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V. RESUMEN
La glicoproteina P (gp-P) es una proteina de membrana de gran importancia en
muchos aspectos fisioldgicos y bioquimicos de los organismos vivos relacionados
con el transporte de eflujo celular de moléculas exdgenas y enddgenas en
distintos tejidos, principalmente a nivel intestinal, renal, hepatico asi como en
sistema nervioso central (Ambudkar et al., 2003). Su funcién puede ser inhibida o
inducida por ciertas moléculas, lo cual puede impactar de manera importante en la
concentracion de sustratos transportados hacia el exterior celular (Zhou, 2008).
Investigaciones recientes han sugerido una participacion esencial de la gp-P a
nivel de barrera hematoencefalica (BHE) transportando compuestos del tipo
opioides con propiedades antinociceptivas (Ueda et al., 1997). En ese sentido, en
este proyecto se investigd el efecto producido por dos farmacos (de los cuales no
se han reportado efectos antinociceptivo y/o pronociceptivo) que actian como
inhibidor (ketoconazol) y como inductor (rifampicina) de la gp-P, sobre la
nocicepciéon producida mediante el modelo de formalina en ratas. Se utilizaron
ratas Wistar machos de 180 a 250 g de peso. Se conformaron cuatro grupos de
estudio (n=6) que recibieron una dosis Unica por via oral de ketoconazol
rifampicina, diclofenaco (control positivo) y vehiculo (control negativo). Se
administraron 50 uL de formalina (1%) por via subcutdnea en la parte dorsal de la
pata derecha de la rata y se midi6 la respuesta dolorosa exhibida durante un
minuto en intervalos de cinco minutos por un periodo de una hora. Los resultados
obtenidos mostraron un efecto nociceptivo y antinociceptivo clasico del modelo
después de la administracion del vehiculo y de diclofenaco, respectivamente. La
administracion de ketoconazol propicidé un efecto pronociceptivo de manera
notable y estadisticamente significativo con la dosis evaluada (32 mg/kg), mientras
que la administracion de rifampicina (60 mg/kg) provocé una disminucion
nociceptiva sin llegar a ser estadisticamente significativa. Para discernir un efecto
local o sistémico, estos farmacos se administraron por via subcutanea previo a la
administracion de formalina sin observarse diferencias con respecto al grupo

control. Los resultados obtenidos sugieren una posible participacion de la gp-P de
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manera sistémica en el proceso nociceptivo. La evidencia mas notoria fue después
de la administracion de ketoconazol como inhibidor de la gp-P. Una posible
explicacion es la inhibicion del transporte de algunas endorfinas producidas en el
SNC y expulsadas a través de la BHE hacia la circulacién sistémica (King et al.,
2001). La nula respuesta antinociceptiva observada con rifampicina se pudo deber
a que la induccion de la gp-P es un mecanismo que requiere de un mayor tiempo
0 de exposiciones repetidas al inductor. Estos resultados ofrecen una posible
nueva linea de investigacién en los mecanismos relacionados con la nocicepcién

en el modelo de formalina en ratas.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Dolor

La Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, International
Association for the Study of Pain) define al dolor como una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a un dafo tisular real o potencial que puede
describirse en términos de la magnitud del dafo (Griinenthal Group, 2017).

El dolor es una experiencia consciente que interpreta los estimulos nociceptivos
(son aquellos que estimulan a los nociceptores, los cuales son receptores
sensitivos encargados de percibir el dolor y de transmitirlo, estos estimulos
pueden ser de tipo mecanico, térmico o quimico) con base en la memoria, el
estado emocional y factores patoldégicos, ademas de factores cognitivos vy
genéticos. No obstante, cuando existe un funcionamiento anormal dentro de los
componentes que conforman este proceso de nocicepcion (que es la sensacion
gue se asocia en general a un dafio tisular), el dolor sobrepasa su funcién normal

y se vuelve patologico (Turk & Okifuji, 1999).

1.1.1 Clasificacion del dolor

Existen muchos tipos de dolor, debido a la gran cantidad de factores que influyen
al presentarse la percepcion dolorosa, entre los que se encuentran: el estado
emocional, estrés, sexo, edad, raza, experiencias previas, factores culturales,
personalidad, condicionamiento del individuo y estos pueden agruparse en
factores anatémicos, fisioldgicos y psicolégicos (Turk & Okifuji, 1999).

La clasificacion de los tipos de dolor es un tema de debate entre investigadores y
clinicos, los cuales suelen clasificar al dolor de acuerdo a su origen anatémico y
caracteristicas clinicas o etioldégicas (Puebla, 2005). Loeser y Melzack (1999)
proponen una clasificacién de dolor, basada principalmente en la duracion vy

caracteristicas fisiopatolégicas que lo producen, en:

a. Dolor transitorio: se activa por nociceptores cutaneos u otros tejidos del

cuerpo en ausencia de dafno tisular, su funcion es la de proteger al
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individuo de un posible dafo fisico provocado por el medio ambiente o
estrés excesivo sobre el tejido (Mesas, 2012).

b. Dolor agudo: el dolor agudo se origina con un estimulo nocivo y causa
una reaccién inmediata de alarma en la persona, por lo que posee una
funcion bioldgica protectora. Las secuelas psicolégicas no son
importantes y el dolor desaparece con la lesiéon que lo originé. El dolor
agudo se activa por la estimulacién de nociceptores presentes en el tejido
danado (Mesas, 2012).

c. Dolor crénico: es la consecuencia de un dano y/o disfuncién del sistema
nervioso periférico o central (dolor neuropatico), o bien de un dano al
tejido periférico y la sucesiva respuesta inflamatoria (dolor inflamatorio)
(Levine & Reichling, 2003). Ademas, el dolor patolégico se caracteriza por
generar respuestas nociceptivas como son la alodinia que es el dolor
producido por un estimulo que normalmente no causa dolor y la
hiperalgesia que se caracteriza por sentir un dolor producido por un
estimulo nocivo que se percibe con mayor intensidad de lo normal (Woolf
& Mannion, 1999a).

1.1.2 Fisiologia del dolor

El dolor surge a partir de la estimulacion de receptores especificos llamados
nociceptores (Schaible, 2007) que se encuentran en cuatro zonas principales del
cuerpo: tejido cutdneo, muscular, articular y visceral. Los somas de los
nociceptores se localizan en ganglios sensoriales, como los ganglios de la raiz
dorsal (GRD) (Basbaum et al., 2009). La senal eléctrica producida mediante la
transduccion del estimulo nocivo se conduce en forma de potencial de accion a lo
largo de las fibras aferentes primarias para ser transmitida a neuronas de segundo
orden en el asta dorsal de la médula espinal donde se puede inhibir o amplificar la

sefal en un proceso de modulacion.
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Desde la médula espinal la senal se proyecta a neuronas sensoriales de tercer
orden localizadas en centros superiores del cerebro, donde dicha sefal se percibe
e interpreta como desagradable (Basbaum et al., 2009).

El organismo puede diferenciar entre los estimulos inocuos y aquellos que son
potencialmente nocivos. El mecanismo por el cual se lleva a cabo la discriminacién
entre estimulos se basa en la presencia de diversos tipos de nociceptores, los
cuales tienen la propiedad de codificar la magnitud del estimulo detectado dentro
de un rango de intensidades nocivas y generalmente no responden a estimulos de
baja intensidad (Ossipov, 2012).

1.1.3 Nocicepcion

La palabra nocicepcién se deriva de la raiz latina “nocere” que significa dafo o
lesién y es un término neurofisioldégico que se refiere a los procesos neuronales
por los cuales se detectan los estimulos nocivos. Este mecanismo electroquimico
comprende los procesos de transduccién, transmisién, modulacion y percepcion
como se muestra en la figura 1 (Schaible, 2007).

El estimulo es recibido por el tdlamo y la corteza = ",
cerebral Percepcion

La lesion de los tejidos
estimula los
nociceptores

N
Q%\\ 4
Medula Esplnal

Transduccion
Transmusnon f ,' I

.—’_J:f-&"
Figura 1. Fases en el proceso de nocicepcion (Anestesidlogos Mexicanos
en internet, A.C., 2013)
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Para transmitir informacién nociceptiva la neurona debe ser selectiva, es decir,
debe haber algun mecanismo con la capacidad de distinguir entre estimulos
inocuos y nocivos. Los nociceptores poseen dos caracteristicas que ayudan a
realizar esta distincion: un umbral alto de estimulacién y la capacidad de relacionar
de manera directa la frecuencia de la descarga con la intensidad del estimulo
(Schaible, 2007).

Los nociceptores son las estructuras que nos permiten responder ante diversos
estimulos nocivos, como se muestra en la figura 2 los estimulos pueden ser
quimicos, térmicos, mecanicos o de cualquier otra caracteristica que pueda
producir dolor (Scholz & Woolf, 2002).

|

TRPMS
TREK-1 BT,
TRPAL L f /

\
\

TIPO DE ESTIMULO T )
CN . 7o ESTIMULO
NOCICEPTORES SHilrEl )
_ G =4 RECIBIDO
3 TRPV1 | O\ - ~;,E; 27}
Ty TRPV2 N (- Ay
. e TRPVZ BB = A
TREK-1 ,'P’ . < GRD '
N NES X
o P TRPVL gy = - B
\, AcIDO ¥ P ASICs o/ = N
\ 4 { / e /
o - / @ \
- | = \ f / REFLEIO DE
W, [ = BN N2 remvo
-7,
\_ / / TRAGK MEDULA ESPINAL
‘Y TREK-1,2 |B -
£y : ,
\
=)

AAVOULL

Figura 2. Activacion de los nociceptores por estimulos térmicos, mecanicos o quimicos
(Modificado de Scholz & Woolf, 2002).

Estas terminaciones nerviosas libres, presentan una serie de proteinas, muy
variadas y especializadas, que actuan como receptores de esa informacion
nociceptiva y la transmiten al SNC por fibras nerviosas de tipo Ad (1-5 um de
diametro) son mielinicas, mientras que las C (< 1 um de diametro) son amielinicas.
La velocidad de conduccidén es mayor cuanto mayor es el diametro y grado de
mielinizacion (Julius & Basbaum, 2001). Estos receptores pueden ser canales
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idnicos (que modifican el transito de iones dentro y fuera de la neurona) o
receptores metabotropicos (es decir que generan cambios en la sintesis de
proteinas citoplasmicas). Los receptores vaniloides, que codifican la informacién
relacionada con la temperatura y los cambios de pH, pertenecen al grupo de los

receptores idnicos (Costigan et al., 2009).

Una vez estimulados los nociceptores, inducen cambios en la carga eléctrica de la
membrana neuronal, lo que resulta en la propagacién del estimulo nervioso hasta
el asta dorsal de la médula. Alli se libera glutamato (Glu), un aminoacido excitador
que se une a un receptor especifico, denominado AMPA vy localizado en una
neurona postsinaptica, que transmite la informacion hacia los centros superiores
del SNC, hasta el tdlamo y la corteza cerebral (Goicoechea & Martin, 2006).
Desde estos mismos nulcleos superiores, se ponen en marcha vias descendentes
que llegan de nuevo al asta dorsal de la médula y liberan sustancias endégenas

inhibidoras como opioides enddégenos y GABA (Figura 3).

Opioides
.. endogenos

S

Figura 3. Modulacién de la informacion nociceptiva en el asta dorsal de la médula espinal. (La
flecha negra indica liberacion y las flechas punteadas, union a receptor). 1: liberacion de
glutamato; 2: transmision a los centros superiores; 3: liberacién de sustancias inhibidoras desde
las vias ascendentes; 4: liberacion de sustancias inhibidoras desde las interneuronas; 5:
transmisién de la sefal modulada al sistema nervioso central (Goicoechea & Martin, 2006).

19



Efecto de la administracion de un inhibidor y un inductor de la glicoproteina P
durante el proceso nociceptivo en un modelo murino de formalina

Estas sustancias inhibidoras actuan modulando la transmisién del estimulo, por un
lado disminuyendo la liberacion de glutamato y por otra hiperpolarizando la
membrana de la neurona postsinaptica. También entran en juego unas
interneuronas inhibidoras que, liberando también opioides enddgenos, imitan y
potencian el efecto inhibidor de las vias descendentes (Mason, 2005).

1.1.4 Mediadores bioquimicos en la nocicepcion

La actividad y metabolismo de las fibras sensoriales es alterada por una variedad
de mediadores que se generan por el dano tisular y la inflamacion. Estos
mediadores incluyen sustancias liberadas por el tejido dafado, sustancias de
origen vascular, de fibras aferentes, fibras simpaticas y diversas células inmunes
(Tabla 1).

El efecto de estos mediadores consiste en activar o sensibilizar las fibras aferentes
produciendo cambios en los canales i6nicos y receptores de membrana. Estos
cambios tienen el potencial de alterar la transcripcion de genes e inducir a largo
plazo alteraciones en la bioquimica de las neuronas sensoriales (Woolf &
Costigan, 1999).

Tabla 1. Principales neuroreguladores implicados en la respuesta del dolor

Pronociceptivos Antinociceptivos Ambos
Protones
Histamina B-Endorfinas
Sustancia P Dinorfina
NGF Encefalinas
Prostaglandinas Acetilcolina Serotonina
Glutamato Dopamina Bradicinina
CGRP GABA Oxido Nitrico
Leucotrienos Norepinefrina
Tromboxanos Epinefrina
TNF Glicina
IL-1,6

*Datos recopilados de Woolf & Costigan (1999), Scholz & Woolf (2002), Woolf (2004), Basbaum et al. (2009).
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Dentro de la modulacién, los neuroreguladores juegan un papel muy importante en
la comunicacién celular nerviosa, pueden subdividirse en neurotransmisores y

neuromoduladores (Basbaum et al., 2009).

Los neurotransmisores basicamente llevan informacion entre células nerviosas
adyacentes, mientras que los neuromoduladores aumentan o disminuyen la
actividad: afectando la sintesis, recaptura, biotransformaciéon o unién al receptor

de los neurotransmisores (Basbaum et al., 2009).

1.1.5 Dolor inflamatorio

Desde hace varios siglos se han descrito y tipificado los sintomas del proceso
inflamatorio. Se suelen describir como la “Tétrada de Celso” por ser cuatro las
manifestaciones durante la inflamacién: tumor, rubor, calor y dolor (Marienfeld et
al., 1997).

El dolor de tipo inflamatorio se genera cuando se dafia la integridad del tejido. Esto
sucede cuando existen incisiones en la piel, quemaduras, frio extremo, fracturas,
artritis, procesos autoinmunes, presién extrema, infecciones o vasoconstriccion.
Multiples moléculas median este proceso inflamatorio y algunas de hecho actuan
como precursores de otros agentes pro-inflamatorios (Woolf & Costigan, 1999).

Asi, el dafno tisular se acompana por la acumulacién de factores enddgenos
liberados desde los nociceptores activos o de células no neuronales (incluyendo
células cebadas, basoéfilos, plaquetas, macréfagos, neutréfilos, células
endoteliales, queratinocitos y fibroblastos) en el area lesionada como se observa
en la Figura 4 (Levine & Reichling, 2003).

Colectivamente estos factores son referidos como la “sopa inflamatoria” vy
representan una amplia gama de moléculas de sefalizacion que incluyen
neurotransmisores peptidicos como la SP, CGRP y bradicinina, lipidos como
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y endocanabinoides. Ademas de
neurotrofinas, citocinas y quimiocinas, asi como proteasas extracelulares y

protones (Levine y Reichling, 2003).
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Dolor inflamatorio

Inflamacién activa

Dolor dependiente de estimulos y espontdneo
Amplificacion sensorial
Inducido por estimulos de alta y baja intensidad

Dolor

Amplificacién

central
® - - A Tiempo (duracién
de la respuesta)
d
Adaptativo y reversible ': - Células cebadas
Proteccién mediante la produccién de hipersensibilidad Amplificacion A . -
Ee o ° 3
al dolor durante la recuperacién periférica g :_ {:} Macrofagos
ES - . " e -
@ Estimulos clinicamente relevantes: o — & Neutréfilos
Sinestimulo  Estimulo Estimulo Traumatismo tisular, cirugia, inflamacion de las
normal no doloroso articulaciones como en la artritis reumatoide

doloroso
Figura 4. Dolor inflamatorio y su amplificacién con el tiempo. La lesion al tejido periférico genera una
hipersensibilidad al dolor, involucrando la acciéon de diversos mediadores inflamatorios en los

nociceptores y una sensibilizacién del sistema nociceptivo a nivel periférico y central (Modificado de
Costigan et al., 2009).

Las terminales nerviosas de las neuronas aferentes primarias expresan en su
membrana canales idnicos y receptores capaces de reconocer y responder a cada
uno de los agentes pro-inflamatorios o pro-analgésicos (Huang et al., 20086,
Basbaum et al, 2009). Por lo tanto, la liberacion de mediadores inflamatorios
aumenta la excitabilidad de los nociceptores generando el fenémeno de
sensibilizacion periférica, incluso en zonas alejadas del sitio de inflamacion
(Figura 5). Esta sensibilizacién de los nociceptores se produce por diversos
mecanismos entre los que se incluye un incremento en la actividad de los canales

de sodio y calcio regulados por voltaje (Huang, Zhang, & McNaughton, 2006).

La generacion de la sensibilizacion periférica tiene la funcién de proteger el area
afectada y la hipersensibilidad que se percibe en el dolor inflamatorio regresa a la
normalidad cuando el proceso se controla; subsecuentemente el sistema se

restablece en respuesta al dafio generado (Woolf & Salter, 2000).
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Figura 5. Sensibilizacién periférica en situaciones de dolor inflamatorio. 1: la lesién origina
el envio de informacién al asta dorsal; 2: liberacion de sustancia P y CGRP; 3: liberacién
de sustancias pronociceptivas e inflamatorias de los mastocitos y los neutrofilos; 4:
activacion de los receptores vaniloides y sensibles a ATP; 5: transmisién de la senal
amplificada al sistema nervioso central (Goicoechea y Martin, 2006).

1.2 Modelos animales para el estudio de la nocicepcion

El conocimiento cientifico concerniente a la percepcién del “dolor en animales” es
limitado y se ha obtenido por analogias basadas en la anatomia comparativa,
fisiologia, patologia y por inferencias basadas en respuestas subjetivas del dolor
(Ortega & Micd, 2006).

Desde un punto de vista general, los investigadores tienen que seguir las
recomendaciones dictadas por la IASP en las que se establece que el animal no
debe ser visto como un objeto, sino como un ser vivo con sensaciones (Ortega,
Roca, & Micé, 2002). También se recomienda minimizar o eliminar de los
protocolos el dolor producido a los animales, la evaluacién del beneficio potencial
que traera la investigacién y en la medida de lo posible que el estimulo nocivo que
se va aplicar se lleve en el menor numero de animales y que no sea invasivo

(Zimmermann, 1983).

23



Efecto de la administracion de un inhibidor y un inductor de la glicoproteina P
durante el proceso nociceptivo en un modelo murino de formalina

Se han desarrollado una gran variedad de modelos experimentales para
determinar la actividad antinociceptiva de farmacos en animales de laboratorio con
el fin de desarrollar, seleccionar y predecir la actividad farmacologica de
analgésicos, asi como estudiar y comprender los mecanismos de accién de los
farmacos que actuan a nivel periférico y central. La mayoria de los modelos
experimentales desarrollados hasta ahora no son ideales (Le Bars et al., 2001).
Sin embargo, han sido muy utiles en la farmacologia para evaluar y caracterizar
efectos analgésicos.

Existen modelos de dolor con estimulos de corta duracién que son empleados
para producir principalmente dolor somatico, en estos se estimula un area
superficial minima con excepcién de la prueba “hot plate” (plancha caliente) y
“electrified grid” (reja electrificada) y pueden clasificarse de acuerdo a la
naturaleza del estimulo en mecanicos, térmicos o eléctricos (Le Bars et al., 2001).

También estan los modelos de dolor con estimulos de larga duracion que
involucran la administracién de sustancias algésicas representando una forma
lenta 0 muy lenta de estimulacién. Este tipo de estimulo es diferente a los otros
tipos de estimulos debido a que son progresivos, de larga duracién y ofrecen la
ventaja de medir el comportamiento del animal a través del tiempo (Le Bars et al.,
2001). En la tabla 2 se enlistan algunos modelos para el estudio de la nocicepcién

en animales.

1.2.1 Modelo de formalina

El modelo de formalina se lleva a cabo principalmente en roedores, aunque se han
hecho experimentos en gatos, conejos, cobayos, primates, cocodrilos y aves
domésticas. Esta prueba se conoce como un modelo de dolor inflamatorio, se
basa en la administracién de una disolucién de formaldehido diluido (formalina), en
un intervalo de concentraciones que van del 1 al 5%, y administrando un volumen
de 20-25 pL en ratones y 30-100 pL en ratas (Granados et al., 2009).
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La inyeccién se aplica usualmente en la superficie dorsal de la pata posterior

derecha y los animales son generalmente sacrificados poco después de terminada

la prueba (Wu et al., 2004).

Tabla 2. Principales modelos para estudiar la nocicepcion en animales

Modelos de dolor con estimulos de corta
duracion

Modelos de dolor con estimulos de larga
duracion

1) Prueba “Tail-Flick’ se aplica calor
radiante sobre una pequefa superficie en la
cola del animal.

2) Prueba “Paw Withdrawal’ se aplica
calor radiante a la pata del animal que se
encuentra inflamada debido a una inyeccion
subcutanea de carragenina.

3) Prueba “Hot Plate” consiste en introducir
a la rata en un espacio cilindrico con un piso
metdlico que es calentado por un liquido
hirviendo.

4) Prueba “Cold Plate” Esta prueba es
usada principalmente en modelos de dolor

1) Pruebas basadas en estimulacién de
o6rganos que sirven para estudiar el dolor
visceral (la mas conocida es la distension
colorectal).

2) Inyeccion intraperitoneal o “Writhing Test”
provoca un comportamiento tipico que se

caracteriza por contorsién abdominal vy
reduccion de la coordinacién y actividad
motora.

3) Inyeccién intradermal en esta prueba se
utilizan sustancias como la salina hiperténica,
EDTA, adyuvante de Freund y capsaicina.

4) Prueba de formalina consiste en la

neuropatico. administracién  subcutdnea de formalina
5) Pruebas basadas en un estimulo (formaldehido en un intervalo de

mecanico (aplicacibn de una presion concentraciones que van del 1 al 5%). La

constante en la cola o pata del animal). inyeccién se da generalmente en la superficie
6) Pruebas basadas en estimulos dorsal de la pata posterior derecha.

eléctricos.

*Datos recopilados de Ortega & Micé (2006), Gonzalez (2000).

La prueba de formalina describe diferentes comportamientos, entre los que se
encuentran el morder (biting), lamer (licking) y sacudir (flinching/shakes) la pata
inyectada (Wu et al., 2004).

El modelo presenta dos fases; la primera se presenta del minuto 0 al 5 y se
caracteriza por conductas nociceptivas de lamida y sacudida de la pata
administrada, siendo este ultimo el parametro mas utilizado para cuantificar el
grado de dolor. La segunda fase inicia a los 10 minutos y termina alrededor del
minuto 60 (la prueba tiene una duracion de 60 minutos aproximadamente)
después de la inyeccion del irritante quimico. Durante esta fase también se
observan las conductas nociceptivas mencionadas en la primera fase (Veiga et al.,
2004).
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Se ha sugerido que la nocicepcion observada durante la primera fase se debe a la
estimulacién directa de nociceptores, principalmente fibras C. La segunda fase
(ténica o inflamatoria), se atribuye al proceso inflamatorio desencadenado por la
histamina, serotonina, prostaglandinas y bradicinina. Es por esta segunda fase
que la temperatura es un factor importante de controlar, pues a menor temperatura
el proceso de inflamaciébn se desarrolla mas lentamente. Se propone una
temperatura de 22-23°C para ratones y 25-27°C para ratas (Tjolsen et al., 1992).

Figura 6. Prueba de formalina. a) Administracién oral del farmaco y/o
vehiculo, b) Se coloca a la rata en el cilindro de acrilico para que se
adapte al entorno, c) Inyeccién subcutanea de la formalina en la pata,
d) Evaluacion de la conducta nociceptiva en la rata. (Fotos: Lara, .,
2016).

Esta prueba se ve afectada por factores de estrés como son los sonidos, los
olores, luz intensa, elevada presién atmosférica o intensa actividad humana en el
cuarto durante el periodo en que se esta llevando a cabo la prueba, por lo que se
recomienda tener un cuarto exclusivo para la realizacion de esta prueba o
establecer restricciones en cuanto al sonido y nivel de actividad durante la
realizacion de la misma (Rosland, 1991).
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1.3 Glicoproteina P

Los transportadores son proteinas de membrana que regulan la entrada de
nutrientes esenciales y iones, asi como la salida de los productos del metabolismo
celular, las toxinas ambientales y otros xenobibéticos (Ferreiros, 2009).

En lo referente al transporte de farmacos, los transportadores mas representativos

son los miembros de dos superfamilias:

e ABC (ATP binding cassette) casete enlazador de trifosfato de adenosina.

e SLC (solute carrier) acarreador de solutos.

La mayor parte de las proteinas ABC corresponden a transportadores activos
primarios, que dependen de la hidrdlisis de ATP para bombear en forma activa sus
sustratos a través de la membrana. Existen 49 genes conocidos como las
proteinas ABC, que se pueden agrupar en siete subclases o familias de ABCA a
ABCG. Uno de los transportadores mejor conocidos en la superfamilia ABC es la
glicoproteina-P la cual tiene un peso de 170 kDa, también es llamada ABCB1, y es
codificada por el gen MDR1. Muchos transportadores funcionan como objetivos de
los farmacos o bien intervienen en la absorcion y disposicidon de las sustancias

farmacolégicas (Ferreiros, 2009).

El gen MDR1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 (7g21), este gen
forma parte de una pequefa familia que tiene 2 miembros en los humanos: MDR1
el cual esta involucrado en el fenotipo MDR (Resistencia a multidrogas, por sus
siglas en inglés) (Hennessy & Spiers, 2007), mientras que la proteina codificada
por el gen humano MDR2 funciona como fosfatidil translocasa en el higado (Ruetz
& Gros, 1994), en ratas se conocen tres isoformas de esta proteina: mdria,
mdrib, estas confieren el fenotipo MDR y mdr2 sirve en el transporte hepatico de
fosfolipidos hacia la bilis (Smit et al., 1993). Algunas isoformas de la gp-P han sido
encontradas en otras especies, incluyendo insectos, peces, anfibios, reptiles, aves
y mamiferos. Estas isoformas muestran muchas coincidencias estructurales tanto
en el humano como en ratas y los productos de estos genes son similares hasta
en un 80% (Bauer et al., 2005).
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El polimorfismo humano del gen MDR1 puede alterar la expresion y funcion de la
glicoproteina P resultando en una modificacibn de la farmacocinética y
farmacodinamia de las drogas. La familia MDR pertenece a la superfamilia de
proteinas ABC especializadas en el transporte celular dependiente de energia,
que participa en un amplio rango de eventos como la expulsion de sustancias
nocivas, secrecion de toxinas y movilizacién de iones y péptidos (Ambudkar et al.,
2003).

1.3.1 Estructura de la glicoproteina P

La molécula de glicoproteina P consiste en dos mitades homdlogas (dimero),
unidas entre si. Cada mitad de molécula presenta seis dominios hidrofébicos
transmembranales unidos, dispuestos en tres pares y asociados con un dominio
hidrofilico C-terminal que contiene la secuencia consenso de unién e hidrdlisis del
ATP (Figura 7) (Aller et al., 2009).

La secuencia de amino&cidos contiene un extenso segmento hidrofobico en el
extremo N-terminal. Los segmentos transmembrana, en la membrana plasméatica
estan orientados de forma que el extremo C-terminal se sitia en el lado

citoplasmésmico de la membrana (Zhou, 2008).

Los tres pares de segmentos transmembrana estan separados por largas cadenas
de aminoacidos en la cara citoplasmatica de la membrana y cortas cadenas en la
superficie celular. Ademas, la molécula presenta una cadena externa de
carbohidratos, situada sobre la cadena exterior de aminoacidos que une a los
primeros segmentos transmembrana, cerca del extremo N-terminal (Hennessy &
Spiers, 2007).

Al menos 20 kDa de los 170-180 kDa de la proteina corresponden a carbohidratos.
Existen evidencias que aseguran que la porcién exterior de carbohidratos no
interviene en el transporte de drogas o en su reconocimiento (Sharom, 2011).

El estudio de las secuencias de la glicoproteina P muestra una estructura

altamente conservada en la porcion transmembrana N-terminal, la cual contiene
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las caracteristicas de un dominio en forma de canal. Los dominios
intracitoplasmaticos de unién e hidrélisis del ATP forman un poro y actdan
conjuntamente en el transporte activo de drogas al exterior celular. Esta proteina
actla como una bomba extrusora dependiente de energia. El eflujo se realiza a
través del poro directa o indirectamente, tras la unién a moléculas transportadoras

que pueden ser péptidos o proteinas (Ferreiros, 2009).
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Figura 7. Estructura tridimensional de la glicoproteina-P. Esta molécula presenta una
regién formada por doce subunidades ancladas en la membrana. En el centro de esta
porciéon se sitia un canal por donde se extruyen los farmacos. Ademas, presenta una
porcién intracelular donde radica la actividad ATPasa y una cadena extracelular de
carbohidratos (Modificado de Silva et al, 2015).

La gp-P forma un canal en la membrana plasmatica y transporta drogas fuera de
la célula usando la energia derivada de la hidrélisis del ATP. Cada mitad de la
molécula no actua independientemente en el transporte de drogas, ya que la
inactivacion de uno o dos puntos de unién e hidrélisis del ATP conlleva a la

pérdida de su actividad (Ferreiros, 2009).

El mecanismo exacto por el cual la gp-P extruye sustratos del citoplasma, aun no
se conoce bien, se han desarrollado diferentes teorias para explicar esto, la
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primera tiene parecido a la interaccidén que tiene una enzima con su sustrato, en la
cual el sustrato de la gp-P se une a una region citoplasmatica de esta, que resulta
en un cambio conformacional de la proteina siendo este mecanismo dependiente
de energia, y asi se expulsa la sustancia hacia el exterior de la membrana
plasmatica (Jones & George, 1998).

Otra propuesta alternativa es el modelo de la “flipasa”, el cual explica que se
necesita un bajo indice de movimiento espontaneo de los sustratos entre los dos
partes de la bicapa para generar un gradiente de concentracion del sustrato, para
que esto ocurra el sustrato tiene que estar localizado en el centro hidrofébico de la
membrana plasmatica y asi pueda ser expulsado del interior de la membrana
hacia el espacio extracelular o al contrario (Hennessy & Spiers, 2007) (Varma et
al., 2003).

En otro modelo llamado “hydrophobic vacuum cleaner” que tiene como principio
que la gp-P reconoce compuestos hidrofébicos que se encuentran en el interior de
la bicapa lipidica y los expulsa fuera de la membrana directo al medio acuoso
externo (Higgins,1992). Esta accidn origina un gradiente de concentracion a través
de la membrana plasmatica y una alta concentracion del farmaco o sustrato en el
exterior de la célula. Siendo estos dos ultimos modelos son los dos mas aceptados
(Sharom, 2011).

1.3.2 Sustratos exégenos y endogenos de la glicoproteina P
La gp-P puede transportar una amplia gama de compuestos fuera de la célula,
estos son quimica, estructural y farmacol6gicamente diferentes, por lo cual es

dificil identificar caracteristicas en comun (Ueda et al., 1997).

Estos sustratos se pueden dividir en exdgenos entre los que se encuentran
farmacos quimioterapéuticos, bloqueadores de los canales de calcio, esteroides,
péptidos lineales y ciclicos, colorantes fluorescentes, pesticidas, antidepresivos,
entre muchos otros (Tabla 3) (Ueda et al., 1997; Seeling, 1998; Kim, 2002; Varma
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et al., 2003; Hennessy & Spiers, 2007; Zhou, 2008; Sharom, 2011) y sustratos
enddgenos que varian en tamano, estructura y funcién, y van desde moléculas
pequenas, como cationes organicos, carbohidratos y aminoacidos, hasta
macromoléculas tales como polisacaridos y proteinas (Zhou, 2008). La mayoria de
estos sustratos son débilmente anfipaticos y relativamente hidrofébicos (en
algunos casos, no siempre), ademas pueden contener anillos aromaticos y un

atomo de nitrégeno cargado positivamente (Sharom, 2011).

Tabla 3. Diversos sustratos exogenos y endogenos conocidos de la gp-P

Exogenos

Ejemplos

Analgésicos opioides
Antiarritmicos
Agentes anticancerigenos

Antidepresivos
Agentes antidiarreicos

Antieméticos

Antiepilépticos y anticonvulsionantes
Agentes antihiperuricémicos
Antihelminticos

Antihistaminicos

Agentes contra VIH
Antihipertensivos

Agentes antimicrobianos
Blogueadores de canales de calcio
Antagonistas de calmodulina
Glicosidos cardiacos

Agentes para bajar colesterol
Péptidos ciclicos

Colorantes fluorescentes
Antagonistas de histamina
Agentes inmunosupresores
Péptidos lineares

Productos naturales

Neurolépticos

Morfina, fentanil

Quinidina, verapamil

Alcaloides de la vinca, taxanos
Amitriptilina, doxepina
Loperamida

Ondansetrén, domperidona
Fenitoina, carbamazepina
Colchicina

Ivermectina

Terfenadina, fexofenadina
Nelfinavir, ritonavir

Reserpina, losartan
Eritromicina, doxiciclina
Nifedipina, verapamil
Trifluoperazina, trans-flupentixol
Digoxina, digitoxina
Lovastatina, simvastatina
Valspodar (PSC833), beauvericina
Rhodamina 123, Hoechst 33342
Cimetidina, ranitidina
Ciclosporina A, tacrolimus
Leupeptina, pepstatina A
Flavonoides, curcuminoides
Clorpromazina, fenotiazina

Pesticidas Metil-paratién, endosulfan
Relajantes musculares Vecuronio

Endégenos Ejemplos

Hormonas esteroides Aldosterona, cortisol, cortisona
Péptidos B-amiloide, leupeptina
Endorfinas B-endorfina

*Datos recopilados de Kim (2002), Matheny et al. (2001), Morrissey et al. (2012), Sharom (2011), Zhou (2008).
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1.3.3 Inhibidores de la glicoproteina P

Los inhibidores de la gp-P actian por tres mecanismos diferentes: a) bloqueando
el sitio de unién al sustrato ya sea por inhibicion competitiva, no competitiva e
inhibicién alostérica (Varma et al., 2003), b) interfieren en la hidrélisis del ATP,
necesario para su funcion de transporte (Shapiro & Ling, 1997) y c) alterando la
integridad de los lipidos en la membrana celular (Drori et al., 1995).

Algunos inhibidores que actuan bloqueando competitivamente el sitio de union al
sustrato son el verapamil (bloqueador de canales de calcio) y la ciclosporina A
(inmunosupresor), la presencia de multiples sitios de unién a la glicoproteina
complica la comprensién del mecanismo y obstaculiza llegar a una conclusién de
la relacion que existe entre la estructura y la actividad de los sustratos y los
inhibidores de la gp-P (Tsuruo et al., 1981). Entre los compuestos que inhiben la
hidrélisis del ATP se encuentra la quercetina (flavonoide). Finalmente los agentes
quimicos como los surfactantes entre los que se encuentran el dodecilsulfato
sédico, el Tween 20 y el Span 80 estan clasificados como inhibidores de la gp-P
porque alteran la integridad de los lipidos en la membrana celular lo que impide la
fluidez de la membrana (Prakash, 2010), y altera la conformacién de las proteinas
transmembranales, por lo tanto ocurren modificaciones en las estructuras
secundaria y terciaria lo que hace que la gp-P pierda su funciéon (Varma et al.,
2003).

El fendmeno de la resistencia a multidrogas se ha venido estudiando ya que es
necesario comprender esto para que los tratamientos médicos como las
quimioterapias puedan ser efectivas y asi ayudar a la mejora de los pacientes con
cancer, pero antes es necesario comprender y estudiar el mecanismo de inhibicidén
de la gp-P, ya que tanto puede traer beneficios en la innovacién de terapias, pero
también podria ser perjudicial, un ejemplo de esto es la inhibicién de la gp-P a
nivel de SNC, que se asocia a un aumento de la concentracién tisular de

determinados farmacos (Higgins, 2007).
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Se han encontrado varios inhibidores de la gp-P (Tabla 4) y aun siguen siendo
estudiados los mecanismos por los cuales actian y lo que puede causar la
inhibicién de esta glicoproteina, ya que se puede usar tanto para mejorar alguna
terapia en el caso de algun tratamiento para un tipo de cancer o en alguna
infeccion en la cual se necesite llegar a SNC, en estos casos se requiere reducir la
actividad de esta proteina para que los farmacos deseados puedan actuar sobre el
organo deseado, aunque también se deben tomar precauciones ya que al igual
que puede contribuir a mejorar alguna terapia, también puede ser perjudicial para
la salud, porque como se menciond anteriormente esta glicoproteina actua
protegiendo al cuerpo de sustancias ajenas a él y elimina farmacos para que no

alcancen concentraciones téxicas en el cuerpo (Cannon et al., 2012).

Tabla 4. Sustancias comunmente involucradas en procesos de inhibicion de la
glicoproteina P

Amitriptilina Eritromicina
Astemizol Fluoperazina
Carvediol Atorvastatina

Claritromicina Haloperidol
Verapamil Ketoconazol
Diltiazem Nifedipina
Disulfiram Ritonavir

*Datos recopilados de Kim (2002).

Un ejemplo de esto es la administracién de quinidina que es un inhibidor de la gp-
P la cual se administra junto con un sustrato de la gp-P, en este caso loperamida,
esto produce una depresion respiratoria en voluntarios sanos, a pesar de que no
se presentan cambios en las concentraciones plasmaticas de loperamida. La base
de esta interaccién se explica porque la quinidina inhibe a la gp-P en la BHE
resultando en un aumento de la penetracion de la loperamida en el SNC (Cannon
et al., 2012). Sin embargo, también debe tomarse en cuenta que las variaciones
individuales determinadas genéticamente en la funcién transportadora, pueden
contribuir a las diferencias interindividuales en los efectos terapéuticos y adversos
a los farmacos (Cannon et al., 2012).
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1.3.4 Inductores de la glicoproteina P

Aunque la gp-P estd constitutivamente expresada de una manera especifica en
células vy tejidos (Zhou, 2008), puede ser inducida por muchos farmacos. En la
literatura ya han sido descritos varios inductores conocidos de la gp-P, asi como
los modelos y métodos experimentales utilizados en el estudio de cada uno de
ellos (Chin et al., 1990; Chaudhary & Roninson, 1993; Fardel et al., 1997; Nielsen
et al., 1998; Hu et al., 1999; Tian et al., 2005; Kageyama et al., 2006; Harmsen et
al., 2009).

El analisis que se ha realizado sobre los inductores de la gp-P destaca su enorme
diversidad estructural, lo que sugiere una vez mas la presencia de diferentes vias
de sefalizacién capaces de regular la transcripcibn de MDR1, asi como su
capacidad para responder a una gran diversidad de estimulos quimicos internos o
externos (por ejemplo, farmacos, citocinas, radicales libres, genes supresores de
tumores, etc.) y a otros factores ambientales, como la radiaciéon por rayos X o la
radiacion con rayos UV (Chin et al., 1990; Kioka et al., 1992; Miyazaki et al., 1992;
Uchiumi et al., 1993; Zastawny et al., 1993; Ohga et al., 1998; Zhou, 2008). En la

Tabla 5 se muestran algunos farmacos que son inductores de la gp-P.

Tabla 5. Farmacos comunmente involucrados en procesos de induccion
de la glicoproteina P

Amprenavir Acido retinéico
Clotrimazol Rifampicina
Dexametasona Fenotiazina
Indinavir Saquinivir
Morfina Verapamilo
Nelfinavir Tacrolimus

*Datos recopilados de Chin et al. (1990), Kioka et al. (1992), Miyazaki et al. (1992),
Uchiumi et al. (1993), Zastawny et al. (1993), Ohga et al. (1998), Zhou (2008).
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1.4 Ketoconazol

El ketoconazol es un farmaco antifungico de la familia de los imidazoles, activo por
via oral. La formulacion oral esta disponible en E.U.A. desde 1981. El ketoconazol
es el unico miembro de la clase del imidazol que se usa actualmente para el

tratamiento de infecciones sistémicas (Sanchez et al., 1999).

Este antifungico es un compuesto lipofilico, propiedad que le permite encontrarse
en concentraciones altas en los tejidos adiposos aunque sus concentraciones en
el fluido cerebroespinal son pobres en presencia de inflamacion. Su absorcién oral

y solubilidad es 6ptima a pH acido gastrico (Sanchez et al., 1999).

W oo N ¢l

Figura 8. Estructura quimica de ketoconazol (Gregori Valdés, 2005).

1.4.1 Mecanismo de accion de ketoconazol

De la misma manera que otros antifungicos imidazdlicos, el ketoconazol ejerce su
efecto alterando la sintesis de la membrana celular de los hongos. La inhibicion de
la sintesis de ergosterol produce inestabilidad de la membrana con aumento de la
permeabilidad celular y fugas del contenido de las células (Figura 9) (Como &
Dismukes, 1994).

En el hombre, el ketoconazol inhibe la sintesis de los esteroles, incluyendo la
aldosterona, el cortisol y la testosterona. En dosis de 200 a 400 mg/dia, el

ketoconazol ya inhibe la secrecion de testosterona y en dosis de 400 a 600 mg/dia
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las del cortisol. El ketoconazol actia en varios de los pasos de la sintesis de los
esteroides, y ha sido utilizado con cierto éxito para tratar el cancer de préstata
avanzado (Centro colaborador de la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica ANMAT Argentina, 2012).

El ketoconazol inhibe principalmente la actividad de la 17-a-hidroxilasa; también
inhibe los pasos de 11-hidroxilacién y, a dosis mas altas, inhibe la enzima de
escision de la cadena lateral del colesterol. Ademas, es un potente inhibidor de la
sintesis de androgenos; inhibe la actividad de la C17-20 liasa en las glandulas
suprarrenales y en las células de Leydig (Agencia Europea de Medicamentos,
2017).

Lanosterol

Pe e KETOCONAZOL

Ergosterol

(-) Sintesis de la membrana

Ergosterol de la membrana

Figura 9. Mecanismo de accion de ketoconazol. El ketoconazol
inhibe la sintesis de ergosterol, al interaccionar con la 14-alfa-
desmetilasa, una enzima del citocromo P-450 que es necesaria
para la conversion del lanosterol a ergosterol, un componente
esencial de la membrana de los hongos. (Como & Dismukes,
1994).

1.4.2 Farmacocinética de ketoconazol
El ketoconazol es una sustancia débilmente dibasica y, por eso, precisa de acidez
para su disolucion y absorcion. La Cmax ¥ el ABC (area bajo la curva) aumentan

proporcionalmente con la dosis. In vitro, la unién a proteinas plasmaticas es de en
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torno a un 99%, principalmente a la fraccion albumina. El ketoconazol se distribuye
ampliamente por los tejidos; no obstante, sélo una proporcién despreciable de
ketoconazol llega al liquido cefalorraquideo (Agencia Europea de Medicamentos,
2017).

El ketoconazol es metabolizado ampliamente, formandose gran cantidad de
metabolitos inactivos. En estudios llevados a cabo in vitro, se ha demostrado que
CYP3A4 es la principal enzima que participa en su metabolismo. Las principales
vias metabdlicas identificadas son la oxidacion y la degradacién de los anillos de
imidazol y piperazina, la O-desalquilacién oxidativa y la hidroxilacion aromatica. El
ketoconazol es un potente inhibidor de CYP3A4 y de la gp-P (Centro colaborador
de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
ANMAT Argentina, 2012).

Tabla 6. Parametros farmacocinéticos de KCZ en humanos y en ratas

Humanos Ratas (Wistar macho, edad 60 dias)

Parametros farmacocinéticos

. Crmax Tmax tie ABC . Cl tie ABC
Dosis Dosis )
(nug/mL) (h) (h)  (ng-h/mL) (mL/min/kg) (h) (nug-h/mL)
200 mg (Via oral) 10 mg/Kg 9.05+1.07 1.01+0.28 18.61+2.12
*En el parametro *17a
ABC 200 mg a 1200 3.5 1a2 2 1’5 6 20 mg/Kg 7.58+3.78 1.07+0.20 52.224+22.62
mg )
40 mg/Kg 2.11+0.22 1.17£0.15 317.08+30.51

*Datos recopilados de Hamdy & Brooks (2009), Centro colaborador de la Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica ANMAT Argentina (2012).

La semivida del ketoconazol aumenta con la dosis y con la duracién del
tratamiento. En torno al 13% de la dosis se excreta en la orina, y de dicha
excrecion del 2% a 4% es el farmaco sin modificacion alguna. El ketoconazol se
absorbe rapidamente en el tubo digestivo, se metaboliza parcialmente en el

higado y se elimina principalmente con la bilis y las heces (OMS, 2017).

De acuerdo al perfil farmacocinético observado en ratas (Hamdy & Brooks, 2009)
no se observa diferencia considerable con las dosis de 40, 50 y 80 mg/kg. Esto
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significa que dosis mayores a 40 mg/kg no incrementa sustancialmente los niveles

plasmaticos de ketoconazol y por lo tanto no se esperaria efectos farmacolégicos

mayores.
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Figura 10. Concentracion plasmatica media de los enantidmeros de KCZ en funcién
del tiempo. Se dieron dosis racémicas orales de 10, 20, 40, 50 6 80 mg/kg.
Enantiomero positivo (+) y enantiémero negativo (-) (n= 4 ratas por grupo de dosis
(Hamdy & Brocks, 2009).

1.5 RIFAMPICINA

La rifampicina es un antibiético bactericida del grupo de las rifamicinas. Es
un componente semisintético derivado de la bacteria Amycolatopsis
rifamycinica. Dentro de la literatura la rifampicina puede ser abreviada como
RIF, RMP, RD, RA o R. Se usa con otros medicamentos para tratar la
tuberculosis o para tratar infecciones de Neisseria meningitis (un tipo de
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bacteria que puede provocar una infeccion grave llamada meningitis) en la
nariz o la garganta (Trevor et al., 2004).
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Figura 11. Estructura quimica de la rifampicina (Lépez Tricas, 2015).

1.5.1 Mecanismo de accidn de rifampicina

La rifampicina se une a la subunidad beta de la DNA-polimerasa RNA-
dependiente, impidiendo que esta enzima se una al DNA, bloqueando la
transcripcion del RNA. La rifampicina no se une a las polimerasas de las células
eucaridticas de tal manera que la sintesis del RNA humano no es afectada. La
rifampicina es bacteriostatica o bactericida segun las concentraciones que alcance
en su lugar de accién y de la susceptibilidad del microorganismo. La rifampicina es
eficaz frente a microorganismos en fase de division rdpida en las lesiones
cavitarias y también frente a los que se dividen lentamente, como los que se
encuentran en las lesiones caseosas (tipo de necrosis caracteristica en
inflamaciones granulomatosas) y en los macréfagos (Centro Colaborador de la

administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica, 2012).

La rifampicina induce la actividad enzimatica microsomal aumentando el
metabolismo y la excrecién urinaria de los acidos biliares y ha sido utilizada para

aliviar el prurito secundario a la colestasis asociada a la cirrosis biliar (Velasco et
al., 2004).
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1.5.2 Farmacocinética de rifampicina

La rifampicina se administra por via oral o intravenosa. Después de la
administracion de una dosis oral, se absorbe rapidamente. Los alimentos afectan
tanto la rapidez como la extension de la absorcién. El farmaco se distribuye muy
bien en la mayoria de los 6rganos y tejidos incluyendo los pulmones, el higado, el
hueso, saliva y los fluidos peritoneal y pleural. Atraviesa las meninges inflamadas
alcanzando unos niveles en el liquido cefalorraquideo que son el 10-20% de los
presentes en el plasma. También atraviesa la barrera placentaria y se excreta en
la leche materna (Goodman & Gilman, 2012).

La rifampicina se metaboliza en el higado a desacetil-rifampicina, un metabolito
que también posee actividad antibacteriana. La rifampicina experimenta una
circulacion enterohepética con una reabsorcidén significativa. En su mayoria, la
rifampicina y su metabolito desacetilado son eliminados en las heces hasta en un
60% siendo un 30% aproximadamente eliminado en la orina (Velasco et al., 2004).

Tabla 7. Parametros farmacocinéticos de RIF en humanos

Parametro farmacocinético Valor
Unién a proteinas (%) 85
Biodisponibilidad después de la administracién oral (%) 68
tmax (hrs) 1.5-2.0
Cmax total (pg/mL) 8-20
Cmax del farmaco libre (ug/mL) 1.5
ti2 (hrs) 2-5

*Datos recopilados de Goodman & Gilman (2012).

40



Efecto de la administracion de un inhibidor y un inductor de la glicoproteina P
durante el proceso nociceptivo en un modelo murino de formalina

2. HIPOTESIS

e La administracién de un inhibidor (KCZ) y de un inductor (RIF) de la gp-P
modificara la respuesta nociceptiva en el modelo murino de formalina.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto que produce la administracion de un inhibidor y un
inductor de la gp-P, mediante un modelo murino de formalina para
determinar como se modifica la respuesta nociceptiva

3.2 Objetivos particulares

e Determinar el efecto que produce sobre la nocicepcidn, la administracién de
una dosis Unica por via oral de ketoconazol (inhibidor de gp-P), rifampicina
(inductor), diclofenaco (control positivo) y el vehiculo utilizado (control
negativo) en el modelo murino de formalina.

e Determinar el efecto que produce sobre la nocicepcion la administracion de
una dosis Unica por via subcutanea en el sitio de la lesion de ketoconazol
(inhibidor de gp-P), rifampicina (inductor), y el vehiculo utilizado en el

modelo murino de formalina.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Desarrollo experimental

Efecto de la administracién de un inhibidor y un inductor de la
glicoproteina P durante el proceso nociceptivo en un modelo murino de
formalina

Se utilizaron ratas Wistar
macho de 180-250g

Antes de los experimentos se les
retiré 12 horas el alimento con
libre acceso al agua

Se obtuvieron sus pesos para
clasificarlos en grupos de acuerdo
a la via de administracion

/ N

Via de Via de
administracién administracién
oral subcutanea

/

* Grupo control negativo (n=12)

* Grupo control positivo (n=6)
Diclofenaco (32 mg/kg) * Grupo control negativo (n=6)

* Grupo experimental 1 (n=6) * Grupo experimental 1 (n=6)
Ketoconazol (32 mg/kg) Ketoconazol (40 pg)

* Grupo experimental 2 (n=6) * Grupo experimental 2 (n=6)
Rifampicina (60 mg/kg) Rifampicina (40 ug)

\ )

v
Después de la administracion, los animales

se dejaron ambientando en una camara de
observacion transparente de acrilico

v

Administraciéon
subcutanea de
formalina 1% (50 puL)

Cuantificacién de la
respuesta nociceptiva

Sacrificio en camara de CO,

Figura 12. Diagrama de flujo del desarrollo experimental.
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4.2 Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos con un peso de 180-250 g provenientes del
bioterio del Instituto Nacional de Perinatologia. Se mantuvieron en un cuarto con
temperatura controlada (22 + 1°C). Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo con las guias sobre aspectos éticos para la investigacion de dolor
experimental en animales (IASP, 1983).

4.3 Materiales
e Agujas
e Jeringasde 1,3y5mL
e Cronémetros
e Cilindros
e Espejos
e (Contadores manuales de 4 digitos
e (Canula intragastrica de metal
e (Camara de observacion transparente de acrilico (Plexiglas) de 20 cm de
diametro y 30 cm de altura durante 30 minutos
e (Camara de COz2
e Balanza granataria con canastilla
e Jaulas para animales
4.4 Farmacos y reactivos
e Ketoconazol (USP)
e Rifampicina (Rifadin®, suspension de 20 mg/mL)
¢ Diclofenaco sédico (USP)
e Formaldehido grado reactivo
e Solucién salina isotdnica
4.5 Prueba de formalina
Se inicié con la administracion de los farmacos en estudio, después la rata se
coloc6 en una camara de observacidn transparente de acrilico de 20 cm de

diametro y 30 cm de altura durante (esto le permite al animal adaptarse a su
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entorno), cabe mencionar que a cada farmaco se le dio un tiempo determinado
antes de la inyeccidon subcutanea de formalina; en los casos de ketoconazol y
rifampicina se administraron 45 minutos antes de la formalina y diclofenaco se

administré quince minutos antes.

Adicionalmente, en los experimentos para determinar el posible efecto local, los
farmacos en estudio se administraron subcutdneamente a concentraciones
terapéuticas en un volumen de 50 pL, 30 minutos antes a la inyeccion de
formalina. Después de este periodo de tiempo se les administr6 de manera
subcutanea 50 pL de formalina (solucién de formaldehido al 1% en solucién salina
isoténica) en el dorso de la pata posterior derecha utilizando una aguja para
insulina. Enseguida a la administracion, la rata se colocé nuevamente en el interior
del cilindro de acrilico. En la parte trasera de estos cilindros previamente se
colocaron dos espejos de 30 x 30 cm cada uno formando un angulo de 45° entre
ellos para facilitar la observacion de la pata inyectada. Se cuantificé el numero de
sacudidas de la pata inyectada de la rata, en intervalos de 1 minuto cada 5
minutos hasta completar 60 minutos después de la inyeccién con ayuda de
contadores manuales. La prueba se realiz6 en un intervalo de temperatura de 25 a
27°C (temperatura estandarizada en el laboratorio). Al final del experimento los

animales se sacrificaron en una camara de CO:x.

5. RESULTADOS

5.1 Efecto nociceptivo del ketoconazol y rifampicina via oral

La inyeccion intraplantar de formalina produjo la conducta tipica de sacudidas
caracterizada por el retiro breve y rapido o la flexién de la pata inyectada (Lazaro-
Ibanez, Torres-Lépez, & Granados-Soto, 2001). Cuando se graficé el nimero de
sacudidas en funcion del tiempo se obtuvieron graficas donde se distingue la
conducta bifasica caracteristica de este modelo (Tj6lsen, Berge, Hunskaar,
Rosland, & Hole, 1992). Ademas, se compard el comportamiento del grupo control
con los otros tratamientos administrados por via oral (ketoconazol (KCZ),
rifampicina (RIF) y diclofenaco (DIC) como control positivo para confirmar el efecto
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analgésico de este farmaco. En la grafica 1 se observa que el grupo con mayor
namero de sacudidas por minuto fue el de KCZ, seguido del grupo control,

después el grupo de RIF y por ultimo el de DIC.

40 + —&— VEH

—O— KCZ 32 mg/kg
—w— RIF 60 mg/kg
—— DIC 32 mg/kg

RESPUESTA (sacudidas)

TIEMPO (minutos)

Grafica 1. Relacion tiempo-respuesta de los tratamientos evaluados por via oral.
Vehiculo (VEH), Ketoconazol (KCZ), Rifampicina (RIF), Diclofenaco (DIC).

Posteriormente se obtuvieron las graficas 2 y 3, del area bajo la curva para la
fase | y Il. Es posible diferenciar las dos fases del modelo asi como un perfil de
sacudidas mayor en las ratas que recibieron ketoconazol en comparacién con las
que recibieron rifampicina, diclofenaco e incluso el grupo que recibi6 el vehiculo

Unicamente.
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Graficas 2 y 3. Area bajo la curva del efecto producido por los tratamientos evaluados por via oral
durante la fase | y Il. Vehiculo (VEH), Ketoconazol (KCZ), Rifampicina (RIF), Diclofenaco (DIC).
*Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto al grupo VEH mediante prueba de
andlisis de varianza de una via seguida de una prueba de Tukey.
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5.2 Efecto nociceptivo del ketoconazol y rifampicina via subcutanea

En la grafica 4 se hizo la comparacién de ambos tratamientos administrados por
via subcutanea (RIF y KCZ), donde se administr6 una dosis Unica del farmaco
(40pg). Como se puede observar en las graficas 5 y 6 del area bajo la curva,
durante la primera y segunda fase en la respuesta con KCZ y RIF no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Grafica 4. Relacion tiempo-respuesta de tratamientos administrados
por via subcuténea. Vehiculo (VEH), Ketoconazol (KCZ), Rifampicina

(RIF).
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Graficas 5 y 6. Area bajo la curva del efecto producido por los tratamientos evaluados por via
subcuténea durante la fase | y Il. Vehiculo (VEH), Ketoconazol (KCZ), Rifampicina (RIF). *No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto al grupo VEH mediante
prueba de andlisis de varianza de una via seguida de una prueba de Tukey.
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5.3 Comparacion de los tratamientos administrados por via oral y via
subcutanea

Por ultimo, se obtuvo el area bajo la curva de ambos tratamientos (KCZ y RIF)
administrados por via oral y via subcutanea, donde se puede observar un
incremento en la respuesta nociceptiva en el tratamiento de KCZ administrado via
oral, en el caso de la RIF su comportamiento nociceptivo fue menor a comparacién
del grupo administrado so6lo con el vehiculo. Y en los grupos experimentales
administrados por via local no se observan diferencias significativas en ninguno de

los tres tratamientos.
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Grafica 7. Area bajo la curva durante la fase Il del efecto producido por los tratamientos evaluados
por ambas vias de administracion; oral (O) subcutanea (S), Vehiculo (VEH), Ketoconazol (KCZ),
Rifampicina (RIF). *Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto al grupo VEH
mediante prueba de andlisis de varianza de una via seguida de una prueba de Tukey.

6. DISCUSION DE RESULTADOS

En la prueba de formalina la conducta dolorosa después de la inyeccion
intraplantar fue bifasica: la fase 1 inicié inmediatamente después de la inyeccion
del irritante (0-10 min), mientras que la fase 2 comenz6é después de los 15
minutos, con una respuesta maxima entre los 20-35 minutos. La fase 1 y 2 se
consideran dolor neurogénico e inflamatorio, respectivamente. A la fecha, la
evidencia experimental farmacoldgica y electrofisioldgica sugiere que la fase 1 es

por una accion directa de la formalina sobre los nociceptores (Dickenson &
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Sullivan, 1987) (Puig & Sorkin, 1995) y la liberacién inmediata de mediadores
quimicos. La fase 2 es el resultado de una combinacidén de eventos periféricos y
centrales. Se ha descrito que hay cambios en la actividad neuronal en el asta
dorsal de la médula espinal con evolucion temporal similar a la conducta dolorosa
observada (Dickenson & Sullivan, 1987) (Puig & Sorkin, 1995). Sin embargo, se
requiere del estimulo periférico para el desarrollo de la segunda fase y esta
asociado con la liberacién de diferentes mediadores inflamatorios a nivel periférico

y espinal.

En este estudio se utilizaron dos compuestos con afinidad sobre la gp-P,
ketoconazol y rifampicina, inhibidor e inductor, respectivamente, se han descrito
por tener una fuerte afinidad por la gp-P. La decision de utilizar estos compuestos
obedece a que hasta nuestro conocimiento no se han estudiado en modelo de

formalina ni se han descrito efectos antinociceptivo o pronociceptivo.

6.1 Efecto de la administracion de rifampicina sobre el desarrollo de
hocicepcion

En el grupo en el que se administré RIF (en una dosis de 60 mg/kg), por via oral
aun cuando se observé una ligera disminucién en el ABC del numero de
sacudidas de la pata de las ratas, esto podria indicar un modesto efecto

antinociceptivo. Sin embargo, estadisticamente el efecto no fue significativo.

Tedricamente, un inductor de gp-P podria producir un efecto antinociceptivo lo
cual fue escasamente observado en este estudio. La explicacion al respecto
pueda ser relacionada con la dosis administrada, probablemente se requieran
dosis Unicas mayores, 0 bien, una exposicion repetida en dias consecutivos de
manera previa al experimento de formalina. Por otra parte, tampoco se observé

efecto cuando se administré RIF a nivel local.
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6.2 Efecto de la administracion de ketoconazol sobre el desarrollo de
nocicepcion

Diversos estudios de biologia molecular, inmunocitoquimica y bioquimica
(Stamatovic et al., 2008) muestran que las células del endotelio cerebral, poseen
una amplia variedad de enzimas metabdlicas (ej. fosfatasa alcalina, enzimas
citocromo P450, glutation transferasa) y proteinas de eflujo transportadoras
dependientes de energia (ej. gp-P), que son importantes para un mecanismo de
proteccién en la BHE (Bauer et al., 2005; Stamatovic et al., 2008).

La gp-P se expresa en el parénquima cerebral (ej. astrocitos y microglia) al igual
que en la BHE, su funcién es prevenir la acumulacion de compuestos peligrosos
en el cerebro, mediante la eliminacion activa de ellos desde este 6rgano hacia la
circulacion periférica (Davis et al., 2014).

Ademas, en varios articulos esta reportada la localizaciéon de la gp-P en capilares
de cerebro de rata, asi como el uso de modelos in vitro de la BHE, también se han
utilizado lineas celulares inmortales como la de endotelio cerebral de rata (RBE4)
(Croop et al., 1989) y los analisis por Western blot, en esta misma linea celular
han logrado revelar una banda de peso molecular de entre 170-180 kDa, un
tamano previamente reportado para la gp-P (Davis et al., 2014). También, se han
realizado andlisis inmunohistoquimicos empleando anticuerpos monoclonales,
demostrando asi la presencia de la gp-P en la membrana plasmatica, en las
vesiculas y en la envoltura nuclear de las células del endotelio cerebral de rata
tanto in vitro como in vivo. Por lo tanto, los diferentes sitios en donde ha sido
identificada la gp-P, sugieren que juega un papel importante en la distribucién de
sustratos a nivel subcelular en el cerebro (Croop et al., 1989).

Se sabe que algunos factores pueden regular la expresiéon de la gp-P, entre ellos
se encuentran el estrés oxidativo, los tratamientos como la quimioterapia, las
radiaciones ionizantes e incluso el dolor inflamatorio, en el cual se ha comprobado
que provoca una redistribucibn de la gp-P en las células del endotelio

microvascular, también existe un incremento de la actividad ATPasa de la gp-P, al
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igual que promueve un incremento en la expresion de esta, provocando un mayor
eflujo de farmacos en la BHE, esto se ha comprobado a través de analisis con
Western blot (Scotto, 2003).

Como se sabe en la prueba de formalina la fase 2 se considera dolor de tipo
inflamatorio, en la cual existen diversos mediadores que participan, como son las
IL proinflamatorias 1, 2, 6 y 7, TNF, prostaglandinas, cininas (ej. bradicinina),
citocinas, serotonina, ATP y H* (De Oliveira et al., 2011).

Se ha investigado la participacion de la IL-6 sobre la regulacién del gen MDR1, ya
que el estrés inducido en las células por algunos agentes quimioterapéuticos lleva
a la sobreexpresion de la gp-P, su funcién es la de generar un mecanismo de
defensa celular, la participacion del factor NF-IL6, en la regulacién del gen MDR1
es importante para inducir la expresiéon de la gp-P pero esto se da bajo ciertas
circunstancias y en ciertos tipos de células (Combates et al., 1994).

Por lo tanto el dolor inflamatorio y algunos otros estimulos fisiolégicos y celulares
pueden inducir la activacién del factor nuclear NF-IL6, el cual es miembro de la
familia de los factores de transcripcion C/EBP, y que a su vez induce la expresion
del gen MDR1 (Combates et al., 1994) (Akira et al., 1990).

Una posible explicacién adicional que no debemos omitir es la inhibicién de la
sintesis de testosterona (T) debida a la administracion de ketoconazol (Pont, y
otros, 1982). Se ha descrito que esta hormona tiene una participacién importante
en los procesos nociceptivos (Vincent & Tracey, 2008). En ratas el tratamiento con
testosterona esta asociado a la reduccion de dolor (Steiner, Dunn, & Born, 2003).
Se ha observado que la administracidén oral de este farmaco a dosis de 24 mg/kg
en ratas Wistar macho interfiere en los niveles de testosterona plasmatica
disminuyéndola significativamente en comparacion con las ratas no tratadas
dentro de las primeras dos horas de haberse administrado el farmaco (Vawda &
Davies, 1986).
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El mecanismo de accién por el cual la testosterona produce analgesia, ansiolisis y
mejora el rendimiento cognitivo se puede deber a su metabolismo. La T es
metabolizada por la 5a-reductasa para convertirse en dihidrotestosterona (DHT),
que posteriormente es metabolizada por la 3a-hidroxiesteroide dehidrogenasa
para formar al 3a-Diol. La T y la DHT tienen una gran afinidad por los receptores
intracelulares androgénicos (Cunningham, Tindall, & Means, 1979) (Verhoeven,
Heyns, & De Moor, 1975), pero la 3a-Diol no posee esta afinidad (Roselli, 1991).
La 3a-Diol es un potente modulador de GABA y del complejo de receptores de
benzodiacepina (GBRs por sus siglas en inglés), mientras que la T y la DHT tienen
una actividad débil en el GBRs (Frye, Duncan, Basham, & Erskine, 1996) (Frye &
Reed, Androgenic neurosteroids: Antiseizure effects in an animal model of

epilepsy, 1998).

La sintesis de esta hormona puede ser inhibida por ketoconazol (Pont, y otros,
1982) (Vawda & Davies, 1986). Adicionalmente, se ha descrito que el metabolismo
de testosterona se lleva a cabo parcialmente por CYP3A4 generando metabolitos
como la 3a-Diol del cual algunos reportes senalan que tiene propiedades
analgésicas. De acuerdo con esto, al inhibirse la produccion de estos compuestos
enddgenos, cabe la posibilidad de un incremento en las respuestas dolorosas tal

como se ha reportado previamente (Vawda & Davies, 1986).

Como se sabe las endorfinas producen analgesia en situaciones de dolor al ser
extruidas desde el cerebro hacia la periferia por la gp-P y en condiciones de dolor
inflamatorio incrementa la expresion de gp-P a nivel de BHE (Sanchez-
Covarrubias et al., 2014). Por lo tanto, otra explicacién a los resultados obtenidos
podria ser que la gp-P al estar inhibida por el KCZ no permita que ciertas
endorfinas salgan del cerebro para producir un efecto analgésico, a pesar de que
en situaciones de dolor inflamatiorio se sobreexpresa esta glicoproteina.

El cerebro libera neurotransmisores funcionalmente activos directamente desde
este hacia la sangre a través de un sistema saturable de transporte de gp-P. Se ha

visto que la disminucion de la expresion de gp-P disminuye el transporte de
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morfina, B-endorfina y otros opioides del cerebro hacia sangre periférica (King et
al., 2001). Se han realizado algunas investigaciones y se observé que los ratones
knock out con genes suprimidos de mdria/b -/- son mas sensibles al péptido
sintético opioide ciclico (DEPDP, por sus siglas en ingles D-penicilamina 2,5
encefalina), esto causa una hipersensibilidad inducida por la analgesia de este
péptido, lo cual sugiere que la gp-P tiene una participacién importante en la
disposicion y la disminucién de la actividad de este péptido (Chen & Pollack,
1998).

El grupo de péptidos opioides endbégenos que son transportados por la gp-P
incluyen a la adrenorfina, endorfina 1 y 2, neurocinina y sustancia P (Oude Elferink
& Zadina, 2001). Esta regulacion del sistema de transporte de la glicoproteina P
para bombear compuestos funcionalmente activos desde el cerebro a la periferia
establece un mecanismo potencialmente importante para que el SNC module los

sistemas periféricos nociceptivos.

Una aportaciéon adicional de este proyecto fue el explorar la posible participacién
de la gp-P a nivel del sitio de la lesién. Al administrar ketoconazol o rifampicina,
como inhibidor e inductor fuertes de la gp-P, no se observaron cambios en la
conducta dolorosa de las ratas. Esto sugiere una participacion nula de la gp-P a
nivel local, lo cual tampoco ha sido previamente reportado. De esta manera se
refuerza mas la teoria de la amplia participacion de gp-P a nivel de SNC y BHE.
Aun cuando existen otros farmacos que son inhibidores o inductores de la gp-P,
no se ha reportado su participacion en procesos nociceptivos, los resultados de
este estudio permiten establecer la participacién de la gp-P en dichos procesos y
apuntan hacia una nueva linea de investigacién en la terapéutica del dolor e

inflamacion.
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7. CONCLUSIONES

En el tratamiento oral con KCZ, se observaron respuestas nociceptivas
aumentadas en comparacion con el grupo control.

En el tratamiento oral con RIF no se observaron diferencias significativas
comparadas con el grupo control.

Cuando se administr6 RIF y KCZ via subcutdnea, no se observaron
diferencias significativas en la respuesta nociceptiva con respecto al grupo
control, lo cual indica que el mecanismo de inhibicion de KCZ sobre la gp-P
no es a nivel local, sino a nivel sistémico.

Se necesitan hacer mas investigaciones para poder dilucidar el mecanismo

por el cual interviene la gp-P en vias de dolor.
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