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I. RESUMEN 

 

N-palmitoiletanolamida es un endocannabinoide al cual se le ha encontrado actividad 

antiinflamatoria y analgésica, además es un sustrato para la amidohidrolasa de ácidos 

grasos (FAAH, por sus siglas en inglés), enzima encargada del catabolismo de otro 

endocannabinoide -anandamida-. Anandamida, por su parte, es un endocannabinoide con 

diversas funciones en el sistema nervioso central del cual se ha encontrado que puede 

generar analgesia. N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida (HD) es un análogo de 

palmitoiletanolamida, éste puede inhibir a la enzima FAAH con lo cual aumenta la 

activación de receptores cannabinoide y del efecto analgésico. El presente trabajo 

demuestra que el compuesto HD produce efecto antinociceptivo a nivel sistémico y local, 

adicionalmente se indica el posible mecanismo de acción farmacológico por el cual HD 

lleva a cabo su acción antinociceptiva. Asimismo, se evaluó el posible efecto toxicológico 

producido por este compuesto. Para evaluar el efecto antinociceptivo a nivel sistémico se 

utilizó la prueba de estiramiento abdominal en ratón, la cual consiste en la administración 

vía intraperitoneal de ácido acético al 0.6%, posterior a la administración se cuantifica el 

número de estiramientos que presenta el animal en un período de 30 minutos. Para 

determinar el mecanismo de acción de HD a nivel sistémico, se realizaron pretratamientos 

con L-NAME (inhibidor de la sintasa de ON, 10 mg/kg s.c.), ODQ (inhibidor de la guanilato 

ciclasa, 1 mg/kg s.c.), glibenclamida (bloqueador de canales sensibles de K+, 10 mg/kg, 

s.c.), naltrexona (antagonista opioide, 1 mg/kg, i.p.), PCPA (inhibidor de la síntesis de 

serotonina, 80 mg/kg, i.p., durante 4 días) y bicuculina (antagonista GABAA, 5 mg/kg, s.c.). 

Los pretratamientos se realizaron 15 min antes de la administración de HD (30 mg/kg, 

i.p.). La evaluación del efecto antinociceptivo a nivel local se llevó a cabo empleando la 

prueba de la formalina en rata, la cual consiste en inducir nocicepción por la 

administración de formaldehído (1%, 50 μL) de manera subcutánea en el dorso de la 

extremidad posterior derecha de la rata. El posible mecanismo de acción involucrado en la 

generación de la antinocicepción local se demostró mediante pretratamientos 20 min 

antes de la administración de HD (100 μg/pata) con AM281 (antagonista de receptores 

CB1, 30 y 0.3 μg/pata), SR144528 (antagonista de receptores CB2,  30 y 0.3 μg/pata),  

metiotepina (antagonista de receptores serotoninérgicos, 0.3 y 0.03 μg/pata), naloxona 

(antagonista de receptores opioide, 50 y 5 μg/pata), capsazepina (antagonista de los 

canales TRPV1, 0.05 y 0.5 μg/pata) y flumazenil (antagonista GABAA, 0.1 y 1 μg/pata). 

Para la evaluación del efecto toxicológico del compuesto se realizaron 3 pruebas, de las 
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cuales se obtuvieron resultados sobre la seguridad del análogo de palmitoiletanolamida, 

éstas consistieron en la prueba de mortalidad en Artemia salina, el método de Lorke para 

determinar la DL50 en ratón, así como el ensayo de micronúcleos en la médula ósea de 

ratón. Los resultados muestran que HD produce un efecto antinociceptivo a nivel 

sistémico cuyo mecanismo de acción involucra la vía de los opioides y la vía 

serotoninérgica. Así mismo, se presentó un efecto antinociceptivo a nivel local, el cual es 

mediado por la activación a los receptores CB1 y CB2, además se ven involucradas las 

vías serotoninérgica, opioide y la unión a canales TRPV1. Con respecto al efecto 

toxicológico de HD, este no produjo toxicidad en la Artemia salina L. (CL50>1000 ppm) y 

en el método de Lorke en ratón la DL50= 3807 mg/kg. Mientras que en el ensayo de 

micronúcleos no se observó un efecto genótoxico hasta la dosis de 300 mg/kg, i.p.    
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II. INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad, la búsqueda de nuevos fármacos para el tratamiento de las 

enfermedades que aquejan a la humanidad, se ha convertido en uno de los principales 

objetivos en la investigación médica. De esta manera, el desarrollo de nuevos fármacos 

es un proceso que requiere de tiempo y recursos. Se estima que en promedio se 

requieren de 12 años para llevar un fármaco desde su descubrimiento hasta su uso en 

seres humanos. La evaluación de una nueva molécula con efecto farmacológico requiere 

de dos etapas, la preclínica y la clínica. En la fase preclínica se realizan los estudios 

necesarios para obtener información acerca de la actividad farmacológica y toxicológica 

de una nueva molécula, para progresar hacia la realización de los ensayos clínicos en 

humanos y finalmente proseguir con la comercialización.  

 

Actualmente, la investigación básica esta generando una gran cantidad de información 

referente al conocimiento sobre funciones neurológicas como el dolor, tanto en situación 

fisiológica, como en diferentes situaciones patológicas. En gran medida, estos avances se 

producen como consecuencia de la utilización de los modelos in vitro e in vivo.  

 

Para crear un nuevo fármaco, se requiere diseñar una molécula con actividad sobre 

mecanismos farmacológicos o fisiopatológicos conocidos a nivel molecular. Para esto, 

una de las tantas opciones, es la realización del diseño de una molécula, tomando como 

base un compuesto con estructura química conocida, que tenga un efecto biológico; así 

puede tomarse como referencia fármacos que ya se conoce su efecto terapéutico, ó 

incluso se puede tomar como modelo algunas  moléculas de origen biológico que tienen 

una función en los organismos vivos. 

 

El trabajo que a continuación se presenta esta dividido en 2 capítulos, los cuales dan a 

conocer la actividad antinociceptiva y toxicológica que presenta N-(4-metoxi-2-

nitrofenil)hexadecanamida (HD), este compuesto fue sintetizado por el Dr.  Gabriel 

Navarrete Vázquez de la Universidad Autónoma del Estado de Morelos. El origen de este 

compuesto se realizó pensando en el potencial terapéutico que se ha descrito en la 

inhibición de las enzimas encargadas de la degradación de endocannabinoides. 
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Al inicio de este trabajo se presenta un panorama general de los componentes del 

sistema endocannabinoide, dado a que la acción del compuesto a estudiar se basa en la 

función de este sistema. El trabajo se dividió en dos capítulos; en el primer capítulo se da 

a conocer el efecto antinociceptivo y mecanismo de acción a nivel sistémico y local del 

compuesto HD. En el segundo capítulo se muestra la evaluación toxicológica del 

compuesto HD. Para facilitar la comprensión del trabajo cada capítulo esta constituido de 

antecedentes, objetivos, hipótesis, metodología, resultados, discusión de los resultados y 

las conclusiones.  
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III. ANTECEDENTES GENERALES 

 

III. 1. Cannabinoides 

 

El término cannabinoide estrictamente se refiere a los compuestos que pueden activar 

alguno de los receptores cannabinoide ya sea CB1 o CB2 ó ambos. Sin embargo, otras 

moléculas que son estructuralmente similares al tetrahidrocannabinol, pero que no activan 

a los receptores CB1  ó CB2, han sido frecuentemente incluidas dentro de este término 

(Burstein y Zurier, 2009). 

 

Una de las clasificaciones de los cannabinoides en función de su origen los divide en tres 

grupos: Los fitocannabinoides, grupo de compuestos terpenoides que se producen como 

metabolitos secundarios en la especie vegetal Cannabis sativa. Los cannabinoides 

endógenos o endocannabinoides, que se producen naturalmente en los organismos vivos. 

Cannabinoides sintéticos, grupo de sustancias relacionadas estructuralmente a 

fitocannabinoides y/o endocannabinoides, así como compuestos que se puedan unir a los 

receptores cannabinoide. Otra de las clasificaciones usadas es aquella que divide a los 

cannabinoides en ligandos exógenos y endógenos de los receptores CB (Burstein y 

Zurier, 2009; Pertwee, 2005).  

 

III. 2. Sistema endocannabinoide 

 

Los cannabinoides son compuestos secretados  en una resina de las hojas y brotes de la 

planta Cannabis sativa, en la cual se han identificado aproximadamente 400 compuestos 

químicos diferentes de los que se consideran unos 60 como cannabinoides (Dewey, 

1986). El Δ9-Tetrahidrocannabinol (THC), es un compuesto que se aisló de la Cannabis en 

el año de 1964 por Gaoni y Mechoulam; estudios detallados de relación estructura-

actividad sugirieron que THC ejerce sus efectos debido a mecanismos  mediados por 

receptores. De esta manera hasta el momento se han logrado clonar dos receptores para 

cannabinoides: el receptor CB1, expresado principalmente en sistema nervioso central 

(SNC) (Matsuda et al., 1990), y el receptor CB2, expresado principalmente en el sistema 

inmune (Munro et al., 1993). Debido a que estos receptores eran los responsables de la 

acción de los efectos centrales y periféricos de los cannabinoides, se empezó una 

búsqueda de ligandos endógenos que activaran estos receptores. Es así que en 1992 se 



 6

aisló la anandamida (AEA), el primer endocannabinoide conocido que resulto ser una 

amida de un ácido graso poliinsaturado (Devane et al., 1992). Más adelante, Mechoulam y 

Sugiura (1995) por separado aislaron otro ligando endógeno, el 2-araquidonil glicerol (2-

AG). Todos estos descubrimientos dieron a conocer al sistema cannabinoide endógeno. 

Aún no se sabe del todo la función de este sistema, sin embargo, se ha encontrado que la 

activación de los receptores cannabinoide por parte de sus ligandos endógenos  juega un 

papel importante en el mantenimiento y supervivencia neuronal (Hwang et al., 2010). 

 

III. 3. Receptores a cannabinoides 

 

A la fecha se han identificado dos tipos de receptores cannabinoide, los CB1 y CB2. Cada 

uno se diferencia por distribución en los tejidos, así como su modo de transmitir señales y 

ejercer efectos biológicos. En la figura 1 se muestra una representación esquemática de 

los receptores cannabinoide. 

 

El receptor CB1 es expresado en una alta proporción en ciertas regiones del cerebro que 

se correlacionan con los efectos observados al administrar cannabinoides, incluyendo 

alteraciones en la cognición, la memoria, el aprendizaje y la coordinación motora. El 

receptor CB1 se ha asilado en el hipocampo, los ganglios basales (cuerpo estriado, 

sustancia nigra), corteza cerebral, la amígdala y el cerebelo (Herkenhan et al., 1990; 

Glass et al., 1997). El receptor CB1 en la periferia se ha identificado en el bazo  y en las 

amígdalas; y en bajos niveles en la glándula adrenal, el corazón, la próstata, útero y 

ovario (Galiegue et al., 1995). También se ha descrito una variante del receptor CB1, 

denominado CB1A (actualmente denominado CB1(b)), resultante de un “splicing” alternativo 

que posee un modelo de distribución muy similar al del receptor CB1 (Shire et al., 1995). 

 

Los receptores CB2 se limitan a la periferia donde se han observado en la zona marginal 

del bazo (Schatz et al., 1997), en las amígdalas y en células del sistema inmune (células 

B, monocitos y células T) (Munro et al., 1993; Galiegue et al., 1995, Schatz et al., 1997). 

La localización de los receptores CB2 en el sistema inmune implica que algunos de los 

procesos de inmunosupresión de los cannabinoides son mediados por la unión a estos 

receptores. Sin embargo, se ha encontrado una cierta proporción de receptores CB2 

expresados en células microgliales del cerebro bajo condiciones de inflamación (Nunez et 

al., 2004).  
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Figura 1.  Representación esquemática de los receptores CB1 y CB2. Los receptores tienen 7 
segmentos transmembranales.      Aminoácidos comunes a los dos receptores;  
    aminoácidos diferentes entre ambos receptores (Rodríguez et al., 2005). 
 

Los receptores CB son miembros de la familia de los receptores de siete dominios 

transmembranales, los cuales se asocian a las proteínas G. CB1 y CB2 son asociados con 

las proteínas G del tipo Gi/o (Gi 1, 2 y 3; y Go 1 y 2) (Kress y Kuner, 2009), también hay 

reportes que implican a la proteína G tipo Gq/11 mediando ciertos efectos biológicos de 

los cannabinoides (Lauckner et al., 2005). Mientras que los receptores CB1 y CB2 son 

objeto de estudio, recientemente se ha establecido que los cannabinoides actúan además 

en otros receptores denominados huérfanos, que estan acoplados a proteínas G; uno ha 

sido identificado como GPR55 (Ryberg et al., 2007) y el otro como GPR119 (Fredriksson 

et al., 2003). 

 

III. 4. Endocannabinoides 

 

Tras la identificación de los receptores cannabinoide se descubrieron los ligandos 

endógenos para los mismos, conocidos como endocannabinoides. Todos los 

endocannabinoides son derivados de ácidos grasos poliinsaturados, lo que los diferencia 

en estructura química de los fitocannabinoides. Entre los endocannabinoides identificados 

hasta este momento se encuentra la anandamida (N-araquidonil-etanolamida, AEA) 

(Devane et al., 1992), el 2-araquidonil-glicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995), el éter del 

2-araquidonil-glicerol (éter de noladín) (Hanus et al., 2001), el O-araquidonil-etanolamina 
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(virodhamina) (Porter et al., 2002), la N-araquidonil-dopamina (NADA) (Huang et al., 

2002), la N-oleoiletanolamida (OEA) (Rodríguez de Fonseca et al., 2001), la 

palmitoiletanolamida (PEA) (Kuehl et al., 1957) y la oleamida (Cravatt et al., 1996). En la 

figura 2 se presentan las estructuras químicas de estos endocannabinoides. Los primeros 

dos endocanabinoides descubiertos, AEA y 2-AG, han sido los más estudiados 

(Grotenhermen, 2006).  

 

 

 

         

     

           2-Araquidonilglicerol                                                                 Anandamida 

 

 

  

 

           

                   Oleamida                                                                        Virodhamina 

 

 

 

           

 

 

 

          N-araquidonil dopamina                                                    N-palmitoiletanolamida 

 

 

 

 

 

 

                                                             N-oleoiletanolamida 

 

Figura 2. Estructura química de endocannabinoides 
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III. 5. Biosíntesis de los endocannabinoides 

 

La síntesis de AEA y 2-AG se basa en la transformación de los fosfolípidos de la 

membrana como son fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

(Ahn et al., 2008; Lovinger, 2008). Las vías de síntesis para las N-acil etanolaminas 

(NAEs), como la anandamida, han sido muy bien estudiadas. Datos recientes sugieren 

una vía de biosíntesis de AEA, la cual consta de dos fases, la primera es la acción de una 

transacilasa dependiente de calcio que transforma los fosfolípidos de la membrana  para 

generar N-acil fosfatidiletanolamina (NAPE), la segunda fase es la hidrólisis por parte de 

una fosfolipasa tipo D de NAPE  para generar finalmente AEA (Natarajan et al., 1983; 

Cadas et al., 1997). Se han descrito dos vías paralelas en la formación de AEA 

independientes de la acción de la fosfolipasa tipo D. Una de las vías es la hidrólisis de 

NAPE a glicerofosfo-N-acil etanolamina (GP-NAE)  mediado por la fosfolipasa A1/A2 (en 

el SNC por la serina α/β-hidrolasa-4), finalmente se genera AEA a partir de la acción de la 

glicerofosfodiesterasa-1 sobre GP-NAE. La segunda vía implica la conversión de NAPE a 

fosfo-anandamida por la fosfolipasa C, seguida de la hidrólisis por una fosfatasa para 

obtener AEA (Hwang et al., 2010).  

 

Se han propuesto varias vías para la formación de 2-AG. La vía mejor estudiada que 

implica la formación de 2-AG, inicia por una elevación del calcio intracelular o por la 

activación de un receptor acoplado a Gα/11. Estas señales estimulan a la fosfolipasa C β 

para hidrolizar los fosfolípidos (sobre todo, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) y así generar 

trifosfato de inositol y diacilglicerol, las lipasas selectivas para diacilglicerol catalizan el 

paso final en la formación de 2-AG (Jung et al., 2005; Vandevoorde y Lambert, 2007). La 

figura 3 muestra una representación esquemática de la biosíntesis de los 

endocannabinoides AEA y 2-AG.       

 

 



 10

 

 

Figura 3. Diagrama de las vías metabólicas implicadas en la biosíntesis de los dos principales 
endocannabinoides (AEA y 2-AG). Modificado de Hwang et al., 2010. 
 

 

III. 6. Liberación de los endocannabinoides 

 

Tanto AEA como 2-AG pueden ser generados y liberados  por neuronas a través de 

mecanismos que no requieren de la secreción vesicular. Sin embargo, a diferencia de 

ciertos neurotransmisores y péptidos que fácilmente se difunden a través de las 

hendiduras sinápticas, AEA y 2-AG son moléculas hidrófobas, por lo cual se ven limitados 

en sus movimientos en los medios acuosos presentes en las células (Freund et al., 2003).  

 

El precursor  lipídico de AEA y 2-AG se localiza en la superficie celular, esto sugiere que 

los endocannabinoides se pueden generar en el plasmalema, donde están preparados 

para acceder al medio externo. Así como otros componentes lipídicos, el paso para la 

liberación puede estar mediada por la difusión pasiva y/o la facilitación por la presencia de 

proteínas transportadoras de lípidos como las lipocalinas (Akerstrom et al., 2000). 
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La existencia de diferentes vías para la síntesis de AEA y 2-AG sugiere que estos dos 

endocannabinoides podrían en principio funcionar de manera independiente entre sí. Esta 

conclusión se apoya en tres ideas principales; la estimulación eléctrica en rebanadas del 

hipocampo aumenta los niveles de 2-AG, pero no los niveles de AEA (Stella et al.,1997); 

la activación de los receptores D2 de dopamina en el cuerpo estriado aumenta la 

liberación de anandamida, pero no de 2-AG (Giuffrida et al.,1999); la activación de los 

receptores NMDA en las neuronas corticales aumenta los niveles de 2-AG, pero no hay 

ningún efecto sobre la formación de AEA (Stella y Piomelli, 2001).       

 

III. 7. Inactivación de los endocannabinoides 

 

AEA y 2-AG se inactivan en el sistema nervioso principalmente por una hidrolasa 

específica, que genera un ácido graso poliinsaturado con importancia biológica, el ácido 

araquidónico (AA). La amidohidrolasa de ácidos grasos (FAAH, por sus siglas en inglés) 

es la principal enzima responsable de poner fin a la señalización de AEA, esta se expresa 

ampliamente en todo el SNC como una proteína integral de membrana (Di Marzo, 2008; 

Vandervoorde y Lambert, 2007). 

 

Una amidasa hidrolizadora de ácidos NAE (NAAA) se ha identificado en células del 

sistema inmune y tejidos periféricos. NAAA es diferente a FAAH, ya que no es una serina 

hidrolasa, su localización es intracelular (lisosomas), su contribución en la inactivación de 

AEA y palmitoiletanolamida se ha propuesto; sin embargo, aún se desconoce esta función 

(Tsuboi et al., 2007 a,b). 

 

Aunque FAAH hidroliza tanto AEA y 2-AG en proporciones similares in vitro (Goparaju et 

al., 1998), varias pruebas sugieren que FAAH no es la responsable de la inactivación de 

2-AG. Una serina hidrolasa, monoacilglicerol lipasa (MGL), es considerada como la 

principal enzima que inactiva 2-AG, puesto que cataliza la conversión de 2-AG a AA en el 

SNC (Vandevoorde y Lambert, 2007).  

 

Tanto AEA y 2-AG pueden servir como fuentes directas e indirectas de sustratos para la 

transformación a derivados lipídicos. Tanto la oxidación, epoxidación, o hidrólisis por la 

ciclooxigenasa (COX), la lipoxigenasa (LOX), puede generar derivados de ácidos grasos 

como prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos y diversos eicosanoides 
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(Khanapure et al., 2007). Así por ejemplo, la prostaglandina E (PGE2) es un potente 

modulador del tono muscular y esta involucrado en la mediación de respuestas 

inmunitarias e inflamatorias. Tanto AEA y 2-AG pueden ser catalizados por COX para 

generar prostaglandinas etanolamidas (prostamidas) (por ejemplo, la prostaglandina E2 

etanolamina (PGE2-EA), la prostaglandina E2 glicerol éster (PGE2-G)). COX-1 es mucho 

menos eficaz que la COX-2 en la catálisis del metabolismo oxidativo de los 

endocannabinoides (Woodward et al., 2008). Asimismo, AEA y 2-AG pueden servir como 

sustrato de la enzima LOX y el citocromo P-450, lo que conlleva a la formación de ácidos 

hidroxieicosanotetranoico etanolamidas (por ejemplo, 12-S-OH araquidonil etanolamina), 

ésteres de glicerol de ácidos hidroxieicosatetranoico (por ejemplo, 12-S-OH 

araquidonilglicerol) (Prusakiewicz et al., 2007; Chen et al., 2008). Recientemente se ha 

observado que la COX-2 convierte el 2-AG a PGE2-G (Shu-Jung et al., 2008). En la figura 

4 se presentan las vías implicadas en la inactivación de los endocannabinoides AEA y 2-

AG.            

 

 

 

Figura 4. Diagrama de las vías implicadas en la inactivación de los dos principales 
endocannabinoides (AEA y 2-AG). Modificado de Hwang et al., 2010. 
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III. 8. N-Palmitoiletanolamida 

 

N-palmitoiletanolamida (PEA) es una amida de ácidos grasos endógena conocida desde 

1950 como un componente antiinflamatorio de la yema de huevo y comercializado desde 

1970 en Europa del Este bajo la marca de Impulsin, para la prevención de infecciones del 

tracto respiratorio (Masek et al., 1974). PEA, N-(2-hidroxietil)hexadecanamida se ha 

encontrado en cerebro, hígado, corazón, testículo, en plasma y en líquido cefalorraquídeo 

(Lambert et al., 2002). 

 

III. 9. Biosíntesis y degradación de la palmitoiletanolamida 

 

Se han propuesto dos vías que describen la biosíntesis de PEA. La principal vía es 

llamada  “en actividad reversa”  de una enzima que normalmente cataliza la hidrólisis de 

PEA; en este caso se produce PEA por la condensación de etanolamina y ácido palmítico, 

a través de ATP y un proceso dependiente de coenzima A (probablemente FAAH actúa 

de manera reversible). La segunda vía es la hidrólisis de un precursor de fosfolípidos, N-

palmitoil-fosfatidiletanolamida por la acción de una fosfodiesterasa de tipo D (Lambert et 

al., 2002). La figura 5 esquemátiza la biosíntesis e inactivación del endocannabinoide 

PEA. 

 
Figura 5. Diagrama de la vía de biosíntesis e inactivación de la palmitoiletanolamida.  
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III. 10. Efectos farmacológicos de la palmitoiletanolamida 

 

Inflamación 

La PEA ha mostrado ser un agente antiinflamatorio efectivo en modelos experimentales 

de inflamación. PEA disminuye los niveles de citocinas en especial de TNF-α. La 

administración oral de PEA (0.1-10 mg/kg) es seguida por una disminución de forma 

dosis-dependiente de la sustancia P en modelos de inducción de edema en animales de 

laboratorio como el modelo de la carragenina y el de la formalina (Mazzari et al., 1996). 

En medicina veterinaria, en un estudio piloto con 50 gatos con granulomas eosinofílicos, 

se demostró que la administración oral de palmidrol (análogo sintético de PEA) (10 mg/kg 

por día, durante 30 días), resultó en la resolución de los signos clínicos (incluyendo el 

eritema) en un 65% de los animales tratados (Scarampella et al., 2001). 

 

Dolor 

Una de las tantas funciones fisiológicas de los endocannabinoides que se han descrito es 

la supresión del dolor (Walker et al., 2002). Pretratamientos con PEA en animales de 

laboratorio muestran una inhibición de hiperalgésia mecánica y térmica tras la 

administración subplantar de carragenina (Mazzari et al., 1996). Se ha demostrado su 

efecto antinociceptivo en pruebas como la formalina (Calignano et al., 1998), y en la 

prueba de estiramiento abdominal (Calignano et al., 2001). Además, la administración 

intraperitoneal de PEA ha mostrado disminuir significativamente la hiperalgesia en 

neuropatía inducida por la ligadura del nervio ciático en ratas (Helyes et al., 2003).  

 

Prurito 

Los fármacos que aumentan el umbral nociceptivo pueden ser considerados un enfoque 

novedoso para el tratamiento del prurito. Debido a las evidencias encontradas de que 

PEA tiene un efecto antinociceptivo, posiblemente este endocannabinoide es capaz de 

disminuir el prurito, además de que se ha demostrado que es capaz de disminuir el prurito 

en gatos con granulomas eosinofílicos (Scarampella et al., 2001).   

 

Isquemia 

Se ha descubierto que en un proceso isquémico se aumentan los niveles de PEA, quien 

actúa como neuroprotector (Natarajan et al., 1986) disminuyendo los niveles de 
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peroxidación lipídica (Parinandi y Schmid, 1988). Este efecto es antagonizado por AEA, 

por lo que no todos los endocannabinoides son neuroprotectores (Skaper et al., 1996).  

 

Convulsión 

Se ha encontrado que los cannabinoides Δ9-Tetrahidrocannabinol y el cannabidiol poseen 

actividad anticonvulsiva, esto ha sido demostrado en modelos de inducción de 

convulsiones por electroshock y de manera química en ratón (Consroe et al., 1981; 1982). 

Además, se ha demostrado que el endocannabinoide PEA es efectivo en la protección de 

células granulares del cerebelo en la excitotoxicidad por glutamato (Skaper et al., 1996). 

Lo anterior dió lugar al estudio de PEA como agente anticonvulsivante. Estudios 

realizados en ratones a los cuales se les inducían convulsiones por medios químicos 

(pentilentetrazol, picrotoxina ó estricnina) y por medio de electroestimulación, mostraron 

que la PEA es un agente anticonvulsivante (Lambert et al., 2001). Asimismo, se realizaron 

estudios en los cuales se administró PEA en ratas que presentaban convulsiones 

inducidas por pentilentetrazol y estimulación eléctrica, los resultados obtenidos indicaron 

que palmitoiletanolamida  era capaz de proteger a los animales de las convulsiones 

tónicas, pero no de las clónicas (Sheerin et al., 2004).  

 

III. 11. Enzima FAAH 

 

La amidohidrolasa de ácidos grasos (FAAH) es una enzima intracelular que cataliza la 

hidrólisis de ciertos endocannabinoides, en especial de AEA y PEA. FAAH es una 

proteína integral de membrana que pertenece a la familia de las amidasas (Mckinney y 

Cravatt, 2005) y se presenta en muchos tejidos, incluyendo cerebro, intestino, testículos, 

útero, tejido ocular, bazo e hígado (Desarnaud et al., 1995; Watanabe et al., 1998; Bobrov 

et al., 2000).  

 

La enzima FAAH tiene tres dominios: un dominio N-terminal transmembranal que dicta la 

oligomerización de proteínas, un dominio rico en serina y glicina que contiene la 

secuencia característica de la enzima amidasa y el sitio activo que contiene un dominio 

rico en prolina, homólogo a un dominio vinculante SH3 (Mckinney y Cravatt, 2005). 

 

FAAH es una enzima que usa una triada catalítica que hidroliza el sustrato, esta triada 

esta compuesta por serina-serina-lisina (Ser241-Ser217-Lys142). En base a la 
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organización estructural de la triada del sitio activo, un mecanismo de concertación de la 

función catalítica implica la activación del nucleófilo Ser241 por la participación de Lys142 

y la reducción de Ser217. La lisina (Lys142) actúa como una base en la activación del 

nucleófilo Ser241 y como un ácido en la protonación del grupo del sustrato al salir. La 

activación de Ser217 y Lys142 contribuye a una rápida hidrólisis de las amidas de un 

modo menos reactivo. En la figura 6 se observa el mecanismo por el cual la triada 

catalítica de FAAH actúa en la inactivación de AEA. FAAH parece hidrolizar tanto a 

amidas como a ésteres en igual proporción (Mckinney y Cravatt, 2003). 

 

 

 

Figura 6. Mecanismo de inactivación de los endocannabinoides que lleva a cabo la enzima FAAH 
(Pillarisetti et al., 2009). 
 

III. 12. Inhibición de la enzima FAAH 

  

Evidencias preliminares sugieren que la limitación de la actividad farmacológica de la AEA 

(agonista de los receptores CB1) puede ser debido a su rápido catabolismo in vivo, este 

endocannabinoide es hidrolizado por la enzima FAAH a AA, un lípido que más tarde es 

catalizado por la enzima ciclooxigenasa, dando lugar a las prostaglandinas, lípidos con 

efectos biológicos de variada índole (Willoughby et al., 1997). 

 

Para estudiar los posibles efectos farmacológicos que se obtienen tras la interrupción de 

la actividad de FAAH, se han creado dos modelos de inhibición de la enzima,  los cuales 

dan a conocer las consecuencias que se obtienen de la inhibición. Un modelo es la 

creación de ratones transgénicos, los cuales presentan una  baja en la expresión de la 

enzima FAAH (FAAH-knockout (KO) mice) (Cravatt et al., 2001). En estos ratones se 
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encontró un incremento significativo en los niveles de AEA en tejidos. Los ratones FAAH-

KO exhiben ciertas características como hipomotilidad, analgesia, catalepsia e hipotermia. 

Los efectos en el comportamiento de los ratones FAAH-KO se ven bloqueados con un 

antagonista de los receptores CB1 (SR141716A), lo que indica que AEA actúa como un 

potente y selectivo ligando de los receptores CB1 en estos animales (Lichtman et al., 

2002).  

 

El otro modelo que ha sido utilizado para estudiar los efectos de la inhibición de FAAH es 

la administración de inhibidores químicos de la enzima. Varios inhibidores de FAAH han 

sido descritos, algunos de ellos son las trifluorometilcetonas, α-ceto heterociclos, sulfonil 

fluorados, fluorofosfonatos y carbamatos. Se ha visto que después de la administración de 

los inhibidores de FAAH URB532 y URB597 hay un aumento  en los niveles de AEA, 

produciendo efectos ansiolíticos y analgésicos dependientes a la unión de AEA al receptor 

CB1. Se ha encontrado que los inhibidores de FAAH  no inducen catalepsia o hipotermia 

(Cravatt y Lichtman, 2003).  

 

La inhibición de FAAH ha sido ampliamente estudiada, dado que se busca usar 

inhibidores químicos de la enzima como agentes terapéuticos. La aplicación de estos 

compuestos en el tratamiento de varias patologías se ve resumida en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Aplicaciones terapéuticas de los inhibidores de FAAH. Modificado de Pillarisetti, et al., 
2009. 

Indicación Respuestas encontradas 
Analgesia/Nocicepción 
 
Dolor neuropático 
 
Dolor inflamatorio 
 

Efectivos en los modelos de nocicepción térmica y con fenil-p-
quinona. 
Efectivos en modelos de dolor neuropático, como ligación del 
nervio espinal. 
Efectivos en los modelos de dolor inflamatorio de la formalina y 
carragenina. 

Inflamación/Edema 
 
 
Enfermedades inflamatorias del 
intestino 

Inhibe la COX-2 inducida por LPS y la expresión de iNOS y 
disminuyen los niveles de PGE2. Efectivos en la prueba de la 
carragenina. 
Efectivos en la colitis inducida experimentalmente con ácido 
trinitrobencenosulfónico. 

Ansiedad/Depresión 
 
 
Emesis/Nauseas 

Efectos del tipo ansiolítico y antidepresivo en ratón y hamster, 
sin presencia de efectos de tipo cannabinoide (hipotermia, 
catalepsia, hiperfagia). 
Previenen los vómitos inducidos por el cisplatino y la nicotina. 
 

Hipertensión 
 
 
Diabetes/Obesidad 

Disminuyen los niveles de la presión arterial, también 
disminuyen la presión ventricular sistólica y la resistencia 
periférica. 
Evita el vaciamiento gástrico en ratones alimentados con dieta 
normal o alta en grasas. Potencia la secreción de GLP-1 en 
células intestinales. 
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III. 13. N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida 

 

Los fármacos analgésicos y antiinflamatorios son ampliamente utilizados como agentes 

terapéuticos debido a la alta prevalencia de patologías que cursan con dolor e 

inflamación. De esta forma es importante encontrar fármacos que actúen de forma 

específica, controlada y segura. Un blanco terapéutico novedoso es el sistema 

endocannabinoide, puesto que se ha encontrado que este sistema puede fungir como una 

defensa natural contra el dolor y la inflamación (Kress y Kuner, 2009). 

 

PEA es un endocannabinoide que se ve degradado por la enzima FAAH, inhibiendo por 

un tiempo el catabolismo de AEA, adicionalmente ejerce un efecto antiinflamatorio; por 

tanto, esta molécula presenta un potencial para su uso terapéutico, por lo cual al ser 

modificada químicamente podría crear un compuesto que se una a los receptores 

cannabinoide y/o a FAAH, con el propósito de inhibir la función de la enzima; de esta 

manera los niveles de AEA se incrementan y, por tanto, provocarían un efecto biológico 

favorable para la disminución del dolor o la inflamación. Por lo anterior, se creó un 

análogo de PEA, denominado N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida (HD), en la figura 

7 se observa el grupo funcional que se sustituyo en PEA (ver apéndice 1 que indica la 

síntesis de HD).     

 

Al compuesto sintetizado se le realizó la prueba de inhibición de FAAH, con lo cual se 

cuantificó si HD poseía la capacidad de inhibir a la enzima, el resultado obtenido fue que 

HD tenía la característica de inhibir a la enzima con mayor eficacia que PEA (Datos y 

procedimiento  de la prueba de inhibición de FAAH en apéndice 2).   

 

 

 

 

 

       N-(2-hidroxietil)hexadecanamida                         N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida 

 

Figura 7. Estructura química de palmitoiletanolamida (N-(2-hidroxietil)hexadecanamida), y del 
compuesto sintetizado N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida. Se sustituyó el grupo hidroxietil 
por un grupo metoxinitrofenil.  

O

N
H
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Se realizaron estudios previos del  posible efecto antinociceptivo que podría presentar 

HD, las pruebas que se realizaron para evaluar el efecto farmacológico fueron la prueba 

de la placa caliente y la prueba de estiramiento abdominal, ambas en ratón. Los 

resultados obtenidos indican que el compuesto produce un efecto antinociceptivo (10-100 

mg/kg, p.o.) en ambas pruebas, con eficacia semejante a la morfina (6 mg/kg, p.o.) en la 

prueba de la placa caliente y al diclofenaco (30 mg/kg, p.o.) en la prueba de estiramiento 

abdominal (Déciga-Campos et al., 2007).  
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El dolor es un problema de salud pública que tiene un impacto económico y social 

importante en México, así como en el resto del mundo. La terapéutica convencional se 

basa en el empleo de fármacos de tipo AINE y opioide, éstos tienen una eficacia clínica 

adecuada en dolor inflamatorio, nociceptivo y en ocasiones en dolor neuropático. Sin 

embargo, la ineficacia analgésica sobre todo en dolor crónico, así como los efectos 

adversos que presentan ambos grupos de fármacos, ocasiona que para un dolor en 

particular se requiera el empleo de la escalera analgésica recomendada por la OMS; esto 

trae como consecuencia que un paciente tenga una rotación analgésica constante de 

AINE´s y opioides. Por otra parte, para el dolor neuropático se ha demostrado que estos 

grupos de fármacos, administrados de forma individual o en combinación entre ellos y con 

coadyuvantes, no producen efectos terapéuticos adecuados. Por lo anterior, se buscan 

nuevas alternativas terapéuticas que sean efectivas y seguras.   

 

V. JUSTIFICACIÓN 

 

Desde que se descubrió el sistema endocannabinoide (endocannabinoides, receptores, 

enzimas para la biosíntesis y degradación), se ha tratado de estudiar y entender el 

funcionamiento de cada uno de los componentes  y así obtener algún provecho para la 

salud. Así mismo, se ha visto que este sistema es importante en la regulación de 

funciones neurológicas e inmunológicas, por lo que se han creado agonistas y 

antagonistas de los receptores cannabinoide, e incluso inhibidores de las enzimas de 

degradación de endocannabinoides (FAAH), esto con el fin de tener un control sobre 

ciertas funciones en las que participa el sistema endocannabinoide, como el dolor, entre 

otras. Se ha demostrado que PEA presenta efecto antinociceptivo y antiinflamatorio; por lo 

tanto N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida, al ser un análogo de este 

endocannabinoide, además de tener la propiedad de inhibir a FAAH, podría fungir como 

un nuevo fármaco antinociceptivo eficaz y seguro. 
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CAPÍTULO 1 

 

EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO A NIVEL SISTÉMICO Y LOCAL DE 

N-(4-METOXI-2-NITROFENIL)HEXADECANAMIDA, ASÍ COMO EL MECANISMO DE 

ACCIÓN FARMACOLÓGICO INVOLUCRADO 

 

     

1.1 Antecedentes 

 

1.1.1 Dolor 

 

El dolor tiene una función sumamente importante, dado que obliga al cuerpo a retirarse de 

estímulos físicos, químicos o mecánicos que ponen en riesgo su integridad (Zeilhofer, 

2008). Actualmente, la Organización Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus 

siglas en inglés) define al dolor como “una experiencia sensorial y emocional 

desagradable asociada a un daño tisular real o potencial que puede ser descrito en 

términos de la magnitud del daño”.  

 

La clasificación del dolor resulta difícil debido a la gran cantidad de factores anatómicos, 

fisiológicos y psicológicos involucrados en la integración de esta sensación; sin embargo, 

una clasificación aceptada es la publicada por Woolf en 2004 quien se basa en el 

mecanismo neurofisiológico que origina el dolor, y se clasifican en: nociceptivo, 

inflamatorio, neuropático y funcional. De manera general, el dolor puede dividirse en dolor 

fisiológico y dolor patológico. El dolor fisiológico (también conocido como dolor agudo) es 

adaptativo, transitorio y desempeña un papel protector que advierte un daño potencial al 

tejido. El dolor patológico (también conocido como dolor crónico) es generalmente mal 

adaptativo, persistente y no tiene una función defensiva u otros efectos útiles (Ji y Wen, 

2006).   

 

1.1.2 Mecanismos neurofisiológicos del dolor 

 

Las etapas del proceso neurofisiológico del dolor son  transducción, conducción, 

transmisión y percepción. La transducción es la conversión de los estímulos nocivos en 

actividad eléctrica en las terminales periféricas de las fibras sensoriales. La conducción es 
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el pasaje de los potenciales de acción desde las terminales periféricas a lo largo de los 

axones a los nociceptores de las terminales centrales en el SNC. La trasmisión es la 

transferencia sináptica y la modulación de los impulsos de una neurona a otra (Woolf, 

2004).    

 

Las fibras Aβ sensoriales son grandes neuronas mielinizadas, las cuales son 

mecanorreceptores de bajo umbral que participan en la percepción táctil. Las fibras C no 

mielinizadas  traducen los estímulos térmicos y nociceptivos. La mayoría de los 

nociceptores son polimodales, dado que pueden ser activados por una gran variedad de 

estímulos (Constigan y Woolf, 2000). La activación de los nociceptores (principalmente 

fibras C) genera potenciales que liberan neuropéptidos como la sustancia P y el péptido 

relacionado con la calcitonina (CGRP) (Wall y Devor, 1983). 

 

Las señales nocivas se traducen en corrientes de despolarización a través de receptores 

especializados que se congregan en las terminales de los nociceptores. Los nociceptores 

expresan varios tipos de canales iónicos tales como canales TRP (TRPV1, TRPA1, 

TRPM8) (Julius y Basbaum, 2001), el receptor purinérgico P2X3 (Souslova et al., 2000), 

canales sensibles a ácido (ASIC1) (Álvarez de la Rosa et al., 2002), canales sensibles 

(NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3, NaV1.6 y NaV1.7) y resistentes  (NaV1.8, NaV1.9) a tetrodotoxina 

(Cummins et al., 2000; Lai et al., 2004), así como varios canales de Ca2+ y de K+ 

(Passmore et al., 2003). La hipersensibilidad y la sensibilización de los canales TRPV1 y 

de los canales de Na+ resistentes a tetradotoxina han sido fuertemente implicados en la 

sensibilización periférica y en el dolor persistente (Davis et al., 2000; Julius y Basbaum, 

2001). 

 

Cuando un tejido ha sido dañado se liberan varios mediadores químicos como el ATP, los 

protones, serotonina, histamina, metabolitos del AA, citocinas como IL-1, IL-6, TNF-α, 

NGF, en consecuencia, se activan nociceptores y canales iónicos que causan una 

generación de potenciales que más tarde se perciben como dolor, en la figura 8 se 

presenta un diagrama de los mediadores moleculares en el dolor (Boddeke, 2001).  
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Figura 8. Mediadores moleculares en el mecanismo del dolor. Modificado de Julius y Basbaum, 
2001. 
 

Además de los cambios que se generan a nivel periférico, también suceden cambios en la 

médula espinal y en la terminal central de las neuronas aferentes primarias (Terman y 

Bonica, 2003). En el sistema nervioso central se amplifica y facilita la trasferencia 

sináptica de la terminal central nociceptiva a neuronas del asta dorsal y para iniciarlo 

requiere de una breve pero intensa actividad de los nociceptores. Inicia con una cascada 

de eventos en el asta dorsal de la médula espinal que generan la liberación de los 

neurotransmisores de la terminal nociceptiva, lo cual incrementa la transmisión del dolor 

(Woolf y Salter, 2000). 

 

1.1.3 Modelos para el estudio del dolor 

 

Un modelo animal se puede definir como el procedimiento por el cual se valora el 

comportamiento de un animal ante un estímulo o situación de naturaleza variada. En el 

caso de los modelos para el estudio de la nocicepción, se estudia el comportamiento que 

se presenta en un animal al aplicar un estímulo nocivo, en la tabla 2 se pueden observar 

ejemplos de modelos para el estudio del dolor (Bars et al., 2001; Eaton, 2003).   

 

Los modelos para el estudio de la nocicepción pueden dividirse principalmente en tres 

grupos, el primero envuelve la aplicación de estímulos nocivos de tipo mecánico y térmico 

en diferentes partes de la piel. Estos modelos imitan el dolor de tipo nociceptivo. El 
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segundo grupo implica la inyección local de agentes químicos que causan nocicepción 

como la capsaicina, la bradicinina, la formalina, el ácido acético, la carragenina, el ácido 

úrico o el adyuvante completo de Freund, y estos semejan el dolor de tipo inflamatorio. El 

último grupo implica daños al sistema nervioso por medios mecánicos, metabólicos o 

químicos. Este último grupo son modelos que reproducen al dolor neuropático que se 

presenta en humanos (Granados-Soto et al., 2009).  

 

Tabla 2. Características de diversas pruebas experimentales para el estudio de nocicepción. 
Modificada de Wilson y Mogil, 2001. 

Prueba Ventajas Desventajas Comentarios 
Estímulo Mecánico 

 
Presión sobre la pata 

(Randall-Selito) 
Aplicación precisa del 

estímulo (pata 
derecha vs pata 

izquierda) 

Requiere 
entrenamiento del 
experimentador 

El umbral de 
vocalización puede 

no reflejar con 
precisión el umbral 

nociceptivo 
Filamentos de Von 

Frey 
No requiere 

entrenamiento de los 
animales 

Respuesta inestable, 
laborioso y requiere 

mucho tiempo 

Los filamentos se 
deben de calibrar 
periódicamente. 

Sensible a la 
colocación precisa 

del filamento 
Estímulo térmico 

 
Placa caliente 

(Hot plate) 
Simple Puede desarrollar 

hiperalgesia. Se  
requiere 

entrenamiento previo 
del animal 

El lamido, 
levantamiento y 

sacudida de pata así 
como el salto son las 
conductas a observar 

Retiro de la pata 
(Hargreaves method) 

No se requiere de 
entrenamiento. 

Aplicación precisa del 
estímulo (pata 

derecha vs pata 
izquierda) 

Respuesta inestable. 
Laborioso. Requiere 

tiempo 

Sensible a la 
temperatura 
ambiental 

Retiro de la cola 
(Tail flick) 

Respuesta estable. 
Simple 

Requiere 
entrenamiento 

Sensible al lugar y 
temperatura 

ambiental. La 
pigmentación de la 

cola afecta la 
absorción del calor 

Estímulo Químico 
 

Estiramiento 
abdominal (writhing) 

Sensible a los 
analgésicos débiles 

Sensible (a no 
analgésicos). Alta 

variabilidad 

Los estiramientos 
tienen algún grado de 

subjetividad 
Formalina Sensible a 

analgésicos opiáceos 
y no opiáceos 

Laborioso y requiere 
mucho tiempo 

Sensibles a la 
habituación y a la 

temperatura 
ambiental 
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En el presente trabajo se utilizaron dos pruebas de dolor inflamatorio-nociceptivo; la 

prueba de estiramiento abdominal y la prueba de la formalina las cuales se describen a 

continuación. 

 

1.1. 3.1 Prueba del estiramiento abdominal 

 

La prueba de estiramiento abdominal (Writhing Test) es una herramienta para evaluar la 

actividad antinociceptiva de ciertos compuestos, la descripción de esta prueba data desde 

los años 50`s (Carroll y Lim, 1958; Koster et al. 1959; Seigmund et al, 1957). La prueba de 

estiramiento abdominal consiste en la administración intraperitoneal de un irritante 

químico seguido de la subsecuente contabilización de los “estiramientos” (writhes), 

caracterizados por la contracción del músculo abdominal acompañado por un movimiento 

extensor de las extremidades posteriores, este comportamiento es considerado como 

reflejo y una evidencia de dolor visceral. La metodología ha variado con el uso de 

endotelina, bradicinina, adenosina 5´-trifosfato, acetilcolina, sulfato de magnesio, salina 

hipertónica; sin embargo, los agentes más comúnmente utilizados han sido la fenilquinona 

y el ácido acético (Hrabé et al, 2006). 

 

1.1. 3. 2 Prueba de la formalina 

 

La prueba de la formalina se introdujó como un modelo de dolor tónico en 1977, y desde 

entonces ha sido utilizado tanto en ratas como en ratones. En ratas, la formalina genera 

una fase inicial de actividad (5-10 minutos, fase 1), una interfase de reposo (5-10 

minutos), y una segunda fase de actividad (que dura 60-90 minutos, fase 2), esto se 

observa con un comportamiento espontáneo, debido a un disparo de las neuronas 

aferentes, y a la actividad de las neuronas del asta dorsal. En ambas fases participa la 

actividad neural aferente periférica; la inflamación contribuye a la actividad de la fase 2 y 

la interfase resulta de los mecanismos de inhibición activa. Las respuestas que se 

obtienen son dependientes de la concentración. La formalina también ocasiona un edema 

tisular, y esto es duradero. La respuesta a la formalina de hasta el 2.5% es 

predominantemente de tipo neurogénico, mientras que a altas concentraciones, la 

respuesta es predominantemente de tipo inflamatoria. Dentro de la médula espinal, la 

formalina incrementa la expresión de c-Fos en las neuronas, causando una activación de 

la microglia, y esto puede contribuir a cambios neuronales a largo plazo. Respuestas 
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agudas (90 minutos) pueden representar un modelo de dolor agudo involucrado con 

inflamación y aspectos de sensibilización central, mientras que respuestas a largo plazo 

(días, semanas) puede representar un modelo patológico de dolor persistente (Jana y 

Xue, 2003). En la figura 9 se observa el curso temporal de la prueba de la formalina que 

se obtiene en rata.   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Curso temporal de la prueba de la formalina en rata. La administración de formalina al 
1% en el dorso de la pata posterior derecha genera una respuesta nociceptiva característica, la 
cual se expresa por sacudidas de la pata administrada. La suma de ABC 1 (0-10 min) y ABC 2 (10-
60 min) representa el efecto nociceptivo total. 
 

 

1. 2 Evaluación del efecto antinociceptivo y del mecanismo de acción a nivel 

sistémico de N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida en la prueba de estiramiento 

abdominal en ratón 

 

1. 2. 1 Hipótesis 

 

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida produce un efecto antinociceptivo a nivel 

sistémico, el cual se debe a la activación de la vía de los opioides, GABAérgica, 

serotoninérgica y del óxido nítrico.    
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1. 2. 2 Objetivos 

 

1. Evaluar el efecto antinociceptivo de HD a nivel sistémico en la prueba de 

estiramiento abdominal en ratón. 

2.  Determinar el mecanismo de acción farmacológico involucrado en el efecto 

antinociceptivo a nivel sistémico de HD en la prueba de estiramiento abdominal. 

 

1. 2. 3 Metodología 

 

1) Material biológico 

 

Se utilizaron ratones macho ICR (25-30 g, INER). Se mantuvieron a temperatura 

controlada de 22 + 1º C, en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, se mantuvieron con libre 

acceso al alimento y agua. Los animales se trataron de acuerdo a la Norma Oficial 

Mexicana sobre el cuidado y manejo de animales (NOM-062-ZOO-1999). Al término de 

los experimentos los ratones se sacrificaron por dislocación cervical. 

 

2) Fármacos 

  

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida (HD), se sintetizó y purificó en la Universidad 

Autónoma del Estado de Morelos (UAEM). El  ácido acético, la paraclorofenilanilina 

(PCPA), la naltrexona, la bicuculina, el NG-nitro-L-arginina metilester (L-NAME), el 1H-

[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ) y la glibenclamida se obtuvieron de 

Sigma-Aldrich. 

 

3) Métodos 

 

a) Efecto antinociceptivo de HD  en la prueba de estiramiento abdominal en ratón 

 

Cada uno de los ratones se ambientaron de manera individual en una caja de acrílico por 

un lapso de 30 minutos. Se usaron 5 grupos de 6 ratones cada uno; a  uno de los grupos 

se le administró el vehículo (carboximetilcelulosa, 0.2%), a los demás grupos se les 

administraron diversas dosis de HD (3-100 mg/kg) y 20 minutos después se administró el 

ácido acético al 0.6% (0.1 ml por cada 10 g de peso corporal del animal). Inmediatamente 
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Los ratones se ambientaron en 
cajas de acrílico 30 min  antes 

de la administración 

Vehículo (carboximetilcelulosa 
0.2%, i.p.) 

HD (3,10, 30, 100 mg/kg, 
i.p.) 

Se administró vía intraperitoneal el ácido 
acético al 0.6% (0.1 mL/10 g de peso del 

ratón) 

Se contabilizó el número de 
estiramientos abdominales en lapsos de 

5 min durante 30 min 

20 min después 

se contaron los estiramientos y/o contorsiones abdominales presentados por el ratón en 

intervalos de 5 minutos, durante 30 minutos. Tanto los fármacos como HD y el ácido 

acético se administraron vía intraperitoneal (Collier et al, 1968). En el diagrama 1 se 

presenta el diseño experimental de la prueba de estiramiento abdominal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagrama 1. Diseño experimental de la evaluación del efecto antinociceptivo de HD en la prueba 
de estiramiento abdominal (Writhing test). 
 

 

b) Posible mecanismo de acción farmacológico del efecto antinociceptivo a nivel sistémico 

de HD en la prueba de estiramiento abdominal en ratón   

 

Los ratones recibieron pretratamientos con L-NAME (inhibidor de la sintasa de óxido 

nítrico, 10 mg/kg, s.c.), ODQ (inhibidor de la guanilato ciclasa, 1 mg/kg, s.c.), 

glibenclamida (bloqueador de los canales de K+ sensibles a ATP, 10 mg/kg, s.c.), 

naltrexona (antagonista opioide, 1 mg/kg, i.p.), PCPA (inhibidor de la síntesis de 

serotonina, 80 mg/kg, i.p., durante 4 días) y bicuculina (antagonista GABAA 5 mg/kg, s.c.). 

Los pretratamientos se realizaron 15 minutos antes de la administración de HD (30 mg/kg, 

i.p.), y 15 minutos después se realizó la administración de ácido acético 0.6%, i.p.; 
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inmediatamente se contaron los estiramientos y/o contorsiones abdominales presentados 

por el ratón en intervalos de 5 minutos durante 30 minutos. En el diagrama 2 se muestra 

el diseño experimental de la evaluación del mecanismo de acción de HD. 

 

 

 

 

Diagrama 2. Diseño experimental de la evaluación del posible mecanismo de acción del efecto 
antinociceptivo de HD en la prueba de estiramiento abdominal. 
 

 

 

 

Realización de 
pretratamientos 

PCPA (80 mg/kg, i.p.)  
Administración durante 4 días 

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida (HD)  
(30 mg/kg, i.p.) 

15 minutos 

Naltrexona (1 mg/kg, i.p.) 

Bicuculina (5 mg/kg, s.c.) 
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minutos, durante 30 minutos 

15 minutos
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1. 2. 4 Resultados 

 

La prueba de estiramiento abdominal es un modelo experimental, en el cual se simula un 

dolor de tipo visceral. Esta prueba se seleccinó para la evaluación de HD a nivel 

sistémico. Las ventajas de la prueba son que es de sencilla aplicación, con tiempo de 

observación reducido, es económica, no es necesario un equipo especial o reactivo de 

alto costo. Los datos se muestran en cursos temporales y gráficas de barras que 

representan el número de estiramientos obtenidos en los 30 minutos de evaluación. 

 

En la figura 10 se muestra el curso temporal de la respuesta nociceptiva inducida al 

administrar ácido acético 0.6% vía intraperitoneal a los ratones. En la misma figura se 

observa el número de estiramientos a lo largo del tiempo de evaluación con la 

administración de HD a la dosis de 100 mg/kg (77% se reduce la respuesta nociceptiva). 

Con lo que indica un efecto antinociceptivo. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Curso temporal de la prueba de estiramiento abdominal en ratón. Se presenta la 
conducta nociceptiva descrita por la presencia de estiramientos y/o contorsiones abdominales en 
presencia del vehículo (carboximetilcelulosa, 0.2%) seguido de la administración de ácido acético 
0.6% intraperitoneal, así como la disminución de la conducta nociceptiva después de la 
administración de HD (100 mg/kg). El curso temporal corresponde al promedio de 6 animales + 
EEM. * La diferencia estadística es con respecto al vehículo (Veh), p<0.05 determinado por una 
t´student. 
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En la figura 11 se observa el resultado de la evaluación de 3-100 mg/kg del compuesto 

HD en la prueba de estiramiento abdominal, con las cuales se demuestra que hay una 

disminución dependiente de la dosis del número de estiramientos. Utilizando el modelo 

lineal-logarítmico se calculó la dosis efectiva 50 (DE50=15.68 mg/kg, i.p.). Los datos se 

expresan como el número de estiramientos en un período de 30 minutos. 
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Figura 11. Efecto antinociceptivo de HD en la prueba de estiramiento abdominal en ratón. Las 
barras representan el área bajo la curva del curso temporal promedio de 6 animales + E.E.M. El 
efecto antinociceptivo se representa como la disminución del número de estiramientos totales en 
un período de 30 minutos. * Estadísticamente diferente con respecto al vehículo (Veh), p<0.05 
determinado por una ANADEVA de una vía seguido de una prueba post-hoc de Dunnett. 
 

En la búsqueda del posible mecanismo de acción de un fármaco, comúnmente se utilizan 

antagonistas específicos de algún receptor, bloqueadores de canales iónicos o inhibidores 

enzimáticos. Estos son herramientas útiles en la evaluación farmacológica, ya que si un 

fármaco activa  cierto receptor, los antagonistas impedirán que se una a su blanco 

ocasionando que disminuya el efecto biológico.  

 

Utilizando el modelo de estiramiento abdominal y herramientas farmacológicas como 

antagonistas e inhibidores enzimáticos se determinaron las posibles vías antinociceptivas 

que pudieran estar involucradas en el efecto antinociceptivo que produce HD. Para ello se 

seleccionó la dosis de 30 mg/kg, la cual produce un 70% de efecto antinociceptivo. Esta 

dosis permite  visualizar un aumento o disminución del efecto antinociceptivo. En la figura 

12 se muestra que la administración de naltrexona y PCPA no producen efecto 
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antinociceptivo por sí solos. Sin embargo, cuando se coadministra naltrexona ó PCPA con 

HD se observa que el efecto antinociceptivo se revierte. Cuando se administra bicuculina 

sola en presencia del vehículo se observa una disminución del número de estiramientos 

con respecto al vehículo. El efecto antinociceptivo de HD no se revierte cuando se 

coadministra con bicuculina, este efecto no es diferente con respecto a la administración 

individual de bicuculina.  
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Figura 12. Efecto de la administración de naltrexona (NTX, 1 mg/kg, s.c.), paraclorofenilalanina 
(PCPA, 80 mg/kg, i.p.) ó bicuculina (BIC, 5 mg/kg, s.c.) en el efecto antinociceptivo de HD (30 
mg/kg, i.p.) en la prueba de estiramiento abdominal. Las barras representan el promedio de 6 
animales + E.E.M. * Estadísticamente diferente con respecto al vehículo (Veh), p<0.05; # 
estadísticamente diferentes con respecto a HD y + estadísticamente diferente con respecto al 
vehículo del antagonista evaluado en cada pretratamiento, en los tres casos se utilizó una 
ANADEVA de una vía seguido de una prueba post-hoc de Tukey.  
 

 

Por otra parte, en la figura 13 se presenta el efecto antinociceptivo que se obtuvo al 

administrar como pretratamiento L-NAME, ODQ y glibenclamida, en este caso el efecto de 

HD no se revierte. 
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Figura 13. Efecto de la administración de L-NAME (10 mg/kg, s.c.), ODQ (1 mg/kg, s.c.) ó 
glibenclamida (Gli, 10 mg/kg, i.p.),  en el efecto antinociceptivo de HD (30 mg/kg, i.p.) en la prueba 
de estiramiento abdominal. Las barras representan el promedio de 6 animales + E.E.M. * 
Estadísticamente diferente con respecto al vehículo (Veh), + estadísticamente diferente con 
respecto al vehículo del antagonista evaluado en cada pretratamiento, p<0.05 en ambos casos se 
utilizó una ANADEVA de una vía seguido de una prueba post-hoc de Tukey. 
 

 

1. 3 Evaluación del efecto antinociceptivo y mecanismo de acción local de HD en la 

prueba de la formalina en rata 

 

1. 3. 1 Hipótesis 

 

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida produce un efecto antinociceptivo a nivel local 

en la prueba de la formalina en rata mediado por los receptores CB1 y CB2. 

Adicionalmente participan las vía serotoninérgica, la vía opioide, la vía gabaérgica y los 

receptores TRPV1 en la producción del efecto antinociceptivo. 

 

1. 3. 2 Objetivos 

 

1. Determinar la curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo a nivel local que 

produce HD en la prueba de la formalina. 

2. Determinar el posible mecanismo de acción farmacológico involucrado en el efecto 

antinociceptivo de HD a nivel local en la prueba de la formalina. 
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1. 3. 3 Metodología 

 

4) Material biológico 

 

Se utilizaron ratas Wistar hembra (180-200 g, CINVESTAV-COAPA). Los animales se 

mantuvieron en una habitación con temperatura constante (22 + 1º C) y en ciclos de 

luz/oscuridad de 12 h. El alimento y agua se mantuvo de libre acceso. Los experimentos 

fueron realizados según las guías sobre ética para la investigación experimental de dolor 

en animales (Zimmermann, 1983) y fueron aprobados  por el comité de ética local. Antes 

de cada experimento los animales a utilizar fueron ambientados de manera individual en 

cilindros de acrílico transparente por al menos una hora, para una mejor observación del 

animal se colocaron espejos en la parte trasera del cilindro. Al término de cada 

experimento los animales se sacrificaron en una cámara de CO2. 

 

5) Fármacos 

  

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida (HD) se sintetizó y purificó en la Universidad 

Autónoma del Estado de Morelos (UAEM); el SR144528 se adquirió de Cayman 

Chemical; mientras que la metiotepina, la naloxona, la capsazepina, el flumazenil y el 

AM281 provinieron de Sigma-Aldrich . 

 

6) Métodos 

 

a) Efecto antinociceptivo de HD  en la prueba de la formalina en rata 

 

Para evaluar el efecto antinociceptivo local del compuesto HD se administraron las dosis 

de 10-100 μg/pata, el vehículo utilizado fue dimetilsulfóxido al 20%, 50 μL de cada dosis o 

del vehículo por pata, se administraron de manera subcutánea en el dorso de la pata 

posterior derecha (pata ipsilateral) 20 minutos antes a la administración de la formalina 

(50 μL al 1%). Con la finalidad de evaluar si el efecto antinociceptivo del compuesto fue 

debido a una acción local o a una acción sistémica, se administró el compuesto HD de 

manera subcutánea en el dorso de la pata posterior izquierda (pata contralateral), 20 

minutos después se administró la formalina en la pata ipsilateral. Todos los experimentos 

se realizaron a una temperatura de 27 + 2 º C. El número de sacudidas que presentó cada 
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animal se cuantificó durante un minuto cada cinco minutos por un períodod de una hora. 

En el diagrama 3 se presenta el diseño experimental para la evaluación del efecto 

antinociceptivo de HD. 

 

 

 

Diagrama 3. Diseño experimental de la evaluación del efecto antinociceptivo de HD en la prueba 
de la formalina en rata. 
 

 

b) Posible mecanismo de acción farmacológico del efecto antinociceptivo a nivel local de 

HD en la prueba de la formalina en rata 

  

Pretratamientos con AM281 (antagonista de receptores CB1, 30 y 0.3 μg/pata), SR144528 

(antagonista de receptores CB2, 30 y 0.3 μg/pata), metiotepina (antagonista de receptores 

serotoninérgicos [5-HT1, 5-HT6, 5-HT7], 0.3 y 0.03 μg/pata), naloxona (antagonista de 

receptores opioide, 50 y 5 μg/pata), capsazepina (antagonista de los canales TRPV1, 0.05 

y 0.5 μg/pata) y flumazenil (antagonista GABAA, 0.1 y 1 μg/pata), se administraron vía 

Las ratas se ambientaron 1 h antes en 
cilindros de acrílico con espejos en la parte 

trasera.  

Los tratamientos se administraron en el 
dorso de la  pata posterior derecha vía 

subcutánea. 

Vehículo (DMSO al 20%) (50 μL). HD (10, 20, 30 y 100 μg/pata) 
(50 μL/pata). 

Administrar 50 μL de formalina al 1% en el 
dorso de la pata posterior derecha.  

Determinar el número de sacudidas por 
minuto cada 5 minutos, durante 1 h. 

20 min 
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subcutánea en el dorso de la pata posterior derecha (50 µL/pata), pasados 10 minutos se 

administró HD (100 μg/pata) y 20 minutos después se administró la formalina (50 μL al 

1%). El número de sacudidas que presenta cada animal se cuantificó durante una hora. 

Tanto el HD como la formalina se administraron por la misma vía que los pretratamientos. 

En el diagrama 4 se presenta el diseño experimental para la evaluación del mecanismo de 

acción de HD. 

 

 

 

Diagrama 4. Diseño experimental de la evaluación del posible mecanismo de acción farmacológico 
del efecto antinociceptivo de HD en la prueba de la formalina.  
 

 

 

 

Realización de 
pretratamientos 

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida (HD)  
(100 μg/pata)

20 minutos

AM281 (0.3, 30 μg/pata)

SR144528 (0.3, 30 μg/pata)

Metiotepina (0.03, 0.3 μg/pata)

Naloxona (5, 50 μg/pata)

Formalina (1%, s.c.) en el dorso de la 
pata posterior derecha

Registrar el número de sacudidas por 
minuto cada 5 minutos durante 1 h. 

10 minutos 
Flumazenil (0.1, 1 μg/pata)

Capsazepina (0.05, 0.5 μg/pata)
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1. 3. 4 Resultados 

 

La prueba de la formalina en rata es una de las pruebas más utilizadas para conocer el 

efecto antinociceptivo que produce un compuesto. Esta prueba es de fácil uso y bajo 

costo y es un modelo experimental que semeja el dolor de tipo inflamatorio. 

 

En la figura 14 se observa el curso temporal característico que se presenta al administrar 

formaldehído al 1% (formalina), además se puede notar como al administrar HD, el 

número de sacudidas disminuye a lo largo del curso temporal, esto es indicativo del efecto 

antinociceptivo que produce éste compuesto a nivel local.  
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Figura 14. Efecto antinociceptivo que produce HD en las ratas en la prueba de la formalina. Las 
ratas fueron tratadas con el vehículo (DMSO al 20%) o el compuesto HD (100 μg/pata) 20 minutos 
antes de la administración de la formalina. El curso temporal representa el número de sacudidas 
por minuto a lo largo de 60 minutos. Cada valor representa el promedio de al menos 6 animales + 
E.E.M. * Estadísticamente diferente con respecto al vehículo, p<0.05 determinado por una 
t´student. 
 

 

Para observar el efecto antinociceptivo de HD, los datos se expresan en relación al área 

bajo la curva (ABC) del curso temporal. Se presentan el ABC total, es decir, la respuesta 

que presentó durante los 60 minutos, ABC de la fase 1 (la respuesta que presentó de 0-10 

minutos) y ABC de la fase 2 (la respuesta que presentó de 10-60 minutos). En el caso de 

la curva dosis respuesta, además de evaluar el efecto que produce HD en el lugar de la 
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aplicación de la formalina (ipsilateral), se realizó la administración contralateral (en la pata 

contraria a la aplicación de formalina), ésto con el propósito de analizar si el efecto 

antinociceptivo es solo local o si estan involucrados otros agentes a nivel sistémico. Se 

realizaron cálculos para conocer la DE50 del efecto antinociceptivo a nivel local; sin 

embargo, el efecto de la dosis máxima es apenas del 45%, por tal motivo se calculó la 

DE30 (21.5 μg/pata). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efecto antinociceptivo que se presenta al administrar diferentes concentraciones de HD 
(CL, pata contralateral). En el panel A se observa el área bajo la curva en la primera fase de la 
formalina. En el panel B se observa el área abajo la curva de la segunda fase de la prueba de la 
formalina. En el panel C se observa el área bajo la curva total de la prueba. * Estadísticamente 
diferente con respecto al vehículo (Veh), p<0.05 determinado por una ANADEVA de una vía 
seguido de una prueba post-hoc de Dunnett.  
 

La figura 16 muestra el efecto que se obtiene con la administración de antagonistas de los 

receptores a canabinoides. Los resultados indican un bloqueo del efecto antinociceptivo 

producido por HD, lo que sugiere que los receptores a cannabinoides están involucrados 
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en el efecto antinociceptivo de HD. Para elucidar el mecanismo de acción del efecto 

antinociceptivo a nivel  local de HD se utilizó la dosis de 100 μg/pata, debido a que es la 

dosis donde se encontró el mayor efecto, la cual permitirá observar un efecto mayor o 

menor cuando se evalúa en presencia de los pretratamientos. Se administraron dos dosis 

de los antagonistas con la finalidad de observar si el efecto antinociceptivo de HD en 

conjunto con los pretratamientos es dependiente de la dosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.  Efecto de la administración de AM281 (AM) (0.3, 30 μg/pata) y SR144528 (SR) (0.3, 30 
μg/pata) en el efecto antinociceptivo local de HD (100 μg/pata) en la prueba de la formalina en rata. 
En el panel A se muestra el efecto en la fase 1. En el panel B se observa el efecto en la fase 2. En 
el panel C se observa el efecto total en la prueba de la formalina. Las barras representan el 
promedio de 6 animales + EEM. * Estadísticamente diferente con respecto al vehículo (Veh), 
p<0.05, # estadísticamente diferentes con respecto a HD y + estadísticamente diferente con 
respecto al vehículo del antagonista evaluado en cada pretratamiento, en los tres casos se utilizó 
una ANADEVA de una vía seguido de una prueba post-hoc de Tukey.   
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En la figura 17 se muestra el efecto que se obtiene con la administración de un 

antagonista de receptores serotoninérgicos, así como de un antagonista de receptores a 

opioides. Se observa que el efecto de HD es antagonizado, sugiriendo que tanto la vía de 

serotonina como la vía opioide están involucrados en la acción antinociceptiva de HD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efecto de la administración de Metiotepina (Met) (0.03, 0.3 μg/pata) y Naloxona (NLX) 
(5, 50 μg/pata) en el efecto antinociceptivo local de HD (100 μg/pata) en la prueba de la formalina 
en rata. En el panel A se muestra el efecto en la fase 1. En el panel B se observa el efecto en la 
fase 2. En el panel C se observa el efecto total en la prueba de la formalina. Las barras 
representan el promedio de 6 animales + EEM. * Estadísticamente diferente con respecto al 
vehículo (Veh), p<0.05, # estadísticamente diferente con respecto a HD y + estadísticamente 
diferente con respecto al vehículo del antagonista evaluado en cada pretratamiento, en los tres 
casos se utilizó una ANADEVA de una vía seguido de una prueba post-hoc de Tukey.   
 
 

La figura 18 muestra que la administración de un antagonista TRPV1 (capzacepina) 

previamente a la administración de HD, modifica el efecto antinociceptivo de HD, sobre 

todo en la fase II de la prueba de la formalina. Por otra parte, la administración previa de 

un antagonista GABAA (flumazenil) a HD, no modifica el efecto antinociceptivo de éste. 
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Figura 18.  Efecto de la administración de Capsazepina (CSZ) (0.05, 0.5 μg/pata) y Flumazenil 
(FZL) (0.1, 1 μg/pata) en el efecto antinociceptivo local de HD (100 μg/pata) en la prueba de la 
formalina en rata. En el panel A se muestra el efecto en la fase 1. En el panel B se observa el 
efecto en la fase 2. En el panel C se observa el efecto total en la prueba de la formalina. Las barras 
representan el promedio de 6 animales + EEM. * Estadísticamente diferente con respecto al 
vehículo (Veh), p<0.05, # estadísticamente diferente con respecto a HD y + estadísticamente 
diferente con respecto al vehículo del antagonista evaluado en cada pretratamiento, en los tres 
casos se utilizó una ANADEVA de una vía seguido de una prueba post-hoc de Tukey.   
 
 

1. 4  Discusión 

 

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida (HD) es un análogo del endocannabinoide  PEA, 

debido a esto se pensó que posiblemente HD posee propiedades terapéuticas similares a 

éste, tal como la analgesia.   
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Estudios previos muestran que HD tiene propiedades antinociceptivas en la prueba de 

estiramiento abdominal y la placa caliente en ratón (Déciga-Campos et al., 2007). En el 

presente trabajo se comprobó el efecto antinociceptivo de HD en la prueba de 

estiramiento abdominal y adicionalmente, se observó el efecto antinociceptivo que 

produce este compuesto a nivel local. En ambos casos (sistémico y local) se exploró el 

posible mecanismo de acción por el cual HD genera un efecto antinociceptivo.  

 

Los sistemas de neurotransmisión que se propusieron investigar en este trabajo para 

elucidar el mecanismo de acción involucrado en el efecto antinociceptivo sistémico fueron 

la vía del óxido nítrico, la vía serotoninérgica, la vía GABAérgica y la vía de los opioides. 

Ello se debió a que se ha documentado que estás vías están relacionadas con el sistema 

endocannabinoide y con la producción de antinocicepción (Demuth y Molleman, 2006; 

Jhaveri et al., 2007; Kress y Kuner, 2009; Pillarisetti et al., 2009; Seyrek et al., 2010). A 

nivel local se exploró la participación de los receptores a cannabinoides CB1 y CB2,  así 

como la vía gabaérgica, la opioide, la serotonérgica y los receptores TRPV1. A 

continuación se explica como el compuesto HD podría estar ejerciendo su efecto 

antinociceptivo. 

 

HD y el sistema endocannabinoide 

 

Se ha reportado que en situaciones de inflamación se provoca una extravasación de 

linfocitos y la llegada de macrófagos al sitio del daño. En respuesta a la inflamación, se 

sintetizan a demanda cannabinoides endógenos, como la PEA, que se unen a receptores 

CB2 localizados en la membrana de los mastocitos, impidiendo la liberación de sustancias 

proinflamatorias y pronociceptivas. Asimismo, estos cannabinoides endógenos pueden 

actuar sobre receptores CB2 localizados en los queratinocitos. Esta señal provoca la 

liberación de β-endorfinas que, a su vez, se unen a los receptores opioide localizados en 

los nociceptores, impidiendo la transmisión de la señal nerviosa desde la periferia hacia 

los centros superiores del sistema nervioso central (Goicoechea-García y Martín-

Fontelles, 2009; Ibrahim et al., 2005). HD, al ser un análogo de PEA, podría activar a los 

receptores CB2 en los queratinocitos, provocando una liberación de opioides endógenos 

que actúan en sus receptores, y  originan una respuesta antinociceptiva. Este efecto es 

atribuido por el hecho de que la administración previa de naloxona (antagonista de los 

receptores opioide μ, κ, δ) a HD revierte el efecto antinociceptivo.  
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A nivel local se administraron antagonistas específicos de los receptores a cannabinoides, 

esto con el objetivo de conocer si la activación de estos receptores estaban implicados en 

el efecto antinociceptivo de HD. Los antagonistas provados fueron AM281 (antagonista de 

CB1) y SR144528 (antagonista CB2), se encontró que el efecto de HD es inhibido por los 

dos antagonistas, sugiriendo la participación de los receptores CB1 y CB2. Se sabe que la 

administración periférica de agonistas CB1 y CB2 atenúa la nocicepción en una variedad 

de modelos de dolor agudo y crónico (Guerrero et al., 2008). Básicamente la 

antinocicepción se debe a la activación de los receptores cannabinoides, sobre todo de 

CB1. Aunque los receptores CB2, relacionados clásicamente con la modulación de la 

respuesta inmunológica, también  se encuentran implicados en la antinocicepción 

modulando la liberación de factores pro e inflamatorios de células no neuronales 

localizadas en las proximidades de las neuronas sensoriales (Malan et al., 2001).  

 

En el presente trabajo se determinó que HD actúa sobre receptores CB1 y CB2. Esta 

información no coincide con datos previamente reportados para PEA, ya que se ha 

demostrado que el efecto antinociceptivo de PEA se debe a la activación de receptores 

CB2 pero no CB1 (Calignano, 1998).  

 

Al activarse los receptores CB1 se activa a las proteínas G, en especial la proteína de tipo 

Gi, la cual inhibe la adenilato ciclasa reduciendo las concentraciones intracelulares de 

AMPc, cerrando los canales de Ca2+ y abriendo los canales de K+. Esto causa en las 

neuronas sensoriales una hiperpolarización, dando como resultado que se vean 

disminuídos los potenciales de acción que causan una excitabilidad neuronal y por 

consiguiente antinocicepción (Demuth Molleman, 2006; Turu y Hunyady, 2010). Se ha 

encontrado que una vía de señalización de los receptores cannabinoide es la activación 

de la proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK). Esta vía de señalización es la que 

juega un papel importante en la regulación de la diferenciación y el crecimiento celular, al 

igual regula la transcripción de factores nucleares (Kress y Kuner, 2009). Se ha visto que 

los cannabinoides inhiben las corrientes postsinápticas excitadoras glutamatérgicas, 

probablemente vía los receptores CB1, puesto que su activación  resulta en la reducción 

de la liberación de glutamato y en consecuencia la modulación de la transmisión 

excitadora espinal, de esta manera se produce un efecto de antinocicepción (Kress y 

Kuner, 2009). 
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HD y receptores TRPV1 

 

Los receptores de potencial transitorio (TRP´s, por sus siglas en inglés) son canales 

iónicos que generan un flujo de cationes. La evidencia experimental indica que los 

cannabinoides interactúan directamente con al menos cinco distintos tipos de estos 

receptores, de entre los cuales el receptor TRPV1 es el mejor caracterizado y estudiado. 

TRPV1 es activado por estímulos nocivos que inducen el calor, los iones H+ y la 

capsaicina. El receptor puede encontrarse en neuronas sensoriales, donde  la apertura 

del canal causa un flujo de Ca2+ y la liberación de neurotransmisores (De Petrocellis y Di 

Marzo, 2009). Se ha reportado que AEA se une al sitio de unión de capsaicina en el canal 

TRPV1 (De Petrocellis et al., 2001(b)). En este trabajo se estudió el papel que tienen los 

receptores TRPV1 en el efecto antinociceptivo de HD, con lo que se encontró que TRPV1 

es un participante en la actividad de HD, puesto que al administrar capsazepina 

(antagonista de los receptores TRPV1), el efecto antinociceptivo se revierte. HD inhibe a 

FAAH, con lo cual aumenta las concentraciones de AEA; se ha documentado que a 

concentraciones altas de AEA el receptor TRPV1 puede mostrar una desensibilización y 

posterior efecto antinociceptivo (Costa et al., 2008). Otra teoría es que HD actúa 

directamente en el receptor TRPV1 provocando un bloqueo del flujo de Ca2+ o Na+ ó 

incluso HD podría desensibilizar al receptor. 

 

HD y  sistema serotoninérgico 

 

Con la finalidad de conocer la posible participación del sistema serotoninérgico como 

parte del mecanismo de acción del efecto antinociceptivo de HD se utilizó PCPA, éste es 

un compuesto que inhibe a la enzima limitante de la biosíntesis de serotonina. Cuando se 

administró sistémicamente PCPA previamente a la administración sistémica de HD se 

observó una perdida del efecto antinociceptivo del compuesto, lo cual es indicativo de que 

la serotonina esta participando en la producción de la antinocicepción de HD.  

 

Para conocer la participación de la vía serotoninérgica a nivel local, se administró 

metiotepina (antagonista no selectivo de receptores 5-HT1, 5-HT6, 5-HT7) previamente a la 

administración de HD, lo cual ocasionó que el efecto antinociceptivo de HD se revirtiera. 

Existen evidencias científicas que demuestran que la administración sistémica de 

cannabinoides genera antinocicepción a través de la activación de receptores CB1, los 
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cuales se cree podrían activar la vía descendente serotoninérgica, particularmente a nivel 

espinal sobre receptores 5-HT2A y 5-HT7 (Seyrek et al., 2010). Estos datos coinciden con 

el hecho de que anandamida puede interaccionar in vitro parcialmente con receptores 

serotoninérgicos, específicamente 5-HT3 y 5-HT2 (Kimura et al, 1998).  

 

HD y sistema GABAérgico 

 

Con la finalidad de determinar la posible interacción de HD con el receptor GABA se 

administró a nivel sistémico (prueba de estiramiento abdominal en ratón) y a nivel local 

(prueba de formalina en rata) el antagonista de receptores GABAA, (bicuculina y 

flumazenil respectivamente). La administración de bicuculina y flumazenil presentaron 

efecto antinociceptivo perse, sin embargo, la administración previa de estos compuestos a 

HD ocasiona que el efecto antinociceptivo de HD no se modifique con respecto al efecto 

antinociceptivo que presentaron los controles de bicuculina y flumazenil. Por lo que no 

existe una interacción con el receptor GABAA. Sin embargo, se ha reportado que  GABA 

es un neurotransmisor de tipo inhibitorio, el cual juega un papel importante en la 

modulación del efecto nociceptivo y antinociceptivo (Enna y Mc Carson, 2006). Se ha 

propuesto que la vía GABAérgica interacciona con el sistema endocannabinoide y que 

también está relacionado con ambos el sistema serotoninérgico, se ha documentado que 

existe una co-expresión de receptores 5-HT3 y  CB1 en sitios ricos de GABA como es el 

hipocampo y en el giro dentado (Morales y Bäckman, 2002). Esto hallazgos sugieren una 

posible interacción entre los sistemas endocannabinoide, serotoninérgico y gabaérgico, 

así mismo se conoce que la activación del receptor 5-HT3 puede causar la liberación de 

GABA (Morales y Bäckman, 2002). Existen hallazgos contradictorios con respecto a la 

activación de receptores CB1 localizados a nivel presináptico en terminaciones 

gabaérgicas; por una parte, se ha documentado que los endocannabinoides inhiben los 

canales de Ca2+ de tipo N ocasionando una reducción de la liberación de GABA (Demuth 

y Molleman, 2006) y, por otra parte, las terminales de las neuronas estriato-eferentes que 

contienen GABA presentan receptores CB1 de manera presináptica y cuando los 

cannabinoides activan esta zona vía los receptores CB1 se produce una inhibición de la 

recaptura de GABA, aumentando el tono GABAérgico (Maneuf et al., 1996; Romero et al., 

1998(a)).  
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HD y la vía del óxido nítrico. 

 

Se ha documentado que el sistema endocannabinoide esta relacionado con la actividad 

del óxido nítrico para generar antinocicepción. AEA incrementa  significativamente la 

actividad de la sintasa de óxido nítrico (enzima limitante en la producción de óxido nítrico), 

lo que se da como consecuencia la liberación de óxido nítrico (Mombouli et al., 1999; 

Howlett et al., 2002), y su subsecuente  acción antinociceptiva por la activación de la 

guanilato ciclasa y la apertura de los canales de K+ debido al GMPc, ocasionando una 

hiperpolarización (Duarte et al., 1992; Franco-Bourland y Guízar-Sahagún, 1995). Se ha 

demostrado que PEA al igual que oleoiletanolamida (OEA) potencian los efectos de AEA, 

mediante un efecto conocido en inglés como “entourage effect” (Ho et al., 2008), el cual 

se refiere a que  AEA puede aumentar su actividad  a los receptores canabinoide y/o a la 

competencia  que tienen los tres endocannabinoides por la unión a la enzima FAAH para 

llevar a acabo su posterior degradación. PEA y OEA al unirse a FAAH impiden la 

degradación de AEA ocasionando una alta en su concentración y provocando que ejerza 

efectos biológicos propios del endocannabinoide (Mechoulam et al., 1998; Lambert y Di 

Marzo, 1999). Así, HD al ser un inhibidor de FAAH, podría limitar la degradación de AEA, 

dando como resultado que las concentraciones de éste aumenten.  De esta forma se 

pensó que la vía del óxido nítrico era una de las causantes del efecto biológico de HD. La 

aplicación de L-NAME (inhibidor de la sintasa de óxido nítrico), ODQ (inhibidor de la 

guanilato cilasa) y glibenclamida (bloqueador de canales de K+ sensibles a ATP) no 

revierte el efecto antinociceptivo de HD, indicando la nula intervención de la vía del óxido 

nítrico en la producción de antinocicepción. Estos datos encontrados son controversiales, 

puesto que se ha informado que AEA es capaz de inducir la producción de óxido nítrico 

(Demuth y Molleman, 2006). Probablemente HD no es capaz de elevar las 

concentraciones de AEA hasta un rango donde sea posible de activar a la sintasa de 

óxido nítrico.    

   

Los datos obtenidos permiten establecer que el efecto antinociceptivo de HD se debe a la 

participación de varios mediadores que incluso podrían estar interactuando entre ellos.  
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1. 5 Conclusión  

 

En este trabajo se logro demostrar que N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida produce 

un efecto antinociceptivo, tanto a nivel sistémico en la prueba de estiramiento abdominal 

en ratón, como a nivel local en la prueba de la formalina en rata. Se encontró que a nivel 

sistémico el efecto es mediado por la vía serotoninérgica y la opioide. En el caso del 

efecto antinociceptivo a nivel local se encontró que está involucrada la participación de los 

receptores cannabinoide, así como la vía serotoninérgica, opioide y  los receptores 

TRPV1. 
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CAPÍTULO 2   

 

EVALUACIÓN DEL EFECTO TOXICOLÓGICO DE N-(4-METOXI-2-

NITROFENIL)HEXADECANAMIDA 

 

2. 1 Antecedentes 

 

2. 1. 1 Fundamentos de los estudios toxicológicos 

 

La toxicología estudia las interacciones dañinas entre sustancias químicas y sistemas 

biológicos. El estudio de los efectos bioquímicos, fisiológicos y patológicos de agentes 

químicos o físicos constituyen el campo de los toxicólogos (Timbrell, 1989). 

 

Los estudios de toxicidad constituyen hoy en día una parte muy importante dentro de la 

evaluación biológica de un nuevo fármaco. El objetivo de los estudios de toxicidad es 

“evaluar el riesgo o peligro potencial que un agente químico o físico puede ocasionar 

sobre la salud humana cuando es objeto de exposiciones agudas o crónicas”. 

 

El organismo humano es un complejo sistema biológico que está organizado en diversos 

niveles, desde el molecular-celular hasta el de los tejidos y órganos.  Cuando una 

molécula tóxica penetra un sistema biológico, perturba de manera reversible o irreversible 

los procesos bioquímicos normales de la célula, o incluso puede producir lesiones y 

muerte celular. 

 

El proceso de penetración de un xenobiótico hasta su llegada a los lugares donde va a 

producir un efecto tóxico puede dividirse en tres fases: 

1. La fase de exposición que comprende el riesgo, la frecuencia y dosis de 

exposición del xenobiótico. 

2. La fase toxicocinética que comprende la absorción de los tóxicos en el organismo, 

procesos de transporte de fluidos, distribución y acumulación en tejidos y órganos, 

biotransformación y eliminación de los tóxicos y/o metabolitos. 

3. La fase toxicodinámica que se refiere a la interacción de los tóxicos con lugares de 

acción específicos en las células (receptores), con un resultado último de un efecto 

tóxico (Ariens, 1981).  
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La introducción en el mercado de un gran número de nuevos compuestos ha tenido una 

doble consecuencia en nuestro entorno. Aunque muchos de estos compuestos han 

contribuido a mejorar la calidad de vida, otros están relacionados con determinados 

riesgos por su toxicidad; así por ejemplo, la talidomida fue introducida por primera vez en 

1957, como un medicamento sedante e inductor del sueño, el cual fue prescrito a mujeres 

embarazadas; sin embargo, al nacer los hijos de estas mujeres presentaban problemas 

congénitos, como ceguera, malformación de extremidades e incluso nacían muertos 

(Moghe et al., 2008). 

 

La legislación actual exige que, previamente al registro y comercialización, se evalúe la 

seguridad de fármacos, aditivos alimentarios, excipientes, cosméticos, entre otros; por lo 

que resulta imprescindible utilizar ensayos de toxicidad predictivos, con el fin de anular o 

minimizar el uso de compuestos en los que la relación riesgo/beneficio los declare 

indeseables para la sociedad (Mortelmans y Rupa, 2004). La realización de los estudios 

preclínicos de seguridad durante la fase de desarrollo de un compuesto terapéutico, 

actualmente, su realización viene regulada por las denominadas directrices ICH 

(International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use; Conferencia Internacional de Armonización de 

Requerimientos Técnicos para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso 

Humano). La elaboración de estas directrices ha supuesto la armonización de los 

requerimientos para el registro de nuevos productos farmacéuticos establecidos por las 

autoridades reguladoras de Europa (EMEA; European Medicine Agency), Estados Unidos 

(FDA; Food and Drug Administration) y Japón (MHW; Ministry of Health and Welfare). 

Destaca la directriz M3, en la que se establecen las diferentes áreas experimentales 

mediante las que se ha de valorar el potencial tóxico de un fármaco, así como el momento 

de su realización en relación con lo ensayos clínicos propuestos y la indicación 

perseguida (ICH M3 (R1), 2000).  

 

En México, la Ley General de Salud establece  las normas oficiales a que deberá 

sujetarse el proceso y las especificaciones de medicamentos e insumos para la salud; así 

mismo, indica que la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) establece 

las características que debe cumplir un nuevo fármaco para obtener el registro sanitario y 

pueda ser utilizado como agente terapéutico. En el primer suplemento de la FEUM, en el 

apartado de medicamentos nuevos, se dan a conocer la información técnica y científica 
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de los estudios preclínicos, los cuales deben incluir los estudios de toxicidad y seguridad, 

estos estudios se dividen en: toxicidad a dosis única, toxicidad a dosis múltiples, 

genotoxicidad y mutagenicidad, carcinogenicidad, toxicidad sobre la reproducción y el 

desarrollo, tolerancia local y otros estudios complementarios que se lleguen a requerir 

(FEUM, 2004). 

 

2. 1. 2  Clasificación de los agentes tóxicos  

 

Existen varias formas de clasificar a los agentes tóxicos, según la línea de investigación y 

las necesidades de los especialistas relacionados con la toxicología (Williams et al., 

1985). Los tres criterios frecuentemente utilizados son aquellos que consideran a la dosis 

letal media (DL50) de las sustancias, al mecanismo de acción y al órgano blanco  sobre el 

cual actúan los xenobióticos (toda sustancia extraña al ser viviente, incluyendo sustancias 

benignas o dañinas). En el caso de la DL50 se utiliza un rango de valores que constituyen 

los rubros de clasificación, en la tabla 2 se presenta  este rango de valores para la 

clasificación de xenobióticos (Timbrell, 1989; Manahan, 1989; Ariens et al., 1981). 

 

Tabla 3. Clasificación de los xenobióticos según la dosis letal media en humanos.           

Término                                                                     DL50 (humanos) 

 

prácticamente no tóxico                                       >15 g/kg de peso corporal 

ligeramente tóxico                                                5-15 g/kg de peso corporal 

moderadamente tóxico                                         0.5-5 g/kg de peso corporal 

muy tóxico                                                            50-500 mg/kg de peso corporal  

extremadamente tóxico                                        5-50 mg/kg de peso corporal 

súper tóxico                                                          <5 mg/kg de peso corporal 

 

La exposición a los xenobióticos puede presentarse en forma aguda, es decir, en un solo 

episodio, cuando ingresan al organismo cantidades elevadas de algún compuesto extraño 

al organismo. Puede darse en forma crónica, si existe exposición continua a dosis bajas, 

que suele ir acompañada de su acumulación en el organismo, produciéndose la respuesta 

tóxica después de mucho tiempo (Rodríguez, 1994). 
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2. 1. 3 Pruebas toxicológicas para el estudio de la seguridad de HD 

 

Los estudios de toxicidad son de gran importancia en el desarrollo y evaluación de una 

nueva molécula que en un futuro podría convertirse en un fármaco. A pesar de la 

creciente utilización de modelos in vitro para investigar los efectos tóxicos de un 

compuesto se requiere de la utilización de modelos in vivo, dado que estos pueden 

aportar un mayor valor predictivo frente a posibles efectos tóxicos en humanos. Son 

varias las pruebas toxicológicas que se pueden utilizar; sin embargo, se busca que los 

estudios a realizar sean fáciles, económicos, reproducibles y con el uso de pocos 

recursos materiales.  

 

A continuación se presentan tres pruebas toxicológicas que permiten establecer el posible 

efecto toxicológico que puede exhibir un compuesto a evaluar. Estas pruebas solo dan 

ciertos datos que son útiles para catalogar al compuesto en tóxico, ligeramente tóxico ó 

muy tóxico; además las tres pruebas son un preliminar para después realizar más 

estudios toxicológicos y así poder verificar el potencial nocivo que tiene y decidir si es 

apto para su posterior comercialización. 

  

2. 1. 3. 1 Prueba toxicológica en Artemia salina L. 

 

Estudios publicados con anterioridad, sugieren que un primer rastreo toxicológico pudiera 

llevarse a cabo con pruebas de toxicidad aguda empleando invertebrados, lo cual es de 

utilidad como un estudio preliminar en la evaluación de la toxicidad de nuevos 

compuestos en mamíferos. Por lo tanto, es recomendable considerar el uso de 

invertebrados como la Artemia salina en pruebas preliminares de toxicidad (Kazuko et al., 

2005). 

 

Las artemias spp. son crustáceos minúsculos de cuerpo blando, de color carmelita y 

transparente a la luz; pertenecen al phylum Arthropoda, clase Crustaceae, subclase 

Branchiopoda. Se conoce con el nombre común de Artemia o Brine shrimp en inglés. El 

género Artemia está compuesto por varias especies, entre ellas una de las más utilizadas 

para bioensayos toxicológicos es la Artemia salina Leach (Pino y Jorge, 2010).  
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La Artemia salina L. es ampliamente utilizada debido a que es un organismo de obtención 

y manutención de bajo costo; los bioensayos (prueba que involucra organismos vivos y 

mide la respuesta biológica que produce una sustancia o material), principalmente los 

toxicológicos, en esta especie son a corto plazo debido a su rápido crecimiento; además 

es fácil la obtención de poblaciones homogénea en diferentes estadios del desarrollo 

(Barahona y Sánchez-Fortún, 1999).  

 

La prueba toxicológica en Artemia salina L., es un bioensayo que se basa en observar el 

efecto de letalidad  que tiene un cierto agente químico en el organismo vivo al tener 

contacto con él en su medio (agua salina).  

 

2. 1. 3. 2 Prueba de toxicidad aguda en ratón 

 

El objetivo de evaluar la toxicidad aguda es definir el daño intrínseco de los agentes 

químicos, predecir el peligro a una especie específica, identificar los órganos blancos, 

proveer información acerca del riesgo de exponerse de manera aguda al compuesto, 

proveer información para el diseño y selección de las dosis. Los estudios de la toxicidad 

aguda son considerados como el primer paso en la obtención de datos para estudios 

toxicológicos a largo plazo.  Uno de los parámetros que comúnmente se obtiene en las 

pruebas de toxicidad aguda es la dosis letal media (DL50) definida como la dosis a la cual 

el 50% de la población presenta muerte (Zbinden y Flury-Roversi, 1981). 

 

Las pruebas para la determinación de la DL50 se desarrollaron en 1927 para la 

estandarización biológica  de fármacos peligrosos. Entonces estas pruebas se 

incorporaron al protocolo de rutinas toxicológicas de compuestos químicos, ahora forman 

parte de prácticamente todas las directrices gubernamentales que regulan las pruebas 

toxicológicas de los productos químicos. Por razones científicas, económicas y éticas es 

necesario volver a evaluar periódicamente todos los procedimientos toxicológicos 

(CCOHS, 2005).  Hay que tener en cuenta que el valor de la DL50 se ve influida por 

muchos factores, tales como la especie del animal, el estrés, la edad, el género, la dieta, 

la temperatura, los procedimientos experimentales, entre otros; por lo tanto, el valor de 

DL50 no puede considerarse como una constante biológica (Timbrell, 1989). 

 



 53

Uno de los métodos que se utilizan para evaluar la toxicidad aguda en ratones es el 

denominado “método de Lorke”. Este método se basa en la administración de un intervalo 

de dosis diferentes del agente químico a 3 animales de experimentación, estas dosis son 

10, 100 y 1000 mg/kg, esta fase de la prueba se considera como un preliminar, ya que los 

resultados que se obtengan indican si una agente químico es muy tóxico, tóxico o 

ligeramente tóxico. Este resultado se utiliza como base para la selección de dosis 

subsecuentes a evaluar. En una segunda fase las dosis subsecuentes a evaluar se 

sugieren en una tabla de Lorke, donde la DL50 de 1 mg/kg resulta ser muy tóxica, y si los 

valores de DL50  son superiores a 5000 mg/kg, el compuesto no se considera tóxico; una 

cifra aproximada para la DL50 es suficiente para estimar el riesgo de una toxicidad aguda. 

Con base en estas consideraciones y experiencias prácticas el intervalo de las dosis 

evaluadas se eligió de acuerdo a la Tabla 3 (Lorke, 1983).  

 

Tabla 4. Dosis evaluadas en la fase 1 y 2 de la determinación de la toxicidad aguda (Lorke, 1983).  
Dosis (mg/kg) 

Resultados de la fase 1 Dosis elegidas para la segunda fase de evaluación  

10 100 1000         

0/3* 0/3 0/3   1600 2900 5000 

0/3 0/3 1/3 600 1000 1600 2900 

0/3 0/3 2/3 200 400 800 1600 

0/3 0/3 3/3 140 225 370 600 

0/3 1/3 3/3 50 100 200 400 

0/3 2/3 3/3 20 40 80 160 

0/3 3/3 3/3 15 25 40 60 

1/3 3/3 3/3 5 10 20 40 

2/3 3/3 3/3 2 4 8 16 

3/3 3/3 3/3 1 2 4 8 

* Número de animales muertos / Número de animales usados.  

  

2. 1. 3. 3 Ensayo de los micronúcleos en médula ósea de ratón 

 

La genética toxicológica tiene sus inicios en el año 1927, cuando Mueller demuestra la 

capacidad de los rayos X para inducir mutaciones en Drosophila mellanogaster. Años más 

tarde en 1949, Auebach descubre las propiedades mutagénicas del gas mostaza, 

descubrimiento que permitió incrementar el concepto de mutagénesis (Arencibia y 

Rosario, 2003). 
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Es importante señalar la diferencia entre dos términos que con frecuencia suelen utilizarse 

como sinónimos: mutagenicidad y genotoxicidad. La mutagenicidad es la capacidad de un 

xenobiótico para causar alteraciones en el material genético que lleguen a ser 

transmisible a la progenie celular. La genotoxicidad implica un término más amplio, ya que 

incluye alteraciones al material genético, tales como intercambio de cromátidas hermanas 

o rupturas de hebras de ADN, que no necesariamente son transmitidas a la descendencia 

(Klaassen, 2001).   

 

Muchos agentes químicos han mostrado ser genotóxicos; por supuesto, en algunos casos 

el empleo de agentes terapéuticos establece el dilema riesgo-beneficio. El problema se 

presenta cuando un agente ha mostrado ser mutagénico, pero su empleo en la medicina 

es importante para curar o mejorar la salud.  Por ejemplo, el metronidazol, que se emplea 

para combatir la amibiasis, es mutagénico en casi todos los organismos de prueba. A 

pesar de ello, en países como el nuestro, en los que las diarreas son una de las cinco 

causas más importantes de muerte en los infantes, el agente terapéutico se emplea por 

periodos cortos de tiempo, con el propósito de restablecer la salud (Rodríguez, 1994).  

 

El ensayo de micronúcleos in vivo es un método  creado para la detección de productos 

químicos con acción genotóxica (efecto de ruptura de cromosomas). El método se basa 

en el principio de que los fragmentos cromosómicos o cromosomas enteros, quedan 

retrasados en la anafase del ciclo celular. Estos cromosomas o fragmentos que 

permanecen en las células hijas se transforman en uno o varios núcleos secundarios, que 

están, por regla general, mucho más pequeños que el núcleo principal y por ello son 

llamados micronúcleos (Schmid, 1975).  La capacidad del compuesto en estudio de 

inducir la formación de micronúcleos en los eritroblastos (células precursoras de los 

eritrocitos) de la médula ósea, es de utilidad, puesto que son células en constante 

proliferación y, por tanto, ideal para valorar la inducción de daño genotóxico.    

 

2. 1. 4 N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida y su potencial terapéutico 

 

Debido al potencial terapéutico que presenta la molécula, es de importancia saber si este 

nuevo compuesto puede causar algún efecto nocivo en humanos. Es por esta razón que 

se decidió realizar tres pruebas toxicológicas que nos dan un marco general del 
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comportamiento de la exposición de HD de manera aguda y en dosis supraterapéuticas 

en animales de experimentación.     

 

2. 2 Hipótesis 

 

N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida no es un compuesto tóxico en Artemia salina y 

en ratón. 

 

2. 3 Objetivos 

 

1. Obtener la CL50  de HD a partir del bioensayo de toxicidad en Artemia salina L. 

2. Determinar la DL50 de HD a partir de la prueba de toxicidad aguda en ratón, 

utilizando el método de Lorke. 

3. Evaluar el efecto genotóxico de dosis supraterapéuticas de HD en la prueba de 

micronúcleos en médula ósea de ratón.    

 

2. 4 Metodología 

 

1) Material biológico 

 Artemia salina Leach adulta, la cual se cultivó y proporcionó por el M.V.Z. Alfredo 

Hidalgo. 

 Se utilizaron ratones macho ICR (25-30 g, INER). Éstos se mantuvieron en 

condiciones de temperatura constante (22 + 1º C) y en ciclos de luz/oscuridad de 

12 h. El alimento y el agua fueron de libre acceso. Los experimentos se realizaron 

de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana sobre el cuidado y manejo de animales 

(NOM-062-ZOO-1999).   

 

2) Fármacos 

El dimetilsulfóxido (DMSO), la carboximetilcelulosa (CMC) y la ciclofosfamida se 

adquirieron de Sigma-Aldrich, el colorante de Giemsa (modificación de Wolbach) se 

obtuvó de Hycel S. A. de C. V.  
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3) Métodos  

 

a) Prueba toxicológica en Artemia salina L.  

 

Las Artemias (10 por vial) se transfirieron a un vial que contiene HD y una solución salina 

en un volumen total de 5 mL. HD se evaluó en concentraciones de 100, 300, 1000 y 3000 

μg/mL. Se realizaron 9 replicas por cada concentración. Después de 24 h el número de 

Artemias que sobrevivieron se contó, se obtuvo el porcentaje de muertes con el cual se 

calculó la CL50 mediante el análisis Probit (Matusiewicz, 2005). En el diagrama 5 se 

presenta el diseño experimental de la prueba. 

 

Diagrama 5. Diseño experimental de la prueba toxicológica en Artemia salina L. La prueba permite 
a través del método de Probit calcular la CL50.  
 

 

 

Artemia salina L. 

24 h de exposición al compuesto 

9 replicas 
 X  

concentración 

Concentraciones evaluadas: 100, 300, 1000 y 3000 μg/mL

Contabilizar el no. de Artemias vivas 

10 Artemias por vial 
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b) Toxicidad aguda en ratón 

 

Se hicieron grupos de 3 ratones cada uno, estos se trataron con HD en dos fases; en la 

primera se administraron vía intraperitoneal las dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg. En la 

segunda fase, las dosis administradas se elegieron de acuerdo a la tabla 2. En ambas 

fases los ratones se observaron diariamente por un período de 14 días, se cuantificaron 

los animales muertos por grupo a lo largo del período de experimentación. Además los 

tejidos de los ratones se diseccionaron y se evaluaron macroscópicamente para comparar 

la morfología de la mayoría de los órganos con respecto a la morfología de un ratón 

administrado  con el vehículo. En el diagrama 6 se observa el diseño experimental 

utilizado para el método de Lorke. 

Diagrama 6. Diseño experimental de la prueba de toxicidad aguda en ratón utilizando el método de 
Lorke, con el cual se obtiene utilizando la media geométrica la DL50.  
 

 

FASE I FASE II 

6 Grupo de 3 ratones x 
grupo 

Administración 
intraperitoneal en 

todos los tratamientos 

Grupos: 

 10 mg/kg 

 100 mg/kg 

 1000 mg/kg 

Grupos: 

 1600 mg/kg 

 2900 mg/kg 

 5000 mg/kg 

Período de evaluación de 14 días por fase 
Se registran los ratones muertos 

Después del período de evaluación se realiza una 
necropsia a todos los ratones para evaluar cambios en 

la morfología macroscópica 
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c) Ensayo de los micronúcleos en médula ósea de ratón 

 

Los ratones se dividieron en 8 grupos de 5 ratones cada grupo. Se administraron los 

tratamientos vía intraperitoneal. Estos recibieron la administración del vehículo 

(carboximetilcelulosa al 0.2%), de un control positivo (ciclofosfamida, 40 mg/kg), y de HD 

(30, 100, 300, 562, 718 y 1000 mg/kg). Cuarenta y ocho horas después de la 

administración de los tratamientos, los ratones se sacrificaron por dislocación cervical, se 

extrajo el fémur con su integridad estructural, se prosedió a cortar los dos extremos del 

fémur (las dos epífisis), e inmediatamente con una jeringa se lavó por flujo la cavidad 

medular del hueso con 3 mL de solución salina isotónica (SSI). El flujo de SSI se recolectó 

en un tubo eppendorf, se centrifugó a 3000 rpm durante 5 minutos, se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió el botón en 0.2 mL de SSI. Los frotis se realizaron de la 

suspensión del botón celular en portaobjetos. Después de montar las láminas, se dejaron 

a temperatura ambiente para su secado. Más tarde se fijaron en metanol absoluto por 5 

minutos. Para la tinción se empleó una solución de colorante de Giemsa al 15%, se 

colocaron unas cuantas gotas y se espero por 15 minutos, se enjuago con agua 

desionizada para la eliminación del exceso de colorante. Los frotis se sumergieron en un 

buffer de fosfatos (pH=6.8) por 10 minutos, después se enjuagó con agua desionizada y 

se procedió a dejar secar el frotis a temperatura ambiente. En un microscopio con objetivo 

de 100X, se contaron 2000 células por animal y estas se clasificaron en eritrocitos 

policromáticos (EPC), eritrocitos normocromáticos (ENC) y eritrocitos policromáticos 

micronucleados (EPCMN). Se cuantificó el número de EPCMN por cada 1000 EPC 

contados (Krishna y Hayashi, 2000). En el diagrama 7 se muestra el procedimiento 

experimental de la técnica. 
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Diagrama 7. Procedimiento experimental del ensayo de los micronúcleos en médula ósea de ratón. 
El ensayo se divide en tres etapas esenciales; la administración de los tratamientos, la extracción y 
preparación del frotis de la médula ósea de ratón y por último la tinción del frotis.  
 

 

2. 5 Resultados 

 

La CL50 de HD se determinó en base al método de Probit, esta resultó mayor a 1000 

μg/mL. En cuanto a la toxicidad aguda en ratón en la tabla 5 se muestran las dosis 

utilizadas de HD, así como el número de animales muertos por cada dosis, con lo cual se 

encontró que la dosis de 5000 mg/kg es tóxica en un 100% de los animales 

administrados, mientras que en 2900 mg/kg no hay muerte. La DL50 (3807 mg/kg) se 

determinó por medio de una media geométrica a partir de las dosis probadas en la 

segunda fase (1600, 2900 y 5000 mg/kg). En la tabla 3 se muestran los resultados 

obtenidos tanto en el método de Lorke, así como en la prueba de toxicidad en Artemia 

salina L. 

Ensayo de los 
micronúcleos en 
médula ósea de 

ratón 

Tratamientos 

Ciclofosfamida 
(CF, 40 mg/kg) 

Vehículo 
(CMC, 0.2%) 

HD 
(30, 100, 300, 562, 718 mg/kg) 

Después de 48 h se sacrificaron a los ratones 

Se extrajo el fémur integro, para el posterior corte de las diáfisis  

Se realizó un lavado de la cavidad medular del hueso con 
SSI, recolectando en el  eppendorf el flujo    

Se centrifugó a 3000 rpm por 5 min 

Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió 
el botón en 0.3 mL de SSI 

Se realizó un extendido de la suspensión del 
botón celular en un portaobjetos, este se dejó a 

temperatura ambiente para su secado. 

Se fijó el extendido con metanol  

Se tiñó con colorante 
Giemsa (15%, 12-15 min) 

Se lavó con agua desionizada y se 
agregó buffer de fosfato (pH=6.8, 10 

Se lavó de nuevo y se dejó 
secar a temperatura ambiente 

Se observó al  microscopio 
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Tabla 5. Efectos tóxicos potenciales de HD en el método de Lorke en ratón y la prueba de toxicidad 
en Artemia  salina L. 

                

Fármaco 
Fase I  

dosis (mg/kg) en ratón  
*DL50  (mg/kg) 

en ratón 
**Letalidad en Artemia 

salina L. 
         CL50  (μg/ml) 
  10 100 1000         

 0/3 0/3 0/3     
        

HD     3807 >1000 

 
Fase II  

dosis (mg/kg) en ratón     
           
 1600 2900 5000     
 0/3 0/3 3/3     
                
        

*En el método de Lorke (número de animales muertos/número de animales usados) la DL50 se determinó 
mediante la media geométrica. ** Se calculó la CL50 por medio del método de Probit.   

 

El ensayo de los micronúcleos en médula ósea de ratón se seleccionó como otra prueba 

de toxicidad (Schmid, 1975). Esta se realizó para conocer el posible potencial genotóxico 

de HD. Los resultados se compararon con el control positivo (ciclofosfamida), dado que se 

conoce que el control positivo usado provoca un 100% de genotoxicidad en organismos 

vivos (Mcfee y Tice, 1990). En la figura 19 se observa el porcentaje de genotoxicidad que 

se obtuvo de cada dosis evaluada de HD, de ciclofosfamida y el vehículo.   
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Figura 19. Ensayo de los micronúcleos en la médula ósea de ratón. El porcentaje de genotoxicidad 
48 h después de la exposición a HD (30, 100, 300, 562, 718 mg/kg i.p.), ciclofosfamida (CF, 40 
mg/kg i.p.) y el vehículo (veh, carboximetilcelulosa, 0.2% i.p.). Ciclofosfamida  se consideró como 
control positivo por lo tanto su genotoxicidad fue del 100%. Las barras representan el promedio de 
5 animales + E.E.M. * Estadísticamente diferentes con respecto al control positivo, p<0.05 y # 
estadísticamente diferente con respecto al vehículo (Veh), en ambos casos se utilizó una 
ANADEVA de una vía seguido de una prueba post-hoc de Tukey.    
 

 

2. 6 Discusión 

 

La prueba de toxicidad con Artemia salina L. se realizó con el fin de determinar si al 

ponerse en contacto este crustáceo con HD, hay muerte; la concentración en el que el 

50% de los organismos mueren se analizó por el método estadístico de Probit. Se 

estableció que la CL50 es mayor a 1000 μg/mL. La letalidad que se presenta en Artemia 

salina se debe a efectos farmacológicos que se presentan al absorberse el compuesto. 

 

El método de Lorke permitió determinar la DL50 de HD, este es un parámetro que se utiliza 

frecuentemente para clasificar el grado de seguridad de un compuesto. En esta prueba se 

encontró que en las dosis de la primera fase del método (10, 100 y 1000 mg/kg), no hubo 

ratones muertos; sin embargo, en la segunda fase, se encontró una letalidad del 100% en 

la dosis de 5000 mg/kg, la muerte de los animales se presentó de 2 a 3 días después de 

la administración del compuesto. Tanto en las dosis de la fase I y de la fase II,  se observó 

que 30 minutos después de administrar HD, los animales presentaban un comportamiento 
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de aletargamiento, es decir, sus movimientos eran más lentos a dosis altas (2900 y 5000 

mg/kg) donde se presentaba inmovilidad  en los animales. En dosis de 2900 y 5000 mg/kg 

se observó piloerección y sequedad en los ojos seguida de una secreción amarillenta en 

la comisura de los parpados. Otra conducta que se observó fue el de estiramiento 

abdominal 5 minutos después de que el compuesto se administró, esto podría deberse a 

un posible efecto irritante en el peritoneo. 

 

Ciclofosfamida es un fármaco antineoplásico con propiedades inmunosupresoras, 

pertenece a la familia de los fármacos alquilantes de ADN, este es usado comúnmente en 

enfermedades como la leucemia linfocítica aguda, carcinoma de mama, cáncer de ovario 

y otros tipos de cáncer (PLM, 2008). Este fármaco es un agente clastogénico, es decir, 

provoca fragmentación de los cromosomas, con lo cual los fragmentos de los mismos se 

retrasan en la división celular y causan la creación de los micronúcleos en diferentes 

líneas celulares; por lo tanto, éste es un agente genotóxico por excelencia, siendo útil 

como control positivo en un estudio de genotoxicidad (Mcfee y Tice, 1990). 

 

Se demostró con el ensayo de micronúcleos en la médula ósea de ratón, que  las dosis 

evaluadas del compuesto HD no produce un efecto genotóxico; sin embargo, el 

porcentaje de genotoxicidad en la dosis de 718 mg/kg de HD esta por arriba del 50% 

indicando la posibilidad de un efecto genotóxico a ésta dosis o mayor. De forma similar se 

observó que el porcentaje de genotoxicidad es dosis dependiente, es decir, al aumentar la 

dosis aumentaba la presencia de EPCMN, por tanto aumentaba el porcentaje de 

genotoxicidad.  

 

Cabe mencionar que la cantidad de micronúcleos no siempre refleja el porcentaje de 

genotoxicidad real del compuesto que se evaluó, dado que se ha encontrado que 

posiblemente factores independientes a la metodología son posibles causantes de una 

variabilidad en la cantidad de EPCMN encontrados en las muestras. Los factores que se 

han encontrado como inductores de la cantidad de EPCMN son la anemia e hipoxia 

(Suzuki et al., 2006), procesos que desencadenan una proliferación de forma rápida de 

células eritroides, que al producirse tan rápido, la división celular no se realiza de forma 

adecuada, provocando una producción a la alza de micronúcleos en las células 

precursoras eritroides (Steinheider et al., 1985). Otro factor que afecta a esta prueba es el 

cambio en la temperatura corporal, ya sea provocado por la administración de sustancias 
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químicas o por exposición a agentes ambientales (Guzmán, 2008). Aún así, se considera 

en los estudios de genotoxicidad que el error que pudieran causar los factores antes 

mencionados en las prueba de micronúcleos es mínimo. 

 

2. 7 Conclusión 

 

En el presente trabajo se realizó la evaluación toxicológica de N-(4-metoxi-2-

nitrofenil)hexadecanamida, una nueva molécula con actividad antinociceptiva. Se 

demostró que este compuesto produce una baja toxicidad en Artemia salina L. y en ratón, 

además presenta baja actividad genotóxica. Con la finalidad de completar los estudios de 

toxicidad se sugiere realizar evaluaciones a largo plazo. 

 

VI. PERSPECTIVAS  

 

Para continuar el estudio del compuesto N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida, se 

mencionan algunas propuestas, las cuales podrían mejorar el conocimiento de la 

molécula, para posteriormente usarla en la terapéutica del dolor. 

 

 Determinar si la molécula produce efectos antiproliferativos en modelos in vitro e in 

vivo de cáncer. 

 Determinar si un mecanismo de acción del efecto antinociceptivo de HD involucra 

la activación de PPAR-α, γ y/o δ. 

 Evaluar si HD produce efecto anticonvulsivo, neuroprotector, ansiolítico y/o 

antidepresivo. 

 Determinar los parámetros farmacocinéticos de la molécula en animales de 

laboratorio. 

 Determinar el efecto antinociceptivo de HD en modelos de dolor neuropático en 

animales de laboratorio. 
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APENDICE 1  

(Parte experimental realizada por el Dr. Gabriel Navarrete Vázquez) 

 

Procedimiento para la síntesis de N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida 

 

El diseño de la molécula esta basado en el compuesto natural palmitoiletanolamida. El 

compuesto se diseño tomando como base la estructura del ácido palmítico. 

La síntesis del compuesto partió de cloruro de palmitoilo, el cual se hizo reaccionar con 4-

metoxi-2-nitroanilina.  

 

El procedimiento experimental que se siguió para la obtención de N-(4-metoxi-2-

nitrofenil)hexadecanamida fue el siguiente:   

0.5 g de 4-metoxi-2-nitroanilina se disolvieron en diclorometano y trietilamina, y se 

adicionó 1 g de cloruro de palmitoilo previamente disuelto en diclorometano.  

 

 

 

 

Tabla 1. Constantes fisicoquímicas y rendimiento de HD 

 

Fórmula Rendimiento 

( % ) 

Estado físico pF (º C) Rf Cristal. PM (g/mol) 

C23H38N2O4 75 Sólido cristalino 

amarillo 

77.5-78.9 0.147 Metanol 406 
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APENDICE 2 

(Parte experimental realizada por el Dr. Christopher Fowler) 

 

Determinación de la de la capacidad inhibitoria de N-(4-metoxi-2-

nitrofenil)hexadecanamida sobre la enzima FAAH 

 

Para la determinación de la capacidad de inhibir a la enzima por parte de N-(4-metoxi-2-

nitrofenil)hexadecanamida se realizó el ensayo de FAAH, el cual consiste en medir la 

hidrólisis de AEA en ácido araquidónico y etanolamina debido a la acción de la  enzima 

FAAH.  

 

 

 

 

Desarrollo experimental. Para la obtención de la enzima FAAH se extrajeron cerebros de 

ratas adultas, se homogenizaron en buffer HEPES 20 mM a pH 7.0 con MgCl2 1 nM, a 4º 

C. Después se  centrifugaron  2 veces a 36000G por 20 min a 4º C, el precipitado se 

resuspendió en el buffer e incubó a 37º C durante 15 min. Se centrifugó las membranas 2 

veces  a 36000G por 2 min a 4º C, y se resuspendieron en buffer Tris-HCl 50nM, pH 7.4, 

conteniendo EDTA 1 mM y MgCl2 3 mM. Las proteínas de la membrana se determinaron 

de acuerdo al método de Harrington (1990) usando como estándar albúmina de suero 

bovino. 

 

Para la determinación de la inhibición de FAAH, se utilizó [3H]-AEA como sustrato de la 

enzima.  La membrana y N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida contenidos en 10 μL de 

etanol (el análisis del compuesto a evaluar se realizó a diferentes concentraciones 

utilizando 0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 μM), [3H]-AEA 2 mM (concentración final), y el 

buffer (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, 1% BSA pH 7.6), se incubaron a 37º C por 10 min, 

la reacción se detuvo al colocar los tubos en un baño de hielo y al agregar 400 μL de una 

mezcla de cloroformo:metanol (1:1), seguido de una agitación en vortex. Se centrifugaron 

y separaron las fases, posteriormente, se tomó una alícuota de 200 μL de la fase 
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metanol:buffer, la cual se analizó en un contador de centelleo de líquidos. Los blancos 

utilizados contenían agua destilada. Durante esta bioevaluación se utilizó a PEA como 

control positivo, puesto que este es el inhibidor clásico de la enzima FAAH. 

 

Resultados  

 

En la tabla 1 se observan los datos obtenidos a partir del ensayo de FAAH. 

 

 

Compuesto CI50 (μM) pI50 % inhib. de metab. AEA Potencia 

            

PEA 33 4,48 78 + 7,23 1 

HD 30 + 2,71 4,52 79,47 + 6,45 1,1 

 

Tabla 1.  Relación del compuesto HD con respecto a la inhibición del metabolismo de AEA. 
Durante la bioevaluación se utilizó PEA como control positivo, dado que este es el inhibidor clásico 
de FAAH. Se muestra la concentración inhibitoria media (CI50)-concentración a la cual el 50% de la 
enzima se encuentra inhibida-. También se muestra el pI50 (pI50= -log CI50), el porcentaje de 
inhibición de metabolismo de AEA alcanzado por HD. Se observa la potencia mostrada por el 
compuesto HD con respecto al control (PEA). Para este análisis se utilizó un valor máximo fijo (es 
decir, 100% del control). 
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