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1. Resumen

El dolor es el motivo principal de atencion médica en el mundo debido a su impacto
en la calidad de vida de las personas. En este contexto, la investigacién de nuevas
opciones terapéuticas ha cobrado importancia y el acido ferulico (acido 4-hidroxi-3-
metoxicinamico), el cual es un compuesto que se encuentra en frutas, verduras y
plantas, ha sido reportado como agente con propiedades terapéuticas. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto antinociceptivo de la administracién oral
del acido ferulico en el raton. Para ello, se utilizaron cinco modelos conductuales de
induccién de la nocicepcién por medio de agentes algésicos. La nocicepcién se
indujo mediante la prueba de estiramiento abdominal (acido acético 0,6%, i.p.) y
mediante la inyeccion de capsaicina (3 pg/pata), prostaglandina E> (3 nmol/pata),
glutamato (15 pymol/pata) o serotonina (20 ng/pata) en la pata posterior derecha.
Ademas, se utilizaron pretratamientos con xenobioticos {N[G]-Nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME), naloxona y metiotepina} en la prueba de estiramiento abdominal,
con el propdsito de elucidar el posible mecanismo de accién que presenta el acido
ferulico en esta prueba. Una reduccion de la conducta nociceptiva (estiramientos o
lamida de la pata) en los diversos modelos, se considerd6 como un efecto
antinociceptivo. La administracion oral del &acido ferdlico en los modelos
utilizados produjo un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis. Las ventanas
de actividad biologica, asi como los parametros de DEsp y efecto maximo
encontrados en cada modelo fueron diferentes: estiramiento abdominal (DEso: 55,6 +
6,9 mg/kg; Emax: 68,69 *+ 26,41%); capsaicina (DEso: 120,7 = 17,3 mg/kg; Emax: 64,34
+ 15,16%); prostaglandina E2 (DEso: 0,44 + 0,17 mg/kg; Emax: 76,15 + 8,28%);
glutamato (no se encontrd efecto alguno del AF en el modelo) y serotonina (DEso:
5,16 mg/kg £ 1,89 mg/kg; Emax: 79,52 £ 23,67 %). Los datos sugieren que el acido
fertlico administrado de forma oral presenta un efecto antinociceptivo en varios
modelos de nocicepcion, este efecto es mediado posiblemente por la via
opiodérgica, la via serotoninérgica, el antagonismo del receptor TRPV: e
intervencion en la via de los receptores a prostaglandinas; ademas de intervenir en
receptores y vias relacionadas en estos modelos. Se propone al &cido ferulico como

un posible farmaco y/o adyuvante en la terapia analgésica.




2. Introduccién

El dolor es la razon principal por la que los pacientes asisten al médico, lo que lo
hace un problema de gran importancia. Esto se debe a que los diferentes tipos de
dolor afectan la calidad de vida de los pacientes de manera fisica, psicolégica,
emocional y econémica. En este contexto, el dolor es un sintoma y/o enfermedad de
vital importancia en los pacientes. Ademas, es este el sintoma principal por el que

los pacientes asisten a atencion médica.

Para el tratamiento del dolor se utilizan diversos medicamentos que, en general,
provocan reacciones adversas. Entre los grupos de farmacos mas utilizados se
encuentran los antiinflamatorios no esteroideos y los opioides. Se pueden utilizar
otros farmacos concomitantes para mejorar los resultados como los adyuvantes,
entre los que se encuentran los inhibidores de la recaptura de serotonina, los

esteroides y vitaminas.

Dado que ya se ha reportado que los productos naturales son una fuente de
farmacos que se utilizan en el tratamiento de diversas patologias neuroldgicas, se ha
reconocido que sustancias obtenidas a partir de dichas fuentes podrian presentar
efectos analgésicos como se propone en este trabajo con el acido feralico (AF). El
AF es un compuesto que se clasifica como un derivado del acido cinamico o un
acido fendlico. Esta molécula se encuentra ampliamente distribuida en los alimentos
gue el hombre consume diariamente, entre los que se encuentran las frutas y los
cereales. El AF presenta efectos farmacologicos de interés en modelos preclinicos
de Alzheimer, diabetes, dolor cronico, inflamacion, hipertension y cancer. Asimismo,
el AF presenta actividad antioxidante que podria explicar parte de sus propiedades

farmacoldgicas.

En este trabajo se evalud el efecto antinociceptivo del AF utilizando modelos de
nocicepcion aguda en raton, en los cuales se aplicaron diferentes agentes algésicos.
Entre los modelos utilizados se encuentran: el modelo de estiramiento abdominal, el
modelo de induccion de nocicepcidn con capsaicina, modelo de induccion de
nocicepcion con prostaglandina, modelo de induccién de nocicepcién con glutamato

y el modelo de nocicepcion ocasionado con serotonina (5-HT).




3. Antecedentes
3. 1. Dolor

La palabra dolor se usa comunmente para referirse a un sentimiento desagradable y
lastimero. A nivel fisiolégico, el dolor es un sistema de advertencia para evitar el
dafio al organismo (Scholz & Woolf, 2002). La IASP define el dolor como “una
experiencia sensitiva y emocional desagradable, asociada a una lesion tisular real o
potencial” (Puebla Dias, 2005). El dolor consta de un sistema neuronal sensitivo
compuesto por nociceptores y vias aferentes que responden a estimulos
nociceptivos tisulares (Puebla Diaz, 2005), en otras palabras, el dolor es una
experiencia compleja que involucra no solamente la transduccién del estimulo

nocivo, sino también un procesamiento emocional y cognitivo.

Por otro lado, la nocicepcion (del latin nocere, hacer dafio) es el proceso mediante el
cual un estimulo produce dolor al ser detectado por neuronas sensoriales primarias y
sus mecanismos moleculares (Julius & Basbaum, 2011; Daniel Le Bars, Manuela
Gozariu, & Samuel W. Cadden, 2001). La nocicepcion tiene 3 funciones basicas:
advertir al individuo de dafio real al tejido, advertir la probabilidad de que puede
ocurrir un dafo al tejido y alertar de un peligro a un grupo social; incluso, favorecer el

trofismo y regeneracion de un tejido (Daniel Le Bars et al., 2001).

La forma de experimentar el dolor depende de los aspectos biologicos y
neurofuncionales involucrados; ademas de variables como la personalidad,
experiencias dolorosas previas, status socio-cultural, estado emocional en el
momento del estimulo nociceptivo e incluso experiencias dolorosas de personas
cercanas. Al ser el dolor una experiencia multidimensional se pueden distinguir los
componentes neurofuncionales que llevan a una mayor o menor repercusion
psicoafectiva, cultural, social, econ6mica y espiritual. A la suma de estos
componentes se le ha denominado “dolor total” (Reyes Chiquete, Gonzéalez Ortiz,
Mohar Betancourt, & Meneses Garcia, 2011). En este contexto, la Figura 1 muestra

los diferentes factores que pueden intervenir en la experiencia dolorosa.
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Figura 1. Esquema de los diferentes factores que intervienen en la experiencia dolorosa. Imagen
obtenida de Directrices de la OMS sobre el tratamiento farmacolégico del dolor persistente en nifios
con enfermedades médicas. (2012).

Las causas del dolor incluyen cancer, inflamacion, dafio a tejido, actividad anormal
de los circuitos nerviosos y dafios del sistema nervioso central (SNC) y sistema
nervioso periférico (SNP) (Kopf & Patel, 2010; Yekkirala, Roberson, Bean & Woolf,
2017). En enfermedades inflamatorias, neuropaticas y cancerigenas, entre otras; el
dolor deja de ser un signo de alerta y se transforma en uno de los sintomas
principales de la enfermedad (Ortega, Roca, & Micé, 2002).

3. 2. Tipos de dolor

Existen varios sistemas de clasificacion del dolor, pero no hay ninguno adoptado
internacionalmente de forma unanime. Con esto en mente, el dolor se puede
clasificar tomando en cuenta su duracion (agudo o cronico), su patogenia
(neuropético, nociceptivo 0 psicogénico), su localizacion (somatico o visceral), segun
Su curso (continuo o irruptivo), segun su intensidad (leve, moderado o severo), entre
otras (Puebla Diaz, 2005).

Con respecto al dolor agudo, este resulta del dafio tisular que puede ser causado
por una infeccion, una lesién, la progresiéon de una disfuncién metabdlica o una
condicion degenerativa. Este tipo de dolor tiende a mejorar a medida que los tejidos

sanan y responde bien a los farmacos analgésicos en general (Kopf & Patel, 2010).

En cambio, el dolor crénico tiene causas y consecuencias de larga duracién a nivel

biolégico, psicologico y social. Entre los factores desencadenantes del dolor cronico,




se encuentra el dolor agudo: entre mas severo sea el dolor agudo y mayor sea el
area sensibilizada, aumenta la probabilidad de que se desarrolle el dolor crénico.
Esto ultimo se ha observado en individuos sanos a los que se les inducen estimulos
nocivos repetidamente y desarrollan una plasticidad neuronal que se refleja en un
dolor constante (van Hecke, Torrance, & Smith, 2013). Este hecho confirma lo
sefialado por Ortega y colaboradores (2002): “El dolor crénico es algo mas que una
mera prolongacion del sintoma de dolor agudo y debe ser considerado como una
patologia que merece un estudio y tratamiento diferente de las situaciones de dolor

agudo”.

Particularmente, el dolor crénico puede afectar negativamente todos los aspectos de
la vida cotidiana o las relaciones sociales de los seres humanos (OMS, 2012). En la
Tabla 1 se muestran algunos de los factores que permiten la transformacion del

dolor agudo en cronico.

Tabla 1. A continuacion se enlistan algunos factores fisiopatologicos que pueden llevar a que el dolor
agudo se vuelva crénico (Kuner & Flor, 2016)

Dafo neuronal Trauma
Amputacion Enfermedades metabdlicas
Infeccion viral Neurotoxinas
., Alteraciones relacionadas con el
Inflamacion .
estrés
Crecimiento tumoral Enfermedades vasculares

Enfermedades autoinmunes

De acuerdo con las -caracteristicas neurofisioldgicas, el dolor se divide en
nociceptivo y no nociceptivo. El dolor nociceptivo, como su nombre lo indica, se
refiere a la nocicepcion, la cual detecta estimulos potencialmente dafinos. El dolor
nociceptivo se divide en somatico y visceral. El primero se presenta por afeccion de
partes blandas y Oseas, esta bien localizado y se describe como punzante, agudo,
pulsante o compresivo; mientras que el dolor visceral involucra érganos y estructuras
internas, es difuso, se percibe en areas mayores y se describe como punzante,
profundo o palpitante (OMS, 2012).

Para fines practicos, se tomara en cuenta la clasificacion del dolor mas conocida

(Costigan, M., Scholz, J., & Woolf, C. J.; 2009): dolor nociceptivo, dolor disfuncional,




dolor neuropético y dolor inflamatorio. En el Diagrama 1 se presenta un resumen de

lo anterior clasificando los tipos de dolor en nociceptivo y no nociceptivo.

-

Nociceptivo Dolor nociceptivo
Tipos de dol g
ipos de dolor
Iose unla Dolor
g. ; , disfuncional
neurofisiologia

, : ‘ Dolor
No nociceptivo "
‘ neuropdtico

Dolor
inflamatorio

Diagrama 1. Clasificacién del dolor segln la neurofisiologia y se indica a qué grupo pertenece la
clasificacion que se usard como base en este trabajo.

El dolor se convierte en una patologia debido al dafio o disfuncién del SNC o SNP,
en estos casos se le conoce como dolor neuropatico. En estos pacientes, solamente
17 de cada 100 presenta una respuesta del 50% al tratamiento (Scholz & Woolf,
2002). Este tipo de dolor tiende a ser crénico y presenta poca o nula respuesta ante
el tratamiento farmacoldgico recetado. La neuropatia periférica altera las
propiedades de los nervios sensoriales, lo cual conduce a un desequilibrio entre la
sefalizacion excitatoria e inhibitoria central; ademas de que las interneuronas
inhibitorias y los sistemas de control moduladores descendentes son disfuncionales
(Colloca et al., 2017). Este tipo de dolor es causado por una lesién en el SN (sistema
nervioso) [puede ser por afecciones metabdlicas, traumaticas, infecciosas,
isquémicas, toxicas o inmunitarias (OMS, 2012)], tiene un alto grado de complejidad
y se define con frecuencia por presentarse en ausencia de dafio tisular agudo
concurrente o progresivo. La intensidad de este tipo de dolor puede ir de leve a

severa o incapacitante (Reyes Chiquete et al., 2011).




3. 3. Neurofisiologia del dolor

Las terminales nerviosas sensoriales que detectan los estimulos dolorosos no estan
localizadas en una estructura anatémica particular, sino que estan dispersas en el

cuerpo, piel, masculos, articulaciones y 6rganos internos (Julius & Basbaum, 2011).
Al dolor se le puede dividir en tres procesos basicos (Meeks, Glass, & Carroll, 2015):

1. Transduccion. En la piel, es el proceso de transformar un estimulo doloroso
en una actividad eléctrica neuronal.

2. Transmision. A través de la médula espinal, es la propagacién de la actividad
eléctrica hacia el SNC.

3. Percepcion. Dentro del cerebro, se dirige a la naturaleza subjetiva del dolor

gue los pacientes experimentan.

En la Figura 2 se muestran los procesos basicos de la nocicepcion y algunos

ejemplos de farmacos que actian en cada etapa.
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Figura 2. Via del proceso doloroso. Se muestran los tres procesos principales del dolor; sin
embargo, en muchas referencias también se incluye el proceso de la modulacién, el cual se
encuentra entre la transmisién y la percepcion. Asimismo, se muestran los procesos en donde
pueden actuar los diferentes farmacos utilizados en la terapia del dolor. Imagen traducida y
modificada de Meeks, N. M., Glass, J. S. & Carroll, B. T. (2015).

El nociceptor es aquella neurona primaria sensorial que es activada por estimulos
capaces de causar dafio al tejido, siendo estos interpretados por el cerebro para

producir la sensacion de dolor. Los nociceptores tienen umbrales de activaciéon




caracteristicos que los distinguen de otras fibras sensoriales nerviosas. Se ha
demostrado la existencia de neuronas sensoriales primarias que pueden ser
excitadas por calor nocivo, presion intensa o quimicos irritantes, pero no por
estimulos inocuos como el calor y la luz (Julius & Basbaum, 2011; Kopf & Patel,
2010).

Los cuerpos de las células neuronales mielinizadas y con los diAmetros mas grandes
permiten que conduzcan las sefales rapidamente; estas son las fibras sensoriales
primarias AB y no contribuyen al dolor. Por otro lado, hay células con un didmetro
intermedio y con una capa delgada de mielina: fibra Ad; de estas existen dos clases.
Ambas clases responden ante los estimulos mecénicos, pero unas responden
también al calor intenso y las otras al dafio tisular. Finalmente, existen las fibras
nociceptivas C, las cuales no tienen mielina y su diametro es el mas pequeiio. Estas
fibras; generalmente polimodales; es decir, responden a estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos; son las mas lentas de todas (Julius & Basbaum, 2011; Kopf &
Patel, 2010). Muchas fibras aferentes desmielinizadas no son activadas en
condiciones normales pero responden a estimulos térmicos 0 mecanicos cuando los
tejidos sufren de un proceso inflamatorio; a estos nociceptores tipo C se les conoce
como silenciosos o latentes (Daniel Le Bars et al.,, 2001). La Figura 3 resume la
informacion sobre las caracteristicas de cada una de las fibras neuronales que

perciben los estimulos.

Tomando en cuenta lo anterior, todos los sistemas sensoriales deben convertir el
estimulo ambiental en una sefial electroquimica. Ellos tienen la habilidad de detectar
una amplia gama de modalidades de estimulos y deben de estar equipados con
mecanismos de transduccion. Ademas, diferentes estimulos quimicos y fisicos
pueden activar, por medio de un receptor, las fibras nociceptivas, lo cual permite a
las neuronas integrar la informacion y responder a cambios complejos en el
ambiente fisiolégico. Las fibras primarias nociceptivas pueden ser moduladas y es
por eso que no solamente son parte de la via del dolor agudo, sino que pueden estar

participando en la generacion de dolor crénico (Julius & Basbaum, 2011).

A continuacion, se muestran las Figuras 4 y 5. En ellas se puede observar con

mayor detalle el dolor nociceptivo y el dolor inflamatorio respectivamente.
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Figura 3. Del lado izquierdo se muestran las caracteristicas de los nervios periféricos. Del lado
derecho se muestran dos graficas que indican el orden en el que las fibras reaccionan segin su tipo
y, a través de ellas, se observa cuales participan en el dolor primario y en el dolor secundario. Imagen
tomada y traducida de Julius, D. B. & Allan I. (2011).
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Figura 4. Dolor nociceptivo. Los estimulos nocivos son traducidos en actividad eléctrica en las
terminales nerviosas de las fibras C y Ad por nociceptores o canales ionicos sensibles al calor,
estimulo mecénico, H* y frio. Esta actividad eléctrica es conducida a la médula espinal y, después de
la transmisién en las vias centrales, a la corteza, donde la sensacién de dolor es experimentada.
Imagen tomada y traducida de Scholz, J. & Woolf, C. J. (2002).
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Figura 5. Dolor inflamatorio. Después de un dafio al tejido, las células tumorales e inflamatorias
liberan mediadores quimicos que producen la “sopa inflamatoria”; la cual activa o modifica las
propiedades de respuesta a estimulos de nociceptores aferentes. Esto por su parte, establece los
cambios en la respuesta de las neuronas del SNC. Imagen tomada y traducida de Scholz, J., & Woolf,
C. J. (2002).

Para activar a los nociceptores, existen dos tipos de receptores. Por un lado, los
receptores ionotrépicos transmiten rapidamente la informacion sensorial por su
asociacion a canales idnicos que generan potenciales de accion. Por otro lado, los
receptores metabotropicos responden mas lentamente, pero sus segundos
mensajeros pueden tener un efecto mas profundo en la funcion de los receptores
ionotrépicos (Meeks et al., 2015). De acuerdo con lo anterior, los umbrales de
activacion de la respuesta nociceptiva no son fijos, sino que pueden subir o bajar, lo
cual puede provocar que se responda de manera adecuada o inadecuada. Una
respuesta nociceptiva inadecuada puede aparecer después del dafio a un tejido
periférico: las fibras de bajo umbral, las cuales usualmente producen solamente
sensaciones inocuas, pueden comenzar a producir respuestas dolorosas. La
plasticidad del sistema sensorial es lo que caracteriza a los sindromes clinicos de
dolor, ya que los cambios post-traduccionales y post-transcripcionales pueden
modificar el umbral, excitabilidad y propiedades de transmision de los nociceptores
(Scholz & Woolf, 2002).

Para la transmisién de estos impulsos existen las rutas espinotalamica y trigeminal,

las cuales son las principales rutas nerviosas para la transmision del dolor e




informacion de la temperatura normal. Los cuerpos de las células nerviosas
localizados en los ganglios de la raiz dorsal o en el ganglio del trigémino envian un
extremo de fibra de nervio a la periferia y el otro a la médula espinal (Kopf & Patel,
2010).

Los potenciales producidos son conducidos al cuerno dorsal de la médula espinal y
el impulso es llevado, después de su procesamiento sinaptico, a los centros
superiores. La via espinotalamica funciona para transportar la informacién sobre
dolor y estimulos normales (<45°C). Esta via comienza en las fibras Ad que inervan
la zona marginal y en las fibras C que inervan principalmente las capas de la
sustancia gelatinosa de la médula espinal. Estas fibras, a su vez, inervan las células
del nacleo proprius, las cuales envian fibras nerviosas a través de la linea central
espinal, y ascienden por la médula y el puente hasta inervar neuronas localizadas en
el tAlamo (Kopf & Patel, 2010; Scholz & Woolf, 2002).

Por otro lado, se encuentra la via trigeminal, la cual transmite los estimulos nocivos
del area de la cara a través de las fibras nerviosas provenientes del ganglio
trigeminal; las fibras nerviosas entran al tronco cerebral y descienden a la médula
donde inervan una subdivision del complejo nuclear trigeminal; de aqui las fibras
nerviosas suben a inervar las neuronas talamicas en el lado contralateral. El area del
talamo que recibe la informacion del dolor en el nacleo trigeminal también es el area
gue recibe la informacion sobre estimulos sensoriales normales como el tacto y la
presion (Kopf & Patel, 2010). Se ha observado la participacion del tdlamo en el
procesamiento de las memorias del dolor y la existencia de mecanismos neurales de
larga vida que son capaces de almacenar los resultados de experiencias dolorosas

previas por muchos afios (Cervero & Laird, 1999).

Existen tres vias que llevan la informacion nociceptiva visceral: la via de la columna
dorsal, la via espino-(trigémino)-parabraquial-amigdaloide y la via
espinohipotalamica Los Organos viscerales solamente tienen nervios nociceptivos
con fibra C, y asi, no hay ninguna accion refleja debida al dolor (Kopf & Patel, 2010).
El aparato sensorial motor del tracto gastrointestinal esta dentro del tejido conectivo,
el cual contribuye por si mismo a las propiedades biomecénicas de las visceras
(Farmer & Aziz, 2014).




Por su parte, a nivel visceral se encuentran dos tipos de receptores nociceptivos
sensoriales: de alto y bajo umbral de activacion. El primer tipo tiene un umbral alto a
estimulos naturales (usualmente mecéanicos); mientras que el segundo tipo es un
receptor codificador de intensidad que tiene un bajo umbral que permite que puedan
percibir estimulos naturales inocuos (usualmente mecéanicos) y estimulos nocivos
(Cervero & Laird, 1999). Aunque algunas de las fibras aferentes viscerales
responden a estimulos inocuos y nocivos, una gran parte de fibras aferentes que
inervan los 6rganos parecen consistir en fibras aferentes insensibles (nociceptores
silenciosos). La caracteristica principal de ellos es que no se activan, al menos que

un érgano o tejido sea dafado, presente isquemia y/o inflamacién (Foreman, 2004).

Las fibras aferentes somaticas finas a nivel visceral incluyen dos tipos a nivel
bioquimico: productoras de neurotransmisores peptidicos y no productoras de
neurotransmisores peptidicos. Las primeras son mucho mas abundantes en esta
zona. Ambas fibras aferentes terminan en la médula espinal en las laminas |y V. Se
ha sugerido que los péptidos son particularmente importantes en la transmision de la

informacion proveniente de las visceras (Cervero & Laird, 1999).

Como ya se ha mencionado, el asta dorsal de la médula espinal es un sitio
importante involucrado en la integracion y modulacion de la transferencia sinaptica
del estimulo desde la periferia al SNC. Varias sustancias llevan a cabo la
transmision de la informacion: sustancia P (SP), neuroquinina (NK) A, péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), glutamato, 5-HT y los prostanoides;
estas sustancias se unen a receptores especificos y tienen un papel primordial en la
hiperexcitabilidad del asta dorsal (Jesse, Savegnhago, & Nogueira, 2007). Varios
mecanismos moleculares y celulares operan juntos o separados dentro de los SNC y
SNP para producir las diferentes formas de dolor (Scholz & Woolf, 2002), dicho de
otra manera, la activacion periférica de los nociceptores es modulada por las
sustancias quimicas que son producidas o liberadas cuando hay dafio celular. Estos
mediadores influyen en la actividad nerviosa; de ahi la intensidad del dolor. El
estimulo repetido causa la sensibilizacion de fibras nerviosas periféricas,

disminucién de los umbrales de dolor y dolor espontaneo (Kopf & Patel, 2010).

El glutamato y el aspartato son los dos aminoacidos excitatorios mas importantes

distribuidos en el SNC. Existen dos tipos de receptores glutamatérgicos:




ionotropicos y metabotropicos; los primeros (NMDA, KAINATO y AMPA) son
receptores de canales idnicos que provocan corrientes de Ca?*, Na* y K*; mientras
que los segundos son receptores acoplados a proteinas G que producen IP3
(inositol-1,4,5-trifosfato), diacilglicerol y nucledticos ciclicos. Los receptores de los
aminoacidos excitatorios son cruciales en la transmision nociceptiva aferente
primaria y en el mantenimiento de la respuesta nociceptiva, pese a que los subtipos
de receptores involucrados aun no estan bien definidos. Por otro lado, estos
aminoacidos son liberados en la médula espinal o a nivel local en respuesta a
estimulos nocivos causados por inyecciones de formalina, capsaicina, SP o

respuestas inflamatorias subsecuentes (Beirith, Santos, & Calixto, 2002).

En relacién con la 5-HT, el receptor 5-HT3 es el Unico canal catiénico activado por
ligando con una funcion excitatoria entre los receptores de 5-HT. La activacion
selectiva neuronal de 5HT3 lleva a una hiperreactividad de los astrocitos y
microglias, cuyo resultado es la sensibilizacion de la médula espinal e

hipersensibilidad al dolor (Roeckel, Le Coz, Gaveriaux-Ruff, & Simonin, 2016).

Con respecto a los péptidos y factores de crecimiento, el dafio a tejido promueve su
liberacidon. La bradiquinina es uno de los ejemplos mas importantes al actuar en su
receptor BK> (acoplado a proteina G). Otro ejemplo es el factor de crecimiento
neuronal (NGF), el cual es liberado por las células cebadas, y fibroblastos en el sitio

de la herida y promueve la hipersensibilidad (Julius & Basbaum, 2011).

Las taquininas; las cuales incluyen la SP, la NKA y la NKB; tienen una variedad de
efectos farmacologicos y patolégicos como: extravasacion proteica del plasma,
vasodilatacion, contraccion del musculo liso, salivacion, secrecion de vias aéreas,
degranulacién de células cebadas, reclutamiento de células inflamatorias vy
respuesta inmunoldgica. Se ha sugerido su participacion como neurotransmisores
y/o neuromoduladores de la transmision nociceptiva de la periferia hacia la médula
espinal. Existen tres receptores: NKi, NK2 y NKz; los cuales estan acoplados a
proteinas G. La SP es afin a NK1, NKA es afin a NK2 y NKB es afin a NK3 (Santos &
Calixto, 1997).

Entre las sustancias que contribuyen al dolor, también se encuentra el trifosfato de
adenosina (ATP). Esta sustancia tiene dos tipos de dianas biologicas: P2X, familia

de canales ibénicos activados por ligando, los cuales son 7 (P2X1-7); y P2Y, familia




de receptores acoplados a proteina G, los cuales son 8 (P2Y1, P2Y2, P2Ya4, P2Ys,
P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14). Varios de estos purinorreceptores estan involucrados
en las vias del dolor como iniciadores y/o moduladores. Entre los mas importantes
se encuentra la expresion de P2X3 en las fibras nerviosas sensoriales que inervan la
piel, pues se ha documentado el incremento en las condiciones inflamatorias
debidas al aumento en el numero y respuesta de los receptores P2X3 y P2X2/3. Por
otro lado, P2X7 esta localizado en las células inmunoldgicas y gliales, las cuales
producen la liberacién de citocinas proinflamatorias, proliferacion celular y apoptosis.
Ademas, la liberacién de ATP desde las células de la mucosa epitelial actia en el
receptor P2Y: en las células enterocromafines para liberar 5-HT. EIl purinorreceptor
de adenosina P2(A>), actla sinérgicamente con el receptor P2X2/3 para potenciar su
activacion; asi como con 5-HT, capsaicina y protones (H*) (Burnstock, 2016).

En general, el ATP esta involucrado en sefiales nociceptivas rapidas, mientras el
dolor persistente después del dafio tisular implica a la bradiquinina, las
prostaglandinas y la 5-HT; sin embargo, el dolor persistente durante la inflamacion
también puede implicar sensibilizacion y/o aumento de los receptores P2X. Los
receptores P2Y> en las terminales de neuronas sensoriales sensibles a capsaicina
median la transmision nociceptiva, ademas la sefializacion P2Y puede contribuir a la

mecanotransduccion en las fibras AB de umbrales bajos (Burnstock, 2016).

Con relacion a la familia de los receptores de potencial transitorio (TRP), cuya
funcién es importante en la transmision nociceptiva, se encuentra conformada por
los canales termosensibles que se mencionan a continuacion: TRPV1, TRPVLy,
TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPMg, TRPA: (Rosenbaum & Simon, 2007). Entre este

grupo de receptores, el canal TRPV: es de interés en este trabajo.

El TRPV: es un canal no selectivo de cationes, posee una dependencia muy
importante de la temperatura y su umbral de activacion es a 43 °C. Se ha
demostrado que los animales que no presentan este canal pueden percibir el
estimulo térmico pero no pueden inferir si es nocivo o no. Se ha sugerido que el
TRPV:1 podria ser modulado por componentes de la “sopa inflamatoria”, pH bajo,
voltaje y varios lipidos [endocannabinoides y eicosanoides derivados de la
lipooxigenasa (LOX)]. En el caso de las fibras Ad |, las fibras reconocen el calor por

el VRL-1 (vainolloid-receptor-like-1, por sus siglas en inglés), y este no reconoce a




los compuestos vainilloides. Tanto TRPV: y TRPVL:1 son parte de la gran familia de
los canales receptores transitorios de potencial, cuya estructura base es similar a un
canal dependiente de voltaje. Este canal es activado por la fosfolipasa C (FLC), la
cual produce la hidrdlisis de la membrana del fosfolipido fosfatidilinositol-4,5-
difosfato (PIP2) y una produccién consecutiva de segundos mensajeros lipidicos.
Las fiboras C y Ad Il son activadas por capsaicina y otros compuestos del tipo
vainilloides. La capsaicina es una molécula hidrofébica que es similar a varios
segundos mensajeros hidrofébicos, incluso, se ha observado que lipidos como el
araquidonato o el diacilglicerol pueden activar al canal TRPV: y otros canales TRP.
El TRPV;: forma un complejo de sefializacion con FLC-y y el receptor TrkA (Julius &
Basbaum, 2011). En la Figura 6 se muestran estructuras de algunos compuestos
vainilloides que pueden activar al canal TRPV:.
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Figura 6. Estructuras de ejemplos de agonistas naturales y sintéticos del receptor TRPV1. Todos
estos compuestos son de origen lipidico.

Se ha mencionado en la literatura que la interaccion funcional entre los receptores
P2Y, y los canales TRPV:1 de los nociceptores, podria estar involucrada en el dolor
inflamatorio inducido por ATP. Se ha observado que en ratones que carecen de
receptores TRPV1, la hiperalgesia inducida por ATP se suprime (Burnstock, 2016).

Incluso, se ha reportado que la activacion del receptor P2Y2 por el ATP puede




activar al canal TRPV:1 en la ausencia de cualquier otro estimulo (Lakshmi & Joshi,
2005).

Por otro lado, los iones H* pueden contribuir al aumento de la sensibilidad de los
nociceptores y se han encontrado canales sensibles a ellos en las neuronas
sensoriales como los TRPV: y la familia de los canales i6nicos sensibles a acido
(ASIC, por sus siglas en inglés). Los iones H* pueden tener dos funciones sobre los
TRPV1: activarlos a un pH menor de 6 o potenciar su activacion por la capsaicina y
el calor. Estos fenbmenos son causados por una interaccion directa con la funcién

del canal al modularlo alostéricamente. (Julius & Basbaum, 2011).

La enzima COX (ciclooxigenasa) convierte el acido araquidénico en prostanoides
proinflamatorios. La COX-1 es expresada constitutivamente en varios tejidos y
provee las prostaglandinas necesarias para la homeostasis (proteccion
gastrointestinal y funcién plaquetaria). La COX-2 es una forma inducible y es
incrementada por mediadores inflamatorios. Las prostaglandinas activan receptores
metabotropicos que aumentan la transduccion del dolor a través de receptores
ionotropicos, lo que resulta en hiperalgesia (Garcia Meijide & GOmez-Reino Carnota,
2000; Meeks et al., 2015).

Asimismo, la prostaglandina E> (PGE2) presenta la habilidad para sensibilizar las
terminales periféricas de diametro pequefo, alto umbral, fibras primarias aferentes
hacia estimulos térmicos, quimicos y mecéanicos. La accion bioldgica de la PGE: se
debe a su interaccion con su receptor EP, el cual esta acoplado a proteinas G y
tiene cuatro subtipos. Se ha sugerido que EP2, EP3 y EP4 podrian mediar el efecto
sensibilizador de la PGE> en nociceptores de las neuronas del ganglio de la raiz
dorsal. (Kassuya, Ferreira, Claudino, & Calixto, 2007). Se ha reportado que las
prostaglandinas bloquean el flujo de K* desde los nociceptores y hace a estos

ultimos mas sensibles a su activacion (Dinakar & Stillman, 2016).

En resumen, los nociceptores, cuando son activados, transmiten informacion por
vias diversas. Mediadores inflamatorios son secretados en el sitio del dafio para
estimular mas la activacion del nociceptor. Estos mediadores, conocidos en conjunto
como “sopa inflamatoria”, son péptidos (como bradiquinina), neurotransmisores
(como 5-HT), lipidos (como prostaglandinas) y neurotrofinas (como NGF). La

presencia de estas moléculas activa los receptores o0 baja sus umbrales de




activacion. Esto inicia la inflamacién neurogénica, cuyos receptores activos liberan
neurotransmisores como la SP de la terminal periférica, lo que causa vasodilatacion,
liberacion de mas proteinas cerca de la terminal del nociceptor. Esto estimula a las

células inmunoldgicas y contribuyen a la “inflamacién” (Dinakar & Stillman, 2016).

Como ya se ha mencionado, la sefial dolorosa puede ser modulada en el asta
dorsal, llega al SNC y es conducida a la corteza cerebral (Colloca et al., 2017).

Con respecto a la modulacion hacia la baja de la nocicepcién, es decir, la
disminucion del estimulo nocivo, se han descrito tres mecanismos importantes
(Foreman, 2004; Kopf & Patel, 2010; Xu et al., 2013):

a) Inhibicién segmentaria. También conocida como la “teoria de compuerta del
dolor”. La teoria propone que la transmisién de la informacion a través del
punto de contacto entre una fibra Ad, las fibras nerviosas C y el asta dorsal de
la médula espinal puede ser disminuida o bloqueada; sin embargo, no hace
caso de factores psicolégicos e influencias culturales que afectan la
percepcion del dolor.

b) Sistema opiaceo enddgeno. El sistema esta constituido de tres compuestos
endogeno: encefalinas, endorfinas y dinorfinas; cuyos receptores son los
mismos que ocupan los compuestos derivados del opio. Este sistema y el
siguiente explican, de cierto modo, la modulacion interna del dolor y su
variabilidad subjetiva. Los receptores opioides son expresados en nervios
involucrados en la transmision de dolor en la periferia, la médula espinal y el
cerebro.

c) Sistema nervioso inhibitorio descendente. La 5-HT, la dopamina y la
noradrenalina son los principales neurotransmisores de esta via, ya que
pueden modular la transmision de la informacidén nociceptiva al cerebro. Esta

modulacién es proporcionada por el nicleo de rafé y el locus coeruleus.

Cabe mencionar que los canales de Cl activados por GABA estan involucrados
también en la modulacion del dolor (Dinakar & Stillman, 2016). Las interneuronas,
las cuales son la proporcion mas grande (1/3) en las neuronas del asta dorsal,
regulan la transmision del dolor. La disfuncién de las interneuronas inhibitorias

puede llevar al desarrollo de dolor espontaneo, hiperalgesia primaria, hiperalgesia




secundaria y dolor crénico. Ademas, en el asta dorsal se encuentran, en

abundancia, receptores GABA (Meeks et al., 2015).

Se ha observado que la hiperalgesia central se inicia por el bloqueo de la actividad
de las interneuronas debido a la produccion de PGE». La PGE:> activa a la PKA, la
cual, a su vez, provoca la fosforilacion del receptor de glicina asociado al canal de
Cl- y reduce la probabilidad de apertura de este. Esto ultimo ocasiona la reduccion
de la hiperpolariacién de la neurona de segundo orden y la hace méas sensible al
estimulo transmitido por glutamato. Por lo tanto, la inhibicién de la produccion de las
prostaglandinas reduce la hipersensibilidad. Ademas, se ha visto que la PGE:
aumenta la sensibilidad del TRPVi, lo cual permite la activacién de receptores
polimodales (Kopf & Patel, 2010).

Las células del sistema inmunologico estan relacionadas con el dolor inflamatorio,
disfuncional y neuropatico. La reaccion inmunologica puede incrementar la
nocicepcion a través de la secrecion de citocinas (Scholz & Woolf, 2002). Las
microglias, las neuronas, los astrocitos y las células endoteliales liberan citocinas
proinflamatorias, oxido nitrico (NO, por sus siglas en inglés) y ATP cuando son
activadas. El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la interleucina-18 (IL-1B)
contribuyen a la estimulacion inductora de hiperalgesia (Roeckel et al., 2016). Por
otro lado, los granulocitos y monocitos pueden promover la analgesia al secretar (3-

endorfinas y encefalinas (Scholz & Woolf, 2002).

La Figura 7 muestra varios de los receptores y mecanismos que participan en la

transmision y modulacion del dolor.
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Figura 7. Canales, receptores y mecanismos de transmision de las terminaciones aferentes
nociceptivas. Sélo se muestran los canales y receptores mas importantes. Los canales controlados
por ligandos comprenden los canales sensibles al acido (ASIC), los sensibles al ATP (receptores
P2X) y los sensibles a la capsaicina (TRPV1), que también son sensibles a los protones y a la
temperatura. Se muestran varios receptores acoplados a la proteina G (GPCR, por sus siglas en
inglés) facilitadores e inhibidores, que regulan la funcion del canal a través de varios sistemas de
segundos mensajeros. Los factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento nervioso
(NGF) acttan a través de los receptores unidos a cinasa (TrkA), controlando la funcién de los canales
ibnicos y la expresion de los genes. PCA, proteina cinasa A; PCC, proteina cinasa C; PRGC, péptido
relacionado con el gen de la calcitonina. Imagen tomada de Rang y colaboradores (2008).

3. 4. Epidemiologia del dolor

El dolor es el problema mas comun por el que los pacientes requieren asistencia
médica. La OMS ha indicado en un estudio que el dolor persistente es un problema
de salud comunmente reportado entre los pacientes de primeros auxilios (Kopf &
Patel, 2010). Se ha encontrado que una de las formas mas comunes de dolor que
presentan las personas durante su vida es el dolor de tipo visceral (Foreman, 2004);
de hecho, el dolor visceral cronico es una de las caracteristicas de los desordenes
de la funcion intestinal, lo cual reduce la calidad de vida de los pacientes (Farmer &
Aziz, 2014). Casi una cuarta parte de los dias de trabajo perdidos se atribuyen al
dolor (Reyes Chiquete et al., 2011). Se ha observado que con frecuencia el dolor se
vuelve cronico y los pacientes caen victimas de abuso del alcohol o desoérdenes
depresivos (Kopf & Patel, 2010).

En el contexto internacional, aproximadamente uno de cada 5 adultos en Europa

sufre de dolor crénico; sin embargo, menos del 2% de esta poblacion es atendida




por un especialista. El costo financiero a la sociedad es alto: 200 000 millones de
euros y 635 000 millones de ddlares en E.E. U.U. durante el 2008 (van Hecke et al.,
2013). Otro estudio ha estimado que el costo en salud para el dolor crénico es de
150 000 millones de dolares en E.E. U.U. En el 2002, el costo de recetas de
analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) fue de 312 millones y de
opioides de 137 millones de ddélares (Reyes Chiquete et al., 2011). De manera
general, el dolor crénico es considerado como una causa importante de sufrimiento
mundial (Kuner & Flor, 2016).

Por su parte, México enfrenta un problema de salud publica: la prevalencia del dolor.
Este sintoma y/o enfermedad modifica de forma significativa las condiciones de vida
de los enfermos que lo padecen y deteriora considerablemente su funcionalidad. En
el 2000, la Encuesta Nacional de Salud identificO que 3,5 millones de mexicanos
fueron hospitalizados y 96,3% de estos presentaron dolor. Se ha estimado que el
80% de los pacientes hospitalizados por un procedimiento quirirgico presenta dolor
de moderado a severo. Al mismo tiempo, se estima que 28 millones de mexicanos

padecen algun tipo de dolor (Guevara Lopez & Covarrubias Gomez, 2008).

Por otro lado, cada afo se diagnostican aproximadamente nueve millones de
personas con cancer. El dolor es uno de los sintomas mas comunes en esta
poblacién. Aquellos pacientes que no refirieron dolor tenian mejor calidad de vida,
menor ansiedad y depresion, asi como un adecuado patron del suefio (Guevara

Lopez & Covarrubias Gomez, 2008; Reyes Chiquete et al., 2011).

Con relacion a la incidencia y prevalencia del dolor neuropatico, ha sido dificil de
estimar un nimero debido a la falta de criterios diagnosticos para inspecciones
epidemiologicas grandes en la poblacion general. La prevalencia del dolor crénico
con caracteristicas neuropaticas ha sido estimada entre el intervalo de 7-10%
(Colloca et al., 2017).

3. 5. Farmacoterapia para el tratamiento del dolor
3. 5. 1. Farmacoterapia principal para el tratamiento del dolor

La primera tentativa en el manejo del dolor en los pacientes es el uso de remedios

caseros, herbolarios y la automedicacion. Estos pueden ser analgésicos simples,




preparaciones herbales o medicinas complementarias: este tipo de preparaciones
pueden ser Utiles para dolores sencillos o simples, pero no en casos severos, ya que
se requiere de un especialista para el tratamiento de casos mas complejos y el uso
de farmacos y/o técnicas especificos. (Kopf & Patel, 2010).

El tratamiento 6ptimo del dolor puede necesitar un enfoque integral que consista en
la combinacién de analgésicos antiinflamatorios no esteroideos, analgésicos

opioides, adyuvantes y estrategias no farmacoldgicas (OMS, 2012).

Los AINEs, también conocidos como los inhibidores de la COX, inhiben la
hiperalgesia periférica y central producida por la produccién de prostaglandinas al
sensibilizar los nociceptores. Entre este grupo de farmacos se pueden hacer algunas
diferencias por sus caracteristicas; por ejemplo: algunos agentes no &cidos no
actuan como antiinflamatorios (acetaminofén y dipirona); otros agentes acidos logran
altas concentraciones en el tejido inflamado, tienen efecto analgésico y
antiinflamatorio, y pueden presentar toxicidad gatrosintestinal y/o renal (todos los
compuestos menos el acetaminofén y la dipirona); y finalmente, existen los
inhibidores selectivos de la COX de tipo 2 y/o 3, los cuales presentan menor
toxicidad gastrointestinal, no presentan interferencia con la coagulacion y asma, pero
presentan otras reacciones adversas; como es el caso del acetaminofén (Kopf &
Patel, 2010).

En el caso de los farmacos opioides, se clasifican como naturales (morfina, codeina,
noscapina), semisintéticos [hidromorfona, oxicodona, diacetilmorfina (heroina)], asi
como totalmente sintéticos (metadona, pentazocina, fentanilo, alfentanilo). Este
grupo de farmacos producen una fuerte analgesia cuando son administrados de
manera sistémica y espinal. Actualmente, se reconocen tres receptores opioides
principales: &, Y y K; de entre ellos, y es el mas importante debido a que es el
receptor usado por la mayoria de los farmacos. Existen agonistas completos
(fentanilo, sulfentanilo), agonistas parciales (buprenorfina) y antagonistas (naloxona
y naltrexona). A pesar de los beneficios ofrecidos por este grupo de analgésicos,
estos presentan reacciones adversas como sedacion, mareo, estrefiimiento, nusea,
vomito, deterioro cognitivo e insuficiencia respiratoria (Kopf & Patel, 2010). En la
Tabla 2 se muestran los opioides mas representativos y el mecanismo de accién

que presentan.




Tabla 2. Farmacos opioides y farmacos relacionados en el tratamiento del dolor junto con su
mecanismo de accion

Morfina Agonista
Oxicodona Agonista [
Hidromorfona Agonista [
Metadona Agonista n y antagonista NMDA
Tramadol Inhibidor selectivo de 5-HT y r_lorepinefrina/un metabolito es
agonista p
Fentanilo Agonista [
Meperidina Agonista p (débil)
Sulfentanilo Agonista u (muy fuerte)
Buprenorfina Agonista Kk y antagonista
Naloxona/naltrexona Antagonista de receptores opioides con preferencia por u

La OMS ha propuesto una escala analgésica con la que se puede tratar al 80% de
los casos. La subida a un escalén superior depende de si el escalon anterior falla.
Entre ellos se incluyen los AINEs (primer escaldn), los cuales tienen una dosis
maxima de analgesia y su accion es principalmente periférica; los opioides (a partir
del segundo escaldn) pueden ser aditivos, sinergistas, no presentan dosis maxima
de analgesia (pero a mayor dosis, mayor probabilidad de reaccion adversa) y actuan
en el SNC; finalmente, en el cuarto escalon, se pueden utilizar procedimientos
invasivos como el bloqueo de nervios periféricos o la analgesia continua espinal. Es
conveniente el uso de analgésicos desde los primeros sintomas de dolor (Puebla
Diaz, 2005). La Figura 8 muestra la escala para el tratamiento del dolor propuesto
por la OMS.

Escala analgésica de la O.M.S.

Escalon IV
Escalon Il
Escalén I
Escalén | Opioides
Opioides potentes Métodos
Analgésicos débiles + Invasivos +
no opioides + Coanalgésicos  Coanalgésicos
+ Coanalgésicos +
Coanalgésicos + Escalén |
------------------- Escalén |
Paracetamol ~ ---------nmeeeeaee -
AINE - Morfina
Metamizol Codeina Oxicodona
Tramadol Fentanilo
Metadona

Buprenorfina

Figura 8. Escala analgésica de la O.M.S. Esta escala terapéutica empieza por el escalén | hasta
llegar a los métodos invasivos en el escalén V. Siempre es recomendable que si no existe mejora en
un escalén, se debe pasar al siguiente. Imagen tomada de Puebla Dias, F. (2005).
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3. 5. 2. Adyuvantes

Los farmacos adyuvantes tienen indicaciones primarias distintas del dolor, pero
poseen propiedades analgésicas en algunas afecciones dolorosas y pueden
administrarse junto con los analgésicos para potenciar el alivio del dolor. Entre los

adyuvantes se encuentran (OMS, 2012):

Esteroides. Estan indicados en el tratamiento de otras afecciones especificas, como
la reduccion peritumoral, el tratamiento del dolor neuropatico debido a la compresién

de la médula espinal o de nervios periféricos.

Bisfosfonatos. Se ha sugerido, mas no comprobado, que estos compuestos
proporcionan un alivio moderado del dolor en pacientes con metastasis 0seas

dolorosas.

Antidepresivos triciclicos. Indicados en casos de dolor neuropatico como la
neuropatia diabética. Ejemplos de estos medicamentos son la amitriptilina y la

nortriptilina

Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina. Recomendados principalmente
en los adultos y adn sin datos en nifios, para el tratamiento del dolor neuropatico. Un

farmaco ejemplo de este grupo es la fluoxetina.

Anticonvulsivantes. Principalmente carbamazepina, gabapentina y pregabalina son

utilizadas en dolor de tipo neuropético.

En situaciones de dolor cronico severo se utilizan combinaciones de medicamentos
opiaceos con adyuvantes como los antidepresivos (por medio de la recaptura de
monoaminas) (Ortega et al., 2002). Ademas, la ketamina, la cual es un antagonista
del receptor NMDA puede usarse a dosis bajas como medicamento de rescate (Kopf
& Patel, 2010). También se ha reportado, en el caso de dolor neuropatico, como
tratamiento de primera linea la pregabalina, la duloxetina y los antidepresivos
triciclicos; como tratamiento de segunda linea se pueden usar altas concentraciones
de capsaicina en parche (activacion de TRPV: en fibras nociceptivas produce la
desensibilizacién y disfuncién del mismo receptor), lidocaina en parche y tramadol; y
como tratamiento de tercera linea (poco recomendado) se encuentran los opioides

fuertes y la toxina botulinica A. La combinacién de gabapentina o pregabalina con




antidepresivos triciclicos u opioides a bajas dosis es mejor que la monoterapia en

casos de dolor severos (Colloca et al., 2017).

3. 6. Fitofarmacos

Para abordar este tema, es importante mencionar la clasificacion propuesta por
Newman y Cragg (2016), la cual se basa en el origen del farmaco y es la siguiente:
producto natural, producto botanico, derivado natural, farmaco sintético, farmaco
imitador de un producto natural, farmaco totalmente sintético y vacuna. Dentro de
esta clasificacion, los productos naturales, particularmente los fitofarmacos
(farmacos que provienen de plantas), han sido y contintan siendo de importancia

para el tratamiento de varias enfermedades de interés.

Las sustancias quimicas aisladas como fitofarmacos son conocidas como
metabolitos. Los metabolitos son intermediarios en los procesos metabdlicos en la
naturaleza y son usualmente moléculas pequefias. Un metabolito primario es aquel
gue esta directamente involucrado en el crecimiento normal, el desarrollo y la
reproduccion de un ser vivo; mientras que un metabolito secundario no se encuentra
directamente involucrado en esos procesos y usualmente tiene una funcién sin ser

tan importante para el organismo (Cooper & Nicola, 2015).

La presencia de mas de un metabolito activo en las plantas justifica el uso de sus
extractos como terapias para las enfermedades (Montiel-Ruiz, Gonzalez-Trujano, &
Deciga-Campos, 2013); sin embargo, se debe de considerar que los extractos
herbales son mezclas complejas de multiples compuestos que pueden interaccionar
entre si. Ademas, la estabilidad de los agentes quimicos en los extractos puede ser
de dificil control en los extractos (Cooper & Nicola, 2015). Se sabe que algunos de
los productos farmacéuticos mas potentes son derivados de plantas; sin embargo,
las hierbas y los compuestos derivados de estas deben ser vistos como productos
farmacéuticos diluidos y sin refinar (Kopf & Patel, 2010); pues, los metabolitos varian
dentro de la planta completa dependiendo del estado del material (seco o humedo) o

del &rea de la planta (raiz o parte aérea).

Estos metabolitos se dividen en varias clases dependiendo de la funcionalidad de la

molécula (esteroides, alcaloides, acidos fendlicos, terpenos, entre otros). Los




terpenos constituyen la clase mas grande y diversa de los productos naturales,

ademds de ser los mas abundantes en las plantas. (Cooper & Nicola, 2015).

Los polifenoles pueden ser clasificados como é&cidos fendlicos, flavonoides y con
menor frecuencia como estilbenos y ligninas. Los flavonoides han sido mas
estudiados que los &cidos fendlicos (Itagaki et al., 2009). El aumento en el consumo
de polifenoles, incluyendo los &cidos cinamicos, ha sido reportado para disminuir la
incidencia de varias enfermedades (Vashistha, Sharma, & Jain, 2017). Los
flavonoides son una de las subfamilias de polifenoles naturales, cuyas mudltiples
propiedades biolégicas observadas experimentalmente y su abundancia en la dieta
los convierten en posibles candidatos para explicar la asociacién encontrada entre el
consumo de determinados productos de origen vegetal y la disminucion del riesgo
de presentar enfermedades cronicas como el cancer y las enfermedades

cardiovasculares (Alvarez Castro & Orallo Cambeiro, 2003).

En la Figura 9 se muestran tres estructuras como ejemplos de farmacos aprobados

gue fueron obtenidos a partir de productos naturales.

HO

Morfina Alcanfor

Irinotecan

Figura 9. Estructuras de algunos compuestos que fueron obtenidos a partir de metabolitos
secundarios de plantas.

En la Figura 10 se muestra el papel importante que han tenido los productos
naturales, ya que se observan los porcentajes de cada origen de los compuestos

aprobados en el periodo de 1981 y 2014 para su uso terapéutico.
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Figura 10. Porcentaje de cada tipo de nuevas moléculas aprobadas como farmacos durante el
periodo de 1981-2014. Donde N=producto natural, NB= producto botanico, ND=derivado natural,
S=farmaco sintético, /INM=farmaco imitador de un producto natural, S*=farmaco totalmente sintético y
V=vacuna. Imagen obtenida de Newman, D. J., & Cragg, G. M. (2016).

En este contexto, se dice que los productos naturales siguen teniendo un papel
principal en el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de enfermedades
(Newman & Cragg, 2016); no obstante, existen plantas utilizadas con fines
terapéuticos, como es el caso de la garra del diablo y el belefio, que han presentado
eventos adversos (Kopf & Patel, 2010). Por esta razon los productos naturales son
importantes como fuente de nuevas terapias, pero se debe de tener cuidado en su

uso.

3. 7. Acido ferulico
3. 7. 1. Caracteristicas generales y propiedades farmacocinéticas

El &cido ferdlico (AF) [acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico o acido (E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxi-fenil)prop-2-enoico] es un polifenol clasificado como un acido cindmico, que
se encuentra en tejidos vegetales. Se puede hallar en varios alimentos como el

salvado de grano, granos completos, frutas citricas, platano, café, jugo de naranja,

( 1
| 26 )



jugo de uva, berenjena, betabel, col, espinaca, brocoli, frambuesa y brotes de
bambu; asi como en extractos herbales, especias y granos de salvado (J. Chen et
al., 2015; Mancuso & Santangelo, 2014; Zhao & Moghadasian, 2008). En la Figura
11 se muestra la estructura del AF. En la Tabla 3 se muestran algunos alimentos

gue contienen este metabolito secundario y la cantidad por cada 100 g de alimento.

O
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Figura 11. Estructura quimica del acido ferulico.

Tabla 3. Algunos alimentos que contienen acido ferulico y los mg que contienen por cada 100 g de
dicho alimento

Pan de trigo blanco 8,2
Pasta 12
Salvado de cereales 1351-3300
Jitomates 6
Alcachofas 275
Berenjena 7,3-35
Brocoli 4,1
Toronja 11
Naranja 9,5
Platano 5,4
Café 9,1-14,3
Palomitas de maiz 313
Angelica sinensis 20-175
Cimicifuga foetida 25

El consumo diario total de polifenoles es aproximadamente de 1000 mg en personas
gue consumen frutas, verduras y bebidas que contienen &cidos fendlicos. Otros han
sugerido que quienes consumen los consumibles anteriores mas café, cerveza y
cereales podrian ingerir 500-1000 mg de &cido cafeico y AF. El consumo de
cereales, verduras, frutas, café y jugos puede alcanzar 150-250 mg/dia de AF; no
obstante, no esta claro aun si esta dosis de AF es adecuada para generar un efecto
biolégico (Zhao & Moghadasian, 2008).
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El AF es un antioxidante abundante en la dieta, el cual ofrece beneficios en contra
del cancer, enfermedades cardiovasculares (hipertension y ateroesclerosis),
diabetes, y Alzheimer; incluso presenta actividad antimicrobiana (Tu, Cheng, Sun,
Ma, & Zhang, 2012; Zhao & Moghadasian, 2008). El AF ha sido aprobado en Japon
como un aditivo antioxidante y preservativo; mientras que el ferulato de sodio (una
sal del AF) se utiliza en China como tratamiento de enfermedades cardiovasculares
y cerebrovasculares. En otros estudios se ha reportado su potencia
antiaterosclerdtica por el vinculo entre inflamacion y el estrés oxidante. Se ha
sugerido su efecto en contra de enfermedades inflamatorias; y por su estructura, el
AF dota de proteccién a la piel al absorber los rayos UV (Zhao & Moghadasian,
2008).

El AF es uno de los metabolitos en la biosintesis de la lignina a partir de la
fenilalanina y tirosina en las plantas. Se le puede encontrar en los tejidos vegetales
en dos formas: libre y conjugado; a la suma de ambos se le conoce como AF total.
En la mayoria de los vegetales y frutas se le encuentra conjugado con acidos
hidroxilicos (acido quinico, glucérico, galatarico, tartarico y malico), o con mono o
disacéaridos (glucosa, digalactosa y gentiobiosa); glicoproteinas, poliaminas, acidos
grasos hidroxilicos y ligninas. En raices vegetales y granos el AF se encuentra en
polisacaridos pécticos o hemiceluldsicos a travées de sus dimeros (acido diferdlico)
y/o esterificado con residuos de arabinosa y galactosa. En algunos vegetales, como
la berenjena, el AF libre es del 50-90%; mientras que en los cereales es de 0,1-
0,5%. Se ha descrito que el AF y el 5-O-refuloil-L-arabinofuranosa no son
degradados por el acido estomacal (Mancuso & Santangelo, 2014; Zhao &
Moghadasian, 2008)

Se ha sugerido una absorcion del AF en la dieta en humanos puede ser similar al
consumido por los animales. El AF puede absorberse en el estbmago, yeyuno e
ileon. Se considera que mas del 70% se absorbe en 25 minutos y se distribuye en la
mucosa gastrica, sangre, bilis y orina; lo cual sugiere una absorcién rapida. ElI AF
presenta una curva de absorcién tipica de primer orden con un pico de absorcién
entre 1 y 3 horas, asi como una depuracién que alcanza la linea base después de
las 24 horas. La concentracion maxima en plasma se alcanza a los 24 minutos
después de la administracion oral. EI AF se absorbe por difusion pasiva en un 90%.

La otra porcién se absorbe por transporte activo via el transportador del acido




monocarboxilico. Al parecer, estos transportadores no son saturables. Basicamente
la absorcion del AF depende de la dosis y la forma en la que se encuentre. Cabe
resaltar que el AF se queda mas tiempo en la sangre que otros antioxidantes como
el 4cido ascorbico (Itagaki et al., 2009; Mancuso & Santangelo, 2014; Perez-Ternero
et al., 2017). Se ha reportado que el AF puede atravesar la barrera hematoencefalica
y llegar al cerebro (Tu et al., 2012). Con toda esta informacién, se puede decir que la
biodisponibilidad del AF es alta, pese a su metabolismo, el cual se abordara en los

parrafos proximos.

Con respecto al sistema circulatorio, la albumina sérica parece ser el acarreador
principal del AF (~7%). EI AF administrado oralmente puede ser encontrado en la
mucosa gastrica (4%), sangre (10%) y otros tejidos (53%). ElI AF perfundido en el
intestino de rata puede ser distribuido en el higado y otros tejidos en un 49% (Zhao
& Moghadasian, 2008).

El AF es metabolizado in vivo en varios compuestos como: glucoronato de AF,
sulfato de AF, diglucoronato de AF, sulfoglucoronato de AF (un conjugado de AF,
sulfato y glucoronato), &cido m-hidroxifenilpropiénico, feruloilglicina, acido
dihidroferdlico, acido m-hidroxipurico, acido vainilico y vainolliolglicina. Los
conjugados con acido glucuronico, y sulfato [glucoronato de AF (aproximadamente
3-20 %) y el sulfo-glucoronato de AF (aproximadamente 60-90%)] son los
metabolitos principales del AF in vivo; cuyas enzimas encargadas del metabolismo
son UDP glucuronosil transferasas (isoforma 1Al 2B7) y sulfotransferasas
respectivamente. EI AF no modificado se encuentra en menor porcentaje
(aproximadamente 9-20%). Los dérganos involucrados en el metabolismo son el
higado y en menor medida la mucosa intestinal y los rifiones (se ha sugerido una
filtracion rapida). La conjugacion es dosis dependiente, ya que a mayores dosis del
AF, mas facilmente se satura y se produce la acumulacion del AF en plasma. La
biodisponibilidad del AF libre es muy baja debido a su proceso rapido de conjugacion
en el higado. La excrecion urinaria es influenciada por la conjugacion del AF;
después del consumo de salvado: la eliminacién de AF es 15 veces mas lenta que
después del consumo de la molécula pura (Mancuso & Santangelo, 2014; Zhao &
Moghadasian, 2008). La excrecidon del AF es realizada principalmente a través de la
orina en ratas tanto el compuesto libre, como conjugado; también puede ser

excretado por la bilis (se requieren altos niveles de AF). EI 92% del AF administrado




es excretado por la orina como AF libre y sus conjugados con glucuronato y/o sulfato
después de 2,4 mg. (Perez-Ternero et al., 2017; Zhao & Moghadasian, 2008).

Por su parte, la farmacocinética del compuesto de estudio cumple con el modelo de
un compartimiento in vivo (Tu et al., 2012). La vida media del AF puede variar de 10-
42 minutos en ratas dependiendo de la dosis y la via de administracion; no obstante,
otros autores indican que el AF tiene un tiempo de vida media de 1,3+0,1 h. En este
aspecto, se puede decir que la vida media varia pero que en general es corta. La
mayoria de los metabolitos de AF han sido reportados como compuestos con
capacidad antioxidante similar a la que tiene el AF. La farmacocinética en el humano
es similar a la de los animales (Perez-Ternero et al., 2017; Zhao & Moghadasian,
2008). Aunque los valores para cada parametro farmacocinético del AF varian de
una referencia a otra, en la Tabla 4 se muestran los que Mancuso y Santangelo

reportan.

Tabla 4. Parametros farmacocinéticos del acido ferilico reportados por Mancuso y Santangelo

5-15 ~25P 30

el 9-20 30 ~1,3-23 100¢
24 2-3d 42

Humano 20 180¢ 0.2 305

T1/2 de unién a proteina plasmatica.

Después de la administracion de AF (70 mg/kg) v.o.
5-O-feruloil-arabinofuranosa o feruloil-arabinoxilano.
Después de la administracion de AF (4,3 pymol/kg) v.o.
Después de la ingestion de fibra de trigo (22,5 umol/kg).
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Entre las principales limitaciones del uso clinico del AF se encuentran su baja
biodisponibilidad después de la administracion oral, la cual puede mejorarse por
nuevas formulaciones; la comprension completa del uso clinico del compuesto, ya
gue la mayoria de los estudios en humanos se llevaron a cabo con comida que
contenia el AF, pero no se realizaron con la sustancia pura, lo que evita el
establecimiento de la dosis exacta; y finalmente, los suplementos alimenticios que
presentan el AF no han sido sometidos a estudios clinicos exhaustivos para
demostrar su eficacia, por lo tanto el AF es comercializado en ausencia de evidencia
clinica. Se han hecho nuevas formulaciones del AF en nanoparticulas solidas
lipidicas. Estas nuevas formulaciones mejoran el efecto antioxidante del AF en
modelos preclinicos; los cuales podrian servir para una estrategia de evaluacion en

modelos clinicos (Mancuso & Santangelo, 2014).




3. 7. 2. Biosintesis del acido ferulico

El AF es sintetizado en las plantas por el metabolismo de la tirosina y la fenilalanina
(Lalith Kumar & Muralidhara, 2014). En la pared celular vegetal, el AF puede
experimentar una dimerizacion (Rondoni et al., 2004).

Existen dos principales vias para producir compuestos fendlicos: la via del acido
shikimico en plantas y la via del acido malonico en hongos. Esta via es usada por
bacterias, hongos, algas, parasitos y plantas para la sintesis de aminoacidos
aromaticos como la fenilalanina, la tirosina y el triptéfano. Estos aminoacidos, a su
vez, producen indoles, derivados tipo indol y alcaloides. En la via del acido shikimico
la remocion de la funcion amina por la enzima fenilalanina amonio liasa, produce el
acido cinamico (un fenilpropanoide). Se piensa que los aminoacidos fenilalanina y
tirosina son precursores de la Dbiosintesis de fenilpropanoides. Estos
fenilpropanoides son utilizados después para poder elaborar las clases principales
de compuestos fendlicos como los flavonoides, las cumarinas, los taninos, las
antraguinonas, las antocianinas y las ligninas (Cooper & Nicola, 2015). La Figura 12
muestra la estructura del compuesto inicial de esta via: el acido shikimico. En la
Figura 13 se muestra la ruta biosintética general sin enzimas de los compuestos

fendlicos.

La via del shikimato comienza con la enzima shikimato cinasa, una enzima que
cataliza la fosforilacion dependiente de ATP del shikimato para formar shikimato-3-
fosfato. El shikimato-3-fosfato se combina con el fosfoenolpiruvato para producir 5-
enopiruvilshikimato-3-fosfato a través de la enzima 5-enopiruvilshikimato-3-fosfato
(EPSP) sintasa. El 5-enopiruvilshikimato-3-fosfato es transformado en corismato por
la corismato sintasa. El acido prefénico resultante se sintetiza mediante una
reordenacion del corismato. El prefenato es descarboxilado oxidativamente con
retencion del grupo hidroxilo para generar p-hidroxifenil-piruvato, que a su vez se
somete a transaminacion usando glutamato como fuente de nitrégeno, para dar dos
compuestos: tirosina y alfa ceto-glutarato (Cooper & Nicola, 2015). En la Figura 14

se muestra la biosintesis del AF y compuestos relacionados.
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Figura 12. Estructura del acido shikimico. Este compuesto es la sustancia inicial de la via que lleva
su nombre. A partir de esta via se producen varios metabolitos entre los que se encuentra el acido

ferdlico.

Aminoacidos

aromaticos
Derivados de
) acidos cinamicos
Estilbenos -« Acidos cinamicos ——— { Ligninas
Acetatos (}‘u'manmas .
Acidos benzoicos
Chalconas
Flavanonas
[
Flavonas YL Isoflavonoides
Flavanoles
Flavonoles
Taninos Antocianidinas

Figura 13. Ruta biosintética de los flavonoides y compuestos derivados como los &cidos cinamicos.
Imagen obtenida de Alvarez Castro, E., & Orallo Cambeiro, F. (2003).
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Figura 14. Sintesis del acido ferulico y compuestos relacionados. Una vez que se ha obtenidos la
fenilalanina, esta sufre una desaminacion para producir 4cido cinamico, el cual sufre una hidroxilacion
en la posicion para y se forma acido p-cumarico. Posteriormente sufre una segunda hidroxilacién en
la posicibn meta para formar acido cafeico, cuya adicién de un metilo en el alcohol de la posicién
meta forma el AF. Imagen modificada de Zhao, Z., & Moghadasian, M. H. (2008).

3. 7. 3. Efectos farmacologicos del acido ferualico

El AF ha sido utilizado como adyuvante en diferentes terapias para diversas
enfermedades inducidas por radicales libres (Mancuso & Santangelo, 2014), y no
solamente eso, sino que el AF presenta propiedades antioxidantes, antiinflamatorias
y anticancerigenas; asi como se ha descrito un efecto neuroprotector y se ha

descartado su participacion en la actividad locomotora (J. Chen et al., 2015). Otros




autores han sefialado su efecto terapéutico en enfermedades de la piel y

enfermedades cardiovasculares (Mancuso & Santangelo, 2014).

El AF ejerce un efecto neuroprotector en contra del estrés oxidante relacionado con
la apoptosis después de isquemia cerebral. También, se ha reportado que el AF
puede atenuar la muerte celular neuronal causada por la toma de lipoproteinas
oxidadas de baja densidad, radicales hidroxilo y radicales peroxilo in vitro (Tu et al.,
2012).

Se ha reportado que en cultivos de espermatozoides, la administracion del AF (0,1-
1,6 mM) presenta resultados benéficos en la viabilidad y motilidad al reducir la
peroxidacion de la membrana celular al incrementar los niveles de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc) (Mancuso &
Santangelo, 2014).

La Hps-70 es una proteina chaperona que ejerce citoproteccion al regular los
factores clave en la activacion de la apoptosis. El etil-éster del AF eleva la cantidad
de Hps-70 en las neuronas corticales y previene la toxicidad inducida por ROS

(Mancuso & Santangelo, 2014).

Con respecto a la toxicologia, la administracion del AF a dosis mayores a 1292
mg/kg causa la muerte de ratas durante las primeras 24 horas. La DLso calculada en
ratas es de 2445 mg/kg y 2113 mg/kg en machos y hembras, respectivamente. Por
otro lado, la DLso calculada en ratones es de 3200 mg/kg (Mancuso & Santangelo,
2014).

Se ha reportado que el AF no tiene ningun efecto sobre la actividad locomotora en
cepas de ratones ICR o ratones Swiss. Esto permite sugerir que el AF ejerce efectos
especificos a nivel SNC (Chen et al., 2005; Xu et al., 2013; Zeni et al., 2008).

La vida media corta del AF podria explicar su baja toxicidad. Estudios han reportado
la DLso del AF en ratas macho y hembra ; las cuales son de 2,1 g/kg y 2,4 g/kg,
respectivamente (Zhao & Moghadasian, 2008).

A continuacion, se mencionan los efectos farmacolégicos especificos que presenta
el AF y los mecanismos moleculares por los que se han propuesto sus actividades

farmacoldgicas.




3. 7. 3. 1. Inflamacién y estrés oxidante

Se ha reportado que en ratones Swiss albino, el AF disminuye la respuesta
inflamatoria inducida por radiacién y previene el incremento de la COX-2, la
expresion del gen de la sintasa de oxido nitrico inducible (iNOS-2), la peroxidacion
de lipidos en el higado, el incremento de glutamato piruvato transaminasa (GPT),
Glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) y alanina aminotransferasa (ALT)
(indicador de dafio hepético), y el incremento del TNF-a y la IL-6. La exposicion a la
radiacion puede disminuir la actividad de las enzimas superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) (enzimas con actividad antioxidantes), y el glutation (GSH); no
obstante, la administracion del AF como pretratamiento aumenta la actividad de la
SOD, la CAT y nivel de la GHS. El AF también puede aceptar un electrén extra de
los radicales superoxido, lo cual previene la reaccion en cadena de radicales libres y
la generacion de las ROS (especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés).
Se reporta la captura de las ROS, lo cual disminuye la peroxidacion de lipidos y
restaura el balance redox. En conclusion, el AF ofrece proteccion en contra de la
inflamacion inducida por la radiacion gamma y por ello tiene la cualidad de ser un

potente radioprotector y mejorar la funcién hepatica (Das et al., 2014).

Se ha reportado que el ferulato de sodio tiene un efecto benéfico como tratamiento
adyuvante en la artritis reumatoide (inducida por colageno) mediante la reduccion de
los niveles de IL-15 e IL-23; asi como, influenciando la expresién del TNF-a. Se
estimo que la dosis 6ptima del AF para modificar la expresion del TNF-ay la IL-1B es
de 1,28 ug/g/dia (Zhu et al., 2014).

Otros autores muestran que el AF exhibe una propiedad antioxidante de manera
tépica por 7 dias, lo cual incrementa la actividad de la enzima SOD y reduce los
biomarcadores inflamatorios en la mucosa del colén en un modelo de rata por

induccion de colitis con acido acético (Mancuso & Santangelo, 2014).

Ademas, soluciones saturadas del AF a un pH de 7,2 administradas tépicamente,
han demostrado un efecto protector en el eritema causado por rayos UVB. Se preve
gue la molécula presente un efecto dermoprotector administrado de manera oral

(Mancuso & Santangelo, 2014).

Por otro lado, el AF restaura la actividad de la deshidratasa del acido 5-

aminolevulinico (ALAD), baja el estrés oxidante en el cerebelo y el hipocampo. Se




ha sugerido que su efecto se lleva a cabo por su actividad antioxidante (por su
estructura con resonancia estable del radical fenoxi), antiinflamatoria y
antiapoptética. Ademas, el AF aumenta el AMPc, revierte la actividad de la reserpina
y disminuye la cantidad de norepinefrina, 5-HT y dopamina en la corteza frontal y en
el hipocampo. En un modelo con ratas prepubertas, la ingestion de compuestos
fendlicos como el AF puede aliviar significativamente los efectos neurotoxicos del
plomo (Pb), cuya actividad se atribuye a su capacidad antioxidante (Lalith Kumar &
Muralidhara, 2014).

Las propiedades antioxidantes del AF se deben a su nucleo y a una cadena lateral
extendida, lo cual le permite formar facilmente una resonancia que estabiliza el
radical fenoxi y explica su efecto como captador de radicales libres. Esta capacidad
le permite al AF proteger el acido desoxirribonucleico (ADN) y lipidos en contra de
las ROS (Zhao & Moghadasian, 2008). Tanto el grupo 3-metoxi y el grupo 4-hidroxilo
pueden contribuir a la estabilidad del radical fenoxilo (Mancuso & Santangelo, 2014).

La resonancia del radical fenoxi se muestra en la Figura 15.

Ademas, el radical fenoxi no tiene la capacidad de propagar una reaccion en cadena
de radicales libres, sino que es mas probable que haya una condensacion de dos
radicales ferulato para formar el dimero: curcumina (Srinivasan et al.,, 2007). La

estructura de la curcumina se muestra en la Figura 16.
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Figura 15. Se muestran las resonancias posibles que permiten que el acido ferdlico presente su
efecto antioxidante (Srinivasan, Sudheer, & Menon, 2007).
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Figura 16. Una de las reacciones que ocurren para detener la reaccion en cadena de radicales libres,
es la unién de dos radicales fenoxi para forma la curcumina, la cual se muestra en esta imagen.

3. 7. 3. 2. Nocicepcion

El AF produce una disminucion dosis-dependiente de la SP, NF-kp p65 y la caspasa
3 en la corteza frontal y en el hipocampo de ratones administrados con reserpina, el
cual es un agente inductor de conductas dolorosas. Con respecto a las proteinas
GSH y SOD en la corteza frontal y el hipocampo, el AF tiene la capacidad de
prevenir su disminucién inducida por reserpina en raton. Lo mencionado
anteriormente ocasiona que el AF disminuya las conductas dolorosas en los ratones

administrados con reserpina (Y. Xu et al., 2013).

Se ha reportado que el AF revierte las conductas de alodinia mecéanica e
hiperalgesia térmica en el modelo de constriccion cronica del nervio ciatico en la
rata. Este efecto podria deberse a la inhibicion de la recaptura de monoaminas como

la noradrenalia y la 5-HT (Ying; Xu et al., 2016).

Ademas se ha observado que el AF disminuye las conductas tipo alodinia e
hiperalgesia en un modelo de dolor neuropético inducido por vincristina en rata. Esta
disminucién de las conductas dolorosas posiblemente se debe a la disminucion de
los niveles de GHS que se observa en ratas con vincristina, asi mismo, en estas
ratas, la administracién del AF revierte el incremento de TNF-a e IL-6 (Vashistha et
al., 2017).




3.7.3.3. Cancer

El AF constituye el 0,5% de la masa total del salvado de trigo. Este compuesto se
encuentra esterificado con los residuos de arabinosa y se ha reportado que inhibe la
carcinogénesis en modelos animales, protege de la formacion de compuestos
derivados del nitrégeno y reduce la formacién de aductos de ADN en cultivos de
células cancerigenas (Kroon et al., 1997).

Otros estudios muestran que el AF (50-100 nM) reduce la genotoxicidad del naranja
de acridina. Asimismo, el AF reduce el nimero de microndcleos en eritrocitos
policromaticos y el nimero de aberraciones cromosOmicas en la médula 6sea en
hamsters. Por otro lado, el AF reduce la isoforma 1A del citocromo P450 y aumenta
la actividad de la uridina difosfato glucuroniltransferasa (UGT); ademas, ayuda a una
mejor desintoxicacion de compuestos carcinogénicos en el higado e intestino

(Mancuso & Santangelo, 2014).

El AF ha sido sugerido como un adyuvante en la terapia del cancer, ya que tiene la
habilidad de regular el crecimiento celular, la proliferacion, puede capturar radicales
libres, estimular enzimas citoprotectoras e inhibir los sistemas citotoxicos. Se ha
demostrado que el AF (150 uM) tiene efecto antiproliferativo en células cancerigenas
de colon Caco-2, ya que bloquea la fase S del ciclo celular. Algunos derivados del
AF han demostrado que bloquean el crecimiento de células tumorales de mama,
pulmén, colon y del SNC. En otro estudio con el AF o el extracto de Ixora javanica,
cuyo componente activo es el AF, previene la carcinogénesis inducida por un
derivado del antraceno. La actividad antioxidante del AF y la modulaciéon de las
enzimas desintoxicantes tipo Il contrarrestan el crecimiento del sarcoma-80 y el

carcinoma de Ehrlich (Mancuso & Santangelo, 2014).

Se ha observado que el AF potencia la citotoxicidad del 5-fluorouracilo y de los
agentes con base de platino en células de cancer cervical humano. Adicionalmente,
el AF (1-40 pg/mL) solo, o en combinacion con la 2-desoxiglucosa, mejora el
mecanismo de accion por el cual se presenta la induccion de muerte celular, lo cual
involucra una alteracion en el estado redox y la expresion de vias proapoptoticas

como p53, p21, NF-kB y la caspasa-3 (Mancuso & Santangelo, 2014).




3.7.3. 4. Convulsion y depresion

El AF ha mostrado un efecto sinérgico con el pentobarbital al acortar la latencia de
hipnosis y prolongar la duracién de la hipnosis; sin embargo, su administracion
individual no presenta estos efectos. Se han realizado pruebas que sefialan que el
efecto del AF en la induccién de la hipnosis con pentobarbital no esta relacionada
con el sistema GABAEérgico, sino con el sistema serotoninérgico (Tu et al., 2012).

En otro estudio, la administracion del AF (20-80 mg/kg) produjo el aumento de 5-HT
y norepinefrina en el hipocampo y corteza frontal en ratones. Ademas, la inhibicion
de la MAO podria contribuir parcialmente a los niveles elevados de monoaminas.
Esto se ha relacionado con el efecto antidepresivo del AF (Chen et al., 2015).

Se ha reportado que el AF ejerce un efecto de tipo antidepresivo a través del
sistema serotoninérgico en el hipocampo (aumento de 5-HT y activacion de los
receptores 5-HTi1a y 5-HT2a); aumenta los niveles de norepinefrina y dopamina; y
activa la via MAPK/ERK (Zeni et al., 2012). Ademas, el AF mostré6 un efecto
antidepresivo en dos modelos diferentes a través de la regulacion del sistema

monoaminérgico (Xu et al., 2013).

3.7.3.5. Alzheimer

En un modelo de ratones transgénicos que simula la enfermedad de Alzheimer, se
demostré que la administracion oral del AF (5,3 mg/kg/dia) por 6 meses, reduce
significativamente la deposicion del péptido AB y de los niveles de IL-1B en la
corteza frontal, asimismo, se observo una mejora de la actividad cognitiva. En otro
estudio, el AF (150 g/kg i.p.) presentd un efecto neuroprotector al reducir la
induccion de ROS y RNS provocado por el péptido AB y regula positivamente tanto
la Hemo-oxigenasa-1 (HO-1) y la proteina del choque térmico (Hsp-70) en el
sinaptosoma de cerebro de jerbo. Se ha sugerido que el AF ejerce neuroproteccion a
través de la modulacién de la B-secretasa, lo que ejerce una mejora en las tareas

cognitivas de los animales (Mancuso & Santangelo, 2014).




3. 7. 3. 6. Cardiovascular

Mancuso y colaboradores (2014) reportan que el AF (1-100 mg/kg oral) disminuye la
presibn sanguinea en ratas hipertensas espontaneamente de manera dosis-
dependiente. En otro estudio, con la administracion del AF (50 mg/kg) se muestra
una actividad antihipertensiva, efecto comparado con 10 mg/kg de captopril.
Ademas, el efecto vasodilatador del AF involucra la reduccion de la angiotensina |l
por la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), el incremento de
NO por la activacion de eNOS vy finalmente la reduccién de la produccion de NADPH
dependiente del anién superdxido. Asimismo, el AF (50 mg/kg) reduce la rigidez
ventricular diastdlica, atenta la infiltracion celular inflamatoria, la acumulacion de
hierro y la deposicién de colageno en los ventriculos izquierdos y rifilones. Se ha
atribuido un efecto antiarritmico al AF mediado por el bloqueo de canales de K™ y
receptores B adrenérgicos. El consumo del AF (9,5 mg/kg oralmente) reduce los
triglicéridos en ratas y conejo; asi como el nivel de colesterol en ratas. El ferulato de
sodio potencia el efecto terapéutico de nitratos, B-bloqueadores, bloqueadores de
canales de calcio e inhibidores de la ECA; asi mismo, ha demostrado un efecto
como adyuvante en enfermedades coronarias y como una opcidn en sujetos

intolerantes a nitratos y B-bloqueadores (Mancuso & Santangelo, 2014).

En un estudio se indujo una oclusion arterial del cerebro medio de ratas, el cual
aumenta el numero de células dafiadas, aumenta la sintasa se 0xido nitrico neuronal
(nNOS, por sus siglas en inglés) y la sintasa se o0xido nitrico inducible (iNOS, por sus
siglas en inglés); y disminuy0 la sintasa se Oxido nitrico endotelial (eNOS, por sus
siglas en inglés). El AF preserva las células neuronales de la isquemia cerebral y la
excitacion inducida por glutamato. Por tanto, el AF atenda el incremento de iINOS y
NNOS y la disminucion de eNOS (Koh, 2012).

3.7.2.7. Diabetes

Se ha demostrado que el AF mejora la respuesta al estrés celular y reduce la
inmunorreactividad del NF-kB en el pancreas, higado, rifidén y suero de ratones
diabéticos y ratas diabéticas. En ratones diabéticos, el AF aumenta la insulina
plasmatica, baja la glucosa en sangre, aumenta la sintesis de glucogeno hepatico y

la actividad de la glucocinasa (Mancuso & Santangelo, 2014). Existe una interaccion




sinergista del AF con agentes hipoglucemiantes (metformina y tiazolidinediona) en
un modelo de ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (Mancuso &
Santangelo, 2014).

En un estudio, el tratamiento con el AF en ratas diabéticas lleva a la normalidad los
niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, urea y albumina en sangre. Ademas, se
presentd una mejora en el peso de las ratas tratadas con el AF y disminuyé la
peroxidacion de lipidos en el pancreas al neutralizar los radicales libres (Roy, Metya,
Sannigrahi, Rahaman, & Ahmed, 2013).

3. 8. Modelos para el estudio del dolor

Un modelo de dolor es aquel procedimiento por el cual se valora la reaccion de un
animal ante un estimulo nocivo de naturaleza variada o situacién patologica
inducida, que puede ser utilizado en circunstancias fisiologicas o patologicas. En
estos modelos se valora fundamentalmente la dimension somatica de la respuesta
nociceptiva ante un estimulo; dado que no se puede valorar la dimensiéon afectiva
inherente al dolor en el ser humano y posiblemente en los animales (Ortega et al.,
2002). Las respuestas conductuales pueden ser: escape, destruccion del objeto que
causa la nocicepcion, agresividad, evitacion, la modificacion de un comportamiento
(social, comida, sexual, suefio), entre otras. En los casos que se presenta un
estimulo suficientemente intenso, la reaccidn seria escapar o atacar (Daniel Le Bars
et al., 2001).

En estos modelos, la duracion de los experimentos debe ser tan corta como el
experimento lo permita; asi como, la cantidad de animales a utilizar debe ser la
minima posible. Asimismo, las investigaciones deben de tener una adecuada
planificacion con la intencién de minimizar al maximo el sufrimiento del animal.
(Daniel Le Bars et al., 2001; Ortega et al., 2002; Zimmermann, 1983).

El estimulo debe de ser cuantificable, reproducible y no invasivo. Hay diferentes

tipos de estimulos (Daniel Le Bars et al., 2001):

a) Estimulo eléctrico. Tiene ventajas, ya que es cuantificable, reproducible y no
invasivo. Entre sus desventajas se encuentran que el estimulo no es natural

como los del medio ambiente, puede haber variacion en las impedancias del




tejido estimulado y si el estimulo es muy intenso, se pueden excitar
indistintamente todas las fibras periféricas.

b) Estimulo térmico. Es un estimulo mas selectivo, pero depende de la
intensidad de la luz irradiada, del grosor, la superficie y el color de la piel.
Ademas, cuando se activan los nociceptores de esta manera, también se
activan los fibras no nociceptivas, las cuales ejercen una influencia inhibitoria
en el mecanismo nociceptivo. Por otro lado, se puede sumergir una
extremidad del animal en un bafio termostatico que permite un incremento
mas rapido de temperatura; sin embargo, no es instantaneo ni se puede
asegurar que la temperatura del bafio o la superficie de la piel sea la misma
gue la temperatura de las capas inferiores. En estos casos, el estimulador
térmico laser de CO: es una buena opcidén, ya que abate varias de las
desventajas mencionadas.

c) Estimulo mecanico. Este estimulo se detiene tan pronto como se presenta
una respuesta. Tiene la desventaja de activar mecanorreceptores de bajo
umbral y nociceptores al mismo tiempo, es decir, tiene poca especificidad. En
general, este estimulo tiene las mismas desventajas que el estimulo térmico.

d) Estimulacion quimica. Esta es la estimulacion mas lenta, los comportamientos
varian de una prueba a otra, no se mide un umbral sino un puntaje de un
comportamiento. Este tipo de estimulo es el mas cercano al tipo de dolor

clinico.

Para llevar a cabo cualquier prueba de dolor, se debe de tener en cuenta la
naturaleza del estimulo, el sitio de aplicacion y el historial del sitio (si el sitio ha sido
estimulado con anterioridad, como y el estado del tejido). Ademas, deben
controlarse algunos parametros: la intensidad, la duracion y la superficie de
estimulacion. Un modelo de nocicepcion en un animal debe de presentar las
siguientes caracteristicas: especificidad, sensibilidad, validez, confiabilidad,
reproducibilidad (Daniel Le Bars et al., 2001).

Los modelos que involucran algun agente irritante o algésico para producir el
estimulo se consideran modelos de estimulos de larga duracion. Estos modelos no
son considerados como modelos de dolor crénico, ya que estos duran minutos. Por
lo tanto, es el tipo de estimulo que el animal no va a poder evitar y tendra que ser

sacrificado inmediatamente. Por otro lado, usualmente las vias de administracion




preferidas son intradérmica e intraperitoneal. Entre las sustancias mas utilizadas de
manera intradérmica se encuentran: la formalina, la solucion hiperténica salina, el
adyuvante de Freund y la capsaicina. EI comportamiento mostrado puede ser la
lamida o la sacudida de la pata (Daniel Le Bars et al., 2001; Ortega et al., 2002).
También se ha sugerido el uso de mediadores inflamatorios como la histamina,
serotonina, glutamato y prostaglandinas como agentes capaces de inducir
comportamientos nociceptivos (Jesse et al., 2007).

En animales, parece que la sensibilidad del comportamiento en la prueba de
nocicepcién tiene una dependencia en la intensidad del estimulo aplicado. Por otro
lado, la especificidad depende de la naturaleza y tiempo del estimulo aplicado
(Daniel Le Bars et al., 2001).

La prueba de estiramiento abdominal, la cual es muy sensible pero débilmente
predecible, debe reservarse para un estudio farmacodinamico inicial para que las
sustancias potencialmente analgésicas no se pierdan y ademas para entender el
mecanismo basico que subyace tras dolor y analgesia. En resumen, es débil al
identificar una sustancia como analgésica, pero es muy buena prediciendo sus
capacidades terapéuticas una vez que ha sido identificada como analgésica (Daniel
Le Bars et al., 2001).

Los principales factores perturbadores en los modelos de dolor son (Daniel Le Bars
et al., 2001):

a) Factores ligados a la farmacocinética.

b) Interacciones entre estimulos.

c) Factores ambientales.

d) Factores psicologicos y psicofisioldgicos relacionados.

e) Funciones fisiolégicas relacionadas.

Ninguno de los modelos es completamente satisfactorio. La primera debilidad recae
en el estimulo utilizado para producir una reaccién nociceptiva; la segunda debilidad
recae en la naturaleza de la variable dependiente, generalmente el umbral de la
reaccion motora. Los sistemas vegetativo y nociceptivo tienen una relacion compleja
muy fuerte tanto a nivel central como periférico, estas relaciones pueden causar

malinterpretaciones (Daniel Le Bars et al., 2001).




3. 8. 1. Prueba de estiramiento abdominal

La inyeccion intraperitoneal de agentes irritantes es caracterizada por contracciones
abdominales, movimientos del cuerpo como un todo, retorcimiento de los masculos
abdominales. Es posible que este dolor no sea totalmente visceral, pero es muy
similar al provocado en una peritonitis. El modelo original utilizaba fenilbenzoquinona
y con el tiempo se ha modificado a acetilcolina, acido clorhidrico diluido, &cido
aceético, adrenalina, triptamina, entre otros. Ademas, la concentracion, la temperatura
y el volumen también han sufrido cambios. Este método tiene falta de especificidad,
pero sirve para probar farmacos con posible actividad antinociceptiva y no
antinociceptiva. La especificidad puede mejorarse al realizar una prueba con rotarod
(Daniel Le Bars et al., 2001).

Los compuestos que mejor producen la incidencia de las constricciones abdominales
son: acido aceético, betanina, cloruro de calcio, clorobutanol, fenilbenzoquinona y
triptéfano. Las sustancias que tienen una latencia larga, como el acido acético o la
fenilbenzoquinona, podrian actuar de manera indirecta por la liberacion de
sustancias enddgenas que estimulan las terminales nociceptivas (Collier, Dinneen,
Johnson, & Schneider, 1968). Por lo regular, la prueba se realiza con acido acético
al 0,6% y se contabiliza la conducta nociceptiva por 30 0 40 minutos. El uso de acido
acético para inducir el sindrome nociceptivo (contracciones abdominales, contorsion
de musculos dorsoabdominales y la reduccion de la actividad motora) causa algesia
mediante el incremento del nivel de agentes proinflamatorios enddégenos y citocinas
en el fluido periférico del tejido, lo cual excita las terminales nerviosas nociceptivas
periféricas (Moniruzzaman, Ferdous, & Irin, 2015). Esta respuesta es conocida como

“‘writhing” (del inglés) y en espariol estiramiento (Collier et al., 1968).

Entre los farmacos que presentan efecto en este modelo se encuentran la codeina,
la morfina, la petidina (s.c.) y la procaina (i.p.). Entre las ventajas de este modelo se
encuentra su capacidad de ser sensible a farmacos antipiréticos y antagonistas

narcoticos (Collier et al., 1968).




3. 8. 2. Prueba de nocicepcion inducida con capsaicina

En este modelo se utiliza principalmente capsaicina y esta es administrada por via
subcutdnea en la pata posterior derecha de los animales de experimentacién. El
comportamiento nociceptivo principal en este modelo es la lamida de la pata
administrada con el agente algésico.

La capsaicina, que es un compuesto irritante aislado de los pimientos, ha mostrado
ser capaz de liberar neuropéptidos como las traquiquininas y el CGRP. Beirith y
colaboradores (2002) han sefialado la liberacion de glutamato y aspartato a partir de
la administracién de capsaicina en la pata. Se ha reportado la participacion de los
receptores NKi, NK2 y NK3 en la transmisién de los estimulos quimicos dolorosos
ocasionados por la inyeccion subcutanea de capsaicina en la pata de ratén (Santos
& Calixto, 1997).

3. 8. 3. Prueba de nocicepcion inducida con prostaglandina

Se ha observado que la administracién subcutanea de la PGE2 produce hiperalgesia
y alodinia en animales y humanos. La DEso reportada para la inyeccion intraplantar
de PGE: es 1,42 (1,20-1,70) nmol/pata. La principal respuesta observada después
de la administracion subcutanea de la PGE: es la lamida del sitio. Se ha reportado
que los receptores EP3 y EP4 son los responsables de la lamida de la pata inducida
por PGE>; ademas de que son los receptores por los que tiene mayor afinidad la
PGE:. La lamida de la pata inducida por prostaglandina es reducida por la inhibicion
de la PKA. Al mismo tiempo, el antagonismo de EP3 y EP4 reduce la activacion de la
PKA y ERK en la pata inyectada con PGE:. La activacion de la PKA explica gran
parte de la conducta de lamida de la pata inducida por PGE2; mientras que ERK
tiene un papel menor en este proceso. La sensibilizacién inducida por PGE2 o la
activacion de los nociceptores es llevada a cabo tanto por EP, como por EP3
(Kassuya et al., 2007).

3. 8. 4. Prueba de nocicepcién inducida con glutamato

La nocicepcion causada por la inyeccién intraplantar de glutamato involucra la

activacion de receptores NMDA, AMPA, KAINATO vy receptores a glicina. Se ha
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encontrado evidencia de que antagonistas de los receptores glutamatérgicos pueden
eliminar la propagacion de la sensacion dolorosa. La respuesta nociceptiva por
inyeccion intraplantar de glutamato es evidente a los 15 minutos (de 0-15 minutos se
considera el periodo de nocicepcion) y la DEso reportada es de 2,6 (1,6-4,3)
pmol/pata. La respuesta maxima de lamida ha sido reportada a una concentracion
de 30 umol/pata (Beirith et al., 2002). Se ha reportado la administracion del vehiculo
(Veh) o del farmaco en prueba 1 hora antes de la inyeccién de glutamato (Basting et
al., 2014).

Otro estudio reporta que la administracién subcutanea en la pata posterior derecha
de glutamato 20 pL (10 pmol/pata) provoca una respuesta nociceptiva, la cual es
mediada por la liberacidbn de neuropéptidos (NKs y quininas) desde las fibras
sensoriales (Jesse et al., 2007).

3. 8. 5. Prueba de nocicepcién inducida con serotonina

En los tejidos periféricos, la aplicacion de 5-HT produce dolor en los humanos y
comportamiento nociceptivo en animales. Este mismo neurotransmisor ha sido
descrito como un agente que actua directamente en la hiperalgesia y nocicepcion.
Se ha reportado que la inyeccion subcutanea de 5-HT produce un comportamiento
de lamida o sacudida en la pata inyectada de una manera dosis-dependiente

(Tambeli, Oliveira, Clemente, Pelegrini-da-Silva, & Parada, 2006).

Se ha demostrado que el efecto nociceptivo de la 5-HT en la pata es llevado a cabo
mediante la accion indirecta de la 5-HT en las neuronas aferentes primarias: se ha
observado que este efecto es atenuado por la reduccibn de leucocitos
polimorfonucleares, inhibicion de la COX, reduccién de norepinefrina de las
terminales simpaticas y por el antagonismo local de los receptores 1y B2 (Jesse et
al., 2007).




4. Justificacion

El dolor es el sintoma que mas incapacita a las personas para realizar sus
actividades. Incluso, la presencia de dolor incrementa significativamente el riesgo de
depresion y ansiedad en el futuro (Y. Xu et al., 2013). Cuando el dolor agudo no es
tratado, este puede evolucionar a crénico y no solamente ser un sintoma, sino ser la
enfermedad misma. Conforme aumenta la edad de una persona, la posibilidad de
desarrollar dolor crénico aumenta. Dado que la poblacion mundial mayor de 65 afios
es muy probable que se dupliqgue en 40 afios, la carga econémica generada por el

dolor cronico es posible que aumente exponencialmente (van Hecke et al., 2013).

Hoy en dia, muchos de los tratamientos clinicos disponibles son solamente
parcialmente efectivos y pueden conducir a reacciones adversos (Scholz & Woolf,
2002). Entre estos tratamientos se encuentran los opioides y los AINES, cuya utilidad
es limitada por las reacciones adversas que producen (Julius & Basbaum, 2011).
Ademas, los medicamentos analgeésicos son solamente reformulados o elaborados
en combinaciones, es decir, no se investigan nuevas moléculas analgésicas, pese a

la necesidad de esta area terapéutica.

Los polifenoles son compuestos considerados como benéficos para la salud humana
al ejercer varios efectos biolégicos como: captura de radicales libres, quelacion de
metales, modulacion de la actividad enzimatica y alteracion de sefiales de vias de
transduccion (Itagaki et al., 2009). Un ejemplo dentro de este grupo de compuestos
es el &cido ferulico, una molécula con multiples propiedades en areas terapéuticas
muy diferentes unas de otras. Debido a esto, es posible que presente otros efectos

bioldgicos de importancia clinica, como es el efecto analgésico.

Se ha reportado que el AF podria ser un buen producto nutracéutico (alimento o
parte de un alimento que proporciona beneficios médicos para la salud, incluye la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades; Stephen DeFelice, 1989), ya que
tiene un alto perfil de seguridad y una carga financiera baja (Zhao & Moghadasian,
2008); sin embargo, no se ha estudiado a fondo su mecanismo de accion
involucrado en diversas patologias, pues aunque lo han autorizado como aditivo
alimenticio en paises de Asia, no se han hecho estudios exhaustivos. En vista de la
falta de estudios que sustenten el uso del AF como adyuvante y/o farmaco para el

tratamiento del dolor; el AF es una molécula atractiva para su investigacion.
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5. Objetivos

5. 1. Objetivo General

Evaluar el efecto antinociceptivo del &cido ferulico, asi como sus posibles
mecanismos de accion a través de diversos modelos de dolor agudo en raton.

5. 2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto antinociceptivo del acido ferdlico en las pruebas de
induccion de nocicepcion con diversos agentes algésicos (acido aceético,
capsaicina, prostaglandina E», serotonina, glutamato).

Dilucidar el mecanismo de accion del acido ferdlico en la prueba de
estiramiento abdominal en ratdbn mediante el uso de antagonistas de vias

antinociceptivas naturales.




6. Hipotesis

El acido ferulico presenta efecto antinociceptivo en diversos modelos de induccion
de nocicepcién en ratdén, como son el modelo de estiramiento abdominal, capsaicina,
glutamato, prostaglandina E> y serotonina. Ademds, el efecto antinociceptivo
involucra el bloqueo de la via del 6xido nitrico, de la via opiodérgica y de la via

serotoninérgica.




7. Metodologia
7. 1. Animales

Se utilizaron ratones ICR macho (22-30 g), proporcionados por el INER-SSA. Los
animales se mantuvieron en una habitacion con temperatura constante (22 + 1° C)
en ciclos de luz/oscuridad de 12 h. El alimento y el agua ad libitum. Los animales se
trataron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana sobre el cuidado y manejo de
animales (NOM-062-Z00-1999), asi mismo se siguieron los principios éticos para la
investigacion del dolor en animales promulgados por la IASP (Zimmermann, 1983) y
adicionalmente el protocolo se aprobé por el comité interno de ética e investigacion
del INER (Protocolo: B11-16, INER-SSA). Se utilizaron 6 animales por cada grupo
experimental en las pruebas conductuales. Al término de cada experimento los

animales se sacrificaron en una camara de CO».

7.2. Reactivos

En este estudio el acido ferulico, el prostanoide PGE», el acido glutamico, la
serotonina y la capsaicina se adquirieron de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), el
acido acetico utilizado se obtuvo de J.T. Baker (Pennsylvania, USA). Por su parte, la
metiotepina, naloxona y L-NAME fueron comprados en Tocris Bioscience (Bristol,
UK). Para disolver todos los farmacos se utilizé solucion salina isotonica con 10% de
Tween 20, con excepcion del prostanoide Ez, el cual se disolvio en etanol al 5%; la
capsaicina se disolvio en una solucion al 10% de Tween 80 y 10% de etanol; y
finalmente, el acido acético se prepard con agua inyectable. En todas las pruebas el

AF se disolvid en SSI.

7. 3. Pruebas
a) Evaluacion del &cido ferulico mediante la prueba de estiramiento abdominal

La prueba de nocicepcion inducida por acido acético consistié en la administracion
intraperitoneal de acido acético diluido (0,6% en agua de solucion inyectable), cuyo
volumen dependio del peso del ratén (0,1 mL/10 g de peso del raton), seguido de la

subsecuente contabilizacion de los “estiramientos” (writhes), caracterizados por la




contraccion del musculo abdominal acompafiado por un movimiento extensor de las
extremidades posteriores. 60 minutos antes de la administracién del agente algésico,
se administré el AF (1-100 mg/kg, p.o.) a los animales; se utilizaron 6 ratones por
dosis del AF o para el Veh. En la Figura 17A se muestra el periodo de
ambientacion; y pasado ese tiempo, se contaron los estiramientos durante periodos
de 5 minutos hasta un total de 40 minutos (Collier et al., 1968), la Figura 17B
muestra los estiramientos que presentaron los ratones frente a la administracion
intraperitoneal de acido acético. En el Diagrama 2 se muestran un cronograma de

las actividades realizadas en esta prueba conductual.
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Administracién de AF Comienzo del Administracion de Término de la prueba
tiempo de acido acético
ambientacion

Periodo de conteo y desarrollo de
la prueba

Diagrama 2. Cronograma de las actividades para realizar la prueba de estiramiento abdominal. Se
cuenta con el periodo de ambientacién, administracion y contabilizacion de la respuesta.

Figura 17. Ambientacién y conducta de los ratones en la prueba de estiramiento abdominal. En la
fotografia A se muestra el periodo de ambientacion del animal, mientras que en la fotografia B se
observa la conducta de estiramiento abdominal causado por el &cido acético.

b) Evaluaciéon del mecanismo de accion del acido ferdlico en la prueba de

estiramiento abdominal

Los ratones recibieron pretratamientos con N(G)-nitro-L-arginina metil éster (L-

NAME; inhibidor de la sintasa de o6xido nitrico, 10 mg/kg, i.p.), naloxona (NLX;
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antagonista opioide inespecifico, 1 mg/kg, i.p.) y metiotepina (MET; antagonista de
receptores serotoninérgicos [5-HTi, 5-HTs, 5-HTe, 5-HT7], 0,1 mg/kg, i.p). Los
pretratamientos se realizaron 10 minutos antes de la administracion del &cido
ferdlico (100 mg/kg, p.o.), y 60 minutos después se realizé la administracion del
acido acético (0,6%, i.p.); inmediatamente se contabilizaron los estiramientos
abdominales presentados por el raton en intervalos de 5 minutos durante 40
minutos. En el Diagrama 3 se representa el cronograma de las actividades.
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Diagrama 3. Cronograma de las actividades que se realizaron para la evaluacion del AF en la prueba
de estiramiento abdominal ante la presencia de los antagonistas (MET, NLX o L-NAME).

c) Evaluacion del acido ferdlico mediante la administracion de capsaicina

Se administré el AF (10-300 mg/kg, p.0.) a los animales 60 minutos antes de la
inyeccion de capsaicina. Se administraron 50 pL de capsaicina (3 ug/pata) en el
dorso de la pata posterior derecha del animal. Se registro el tiempo de lamida de la
extremidad administrada que se presentd durante los 5 minutos seguidos de la
administracion (Santos & Calixto, 1997). En la Figura 18 se pueden observar dos
fotografias: la primera es de un ratén en el cilindro de exploracion durante su
ambientacion, mientras la segunda muestra la conducta nociceptiva presentada
(lamida de la extremidad inyectada con el agente algésico). En el Diagrama 4 se

representa un cronograma que muestra el orden en el que se realiz6 cada actividad.
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Diagrama 4. Cronograma de las actividades para realizar la evaluacion del AF con capsaicina. Se
cuenta con el periodo de ambientacién, administracion y contabilizacion de la respuesta.

d) Evaluacion del acido feralico mediante la administracion de glutamato

Primeramente, se administro el AF (0,3-30 mg/kg, p.0.) a los animales 60 minutos
antes de la inyeccion de glutamato. Se administraron de manera subcutanea 20 pL
de glutamato (15 pmol/pata) en el dorso de la pata posterior derecha del animal.
Después se registro el tiempo de lamida de la extremidad durante 20 minutos
(Beirith et al., 2002). En la Figura 18 se pueden observar dos fotografias: la primera
es de un raton en el cilindro de exploracion durante su ambientacion, mientras la
segunda muestra la conducta nociceptiva presentada (lamida de la extremidad
inyectada con el agente algésico). En el Diagrama 5 se representa un cronograma

con el orden de las actividades realizadas.
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Diagrama 5. Cronograma de las actividades para realizar la evaluacién del AF con glutamato. Se
cuenta con el periodo de ambientacion, administracion y contabilizacion de la respuesta.

e) Evaluacion del &cido ferulico mediante la administracion de prostaglandina E»

Se administro el AF (0,03-56,6 mg/kg, p.o.) a los animales 60 minutos antes de la
inyeccion del agente algésico (PGE2). Se administraron 40 yL de una disolucion de

prostaglandina E> (3 nmol/pata) en el dorso de la pata posterior derecha del animal.




Se registré el tiempo de lamida de la extremidad administrada que se presenta
durante 20 minutos (Kassuya et al., 2007). En la Figura 18 se pueden observar dos
fotografias: la primera es de un raton en el cilindro de exploracion durante su
ambientacion, mientras la segunda muestra la conducta nociceptiva presentada
(lamida de la extremidad inyectada con el agente algésico). En el Diagrama 6 se

representa un cronograma del orden en el que se realiz6 cada actividad.
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Diagrama 6. Cronograma de las actividades para realizar la evaluacion del AF con PGE>. Se cuenta
con el periodo de ambientacion, administracion y contabilizacion de la respuesta.

f) Evaluacion del acido ferulico mediante la administracion de serotonina

Se administro el AF (1-30 mg/kg, p.0.) a los animales 60 minutos antes de la
inyeccion del agente algésico (5-HT). Se inyectaron 20 yL de una solucion de
serotonina (20 ng/pata) en el dorso de la pata posterior derecha del animal. Se
registré el tiempo de lamida de la extremidad administrada que se presenta cada 5
minutos durante 60 minutos (Jesse et al., 2007). En la Figura 18 se pueden
observar dos fotografias: la primera es de un ratén en el cilindro de exploracion
durante su ambientacion, mientras la segunda muestra la conducta nociceptiva
presentada (lamida de la extremidad inyectada con el agente algésico). En el

Diagrama 7 se representa el tiempo en que se realiz6 cada actividad.
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Diagrama 7. Cronograma de las actividades para realizar la evaluacion del AF con 5-HT. Se cuenta
con el periodo de ambientacion, administracion y contabilizacion de la respuesta.

Figura 18. Ambientacién y conducta de los ratones en las pruebas donde se administré el agente
algésico en la pata trasera derecha (capsaicina, glutamato, prostaglandina Ez y 5-HT). En la fotografia
A, se muestra el periodo de ambientaciéon del animal. En la fotografia B se observa la conducta de
lamida de la extremidad inyectada.

7. 4. Estadistica

Todos los resultados conductuales se presentaron como las medias + el error
estandar de la media (E.E.M.) de seis animales por grupo. Para conocer si hay
diferencia significativa entre el Veh y las dosis evaluadas se realiz6 una ANADEVA
de una via seguida de una prueba post-hoc de Dunnett. En la prueba de
estiramiento abdominal que involucré la administracion de antagonistas, se realizd
una ANADEVA de una via seguida de la prueba de Neuman-Keuls. P <0.05 se

considero6 para tener una diferencia significativa.




El calculo de la DEso se obtuvo a partir del modelo semilogaritmico y el calculo
estadistico de una regresion lineal. Finalmente, el efecto maximo se obtuvo a través
de la dosis de cada prueba con mayor efecto, se obtuvo el promedio de los valores

de la respuesta y se calculé el E.E.M.




8. Resultados
8. 1. Evaluacién del 4cido ferulico mediante la prueba de estiramiento abdominal

La primera prueba que se realiz6 fue la prueba de Writhing (estiramiento abdominal),
la cual consiste en ocasionar una nocicepcion de tipo visceral. En la Figura 19 se
muestran los resultados obtenidos de la prueba, en la cual se puede observar que la
dosis de 100 mg/Kg de AF presenta el efecto maximo (68,69 + 26,41%) en la

evaluacion. Asimismo se calculd la DEso, la cual resulté de 55,6 + 6,9 mg/kg.

200~
3
= 1504 —_
Q *
: T
+~ 100+ *
I I
(] * %
()
S 50A T -I-
H

0-

Veh 10 30 56,6 100 KET 30

Ac. Fertlico (mg/kg; p.o.)

Figura 19. Efecto antinociceptivo del acido ferdlico en la prueba de estiramiento abdominal en raton.
Las barras representan el nimero estiramientos totales promedio de 6 animales + E.E.M. El efecto
antinociceptivo se representa como la disminucién del nUmero de estiramientos totales en un periodo
de 40 minutos. La DEso calculada en esta prueba es de 55,6 £ 6,9 mg/kg. Se utiliz6 como control
positivo de la prueba el analgésico ketorolaco (KET, 30 mg/kg, p.o.). * Estadisticamente diferente con
respecto al vehiculo (Veh), p<0.05 determinado por una ANADEVA de una via seguido de una prueba
post-hoc de Dunnett.

8. 2. Evaluacién del mecanismo de accion del acido ferdlico en la prueba de

estiramiento abdominal

Se evalud el efecto antinociceptivo del AF con la administracion previa de tres
antagonistas que pueden dilucidar el mecanismo de acciéon del farmaco. En la
Figura 20 se muestran los resultados de este experimento. Todos los vehiculos con
antagonistas no presentaron diferencia significativa con el Veh, con excepcion de la
prueba con metiotepina. Cuando se administro el AF (100 mg/kg), este presentd

diferencia significativa con el Veh, con L-NAME y metiotepina; mientras que la NLX




revierte el efecto antinociceptivo del AF, al no presentar diferencia significativa con el
Veh.
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Figura 20. Efecto antinociceptivo del acido ferdlico en la prueba de estiramiento abdominal en raton
ante la presencia de L-NAME (10 mg/kg), metiotepina (MET, 0,1 mg/kg) o naloxona (NLX, 1mg/kg).
Las barras representan el nimero estiramientos totales promedio de 6 animales + E.E.M. El efecto
antinociceptivo se representa como la disminucion del nimero de estiramientos totales en un periodo
de 40 minutos. En todos los casos se utiliz6 un ANADEVA de una via seguido de una prueba post-
hoc de Neuman-keuls.

* Estadisticamente diferente con respecto al vehiculo (Veh) con p<0.05.

+ Estadisticamente diferente con respecto a la dosis de 100 mg de AF sin antagonista con p<0.05.

~Estadisticamente diferente el vehiculo (Veh) y la dosis de 100 mg de AF de un mismo antagonista
con p<0.05.

8. 3. Evaluaciéon del efecto antinociceptivo del acido ferdlico en la nocicepcion

inducida por capsaicina

En la Figura 21 se muestra la curva dosis-respuesta del AF, se observé una
respuesta dependiente de la dosis. En esta prueba, la dosis que presenta el efecto
maximo (64,34 + 15,16%) es la dosis de 300 mg/kg. La DEso obtenida en este
modelo fue de 120,7 + 17,3 mg/kg.

8. 4. Evaluacion del efecto antinociceptivo del &cido ferdlico en la nocicepcion

inducida por glutamato

En esta prueba ninguna de las dosis presentaron una diferencia significativa con el

Veh; dado que no hay un efecto dependiente de la dosis y ninguna de las dosis




presenta una disminucion del estimulo nociceptivo, no se calculd la DEsp para este
modelo. En la Figura 22 se pueden observar los resultados para cada dosis y del

Veh.
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Figura 21. Efecto antinociceptivo del acido ferulico en la prueba de capsaicina en ratén. Las barras
representan el tiempo de lamida promedio de 6 animales + E.E.M. La disminucién en el tiempo de
lamida que se presenta durante 5 minutos es representativo del efecto antinociceptivo del farmaco. La
DEso calculada en esta prueba es de 120,7 £ 17,3 mg/kg. Se utiliz6 como control positivo de la
prueba el analgésico ketorolaco (KET, 30 mg/kg, p.o.). * Estadisticamente diferente con respecto al
vehiculo (Veh), p<0.05 determinado por una ANADEVA de una via seguido de una prueba post-hoc
de Dunnett.
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Figura 22. Efecto antinociceptivo del &cido ferdlico en la prueba de glutamato en ratén. Las barras
representan el tiempo de lamida promedio de 6 animales + E.E.M. No hay disminucion en el tiempo
de lamida que se presenta durante 20 minutos. Se utiliz6 como control positivo de la prueba el
antagonista no selectivo de receptores glutamatérgicos como la vitamina C (VT C, 5 mg/kg, i.p.).
* Estadisticamente diferente con respecto al vehiculo (Veh), p<0.05 determinado por una ANADEVA
de una via seguido de una prueba post-hoc de Dunnett.




8. 5. Evaluacion del efecto antinociceptivo del &cido ferulico en la prueba inducida

por prostaglandina

En la prueba de nocicepcion inducida por prostaglandina E. se presenta un efecto
dependiente de la dosis por parte del AF, por lo que la DEso calculada fue 0,44 +
0,17 mg/kg, mientras que el efecto antinociceptivo maximo del AF en esta prueba
fue de 76,15 + 8,28% con la dosis de 3 mg/kg. Los resultados de la prueba se

pueden observar en la Figura 23.
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Figura 23. Efecto antinociceptivo del acido ferdlico en la prueba de prostaglandina E2 en raton. Las
barras representan el tiempo de lamida promedio de 6 animales + E.E.M. La disminucién en el tiempo
de lamida que se presenta durante 20 minutos es representativo del efecto antinociceptivo del
farmaco. La DEso calculada en esta prueba es de 0,44 + 0,17 mg/kg. Se utiliz6 como control positivo
de la prueba el analgésico ketorolaco (KET, 30 mg/kg, p.o.). * Estadisticamente diferente con
respecto al vehiculo (Veh), p<0.05 determinado por una ANADEVA de una via seguido de una prueba
post-hoc de Dunnett.

8. 6. Evaluacion del efecto antinociceptivo del &cido ferulico en la nocicepcion

inducida por serotonina

En esta prueba se obtuvo una DEsp de 5,16 mg/kg = 1,89 mg/kg y un efecto
antinociceptivo maximo de 79,52 + 23,67% con una dosis de 30 mg/kg. Los

resultados de la prueba se pueden observar en la Figura 24.
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Figura 24. Efecto antinociceptivo del acido ferdlico en la prueba de serotonina en ratén. Las barras
representan el tiempo de lamida promedio de 6 animales + E.E.M. La disminucién en el tiempo de
lamida que se presenta durante 60 minutos es representativo del efecto antinociceptivo del farmaco.
La DEso calculada en esta prueba es de 5,16 mg/kg + 1,89 mg/kg. Se utilizd6 como control positivo de
la prueba el analgésico dipirona (Dip, 56 mg/kg, p.o.). * Estadisticamente diferente con respecto al
vehiculo (Veh), p<0.05 determinado por una ANADEVA de una via seguido de una prueba post-hoc
de Dunnett.

En la Tabla 5 se resumen los valores de DEso y % de efecto maximo obtenidos en

cada modelo.

Tabla 5. Valores de DEso y % de efecto maximo obtenidos en cada uno de los modelos realizados en
este trabajo

Estiramiento abdominal (Acido acético) 55,6 +6,9 68,69 + 26,41 10-100
Induccién de la nocicepcién con capsaicina 120,7 £+17,3 64,34 £+ 15,16 10-300

Induccién de la nocicepcion con glutamato - - 0.3-30
Induccién de la nocicepcion con PGE: 0,44 +0,17 76,15 + 8,28 0.03-3
Induccién de la nocicepcién con 5-HT 516+1,89 79,52 + 23,67 1-30




9. Discusién

El AF es un compuesto con mdultiples propiedades en areas terapéuticas muy
diversas. Debido a esto, es posible que presente otros efectos bioldgicos de
importancia, como es el efecto antinociceptivo. De acuerdo con los resultados de las
pruebas en ratones ICR, se podria continuar con la investigacion para profundizar en

el estudio clinico y aplicabilidad terapéutica del AF como agente antinociceptivo.

En primer lugar, el modelo de estiramiento abdominal asemeja un dolor de tipo
visceral; al aplicarse el AF en este modelo, se produjo una disminucion en la
conducta dolorosa del animal, lo cual se interpreta como un efecto antinociceptivo y
es dependiente de la dosis. Con estos resultados, puede sugerirse que el AF puede
ser (til en trastornos patolégicos que cursen con colicos o con un dolor no localizado

de las visceras como es el caso del dolor abdominal.

El modelo de estiramiento abdominal se seleccion6 dado que sirve para probar
farmacos con posible actividad antinociceptiva; ademas de ser un modelo muy
sensible. La especificidad del modelo puede mejorarse al realizar una prueba con
rotarod. En este caso, no se realizé la prueba de rotarod, puesto que ya varios
autores han reportado que el AF no tiene ningun efecto sobre la actividad
locomotora de ratones ICR ni ratones Swiss (Chen et al., 2015; Xu et al., 2013; Zeni,
2012). Esto incrementa la probabilidad de que el AF presente efecto antinociceptivo
y no una sedacién que pudiera disminuir la cantidad de estiramientos abdominales.
Asimismo, se ha reportado el efecto antinociceptivo del AF en modelos de dolor
neuropatico, es muy probable que se presente un efecto terapéutico por parte del AF
en estudios clinicos, ya que este modelo predice muy bien las capacidades
terapéuticas de una sustancia una vez que ha sido identificada como analgésica
(Daniel Le Bars et al., 2001).

El mecanismo productor de la nocicepcion en el modelo de estiramiento abdominal
involucra al canal TRPV: (pues los H* son capaces de activarlo); asi como, la
bradiquinina, la SP, la neuroquinina y las prostaglandinas (principalmente PGI,)
(Ikeda, Ueno, Naraba, & Oh-ishi, 2001). Ademas, es probable que el AF presente un
efecto antinociceptivo por medio de un mecanismo similar al que llevan a cabo los
AINEs, ya que estos son efectivos en el modelo del acido acético, donde las

prostaglandinas generadas por la COX-1 en el lugar de la inyeccién tienen un papel




importante en la transmisidén nociceptiva de este modelo (Ortega et al., 2002). Por
otro lado, no se pueden descartar receptores como el NKi, pues estos estan a nivel
visceral y sus antagonistas estan relacionados con un efecto nociceptivo. Ademas,
hay mas neurotransmisores peptidicos a nivel visceral que en otros lugares del
cuerpo (Cervero & Laird, 1999). Por ultimo, como el 4cido acético puede liberar H™,
los canales i6nicos ASIC son activados y podrian ser afectados por la administracion
del AF.

Con respecto al mecanismo de accion del AF en este modelo, se sugiere que esta
sustancia utiliza la via opioidérgica y serotoninérgica para producir antinocicepcion
a nivel visceral, pero no asi la via del 6xido nitrico; se observo lo anterior dado que el
pretratamiento con la NLX anula el efecto antinociceptivo que presenta el AF, lo cual
sugiere que se observa una activacion de los receptores Y, d o K por parte del AF.
Por otro lado, es posible que el AF module de manera indirecta los receptores
serotoninérgicos, ya que se revierte el efecto del AF en este modelo con el
pretratamiento de MET; sin embargo, hay que considerar que la MET presenta
diferencia significativa con respecto al Veh, lo que sugiere que la MET presenta un
efecto antinociceptivo a la dosis administrada, pese a ello se revierte el efecto
antinociceptivo del AF de manera parcial. Es por ello que se sugiere la participacion
de la via serotoninérgica. Posiblemente el AF podria actuar como un antagonista
competitivo, o puede presentar una accion indirecta sobre esta via. El receptor 5-HT3
es uno de los receptores serotoninérgicos de los que se encuentra involucrado en la
excitacion neuronal, la  hipersensibilidad al dolor y la activacion de células
inmunoldgicas (Roeckel et al., 2016), este podria ser el receptor candidato del efecto
antinociceptivo del AF, pero hay que considerar que la MET no presenta
antagonismo en este receptor, asi que el AF estaria activando otros receptores de
serotonina, por ejemplo, se ha visto que la activacién de los receptores periféricos 5-
HT1a, 5-HT1p y 5-HT1r ocasionan un efecto antinociceptivo (Granados-Soto et al.,
2010). En el caso del antagonista L-NAME, este no modifica la actividad
antinociceptiva del AF. En cierto modo, esto también podria justificar la ausencia de
efecto en el modelo de glutamato, debido a que los receptores de glutamato
estimulan al NO y a la INOS, y al no presentar efecto el AF en el modelo de
glutamato, no se ve perdido el efecto antinociceptivo ante la presencia del

antagonista L-NAME en el modelo de estiramiento abdominal. Se sugiere que el AF




no actla en receptores glutamatérgicos ni en los segundos mensajeros
mencionados. Esto es un resultado contrario al esperado, ya que se ha reportado
que la disminucion de las RNS se debe a la baja en la expresion de ciertas
isoformas de la NOS; sin embargo, habria que considerar que alguna de las sintasas
de 6xido nitrico podrian no estar siendo afectadas por el AF (Koh, 2012).

Aunque la metiotepina tiene efecto antinociceptivo, se presenta un bloqueo de la
actividad antinociceptiva ante la presencia de este antagonista al administrar AF Si
el AF es un agonista de uno o varios de los receptores opioides, asemejaria el
mecanismo de accion de este grupo de farmacos. Los agonistas se unen
extracelularmente al receptor opioide. Esto provoca disminucion de la produccion de
AMPc, que las subunidades de sus proteinas G interactiien directamente con Ca?*,
canales TRPV: y otros canales ionicos en la membrana. Los agonistas opioides
pueden atenuar la excitabilidad de las neuronas nociceptoras y la liberacion de
neuropéptidos pronociceptivos como la SP y el CGRP. Todos estos eventos pueden
llevar a un efecto antinociceptivo y antiinflamatorio (Stein & Lang, 2009). Se debe de
considerar que la aplicacion sistémica y local de agonistas de los receptores [, d y K;
asi como la liberacién endogena de péptidos opioides producen un efecto analgésico
mas pronunciado en tejidos lesionados de animales y humanos que en tejidos no
lesionados (Stein & Lang, 2009). Ademas, dados los resultados de la prueba de
glutamato, podria sugerirse que el AF actua sobre los receptores & y/o K, pues el
receptor U tiene la capacidad de inhibir la neurotransmision glutamatérgica, asi como
la transmisién nociceptiva de las fibras C y Ad (McDonald & Lambert, 2011); cuya
accion no se presenta. Ademas, McDonald y otros autores (2011) ya han reportado
gue la naloxona no antagoniza al receptor ORL-1, por lo que el AF no lo antagoniza
segun los resultados obtenidos. Pese a esta Ultima propuesta, esto se contrapone a
la afinidad que presenta la naloxona, puesto que es mas afin al receptor p. Con esto
en mente, se propone realizar en estudios posteriores del mismo modelo pero con
antagonistas especificos de los receptores opioides [ciprodima o B-funaltrexamina
para el receptor p; naltrindol o TIPP-IClI 174864 para el receptor & vy
norbinaltorfimina o 5-guanidinonaltrindol para el receptor Kk (Nava-Mesa, Téllez-
Arévalo, Rojas-Kozhakin & Calderén-Ospina; 2015)].

Si el AF ejerce su efecto por medio de los receptores opioides, hay que tomar en

cuenta que estos pueden presentarse como heterodimeros, lo cual modifica el efecto




gue se obtenga (Pan et al., 2008). Se requeriria estudiar la presencia de estos
heterodimeros en diferentes tejidos, cudles de estos heterodimeros son mas
potentes o anulan la respuesta antinociceptiva y sus interacciones con otros
neurotransmisores y receptores. También, en estudios posteriores seria importante
comenzar a considerar las interacciones de las quimiocinas y las sustancias
opioides. Se ha reportado que la interaccidbn entre receptores de quimiocinas y
opioides puede modificar la respuesta dependiendo de si se encuentran como
heterodimeros u homodimeros (Parsadaniantz, Rivat, Rostene, & Réaux-Le
Goazigo, 2015).

Con los resultados anteriores se sugiere realizar pruebas para conocer el efecto del
AF en la transmision colinérgica, pues se ha reportado que la coadministracion de
inhibidores de la acetilcolinesterasa potencializa la analgesia opioide y se ha
reportado que algunos de los agonistas opioides comparten estructuras que se unen
a la acetilcolinesterasa y modulan negativamente su actividad (Naser & Kuner,
2017); no obstante, las estructuras de los farmacos opioides o de la
acetilcolinesterasa, difieren bastante de la estructura del AF. Por otro lado, puede
gue el AF aumente los niveles de acetilcolina, lo que podria explicar su efecto en el
sistema opioide, ya que al parecer, los niveles altos de acetilcolina espinales
incrementan la concentracion de opioides endoégenos (Naser & Kuner, 2017). En
otras especies se ha sugerido que la transmision colinérgica podria inhibir las
neuronas GABAérgicas, lo que provocaria antinocicepcion. Ademas, se ha mostrado
gue los receptores opioides pueden inhibir la actividad de las interneuronas

(Favaroni Mendes & Menescal-de-Oliveira, 2008).

Posteriormente, se evalud el AF en el modelo de la capsaicina; este modelo es una
representacion del dolor neurogénico, el cual es similar al producido por un golpe.
Asimismo, se conoce que la capsaicina es un agonista de los receptores TRPVy,
receptores acoplados a un canal i6bnico de Na* y Ca?* que al abrirse ocasionan
despolarizaciones en las neuronas aferentes y causan la propagacion de impulsos
nerviosos que se consideran sefiales del dolor. EI AF produjo una reduccion de la
conducta nociceptiva del ratén, lo cual indica que posiblemente el AF se une al
TRPV1, antagonizando la accion de la capsaicina. Esto Gltimo se podria evaluar con
un antagonista selectivo del receptor TRPV1 como lo es la 5-iodoresiniferatoxina. Se

debe de considerar que no solamente actia este canal i6nico en la transmision del




dolor, sino que los receptores NK1, NK2 y NK3 son parte del mecanismo nociceptivo
en este modelo (lo que indica la participacién de mediadores quimicos, como es el
caso de la SP y la NKA), por lo que pueden estar involucrados en la actividad
antinociceptiva del AF. Ademas, existe una coactivacion del receptor P2Y: y el canal
TRPV:1 por el ATP, el cual puede liberarse como segundo mensajero (Santos &
Calixto, 1997; Julius & Basbaum, 2011; Burnstock, 2016). Es por ello por lo que el
receptor P2Y, también podria ser parte del mecanismo de accion del AF. Hay que
recordar que el canal TRPV: tiene un periodo de activacion, seguido de una
desensibilizaciéon. La desensibilizacion es dependiente de Ca?" y probablemente
involucre la activacién de la fosfatasa, la cual desactiva el canal de capsaicina
(Winter, Bevan & Campbell, 1995).

En vista del efecto antagonico del AF en los receptores NMDA (Chen et al., 2015), el
modelo de glutamato podria confirmar la participacion de los receptores de este
neurotransmisor en la via antinociceptiva del compuesto en estudio a nivel periférico;
sin embargo, en la prueba de induccion de la nocicepcion por glutamato no se
present6 efecto antinociceptivo en el intervalo de las dosis usadas del AF para este
modelo. Con esta informacion, es posible que a nivel periférico el AF no presente
antagonismo del receptor NMDA. La interaccion de las neuronas a nivel periférico y
central son diferentes, por lo que puede que la interaccion entre las neuronas de
primer y segundo orden y sus neurotransmisores presenten una interaccion como,
por ejemplo, que se antagonice el receptor NMDA pero no AMPA, lo que permitiria,
en todo caso, la transmision de la sefal nociceptiva; otro ejemplo seria el
antagonismo del receptor NMDA, lo que no produciria, en una segunda neurona
GABAérgica, la inhibicion de la transmision del estimulo. En este contexto, la
conexion de neuronas e interneuronas podria tener un papel importante, pues es
posible que la activacion de los receptores opioides produzca la inhibicion de
interneuronas inhibitorias, lo que no detendria la activacion de NMDA, considerando
gue el AF actua como un agonista (total o parcial) de los receptores Y, & 0 K.
Ademas, es probable que no llegue la cantidad suficiente del AF a la médula para
activar los receptores opioides como sucede a nivel visceral: no hay que olvidar que
en la prueba de estiramiento abdominal se presenta una DEso elevada (hasta 100

veces mayor que la prueba de las prostaglandinas).




Se han llevado a cabo pruebas a nivel de la médula espinal, donde se ha
demostrado que los receptores opioides W inhiben la liberacion de SP inducida por el
receptor NMDA a través de la inactivacion de canales de Ca?* y la inhibicién de la
adenilato ciclasa (W. Chen, Ennes, McRoberts, & Marviz, 2018). Anteriormente se
ha reportado que la activacién de los receptores p y & inhibe la liberacion de
glutamato desde las terminales primarias aferentes hacia las neuronas del asta de la
espina dorsal (Pan et al., 2008); sin embargo, no se ha reportado que la activacion
de los receptores opioides produzca efecto antinociceptivo potente en el sitio de
administracion periférico como las extremidades, pues los modelos de dolor donde
se ha reportado que los agonistas opioides presentan una antinocicepcién potente
son de tipo: neuropético, visceral, térmico, 6seo y oncoldgico (Stein & Lang, 2009).
En este contexto, parece incierto aun saber si los agonistas opioides pueden

intervenir en las extremidades o no.

Por otro lado, hay que considerar que uno de los mecanismos importantes para
detener la activacion de NMDA, es el blogueo de los canales de Ca?* dependientes
de voltaje, ya que la liberacidn sinaptica de glutamato depende principalmente de los
canales dependientes de Ca?*: Cav2.1 y Cav2.2 (Pan et al.,, 2008). Hasta este
momento, nadie ha reportado que el AF los bloquee de manera directa. Es probable
gue el AF module la actividad del receptor NMDA por medio de segundos
mensajeros y NO necesariamente antagonice a este receptor como Yu y

colaboradores (2006) han sugerido.

Pese a las hipotesis anteriores, no se puede conocer si el AF no presenta efecto en
este modelo porque no es un antagonista del receptor NMDA o porgue no es un
agonista de los receptores opioides; incluso, con los datos hasta ahora, no se puede
saber si es un modulador alostérico o un agonista parcial de los receptores opioides
0 se requieren de ciertas condiciones para que presente un antagonismo en el
receptor NMDA. Ya se ha reportado que el AF es un antagonista de los receptores
NMDA (Yu et al., 2006); no obstante, este estudio se realizd en cerebros fetales de
ratén y es posible que el ferulato de sodio en realidad involucre otras vias diferentes
por las que ejerce la proteccion ante la neurotoxicidad de glutamato. A nivel visceral,
el glutamato no tiene gran participacion y es posible que solamente participe como
un sustrato para la producciéon de otros compuestos (Wang, Wang, Xia, & Wood,

2014). Es posible que sea esta una de las razones por las que la naloxona revierte el




efecto del AF en el modelo de estiramiento abdominal: glutamato no ejerce efectos

importantes en este punto.

Después, se procedi6 a evaluar la participaciéon del AF en otros modelos que
simulan el dolor agudo con el fin de conocer mejor su mecanismo de accién por el
gue realiza su efecto. Dado que la 5-HT y las prostaglandinas son muy importantes
en los mecanismos inflamatorio y nociceptivo, se procedié a evaluar al AF en los
modelos correspondientes. En el modelo en el que se administré prostaglandina E>
se obtuvo la DEsp mas baja (0,44 + 0,17 mg/kg) de todos los modelos probados,
ademas de tener un porcentaje de efecto mayor al 70%, el cual es el segundo mas
alto comparado con los demas modelos evaluados. Con esto en mente, se sugiere
gue la mayor potencia se tiene sobre los receptores de prostanoides. La lamida de la
pata inducida por PGE> es muy probablemente llevada a cabo por la activacion de
los receptores EP3 y EP4 con la participacion de las vias de las PKA y ERK (Kassuya
et al., 2007); esto permite sugerir que el AF actia como un antagonista de los
receptores EP3 y EP4. Ademas, este hecho podria sugerir un efecto directo o
indirecto sobre el canal TRPV3, ya que el compuesto en estudio podria bloquear el
canal, y ademas, evitar la sensibilizacion del canal ante la presencia de
prostaglandinas; de tal manera que estos receptores son un blanco principal en el
efecto antinociceptivo del AF, ademas de justificar que la DEsp es mayor en el
modelo de la capsaicina. Asimismo, el AF ha mostrado un efecto antiinflamatorio y
antioxidante en varios estudios (Das et al., 2014; Mansuco & Santangelo, 2014; Zhu
et al.,, 2014); en este contexto, es muy probable que mecanismos reportados en
modelos para evaluar las dos actividades anteriores sean llevados a cabo en este
modelo de PGE: [prevencion del incremento de COX-2, TNF-a e IL-6 (Das et al.,
2014)], pues aungue la potencia del AF se puede justificar por una afinidad a los

receptores EP3 y EP4; no se puede descartar la participacion de otros mecanismos.

Se ha sugerido que los AINEs ejercen su actividad antinociceptiva por medio de un
sistema opioide enddgeno que posiblemente involucre los sistemas descendentes
moduladores del dolor (Tsiklauri, Nozadze, Gurtskaia, & Tsagareli, 2017). Este
ultimo reporte, cambia el mecanismo establecido para los AINEs y moléculas que
presentan actividades similares a ellos, como es el caso del AF. De acuerdo con los
resultados de la prueba de prostaglandinas y los resultados obtenidos en la prueba

de estiramiento abdominal con naloxona, se sugiere que el AF podria utilizar tanto




los receptores EP3, EP4 y la neurotransmision opioidérgica para ejercer su efecto
antinociceptivo. Faltaria confirmar si el AF inhibe la actividad de la COX-1 y/o COX-
2, lo cual también ayudaria a predecir si podria presentar reacciones adversas como
los AINESs vy si este fitofarmaco presenta un comportamiento mas similar a los AINEs
o los farmacos opioides.

En el caso del modelo de 5-HT se obtuvo una DEso de 5,16 + 1,89 mg/kg, la cual
también es una dosis bastante baja en comparacion con las pruebas de capsaicina 'y
estiramiento abdominal. Ademas, el porcentaje de actividad antinociceptiva mas alto
de todas las pruebas se obtuvo en esta prueba, lo cual confirma los resultados
obtenidos en el la evaluacion del mecanismo de accion en el modelo de estiramiento
abdominal, pues se presenta un antagonismo por parte de la MET. Este resultado
concuerda con estudios previos, pues ya se ha reportado que el AF actia en el SN
por medio de la neurotransmision serotoninérgica (Tu et al., 2012). Como un ejemplo
de lo anterior, el AF presenta efecto de tipo antidepresivo (mas no sedante) a traves
del sistema serotoninérgico en el hipocampo (aumento de 5-HT y activacion de los
receptores 5-HTia Yy 5-HT2a) (Zeni et al., 2012). De acuerdo con la literatura, no se
puede sugerir un unico receptor por el cual actie el AF en este modelo; no obstante,
ya se ha sugerido la participacion de varios mecanismos que producen dolor en esta
prueba. Como la produccion de nocicepcion involucra la participacion de los
receptores 5-HT3z (responsable de la excitacion neuronal), es muy probable que sea
este el blanco molecular que usa el AF para su actividad antinociceptiva en este
modelo (Tambeli et al., 2006; Roeckel et al., 2016); sin embargo, lo receptores que
antagoniza la MET deben de estar involucrados en su mecanismo de accion
también. Estos resultados no permiten descartar su accion como un inhibidor de la
recaptura de 5-HT. Estas hipdtesis deben considerarse en las investigaciones
posteriores. Por ultimo, el lugar donde se encuentren los receptores puede
influenciar el efecto que presentard, es por ello que también es valido sugerir que los
receptores serotoninérgicos que participan a nivel visceral, no van a presentar los
mismos efectos que presentan los receptores que se encuentran en la piel

(somético).

Con relacién al tema de la toxicologia, se ha reportado ya una DLso del AF en
ratones, la cual es mayor a los 3.2 g/kg (Mancuso & Santangelo, 2014). Esto sirve

como una referencia para considerar al AF como un producto que solamente sera




toxico en cantidades muy elevadas; no obstante, falta realizar mas pruebas en otras
especies y en el ser humano. Ademas, ciertos reportes muestran que el AF no
presenta un efecto sedante caracteristico de algunos adyuvantes para el dolor (Chen
et al.,, 2005; Xu et al., 2013; Zeni et al., 2008), puede asumirse que los efectos
demostrados en este estudio son exclusivamente antinociceptivos sin presencia de
efectos como el sedante. Es importante mencionar que, debido al metabolismo
rapido de este compuesto, Su tiz Y SU tmax COrtos, este compuesto muestra baja
toxicidad; sin embargo, esto también es un problema, es por ello que, de llegar a
estudios clinicos, se deberia de considerar una formulacién farmacéutica que le

permita a este farmaco estar mas tiempo en el organismo (liberacién prolongada).

En general, los compuestos similares al AF como el acido cafeico y la curcumina
presentan varios efectos a parte del efecto antioxidante. El efecto antinciceptivo ya
ha sido reportado en compuestos similares al AF y al acido cafeico. Hay reportes
sobre el udltimo que sugieren su actividad analgésica similar a la nimesulida y
sugieren su uso para el tratamiento de episodios de dolor cronico. Este mismo
presenta efecto antiinflamatorio e inmunomodulador, y es muy similar al AF con la
excepcion de que en lugar de tener un grupo metoxi, el acido cafeico presenta un
grupo hidroxilo en la misma posicién. En resumen, los datos muestran que el acido
cafeico posee un efecto analgésico en ratones y ratas por la reduccion de
neutrofilos, radicales libres y la hipernocicepcion mediada por Oxido nitrico
(Mehrotra, Shanbhag, Chamallamudi, Singh, & Mudgal, 2011). Por otro lado, la
estructura curcuminoide podria calificar como una nueva estructura para el
desarrollo de nuevos moduladores del canal TRP (Nalli, Ortar, Moriello, Di Marzo, &
Luciano, 2017). Se sugiere que los compuestos similares al acido cinamico
presentan actividad biolégica que cambia de compuesto a compuesto por
variaciones en su estructura, pero se mantienen las caracteristicas de ser

compuestos potenciales para su uso como farmacos.

Es posible que, en un futuro, el AF se incorpore a la terapia analgésica como
farmaco o un adyuvante en enfermedades que impliguen dolor dentro de su

sintomatologia o que el dolor mismo sea la patologia.




10. Conclusién

La administracion oral del &cido feralico en raton presenta un efecto antinociceptivo
dependiente de la dosis en modelos de dolor agudo, como la prueba de estiramiento
abdominal, la prueba de la capsaicina, la prueba de la prostaglandina E y la prueba
de la serotonina; el efecto antinociceptivo del AF en el modelo de glutamato no se
presenta. Asimismo, en la prueba de estiramiento abdominal se observé que el
efecto antinociceptivo se debe a una posible participacion de las vias opiodérgica y
serotoninérgica. Estos datos sugieren que el AF podria ser utilizado en la terapia del

dolor.




11. Perspectivas

Realizar un estudio que evalle la farmacocinética y la farmacodinamia del AF, ya
gue podria conocer la relacion que existe entre el efecto que presenta el compuesto

y la concentracion plasmatica del mismo.
Evaluar in vitro si el AF tiene accion inhibitoria sobre las enzimas COX-1y la COX-2.

Se propone la realizaciébn de combinaciones con analgésicos clasicos, con el fin de

disminuir las reacciones adversas que presentan y aumentar la eficacia terapéutica.
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