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NOTACIONES EMPLEADAS

2-AG 2-araquidonil-glicerol
ABC Area bajo la curva
AC Adenilciclasa

AEA Anandamida

ALIAmida Amida antagonista de la inflamacién local autacoide

AMP Adenosina monofosfato

AMPc Adenosina monofosfato ciclico

ASIC’s Canales ionicos sensibles a acido

ATP Adenosina trifosfato

CB; Receptor a cannabinoides 1 (cannabinoid binding 1)
CB; Receptor a cannabinoides 2 (cannabinoid binding 2)

CGRP (Calcitoin gen related peptid)

COX Ciclooxigenasa

DG Diacil glicerol

FAAH Enzima amidohidrolasa de acidos grasos (fatty acid amide hidrolase)
GMPc Guanosin monofosfato ciclico

GPCR Receptores acoplados a proteina G (G-protein-coupled receptors)
IL-1 Interleucina 1

IL-6 Interleucina 6

LIF Factor inhibidor de leucemia



NADA

NGF

NLX

NMDA

NPY

NT

OLDA

PG

PKA

PKC

PTZ

SGPA

SIDA

SNC

SSI

THC

TRP

VR
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Factor de crecimiento neuronal

Naloxona
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Neuropéptido Y

Neurotransmisor

N-oleoildopamina
Prostaglandina

Proteincinasa

Proteincinasa C

Pentilentetrazol

Sustancia gris periacueductal

Sindrome de inmunodeficiencia adquirido
Sistema nervioso central

Solucién salina isotonica
Tetrahidrocannabinol

Receptor potencial transitorio
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I. RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad antinociceptiva de 6 analogos N-aril
sustituidos de la palmitoiletanolamidhl-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamidd) (
N-(2-nitrofenil)hexadecanamida), N-[2-nitro-5-(trifluorometil)fenillhexadecanamida
(3), N-[(5-cloro-2-nitro)fenillhexadecanamida  4)( acido 4-amino-3-
(palmitoilamino)benzoico ) y &cido 2-amino-3-(palmitoilamino)benzoicob),(
mediante las pruebas experimentales de nocicepcién siguientes: estiramiento abdominal,

placa caliente, formalina y capsaicina en roedores.

Los compuestogd, 5 y 6 produjeron efecto antinociceptivo significativo en la
prueba de estiramiento abdominal y la placa caliente en ratones. El conipgestro
la maxima actividad antinociceptiva, este compuesto presenta un sustituyente 2-nitro en
el arilo en contraste con los compuesiog 6 que ademas de ser acidos presentan un
grupo amino en el arilo. El efecto antinociceptivo no se modifico por el cambio de la
posicién del grupo nitro en el arilo, los compuesto®, 3 y 4 produjeron un efecto

antinociceptivo similar en la prueba de la formalina en ratas.

Adicionalmente, el compuestb demostré6 una tendencia antinociceptiva en
ratones evaluados en la prueba de la capsaicina y ademas previene la generacion de
convulsiones inducidas con pentilentetrazol (PTZ). Este efecto podria ser mediado por
receptores a opioides debido a que su efecto se bloqued por un pre-tratamiento con

naloxona (NLX) antagonista de opioides en la prueba de la placa caliente.

Los datos obtenidos en el presente trabajo permitieron identificar un grupo de
compuestos con actividad antinociceptiva que sugiere podrian tener utilidad terapéutica
analgésica y antiinflamatoria. EI compue&to por tener propiedades antinociceptivas
en la prueba de la capsaicina, podria ser Util para el tratamiento del dolor neurogénico,
asi como también en el tratamiento de la epilepsia, por sus propiedades anticonvulsivas.



II. INTRODUCCION

La busqueda de farmacos analgésicos y/o antiinflamatorios con mejor eficacia
y/o mayor potencia es una actividad continua en la farmacologia. Aun cuando existe una
gran variedad de éstos, muchos de ellos presentan efectos secundarios, efectos
colaterales y reacciones adversas. La busqueda es imprescindible para el tratamiento del
dolor neurogénico o neuropatico, ya que actualmente no se cuenta con una terapéutica

adecuada.

El empleo de la plant@annabis sativa como remedio para distintas patologias
estd documentado desde hace mucho tiempo. Sin duda, el efecto analgésico es
histéricamente el mas documentado tanto en las antiguas civilizaciones asiaticas, como
en occidente. Sin embargo, actualmente su utilidad clinica es polémica debido a los
efectos psicotropicos que genera, por lo que es considerada como una sustancia de

abuso mas que una alternativa terapéutica (Di Marzo, 2006).

Anandamida es un endocannabinoide que actla en los receptores a
cannabinoides CBy CB,. Anandamida es hidrolizada por una enzima conocida como
FAAH a etanolamida y acido palmitico. Se ha sugerido que palmitoiletanolamida (PEA)
tiene actividad en algunos receptores, @B caracterizados, también en los receptores
PPARy (Receptores activados por proliferadores de pevmas gamma, por sus siglas
en inglés), e inhibe la FAAH. (Costa et al., 2008). Se ha demostrado que la inhibicion
de FAAH trae como consecuencia una acumulaciéon de anandamida (Lambert et al.,
2002), la cual participa importantemente en la actividad antiinflamatoria y
antinociceptiva tantan vivo comoin vitro. Se ha propuesto que esto se debe a, entre
otros mecanismos de accion, la activacion de los receptoreg CB (Franjo, 2006).

En el presente trabajo se presenta la evaluacion preliminar del efecto
antinociceptivo de 6 analogos de palmitoiletanolamida. PEA y sus anélogos inhiben la
hidrolisis de anandamida (Duarte-Fajardo, 2006), por lo que resulté interesante
investigar si éstos compuestos tenian propiedades antinociceptiviae que pueden

ser utiles como alternativa terapéutica.



[ll. ANTECEDENTES

3.1Dolor

El dolor es “Una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a
dafo tisular real o potencial que puede ser descrita en términos de la magnitud del
dafo” (Merskey, 1979). El cual puede séaptativo cuando el dolor que contribuye a
la supervivencia, protege al organismo o promueve su recuperacion cuando el dafio ha
ocurrido yno adaptativo se refiere al dolor que resulta de una operacion patologica del

sistema nervioso y es considerado como una enfermedad.

3.1.1 Tipos de dolor

I. Dolor nociceptivo: es el dolor transitorio que se presenta en respuesta a
estimulos nocivos. Este tipo de dolor funciona como un sistema de alarma que
anuncia la presencia de estimulos potencialmente dafiinos y cumple una funcion
protectora porque permite evitar el dafio en el tejido (Fig. 1).

Il. Dolor inflamatorio: es un dolor espontaneo e hipersensibilidad que se presenta
en respuesta a inflamacidn y dafio tisular. Este tipo de dolor previene el contacto
o el movimiento de la region afectada al menos hasta que se reestablece el
tejido, favoreciendo asi su reparacion y la disminucién del dafio ya ocasionado
(Fig. 1).

[ll. Dolor Patoldgico:

Neuropatico: se refiere al dolor espontaneo e hipersensibilidad al dolor
asociado al dafio o lesion del sistema nervioso. El dolor neuropatico puede
resultar de lesiones ya sea en el sistema nervioso periférico (polineuropatia
diabética) o en el sistema nervioso central (lesiones en la médula espinal o
esclerosis multiple) (Fig. 1).

Funcional: se caracteriza por una hipersensibilidad al dolor que resulta
de un procesamiento central alterado. El dolor en este caso es debido a una
sensibilidad o funcion anormal del sistema nervioso central (SNC) (por €j. la
migrana) (Fig. 1) (Kennedy, 2007; Woolf, 2010).
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Figura 1. Tipos primarios de dolor. Modificado de Woolf, 2010.



Nocicepcion

Al componente sensorial del dolor se le denomina nocicepcion. Este es un
proceso neurofisioldgico que se refiere a los mecanismos neuronales por los cuales se
detectan los estimulos nocivos e involucra la transduccién de impulsos nerviosos por

terminales periféricas o nociceptores (Hyman y Cassen, 1995).

3.1.2 Nociceptores

Los nociceptores son una subpoblacion de neuronas sensitivas primarias que se
activan por estimulos nocivos. Estas neuronas poseen caracteristicas de umbral y
sensibilidades que las distingue de otras fibras nerviosas sensoriales (Weidner et al.,
1999), ademas de ser extremadamente heterogéneas, difieren en su contenido de
neurotransmisores, en los receptores y canales idnicos que expresan, en su velocidad de
conduccion y en su capacidad de sensibilizacion durante la inflamacién, dafio y
enfermedad (Stucky, 2001). Este tipo de neuronas tiene la capacidad de detectar un
amplio rango de modalidades de estimulos ya sea de naturaleza fisica o quimica
(polimodales). Los nociceptores se encuentran distribuidos en todo el cuerpo a
diferencia de las neuronas sensitivas no-nociceptoras. Sus cuerpos celulares estan
localizados en el ganglio de la raiz dorsal de donde se proyectan sus axones hacia la
periferia 0 a la médula espinal (Levine et al., 1993).

Los nociceptores son los unicos que llevan a cabo la regulacion de sus
propiedades receptivas (Sherrington, 1996). Aunado a esto no solo sefalizan el dolor
agudo, sino también contribuyen a condiciones de dolor persistente como la
hiperalgesia y la alodinia (Basbaum y Woolf, 1999; Basbaum y Jessell, 2000). Los
nociceptores estan localizados principalmente en cuatro zonas del cuerpo: la piel
(cutaneos), las estructuras musculo-esqueléticas, el musculo-visceral y las visceras
(Fields y Martin, 1994; Hyman y Cassem, 1995).

Ademas, pueden contener uno de los distintos tipos de axones, que dependiendo
de su didmetro y grado de mielinizacion se clasifican en cuatro grupos principales que
son: fibras A, AB, Ady C (Julius y Basbaum, 2001).



|. Fibras Aa y AB. Mielinizadas, de diametro grande, son las encargadas de la
propiocepcion y tacto ligero, conducen a una velocidad de 30-120 m/s.
Il. Fibras Ad Poco mielinizadas, diametro medio, encargadas de nocicepcion
(mecanica, térmica y quimica) y conducen a una velocidad de 6-30 m/s.
lll. Fibras C: Fibras amielinicas de diametro pequefio, se encargan de nocicepcion
(mecéanica, térmica y quimica), asi como de detectar estimulos inocuos de

temperatura y conducen a una velocidad de 0.5-2 m/s (Julius y Basbaum, 2001).

3.2Transmision del dolor

El dolor se transmite a través de cuatro procesos fisioldgicos los cuales se
describen a continuacion. Primero el estimulo nocivo activa directamente las
terminaciones sensitivas periféricas de los nociceptores aferentes primarios. En la zona
de interaccion del estimulo nocivo con el nociceptor se lleva a catam&muccionde
la sefial nociceptiva a potenciales de accion. En este proceso participan la activacion de
canales idnicos y de receptores de membrana. Posteriormente los potenciales de accion
generados sansmitenpor el nervio periférico a la médula espinal en donde se lleva a
cabo un proceso deodulacion En el asta dorsal de la médula espinal hacen sinapsis
las terminales de las aferentes sensoriales con neuronas de segundo orden que forman
parte de las vias ascendentes del dolor, para después llegar a centros superiores como el
talamo y corteza somatosensorial donde se lleva a cabo el progeseiecion(Fig.

2) (Hyman y Cassem, 1995).

Los estimulos nocivos activan a los nociceptores (fibrag &A), la sefal se
traduce y llega al asta dorsal de la médula espinal (primer centro de relevo). Ahi se
conectan neuronas aferentes primarias con neuronas cuyas proyecciones axonicas
forman las vias ascendentes que se encargan de llevar la sefial nociceptiva a centros
superiores. Posteriormente, la sefal viaja en sentido contrario a través de fibras que
forman las vias descendentes. Estas vias tienen como destino la médula espinal (Kandel
et al., 2000).



1 TRANSDUCCION Sy ?" l"ﬁ‘[ PERCEPCION

E a
. = | TRANSMSION F

N _

6 Y

Ml a E spinal

MODULACION

Figura 2. Sistema de transmision del dolor: Transduccion, el estimulo doloroso (térmico, mecéanico o
guimico) es transformado en potenciales de accién en las terminales de fibras aferentes periféricas;
Transmision, los potenciales de accion viajan a través de la aferente primaria hasta llegar a la médula
espinal; Modulacion, en la médula espinal se forman sinapsis con neuronas que suben a centros
superiores; Percepcion, integracion de la sefial nociceptiva en la corteza somatosensorial (Modificado de
Woolf y Salter, 2000).

3.3.1 Via ascendente y descendente de la nocicepcién

Cuando los nociceptores localizados en la periferia reciben un estimulo nocivo
este se dirige hacia la médula espinal. La transmision de la nocicepcién hacia centros
superiores se origina de diferentes laminas de la médula espinal: tracto espinotalamico,
tracto espinoreticular, tracto espinomesencefalico y tracto espinocervical (Kandel et al.,
2000).

Una vez que el estimulo llega al cerebro, la nocicepcion se modula basicamente
por tres componentes:

I. Las neuronas en el periventricular y sustancia gris periacueductal en el cerebro
medio que hacen conexiones excitatorias en la médula rostroventral, una region
gue incluye el nacleo del rafe magno serotonérgico y el nucleo adyacente
reticularis paragigantocelular.

Il. Neuronas en la médula rostroventral hacen conexiones inhibitorias en la lamina
I, 'y V del asta dorsal. Estas laminas también son el sitio de terminacion de
neuronas aferentes nociceptivas. La estimulacién de las neuronas rostroventrales
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medulares inhiben neuronas del asta dorsal incluyendo neuronas del tracto

espinotalamico que responden a estimulacion nociva.

[ll. Otro sistema de fibras descendentes originado en la médula y puente también
terminan en laminas superficiales del asta dorsal y suprimen la actividad en
neuronas nociceptivas del asta dorsal y circuitos locales en el asta dorsal median

las acciones moduladoras de las vias descendentes (Kandel et al., 2000).

3.4 Proceso de sensibilizacion

Una estimulacion nociva repetida produce incrementos prolongados en la
excitabilidad de las neuronas aferentes primarias, a lo que se conoce como
sensibilizacibny se manifiesta por un incremento en la actividad espontdnea, una
disminucién del umbral de activaciéon y un incremento y prolongacion del disparo
originado por estimulos supraumbral (LaMotte et al., 1983). La sensibilizacion de los
nociceptores posterior al dafio o inflamacién produce liberacion de una variedad de
mediadores quimicos. Estos agentes tienen diferentes origenes celulares, pero todos
ellos actuan disminuyendo el umbral de activacion del nociceptor y algunas veces

activando otros nociceptores (Levine et al., 1993).

3.5Inflamacion

El proceso inflamatorio se da cuando en respuesta a dafo tisular se libera una
mezcla compleja de citocinas y otros agentes neuroactivos provenientes de células
inflamatorias y no inflamatorias (fibroblastos, células cebadas, plaguetas y neutréfilos)
(Bevan, 1999). Estos mediadores son quimicamente diversos y actian sobre receptores
especificos y canales ionicos que se encuentran en la terminal periférica de los

nociceptores.

Una vez que los receptores se activan, se inician varias cascadas de transduccion
de sefiales que resultan en modulacidn postraduccional inmediata de moléculas

efectoras y posteriormente en cambios en la transcripcion de genes (Mano y Driscoll,
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1999). La inflamacién inicia cuando el tejido dafiado libera protones y ATP, estos
agentes pueden despolarizar directamente la aferente primaria por activacion de los
receptores ASIC’s (canales ionicos sensibles a acido) o P2X3, respectivamente
(Waldmann y Lazdunski, 1998; Burnstock et al., 1996). Los mastocitos liberan aminas
como la serotonina e histamina y metabolitos del &cido araquidénico como las
prostaglandinas (Dray et al., 1998; Bley et al., 1998). Por su parte, la ciclooxigenasa 2
se induce en el tejido inflamado y las prostaglandinas E2 se liberan de las células
dafadas produciendo hiperalgesia y sensibilizacion de los nociceptores (O’ Banion,
1999). Los macrofagos se suman a la sopa inflamatoria con la liberacion de citocinas
como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral ¢y NF
factores de crecimiento como son el factor de crecimiento neuronal (NGF) y el factor
inhibidor de leucemia (LIF) (Dray, 1995). Las interleucinas clasificadas como citocinas,
estimulan la proliferacion y sintesis de proteinas en una variedad de células. Ademas, se
producen por leucocitos y otras células en respuesta a infeccion, exposicion a toxinas
bacterianas y mediadores inflamatorios (Dinarello, 1989). La Iesl{in potente agente

hiperalgésico con un probable sitio de accion periférico (Ferreira et al., 1988).

La bradicinina proveniente de cininégenos es uno de los agentes mas activos
para producir dolor y se libera de mdultiples tipos celulares como los mastocitos,
macrofagos e inclusive del propio tejido dafiado (Walker et al., 1995). Activa dos tipos
de receptores Bl y B2 siendo éste ultimo al que se atribuye la generacion de
diacilglicerol (DG) y la activacion de proteina cinasa C (PKC) para producir un
aumento en la conductancia de*N@aray, 1988). Ademas, la bradicinina actia sobre
fiboras Ad y C para incrementar la sintesis y liberacion de prostaglandinas de células
vecinas. Todos los agentes antes mencionados pueden actuar solos o en combinacion
sobre los nociceptores para sensibilizarlos y facilitar que actien otros mediadores (Kidd
y Urban, 2001).



3.6. Los cannabinoides

El uso de los derivados déannabis sativa como remedio de diversas
dolencias data de mas de tres mil afios aproximadamente, en esta planta se ha
encontrado una gran cantidad de sustancias psicoactivas, que generan diversos
efectos como: euforia, percepcion alterada, sedacion, deterioro de la memoria,
analgesia, antihemesis y estimulacion del apetito (Ortiz-Mesina, 2005; Chiou L.C,
2013) En la Tabla 1 se resume algunos aspectos histéricos importantes sobre la

investigacion de los cannabinoides.

Uno de los metabolitos activos mas importantes que se han identificado en
Cannabis sativa es @l°-tetrahidrocanabinol (THC), al cual se le atribuyen muchas
de las propiedades terapéuticas y psicoactivas por el consumo de la planta. La
utilidad clinica de este metabolito es limitada debido a que no se cuenta con mucha
informacion. La mayor parte de la evidencia acumulada en las ultimas décadas
procede de historias clinicas o casos particulares, existiendo pocos ensayos
controlados con cannabinoides (ya sean extractos de cannabis o derivados aislados)
(Moreno-Brea y Mico, 2002).

Actualmente se discute seriamente en varios paises la legalizacion de la
plantaCannabis sativa para el tratamiento de las nauseas y el vomito en pacientes
bajo tratamiento antineoplasico, para prevenir la pérdida de peso en pacientes con
SIDA, o para aliviar la espasticidad en pacientes con esclerosis mdultiple. Esta
utilidad clinica constituye un aliciente para la busqueda de derivados activos de los
ligandos cerebrales de los receptores a cannabinoides. Actualmente, estan
disponibles el dronabinol y la nabilona como cannabinoides para uso clinico, pero
existen pocos estudios acerca de su efectividad real. La idea detras de los estudios
que pretenden desarrollar nuevos farmacos, es disociar los diversos efectos de la
molécula original. Por ejemplo, resulta atractivo obtener un farmaco que mantenga el
poder antiemético d€annabis sativa, sin producir efectos de tipo psicotropico
(Chiou L.C, 2013).

10



Tabla 1. Historia de los cannabinoides (Modificado de Di Marzo, 2006).

Afio Suceso historico Autor/Afo

200 La farmacopea China describe las propiedades
terapéuticas deTannabis

1838-1840 Se evalla las propiedades medicinales del O’Shaughnessy, 1838-1840
cannabis. En 1899 se aisla el cannabinol de la
resina delCannabis

1932 Se elucida parte de la estructura del cannabinol Hanus y Mechoulam, 2005

1940 Se elucida y sintetizan el cannabinol en Estados Loewe y Adams., 1947
Unidos

1964 Se elucida la estructura déltetrahidrocanabinol ~ Jacob y Todd, 1940; Adams et al,

1940

1970-1990 Se investiga la Farmacologia de los cannabinoides Howlett et al., 2004

1988 Se identifican los sitios de unién para%l Howlett et al., 2004
tetrahidrocannabinol en el cerebro

1990 Se clona el receptor €B Matsuda et al., 1990

1992 Se identifica a la anandamida como Devane et al., 1992
endocannabinoide

1994 Se sintetiza el primer antagonista del receptgr CB  Rinaldi-Carmona et al., 1994

1995 Se identifica otro endocannabinoide, el 2 Sugiura et al., 1995
araquidonil-glicerol (2-AG)

1996 Se clona la enzima que degrada a los Cravatt et al., 1996
endocannabinoides (FAAH)

1998 Se propone la existencia de la relacién entre Di Marzo et al., 2006
receptores endocannabinoides y vanilloides

1999-2000 Se demuestra que la anandamida activa receptores ~ Zygmunt et al., 1999
vanilloides

2003 Se clona las enzimas que biosintetizan Bisogno et al., 2003
endocannabinoides

2005 Se aprueba el uso de Sativex ® en Canaday se Carai et al., 2005
regula el uso del rimonabant en Estados Unidos, Price et al., 2005
medicamentos con principios activos de Cannabis.
Se descubre un sitio alostérico para el receptor
CB;

2006... Se clonan nuevos receptores a cannabinoides; se

identifican otras enzimas que sintetizan
endocannabinoides; se clonan transportadores de
endocannabinoides y se investigan terapias
basadas en endocannabinoides.
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3.6.1 Tipos de cannabinoides

Los cannabinoides fueron considerados al principio como uno de los mas
tipicos compuestos del tipo C-21 presente€annabis sativa. La definicion actual
empleada pone mas énfasis en su estructura quimica y en su farmacologia, y engloba
otros compuestos con formas parecidas y cualquiera que actie sobre los receptores a
cannabinoides. Esto ha dado lugar a varias subcategorias quimicas, segun sus
distintas estructuras, de compuestos naturales y sintéticos. Existen dos tipos de
cannabinoides, los endocannabinoides y los exocannabinoides o también llamados

fitocannabinoides, esta clasificacion es debido a su naturaleza u origen.

EndocannabinoidesLa identificacién de sitios especificos de unién para los
cannabinoides en la superficie de muchos tipos celulares permitié suponer la
existencia de sustancias enddgenas. EIl sistema endocannabinoide esta constituido
por receptores especificos denominados €BCB,. Los endocannabinoides son
derivados de acidos grasos poli-insaturados como el acido araquidénico, lo que
diferencia estructuralmente de los fitocannabinoides (Franjo, 2006). Entre los
endocannabinoides identificados hasta el momento se encuentran la anandamida (N-
araquidonil-etanolamida, AEA), el 2-araquidonil-glicerol (2-AG), el éter del 2-
araquidonil-glicerol (éter de noladin), el O-araquidonil etanolamina (virodhamina), y
la N-araquidonil-dopamina (NADA). La anandamida y la NADA no sélo se acoplan
a los receptores cannabinoides sino que también comparten la habilidad de activar a
receptores vanilloides, en la Figura 3 se muestran las estructuras quimicas de estos

compuestos.

Exocannabinoides. La marihuana es una mezcla gris verdosa de hojas,
tallos, semillas y flores secas y picadas de la planta de cat@moabis sativa. El
cannabis actualmente se encuentra entre las tres drogas mas ampliamente utilizadas
junto con el alcohol y el tabaco siendo habitual que su consumo se realice a menudo
junto con el de otras drogas. La marihuana también se utiliza para hacer una infusién
y a veces se mezcla en los alimentos. De esta planta se han aislado cerca de 70
cannabinoides, pero de todos ellos el mas importante/e8-&trahidrocannabinol
(THC) con mayor potencia psicoactiva y por tanto causa los efectos de alteracion
mental que acompafan la intoxicacion con marihuana. La estructura quimica del

THC (Fig. 4) ha servido de referencia para la sintesis de otras sustancias que actuan
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en el sistema endocannabinoide. Se consideran también como exocannabinoides a
todos los anélogos estructurales que pueden unirse al sistema endocannabinoide aun

cuando su estructura quimica no sea la de THC.

ANANDAMIDA

2-ARAQUIDONILGLICEROL

VIRODHAMINA

OH
I
m ETER DE NOLADIN

Figura 3. Estructura quimica de algunos cannabinoides endégenos. Anandamida, 2 araquidonilglicerol,
virodhamina y éter de noladin, todos ellos derivados de acido araquidonico y ligandos enddgenos de los
receptores CBy CB, (Modificado de Freund et al., 2003).

‘ OH
%\ O Ag-TETRAHlDROCAN NABINOL
O

Figura 4. Estructura quimica da’-tetrahidrocannabinol. Cannabinoide exdgeno, extraido de la planta
Cannabis sativay agonista a los receptores a cannabinoides, principalmente; §MoBificado de
Buxbaum, 1973).
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3.6.2 Receptores a cannabinoides

El estudio de los cannabinoides llevd a proponer la existencia de receptores
especificos para estas substancias a nivel de SNC. En 1990 se identificd por clonacion
el primer receptor a cannabinoides en tejido nervioso, el cual se conoce camo CB
(cannabinoid binding 1). En 1993, otro receptor a cannabinoides, denominadaeCB
clonado a partir de células del sistema inmune (Munro et al, 1993). En la figura 5 se

muestran las representaciones de los receptores cannabinoide€BB

cB1 CB2

CCO00CO000000,

0000000000000 00000000 000

Extracelular

&2 g

.. S50 SSE0RRRRARERRRRERRES
LOOCOCOCCCO0C0

Figura 5. Representacion esquematica de los receptores YCBB,. Los receptores tienen siete
segmentos transmembraneAminoacidos comunes a los dos receptoresminoacidos diferentes;
Ysitios consenso de glicosilacidel, e2, e3son asas extracelularag; i2, i3 son asas intracelulares
(Rodriguez et al., 2005)

Receptores CB Se localiza principalmente en las neuronas del cerebro y la
meédula espinal; aunque también estan presentes en ciertos érganos Yy tejidos periféricos,
como las glandulas endocrinas, glandulas salivales, leucocitos, bazo, corazén y en
determinadas zonas del aparato reproductor, asi como en el sistema urinario y
gastrointestinal (Franjo, 2006). Se ha demostrado que los receptarexc@lBados en
las terminaciones nerviosas, tanto centrales como periféricas, inhiben la liberacién de
otros neurotransmisores. De esta manera, la activacion de los receptppst€fe al
sistema nervioso contra sobre-activacion o sobre-inhibicibn provocado por otros

neurotransmisores. Se ha demostrado que la activacion de este subtipo de receptor
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ocasiona los efectos psicotrépicos y cardiovasculares por la administra€ianmibis
sativa (Franjo, 2006).

Receptores CB Se encuentran principalmente en las células inmunitarias, entre
ellas los leucocitos, el bazo, la microglia y las amigdalas (Rodriguez y Carrillo, 2005);
una de las funciones de estos receptores en el sistema inmunitario es la modulacién de
la liberacion de las citocinas, responsables de la inflamacion y la regulacion del sistema
inmunologico. Puesto que los compuestos agonistas de los receptorem €@Btan
presentes en el SNC, se activan selectivamente sin causar efectos psicologicos, por lo
cual, este receptor se estd convirtiendo cada vez mas en un blanco terapéutico,

principalmente como analgésico, antiinflamatorio y antineoplasico (Franjo, 2006).

3.6.3 Mecanismo de accion de los cannabinoides.

Ambos tipos de receptores, CB CB,, pertenecen a la extensa familia de
receptores acoplados a una proteina G. La union de los cannabinoides a sus receptores
desencadena una cascada de segundos mensajeros. Inicialmente activan una proteina G
que a través de la subunidadmodula la actividad de la adenilato ciclasa (A&)ual
a su vez, regula los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que modula la
actividad de la proteina cinasa A (PKA). Finalmente, la activacion de cinasas lleva a la
fosforilacion de diversas proteinas, incluyendo canales idnicos, proteinas de vesiculas
sinapticas, proteinas que regulan la transcripcidon genética y enzimas. Se ha demostrado
gue los cannabinoides también inhiben canales de calcio dependientes de voltaje tipo N,
P, Q y L y que pueden activar o inhibir corrientes de potasio. En la Figura 6 y 7 se

esquematiza el mecanismo de cada uno de estos receptores.

La accion de los endocannabinoides termina cuando son removidos hacia el
espacio intracelular y ahi son degradados enzimaticamente, principalmente por la
enzima FAAH. Actualmente se conocen dos enzimas que tienen la capacidad de
metabolizar endocannabinoides, y son la FAAH y monoglicérido lipasa (MGL), quienes
degradan preferentemente anandamida y 2-Araquidonilglicerol (2-AG) respectivamente

(Jayamanne et al. 2006).
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Figura 6. Mecanismo de accidn de la activacion de receptores IGBfigura muestra algunas rutas
bioquimicas de sintesis, degradacion y actividad celular del endocannabinoide anandamida.

1. La anandamida es liberada por un precursor lipidico de membriraraquidonil-
fosfatidiletanolamina, NAPE) por la accién de una fosfolipasa especifica D (PLD), la cual a su vez es
activada por la despolarizacién provocada por la estimulacion del receptor acoplado a proteina G
(GPCR). La biosintesis del precursor NAPE es catalizada por una enzima de la meribrana,
acetiltransferasa (NAT) activada por el calcio{Ts el AMPc.

2. La anandamida actla como un mensajero retrogrado en los receptores a cannabinoitesa CB
terminal presinaptica, donde regula la liberacién de los neurotransmisores (NT) a través de un segundo
sistema de transduccién [principalmente por el calcio que se incorpora a través de canales de calcio
(VGCC) o de glutamato NMDAN-metil-D-aspartato)].

3. La anandamida también actia como neuromodulador de NT como dopamina; en la célula
postsinaptica, donde es regulada la plasticidad de esta area a través de la modulacién de los canales de
calcio (C&"), y la regulacién del amplio espectro de las proteincinasas (PK), incluyendo la proteincinasa

A (PKA) y la proteincinasa activada por mitdgeno (MAPK).

4. La accidn de la anandamida termina en dos etapas del proceso, la primera es por la entrada a la célula a
través de un transportador de anandamida especifico (AT), y la segunda es por la degradacién via
enzimatica por la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH), degradandola en acido araquiddnico (AA) y
etanolamida (Modificado de Howlett et al., 1999; Howlett et al., 2004)
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Figura 7. Mecanismo de accion de la activacién de los receptoresl@Higura muestra la activacion
celular del endocannabinoide anandamida. Cuando la anandamida ocupa el recepbica@Bs en la
microglia, el cual esta acoplado a proteina G i/o, se inhibe la estimulacion de adenilciclasa (AC)
disminuyendo la cantidad de AMPc, por lo tanto no hay activacién de proteincinasas (PK), evitando asi la
activacion de canales de calcio {3acon estas condiciones no se presenta una despolarizaciéon en la
célula y por ende no se permite la liberacion de citocinas (Cyt), 6xido nitrico (NO) y especies reactivas de

oxigeno (ROS)Modificado de Howlett et al., 1999; Howlett et al., 2004).

3.6.4 Los cannabinoides y la nocicepcion

La nocicepcion es el proceso fisiologico del dolor, el cual esta constituido por
mecanismos periféricos y centrales. Se ha demostrado que la administracion de
cannabinoides genera antinocicepcion (analgesia) en varios modelos experimentales en
animales, incluso se ha analizado su posible mecanismo de accidén; no solo su
interaccidn con receptores a cannabinoides sino también a vanilloides y opioides
(Pertwee, 2001). Debido a los efectos psicotropicos generados por los agonistas a CB
se ha propuesto que la utilidad clinica de los cannabinoides no puede ser practica para el
tratamiento del dolor agudo, por lo que su importancia radica en dolor muy intenso

como el neurogénico y el neuropatico, ya que en este tipo de dolor no hay una
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terapéutica adecuada y los farmacos opioides utilizados para el dolor crénico intenso
(dolor asociado a cancer o SIDA) no funcionan (Reynolds, 2013).

Se ha demostrado a nivel central que los receptoresi€liBn una participacion
muy importante en la modulacidén de la nocicepcion. La administracion de agonistas a
CB; en zonas especificas como la sustancia gris periacueductual y la regién
Ventromedial Rostral generan antinocicepcion. Ambas zonas cerebrales estan
constituidas por receptores opioides, por lo que se ha sugerido que los cannabinoides y
los opioides tienen una estrecha relacion en su mecanismo de accion. Por otra parte, a
nivel periférico se ha demostrado que agonistas a €fmulan la liberacion de
queratinocitos, quienes a su vez libepaendorfinas para generar analgesia (Mohab y
Porreca, 2007).

Los agonistas cannabinoides CB CB, tienen efectos antinociceptivos en
especies animales diferentes (raton, rata, conejo, gato, perro y mono) (Pertwee, 2001).
Estos efectos antinociceptivos de los cannabinoides se han puesto de manifiesto en
muchos modelos de comportamiento de nocicepcién: los modelos térmicos de la prueba
de retirada de cola y de la placa caliente (Buxbaum, 1972), los modelos mecanicos que
miden las respuestas motrices (Smith et al., 1998), acido acético o acido formico

(Bicher y Mechoulam, 1968) y los modelos de estimulacién eléctrica de la pata.

3.6.5 Los cannabinoides y la inflamacion

La inflamacién es un proceso complejo en donde intervienen una gran variedad
de mediadores, entre los cuales se encuentran la COX, el NO, iones, mediadores
inmunoldgicos, citocinas, mastocitos, entre otros. Se ha demostrado que la
administracion de palmitoiletanolamida (PEA) reduce el proceso inflamatorio y
disminuye el dolor, probablemente por inhibicion de la degranulacion de mastocitos y
por consiguiente la disminucion de mediadores pro-inflamatorios como el NO, COX y
neutrofilos (Lo Verme et al. 2005).
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3.7 Palmitoiletanolamida

La palmitoiletanolamida (PEA) o palmindrol es derivada de acidos grasos
C16:0, su nombre quimico es N-(2-hidroxiethil)hexadecanamida (Fig. 8). PEA fue la
primer etanolamida sintetizada por reflujo del acido palmitico, generando cristales
blancos con punto de fusién de 98-99°C.

O
|
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H

Figura 8. Estructura quimica de I&l-Palmitoiletanolamida (PEA).

La palmitoiletanolamida es un compuesto de origen natural, aislado de la lecitina
de soya, yema de huevo y crema de cacahuate, también se encuentra en el cerebro,
higado y musculo esquelético de mamiferos. Se ha encontrado en extractos de corazén
canino, en tejido degenerado, pequefias cantidades en plasma de rata, en fluido
cerebroespinal de humano y se ha documentado que los niveles de PEA incrementan en
pacientes con esquizofrenia (Lambert et al., 2002). Ademas de los mamiferos la PEA se
ha encontrado en especies Marinas como los moluscos: Mytilus galloprovjnGaiis

verrucosa, Tapes decussatus, Callista chione, Crassostrea (Sepe et al., 1998).

3.7.1 Biosintesis y degradacion de la palmitoiletanolamida

PEA es producida por condensacion de etanolamida y acido palmitico a través
de ATP y un proceso independiente de acetil coenzima A (probablemente la FAAH
actla de manera inversa). Otra ruta analoga es la hidrdlisis del precursor fosfolipido, N-
palmitoil-fosfatidiletanolamina por una fosfodiesterasa de tipo D (Fig. 9).

PEA al igual que anandamida son de vida corta debido a que su metabolismo es

muy rapido. Ambos compuestos normalmente son recapturados inmediatamente
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después de la hidrélisis catalizada por la FAAH. Sin embargo, el proceso de recaptura
para ambas amidas es diferente. Anandamida es recapturada por células que poseen
mecanismos independientes de energia, la eliminacion de FAAH puede ocasionar la
acumulacion de anandamida. Al contrario, al menos el 50% de PEA intracelular es
recapturada por un proceso de difusion pasiva que puede ser inhibido por la anandamida
y el 2-araquidonilglierol entre otros compuestos relacionados, la inhibicibn de la
recaptura de PEA puede ser una estrategia farmacoldgica, para la accion de este
compuesto. Asi, la inhibicion de FAAH puede potenciar el efecto farmacoldgico de
PEA y asi elevar la concentracion de anandamida (Di Marzo et al., 1994; Costa et al,
2008).

Se ha demostrado que PEA es un agonista endogeno de los receptores a
cannabinoides CB La anandamida ademas de ser agonista a los receptores a
cannabinoides también actia en receptores vanilloides y en canales de K sensibles a
anestésicos y acidos (TASK-1) que se encuentran en el cerebro. Anandamida tiene baja
afinidad al sitio de union de dihidropiridinas y a canales de calcio tipo L. A diferencia
de anandamida, PEA no tiene efecto en corrientes de TASK-1 o canales de calcio tipo
L, pero si tiene actividad en receptores vanilloides VRimpert et al., 2002; Ho et al.,

2008).

ﬁ N-palmitoil-fosfatidil-etanolamina
By— C- 0— (NAPE)

NAPE-PLD

OO0l e

Acido palmitico Etanolamina

Figura 9. Sintesis y degradacion de PEA.
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3.7.2 Acciones farmacolégicas de la palmitoiletanolamida

Inflamacion. Se ha demostrado que PEA disminuye la degranulacion y activacion de
células mastocito asi como la extravasacion plasmatica, producida por la administracion
local de la sustancia P. Los metabolitos de su hidrélisis (acido palmitico y etanolamida)
no tienen efecto antiinflamatorio, por lo cual, se ha sugerido que PEA actia como una
“ALIAmida” (Amida antagonista de la inflamacion local autacoide) (Mazzari et al.,
1996). PEA como la anandamida tiene propiedades antiinflamatorias a nivel pulmonar,
en donde se ha inducido inflamacién por lipopolisacaridos. PEA también disminuye los
niveles de citocinas TN- (Berdyshev et al., 1998) y la liberacion de NO en

macrofagos que responden a lipopolisacaridos (Ross et al., 2000).

Inflamacioén y nocicepcion PEA disminuye la hiperalgesia inducida por carragenina,

asi como el edema inducido por carragenina-formalina y dextran (Mazzari et al., 1996).
La administracion local de PEA disminuye la Fase | y Il de la prueba de la formalina,
este efecto es revertido por antagonistas de los receptogepdC® cual, se sugiere la
participacion de éstos receptores en la generacion de antinocicepcion en esta prueba.
Contrariamente, la administracién local de anandamida solo disminuye la Fase 1 de la
prueba de la formalina y el efecto fue revertido por antagonistas @iando se
coadministran PEA y anandamida se genera un efecto antinociceptivo de potenciacion
(Calignano et al., 1998).

Se ha sugerido que PEA tiene propiedades analgésicas solo cuando el dolor esta
establecido. Calignano (1998) investigo el efecto de PEA y la anandamida en la prueba
de la placa caliente y encontré que solo la administracion intracerebroventricular de la
anandamida gener6 antinocicepcion 20 y 30 min después de la administracién, en tanto
gue PEA no tuvo efecto, por lo que ésta ultima no interactlia con receptarasivel

central y su efecto es periférico.

Isquemia. En un proceso isquémico los receptores<0B activados, se ha demostrado

gue los agonistas a GHenen efectos neuroprotectores en model®svo de isquemia.

En cultivos primarios de células granulosas de cerebro, el tratamiento con PEA
disminuyo los efectos neurotéxicos en un periodo corto de incubacion con glutamato.
Asi, la produccion de PEA en el cerebro después de proceso isquémico puede actuar

como agente neuroprotector. Interesantemente, la anandamida no funciona como agente
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neuroprotector y ademas antagoniza la neuroprotecccion inducida por PEA (Skaper et
al.,, 1996). Este dato es contradictorio porque otros autores han informado que ni
anandamida ni PEA tienen efectos neuroprotectoredtro (Andersson et al., 2000).

Por otra parte, se ha informado que las oiletanolamidas a concentraciones altas pueden
disminuir los niveles de peroxidacion lipidica producida por el tratamiento corn,6eSO
FeCk/ADP en mitocondrias aisladas de corazén de rata (Parinandi y Schmid, 1988).

3.8 Interaccion de los cannabinoides con otros sistemas de neurotransmision
3.8.1 Interaccién de receptores cannabinoides y opioides

Existe una estrecha relacion entre el sistema cannabinoide y opioide. Se sabe que
ambos sistemas comparten algunas propiedades farmacolégicas como la hipotermia, la
sedacion, la hipotension, la inhibicion de la motilidad intestinal y la depresion motora.

Sin embargo, una de sus interacciones mas importantes es el efecto antinociceptivo.

Existen evidencias que soportan el hecho de que la administracion de naloxona
puede bloquear el efecto antinociceptivo de los cannabinoides. Se ha determinado que
bajas dosis de naloxona (1-5 mg/Kg) parcialmente antagonizan el efedbTC y
altas dosis (10 mg/Kg) bloquean el efectoAderHC (Mansour et al., 1998). Por otra
parte, la administracion de agonistas a cannabinoides en conjunto con agonistas
opioides mu o kappa potencian el efecto antinociceptivo (Rowen et al., 1998). A
continuacion se muestran algunas evidencias que demuestran la interaccion de los

receptores cannabinoides con los opioides:

|. Los cannabinoides generan antinocicepcion a través de mdultiples mecanismos
espinales y supraespinales en el SNC, esto representa diferentes vias
antinociceptivas y blancos terapéuticos para el tratamiento del dolor (Martin et
al., 1995).

Il. Se ha propuesto que los cannabinoides actian a través de receptpnes CB
regulan el dolor en el sitio del dafio como los opioides lo hacen a nivel
periférico, este efecto periférico podria ser un nuevo sitio de accion terapéutica

para evitar efectos centrales de los opioides (Nakamura y Ferreira, 1988).
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VI.

VII.

Se ha demostrado que existe una subpoblacion de receptores a cannabinoides
localizada en la medula espinal lumbar en la rata, por lo que se cree que el efecto
espinal antinociceptivo es mediado por receptores opioides kappa (Hohmann y
Herkenham, 1998), esto esta correlacionado con el hecho de que ligandos de
opioides enddgenos kappa pueden actuar a nivel espinal via otros mecanismos
no opioides (Lu et al., 1997).

Se ha demostrado la existencia de un circuito en el tallo cerebral activado por
cannabinoides para disminuir el dolor en la medula ventromedial rostal, este
efecto es independiente al efecto motor-depresor de los cannabinoides (Martin et
al., 1995; Meng et al., 1998). También se ha reportado que la sustancia gris
periacueductal (SGPA) tiene una participacion muy importante en la regulacion
de antinocicepcion por los cannabinoides (Martin et al., 1995; Litchman et al.,
1996), aunque los receptores a cannabinoides no son abundantes en este sitio la
administracion de un agonista a cannabinoides como CP55940 ocasiond un
efecto antinociceptivo (Herkenham et al., 1991).

La combinacion de anandamida (quien actua en YCBBy) en conjunto con
palmitoiletanolamida (que se une mayoritariamente g @& 100 veces mas
efectiva en disminuir el dafio del tejido que la administracion individual de
ambos (Calignano et al., 1998).

Los antagonistas de GB/ CB, (SR141716A y SR144528, respectivamente)
prolongan el proceso nociceptivo (Calignano et al., 1998).

Se ha reportado el efecto antinhiperalgésico de la palmitoiletanolamida
indicando la participacion de los receptores.GBaggar et al. 1998).

Hasta el momento no se sabe como puede ser la interaccion entre estos dos

sistemas de sefalizacion, se supone que deben converger en el mismo mecanismo.

Se han generado dos hipoétesis que pueden explicar la interaccion. Ambos tipos de

receptores estan acoplados de manera intracelular a la disminucion de AMPc a

través de la activacion de PGi. Se ha demostrado que la exposicién cronica de

morfina genera cambios adaptativos en la AC acoplada a proteinas G, afectando la

eficiencia de otros receptores que también estan acoplados a Gi o0 Go como los

cannabinoides (Nestler, 1992), para que esto suceda ambos deben estar co-

localizados en las mismas neuronas, desafortunadamente no existen evidencias de

radioligando dada la reciente preparacion de los anticuerpos para CB
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Existen varias estructuras como el caudado-putamen, el hipocampo dorsal y la
sustancia negra que son ricos en ambos tipos de receptores (Mansour et al., 1988;
Herkenham et al., 1991). Otras estructuras como la SGPA vy el hipotalamo medio
basal contienen niveles mas moderados de cannabinoides y sitios de unién a
opioides, pero juegan un papel importante en que los cannabinoides median
antinocicepcion y efectos neuroendocrinos de los cannabinoides respectivamente
(Romero et al., 1998). Esta hipétesis puede servir para explicar porque la
administracién de naloxona atenua el efectd\4@HC en animales dependientes

de morfina (Bhargava, 1976).

Por otra parte, los cannabinoides pueden inducir la sintesis de opioides
endogenos. La administracion espinal de agonistas a cannabinoides CP55940
produce la liberacion de la dinorfin@ correlacionado con la generacion de
antinocicepcion (Pugh et al., 1996). La activacion de @B anandamida ocasiona
la activacién de PGs lo cual aumenta la actividad de AC y los niveles de AMPc y
consecuentemente la activacion de PK. Esto ocasiona que se fosforilen los canales
de calcio, aumentando las concentraciones de calcio intracelular ocasionando una
despolarizacion celular y permitiendo la liberaciédadorfinas (Fig. 10) (Mohab
y Porreca, 2007).
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Figura 10. Mecanismo de accién de la anandamida en los receptores a cannabingiggsdtiBiccion

de b-endorfinas. La anandamida llega al receptor a cannabinojlel@Bal esta acoplado a una proteina

Gs, por lo cual, estimula la actividad de la adenilciclasa (AC) incrementando la cantidad de AMPc, por lo
tanto hay activacién de proteincinasas (PK), provocando la interaccién con los canales de é&jcio (Ca
dando como consecuencia una despolarizacién en la célula y por ende la liberfcemddginas que

una vez fuera de la célula encontrara su ruta mediante receptores opioides (Modificado de Howlett et al.,
1999; Howlett et al., 2004).

3.8.2 Interaccion de receptores cannabinoides y vanilloides

Los receptores TRP, se han caracterizado por al menos 20 canales que participan
en varias funciones fisiolégicas como la vasorelajacion, la fertilidad y funciones
sensoriales. En los mamiferos los canales TRP pueden ser divididos en TRPC, TRPV,
TRPM, TRPML, TRPP y TRPA, a su vez estos tienen sus subfamilias.

El receptor TRPAL es el Unico subtipo de los TRPA y se conoce también como
ANKTM1 y p120, se expresa en neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal,

ganglios del trigémino (Bautista et al., 2005). Estos receptores estan colocalizados con
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receptores TRPV1, CGRP y la bradicinina. Estos receptores son activados por estimulos
frios a un umbral de 17°C de temperatura. (Story et al., 2003).

Se ha demostrado que en ratones que carecen de este receptor la respuesta
hiperalgésica mecénica y la hipersensibilidad inducida por bradicinina disminuye
(Bautista et al., 2006). Por otra parte, la administracién intratecal de antisentidos
especificos para TRPAL previenen y revierten la hiperalgesia inducida en modelos de
dafio nervioso (Katsura et al., 2006). Ademas del estimulo frio estos receptores pueden
ser activados por irritantes como la acroleina, 2-pentenal y varios productos naturales
como el aceite de mostaza (alil isotiocianato o ITC), aceite de canela (cinamaldehido),
ajo (alicina), aceite de clavo (eugenol), aceite verde invernal (salicilato de metilo),
jengibre (gingerol), y orégano (carvacrol) (Bautista et al., 2005; Jordt et al., 2004
Macpherson et al., 2005; Xu et al., 2006). En general estas sustancias no son las mejores
herramientas farmacoldgicas; Por ejemplo, el ITC, el cinamaldehido, la alicina y la
acroleina activan TRPA1 a través de una modificacion covalente de residuos de
cisteina dentro de la cadena N-terminal (Hinman et al., 2006). Pero también activan
otras proteinas. Por otra parte, el eugenol y el gingerol, pueden activar varios otros
canales TRP y no son tan potentes en los receptores TRPAL.

El 3’-carbamoilbifenil-3-yl ciclohexilcarbamato (URB597) activa los receptores
TRPAL. Se ha descrito previamente que este compuesto es un inhibidor de la FAAH, la
cual degrada a la anandamida endégena, sin embargo, tiene efecto antagénico sobre
TRPMS, no asi en los TRPV1 o TRPVA4.

URB597 inhibidor de FAAH, induce el influjo de calcio a través de la activacion
de receptores TRPA1 en ganglios de la raiz dorsal, a diferencia de otros inhibidores de
FAAH que no activan TRPA1 (URB532) (Niforatos et al., 2007). En modelos animales
este compuesto tiene efectos ansioliticos, antidepresivos y antiinflamatorios (Gobbi et
al., 2005). También disminuye la alodinia mecanica e hiperalgesia térmica en dolor
neuropatico e inflamatorio (Jayamanne et al.,, 2006). El efecto ansiolitico y
antinociceptivo ha sido atribuido a la inhibicion de FAAH ya que aumenta el nivel de
anandamida.

La capsaicina sirve para caracterizar un dolor quemante, TRPV1 es un canal

catidénico no selectivo con alta permeabilidad al calcio (Caterina et al., 1997) y forma
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parte de una familia de supercanales catiénicos conocidos como canales potenciales de
receptores transientes o TRPs (Clapham et al., 2001). Este receptor también puede ser
activado por temperaturas mayores 848 bien con protones (pH=5). Por su similitud
estructural a la capsaicina varios ligandos enddégenos pueden unirse a estos receptores
como la anandamina, el &cido 12-hidroperoxi-5,8,10,14-eicosatetraenoico, N-
araquidonil dopamina (NADA), N-oleoildopamina (OLDA), y productos de la
lipooxigenasa (Chu et al., 2003). TRPV1 es regulado a la alta durante procesos de
inflamacion (Ji et al., 2002), y la actividad del canal es modulada por la accion de
mediadores inflamatorios como las prostaglandinas y la bradicinina. Se cree que estos
mediadores actuan via PKC o PKA mediante la fosforilacion de TRPV1 (Cortright y
Szallasi, 2004). La interrupcion de genes de TRPV1 en ratones, disminuye la
nocicepcion térmica y reduce la inflamacion inducida por hiperalgesiaEste receptor
participa importantemente en los procesos de dolor y puede ser un blanco terapéutico

importante.

Se han realizado estudios de relacién estructura actividad de antagonistas de
capsaicina exogenos, como la capsazepina, quien bloquea la actividad de este receptor
(Savidge et al., 2002) y genera efectos antihiperalgesicos en modelos inflamatorios y en
dafio a nervios. Un anélogo yodado de la resinferatoxina (I-RTX) (Seabrook et al.,
2002) y capsaicina también son antagonistas de TRPV1 (6-iodo-nordihidrocapsaicin).
Otras moléculas también han sido reportadas que previenen la activacion de los canales
heterologos de TRPV1 conocidos como activadores (Szallasi y Appendino, 2004).
Estos incluyen N-(3-acilloxi-2-benzilpropil){N[4-(metilsulfonilamino)benzil],
analogos de tiourea (Lee et al., 2003), BCTC (Valenzano et al., 2003), y SB-366791
(Gunthorpe et al., 2004). La eficacia en modelos de dolor ha sido investigada solo en
algunos de ellos como antagonistas a TRPV1 como BCTC, I-RTX, y dos analogos de
tiourea BCTC quienes producen efectos antihiperalgésicos en modelos de dolor
inflamatorio y dolor neuropatico (Pomonis et al., 2003), mientras que el tratamiento con
I-RTX inhibe las respuestas inducidas con capsaicina (Wahl et al., 2002). Dos de los
analogos de tiourea inhiben las contorsiones en el modelo de estiramiento abdominal N-

(3-acyloxy-2-benzylpropyl)-N-[4-(methylsulfonylamino)- benzyl] (Lee et al., 2003).

Se ha reportado la caracterizacigrvitro ein vivo de un potente antagonista a
receptores TRPV1, el AMG 9810, que inhibe la recaptura de calcio en ligandos
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enddgenos inducidos por capsaicina, protones y calor en células que expresan TRPV1.
Ademas AMG 9810 bloquea la liberacién de CGRP y la despolarizacion generada por
capsaicina en neuronas de la raiz dorsal. Este compuesto cianamida previene la
conducta generada por capsaicina en raton y revierte la hiperalgesia de modelos

inflamatorios como la hiperalgesia térmica y mecanica (Narender et al., 2005).

3.9 Modelos experimentales en animales para evaluar el proceso nociceptivo

El género humano puede distinguir y verbalizar gran cantidad de sensaciones
dolorosas, debido a que en la integracion de las sensaciones se ven involucrados
factores psicoldgicos, culturales y sociales entre otros. Los animales solo presentan
respuestas neurofisioldgicas, en donde solo se ven involucrados los neurotransmisores
que participan en la percepcion de las sensaciones y se excluye el componente afectivo.
En la valoracion de la accion analgésica se suelen medir respuestas somatomotoras, bien
de tipo monosinaptico, como la retirada de la cola o polisinaptico, como la vocalizacion,
el salto y la contractura de la musculatura abdominal; éstos ultimos implican un alto

nivel de coordinacion entre las vias de la sensibilidad y las motoras.

Al momento de realizar las pruebas nociceptivas se puede observar un amplio
espectro de reacciones. En las pruebas de dolor fisico, las reacciones son evocadas por
estimulos térmicos tdil-flick y hot-platg, mecanico o eléctrico (pruebas de
vocalizacion y flinch-jump). La prueba del dolor tonico con la utilizacion de inyecciones
de agentes algogénicos intradérmicos (prueba de formalina) o intraperitoneal
estiramiento abdominal). En el cuadro 1 se puede observar las caracteristicas

particulares, ventajas y desventajas de algunos de los modelos nociceptivos.

Cuadro 1. Caracteristicas de algunos modelos de nocicepcion (Wilson y Mogil, 2001).
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Modelo

Ventajas

Desventajas

Comentarios

Térmico

Placa caliente

No se requiere
entrenamiento

Puede desarrollar
hiperalgesia.

Conductas que
dependen de otras.

El lamido o levantamiento de la
pata son conductas propias.

El salto ocurre después de otras
conductas validas.

El contacto de la pata con la ori
puede confundir al animal.
Sensible a la temperatura
ambiental.

Retiro de la pata
(Hargreaves)

No se requiere
entrenamiento.
Aplicacion precisa
del estimulo (pata
derecha vs pata
izquierda.

Respuesta inestable
Laborioso
Consume tiempo.

Sensible al lugar.

Sensible a la temperatura del
equipo.

Locomocidn incompatible con lal
prueba.

Retiro de la cola
(calor radiante)

Simplicidad
Respuesta estable.

Requiere
entrenamiento.

Sensible al lugar.
Sensible a la temperatura
ambiental.

La pigmentacién de la cola afect
la absorcién del calor.

Mecanico

Presibn sobre Ia
pata

(Randall y Selito)

Aplicacion precisa
del estimulo (pata
derecha vs pata
izquierda.

Requiere
entrenamiento

El umbral de vocalizacion puede
no reflejar con precision el
umbral nociceptivo.

Filamentos de von
Frey

No se requiere
entrenamiento

Respuesta inestable
Laborioso
Consume tiempo.

Los filamentos se deben calibra
periédicamente.

Sensible a la colocacién precisa|
del filamento.

Quimico

Contorsion

Sensible a los

Sensible a no

Las contracciones tienen algun

abdominal analgésicos débiles.| analgésicos grado de subjetividad.
Sensible a Laborioso Sensible a la habituacion.
analgésicos opiaceos Consume tiempo. Sensible a la temperatura
Formalina Yy NOS Opiaceos. ambiental.

Curso temporal
bif4sico.
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3.9.1 Prueba de estiramiento abdominal

Esta prueba permite establecer un proceso nociceptivo debido a la
administracion de una sustancia algésica (acido acético 0.6% i.p.) en la cavidad
abdominal, generando una respuesta que para el humano seria un dolor de tipo visceral.
La nocicepcion visceral es causada por la activacion de los nervios aferentes sensoriales
que inervan los oOrganos internos tales como el estdmago, el riidn, la vejiga, los
intestinos, y otros. Este tipo de afecciones incluyen una distensién por lesiones o

tumores, isquemias, inflamacion, etcétera (Al-Chaer y Traub, 2002).

La administracion de acido acético en ratdn ocasiona la sensibilizacion periférica
de fibras delgadas®y fibras C. Los mediadores quimicos involucrados son canales de
sodio resistentes a tetrodotoxina, que incrementan sus corrientes idnicas cuando hay
inflamacion de los tejidos (Sanger y Hicks, 2002), la sustancia P, las prostaglandinas,
las citocinas, los neutrofilos, la histamina, la serotonina, el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina, la somatostatina, el péptido intestinal vasoactivo y la bradicidina
(Al-Chaer y Traub, 2002).

De acuerdo a los mediadores involucrados, se ha demostrado que farmacos que
inhiben la sintesis o liberacion de éstos ocasionan una disminucién de la conducta
nociceptiva y en el proceso inflamatorio. Asi los farmacos analgésicos anti-
inflamatorios no esteroideos (AAINE’s) son los que mejor funcionan en esta prueba
nociceptiva. Por lo anterior, la administracion de metamizol, un farmaco que tiene como
principal mecanismo de accién la inhibicion de la enzima COX, responsable de la
sintesis de prostaglandinas asi como la activacion de la via del 6xido nitrico-GMPc, es

un farmaco prototipo para esta prueba de nocicepcion.

3.9.2 Prueba de la placa caliente

Se ha demostrado que cuando se coloca un ratdn en una superficie caliente se
activan fibras nociceptivas y termosensitivas, asi como fibras polimodales que son
sensibles tanto a la temperatura como a un estimulo mecéanico. El calor es uno de los

estimulos mas selectivos, la excitacion de las fibras periféricas desencadenan un
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estimulo directo a la médula espinal. Es asi como los farmacos que tienen la capacidad
de atravesar la barrera hematoencefalica pueden ejercer su efecto antinociceptivo a nivel

central.

En la nocicepcién inducida por un estimulo térmico se ha identificado la
activacion de receptores periféricos opioides, NMDA, TRP y canales de sodio.
Recientemente se ha establecido que los receptores denominados vanilloides (VR1),
mismos que son activados también por capsaicina, participan en la generacion de
nocicepcion ante un estimulo térmico. Particularmente si la temperatura incrementa a
mas de 5Z se activa el receptor VR-1 (Caterina y Julius 2001). Otro de los
neurotransmisores que participa en esta prueba de nocicepcion es el neuropeptido Y
(NPY), se han identificado al menos dos subtipos NfPMPYs tanto a nivel periférico

como a nivel central (Taiwo y Taylor 2002).

3.9.3 Prueba de la formalina

La prueba de la formalina se ha utilizado como un modelo de dolor persistente
en donde la respuesta nociceptiva depende de la sensibilizacion periférica y central. La
conducta nociceptiva inducida por la inyeccion de formalina se evalla registrando la
frecuencia de sacudidas/contraccién, el tiempo de lamida y mordida de la pata inyectada
(Tjolsen et al., 1992).

La prueba de la formalina presenta un patron bifasico compuesto por un primer
periodo agudo (Fase | o fasica) comprendida del min O al min 10. Esta Fase se atribuye
al efecto directo del algbgeno sobre los nociceptores, debido a los disparos rapidos de
las neuronas aferentes primarias tipo C. Seguido de un periodo sostenido (Fase Il o
tonica) que se caracteriza por una respuesta inflamatoria, la cual se considera del min 10
al 60. Entre las dos fases existe un periodo denominado Q o quesciente, dicha fase se
caracteriza por una disminucién de la conducta dolorosa y no muestra una conducta
sugestiva de nocicepcion, la cual se relaciona con la actividad de las neuronas que
convergen en el asta dorsal. Dichas neuronas retornan su actividad cerca de los niveles
basales 5 a 10 min, lo que origina una disminucion de la actividad de la fibra aferente

primaria (Malmberg y Yasks, 1995).
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Las evidencias farmacoldgicas, bioquimicas y electrofisiolégicas sugieren que la
Fase | se caracteriza por la liberacién de sustancias pro-inflamatorias que activan a las
fibras aferentes primarias y al aumento en la liberacion de aminoacidos excitatorios.
Mientras que la Fase Il se relaciona con el desarrollo de la inflamacion, lo que conduce
a una actividad intensa de las aferentes nociceptivas en la médula espinal, aumento en la
excitabilidad de las neuronas y proporcion de la sensibilizacion central. Ademas de la

liberacién de sustancia P, glutamato?'Gaprostaglandinas (Puig y Sorkin, 1996).

3.9.4 Prueba de la capsaicina

La capsaicina es el principal metabolito de la fanapsicum este farmaco
tiene gran importancia en la investigacion del proceso nociceptivo debido a que genera
un dafio a los nervios, caracterizando a un dolor de tipo neurogénico. Se ha demostrado
que la administracion de capsacina activa receptores vanilloides (canal V1 o TRPV1) y
otros canales ionicos (Caterina et al., 1997) asi como las taquicininas, la sustancia P y a
la neurocinina A. mediadores altamente expresados en fibras aferentes primarias que

ascienden a las terminaciones nerviosas de la médula espinal (Duggan et al., 1988).

La capsaicina es una herramienta farmacologica de interés terapéutico ya que la
administracion de esta genera un proceso nociceptivo, pero la administracién continda
ocasiona antinocicepcion, probablemente por la participacién de los receptores TRPV1
gue median el influjo de calcio desensibilizando a las neuronas nociceptivas (Sawynok,
2003).
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4.0 Los anticonvulsivantes y la nocicepcion

Los farmacos adyuvantes se utilizan para el tratamiento del dolor que no disminuye ante
la administracion de AAINE’s y opioides, incluso con la combinacion de ellos. Uno de
los tipos de dolor mas dificil de tratar es el dolor neuropatico, en donde ni los opioides
fuertes como la morfina presentan eficacia terapéutica. En este tipo de padecimientos
entre otros como el dolor cronico debido a enfermedades neurodegenerativas y el dolor
asociado a cancer, asi como dolor de la musculatura como dolor bajo de espalda, se
utilizan farmacos para la ansiedad, la depresién y los anticonvulsivantes, como la
gabapentina o la carbamazepina, también son utilizados para el manejo del dolor
neuropatico, cuando el dolor es de tipo lancinante o quemadura, estos farmacos
suprimen la descarga neuronal espontanea (Backonja, 2000). Compuestos analogos a la
gabapentina poseen baja eficacia contra el dolor agudo, pero cuando se utilizan en
combinacion con opioides permiten una reduccion en la dosis de estos farmacos y
mejoran los efectos analgésicos (Buvanendran y Kroin, 2007). También se ha
demostrado el efecto analgésico de los anticonvulsivantes para aliviar el dolor en
pacientes con neuropatia; En dos estudios se mostr6 que la gabapentina, pero no el
placebo, reduce de manera significativa y dosis dependiente (1800 mg/dia, 2400 mg/dia
y 3600 mg/dia) el dolor neuropatico (Rice y Maton, 2001). En los 2 estudios se
observaron mejoras en los parametros de calidad de vida como interferencia con el

suefo, estado de animo, depresion, coraje, fatiga, confusién, vitalidad y salud mental.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se tiene evidencia que la anandamida y la palmitoiletanolamida como parte del
sistema endocannabinoide participan en el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio.
Estas sustancias interactian en receptoresyGEB,, disminuyen la nocicepcion y la
inflamacion tanto a nivel central como a nivel periférico. Desafortunadamente, la
ocupacion de receptores CPBor agonistas exdégenos trae como consecuencia efectos

psicotropicos y cardiovasculares importantes para el organismo.

Por lo anterior, agonistas a CBo serian los farmacos mas adecuados para
disminuir la nocicepcion. Resulta muy interesante contar con compuestos que pudieran
ser agonistas a receptores;C@uienes actuarian a nivel periférico, evitando los efectos
centrales de los cannabinoides. O bien con compuestos que inhiban a la enzima FAAH
(la cual se encarga de degradar a la anandamida). La PEA es un inhibidor de FAAH y
actia en receptores @B nivel periférico, por lo que andlogos estructurales con
actividad antinociceptiva pueden ser una alternativa terapéutica para el tratamiento del
dolor.

El presente trabajo tiene como finalidad evaluar la actividad antinociceptiva de 6

compuestos analogos estructurales de la PEA N-aril sustituidos.
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V. HIPOTESIS

Los compuestos analogos estructurales de la PEA N-aril sustituidos, tales como:
N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamidd){ N-(2-nitrofenil)hexadecanamid&), N-
[2-nitro-5-(trifluorometil)fenillhexadecanamida 3X% N-[(5-cloro-2-
nitro)fenillhexadecanamida4), 4-amino-3-(palmitoilamino)acido benzoéicé)(y 2-
amino-3-(palmitoilamino)acido benzoéicé)( tienen actividad antinociceptiva en las
pruebas experimentales de nocicepcion siguientes: estiramiento abdominal, placa

caliente, formalina y capsaicina en roedores.
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VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antinociceptivo de los compuestod-(4-metoxi-2-
nitrofenil)hexadecanamida 1), N-(2-nitrofenil)hexadecanamida 2), N-[2-nitro-5-
(trifluorometil)fenillhnexadecanamid&), N-[(5-cloro-2-nitro)fenillhexadecanamidd)(
4-amino-3-(palmitoilamino)acido benzdica5)( y 2-amino-3-(palmitoilamino)acido
benzadico §) en las pruebas de nocicepcion siguientes: estiramiento abdominal, placa

caliente, formalina y capsaicina en roedores.

6.2. Objetivos particulares

1.- Evaluar el efecto antinociceptivo producido por la inhibicion de la enzima FAAH
por tres analogos N-aril sustituido®-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida)(, 4-
amino-3-(palmitoilamino)acido benzdéico5)( y 2-amino-3-(palmitoilamino)acido
benzoico §); en dos pruebas nociceptivas, una térmica (placa caliente) y una quimica

(estiramiento abdominal) en raton.

2.- Evaluar el efecto antinociceptivo de cuatro analogos N-aril sustituitie@t- (
metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamidal)( N-(2-nitrofenil)hexadecanamida2), N-[2-
nitro-5-(trifluorometil)fenillhexadecanamida 3X y N-[(5-cloro-2-
nitro)fenillhexadecanamidat) en la prueba de formalina y valorar la influencia de la

posicién del grupo nitro en su estructura sobre dicho efecto antinociceptivo.

3.- Evaluar el efecto antinociceptivo de-({4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida) (

en la prueba de nocicepcidn con capsaicina.

4.- Evaluar el efecto anticonvulsivo dN-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida)(

en una prueba de convulsiones inducidas con pentilentetrazol.
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VIl. MATERIAL Y METODO

7.1. Material biologico

En los experimentos se utilizaron rato®@dss webstenembras con un peso de

25-30 g y ratasWistar macho con un peso entre 170 y 200 g. Los animales
permanecieron al menos 5 dias en el area de experimentacion con la finalidad de que se
ambientaran a las condiciones del laboratorio (25-26°C y periodos de luz/oscuridad
12/12 h). Doce horas antes de cada experimento se les retiré el alimento a los animales,
permaneciendo solo con libre acceso al agua. Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo a las guias sobre aspectos éticos para la investigacion del dolor experimental en
animales (Covino et al., 1980). Los experimentos se realizaron entre las 7:00 h y 14:00
h. Los animales fueron utilizados solo una vez y se sacrificaron en una camara de CO

al finalizar el experimento.

7.2. Farmacos y reactivos

Morfina se adquirié de Laboratorios PISA (México) y metamizol de laboratorios
Adventis (México). Diclofenaco, pentilentetrazol, naloxona, capsaicina, acido acético y

formalina se adquirieron de Sigma-Aldrich.

Capsaicina se disolvié en 10% de etanol, 10% de Tween 80 y 80% de solucién
salina isotonica (SSI). Acido acético (0.6%) y formalina (1%) se diluyeron en agua
destilada. Diclofenaco, metamizol y morfina se disolvieron en SSI al 0.9%. Los

analogos del 4cido palmitico se suspendieron en Tween 80 (0.2%) y SSI al 0.9%.

Los compuestos se administraron por via intraperitoneal (i.p) o via intragastrica
(i.9.), ajustando las concentraciones de manera que por cada 10g de peso corporal se
administraron 0.1 mL de la solucién del farmaco o suspension de los compuestos. El

vehiculo utilizado en todos los experimentos fue Tween 80 al 0.2% en SSI al 0.9%.
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7.3. Obtencién de los analogos N-aril sustituidos de la palmitoiletanolamida (PEA).

Los analogos N-aril sustituidos de palmitoiletanolamida fueron sintetizados en el
Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos por el Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez. Para la
identificacién de todas las reacciones fueron seguidas por cromatografia en capa fina,
los compuestos fueron purificados y posteriormente caracterizados por métodos

espectrométricos y espectroscopicos.

Los compuestos se sintetizaron a partir de N-palmitoiletanolamida tomando
como base la estructura del acido palmitico y su amida derivada. En la Tabla 2 se

muestran los analogos estructurales de la palmitoiletanolamida.

A todos los analogos se les determing la capacidad de inhibir el metabolismo de
la anandamida, lo que se representdé como el % de inhibicién de la enzima FAAH. La
potencia de PEA se utiliz6 como control positivo. En el cuadro 2 se muestran los

resultados obtenidos (Duarte-Fajardo, 2007).

Cuadro 2. Inhibicion del metabolismo de anandamida presentada por analogos de palmitolietanolamida.

Compuesto % inhibicidn del metabolismo de la | Potencia con respecto a PEA
anandamida
PEA 78 +7.23 1

1 79.47 £ 6.45 1.1
2 58.11 + 6.06 0.5
3 83.82+1.28 1.1
4 53.22 + 4.06 0.45
5 95.14+1.79 2.5
6 No determinado

PEA es el control positivo, las demas estructuras se representan como la amida derivada de PEA (Duarte-
Fajardo, 2007).
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Tabla 2 .Andlogos N-aril sustituidos del la palmitoiletanolamida (Duarte-Fajardo, 2007).

la

0]
/\/\/\/\N/R
H
\/\/\/\
N-palmitoiletanolamida y su amida sustituida
Compuesto R (sustitucion) Nombre
0,
1 N-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamig
% OMe
2 % N-(2-nitrofenil)hexadecanamida
O,
O,N
3 N-[2-nitro-5-
(trifluorometil)fenillhexadecanamida
% CF;
O,N
4 N-[(5-cloro-2-nitro)fenillhexadecanamid
Cl
HoN
5 Acido 6-amino-3-(palmitoilamino)
% benzoico
COOH
HoN OOH
6 Acido 2-amino-3-(palmitoilamino)

benzobico
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7.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva.

Primero se seleccionaron tres compue&tdsy 6 para determinar si éstos presentaban
efecto antinociceptivo en la prueba de estiramiento abdominal, placa caliente y

capsaicina, posteriormente se evaluaron los compuestos.

7.4.1. Prueba de estiramiento abdominal

Esta prueba nociceptiva consiste en proporcionar un valor numérico a los
estiramientos y/o contorsiones abdominales (Fig. 11) presentadas por el raton que ha
sido administrado con una sustancia algésica como acido acético al 0.6% i.p. (Koster et
al., 1959).

Figura 11. Fotografias de la prueba de estiramiento abdominal, aqui se muestran los estiramientos y/o
contorsiones generados después de la administracién de acido acético (0.6% i.p.) (Koster et al., 1959).

Los ratones utilizados fueron tratados con vehiculo y los compukstog 6
(10, 30 y 100 mg/Kg i.g.). Posteriormente, se ambientaron de manera individual en una
caja de acrilico por un lapso de 40 min. Después del periodo de ambientacién se
administr6 el acido acético (0.1mL/10g i.p.) e inmediatamente se contaron los
estiramientos y/o contorsiones abdominales presentadas por el raton por intervalos de 5
min, hasta llegar a 30 min. Como control positivo, se utilizé el farmaco metamizol (10,
30 y 100 mg/Kg p.o.), éste fue administrado 15 min antes del acido acético (pero los
ratones tuvieron un periodo de ambientacion de 40 min). El tiempo de administracion se
decidi6é una vez que, en pruebas preliminares se determin6 que a los 15, 20 y 30 min no
se observo una disminucion del nimero de estiramientos con la dosis de 100 mg/Kg
(i.g.). Sin embargo, a los 40 min si se observo una disminucion del efecto nociceptivo.
En el Diagrama 1 se muestra el procedimiento para la evaluacion de la actividad
antinociceptiva de los analogts5 y 6 de PEA. Con los datos obtenidos se construyo
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un curso temporal (tiempes numero de estiramientos). Cada valor se expreso como el

promedio de 6 animalésel error estandar (e.e.).

Vehiculo
Tween 80al 0.2%

en SSI
1g.

Metamizol Compuesto 5
10,17.8,31.6y 56.

mg/Kg i.g.

Compuesto 6
10,30y 100mgKg
ig.

Compuesto 1
10,30y 100mgKg
ig.

10,30y 100 mgKg
ig.

40min 40min

y

Administracion via intraperitoneal de dcido dcetico
al 0.6%, 0.1/10gen ratén

A

Determinacion del nimero de estiramientos y/o
contorsiones por espacios de cinco minutos
durante 30 minutos.

Diagrama 1. Disefio de experimentos para la evaluacion del efecto antinociceptivo de los compuestos
5y 6 en la prueba de estiramiento abdominal en ratén.

7.4.2. Prueba de la placa caliente

La prueba de la placa caliente permite el establecimiento de una condicidn
dolorosa en el animal de experimentacion (rata o raton), mediante un estimulo térmico.
El estimulo térmico ocasiona la activacién de los termo-nociceptores, lo que se traduce
en una respuesta nociceptiva que va hacia el SNC (Woolfe y MacDonald, 1944; Eddy y
Leimbach, 1953).

Se utilizé una placa caliente (Modelo 7250, Ugo Basile, Italia) que se mantuvo a
una temperatura constante de 55.3 + 0.1°C, sobre la placa hay un cilindro de acrilico
dentro del cual se colocé al raton para observar la latencia de respuesta al estimulo
térmico (Fig. 12). Esta respuesta se manifiesta a través de un salto, por el levantamiento
de las extremidades traseras o la presencia de orina. La administracion de una sustancia

antinociceptiva previa al estimulo térmico ocasiona que la latencia de respuesta se

41



incremente. El tiempo maximo de exposicién en la placa caliente fue de 30 s, éste
tiempo de corte fue determinado con una sustancia de referencia como la morfina y se
refiere a la maxima latencia que se presenta en el raton con una dosis alta de morfina (6
mg/Kg p.o.). Posterior a este tiempo, el animal presenta dafio inflamatorio en la pata asi
como pérdida de sensibilidad. Los compuedtds, 6 (10, 30 y 100 mg/Kg p.o.) y el
vehiculo se administraron a los ratones 40 min antes de introducirlos al cilindro sobre la
placa. El farmaco de referencia que se utilizé fue la morfina (1.5, 3.0 y 6.0 mg/Kg p.o.),
la cual se administré 15 min antes del inicio de la prueba. En todos los experimentos se
determind la latencia de respuesta a los 30, 60, 90 y 120 min como se muestra en el

diagrama 2.

En la prueba de la placa caliente los datos se presentan como area bajo la curva
(ABC), en unidades de area (ua), la cual se obtuvo a partir de un curso temporal
(tiempovs latencia de respuesta). EI ABC de este curso temporal se determiné por el
método de los trapecios Yy representa el efecto antinociceptivo total generado por los
compuestos evaluados. Cada valor se expresa como el promedio de 6 ahielales

e.e.m.

Figura 12. Fotografia de la prueba en la placa caliente (estimulo nociceptivo°Gh.B/Noolfe y

MacDonald, 1944; Eddy y Leimbach, 1953).
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Vehiculo
Tween80al 0.5%

en SSI
g

Compuesto 5
10,30y 100 mgKg
ig.

Morfina
1.5,3.0y 60
mgKgig.

Compuesto 1
10,30y 100 mgKg
ig.

Compuesto 6

15min 40min 40min

r

Colocacion del raton en la placa caliente
(temperatura constante de 55.3% 0.1°C)

|

Determinacion de la latencia en un lapso de 30
segundos, en los tiempos 30, 60, 90 y 120min

Diagrama 2. Disefio de experimentos para la evaluacion del efecto antinociceptivo de los compuestos

5y 6 en la prueba de la placa caliente en ratén.

7.4.3. Prueba de capsaicina

La capsaicina es una sustancia que actia por contpobvocando una
deplecion de los neurotransmisores y neuromoduladores contenidos en las dilgras A
C, ésta se genera por una activacion continua de los canales de sodio continua
produciendo como consecuencia un dolor de tipo neurogénico caracterizado por un

aumento en la lamida de patas y cuerpo (Sandora y Zsuzsanna, 2007).

En esta prueba se colocé al raton en un cilindro de acrilico de 30 cm con dos
espejos en la parte trasera del mismo, para facilitar la observacion a diferentes angulos.
Los ratones tuvieron un periodo de adaptacion de 15 minutos antes de la administracion
de la sustancia algésica. Posteriormente, se administrd capsaicina $ig/paté en un
volumen de 2QuL) en la superficie dorsal de la pata inferior derecha del raton. La
conducta nociceptiva se caracterizé por un aumento de sacudidas y lamidas de la pata y
dorso. En esta prueba se determind el tiempo acumulado en el cual el raton presento la

conducta nociceptiva durante un periodo de 5 min. El compie&p 10, 30, 100 y
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150, mg/Kg p.o.) el vehiculo se administraron 40 min antes de la inyeccion de

capsaicina por via subcutanea como se muestra en el diagrama 3.

Vehiculo
Tween 80 al 0.5%
en SSI

ig.

Compuesto 1
3, 10, 30, 100 y150
mg /Kg ig.

l

Administracion de capsaicina (1.6 ugen 20 uL s.c)enla
superficie dorsal de 1a pata inferior derecha del animal

l

Determinacion del tiempo acumulativo de
respuesta (lamida de la pata administrada)
durante 5 min.

Diagrama 3. Disefio de experimentos para la evaluacion del efecto antinociceptivo del conipere$to
prueba de la capsaicina en ratén.

7.4.4. Prueba de la Formalina

Esta prueba consiste en proporcionar un valor numeérico a la conducta
nociceptiva producida por la administracibn de una sustancia algésica como la
formalina. La conducta nociceptiva se traduce en sacudidas de la pata inferior derecha
(Fig. 13) en la cual formalina (50L al 1%) es inyectada por via subcutanea en la

superficie dorsal de la pata (Tjolsen et al., 1992).

44



Figura 13. Fotografia de la prueba de formalina (1% en la superficie dorsal de la pata inferior derecha)
(Tjolsen et al., 1992).

En esta prueba las ratas se colocaron en un cilindro de acrilico de 30 cm de
diametro, en la parte posterior se colocaron espejos que permitieron la adecuada
observacion de la conducta de los animales desde diferentes angulos. Las ratas se

ambientaron durante 60 min en el cilindro antes de la administracién de formalina.

Los compuestod (1,3, 10 y 30 mg/Kg i.p.)2, 3,4 (10 y 30 mg/Kg i.p.) y el
vehiculo se administraron 15 min antes de la administracion de formalina a nivel local
(50 uL al 1% s.c.) en la superficie dorsal de la pata inferior derecha. Inmediatamente
después de la administracion de formalina, las ratas se colocaron nuevamente en los
cilindros de acrilico y se cuantificd el nimero de sacudidas de la pata inyectada con
formalina en intervalos de 1 min cada 5 min por 60 min. Todos los experimentos se
realizaron con una temperatura de 25 + 2°C. En esta prueba de nocicepcion se utilizé
como farmaco de referencia al diclofenaco (1, 10, 30 y 56.2 mg/Kg, i.p.). En el
diagrama 4 se muestra el disefio experimental utilizado en este modelo de nocicepcion.
En la prueba de la formalina, la respuesta al estimulo nociceptivo se presenta en dos
fases; la primera de ellas se presenta entre 0 y 10 min, ello se debe a un efecto directo
quimio-nociceptivo de la formalina, mientras que la segunda fase se presenta entre los
10 y 60 min, y es mediada principalmente por reacciones inflamatorias. En esta prueba
el ABC de la Fase | y la Fase Il representan el efecto antinociceptivo total.
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Vehiculo
Tween 80 al 0.2%
en SSIip.

Diclofenaco
1. 10,30y 56.2
mg/Kg i.p

Compuesto 1
1.3.10y 30
mg/Kg ip.

Compuesto 2, 3y 4
10y 30 mg/Kg
ip

15 min 15min 15min

h 4

Administracion de formalina 1% (0.5 mg/pata
s.c.) en la superficie dorsal de la pata inferior
derecha de la rata

h 4

Determinacion del nimero de sacudidas por
min cada cincomin, durante una hora

Diagrama 4. Evaluacion del efecto antinociceptivo de los compuestos 1, 2 y 3 en rata, en la prueba de la
formalina.

7.5. Evaluacioén de la actividad anticonvulsiva.

7.5.1 Prueba de efecto anticonvulsivo.

Debido a que algunos farmacos anticonvulsivantes pueden actuar como
coadyuvantes analgésicos, principalmente bajo condiciones de dolor intenso,
gabapentina y carbamazepina se utilizan ampliamente en la clinica para el tratamiento
del dolor neurogénico y neuropatico. Ambos farmacos incluso se han combinado con
AAINE’s o vitaminas para potenciar el efecto antinociceptivo. Desafortunadamente en
el dolor neurogénico y neuropatico no existen alternativas que ayuden a eliminar el

estimulo nociceptivo y tan solo sirven como paliativos del dolor.

El efecto anticonvulsivo se determindé por medio de una prueba en donde se
inducen convulsiones clénico-tonicas en raton por medio de la administraciéon de 90
mg/Kg via i.p. de PTZ. El compuestcse administré 40 min antes de la administracion
de PTZ (Diagrama 5). La conducta registrada se manifestd6 por cambios de
comportamiento y se registré la latencia a la presencia de crisis, las cuales se divide en
cuatro fases (Fig.14).
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Fase |. Mioclonias caracterizadas por los movimientos espontaneos como la retraccion
de las orejas o saltos.

Fase Il. Crisis generalizada, que se caracteriza por la pérdida de la postura del raton.
Fase lll. Crisis tonica, es una convulsion que involucra un solo tono muscular, el raton
gqueda paralizado de cuerpo completo.

Fase IV. Muerte.

Figura 14. Fotografias del efecto convulsivo de pentilentetrazol en sus diferentes fases (Swinyard
et al., 1989).
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Vehiculo
Tween 80 al 0.5%
en SSI

ig.

Compuesto 1
30, 100,300y1000
mg/Kg i.g.

|

Administracion intraperitoneal de PTZ
(80 mg/Kg)

l

Determinacion de latencia a la crisis.

mioclonias, generalizada, ténica v muerte.

Diagrama 5. Disefio de experimentos para la evaluacion del efecto anticonvulsivo del confpeesto

raton.

7.6. Activacion de la via opioide como posible mecanismo de accién del compuesto

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

Para evaluar la posible participacion de los receptores a opioides en el efecto
antinociceptivo generado por el andlogo de la palmitoiletanolamida, el comfiussto
utilizé 1 antagonista de los receptores opiodes como la naloxona (NLX) en la prueba de
la placa caliente. NLX (1 mg/Kg i.p.) se administré a dos grupos de 6 ratones; 15 min
después se administrdo morfina (6 mg/Kg) a un grupo y el compliassegundo grupo
a la dosis de 30 mg/Kg (i.g.) 40 min antes de la prueba, que es la dosis que produce el

95% de respuesta antinociceptiva.

En esta prueba se consider6 como efecto maximo (100 %) el efecto

antinociceptivo de la dosis mas alta de morfina (6 mg/Kg i.g.) equivalente a 2918.33 ua.
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7.6. Andlisis de los datos

Se construyeron cursos temporales para los resultados de las pruebas de
estiramiento abdominal, placa caliente y formalina, colocando en el eje de las abscisas
el tiempo de evaluacién y en el eje de las ordenadas el efecto antinociceptivo, expresado
como numero de estiramientos, latencia de respuesta y numero de sacudidas

respectivamente.

Para la prueba de formalina y placa caliente se determiné el area bajo la curva
(ABC) utilizando la regla de los trapezoides, método que permite aproximar una
integral definida, los datos se expresan como unidades de area (ua). La disminucion del
area bajo la curva de cada tratamiento en comparacion con el vehiculo representa el

efecto antinociceptivo de los farmacos y compuestos evaluados.

Cada dato en las graficas representa el promedio + e.e. de 6 animales por grupo.
En el caso de la prueba de capsaicina los resultados se expresan como tiempo
acumulado de respuesta nociceptiva y el efecto anticonvulsivo como latencia a la
presencia de crisis convulsiva. Para el andlisis de los datos se utiliz6 una prueba t de
Student para comparar dos grupos y para comparar mas de dos grupos se utilizé un
analisis de varianza de una via (ANDEVA). Cuando se encontro diferencia estadistica
en el ANDEVA se utilizaron dos pruebas post-hoc; una prueba de Dunnet cuando se
compard con respecto al vehiculo y una de Tukey cuando se compararon todos los
grupos. La diferencia estadistica se determin6 con una p<0.05 (*) y p<0.01 (**). Todas

las pruebas estadisticas fueron hechas con el programa SigmasStat version 3.5 para PC.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8. 1. Evaluacion del efecto antinociceptivo de los compuestos 1, 5y 6; analogos de

palmitoiletanolamida en ratones.

En el presente trabajo se realiz6 la evaluacion preliminar de los efectos
antinociceptivos generados por una serie de analogos estructurales de la
palmitoiletanolamida. Para lo cual, se utilizaron 4 diferentes pruebas nociceptivas en
roedores. Estas pruebas permiten establecer el proceso neurofisioldgico de nocicepcion
generado por la presencia de un estimulo, ya sea de naturaleza quimica o térmica
(Wilson y Mogil, 2001).

Los compuestos 1, 5 y 6 se evaluaron en la prueba de estiramiento abdominal
gue sirve para identificar compuestos que pudieran tener actividad inhibitoria sobre la
enzima COX, debido a que principalmente se liberan prostaglandinas en el proceso
nociceptivo inflamatorio que se genera. Por otra parte, la prueba de la placa caliente se
utiliza en general para identificar compuestos que puedan atravesar la barrera

hematoencefalica con actividad opioide (Eddy y Leimbach, 1953).

En la Figura 15 se muestran los compuestos seleccionados, en donde uno de

ellos posee un grupo sustituyente nitro y los otros dos son acidos con un sustituyente

amino.
(0]
R
@%“
H
Estructura Base
0N HoN OOH
Compuestd Compuest®d Compuest®

Figura 15. Estructura quimica de los compuestos 1, 5 y 6 evaluados en la prueba de estiramiento
abdominal y placa caliente (Duarte-Fajardo, 2007).
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8.1.1. Prueba de estiramiento abdominal en ratén.

En la Figura 16 se muestra el curso temporal del grupo control que fue
administrado por via intragastrica con el vehiculo (SSI), se observa que los
estiramientos y/o contorsiones se incrementan al maximo entre los 15 y 20 min, los

cuales van disminuyendo gradualmente.

En la Figura 17 se observa que tanto el compukstomo el5 disminuyen el
namero de estiramientos con respecto al grupo control (administrado con vehiculo); por
otro lado, el compuest® no mostré una disminucién del efecto nociceptivo
(estiramiento) inducido por la administracion de acido acético. A la dosis de 100
mg/Kg, el compuestd generd un efecto antinociceptivo de 42.58% con respecto al
grupo control (0% de efecto antinociceptivo) y el compuéstprodujo un efecto
antinociceptivo de 24%. Cabe sefalar que, buscando un efecto antinociceptivo mayor,
se administréO una dosis mas alta del compugstB00 mg/Kg, p.0.) y se observo
nuevamente una reduccion de la conducta nociceptiva siguiendo una relacién dosis-
dependiente. Por lo anterior, podemos sugerir que el comduesteel mas eficaz de la
serie de compuestos evaluados en este modelo. Podemos sugerir también que
probablemente este compuesto interfiere de manera mas significativa con la via de las

prostaglandinas, mecanismo principal de mediacion del dolor en esta prueba.

Metamizol fue seleccionado como control positivo por ser un analgésico tipo
AAINE que inhibe a la COX y por consiguiente la generacion de prostaglandinas como
su principal mecanismo de accion, el cual disminuyé de manera dependiente de la dosis

el nimero de estiramientos (Figura 17).

Ademas de los mecanismos involucrados con la actividad de prostaglandinas, los
compuestod y5 podrian interactuar con otros mecanismos que contribuyen al proceso
nociceptivo-inflamatorio en el dolor visceral, tales como la interaccién con receptores
opioides kappa (Su et al.,, 2002), NMDA y NK (Laird et al., 2000) ya que se ha
demostrado que éstos participan en el proceso nociceptivo visceral.
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Figura 16. Prueba de estiramiento abdominal. La administracion de acido acético (i.p.) en ratones que
recibieron vehiculo (Tween 80 al 0.2% en soluciéon salina p.0.) genera una conducta nociceptiva
caracterizada por estiramientos y/o contorsiones abdominales. EI curso temporal corresponde al
promedio de 6 animales e.e. El nimero total de estiramientos durante los 30 min representa el efecto
nociceptivo total generado por el acido acético.

300 300 +
2 . B
2 ke
g s
g 200 E 200 o u
g g uE
(]
3 100 'g 100 <
g 5
o
g 5
P4 z 0 -
V _10 30 100 300 10 30 100 vV 10 30 100 10 30 100
Compuesto 1 Metamizol Compuesto 5 Metamizol
(mg/Kg i.g.) (mg/Kg i.g.)
300
g C
=
2
g 200
& D
(]
'g 100
@ N
S
3
z

o

\% 10 30 100 10 30 100
Compuesto 6 Metamizol

(mg/Kgi.g.)
Figura 17. Efecto antinociceptivo de los compuestapanel A),5 (panel B y 6 (panel C) en la prueba
de estiramiento abdominal. Los compuesttps, 6 y el vehiculo (V=SSI) fueron administrados 40 min
antes de la administracion del acido acético (0.6% i.p.). Se muestra también el efecto antinociceptivo de
la administracion de metamizol (administrado 15 min antes del estimulo algésico). Cada barra representa
el promedio de 6 animalese.e del nimero total de estiramientos generados durante un periodo de 30
min. La diferencia estadistica es con respecto al vehiculo, ** (P< 0.01), determinada por un ANDEVA,
seguido de prueba de Dunnet.

52



8.1.2. Prueba de la placa caliente en raton.

En esta prueba la conducta nociceptiva a evaluar esta caracterizada por un salto,
lamida de patas traseras o presencia de orina. En la figura 18 se muestra el curso
temporal del grupo tratado Unicamente con el vehiculo (SSI). Los complgstp$
fueron administrados (10, 30 y 100 mg/Kg i.g.) 40 min antes de colocar a los ratones en
una superficie caliente (55.3 *= 0.1°C). El calor activa fibras nociceptivas
termosensitivas y polimodales, este estimulo es selectivo y se dirige directamente hacia
la médula espinal. En la prueba de la placa caliente no todos los farmacos analgésicos
que tienen actividad en una prueba periférica como la de estiramiento abdominal
presentan efecto antinociceptivo ya que es necesario que atraviesen la barrera
hematoencefélica para generar antinocicepcion a nivel espinal. Generalmente los
farmacos de tipo opioide son los que tienen efecto en esta prueba de nocicepcion, es por
ello que se seleccioné como farmaco de referencia a morfina (1.5, 3 y 6 mg/Kg p.o., 15
min antes del estimulo térmico), un farmaco que actia a nivel espinal no solo en

receptores opioides de tipo mu sino también en receptores kappa.

En la Figura 19 se observa que el compuéstauestra una ligera tendencia a
incrementar la latencia a la respuesta nociceptiva conforme aumenta la dosis; sin
embargo, este efecto no fue estadisticamente significativo con respecto al grupo control.
Morfina y los compuestod y 5 aumentaron la latencia de respuesta de manera
dependiente de la dosis. También se observa que el compuwekie dosis de 10, 30 y
100 mg/Kg genera 102, 95 y 82 % de antinocicepcion con respecto al 100% de
antinocicepcion generado por la administracion de morfina. EI comphiggoerd 84,

78 y 71 % de antinocicepcion a las dosis de 10, 30 y 100 mg/Kg. Asi, el compuesto 1

generd mayor efecto antinociceptivo con respecto al compuesto 5.

En esta prueba se consider6 como efecto maximo (100%) el efecto
antinociceptivo de la dosis mas alta de morfina (6 mg/Kg p.0.) que es equivalente a
2918.33 ua. La latencia de corte (30 s) fue determinada con esta dosis, esta latencia se
tomd como referencia para retirar de la placa a aquellos animales que llegaran a este

tiempo, esto permitié que no se generara dafio al tejido.
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Figura 18. Prueba de la placa caliente. Curso temporal que muestra la latencia de respuesta (conducta
nociceptiva caracterizada por un salto, lamida de patas traseras o presencia de orina) de un grupo de
ratones que recibieron el vehiculo (Tween 80 al 0.2% en SSI) y que fueron colocados 40 min después en
una superficie caliente (55.3 £ 0.1°C). Cada punto corresponde al promedio de 6 animales + e.e. El ABC

en ua representa el 100% de nocicepcion.
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Figura 19. Efecto antinociceptivo de los compuestapanel A),5 (panel B) y6 (panel C) en la prueba

de la placa caliente. Los compuesgasl vehiculo (V=SSI) fueron administrados por via intragastrica 40

min antes de colocar a los ratones sobre la superficie caliente (55.3 + 0.1°C). Se muestra también el efecto
antinociceptivo de la administracion intragastrica de morfina (15 min antes del estimulo térmico
algésico). Cada barra representa el promedio de 6 anitnalesexpresado en ua del ABC de la latencia

de respuesta. Diferencia estadistica con respecto al grupo control, * (P< 0.05) y ** (P< 0.01),
determinada por un ANDEVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet.
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De los tres analogos N-aril sustituidos de la palmitoiletanolamida (compuestos 1,
5 y 6) evaluados en las pruebas nociceptivas de estiramiento abdominal y la placa
caliente se determind que el compuektpresentd mayor efecto antinociceptivo en
ambas pruebas de nocicepciéon. Este compuesto presenta un grupo metoxilo y un nitro
en el arilo, en tanto que los compuestosgaspn acidos con un sustituyente amino en la

posicion 2 y 4, respectivamente (Fig. 15).

Dada la actividad antinociceptiva presentada por el compdesse decidio
evaluar la posible participacién de los receptores opioides como uno de los mecanismos
por los cuales dicho compuesto produce su efecto antinociceptivo. Se seleccion6é un
farmaco antagonista de los receptores opioides como naloxona (NLX) y se selecciond la
dosis de 30 mg/Kg del compuestodado que genera un 95% de antinocicepcion, a
pesar de que la dosis de 100 mg/Kg genero el 100% de antinocicepcion, lo cual obedece

a que no se conté con suficiente compuesto.

Los ratones administrados con el compudst@0 mg/Kg, i.g.) y morfina (6
mg/Kg p.o.) fueron pretratados 15 minutos antes con naloxona (1 mg/Kg i.p.). La
evaluacion se realiz6 40 min después de la administracion del compugsitb min
después de la administracion de morfina. En la Figura 20 se observa que la
administracion de NLX no modifico la latencia de respuesta de los animales lo que
indica que fue capaz de revertir el efecto antinociceptivo tanto de morfina como del
compuesto 1. Los resultados sugieren que el efecto del compuestigual que el de

morfina, es mediado por la activacion de los receptores opioides.
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Figura 20. Participacion de receptores opioides esfetto antinociceptivo del compuesten la prueba

de la placa caliente. Naloxona (NLX). Cada barra representa el promedio de 6 ahimalesxpresado

como ABC de la latencia de respuesta obtenida de un curso temporal de 150 min de evaluacién. La
diferencia estadistica es con respecto a la administracion individual ya sea el corhpuesidina (es

decir sin pretratamiento con naloxona), * (P< 0.05), determinada por una prueba t'Student (Grupos
comparados: morfinas morfina + naloxona y compuestoss compuesto 1 + naloxona).

8. 2. Evaluacioén del efecto antinociceptivo de los compuestos analogos de la

palmitoiletanolamida (1, 2, 3y 4)

Una vez que se determind que el compuektaenia mayor actividad
antinociceptiva, se decidio determinar si la presencia del grupo nitro en el arilo de la
palmitoiletanolamida es importante para la actividad biolégica. Para ello se sintetizaron

otros analogos que tuvieran un sustituyente nitro, los cuales se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Estructura quimica de los compuestos 1, 2, 3 y 4 evaluados en la prueba de la formalina.

Lo compuestod, 2, 3 y4 fueron evaluados en la prueba de la formalina, una de
las pruebas de dafio tisular e inflamacion més utilizados, debido a que es la més sensible
para detectar los efectos antinociceptivos con respecto a aquellas pruebas en donde se
utiliza un estimulo fasico como es el térmico (placa caliente) o mecanico. En la Figura
22 se muestra el curso temporal del efecto nociceptivo producido por formalina al 1%

en ratas a las cuales se les administré el vehiculo (Tween 80 al 0.2% en SSI) por via

intraperitoneal.
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Figura 22. Prueba de la formalina. La administracién de formalina al 1%, en la superficie dorsal de la

pata inferior derecha, en ratas que recibieron vehiculo (Tween 80 al 0.2% en SSI) generd una conducta
nociceptiva caracterizada por sacudidas. Cada valor corresponde al promedio de 6 argnealelsa
suma del ABC-1 (0-10 min, fase 1) y ABC-2 (10-60 min, fase 2) representa el efecto nociceptivo total.
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Se decidié evaluar cuatro dosis del compuédib, 3, 10 y 30 mg/Kg, i.p.) con
la finalidad de determinar en que dosis se observaba una respuesta adecuada para
evaluar los compuest@s 3 y 4. Debido a que se cambio de especie (de raton a rata) se
decidieron hacer algunos cambios en la metodologia realizada para ratones, se cambio
la via de administracion (de i.g. a i.p.) y el tiempo de evaluacion (de 40 a 15 min
después de la administracién) con la finalidad de determinar otras condiciones
experimentales que pudieran servir mas adelante en la evaluacion de la actividad
antinociceptiva de esta serie de compuestos. En la Tabla 3 se observa que la
administracion del compuesfogenera una disminucion del numero de sacudidas; 30,
34, 30 y 41% de antinocicepcién con respecto al vehiculo a las dosis de 1, 3, 10 y 30
mg/Kg, respectivamente. Debido a que se determind que no hay diferencia
estadisticamente significativa (ANDEVA y post-hoc de Tukey) entre estos cuatro
grupos, se evaluaron las dosis mas altas la de 10 y 30 mg/Kg para los confhBegtos
4 con la finalidad de observar algun efecto mayor si es que se presentaba. En la Tabla 3
se observa que los compuesin®, 3 y4 presentaron un efecto antinociceptivo muy
similar, no existe diferencia estadistica entre los grupos evaluados (ANDEVA y post-
hoc de Tukey), por lo anterior se concluye que el grupo nitro es importante para la
actividad antinociceptiva pero su posicion no es importante para que se modifique la

eficacia antinociceptiva.

Tabla 3. Efecto antinociceptivo de los compuestog, 3y 4 en la prueba de la formalina.

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4
Dosis
(mg/Kg i.p.) 10 30 10 30 10 30 10 30
% efecto
antinociceptivo 30 41 34 41 42 43 38 42

El % de efecto antinociceptivo fue determinado con respecto al vehiculo que representa el 100% de dolor
y que corresponde a 956.25 ua del ABC del curso temporal de la Fase | y la Fase II.

En la evaluacién del efecto antinociceptivo en la prueba de la formalina se
utilizé como farmaco de referencia un analgésico de tipo AAINE como el diclofenaco,
se ha demostrado que este farmaco genera un efecto dependiente de la dosis en esta

prueba de nocicepcion. El diclofenaco fue administrado (1, 10, 30 y 56.2 mg/Kg, i.p.)
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15 min antes de la administracion de formalina. Los resultados muestran un efecto

antinociceptivo dependiente de la dosis (Fig. 23).
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Figura 23. Efecto antinociceptivo de los compuestapanel A),2 (panel B),3 (panel C) y4 (panel D)

en la prueba de la formalina. Los compuestps?, 3 4, diclofenaco y el vehiculo (V) fueron
administrados 15 min antes de la administracion de formalina en la superficie plantar de las ratas. Cada
barra representa el promedio de 6 animales, expresado como ABC del curso temporal del nimero de
sacudidas obtenidas en un periodo de 60 min de evaluacién. La diferencia estadistica es con respecto al
vehiculo, * (P< 0.05) y ** (P< 0.01), determinada por un ANDEVA de una via, seguido de una prueba

de Dunnet.

8.3. Efecto antinociceptivo del compuesto 1 en la prueba de capsaicina.

Una vez que se demostro que los analogos de palmitoiletanolamida produjeron
un efecto antinociceptivo en tres modelos diferentes, se decidié evaluar al compuesto
en un modelo de nocicepcién de tipo neurogénico. En la prueba de capsaicina se
produce una degeneracion neuronal de las terminales nerviosas por lo que se conoce

59



como un modelo de nocicepcidon neurogénica. Este compuesto siguié en la evaluacion
con la intencién de contar con un compuesto que pudiera tener un efecto sobre un dolor
muy intenso de este tipo.

El vehiculo o el compuestb(3, 10, 30 100 y 150 mg/Kg i.g.) se administraron
40 min antes de la administraciébn de capsaicina en la superficie plantar de la para
inferior derecha (1.6 pg/pata, s.c.) en el ratdbn. En la Figura 24 se observa que la
administracion del compuestb generé una tendencia a disminuir la latencia de
respuesta (caracterizada por lamida de la pata) con respecto a la administracion del
vehiculo. Sin embargo, cuando las dosis se incrementaron a 100 y 150 mg/Kg se
revirtio esta tendencia. Dado que no existe una diferencia estadisticamente significativa
podria sugerirse o bien que el compudsfmesenta una tendencia dual en este modelo
de nocicepcidn (antinocicepcion y pronocicepcion) o que la dosis necesita aumentarse
aun mas para buscar un efecto significativo (Fig. 24)
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Figura 24. Efecto antinociceptivo del compuedt@n la prueba de capsaicina. Cada barra representa el
promedio de 6 animalese.e, expresado como el promedio de la latencia a la respuesta (lamida de pata)
en un periodo de 5 min de evaluacion. Después de realizar una prueba estadistica (ANDEVA seguida de
post-hoc de Dunnet) no se encontré una diferencia estadistica con respecto al vehiculo.
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8.4. Efecto anticonvulsivo del compuesto 1 en la prueba de convulsiones inducidas

por pentilentetrazol en ratén

Se decidio evaluar de manera preliminar el posible efecto anticonvulsivo del
compuestdl, con la finalidad de conocer su potencial utilidad en el tratamiento de la
epilepsia ya que diversos farmacos anticonvulsivantes son empleados en el tratamiento
de diversas enfermedades en las que se presenta un dolor de tipo neuropatico. En la
Figura 24 se observa que la administracion del compueg?@, 100, 300 y 1000
mg/Kg i.p.) 40 min antes de la administracion de pentilentetrazol (PTZ) aumenta la

latencia a la crisis convulsiva.

El compuestdl presentd un efecto protector en la generacion de convulsiones
ademds de retardar la presencia de muerte. El pentilentetrazol (PTZ) es un antagonista
no especifico de GABA (Macdonald y Barker, 1978), por lo que probablemente este
compuesto esté involucrado con mecanismos GABAérgicos para ejercer su efecto

farmacoldgico.
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Figura 25. Efecto anticonvulsivo del compuestan la prueba de convulsiones por pentilentetrazol. El
compuestol y el vehiculo (V) fueron administrados 30 minutos antes de la administracion de
pentilentetrazol (i.p.). Cada barra representa el promedio de 6 anim&es expresado como el
promedio de la latencia a la respuesta (p#aneMioclénias, panelB; Crisis generalizada, pan€;
convulsiones tonicas, y pari2lMuerte). La diferencia estadistica es con respecto al vehiculo, * (P< 0.05)
y ** (P< 0.01), determinada por un ANDEVA, seguido de una prueba de Dunnet.

IX. CONCLUSIONES

El presente trabajo permitié determinar de manera preliminar que 6 analogos N-
aril sustituidos de la palmitoiletanolamida tienen potencial para el tratamiento del dolor
debido a los efectos antinociceptivos que producen en diversos modelos de dolor en
roedores.

Este tipo de compuestos produjeron un efecto antinociceptivo significativo en
las pruebas de estiramiento abdominal y formalina, lo cual los convierte en probable
eleccidn terapéutica para el dolor de tipo visceral y de tipo inflamatorio

Por otra parte, se demostré que el efecto antinociceptivo de uno de los
compuestos, eN-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida, es revertido por naloxona
(antagonista de receptores opioides). Esto sugiere que el sistema opioide esta

involucrado en el efecto antinociceptivo de éste compuesto. Dado que existe una

62



estrecha relacion entre el sistema cannabinoide y el sistema opioide y que, estos
compuestos provocan la inhibicién de la enzima FAAH. resulta interesante seguir con la

evaluacion de los mecanismos de accion de este tipo de compuestos.
Finalmente, el compuestd-(4-metoxi-2-nitrofenil)hexadecanamida produjo un

efecto anticonvulsivo, lo que sugiere que este tipo de compuestos podrian ser de utilidad

terapéutica en padecimientos como la epilepsia.
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X. PERSPECTIVAS.

A continuacion se mencionan algunas propuestas para continuar con la

evaluacion del efecto antinociceptivo de los analogos de palmitoiletanolamida.

VI.

Evaluar los 6 analogos en la prueba de estiramiento abdominal, placa caliente, la
prueba de la formalina y la prueba de capsaicina. Con la finalidad de hacer una

CDR con al menos 5 dosis y poder determinar s, 3 eficacia y su potencia.

Determinar el efecto antinociceptivo de los 6 analogos en otros modelos de tipo

inflamatorio, para determinar el espectro de actividad.

Realizar pruebas de toxicidad para determinar la seguridad de este tipo de

compuestos.

Determinar en todos los analogos el posible efecto anticonvulsivo.

Evaluar los 6 analogos en una prueba de dolor neuropatico por ligadura del

nervio L4 y L5, con la finalidad de corroborar su utilidad en este tipo de dolor.

Seleccionar un modelo experimental para determinar el posible mecanismo de

accion de este tipo de compuestos:

» Determinar la participacion del sistema gabaérgico utilizando
antagonistas de los receptores GABA como bicuculina.

» Determinar la participacion del sistema opioide mas especifico utilizando
otros antagonistas de los receptores opioides como DAMGO vy
naltrexona.

» Determinar la participacion del sistema vanilloide, utilizando

antagonistas de los receptores vanilloides como la capzacepina.
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