fibras nerviosas
mecanosensitivas que inervan el hueso. Es evidente que el dolor asociado a la
fractura se atenua si se estabiliza el hueso y se reubica en su orientacién normal.
Los tumores osteoliticos y osteoblasticos inducen pérdida de la resistencia
mecanica y la estabilidad del hueso mineralizado, de modo que, con la
remodelacion ésea, la tensidbn mecanica normalmente inocua ahora puede resultar
en la distorsion o activacion de las fibras nerviosas mecanosensitivas que inervan
el hueso. Los bifosfonatos y las terapias anti-RANK-L (denosumab), reducen el
remodelado 6seo inducido por los osteoclastos, disminuyen la acidosis en
animales y humanos, asi como también promueven la resistencia mecanica de los

huesos y reducen las fracturas (Jiménez-Andrade et al., 2010).

En la figura 3 se muestran los factores liberados por células tumorales y del
estroma que originan dolor oncoldgico. El tumor se compone no solo de células
cancerosas sino también de células del estroma asociadas a los tumores e
incluyen a las células endoteliales, fibroblastos, asi como una amplia variedad de
células inflamatorias e inmunes. Las células cancerosas y las del estroma
secretan una amplia variedad de factores, como la bradicinina, cannabinoides,
citocinas, endotelinas (ET), el factor estimulante de colonias de macréfagos vy el

NGF, quienes sensibilizan o activan directamente las fibras nerviosas sensoriales

(Jiménez-Andrade et al., 2010).
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Figura 3. Factores liberados por células tumorales y del estroma que originan dolor oncoldgico. IL:
interleucina; TNF: factor de necrosis tumoral; PGE2: prostaglandina E2 (Jiménez-Andrade et al.,
2010).

3.3.3.TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL DOLOR EN CANCER

La variabilidad significativa de paciente a paciente en la gravedad y la
extensién del dolor por cancer de hueso, presenta dos componentes principales;
un dolor sordo o punzante en su caracter, que suele ser constante y aumenta en
intensidad con el tiempo, con frecuencia es la primera indicacién de la metastasis
del tumor a un hueso. Un segundo componente, surge con frecuencia con el
tiempo y es mas agudo por naturaleza, se trata de un dolor incidente, ya que a
menudo se produce espontaneamente, con exacerbaciones intermitentes. Este
dolor se conoce como irruptivo y es uno de los dolores de cancer mas dificiles de
tratar (Luger, 2001). El paciente debe comenzar por saber cual es el origen y la

causa de su dolor (http://whglibdoc.who.int/publications/9241544821.pdf).
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El control del dolor en el ser humano tiene varios aspectos. Aparte del
aspecto humanitario y ético, el alivio del dolor permite disminuir la incidencia de
complicaciones respiratorias, especialmente en pacientes con dolor abdominal o
toracico. También facilita la movilizacion precoz, con la posible disminucion de
trombosis venosa profunda. Atenua la respuesta al estrés con menor liberacion de
catecolaminas y neuropéptidos, con normalizacion mas temprana del consumo de
oxigeno, gasto cardiaco y otras alteraciones que pueden ser mal toleradas por
pacientes geriatricos. La mejoria de la respuesta metabdlica ayuda al proceso de

cicatrizacion de heridas y respuesta inmunoldgica (L6pez-Mufioz y Granados, 1998).

Los osteoclastos, son las células de resorcion 6sea principal del cuerpo,
estos participan en la destruccion ésea inducida por el cancer. Recientemente se
ha sugerido que el dolor éseo inducido por el cancer puede estar relacionado con
la resorcion Osea, se sabe muy poco sobre el mecanismo(s) exacto que participa
en la generacion y mantenimiento del dolor por cancer de hueso. Se ha sugerido
que los mecanismos que generan el dolor por cancer de hueso pueden ser mas
complejos e implican la liberaciéon de compuestos pronociceptivos del tumor y las
células inflamatorias, la compresion de los nervios, y la actividad de los
osteoclastos (Luger, 2001). En la actualidad, los resultados del tratamiento del dolor

por cancer de hueso puede ser impredecible, y las mejoras pueden ser temporales

(Globirsch et al., 2005).
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Actualmente, el tratamiento del dolor producido por el cancer de hueso
implica el uso de una variedad de enfoques diferentes pero complementarios que
incluyen la radioterapia, los analgésicos opioides y antiinflamatorios no
esteroideos (AINE’s), los bifosfonatos y la cirugia. Una de las principales razones
por la que es dificil controlar el dolor producido por el cancer es que las metastasis
0seas no se limitan a un solo sitio generalmente, pero a menudo estan presentes
en varios sitios, incluyendo los huesos largos, la pelvis y vértebras de la columna.
Aunque la radioterapia sigue siendo la piedra angular para el tratamiento del dolor
por cancer de hueso, es mas eficaz para el tratamiento sintomatico del dolor éseo
local. Cuando las células tumorales han metastatizado a multiples huesos del
cuerpo, la radioterapia regional puede ser utilizada. Sin embargo, este tratamiento
se acompafa de efectos secundarios significativos, tales como vomitos, diarrea,
depresion de la médula désea severa, y neumonitis aguda secundaria a dafo
alveolar de células. Analgésicos tales como AINE’s y los opiaceos también son
eficaces en el tratamiento del dolor por cancer de huesos, pero el aumento de
dosis suele ser necesario a medida que avanza el cancer. Ademas, el control
completo de avance o movimiento de dolor evocado puede ser problematico
porque las dosis requeridas para controlar totalmente este dolor son generalmente
altas y van acompafadas de efectos secundarios adversos tales como deterioro
cognitivo, sedacion y estrefimiento, por lo que se recurre al empleo de mezclas

analgésicas (Luger, 2001).
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a) RADIOTERAPIA

La Radioterapia de haz externo es el tratamiento mas comun para el dolor
por cancer 6seo avanzado. Desafortunadamente, no todos los pacientes que
reciben la radioterapia paliativa experimentan alivio al dolor. En una reciente
revision de ensayos clinicos se encontré que el empleo de la radioterapia paliativa
de alta frecuencia ocasiona recaida de los sintomas después de la respuesta
inicial a la radiacion. Especificamente, el estudio determiné que la duracion
mediana de la supervivencia fue mucho mayor que la mediana de la duracion de
alivio del dolor. A nivel preclinico en perros con cancer de hueso de la extremidad,
se determind que la radiacion en general, disminuyé la cojera, pero no todos los
animales se beneficiaron de la radioterapia paliativa local. Ademas, el tratamiento
de los seres humanos y caninos con dolor por cancer de hueso a menudo

proporciona un alivio solamente parcial (Globirsch et al., 2005).

La radioterapia para el cancer de hueso ha tratado de explotar las
caracteristicas radiosensibles inherentes a las células tumorales (es decir, las
altas tasas de proliferacion, vascularizacién significativa, no diferenciacion), pero el
mecanismo por el cual la radioterapia alivia el dolor por cancer de hueso es
especulativo. Nuestro conocimiento es limitado sobre el mecanismo por el cual la
radiacion disminuye el dolor por cancer de hueso, se erige como un obstaculo
importante para la mejora de la magnitud y la duracién del alivio del dolor después

de la radioterapia. Recientemente se ha descrito un modelo experimental para el
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estudio de la influencia de la radiacion en el dolor por cancer de hueso y
demostrado que la radiacion disminuyé la ostedlisis inducida por el cancer de
hueso y reduccion de area del tumor en el hueso (Globirsch et al., 2005). El
mecanismo por el cual la radiacion alcanza estas influencias es desconocido.
Especificamente, no se sabe si la radiacion ejerce su efecto anti-tumoral actuando
directamente sobre las células tumorales o indirectamente a través de las células

NO cancerosas (Globirsch et al., 2005).

b) BIFOSFONATOS

Una de las terapias mas ampliamente utilizadas son los bifosfonatos. Este
grupo de farmacos facilmente se adhieren al hueso. Una vez internalizado el
bifosfonato en el osteoclasto, este interfiere con el metabolismo energético del
adenosina trifosfato (bifosfonatos que no contienen nitrégeno) o con la via del
mevalonato (bifosfonatos que contienen nitrégeno), resultando en la disfuncién vy,
consecuentemente, en la apoptosis de los osteoclastos. Como una poblacion de
fibras nerviosas que inervan el hueso expresan TRPV1, una via en la cual los
bifosfonatos podrian reducir el dolor 6seo es por la disminucién de la acidosis
inducida por osteoclastos, que, a su vez, disminuye la activacion de los receptores

TRPV1 o ASIC3 que se expresan en la fibras nerviosas sensoriales (Scholz y Woolf,

2002).
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Otro método que es altamente eficaz para la disminucién de la reabsorcion
del hueso inducida por tumores en animales y humanos es por el bloqueo de la
union del RANK-L a su receptor, que se requiere para la proliferacion y
maduracién de los osteoclastos. Estudios previos demostraron que en la
administracion de farmacos que interfieren en la unién del RANK-L al receptor
RANK (p.ej. osteoprotegerina o denosumab) hay una pérdida casi total de los
osteoclastos activados, una amplia reduccion en los marcadores plasmaticos de la
reabsorcion 6sea y una significativa reduccidén del dolor oncolégico éseo. Cabe
sefalar que recientes ensayos clinicos fase Ill han demostrado que el denosumab
disminuye de manera significativa las complicaciones del sistema 6seo en

pacientes con cancer de mama y prostata en estados avanzados (Montiel-Ruiz, et

al., 2013).

c) ANALGESICOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

(AINE’s)

Los AINE’s (tipo aspirina y/o acido acetil salicilico) son agentes muy
eficientes para tratar el dolor; sobre todo de tipo inflamatorio o agudo. Son
conocidos como analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos. La inflamacion que
acompana el dolor es un proceso normal, una respuesta protectora del tejido
dafado y es activada por la liberacion de sustancias o mediadores quimicos de los

tejidos dafados y de células migrantes. Los mediadores quimicos especificos
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varian de acuerdo al tipo de proceso inflamatorio e incluyen sustancias como

histamina, serotonina, prostaglandinas, bradicinina e interleucinas, entre otras.

Los analgésicos tipo aspirina son compuestos con una diversidad quimica
muy grande, en la que el acido acetil salicilico (aspirina) es el agente prototipo con
el que todos los otros compuestos de la familia son comparados en cuanto a
eficacia antiinflamatoria y analgésica (acetaminofeno, indometacina, diclofenaco,
ibuprofeno, ketorolaco y dipirona). Los principales efectos adversos de estos
farmacos son irritacién local, irritacién gastrica, ndusea, vomito, alteracion de los
procesos de coagulacidn sanguinea, y perturbaciones metabdlicas diversas,
ademas de dafo renal y depresiodn respiratoria. Sin embargo, haciendo una buena
seleccidén del compuesto analgésico es posible tener un alivio adecuado del dolor
y minimizar los efectos adversos. También existen algunos casos en los que no es
recomendable emplear estos farmacos; por ejemplo, en el caso de
hipersensibilidad ante estos compuestos, pacientes con ulcera péptica, hemofilia,
insuficiencia renal, cirrosis hepatica y en caso de estar en tratamiento con

anticoagulantes (Lopez-Mufioz y Granados, 1998).

Aunque los AINE’s pueden presentar diferentes mecanismos de accion,
todos comparten uno en particular: la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa
(COX) que participa en la biosintesis de prostaglandinas. Con el descubrimiento
de dos isoformas COX-1 y COX-2 de esta enzima se propuso que la COX-1

participaba principalmente en funciones fisiolégicas como proteccion gastrica y
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regulacion del flujo renal, en tanto que la COX-2 contribuia principalmente a la

generacion de dolor e inflamacion (Lopez-Mufioz y Granados, 1998).

El uso clinico de los antiinflamatorios no esteroides en la quimioprevencion y
tratamiento del cancer es limitado porque todavia permanecen numerosos
interrogantes sin respuesta definitiva. El debate incluye la eleccion del farmaco y la

dosis, junto con la duracién del tratamiento y el mecanismo de accion (Guadagni et

al., 2007).

d) OPIOIDES

Los farmacos opioides, cuyo prototipo es la morfina, son sustancias de
origen natural o sintético que producen efectos similares a los que produce la
morfina. La morfina es el principal y mayor compuesto analgésico contenido en la
goma de opio obtenida de la amapola y es el agente prototipo de comparacion de

los analgésicos.

Los opioides producen hiperpolarizacion de las células nerviosas e
inhibicion presinaptica de liberacidn de neurotransmisores excitadores. Esta
accién farmacoldgica la realizan mediante la interaccion con receptores opioides
especificos que se encuentran en la membrana de las neuronas sensoriales a

nivel del sistema nervioso central y periférico. Esta interaccién simula la accién de
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neurotransmisores que activan vias inhibitorias endégenas, como por ejemplo las

endorfinas.

Los receptores opioides también se encuentran en otros sitios, como el
tracto gastrointestinal. En términos generales el efecto de los opioides se produce
por la interaccion del analgésico con tres familias de receptores: (mu), (delta) y
(kappa), cada uno de los cuales exhibe diferentes especificidades de union por los
farmacos. Los receptores opioides estan presentes en alta densidad en varias
areas del sistema nervioso central que se sabe estan involucradas en el
procesamiento integrativo del dolor: corteza cerebral, sistema limbico, hipotalamo,
tdlamo medio, médula espinal y mas recientemente en tejidos periféricos

inflamados (Lopez-Mufioz y Granados, 1998).

Ademas de su efecto terapéutico util para aliviar el dolor de moderado a
severo, se sabe que los opioides pueden generar efectos adversos a dosis muy
cercanas a las dosis terapéuticas o cuando se dan tratamientos cronicos. Los
efectos adversos mas comunes son depresion respiratoria, miosis, vomito,
urticaria y constipacion. En tratamiento cronico existe la posibilidad de generar
dependencia y tolerancia analgésica. Aun asi es necesario valorar
adecuadamente el brindar alivio al paciente y alejarle del sufrimiento del dolor
intenso a pesar de los efectos adversos posibles o buscar otras alternativas que le

eviten un sufrimiento innecesario (Lépez-Mufioz y Granados, 1998).
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e) MEZCLAS DE ANALGESICOS

Una alternativa mas para aliviar el dolor es la utilizacion de las
combinaciones de analgésicos. Generalmente se trata de evitar la administraciéon
simultanea de farmacos debido a las posibles interacciones que pudieran
presentarse y a que algunas interacciones de farmacos han resultado peligrosas.
En el caso particular de los analgésicos, los diferentes grupos de farmacos actuan
en diferentes sitios y por diferentes mecanismos de accion, por lo que la
administracién combinada de analgésicos con diferente mecanismo de accion en
dosis adecuadas puede ser un camino para obtener una buena eficacia analgésica

con un minimo de efectos adversos (Lépez-Mufioz y Granados, 1998).

3.4. EVALUACION DEL DOLOR

El estudio del dolor se inicia desde la antigiedad. Aristoteles lo definio
como un estado de “sufrimiento del alma”. Por otro lado, la teoria del dolor que
heredamos en el siglo XX fue propuesta por Descartes hace tres siglos, quien
plante6 que el organismo trabaja como una maquina que puede ser estudiada con
métodos experimentales, asi como la existencia de fibras que transmiten la
informacion sensorial al cerebro de manera directa. El impacto de esta teoria fue
enorme. La historia de los experimentos de anatomia y fisiologia del dolor
realizado durante la primera mitad del siglo XX estuvo dirigida hacia la busqueda

de fibras especificas para el dolor y de un centro de dolor en el cerebro.
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La palabra inglesa “pain” (dolor) deriva del latin “poene” y del griego “poine”,
que significa pena, castigo o suplicio. La Asociacion Internacional para el estudio
del Dolor (International Association for the Study of Pain, |IASP), define
el dolor como una sensacion desagradable que implica la abstraccién y la
experiencia previa, por lo que resulta de naturaleza tipicamente subjetiva. Por tal
motivo, existen varios factores que pueden influir sobre tal sensacién, como son el
estado de animo, el sexo, la edad, el medio ambiente, entre otros factores (weiss,
2001). Por lo que se ha recurrido al empleo de animales de experimentacién para
evaluar la respuesta nociceptiva excluyendo los factores que vuelven a esta

experiencia subjetiva.
3.4.1. MODELOS ANIMALES DE DOLOR

La investigacion basica en el area de dolor es de gran utilidad para generar
informacion en lo referente al conocimiento del sistema nociceptivo tanto en su
situacion fisiolégica como en diferentes situaciones patoldgicas. En gran medida,
estos avances se producen como consecuencia de la utilizaciéon de los modelos
animales de dolor. A este respecto, es importante considerar que el dolor se
describe en humanos como una sensacion compleja. En la actualidad, no se
conocen las sensaciones de un animal, ya que obviamente no nos las puede
comunicar, solo podremos estudiar las reacciones de éstos ante estimulos nocivos
de muy diversa naturaleza. Es por ello que Zimmerman adapté la definicién de

dolor de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) para que
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pudiera ser aplicada a los animales. Asi, el dolor en animales se refiere a “una
experiencia sensorial aversiva causada por una lesion real o potencial que
produce reacciones motoras y vegetativas progresivas, se desencadena una
respuesta conductual de retiro al estimulo nocivo que es especifico para cada

especie” (Ortega et al., 2002).

A partir de esta definicion los modelos experimentales en animales son
imprescindibles para evaluar el proceso nociceptivo involucrado en el dolor. En
este sentido, un modelo de dolor es el procedimiento por el cual se valora la
reaccion de un animal ante un estimulo nocivo de naturaleza variada o situacion
patolégica inducida que puede ser utilizado en circunstancias fisiolégicas o
patoldgicas. A pesar de ello, es necesario tener una vision critica de los mismos ya
que en el animal valoramos fundamentalmente la dimensién somatica de la
respuesta nociceptiva ante un estimulo nocivo mientras que no podemos valorar la
dimension afectiva inherente al dolor en el ser humano y probablemente en los
animales. Conociendo sus ventajas y sus inconvenientes se logra una mejor
interpretacion de los resultados obtenidos. Por otra parte, no podemos dejar de

lado los aspectos éticos de la investigacion con modelos de dolor en animales

(Ortega et al., 2002).

En muchos de los modelos experimentales a nivel preclinico, el compuesto
es administrado antes de que exista algun tipo de dolor y el estimulo nocivo que

se establece para producir dolor es de tipo agudo, ya sea calor, electricidad,
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presion mecanica o de tipo quimico, y pueden ser muy diferentes a las
alteraciones que sufre un paciente y que lo llevan a buscar ayuda médica. En
estos modelos lo que se interpreta como antinocicepcion “analgesia”, es la
prolongacion de un tiempo de reaccién o la supresion de una conducta dada y es
frecuente que se generen respuestas de aprendizaje y condicionamiento si se

aplica el estimulo mas de una vez sobre el mismo sujeto experimental (Lopez-

Mufoz y Granados, 1998).

3.4.2. CONSIDERACIONES ETICAS EN EL ESTUDIO DEL DOLOR

EN ANIMALES

La investigacidn en dolor es necesaria, debido a que se requiere conocer
nuevos aspectos clinicamente relevantes de los mecanismos de la nocicepcion o
de nuevos tratamientos farmacolégicos. Esta debe realizarse siguiendo las lineas
que marca el Comité para la Investigacion y la Etica de la IASP en lo concerniente
a los aspectos éticos de los experimentos que implican dolor o sufrimiento a los
animales. Por ello, las investigaciones con modelos de dolor deben tener una
adecuada planificacion con la intencién de minimizar al maximo el sufrimiento del

animal, ya que el animal no es un objeto para explotar sino un ser vivo (Ortega et

al., 2002).

Al realizar experimentos en animales conscientes habra que utilizar los

estimulos menos nocivos y las desviaciones del comportamiento normal de los
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animales deben ser evaluadas y comunicadas en los manuscritos. A la hora de
utilizar los modelos de dolor hay que asegurarse de que los animales son
expuestos al minimo dolor necesario para alcanzar los objetivos del experimento y
que la duracion del experimento sea lo mas corta posible asi como que el numero
de animales utilizados sea el minimo posible. Ademas, el investigador debe estar
convencido de que la justificacidn en que basa la realizacidon de sus experimentos

es ética.

La creacién de Comités Eticos para la Experimentacién de animales tiene
como finalidad revisar que los protocolos experimentales cumplan con las normas
oficiales para el adecuado uso de animales y garantizar que los resultados que se
obtengan realmente tengan una utilidad terapéutica, ademas de valorar los
posibles beneficios que pueden producir (Ortega et al., 2002). Desafortunadamente,
los diferentes antecedentes culturales, el nivel de educacién y las restricciones
econdmicas, hacen que el enfoque del uso de animales en la investigacién
biomédica sea distinto en cada pais, y por consiguiente, que no en todas partes

existan mecanismos formales de reglamentacion y legislacién al respecto (vanda-

Canton, 2003).

Los codigos internacionales vigentes para la experimentacion en seres
humanos, como son los de Helsinki | y Il y las normas del Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas y la Organizacién Mundial de

la Salud, reconocen que los experimentos con seres humanos deben estar sujetos
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a estrictas regulaciones en materia de ética y en el caso de los animales debe

existir la misma responsabilidad. Las consideraciones éticas son tan importantes

para los humanos como para los vertebrados no humanos, por tanto, la

experimentacion en animales también requiere de codigos sustentados en ciertos

principios que la comunidad cientifica debe aceptar (vanda-Canton, 2003).

Entre los principales cddigos bioéticos vigentes para este objetivo en

México, se tienen los siguientes:

Guia del Consejo Internacional de Organizaciones de Ciencias Médicas
para la investigacion biomédica que involucre animales.

Guias para el cuidado y uso de los animales de laboratorio, de los Institutos
Nacionales de Salud de Estados Unidos de Norteamérica.

Reglamento en materia de investigacién para la salud, contenido en la Ley
General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, Titulo séptimo,
articulos 121 al 126.

Norma oficial mexicana (NOM-062-ZO0O- 1999), sobre las especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de los
laboratorios.

Guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Declaracion Mexicana y principios basicos de la experimentacién en

animales (Comision Nacional de Bioética).
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En estos codigos y guias se contemplan las condiciones en las que los
animales deben ser adquiridos y trasladados. Los requerimientos minimos
indispensables con que deben cumplir los bioterios y demas instalaciones donde
seran alojados, asi como el espacio minimo y alimento con que deben contar,

segun su especie (Vanda-Cantén, 2003).
3.4.3. MODELO MURINO DE DOLOR ASOCIADO A CANCER

Dado que muchos tipos de cancer pueden causar dolor, el empleo de
células tumorales para generar cancer puede provenir de diversos tipos de cancer
humano, ya sea de mama, prostata o sarcoma entre otros. El objetivo es generar
un tumor en animales y que genere una conducta nociceptiva. Esto permitira que
ademas de investigarse los mecanismos moleculares que participan en el dolor se
puedan evaluar terapias que puedan tener una utilidad en humanos. Debido a que
se ha establecido que el 2% de los pacientes en el momento del diagndstico inicial
de cancer de mama y en 30% de los pacientes con cancer de mama recurrente
presentan destruccion de hueso (Luger, 2001). El desarrollo de un modelo murino
de nocicepcion por cancer de hueso es adecuado para evaluar el proceso

nociceptivo que se asemeja a los humanos.

En 1999 se desarrollé el primer modelo experimental de dolor oncoldgico
6seo en ratones. El modelo se ha utilizado en diferentes laboratorios del mundo

para determinar los mecanismos que generan y mantienen el dolor oncoldgico

37



D &
FES Zaragoza. UNAM {F@z

0seo. Las primeras lineas de células tumorales que se estudiaron con este modelo
experimental fueron las células 2472 de osteosarcoma de ratdon que fueron
inoculadas y depositadas en el espacio intramedular del fémur de raton (Figura
4A) (Honore et al., 2000; Sabino y Mantyh, 2005). Estas células tumorales crecen
rapidamente y reemplazan a las células hematopoyéticas en la médula ésea.
Semanas después de la inoculacién, todo el espacio de la médula es ocupado por
las células tumorales y células estromales, inflamatorias e inmunes. En términos
de la remodelacién ésea, la inoculacién de células de osteosarcoma al fémur
induce la proliferacion e hipertrofia de los osteoclastos en la interfase del tumor en
el hueso, con una significativa destruccion 6sea en la epifisis proximal y distal del
fémur (ver Figura 4B) (Schwei et al., 1999). En el modelo de osteosarcoma, las
conductas nociceptivas incrementan significativamente con el tiempo y se
correlacionan con el crecimiento del tumor y la destruccion del hueso, lo cual es
semejante a lo que ocurre en pacientes con cancer éseo primario o metastasico
de tipo osteolitico (ver Figuras 4C y D)(Mantyh et al., 2010). Mientras las células de
osteosarcoma constituyeron la primera linea de células tumorales utilizada, otros
modelos de dolor oncolégico éseo se han desarrollado con lineas de células
tumorales de prostata, glandula mamaria, piel y colon. Estos modelos han
proporcionado informacion sobre las similitudes y diferencias que originan el dolor

6seo debido al crecimiento de diferentes tipos de tumores (Schwei et al., 1999;

Honore et al., 2000; Halvorson et al., 2008; Lozano-Ondoua et al., 2009; Mantyh et al., 2010).
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Figura 4. Destruccion del hueso en un modelo de dolor oncoldgico 6seo en ratdén. Radiografia de
baja resolucion de la pelvis y patas traseras del raton después de la inyeccidén de células tumorales
y cierre del sitio de inyeccién con una amalgama dental (flecha en A). Las puntas de las flechas
indican las areas de destruccion 6sea (A). Radiografias del fémur de ratén que muestran la pérdida
progresiva del hueso mineralizado causada por el crecimiento del tumor (B) durante 3 semanas. En
la semana 1, hay una pérdida menor del hueso alrededor de la epifisis distal; en la semana 2, hay
una pérdida sustancial del hueso mineralizado, tanto en la epifisis proximal como distal, y en la
semana 3, se observa una pérdida de hueso mineralizado a lo largo de todo el fémur y una fractura
en la epifisis distal (puntas de flecha). Las conductas nociceptivas incrementan significativamente
con el tiempo y se correlacionan con el crecimiento del tumor y la destruccion del hueso, lo cual es
semejante a lo que ocurre en pacientes con cancer 6seo. Los animales con dolor oncoldgico
muestran mayor tiempo de proteccién (C) y disminucién del uso (D) de la pata inyectada. (Honore,
et al., 2013; Schwei, et al., 1999; Mantyh, et al., 2010).
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4, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial. Se le atribuyen
8,2 millones de defunciones ocurridas en todo el mundo en 2012. Los principales
tipos de cancer son los siguientes: pulmonar (1,59 millones de defunciones);
hepatico (745 000 defunciones); gastrico (723 000 defunciones); colorrectal (694
000 defunciones); mamario (521 000 defunciones) y cancer de eséfago (400 000

defunciones).

Un paciente con cancer cursa por un dolor intenso y este se va
incrementando a medida que progresa la patologia. Desafortunadamente, cuando
el paciente presenta metastasis el dolor es insoportable. Actualmente no existe un
tratamiento adecuado que pueda controlar el dolor, el uso de opioides es
restringido y muy pocos pacientes que tienen cancer tienen acceso a este
farmaco. A nivel preclinico se han desarrollado modelos experimentales de dolor
en animales. Sin embargo, en nuestro pais no se ha implementado ninguno de
estos en donde se puedan evaluar alternativas terapéuticas para el tratamiento del

dolor.

El presente trabajo tiene como finalidad implementar un modelo animal en el
que se puedan evaluar alternativas terapéuticas de origen sintético y/o natural

que puedan ser de utilidad en dolor asociado a cancer.
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5. HIPOTESIS

La inoculacién de células de glioma en el fémur de rata genera conductas

nociceptivas (sacudida de pata, lamida y acicalamiento) que son cuantificables.

6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Implementar un modelo de nocicepcién experimental asociado a cancer de

hueso en rata.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar una artrotomia en rata Wistar para la inoculacién de células
cancerosas de inoma*.

e Realizar un curso temporal de las conductas nociceptivas (lamida vy
acicalamiento, sacudida ipsilateral y sacudida contralateral) generada en
ratas inoculadas con diferente numero de células de cancer de glioma (50
000, 100 000, 300 000 y 600 000) en fémur.

o Establecer las conductas nociceptivas mas adecuadas y el numero celular
mas adecuado que permitan evaluar tratamientos farmacoldgicos de

utilidad en el dolor asociado a cancer.
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7.

METODOLOGIA

7.1. MATERIAL BIOLOGICO

1.- Células de glioma C6 de origen Rattus Novergicus ATCC. Proporcionadas
por la Dra. Patricia Garcia Lopez del Instituto Nacional de Cancerologia.

2.- Los experimentos se realizaron en ratas Wistar (animales proporcionados
por el Departamento de Farmacobiologia del CINVESTAV-Sur), que tenian
aproximadamente 4-5 semanas de edad con un peso de 80-90 g en el
momento de la inoculacion de células tumorales. Todos los experimentos
fueron realizados siguiendo las recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-ZO0-1999 sobre las especificaciones técnicas para la produccion
cuidado y uso de los animales de laboratorio. EI empleo de animales fue
evaluado por el Comité de Etica de la Escuela Superior de Medicina del
Instituto Politécnico Nacional con el numero de proyecto autorizado: CICUAL-
03/19-11-2013-2015 “Busqueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento
del dolor”. Los animales fueron resguardados antes del experimento bajo
condiciones controladas de temperatura y ciclos de luz y oscuridad de 12h

cada uno. Al término de los experimentos los animales fueron sacrificados.
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7.2. MODELO DE CANCER DE HUESO

A un grupo de 18 ratas se le realiz6 una artrotomia después de la
administracién intraperitoneal de la anestesia general con ketamina (50 mg/kg,
i.p.) y xilacina (12 mg/kg, i.p.). Para ello se realizé una pequefia incision en la piel
para descubrir el cuadriceps femoral, se hizo una limpieza del musculo para evitar
el dafio en el mismo, con el objetivo de llegar a los coéndilos. Se hizo una
perforacion con una broca de 0.5 mm de diametro, muy cerca de la fosa

intercondiloide, para crear una via para las células.

Posteriormente se procedié a la inoculacion de las células de glioma C6 a
grupos de 3 ratas por numero celular (50 000, 300 000 y 600 000 células en un
volumen de 50 pl), solo en el numero celular de 100 000 se administré a un grupo
de 6 ratas. El sitio de la inoculacion se sellé con un tapon de cera de hueso para
confinar las células dentro del canal intramedular, seguido por el riego con agua
estéril (solucién hipotdnica). Por ultimo, se suturd el musculo con hilo absorbible y
la piel con hilo de seda. Un grupo de 3 ratas sirvié de control, se considerd control
a aquella rata a la cual se le realiz6 el proceso de cirugia sin administracion de
células, solo se inyectd solucién salina y sirvid para verificar que la conducta del

animal no se modificara por la manipulacion quirurgica.
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7.2.1. CONDUCTA NOCICEPTIVA

En todas las ratas se evaluaron las conductas relacionadas con el proceso
nociceptivo antes de la inoculacion y después de ésta en los dias 8, 15, 18, 25, 33
y 40 y en un horario establecido (10:00-13:00 h). Los dias fueron seleccionados

con base a datos previos que se habian realizado en el laboratorio.

a) Sacudida de las extremidades: La conducta de sacudidas de pata es
espontanea y rapida; se considera ipsilateral a la pata trasera de la rata a
la cual se le realizé la cirugia de artrotomia (derecha). Y la pata trasera

contralateral es la que no tiene cirugia (izquierda).

b) Lamida y acicalamiento: Esta conducta es muy caracteristica ya que el
animal comienza a lamerse su cuerpo, cuando no es posible acceder al
sitio en donde percibe el estimulo, lame las patas delanteras y se acicala

con esas mismas.

Las ratas fueron colocadas en una caja de acrilico transparente sobre una
malla de alambre para contar el tiempo acumulado de lamida y sacudidas y
durante un lapso de 30 minutos divididos en periodos de 5 minutos cada uno, para
asi obtener 6 tiempos acumulados dentro de cada periodo y con ayuda de un

crondmetro.
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8. RESULTADOS

Los resultados se presentan mediante graficas de cursos temporales de la
conducta nociceptiva generada en ratas a las cuales se les inocularon 50 000, 100
000, 300 000 y 600 000 células de cancer de glioma. El curso temporal muestra en
el eje X el tiempo de evaluacion durante un periodo de 40 dias después de la
inoculacion y en el eje Y la conducta nociceptiva expresada como tiempo
acumulado de la conducta: acicalamiento y lamida o de sacudida de pata
ipsilateral (pata trasera derecha en la cual se realizé la cirugia e inoculacion de las
células) y contralateral (pata trasera izquierda en donde no hubo procedimiento

quirurgico).

a) CONDUCTA DE LAMIDA Y ACICALAMIENTO

En la figura 5 se observa que los animales control, aquellos a los cuales
solo se les realiza la cirugia sin administracion de células, muestran una
disminucién de la conducta de lamida y acicalamiento. Esta disminucion de la
conducta esta relacionada a la habituacion que tiene el animal cada vez que se le

coloca en la caja de acrilico para su observacion.

La inoculacion de un numero de 50 000 células de cancer de glioma en el
fémur incrementa la conducta de acicalamiento debido al crecimiento o migracion

de las células tumorales. Con este numero celular, los animales presentaron
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movimiento durante todo el tiempo de evaluacion. Es importante mencionar que
para el dia 40 solo sobrevivieron 2 animales y este es el tiempo de mayor
incremento en la conducta debido a la intensidad del proceso nociceptivo, ademas
de presentar una metastasis siendo asi el mejor tiempo de evaluacion para este

numero celular hasta el dia 33 (Figura 5A).

La inoculacion de 100 000 células de cancer de glioma en el fémur de la
rata genera un aumento de la conducta de lamida y acicalamiento. En la Figura 5B
se observa que en el dia 18 la respuesta disminuye drasticamente, esto puede
deberse a que fue un dia no adecuado para la evaluacion y que factores
ambientales como ruido y/o manipulacion, temperatura, traslado del bioterio al
laboratorio de investigacion, entre otros pudieron generar esta disminucion de la
conducta, ya que una evaluacion previa y posterior a este tiempo los animales
presentan una conducta de lamida y acicalamiento mayor con respecto a los
animales control. Este numero celular resultd ser el mas adecuado para establecer
el modelo de dolor de hueso asociado a cancer, ya que estos resultados en
conjunto con otras evaluaciones permitieron establecer que este es el numero de
células adecuado. El mejor tiempo de evaluacién de esta conducta es igual que en
la inoculacién de 50 000 células el dia 33 después de la artrotomia. Esta es la
razon por la cual el lote de 100 000 células es de 6 animales, ya que se procedio a
la evaluacion de 3 animales adicionales con respecto a las otras concentraciones
y asi verificar que la conducta que se observa es reproducible a este numero

celular.

47



D &
FES Zaragoza. UNAM {F@z

La inoculacion de 300 000 células en el fémur de la rata ocasiona un
incremento en la conducta de lamida y acicalamiento; 8 dias después de la cirugia
se observa un aumento considerable de la conducta de lamida y acicalamiento, la
cual esta muy por arriba de la inoculacion de 50 000 y 100 000 células (Figura
5C). Por lo que si se requiere de una evaluacién rapida de algun tratamiento y
para no esperar los 33 dias post-cirugia como en el caso de la inoculacién de 50
000 y 100 000 células el numero de 300 000 células a los 8 dias seria el modelo

adecuado.

Por otra parte, es importante sefalar que la conducta de lamida y
acicalamiento disminuye considerablemente después de los 8 dias. Sin embargo
esta disminucion se debe a que el animal presentaba tanto dolor que para el
mismo era dificil acicalarse de la desesperacion que sentia por el dolor, el animal
no alcanza a lamerse o rascarse ciertas partes de su cuerpo, si se pudo observar
la molestia que el animal presenta. Asi del dia 8 al 33 esta conducta no es la mas
adecuada para evaluar el proceso nociceptivo, ya que no se puede caracterizar
debido al exceso de actividad celular que ocurre en la rata por la inoculacién de
300 000 células. Al dia 40 se puede observar un incremento muy alto de la

actividad nociceptiva que presenta la rata.

La inoculacion de 600 000 células de cancer de glioma en el fémur de la
rata genera una conducta nociceptiva de lamida y acicalamiento extremadamente

exagerada al dia 8 de la evaluacion (figura 5D), evidenciando un proceso intenso
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de nocicepciodn y desarrollo del tumor con respecto a los otros numeros celulares.
El aumento del numero celular resulté ser no adecuado, ya que genero la muerte
de un animal antes de la segunda evaluacion (dia 15) y después del dia 18 todos
los animales habian muerto. Asi se demostré que aun cuando un numero celular
alto genera un intenso proceso nociceptivo a los 8 dias post-inoculacion no es

adecuado para una evaluacion de un tratamiento cronico.
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Figura 5. Cursos temporales de lamida y acicalamiento en rata Wistar macho después de la inoculacién
de 50 000 (A), 100 000 (B), 300 000 (C) y 600 000 (D) células de cancer de glioma C6 en el fémur
derecho de la rata. Cada punto representa el promedio de 3 animales de experimentaciéon y control
+E.E.M. Excepto para 100 000 células en donde la n=6.
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b) CONDUCTA DE SACUDIDA DE EXTREMIDADES

En la figura 6 se observa que los animales control, aquellos a los cuales
solo se les realiza la cirugia sin administracion de células, no muestran una
modificacion de la conducta de sacudidas ipsilateral o contralateral, excepto el dia
40 en donde se observa un aumento del tiempo de sacudida en ambas patas
traseras por lo que se deduce que los animales solo podrian evaluarse hasta el
dia 33. La finalidad de observar la pata con cirugia (ipsilateral) y sin cirugia
(contralateral) es de demostrar que la conducta nociceptiva se presenta
sistémicamente independiente del sitio de inyeccidn en el caso de presentarse
actividad en la contralateral. Ademas, la conducta contralateral puede referir un
efecto de hiperalgesia secundaria, es decir, un proceso nociceptivo referido a otro

sitio del dano.

La inoculacion de 50 000 células de cancer de glioma en el fémur no
modifica la conducta de sacudidas antes del dia 33, sino hasta el 40. Debido a que
también las ratas control generaron un aumento de la conducta en el dia 40 se
asume que este numero celular no es adecuado para medir un proceso
nociceptivo mediante la cuantificacion de sacudidas (Figura 6A). En el caso de la
pata contralateral se observa un aumento de la conducta de sacudidas en el dia 8,
18, 33 y 40 (Figura 6B). Este aumento de actividad de la pata contralateral puede
deberse al aumento del uso de esta pata debido a que la ipsilateral esta lesionada

e incluso que pueda estar generando nocicepcion, debida a una lesion o fractura
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temprana asi como desgaste de hueso, y que no se manifiesta en sacudida pero si

en lamida y acicalamiento como se observa en la figura 5A.

La inoculacion de 100 000 células de cancer de glioma en fémur de rata
ocasiona que la pata ipsilateral no modifique su conducta en sacudidas hasta el
dia 25, 33 y 40. Sin embargo en la pata contralateral se observa a diferencia de la
ipsilateral un aumento de la conducta a los 8 dias post-cirugia y después
disminuye. Podria sugerirse que al igual que en la inoculacion de 50 000 células al
inicio de la evaluacion, el uso de la pata contralateral es estimulo que se percibe
en la ipsilateral y cuando manifiesta la conducta ipsilateral ya no muestra la

contralateral (Figura 6C y 6D).

Con la inoculacion de 300 000 células se observa que tanto la pata
ipsilateral como la contralateral presentan un aumento sustancial en la conducta
de sacudidas con respecto a las ratas control en el dia 8 después de la artrotomia.
Sin embargo, después la conducta se ve disminuida, y como ya se menciono
antes, esto puede deberse a que al animal le cuesta trabajo manifestar la
conducta nociceptiva aunque si es notorio que presenta sensibilidad e irritabilidad

(Figura 6E y 6F).

En la figura 6G y 6H se muestra que la inoculacién de 600 000 células
ocasiona un aumento considerable de la conducta de sacudidas de patas traseras

(ipsilateral y contralateral). Es evidente que los animales utilizan mas sus
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extremidades debido al dolor que presentan; el empleo de las extremidades, se
correlaciona con la conducta nociceptiva que se observo con respecto a las naive.
Cabe sefialar que este uso de extremidades no es normal (se manifiesta por el
arrastre de las patas traseras) esto se debe a el dafio que presenta el hueso

generado por las células tumorales y la infiltracion de estas células en el exterior
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Figura 6. Cursos temporales de sacudida de las extremidades de rata Wistar macho después de la
inoculacion de 50,000 (A), 100 000 (B), 300 000 (C) y 600 000 (D) células de cancer de glioma C6 en el
fémur derecho de la rata. Cada punto representa el promedio de 3 animales de experimentacidn y
control +E.E.M. Excepto para 100 000 células en donde la n=6. Ipsilateral: pata derecha a la cual se le
realiz6 la artrotomia; Contralateral; pata izquierda sin astronomia.
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9. DISCUSION

Cada afo incrementa el numero de pacientes con cancer y aunque
actualmente no existe un tratamiento para erradicar el desarrollo tumoral, si se han
desarrollado numerosas técnicas que permiten la deteccidon oportuna.
Afortunadamente, esto ha permitido la sobrevida de muchos pacientes y en
algunos casos prolongar las complicaciones, principalmente, la metastasis. Estos
pacientes tienen que aprender a tolerar el dolor que presentan ya que no existe

aun un farmaco efectivo que pueda eliminar el dolor asociado a cancer.

Aunque el dolor es el sintoma mas frecuente y perjudicial para los
pacientes con cancer de hueso, los mecanismos responsables de la generacion y
mantenimiento del dolor por cancer de hueso no se entienden claramente. Por lo
anterior, en el presente trabajo se identificaron conductas que caractericen un

proceso nociceptivo asociado a cancer en rata.

En la evaluacidon de cualquier modelo experimental animal, es importante
determinar qué tanto el modelo se aproxima a la enfermedad humana (Mercadante,
1997; Honore et al., 2000; Luger et al., 2001). El modelo que hemos desarrollado parece
compartir muchas caracteristicas de dolor inducido por cancer de hueso al del
humano (Honore et al., 2000). Es importante mencionar que hasta el momento no
existe literatura en donde se haya reportado la inoculacién de células de glioma en

rata para generar nocicepcion. Este es el primer trabajo en donde se utiliza esta
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linea celular, en este sentido, no se pueden comparar las conductas generadas
por la rata con respecto a la inoculacidon de otras lineas celulares como de

sarcoma (Luger et al., 2001).

En el presente trabajo se demostré que la linea celular de glioma utilizada
en este estudio destruye progresivamente el hueso y proporciona hallazgos
patolégicos localizados que se encuentran en el cancer. Las células de glioma se
inoculan en el espacio intramedular del fémur de la rata y el agujero de la aguja se
llena entonces con la amalgama dental para confinar el tumor al hueso. Se asume
que el dafio podria ser a nivel de osteoclastos debido a que las células tumorales
han invadido el hueso y han ocasionado incluso fractura (observaciones
macroscopicas al analizar el cadaver de los animales). Con la finalidad de
demostrar el aumento de osteoclastos, actualmente en el laboratorio se estan
realizando los estudios inmunohistoquimicos pertinentes para correlacionar el
grado de dafio por la administracion de las diferentes cantidades de células de

glioma (estudio en proceso).

Las conductas relacionadas con el dolor aparecen desde los 8 dias
después de la inoculacién y siguen en aumento hasta que el deterioro severo se
presenta después de la inoculaciéon cuando se produce la fractura del fémur
afectada. Un paso esencial en el desarrollo de este modelo es asegurarse de que
las células cancerosas estan confinadas dentro del espacio intramedular del fémur

y no invadan los tejidos blandos, lo cual se logré con la colocacion de una
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amalgama. Las ratas inoculadas con células de glioma exhiben un doloroso
comportamiento en la forma de las conductas analizadas (sacudida de
extremidades y lamida y acicalamiento), y este comportamiento se correlaciona

con el grado de destruccion 6sea.

La presencia de tumor en el espacio intramedular y el aumento en el
numero de osteoclastos activados son también evidentes en el modelo en raton y
rata con respecto al humano (Honore et al, 2000; Luger et al., 2001; Jimenez-Andrade et
al., 2010). Por lo tanto, la calidad y la severidad del dolor del modelo implementado
de cancer de hueso son similares a lo que se observa clinicamente en humanos
con cancer de hueso (Mantyh, 2002). Estas caracteristicas sugieren que este
modelo comparte caracteristicas clave con el dolor inducido por cancer de hueso
en humanos (Mantyh, 2002). Es importante destacar que la utilizacion de este
modelo experimental animal es para evaluar y validar el desarrollo de conductas
de dolor inducidas por cancer de hueso y su alteracién para la comprension de los
mecanismos que generan el dolor éseo, asi como proporcionar un modelo en el
que puedan desarrollarse nuevas estrategias terapéuticas que no solo reduzcan el
dolor oncoldgico 6seo inducido por el tumor sino que también puedan evitar o
atenuar la progresion de la enfermedad, logrando asi un impacto potencial a nivel
clinico mejorando la calidad de vida, el estado funcional y la sobre todo la

sobrevivencia de los pacientes.
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10.

a)

CONCLUSIONES

Se sugiere que la inoculacion de 100 000 células de glioma C6 son
suficientes para generar una conducta nociceptiva que se puede cuantificar
mediante el tiempo de lamida y acicalamiento asi como de sacudidas

ipsilateral y contralateral.

Se determind que el tiempo de evaluacion no puede exceder a los 33 dias
después de la cirugia, siendo este el mejor tiempo para evaluar las

conductas nociceptivas.

Se sugiere que el modelo implementado sirve para la evaluacion de nuevos
farmacos AINE’s, opioides, asi como nuevas combinaciones o terapias

multimodales.

Se sugiere que el numero de 300 000 y 600 000 células de glioma C6
pueden servir para la evaluacion de farmacos o tratamientos a corto plazo,
siendo el modelo adecuado, mientras que para 50 000 células seria un

modelo a largo plazo.
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