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1. INTRODUCCION

La fibromialgia (FM) es un sindrome determinado por dolor crénico generalizado,
sensibilidad a la palpacion y sintomas concomitantes como alteracion del suefio y
a la respuesta al estrés, rasgos alterados de personalidad, fatiga, cefalea,
ansiedad y depresion (Clauw, 2009) de origen desconocido y que afecta del 2-8%
de la poblacion mundial, especialmente al sexo femenino (Vincent et al., 2013;
Cabo-Meseguer et al., 2017). (Debido a su alta incidencia entre las mujeres, se

utilizara el articulo femenino la(s) cuando se hable de pacientes).

Los farmacos utilizados para tratar la fibromialgia tienen como objetivos
principales el alivio del dolor muscular al disminuir la alodinia e hiperalgesia
(conductas nociceptivas caracteristicas de este padecimiento) y atenuar las
afecciones comorbidas. No obstante, la farmacoterapia actual no es
completamente eficaz y produce diversos efectos adversos que promueven que la
paciente descontinule el tratamiento o tenga poco apego al mismo. Por lo anterior,
mientras se realizan esfuerzos por conocer y comprender mas acerca de la
patogenia y etiologia de la FM, es necesaria la continua busqueda de alternativas,
entre ellas las de origen vegetal que puedan ser efectivas para este tipo de dolor y
gue no conlleven a eventos adversos severos como los ya conocidos para la

terapéutica actual.

Para la exploracion de evidencias cientificas Gtiles en la terapéutica se
requiere del uso de los modelos experimentales que reproduzcan en lo posible las
caracteristicas de la enfermedad. EI modelo experimental de FM en el que el
presente trabajo se basa fue reportado por Nagakura et al. (2009) y modificado por
Hernandez-Leon et al. (2018). Este ha permitido reproducir conductas nociceptivas
tipo FM como la alodinia e hiperalgesia en ratas basada en la deplecion de

monoaminas como parte de la etiologia del sindrome de FM.



Adicionalmente se sabe que en la actualidad las pacientes suelen
complementar el tratamiento farmacolégico que se les prescribe para sus
enfermedades con la ingesta de infusiones o decocciones de plantas medicinales.
Sin embargo, en muchos casos no existen reportes cientificos que confirmen las
posibles interacciones benéficas o erroneas de su uso combinado. Tilia americana
var. mexicana, conocida popularmente como: tila, tilio, cirimo, jonote, tzirimo o
sirimu es una planta endémica de la que se ha corroborado y reportado su alto
contenido en compuestos de tipo flavonoide mediante técnicas cromatograficas y
fitoquimicas (Aguirre-Hernandez et al., 2009; Aguirre-Hernandez et al., 2010). A
esta especie se le atribuyen actividades terapéuticas a nivel del sistema nervioso
central (SNC) por lo que su uso es comun en diversas comunidades de nuestra
poblacién. Estudios etnobotanicos y farmacologicos reportan su uso como
analgésica y antiinflamatoria, anticonvulsiva y ansiolitico-sedante (Pérez-Ortega et
al., 2008; Aguirre-Hernandez et al., 2007; Martinez et al., 2009). Sin embargo, no
se sabe si la combinacién de esta especie con farmacos utilizados para estas
afecciones pueda producir alguna interaccion medicamentosa benéfica al haber
sinergismo, o bien inadecuada si existe antagonismo o alguna respuesta toxica.
Por lo anterior, el interés en esta tesis sera conocer el efecto de esta especie
medicinal, asi como la combinacién de una de sus fracciones con alto contenido
en flavonoides y dos farmacos de uso clinico para la FM; pramipexol

(antidepresivo) y tramadol (analgésico).

2. MARCO TEORICO
2.1 Dolor

El dolor puede provenir de diversas situaciones; la principal causa es la lesion del
tejido, aunque también podria ser propiamente la propia patologia. Puede estar
acompafado de una condicidn psicolégica o comorbilidad, como la ansiedad y/o
depresion, o inclusive ocurrir en la ausencia de un evento desencadenante (Farlex

Partner Medical Dictionary, 2012).



La sensacion dolorosa es esencial para la supervivencia, bienestar y
adaptacién de los seres humanos en su ambiente. La habilidad para detectar
estimulos nocivos es una funcion determinante del organismo para la interaccion
con el medio que nos rodea, con la finalidad de anticipar, reaccionar y adaptarse.
No obstante, el dolor puede convertirse en algo patolégico cuando ya no es util
como sistema de alarma y se vuelve cronico y debilitante afectando la calidad de

vida del individuo que lo sufre (Cheng, 2018).

El dolor que cada persona experimenta es el resultado entonces de una
interacciéon de multiples variables biolégicas, psicologicas, sociales y culturales.
Melzack considera que la interaccion de todas esas variables determina un
sistema funcional cerebral denominado “neuromatriz” (Fig. 1), y que es el reflejo
de las caracteristicas personales de esa percepcion dolorosa (Moreno y Prada,
2004).

Percepcion de dolor
y sistemas de accion

T

Estimulos tonicos

Estimulos fasicos cerebrales

” 4 dicaje cuttural,
cerebrales (atencion, ——. (BRI .
ansiedad, expectativas) experencias, vanables
E de personalidad)
Modulacion inhibitaria
neural intrinseca Modulacion del
-
sisferna endocring
Estimulos visuales, »
auditivos y ofros quy!ac;un
sensoriales opioide
_ Modualcion del

Estimulos . .
somaticos tdnicos sistema autonomo
(punfos gatillo)

Estimulos viscerales Modulacion del

Estimulos sensoriales N AR

cutaneos fasicos Citoquinas

Figura 1. Esquema de la Neuromatriz propuesta por Patrick Wall. Se consideran tres
dimensiones de la experiencia dolorosa. E: dimension evaluativa-cognoscitiva, A:

dimensién afectiva-motivacional, y S: dimension sensorial-discriminativa.

Modificado de Melzack, 1999; citado en Moreno y Prada, 2004.



2.1.1 Definicion

En la actualidad, el concepto de dolor ha evolucionado de ser una entidad
unidimensional a una multidimensional. Este involucra cualidades sensoriales,
cognitivas, motivacionales y afectivas. El dolor siempre es subjetivo y cada
individuo lo describe con base en su experiencia previa relacionada al deterioro

ocasionado.

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas
en inglés) define el término dolor como: “una experiencia sensorial y emocional
desagradable, asociada con un dafio tisular real o potencial, que puede describirse

en términos de la magnitud del dafo” (Kumar y Elavarasi, 2016).

El dolor es mas que una sensacion, ya que la conciencia fisica del dolor;
también incluye la percepcion y la interpretacidon subjetiva del malestar. La
percepcion proporciona informacién acerca de la localizacion, intensidad e
inclusive naturaleza del dolor. Las diversas respuestas conscientes e
inconscientes tanto a la sensacion como a la percepcion, incluida la respuesta
emocional, agregan una definicién adicional al concepto general de dolor (Farlex
Partner Medical Dictionary, 2012).

2.1.2 Nocicepcién

Una de las funciones vitales del sistema nervioso es informar sobre la existencia o
amenaza de una lesion (Fig. 2). La sensacion de dolor, por su naturaleza aversiva
e inherente, contribuye a esta funciébn (Meyer et al.,, 2007 en McMahon vy
Koltzenburg, 2007). La nocicepcién y el dolor responden a dos conceptos
diferentes. La nocicepcién es la activacion de vias neuronales sensoriales tras el
contacto con estimulos nocivos, mientras que el dolor se refiere a la percepcion de
esta experiencia luego de que el cerebro proceso la sefial transmitida. El proceso
de la percepcion nociva es complejo; comienza en la periferia, se extiende por el

eje cerebroespinal y termina en las regiones supraespinales responsables de la

10



percepcion, interpretacion y reaccion (Chan et al., 2018 en Cheng y Rosenquist,
2018).

Figura 2. El suplicio de Cuauhtémoc (Leandro lzaguirre, 1892).
2.1.3 Nociceptores

Son los receptores especializados en la deteccién de estimulos nocivos. Por lo
gue no son estimulados por estimulos inocuos (calentamiento suave o ligero
toque). La intensidad del estimulo determina la respuesta inicial. Los nociceptores
tienen umbrales altos y normalmente responden solo a estimulos con suficiente
energia como para lesionar el tejido potencialmente. (Chan et al., 2018 en Cheng

y Rosenquist, 2018).

Morfolégicamente son fibras nerviosas, éstas se dividen en tres grupos con
base en diferencias en su estructura y velocidad de conduccion del estimulo
nervioso. Las fibras de tipo A subdivididas en términos de velocidad de
transmision en Aa, AB, Ay y AY; fioras B y C (Perena et al.,, 2000).
Especificamente en las terminaciones nerviosas libres Ad y C se encuentran los
nociceptores; las fibras Ad (mielinicas, 2-5 mm de diametro y velocidad de
conduccion de 12 a 20 m/s) transmiten la sensacion aguda inicial de dolor, como

por un pinchazo con un alfiler; y las fibras C (amielinicas, 0.4-1.2 mm de didmetro
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y velocidad de conduccion de 0.5 a 2 m/s) que transmiten el dolor de tipo sordo y

persistente. Ambos funcionan como transductores biologicos.

Estas terminaciones nerviosas libres tienen sus cuerpos celulares en los
ganglios de raiz dorsal de la médula espinal (neuronas de primer orden), donde se
lleva a cabo la liberacion de sustancia P (neuropéptido), glutamato y el péptido
relacionado al gen de la calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés) como
neurotransmisores. Lo anterior resulta en la activacion de neuronas de segundo
orden a través de los receptores correspondientes. Las neuronas de segundo
orden cruzan la médula espinal (ldmina I-V) en direccion contralateral y viajan a
través del tracto espinotalamico hasta llegar al talamo. Desde ahi las neuronas de
tercer orden son activadas, van del talamo a la corteza somatosensorial lo que
permite la percepcion de dolor (Vanderah, 2007; Fox, 2011). Cabe mencionar que
a nivel del asta ventral de la médula espinal, las neuronas de segundo orden
resultan en la activacién directa de motoneuronas, lo que provoca un reflejo de
retirada de los estimulos nocivos. De igual forma, las interneuronas por su caracter
inhibitorio modulan la entrada de informacion dolorosa a nivel de médula
(Vanderah, 2007) (Fig. 3).
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Figura 3. Estructuras involucradas en el proceso de percepcion del dolor.
Modificado de Dreamstime, 2019.

Los nociceptores pueden clasificarse funcionalmente como: mecano-
nociceptores, termo-nociceptores y polimodales. Los tres tipos se encuentran en la
piel y en la mayoria de las visceras y algunos de ellos han sido identificados como
canales de membrana. Los mecano-nociceptores son fibras Ad que se activan por
estimulos de presién intensa. Los termo-nociceptores corresponden a fibras Ad y
son activados por temperaturas superiores a 45°C o inferiores a 5°C. Los
nociceptores polimodales pertenecen a fibras C y son activados por una gran
variedad de sustancias quimicas, estimulos mecanicos intensos y temperaturas

extremas de frio o calor (Moreno y Prada, 2004).

Las sensaciones cutaneas de tacto, presion, calor o frio estan mediadas por
las terminaciones nerviosas dendriticas de diferentes neuronas sensoriales. Las
terminaciones dendriticas desnudas que rodean los foliculos pilosos, asi como las
terminaciones dendriticas expandidas, llamadas terminaciones de Ruffini y discos
de Merkel, respectivamente, son las encargadas de mediar las sensaciones de
tacto. Por otra parte, las sensaciones de tacto y presion también estdn mediadas

por dendritas encapsuladas dentro de diversas estructuras incluyendo corpusculos
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de Meissner (cambios en textura) y corpusculos de Pacini (presion profunda) (Fig.
4).

Discos de Merkel

Plexo de la raiz J—, / ‘.
del pelo 4
pm 1
el

SRR

Corpusculo de Pacini

Corpusculo
de Meissner

Terminacion
nerviosa libre

Terminaciones
de Ruffini

Figura 4. Receptores sensoriales cutaneos.
Modificado de Fox, 2011.

Existe un mayor nimero de terminaciones dendriticas libres que responden
al frio mas que al calor. Las temperaturas calientes (43°C o mas) producen
sensaciones de dolor por medio de la acciébn de una proteina de membrana
particular ubicada en dendritas sensoriales llamada receptor de capsaicina, que
ademas es un canal i6nico. En respuesta a una temperatura nocivamente alta o a
la presencia de capsaicina (contenida en chile y pimiento picante), estos canales
se abren, lo cual permite que los iones Ca** y el Na* se difundan hacia la neurona.
Lo que a su vez ocasiona la despolarizacién y da como resultado los potenciales
de accién que se transmiten hacia el SNC y se perciben como calor y dolor al

disminuir el umbral de activacion.

De manera analoga a la capsaicina se evoca la sensacion de calor; en tanto
gue el mentol es capaz de producir una sensacion de frio. Existe un canal de iones
de membrana sobre las neuronas sensoriales que muestra respuesta tanto al
mentol como al frio en el rango de 8 a 28°C. Los receptores de frio/mentol y los de
calor/capsaicina son miembros de la misma familia de canales de cationes,

llamados receptores de potencial transitorio (TRP, por sus siglas en inglés) (Fox,
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2011). Esta familia de canales ionicos responde a estimulos térmicos (TRPV1),
trauma y quimicos (TRPA y TRPM) (Chan et al., 2018 en Cheng y Rosenquist,
2018).

2.1.4 Mecanismos involucrados en la percepcion y modulacion del dolor

La sensacion dolorosa se origina gracias a mecanismos complejos de
sefalizacion, los cuales comienzan en la periferia, ascienden por la médula
espinal y, finalmente, son interpretados en la corteza cerebral. Las vias
ascendentes son susceptibles a dafio por anomalias mecénicas, toxicas o
patolégicas. Por otra parte las vias descendentes también influyen en la

percepcion del dolor al mitigar las entradas dolorosas.

La concepciéon de los mecanismos de modulacion y percepcion del dolor
son vitales para comprender los fundamentos de los procesos patolégicos, asi
como de las intervenciones terapéuticas (Rajneesh y Bolash, 2018). Los cuatro
pasos identificados en el procesamiento neural de las sefiales nocivas que pueden

conllevar a la experimentacion del dolor, tales como:

1. Transduccidn. - Es el proceso por el cual los estimulos mecanicos,
quimicos o térmicos posiblemente nocivos se convierten en potenciales de accion
por los nociceptores periféricos (Chan et al., 2018 en Cheng y Rosenquist, 2018).

Para ello suceden los procesos siguientes:

Activacidon de nociceptores.- Sucede cuando un grupo heterogéneo de

receptores, canales iénicos de membrana de los nociceptores (canales de la
familia TRP) se activa por la presencia de mediadores del dafio tisular. El deterioro
de tejido y dafio celular estd asociado con la liberacibn de mediadores como el
acido araquidonico (AA) proveniente de las membranas lisadas, asi como los
iones H" y K*. Los metabolitos del AA como prostaglandinas (PEG2, PGG2) y la
bradiguinina juegan un papel importante en la activacién de los nociceptores

periféricos al unirse a receptores acoplados a proteinas G y desencadenar
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cascadas de sefializacion intracelular que activan canales iénicos por fosforilacion.

Finalmente, la entrada de Ca?* y Na* genera la despolarizacion de la membrana.

Conduccién.- Es el proceso donde los potenciales de accion generados por los
nociceptores periféricos activados y mediados por los canales de Ca®" y Na*
dependientes de voltaje son conducidos por medio de las diferentes fibras (Ad, C).
Los canales de Ca* dependientes de voltaje facilitan la liberacion de
neurotransmisores en las sinapsis sucedidas en el asta dorsal (Chan et al., en

Cheng y Rosenquist, 2018).

2. Transmision. - Se refiere a la transferencia de los impulsos nocivos de los
nociceptores primarios hacia las células de la médula espinal, posteriormente al
talamo y finalmente a la corteza. Ambos tipos de neuronas nociceptivas aferentes o
fibras hacen sinapsis con una neurona de segundo orden en la capa superficial de
la médula espinal. Esta neurona de segundo orden forma el tracto espinotalamico
ascendente con su axon para llegar al tAlamo, donde se lleva a cabo la sinapsis con

la neurona de tercer orden que se proyecta a la corteza sensorial (Vanderah, 2007).

3. Modulacion. - Este proceso representa cambios que ocurren en respuesta
a los estimulos nocivos en el asta dorsal de la médula espinal, mesencéfalo y tallo
cerebral. El sistema de modulacion enddgeno consiste en interneuronas en la
médula espinal y tractos neurales descendientes que inhiben la transmision de la
sefial dolorosa. La activacion de estos tractos involucra la liberacion de
neurotransmisores como B-endorfinas y encefalinas (Vanderah, 2007; Chan et al.,

en Cheng y Rosenquist, 2018).

4. Percepcion. - La region talamica, que recibe tanto estimulos nocivos como
sensaciones normales (tacto y presion), es donde se discriminan los componentes
de la transmision dolorosa. Las neuronas de tercer orden también proyectan la
sefal de dolor hacia las estructuras limbicas, corteza cingulada anterior e insula,
es por eso que aqui sucede el procesamiento de los componentes emocionales y

cognitivos del dolor (Chan et al., en Cheng y Rosenquist, 2018).
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2.1.5 Clasificacion

La prevalencia y cotidianidad del dolor como sintoma tipico de la mayoria de las
enfermedades es la razon primordial que motiva a una consulta médica (Bassols
et al., 1999; Ali et al., 2015; Cheng, 2018). Ello requiri6 de su clasificacion para
facilitar el entendimiento de los padecimientos asociados y establecer criterios
estandarizados de diagndstico, ademas de hacer posible el seguimiento de sus

cifras estadisticas alrededor del mundo (Cheng, 2018).

Existen varias clasificaciones del dolor, por ejemplo: en funcion de la
anatomia, etiologia, intensidad, duracion y fisiopatologia (Montgomery et al.,

2017). Desde el punto de vista fisiopatologico, en general puede dividirse en:
a) Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo es aquel que surge como consecuencia de la activacién de
receptores periféricos denominados nociceptores que reconocen estimulos
nocivos de tipo quimico, térmico y mecénico, la sefial se convierte a potencial
eléctrico por receptores o canales ionicos sensibles a frio, calor, estimulos
mecanicos y concentracion de protones (Scholz y Woolf, 2002). Esta actividad
eléctrica se conduce a lo largo del sistema nociceptivo, extendido desde la
periferia a través de la médula espinal, el tallo cerebral, y el talamo para llegar a la

corteza cerebral donde la sensacion se percibe (Woolf, 2004) (Fig. 5).

Por lo tanto, la funcibn de este sistema de alarma es esencial para
mantener la integridad del cuerpo, ya que es la proteccion mediante el
reconocimiento y la minimizacién del contacto con estos estimulos, la pérdida de

ésta podria conllevar al dafio tisular (Woolf, 2010).
b) Dolor inflamatorio

Si ocurre el dafio al tejido a pesar del sistema de defensa que representa el dolor
nociceptivo (como en el caso de trauma, cirugia o enfermedades inflamatorias), se

optara por reparar el tejido dafiado, lo que conlleva a la infiltracion de células del
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sistema inmune y al aumento de la sensibilidad en la zona afectada para reducir
Su movimiento y evitar mayor dafio, esto se traduce como dolor inflamatorio
(Woolf, 2004; Woolf, 2010).

Desde las células lesionadas se inicia la liberacién de una gran variedad de
sustancias, y otras son sintetizadas durante los eventos que siguen a la lesion. Por
ejemplo, las prostaglandinas, los leucotrienos y la sustancia P sensibilizan a los
nociceptores, mientras que los iones K+, la serotonina, la bradiquinina y la
histamina los activan directamente; el conjunto de todos estos mediadores

quimicos se denomina “sopa inflamatoria” (Moreno y Prada, 2004).

Cabe resaltar en este proceso el papel de las citocinas proinflamatorias y
quimiocinas, como el TNF-q, la IL-1B y factores de crecimiento, especificamente
NGF y BDNF, los cuales pueden cambiar las propiedades de la respuesta en las
neuronas de sefializacién del dolor de maneras diversas. Estas van desde la
activacion o sensibilizacion de las terminales nociceptivas hasta la regulaciéon de la
expresion génica que afecta las propiedades de los nociceptores (modificado de
McMahon et al., 2007) (Fig. 5).

c) Dolor neuropatico

El dolor neuropatico proviene de lesiones o la disfuncion del propio sistema
nervioso tanto a nivel central (pacientes con esclerosis multiple o lesion de la
meédula espinal) como periférico (neuropatia diabética o polineuropatia asociada al
VIH) (modificado de Woolf, 2004). Generalmente se caracteriza por ser
espontaneo, quemante o punzante y presentar alodinia e hiperpatia, asociadas a
signos de déficit neurolégico dependiendo del lugar de la lesiébn (Moreno y Prada,
2004).

Las alteraciones de las fibras nerviosas, tanto centrales como periféricas,
no solo afectan la comunicacién interneuronal, ademas dan lugar a una cascada
de respuestas que llevan a la desmielinizacion, retraccion axonal, gemacién y

muerte celular. Por otra parte, algunos axones de los nervios periféricos pueden
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recuperar su funcion posterior a la lesion, pero las neuronas centrales no se

recuperan funcionalmente después del dafio (Moreno y Prada, 2004) (Fig. 5).
d) Dolor disfuncional

En esta forma de susceptibilidad dolorosa no se detecta ningun déficit neurolégico
o anormalidad periférica. El dolor se debe a una respuesta o funcion anormal del
sistema nervioso, en la que aumenta la sensibilidad y los sintomas se amplifican.
Esto se conoce generalmente como sensibilizacién central y se piensa que es la
consecuencia de la plasticidad de sinapsis neuronales en respuesta a
experiencias dolorosas pasadas (Bennett, 2002). Varias condiciones patologicas
tienen caracteristicas que pueden ubicarlos en esta categoria, como es el caso de
la fibromialgia (FM), sindrome del intestino irritable y algunas formas de dolor
toracico no cardiaco y cefalea tensional. No es claro por qué el SNC de las
pacientes con dolor disfuncional muestra esta sensibilidad anormal o respuesta
exacerbada (modificado de Woolf, 2004) (Fig. 5).
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2.2 Fibromialgia (FM)

‘La FM es un paradigma de algo cada vez mas cierto en medicina: todas las
enfermedades crénicas poseen tanto un componente fisico como mental, sobre
todo aquellas enfermedades, como los reumatismos, en las que el dolor es un

factor indisociable” (Martinez-Lavin, 2007).

La caracteristica central del dolor es su subjetividad. Por un lado, existe el
problema de evaluar el dolor en forma objetiva y, por otro, la dificultad de
comunicar su intensidad por parte de las pacientes. Estos conflictos han sido parte
medular del historial y controversia que rodea a la FM, reconocida no hace mucho
tiempo como un desorden neural digno de incluirse en los lineamientos para el
tratamiento del dolor crénico por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(OMS, 2008; Montoya, 2011).

2.2.1 Definicién

La FM es un sindrome de origen desconocido caracterizado por dolor muasculo-
esquelético, cronico generalizado o multifocal, con hiperalgesia y alodinia
concomitantes manifestadas como sensibilidad a la palpacion digital ligera (Wood,
2015), reportado por las pacientes en la ausencia de dafios fisicos detectables
(Montoya, 2011) y acompafiadas de otros sintomas como fatiga, rigidez, trastornos
del suefio, alteraciones del estado de animo, ansiedad, depresion, cefaleas
recurrentes, mareo, sindrome del colon irritable y/o dolor urogenital (Wolfe et al.,
2009; Goldenberg, 2009; Chen y McKenzie-Brown en Lawson y Wallace, 2015;
Blasco-Serra, 2016). La cantidad de sintomas que se integran en el sindrome de
FM lo convierten en un padecimiento severamente incapacitante, lo que conlleva
un gran impacto a nivel personal, familiar y socio-econémico (Boulanger et al.,
2012).
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2.2.2 Antecedentes historicos

La descripcion de dolores musculo-esqueléticos data en la literatura desde el siglo
XVI. Fue el médico francés Guillaume de Baillou quien introdujo por primera vez el
término ‘reumatismo’ para describir las manifestaciones clinicas del dolor muscular
con la fiebre reumatica aguda en 1592. Para el siglo XVIII, los médicos europeos
establecieron la distincion entre reumatismo articular con deformacion del tejido
musculo-esquelético y dolor; por otra parte, a aquél que no lo deformaba le
llamaron reumatismo muscular. Desde el siglo XIX varias formas de reumatismo
muscular se han descrito bajo diferentes términos, entre los que destacan:
neurastenia, fibrositis,  fibromiositis  nodular,  miofascitis,  miofibrositis,
neurofibrositis, reumatismo psicégeno, entre otros (Block, 1993 citado en Inanici y
Yunus, 2004). Hasta 1904, el neurélogo William Gowers introdujo el concepto de
fibrositis’ para describir un cuadro clinico muy similar al de la FM, consistia en la
presencia de dolor espontaneo y sensibilidad asintomética a la presibn mecénica,
fatiga, alteracion del suefio y agravacién de la sintomatologia al exponerse a
estimulos frios agudos o cronicos (Gowers, 1904 citado en Inanici y Yunus, 2004).
Este término fue empleado por 72 afios y finalmente se rechaz6 por contener el
sufijo “itis” que refiere a la inflamacion del musculo, caracteristica ausente en la
FM.

Posteriormente al afio de 1976, Hench utiliz6 por vez primera el término
‘fibromialgia’ para resaltar la falta de signos inflamatorios (Correa-Roan, 2016).
Smythe en 1977 fue el pionero en describir que la FM se trataba de un sindrome
de dolor generalizado, que conllevaba fatiga, falta de suefio, irritabilidad vy
multiples puntos sensibles, puntos gatillo o tender points. Muchos de éstos
sirvieron como precedente para que el Colegio Americano de Reumatologia (ACR,
por sus siglas en inglés) estableciera los criterios de diagndstico de la FM en 1990
(Inanici y Yunus, 2004). Cabe destacar que el término fue reconocido por la OMS
en 1992, tipificado en su Manual de Clasificacion Internacional de Enfermedades y
por la IASP en 1994 (Blasco-Serra, 2016). En la tabla 1 se destacan los
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acontecimientos importantes que tuvieron un impacto en la evidencia literaria de la

FM.

Tabla 1. Cronologia de algunos eventos destacables en la historia de la FM.

Afo | Autor Desarrollo importante
1904 | Gowers, W.R. | Utilizé por primera vez el término fibrositis
1972 | Smythe, H. Primera descripcion del sindrome de FM con dolor
generalizado y multiples puntos sensibles en sitios especificos.
1975 | Moldofsky, H. | Primer estudio EEG que mostré alteraciones en el suefio
NREM
1976 | Hench, P.K. Uso del término fibromialgia por primera vez
1977 | Smythe, H. Recalco la importancia de las aportaciones de Moldofsky y
sugirio una revision a los criterios de diagndstico de FM
1981 | Yunus, M.B. Primer estudio clinico controlado validando la sintomatologia y
los puntos sensibles localizados, afiade nuevos sintomas
1986 | Carette, S. y Primer reporte de la eficacia de amitriptilina en un ensayo
Goldenberg, clinico aleatorizado
D.L.
1988 | Vaeroy, H. Primer reporte del aumento de sustancia P en fluido
cerebroespinal de pacientes con FM
1988 | Bennett, R.M. | Primer reporte de la eficacia de ciclobenzaprina en un ensayo
clinico aleatorizado
1989 | Bennett, R.M. | Primera demostracion de que la falta de ejercicio aerdbico en
pacientes con FM influye en su recuperacion
1990 | Wolfe, F. Publicacion de los criterios de diagnéstico de FM por el ACR
1991 | Buckhardt, Desarrollo de un cuestionario validado para evaluar las
C.S. disfunciones fisicas y psicologicas en la FM
1993 | Granges, G.y | Primera demostracion de la sensibilizacion central en FM
Arroyo, J.F.
2009 | Nagakura, Y. Modelo animal de FM inducido por reserpina
2010 | Wolfe, F. Modificacion en los criterios de diagnostico del ACR

ACR: American College of Rheumatology, EEG: Electroencefalograma, FM: Fibromialgia,
NREM: Suefio de movimientos oculares no rapidos. Modificada de Inanici y Yunus, 2004.
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2.2.3 Epidemiologia y prevalencia

Debido a que aun existen varios desafios para generar un consenso entre los
grupos de expertos en cuanto a definicion y diagnoéstico de este padecimiento,
dependiendo de los criterios de diagnostico utilizados, la prevalencia es de 2-8%
en la poblacion mundial (Clauw, 2014; Cohen, 2017). Se trata de la segunda
patologia reumatica mas comun en la clinica luego de la osteoartritis (Arnold et al.,
2011).

La FM puede desarrollarse en cualquier etapa de la vida; sin embargo, es
mas comun que suceda en el rango de edad de los 44 a 55 afios (Clauw, 2014).
Las mujeres representan del 80 al 90% de los casos establecidos (la relacion
mujer:-hombre es de aproximadamente 9:1) (Cabo-Meseguer et al., 2017). No
obstante, las cifras de esta relacion son variables al considerar elementos como
raza, estilo de vida, edad, criterios de diagnostico y poblacién estudiada. La
agregacion familiar, la existencia concomitante de dolor cronico regional
(miofascial, pélvico, lumbar, cefalea) y la presencia de condiciones de estrés
emocional son factores de riesgo considerables. Adicionalmente se ha observado
gue la prevalencia de la FM es mayor en zonas rurales que en urbanas y es mas
comun en personas con niveles educativos y econdmicos bajos (Cabo-Meseguer
et al., 2017). Recientemente, Marques et al. (2017) realizaron una revision literaria
donde agruparon datos de prevalencia y proporciones de la fibromialgia en
distintas poblaciones de diversos paises. Se estimé que la prevalencia en nuestro

pais es de 0.7-0.8%, con una relacion de 3 mujeres afectadas por cada hombre.

Un estudio retrospectivo realizado en México entre 2005 a 2008, describid
los casos de pacientes diagnosticados con FM y encontré una predominancia en
mujeres mayores de 50 afios. El promedio general de la intensidad del dolor
registrada fue de 5.7 empleando la Escala Visual Analoga (EVA), donde 0 = nada
de dolor y 10 = el dolor mas intenso, con un promedio de 4.56 medicamentos

empleados y 7.15 cambios de esquema farmacoterapéutico, lo que indica una

24



importante variabilidad en la utilizacion de medicamentos (Cruz-Franco et al.,
2010).

Otro punto importante para destacar es que, de acuerdo a un reporte de la
Clinica del Dolor del Hospital General de México, quienes padecen FM reciben
atencién médica después de mas de dos afios del inicio de los sintomas y que el
namero de meédicos visitados antes del diagndstico es en promedio de 6.6
(Cobarrubias-Gomez et al., 2016). Lo desgastante de esta enfermedad repercute
en varios aspectos de la vida de las pacientes; primeramente, la sintomatologia
ocasiona que se afecten sus actividades diarias y relaciones sociales, muchas
veces existe dependencia de las pacientes hacia sus familiares para mantener una
calidad de vida aceptable y el empobrecimiento de sus actividades de ocio puede

conllevar al agravamiento de la sintomatologia misma (Blasco-Serra, 2016).

Por otra parte, a nivel socio-econdmico, las repercusiones también son
destacables, esto incluye una disminucion en el desempefio laboral que pone en
riesgo la estabilidad de su empleo. Un estudio realizado en EUA por Kleinman y
colaboradores en 2009 estimé que los adultos trabajadores con FM perdieron
aproximadamente 16.8 dias al afio por problemas relacionados a su padecimiento,
comparados con trabajadores sin FM que faltaron solo 6.4 dias. También
reportaron algunos costos totales por concepto de beneficio a la salud que para
quienes la padecen fue de 8 452 ddlares versus 4 013 doélares de quienes no
(Halawa y Edwards en Lawson y Wallace, 2015). En nuestro pais la FM no esta
reconocida en la seguridad social como una enfermedad incapacitante, por lo que
ningun paciente puede solicitar una incapacidad laboral por este padecimiento
(Correa-Roan, 2016).

Cabe destacar que el diagndstico tardio, el tratamiento insatisfactorio, la
atencion médica poco dirigida y las multiples comorbilidades en este sindrome
conlleva a mayores gastos a nivel del sector salud, lo que implica visitas médicas,
gastos sanitarios, medicamentos, intervenciones quirdrgicas, estudios de

laboratorio para descartar otras patologias, entre otros.
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2.2.4 Clasificacion

Para un mejor estudio de la FM se han desarrollado diversas clasificaciones a

través del tiempo. Belenguer y colaboradores realizaron una revision sistematica

en 2009 donde notaron que las clasificaciones empiricas de la FM hasta ese

momento estaban basadas en el perfil psicopatolégico del paciente, pero no

consideraban la relacion de este sindrome con las enfermedades concomitantes.

Por lo que propusieron la siguiente clasificacion (Ver tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion empirica de la FM.

FM

Caracteristicas importantes

Idiopatica (Tipo I)

Sensibilidad extrema al dolor no asociada a

padecimientos psiquiatricos

Relacionada con enfermedades

cronicas (Tipo I1)

Incluye patologias crénicas de cualquier

etiologia

Secundaria a enfermedades
psicopatolégicas (Tipo Il1)

Desajustes psicoldgicos (dominio psicosocial,
depresion, ansiedad, dominio cognitivo)
evaluados a través de cuestionarios

estandarizados

Simulada (Tipo V)

Pacientes que fingen tener este padecimiento

para intentar obtener una incapacidad laboral

Modificada de Belenguer et al., 2009.

2.2.5 Etiologia y fisiopatologia

Existen algunas teorias etiopatogénicas que en convergencia podrian justificar la

presentacion del sindrome de FM (Fig. 6).
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Etiologia Patogénesis Manifestaciones clinicas

Predisposicion fAltjeramoP — ds::gf;oa_ Neuroplasticidad —» Dolor
genética nCarmet denante neuropatico
v | l !
l Estado e v
hiperadrenérgico |~ ¢ Trauma —* Brote [ * « Dolor
Deficiencia * Infeccion simpatico 4 : ﬁ;lOdinia .
enzima : s en médula | + Parestesias
COMT H'Z?r;?)‘zt'l‘ggad espinal (?) |
‘ + Insomnio
Estrés /' . Ansiedad
ex6geno . Ojo.s/boc.a secos
* + Sx intestino irritable
+ Otros
Efecto techo
Hiporreactividad P  Fatiga

Figura 6. Mecanismos etiopatogénicos en la fibromialgia.

Adaptado de Martinez-Lavin, 2007.

Se ha sugerido que una alteracién fundamental de la FM es un desajuste en el
funcionamiento del sistema nervioso autbnomo, con una incesante hiperactividad
simpatica, caracterizada por una excesiva produccion de noradrenalina, sustancia
capaz de sensibilizar a los receptores primarios del dolor tanto centrales como
periféricos y asi inducir dolor e hipersensibilidad generalizados (Martinez-Lavin,
2007). Son distintos los factores que podrian generar esta condicion, entre los que
destacan un evento disparador (trauma fisico o emocional, infeccion de virus de
hepatitis B y C, parvovirus B19 o el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH))
(Ablin et al., 2008; Halawa y Edwards en Lawson y Wallace, 2015).

La fuerte evidencia de la agregacion familiar en individuos con FM ha
derivado en la busqueda de loci genéticos implicados, los polimorfismos genéticos
presentes en las pacientes comunmente estan relacionados con la
neurotransmision monoaminérgica, como en el caso del gen del transportador de

serotonina (5-HTT), asi también el gen de la enzima Catecol-O-MetilTransferasa
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(COMT) involucrada en el metabolismo de las catecolaminas como noradrenalina
y dopamina (Halawa y Edwards en Lawson y Wallace, 2015). Por otra parte, existe
una desregulacion entre especies reactivas de oxigeno y sistemas antioxidantes

(enzimaticos y no enzimaticos) (Bagis et al., 2005 en Lawson y Wallace, 2015).

Finalmente en los mecanismos de sensibilizacion central se produce un
incremento en la excitabilidad de las neuronas centrales que forman parte de la
via ascendente del dolor y una reduccion de los mecanismos inhibitorios de la via
descendente como resultado de cambios plasticos a nivel de SNC. (Blasco-Serra,
2016). Las pacientes con FM presentan una disminucion de los umbrales
nociceptivos manifestados en forma de hiperalgesia (aumento anémalo de la
sensacion dolorosa) y alodinia (percepcion de dolor ante estimulos mecanicos y/o

térmicos que en condiciones normales no son dolorosos) (Fig. 7).

Dolor en FM

8 4

|Hiperalgesia

{{Cuando un pinchazo provoca una
6 intensa sensacién dolorosa).

1 Alodinia
{Sensaciones no dolorosas
“abrazos" que se perciben

2 como dolorosas).
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>
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o
°
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Intensidad del estimulo

Figura 7. Hiperalgesia y alodinia como anormalidades en el umbral de dolor en FM.
Adaptado de Gottschalk et al., 2001.

Diversos grupos de investigacion clinica han utilizado varios métodos que
buscan elucidar el origen de estas dos caracteristicas de la FM. Estudios de
neuroimagen demuestran que el flujo sanguineo cerebral en estas pacientes se

incrementa en las areas cerebrales asociadas al procesamiento del dolor ante
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menores presiones nociceptivas que en los controles sanos (Blasco-Serra, 2016).
Ademas se han encontrado cambios en los niveles de neurotransmisores
excitadores como glutamato y neuropéptidos como sustancia P y el factor de
crecimiento nervioso junto con el factor neurotréfico derivado del cerebro que se
hallan méas altos (hasta en doble o triple proporcion), y niveles mas bajos de
neurotransmisores participantes en la via inhibitoria descendente como
noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) y dopamina (DA) en el liquido
cefalorraquideo de las pacientes con FM en comparacion con quienes no la

padecen (Russell et al., 1992).

Asi también destaca la expresion de receptores que generalmente actian
incrementado el impulso ascendente como los de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Petersel et al., 2010), probablemente favorecida por los factores antes
mencionados y que participan en el fendmeno de potenciacion del dolor, luego de
repetidas estimulaciones dolorosas, lo que produce mayor hiperalgesia y alodinia
(Blasco-Serra, 2016). Paralelamente, la disminucion del control inhibitorio nocivo
difuso se ha descrito como uno de los principales sistemas inhibitorios endégenos
acompafiado de la neurotransmision alterada de serotonina y noradrenalina

acentuada en las comorbilidades de tipo psiquiatricas (de Souza et al., 2009).

La presencia de anormalidades en el eje hipotalamo-pituitario-adrenal y el
sistema nervioso auténomo, vistas como hiporreactividad simpética que podria
explicar la fatiga persistente en las pacientes y otros padecimientos asociados a la
baja presion arterial como mareo y debilidad. Por otra parte, la hiperreactividad
simpatica también presente seria la justificacion del insomnio y la alteracién en el

esquema de suefio (Martinez-Lavin, 2001).

Es asi como anormalidades en el procesamiento del dolor es lo que
presentan las pacientes con sindrome de FM donde influyen diversos factores,

algunos se mencionan en la tabla 3.
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Tabla 3. Factores que incluyen en el procesamiento anormal de dolor en FM

Mecanismos de sensibilizacion central

= Respuesta exacerbada a estimulos dolorosos.

= Cambios en el volumen de materia gris. Disminucion en el grosor de la corteza
cerebral.

= Alteracién de las vias ascendente y descendente de inhibicion del dolor.

= Menor disponibilidad de receptores a opioides tipo u, elevados niveles de
glutamato y reducidos de GABA en la zona insular.

Mecanismos periféricos

= Cambios en la activacién de las células gliales, desencadenamiento de factores
proinflamatorios.

Factores musculo-esqueléticos

= Mala condicién fisica y tono muscular.

= Entesopatias, bursitis y tendinopatias.

Alteraciones del suefio

= Lainterrupcion del suefio profundo (etapa 4 NREM) resulta en dolor y fatiga.

= Alteraciones en el suefio disminuyen la habilidad de las pacientes para
recuperarse de los estresores psicosociales.

Otros mecanismos

= Falla en eje hipotalamo-hipofisario.

= Ciclo circadiano anormal.

= Bajos niveles de hormona del crecimiento.

= Predisposicién familiar (parientes de primer grado son 8.5 veces mas propensos a
padecer FM y/u otros estados de dolor crénico (Clauw, 2014)).

= Factores psicosociales

Tomada de Moldofsky et al., 1975 en Lawson y Wallace, 2015; Cohen, 2017.

Aunado a lo anterior, las diferentes comorbilidades con las cuales se asocia
el sindrome de la FM hacen aun mas dificil y complicado establecer un adecuado
diagnéstico. En la tabla 4 se describen las principales comorbilidades de esta

afeccion.
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Tabla 4. Principales comorbilidades del sindrome de FM.

Fatiga

Sintoma mas comun asociado a la FM. Aproximadamente 80% de
las pacientes con FM también cumplen con los criterios del sindrome
de fatiga crénica, que incluye la permanencia de esta caracteristica
por al menos seis meses, dolor de articulaciones, dolor muscular y

suefio no reparador.

Falta de suefo

La mayoria de las pacientes se quejan por no conciliar suefio
reparador durante la noche. Es importante descartar trastornos
primarios del suefio, como ocurre en el sindrome de piernas

inquietas o apnea obstructiva del suefio.

Desordenes
psicolégicos

La FM esta asociada comuUnmente con ansiedad (13-71%) vy
depresion (20-80%). Esta relacién puede contribuir a un aumento en
la severidad de los sintomas fisicos debido a una percepcion
exacerbada del dolor, un menor nivel de actividad y un deterioro en

la habilidad para afrontar la enfermedad.

Rigidez

A varias pacientes con FM las aqueja la rigidez matutina. Se sabe
gue la contraccibn muscular focalizada y el estiramiento pasivo
mejoran la rigidez muscular; por lo que una actividad fisica limitada

podria resultar favorecedora.

Disfunciones

Algunas pacientes con FM presentan pérdida de la memoria a corto

cognitivas plazo, dificultad para realizar varias tareas a la vez, poca
concentracién y disminucién de la fluidez verbal.
Sindrome del | Cerca del 30-50% de las pacientes con FM tiene sindrome del colon

colon irritable

irritable secundario, se sabe que esta asociacion podria estar
relacionada a la sensibilizaciébn central que se presenta en este

padecimiento de dolor crénico.

Des6rdenes

genitourinarios

Aproximadamente 12% de las pacientes que presentan FM

corresponden con los criterios de diagndstico del sindrome uretral

femenino, caracterizado por poliuria, dolor uretral, malestar

suprapubico y disuria. La FM también se encuentra relacionada con

la cistitis intersticial.
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Tomada de Wallace, 1990; Clauw et al., 1997; Park et al., 2001; Fietta et al., 2007; Bennet
et al., 2007; Yunus et al., 2008; Hart-Johnson et al., 2012; Henriquez y Peck, 2015 citados

en Lawson y Wallace, 2015.
2.2.6 Diagnéstico

La clasificacion diagndstica de pacientes bajo el término de FM, a pesar de haber
estado en constante discusion, ha facilitado la realizacién de ensayos clinicos y
estudios epidemiolégicos y fisiopatoldgicos que han permitido avanzar y conocer
mejor este padecimiento (Yunus y Maci, 1985; White, 1999 en Inanici y Yunus,
2004). No obstante, la falta de pruebas especificas, la ausencia de signos o
sintomas patognoménicos aunado a que parte de la sintomatologia se comparte
con otras enfermedades relacionadas al dolor crénico, han ocasionado debate
entre algunos profesionales de la salud sobre la aceptacion de la FM como una
enfermedad con una fisiopatologia diferenciada (Ehrlich, 2003; Blasco-Serra,
2016).

No existen pruebas especificas de laboratorio, radiograficas o de imagen
que puedan confirmar la presencia de este padecimiento y la Unica anormalidad
fisica que se ha utilizado para diagnéstico es la sensibilidad a la palpacién en 11 o
mas de los 18 puntos sensibles identificados (Fig. 8), aplicando una fuerza de 4 kg
en la zona y que la paciente refiera dolor, esta fuerza puede ser aplicada con las
manos del examinador hasta que la punta de sus ufias se torne a color blanco o

utilizando un instrumento calibrado denominado dolorimetro.

Esta prueba fue utilizada inicialmente para estandarizar la clasificacion de
pacientes en ensayos clinicos y posteriormente se determiné como uno de los dos
criterios de diagnéstico en 1990 por el ACR. A pesar de no ser utilizada
exclusivamente para la FM, fue especifica y sensible para diferenciar pacientes
con FM de pacientes con otras enfermedades reumaticas en un 85%. El segundo
criterio se trataba de dolor generalizado en tres o0 mas meses de duracion de

forma continua, siendo éste en ambos lados del cuerpo y por debajo y hacia arriba
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de la cintura, en todo el esqueleto axial (espina cervical, espina toracica, pecho y
espalda baja) (Goldenberg, 2009; Arnold et al., 2011).
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Figura 8. Puntos sensibles a la palpacién identificados como criterio de
diagndstico.

Tomada de Farlex Medical Dictionary, 2009.

Debido a que los criterios de 1990 no consideraban las comorbilidades
presentes en la FM, Hudson y Pope en 1994 disefiaron criterios que incluian un
historial de dolor generalizado de mas de tres meses de evolucidén y cuatro o mas
de los siguientes sintomas: fatiga generalizada, cefalea, alteraciones en suefio,
malestares neuropsiquiatricos, entumecimiento o sensacion de estremecimiento e
intestino irritable (Goldenberg, 2009).

Como una respuesta a las objeciones hacia aquellos criterios al considerar
la subjetividad de los mismos, Wolfe y colaboradores propusieron nuevos criterios

de diagnostico en 2010 con el objetivo de hacerlos mas integrales dada la
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multiplicidad de esta enfermedad; es decir, que fueran adecuados para aplicarse

en la atencion primaria y utiles para la evolucion longitudinal de las pacientes.

Para ello, en el trabajo prublicado por el ACR se disefiaron una escala de
severidad de sintomas en FM (Symptom Severity Score-SS por sus siglas en
inglés) y un indice de dolor generalizado (Widespread Pain Index-WPI, por sus
siglas en inglés) (Fig. 9). Los nuevos criterios de diagndstico indican que una

paciente padece FM al cumplir con las siguientes condiciones (Ver tabla 5).

Espala Mandibula

: intura escapular,
superior

Pecho

superior

Pierna
inferior

Espalda Frente

Figura 9. indice de dolor generalizado.
Tomado de Cobarrubias-Gémez et al., 2016.

Tabla 5. Nuevos criterios de diagnostico.

Criterios: Una paciente satisface los criterios de diagnéstico de FM al cumplir las tres
condiciones siguientes:

indice de dolor generalizado (WP1)=7 y puntuacion en escala de severidad de sintomas
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(SS) =5 o bien, WPI=3-6 y SS=9.

Sintomas presentes al menos durante tres meses.

No presentar alguna otra patologia que explique el dolor referido.

Comprobacion:

WPI. Registrar el nimero de zonas en las que las pacientes refieren dolor durante la

tltima semana. La puntuacién va desde 0 hasta 19.

Cintura escapular izquierda Pierna inferior izquierda
Cintura escapular derecha Pierna inferior derecha
Brazo superior izquierdo Mandibula izquierda
Brazo superior derecho Mandibula derecha

Brazo inferior izquierdo Pecho

Brazo inferior derecho Abdomen

Cadera izquierda (nalga, trocanter) Espalda superior izquierda
Cadera derecha (nalga, trocanter) Espalda superior derecha
Pierna superior izquierda Cuello

Pierna superior derecha
SS Escala de puntuacion
Fatiga
Despertar cansado
Sintomas cognitivos
Para cada uno de los tres sintomas anteriores, se indica el nivel de severidad durante la
semana pasada, utilizando la siguiente escala:
0. No hay problema
1. Problemas leves o suaves, generalmente leve o intermitente.
2. Problemas considerablemente moderados, a menudo presentes.
3. Problemas graves, generalizados, continuos y que perturban la vida.
Teniendo en consideracion que los sintomas son generalmente somaticos*, indicar si la
paciente tiene:
Sin sintomas.
Pocos sintomas.
Numero moderado de sintomas.
La puntuacion de la escala SS es la suma de la severidad de los tres sintomas

mencionados mas la severidad de los sintomas somaticos en general (0 sintomas= 0
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puntos, entre 1-10= 1 punto, entre 11-24= 2 puntos, 25 0 mas= 3 puntos). La calificacién
final es entre Oy 12.

*Sintomas somaticos que se pueden considerar: dolor muscular, sindrome del colon irritable,
fatiga/cansancio, debilidad muscular, cefalea, dolor/calambres abdominales,
entumecimiento/hormigueo, mareo, insomnio, depresion, estrefiimiento, dolor en el abdomen
superior, nduseas, nerviosismo, dolor en pecho, visién borrosa, fiebre, diarrea, boca seca, prurito,
sibilancias, fénomeno de Reyunad, urticaria, zumbidos en oidos, vémito, acidez estomacal,
Ulceras orales, convulsiones, resequedad en ojos, dificultad para respirar, pérdida de apetito,
erupciones, sensibilidad al sol, dificultad para oir, hematomas, hipersensibilidad al sol, pérdida de

cabello, frecuentes ganas de orinar, dolor al orinar y espasmos en la vejiga.

Tomado de Wolfe et al., 2010.
2.2.7 Terapéutica

De la misma forma que es dificil referirse a la FM como una entidad Unica,
tampoco existe una Unica opcion de tratamiento (Montoya, 2011). Las
intervenciones multidisciplinarias en el tratamiento de la FM han demostrado ser
las mas eficaces para la recuperacion funcional del individuo, tanto de forma fisica
como psicosocial, asi también son las que mantienen los resultados benéficos por
mayor tiempo (Rivera et al., 2006). Es decir que el tratamiento debe ser integral,
farmacoldgico y no farmacolégico, e incluir al individuo de forma activa; si bien la
farmacoterapia puede resultar Gtil para aliviar algunos sintomas, en general las
pacientes no logran una mejoria significativa si no adoptan también las estrategias

no farmacoldégicas.
2.2.7.1 Tratamiento farmacolégico

La necesidad clinica insatisfecha, el sufrimiento de las pacientes y los costos
socio-econdmicos son substanciales en la terapéutica. Para unir la brecha entre el
entendimiento de la neurobiologia del dolor y la falta de éxito en la terapia clinica,
es necesario realizar un esfuerzo mayor direccionado al descubrimiento de targets

para nuevos analgésicos futuros (Scholz y Woolf, 2002). De igual forma, el
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abordaje clinico del dolor necesitara ser reevaluado hacia estrategias donde los
mecanismos responsables del dolor sean identificados para cada paciente y
atacados con tratamientos especificos (modificado de Woolf y Manion, 1999).

El manejo del dolor es complejo y requiere de intervenciones
multidisciplinarias y en algunos casos polifarmacia para generar el alivio, mejorar
la funcionalidad y la calidad de vida del paciente (Bautista y Chang, 2017). Varios
grupos de farmacos distintos de los analgésicos y antiinflamatorios han
demostrado ser eficaces contra el dolor cronico, comprobando la variedad de
indicaciones terapéuticas que puede tener un mismo medicamento y que puede

ser diferente a aquella para la que fue desarrollado.

En la actualidad la Agencia de alimentos y medicamentos de EUA (FDA,
por sus siglas en inglés) ha aprobado Unicamente tres medicamentos para el
tratamiento del dolor en la FM: dos inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina y noradrenalina; duloxetina y milnacipram, y un ligando de los canales
de calcio 020; pregabalina (Schmidt-Wilcke y Clauw, 2010). Existe una
heterogeneidad de medicaciones con efectos centrales cuyo fundamento es la
disminucién de la actividad de los neurotransmisores excitadores que facilitan la
conduccion del dolor como el glutamato, y el aumento de la accion inhibitoria de
aguellos como NA, 5-HT y el acido gamma aminobutirico (GABA). La tabla 6
resume los medicamentos mayormente recetados a pacientes diagnosticados con
FM en un estudio observacional mexicano realizado en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) durante tres afos
(2005-2008) (Cruz-Franco et al., 2010).

Tabla 6. Medicamentos comUnmente utilizados en la FM.

Medicamento Dosis (mQ) Casos | Porcentaje

Tramadol 25-450, v.o. 311 27.3
Amitriptilina 25-125, v.o. 176 154
Gabapentina 300-2400, v.0. | 166 14.6
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Paracetamol 750-3000, v.o. | 159 13.9
Pregabalina 75-600, v.o. 82 7.2
Morfina 20-90, v.o. 39 3.4
Celecoxib 100-400, v.o. 26 2.3
Carbamazepina 300-800, v.o. 25 2.2
Clonazepam 1-4, v.o. 20 1.8
Dextropropoxifeno | 195-390, v.o. 19 1.7
Etoricoxib 60-120, v.o. 19 1.7
Tizanidina 2-4, v.0. 18 1.6
Fluoxetina 20-40, v.o. 9 0.8
Fentanilo (ug) 1400-2800, v.0. | 7 0.6
Lorazepam 1, v.o. 6 0.5
Otros 58 51
Total 1140 100

Tomado de Cruz-Franco et al., 2010.

Los grupos farmacoldgicos que han sido estudiados y empleados en la

terapéutica de la FM se muestran a continuacion. Cabe destacar que en muchos

casos la efectividad no es duradera o no ha sido completamente probada
(Montoya 2011; Clauw, 2014). (Ver tabla 7).

Tabla 7. Evidencia farmacoterapéutica en estudios clinicos de FM

Farmacos Mecanismo Eficaciaen: | Efectos Referencia
de accidn adversos
A) Antidepresivos y otros moduladores de monoaminas
Antidepresivos triciclicos (ATC)
Amitriptilina Actuan sobre las Dolor, Somnolencia, Schmidt-
Nortriptilina terminales alteraciones efectos Wilcke y
Ciclobenzaprina | presinapticas del suefio, anticolinérgicos, | Clauw, 2010.
neuronales al fatiga, arritmias.
Kelly y Mauer

bloguear la

funcionalidad,
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recaptura de 5-HT | cognicion. citados en
y NA Lawson y
Wallace,
2015.
Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)
Paroxetina Favorecen la No hay certeza | Ganancia de Walitt, et al.,
Sertralina presencia de 5-HT | de su peso, insomnio, 2015.
Citalopram en el espacio efectividad en | disfunciones
sinaptico dolor, sexuales, boca
trastornos del | seca, nauseas,
suefio, fatiga, | vomito
depresion,
tolerabilidad y
seguridad
Inhibidores duales de la recaptura de 5-HT y NA (IRSN)
Duloxetina Aumentan la Dolor, rigidez, | Insomnio, boca Arnold et al.,
Milnacipram concentracion de | sensibilidad a | seca, cefalea, 2007 en
5-HTy NA en el la palpacion, nausea, diarrea, | Lawsony
espacio sinaptico | fatiga constipacion Wallace,
2015.
Schmidt-
Wilcke y
Clauw, 2010
Inhibidores de la monoaminoxidasa (IMAQO)
Moclobemida Union reversible y | Dolor, Sx Sommer et
Pirlindol selectiva a la depresion, serotoninérgico, al., 2008
MAO-A lo que falta de suefio | crisis citado en
favorece a 5-HT, hipertensivas, Schmidt-
NAyDAenla nauseas, vomito | Wilcke y
neurona Clauw, 2010.
presingptica Tort et al.,
2012.
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Farmacos serotoninérgicos

Tropisetron Antagonistas del Dolor, fatiga, Cefalea, dolor Hrycaj et al.,
Ondansetron receptor 5-HTs. trastornos del | abdominal, 1996; Farber
Favorecen la suenio, constipacion, et al., 2001;
disponibilidad condicién diarrea Spath et al.,
sinaptica de 5-HT | general del 2004 en
paciente Schmidt-
Wilcke y
Clauw, 2010
Agonistas dopaminérgicos
Pramipexol Union a Dolor, falta de | Ansiedad Maj et al.,
Ropinirol receptores de DA | suefio, transitoria, 1997.
Rotigotina depresion, sx | pérdida de peso, | Holmany
Tergurida de piernas compulsividad Myers, 2005
inquietas citados en
Schmidt-
Wilcke y
Clauw, 2010
Agonistas a, adrenérgicos
Tizanidina Unién a Espasticidad Somnolencia, Lakey
receptores a, muscular, mareos, Saper, 2002
adrenérgicos que | dolor crénico, | bradicardia, citados en
incrementa la falta de suefio, | hipotension, Schmidt-
inhibicion reduccion de boca seca. Wilcke y
presinaptica SP en LCR Clauw, 2010
B) Anticonvulsivantes, ansioliticos y sedante-hipnoticos
Bloqueadores de canales de calcio
Pregabalina Unién a la Dolor, Sedacion, Hauser et al.,
Gabapentina subunidad a,0 de | alteraciones mareo, cefalea, 2009;
los CCVD en del suefio ganancia de Straube et
terminales peso, insomnio, al., 2010 en
nerviosas que nasofaringitis, Schmidt-
impide la irritabilidad Wilcke y
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liberacion de Clauw, 2010.
mediadores Kelly y Mauer
inflamatorios, SP en Lawson y
y glutamato Wallace,
2015.
Benzodiacepinas
Alprazolam Agonistas del Sensibilidad a | Depresion, Russell et al.,
Clonazepam receptor GABA la palpacion, sedacion, 1991; Wiffen
sx de piernas somnolencia, et al., 2000
inquietas ataxia, boca citados en
seca, mareo Schmidt-
Wilcke y
Clauw, 2010
Sedante-hipnoticos
Zoplicona Agonista Trastornos del | Confusion, fatiga, | Gronblad et
Zolpidem especifico de suenfo, fatiga cefalea, al., 1993;
receptores GABA, amnesia, Moldofsky et
agravamiento del | al., 1996
insomnio, mareo | citados en
Russell et al.,
1991; Wiffen
et al., 2000
citados en
Schmidt-
Wilcke y
Clauw, 2010
C) Agonistas de receptores opioides y farmacos relacionados
Tramadol Agonista parcial Dolor En algunos Kaneko et al.,
opioide sobre pacientes con 2014.
receptores y, FM la Bennett et
inhibe la recaptura disponibilidad al., 2003.

de 5-HT y NA

central de los
receptores p esta
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reducida

D) Cannabinoides

Nabilona Union a Dolor, Somnolencia, Skrabek et

Dronabilona receptores CB1 ansiedad, vértigo, mareo, al., 2008
que inhiben la boca seca, citado en
transduccion depresién, ataxia | Schmidt-
mediada por Wilcke y
proteinas G Clauw, 2010

5-HT: Serotonina, CB1l: Receptor cannabinoide tipo 1, CCVD: Canales de calcio voltaje
dependientes, DA: Dopamina, LCR: Liquido cefalorraquideo, NA: Noradrenalina, SP: Sustancia P,
Sx: Sindrome.

2.2.7.2 Tratamiento no farmacoldgico

La terapia no farmacoldgica es una parte importante del tratamiento para poder
manejar la multiplicidad de esta patologia, existiendo evidencia de eficacia para
diversas intervenciones tales como terapia fisica, ejercicio aerdbico, terapia
cognitivo-conductual y educacién a pacientes. Algunas veces las pacientes no se
sienten satisfechas del todo y buscan complementar su terapia con otras
alternativas como electromagnetismo, acupuntura, meditacion, suplementos
alimenticios, remedios herbolarios, masajes, etc. que podrian ser prometedoras
para tratar el dolor asociado a multiples condiciones musculo-esqueléticas (Saad y
de Medeiros, 2013) (Ver Tabla 8). Sin embargo, la falta de estudios cientificos que

recomienden 0 no su Uso en pacientes con FM permanece.

Es importante destacar que la capacitacion del personal de salud es
necesaria para saber generar el abordaje multidisciplinario en el tratamiento del
sindrome de FM, para ello la comunicacion entre las areas del centro médico es
esencial. En este caso cabe destacar el programa de evaluacion psicolégica y
psiquiatrica en pacientes con FM que desarrollo el Hospital Universitario de
Guadalajara  que incluye: diagndstico psicopatoldgico, prescripcion
psicofarmacoldgica, evaluacion psicologica, psicoeducacion, aprendizaje de
técnicas cognitivas para el manejo del dolor, psicoterapia de grupo e individual.

Los resultados mostraron mejoria significativa en las escalas de ansiedad,
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depresion, percepcion del dolor, alteracion del suefio, aislamiento social y

relaciones emocionales (Garcia-Bardon et al., 2006).

Tabla 8. Evidencia de terapias alternativas en estudios clinicos de FM

Terapia Eficacia en: Referencia
Ejercicio fisico: Dolor, calidad del suefio, estado de animo,  Safiudo, et
Taichi, yoga, bienestar, funcionalidad, capacidad | al., 2010.
caminata, aerobics, cardiorrespiratoria, la capacidad muscular y la | Consejeria
ejercicios acuaticos flexibilidad o amplitud de movimiento. de Sanidad
de Espaiia,
2014.
Terapia cognitivo- | Dolor crénico, percepcion de la paciente en cuanto | Mahmood,
conductual a su padecimiento, depresion, malestar emocional. | 2017.
Educacion/ Aumento de la motivacion, mayor interaccién | Consejeria
Orientacion a social, adhesién al tratamiento a mediano-largo | de Sanidad
pacientes plazo. de Espaiia,
2014.
Aguas termales Dolor, hipersensibilidad, disfuncion fisica, fatiga, | Saad y de
ansiedad, rigidez y conciliacion del suefio. Medeiros,
2013.
Meditacién Relajacion fisica y mental, dolor, depresion, | Astin et al.,
funcionalidad. 2003; Saad
y de
Medeiros,
2013.

2.2.8 Importancia de los modelos animales en la investigacion del dolor

La necesidad de desarrollar tratamientos enfocados a los mecanismos

neurobiolégicos responsables del dolor existe y es imperante. Para lograr un

acercamiento seguro se requiere de la validacion de modelos animales que sean

capaces de recrear los mecanismos presentes en pacientes humanos. Aungque es
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posible generar un comportamiento tipo doloroso en los animales de
experimentacién, esto no significa que los mecanismos involucrados en el modelo
experimental sean idénticos a aquellos encontrados en las pacientes, donde la
complejidad, aparicion y persistencia del dolor tienden a ser muy diferentes
(Scholz y Woolf, 2002).

2.2.9 Modelos experimentales de FM

Los modelos animales deben mimetizar los sintomas y fisiopatologia de la
enfermedad en cuestion, ademas es importante que sean predictivos en cuanto a
tratamientos efectivos. La FM es un sindrome doloroso Unico que se diagnostica

por la sintomatologia y no por la patologia subyacente.

Los sindromes de dolor cronico suelen acompafiarse de cambios
dramaticos en la calidad de vida de pacientes que los padecen, incluyendo
desérdenes de atencién, memoria, depresion, ansiedad, falta de apetito, de
motivacion y trastornos del suefio. Por lo que para la relevancia de los modelos
experimentales de FM seria de esperarse que ocurrieran cambios equivalentes en
estos parametros en los animales. Generalmente, la evidencia de que ocurran
estas alteraciones en ensayos de dolor cronico en roedores es variado (Mogil,
2009).

Diversos modelos animales de FM se han implementado para intentar
reproducir el cuadro sintomatolégico de pacientes humanos y permitir la obtencién
de datos anatomico-funcionales que no es posible en los mismos sujetos humanos
por razones metodoldgicas y éticas (Blasco-Serra, 2016). Los principales modelos
de FM se basan en cuantificar las respuestas de los animales de experimentacion
ante la aplicaciéon repetida de estimulos en el masculo o la induccion de estrés
combinado con la aplicacién de esos estimulos por parte del experimentador, que
muchas veces no representan dolor en si, sino hipersensibilidad (alodinia e
hiperalgesia) que frecuentemente acompafa al dolor (Mogil, 2009; DeSantana et
al., 2013).
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A continuacion, se mencionan una serie de modelos animales desarrollados en los

altimos afios por diversos autores para el estudio de la FM (Tabla 9).

Tabla 9. Modelos animales para el estudio de la FM.

generalizado

duradero

Modelo Método Referencia
Hiperalgesia Inyeccién de carragenina (0.5-6 mg/kg; i.m.) en | Kehl et al.,
muscular triceps uni/bilateral de ratas macho Sprague-  2000.

Dawley.
Dolor musculo- | Dos dosis i.m. de pH < 4.0 de solucion salina (NaCl | Sluka et al,
esquelético 0.9%) acidificada en el masculo gastrocnemio de | 2001.

ratas macho.

Dolor musculo-

Inyeccion de 50 pyL de TNFa (0.1-10 pg) en el

Schéafers et al.,

generalizado

esquelético musculo gastrocnemio o en el biceps de forma | 2003.

bilateral de ratas Sprague-Dawley.
Hiperalgesia Hot plate test (52.5°C por un maximo de 45 s) | Sudrez-Roca et
inducida por | seguido de la Prueba de nado forzado en ratas | al., 2006.
estrés macho Sprague-Dawley.
Deplecion  de | Inyeccion de reserpina (1 mg/kg; s.c.) disuelta en | Nagakura et al.,
aminas acido acético al 0.5% durante tres dias | 2009.
biogénicas consecutivos en ratas Sprague-Dawley de ambos

Sexos.
Dolor crénico | Sometimiento a estrés mediante sonidos | Khasar et al.,

impredecibles (5, 11, 15y 19 kHz, durante 5 0 10
s) a ratas macho Sprague-Dawley.

20009.

Estrés por frio
intermitente

Estadia en cuarto frio (-3 a +4°C) por tres noches
consecutivas y durante los dias se alterna con

cuarto a temperatura ambiente (24°C) cada 30 min.

Nishiyori et al.,
2011.

Modificado de DeSantana, 2013 y Blasco-Serra, 2016.
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2.2.10 Herbolaria mexicana

“‘La medicina tradicional mexicana es un mosaico de piezas procedentes de
culturas diferentes que han determinado histéricamente el desarrollo de la cultura
nacional”. (Jiménez-Silva, 2017) Parte fundamental de esta es la herbolaria
mexicana, reconocida como un recurso fundamental para la salud de millones de
seres humanos, sobre todo para aquellos que no cuentan con acceso a sistemas

de atencion sanitaria digna.

Las plantas medicinales generan subproductos de su metabolismo con
funciones de proteccidon contra condiciones climatolégicas o contra depredadores,
sin embargo, estos compuestos quimicos también pueden poseer actividades
terapéuticas diversas (Shahido et al., 1992 citado en Correa-Roan, 2016).
Alrededor del mundo se han hecho grandes esfuerzos para estudiar sus efectos
en la salud y elucidar las moléculas responsables de los mismos, asi como los
mecanismos de accion por los que actian. Tras afios de investigacion es posible
asegurar que existe informacién cientifica sobre sus propiedades medicinales v,
en algunos casos, sus acciones toxicologicas. Aunque lo obtenido ha sido
importante para reforzar su uso, aun no es suficiente y por ello es necesario seguir

indagando en su farmacologia.
2.2.11 Productos naturales y FM

Los efectos de Colladeen®, tabletas concentradas en antocianidinas (flavonoides
presentes en frutos rojos) y Zostricx®, una crema de capsaicina, fueron
recientemente evaluados en FM y se demostr6 una mejora en sintomas como
alteraciones del suefio e hipersensibilidad respectivamente, pero no en cuestiones
como el dolor. Diversos grupos de investigacibn han estado en busqueda de
productos (de origen vegetal principalmente) con potencial actividad terapéutica en
la FM como aceites esenciales, extractos de plantas medicinales, terpenos,

sapogeninas, flavonoides y alcaloides (Guedes-Brito et al., 2018).
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El uso y la efectividad de los productos naturales se mantienen en parte por
sus multiples blancos terapéuticos disponibles y porque poseen mecanismos de
accion similares a los de la farmacoterapia convencional (Woodbury y Leung en
Lawson y Wallace, 2015). En la tabla 10 se muestran algunos de los productos
naturales que han sido probados como alternativa terapéutica en el modelo de FM
de inyeccion salina acidificada (preclinica) y en ensayos de investigacion clinica
(Sluka et al., 2001).

Tabla 10. Estudios realizados con productos naturales en el tratamiento de
FM.

Producto Dosis/via Tipo de | Mecanismo molecular Referencia

natural estudio

Aceites esenciales

Hyptis 0.3 mg/ml | Preclinico | Opioide,  serotoninérgico, | Quintans-
pectinata (5%); s.C. colinérgico, reducciéon de | Junior et al.,
Ratones SW sustancia P, relacionado a | 2017.
macho. la via descendente del dolor
Ocinum 25, 50, 100 | Preclinico | Opioide, glutamatérgica, | Nascimento
basilicum mg/kg; p.o. receptor TRPV1, reduccién | et al., 2015.
de sustancia P, relacionado
Ratones  SW a la via descendente del
macho. Hlle
024® No se describe | Clinico Estimulacion de fibras AB, | Ko et al,
(Mezcla de inhibicion de bradicinina, | 2007.
aceites histamina y prostaglandinas
esenciales)
Extractos de plantas medicinales
Phyllantus 400 mg/kg; i.p. | Preclinico | Opioide Chopade vy
amarus, Ratas Wistar Sayyad,
Phyllantus macho. 2014.
fraternus
Ginkgo 200 mg/dia; | Clinico Antioxidante Lister et al.,
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biloba p.o. 2002.
Terpenos
Linalol 25 mg/kg; p.o. | Preclinico | Opioide, glutamatérgico y | Nascimento
bloqueador de excitabilidad | et al., 2014.
Ratones SW sl
macho.
Citronelal 50 mg/kg; p.o. | Preclinico | Opioide, glutamatérgico, | Santos et
receptor TRPV1, reduccion | al., 2016.
Ratones  SW de sustancia P, relacionado
macho. a via descendente del
dolor, bloqueo de canales
de sodio
a-Terpineol 25, 50, 100 | Preclinico | Opioide, serotoninérgico, | Oliveira et
mg/kg; p.o. glutamatérgico, receptor | al., 2016.
Ratones SW TRPV1, reduccion de
macho. sustancia P, relacionada a
la via descendente del
dolor.
B-cariofileno | 10, 20 mg/kg; | Preclinico | Opioide y cannabinoide Quintans-
p.o. Junior et al.,
2016.
Ratones SW
macho.
Saponinas
Acetato  de | 20 mg/kg Preclinico | Opioide, sustancia P, | Quintans et
Hecogenina canales de K" sensibles a | al., 2016.
Ratones  SW ATP relacionado a la via
macho. descendente del dolor.
Alcaloides
Capsaicina 0.075% (3 | Clinico Receptor TRPV1 y | Casanueva
veces al dia); reduccion de sustancia P et al., 2013.

tépico

Tomado de Guedes-Brito et al., 2018.
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2.2.12 Tilia americana var. mexicana

Tilia americana variedad mexicana conocida popularmente como: tila, flor de tilia,
tilio, cirimo, jonote, tzirimo o sirimu es una variedad endémica de México en peligro
de extincion (NOM-059-SEMARNAT-2010) perteneciente a la familia Tiliaceae,
que comprende aproximadamente 50 géneros con 450 especies. Se caracteriza
por ser arboles de hasta 35 m de altura y un metro de diametro (Fig. 10) (Valdés-
Ruiz, 2017). Bush (1929) describié 15 especies de Tilia en México basadas en la
morfologia de sus hojas. Las Tilias mexicanas estan distribuidas en 14 estados de
la republica, desde el norte de Chihuahua y Coahuila hasta el sur de Guerrero y
Oaxaca especificamente en las regiones de bosque de montafia baja (Aguirre-
Hernandez et al., 2009). Se ha observado que en el periodo de abril a junio hay un
aumento en la comercializacion de las inflorescencias de esta especie, vendidas
mayoritariamente en los mercados donde en ocasiones se mezclan con otras
especies como Ternstroemia pringlee (Theaceae), que también es conocida como
Tilia (Pérez-Ortega et al., 2008).

Figura 10. Arboles de Tilia americana var. mexicana.

Tomada de Naturalista, 2019.
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2.2.12.1 Usos de Tilia en la medicina tradicional

El té de tila es comunmente utilizado por sus propiedades tranquilizantes para
tratar padecimientos relacionados al SNC como ansiedad, insomnio y cefaleas.
Las flores y frutos también son utilizadas para tratar espasmos de colon, célicos
menstruales, reumatismos, hipertension y como emoliente (Argueta et al., 1994 en

Noguerdén-Merino et al., 2015).
2.2.12.2 Estudios farmacoldgicos y analisis fitoquimico

Como parte de los estudios farmacoldgicos preclinicos llevados a cabo con esta
planta, se ha determinado el efecto ansiolitico de los extractos acuoso, metandlico,
de acetato de etilo y hexanico de las inflorescencias. Asi también se declaré que
los extractos metandlico y acuoso disminuyeron la intensidad de las convulsiones
inducidas por pentilentetrazol en ratones (Cardenas-Rodriguez et al., 2014). Por
otra parte, los extractos metandlico y hexanico de Tilia aumentaron el efecto
sedante-hipnético inducido por pentobarbital (Pérez-Ortega, 2008; Aguirre-
Hernandez, 2010).

Con relacion a su efecto antinociceptivo, se reporté el efecto tipo analgésico
de los extractos acuoso, metandlico y hexanico, ademas del de quercetina en un
modelo de dolor inflamatorio por artritis, asi como en la prueba de la formalina. En
este estudio también se probd el mecanismo de accién, obteniendo resultados

relacionados a las vias opioide y serotoninérgica (Martinez et al., 2009).

Se sabe que los flavonoides son los metabolitos secundarios que
caracterizan al género Tilia. Un estudio fitoquimico mostré la composicion de los
extractos polares de muestras de Tilia americana var. mexicana obtenidas de
Michoacan, Hidalgo y Veracruz donde se destacO la presencia de flavonoides
derivados de quercetina y canferol (canferitrina, quercetina, isoquercetina,
quercitrina, isoquercitrina, astragalina, rutina, tilirsido, entre otros) quienes
pudieran ser los responsables del efecto sedante y tipo ansiolitico observado
(Aguirre-Hernandez, 2010).
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2.2.12.3 Interacciones farmacoldgicas

Las interacciones farmacologicas se reflejan como el aumento o disminucién en la
respuesta farmacoldgica que produce un farmaco en presencia de otro o de un
extracto o fraccion de una planta medicinal u otro producto natural. Debido a que
el uso de terapias combinadas es una practica comdn en la poblacion es
necesaria la evidencia cientifica que muestre si las interacciones son de tipo
sinérgicas (potenciacion o suma) o antagonicas, esto se traduce en los beneficios

0 perjuicios que pudieran ocasionar a las pacientes.

El trabajo de Valdés-Ruiz (2017) mostré que la interaccion del extracto
metandlico de inflorescencias de Tilia americana var. mexicana con diclofenaco no
potencio la actividad antinociceptiva en el modelo de estiramiento abdominal, pero
si fue capaz de reducir el dafio gastrico inducido por el farmaco cuando se
administr6 de manera crénica. Por otra parte, un estudio describi6 la interaccion
de una fraccidén estandarizada de flavonoides procedente de Tilia americana var.
mexicana con farmacos serotoninérgicos en el modelo de cruz elevada, se
determind que ambos actian por mecanismos similares, en parte el efecto
ansiolitico de la fraccion se vio disminuido al combinarlo con esa farmacoterapia.
Cabe mencionar la importancia de avanzar en el estudio de los probables
mecanismos de accion, utilizando otras técnicas, tales como el analisis in vitro que
mida la expresién molecular de ciertos mensajeros quimicos envueltos en la via

fisiopatolégica (Noguerdn-Merino et al., 2015).

2.2.13 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de cerca de 4000 diferentes compuestos
polifendlicos, cuyo elemento estructural comin es un esqueleto de difenilpirano
(C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilo (A y B) ligados a través de un
anillo (C) de pirano (Fig. 11). Sobre este esqueleto pueden darse multiples
sustituciones, lo que origina las diferentes categorias de flavonoides: flavonoles,
flavonas, catequinas, flavanonas, antocianinas, chalconas, isoflavonas, entre

otros. Estan presentes en gran variedad de especies de plantas. Son
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componentes importantes en la dieta humana al encontrarse en las frutas y
verduras que consumimos; bebidas como el café, vino tinto, té y cerveza los
contienen en grandes cantidades. Los flavonoides tienen gran variedad de efectos
biolégicos sobre numerosos sistemas celulares de los mamiferos tanto in vivo
como in vitro. Se ha demostrado su actividad antimicrobiana, antiviral,
antiulcerogénica, citotdéxica, antineoplasica, mutagénica, antiinflamatoria,
antioxidante, antihepatotoxica, antihipertensiva y antiplaquetaria (Guardia et al.,
2001; Filho et al.,, 2008). Especificamente se han evaluado sus propiedades
antinociceptivas en diversos modelos animales de dolor y los resultados obtenidos

han sido positivos.

Figura 11. Estructura quimica base de los flavonoides.
Tomada de Wikipedia, 2019.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor es un problema de salud publica que influye de manera importante en la
funcionalidad y calidad de vida de quien lo padece (Correa-Roan, 2016). Al ser
cronico generalizado y caracteristica principal del sindrome de FM, éste se vuelve
de principal interés para la blUsqueda de alternativas de terapéutica.

Considerando que los farmacos utilizados como tratamiento para la FM no son
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completamente eficaces y generan diversos efectos adversos, ello exige el
continuo desarrollo de investigaciones para evaluar posibles alternativas

terapéuticas que respondan a las necesidades actuales de este padecimiento.

La herbolaria como parte de la medicina tradicional es utilizada para tratar
diversos padecimientos que incluyen dolor. Su practica es una opcion para la
poblacion con falta de acceso a sistemas de salud o por la creencia popular de

que al ser de origen natural resultara menos dafiina al cuerpo humano.

En el caso de la FM se ha reportado que la mayor evidencia de eficacia
para su alivio se obtiene con la aplicacién de terapia holistica, la cual combina la
intervencién farmacoldgica (analgésicos, antidepresivos, ansioliticos, entre otros)
con la no farmacolégica (ejercicio aerdbico, terapia cognitivo-conductual,
educacion al paciente) (Rivera et al.,, 2006). En la poblacion existe una alta
posibilidad de que las pacientes combinen el tratamiento farmacoldgico con la
ingesta de infusiones de plantas medicinales. Por lo tanto, resulta de interés el
contar con los resultados de investigaciones que den evidencia del tipo de
interaccidn que se puede obtener, ya sea en beneficio o perjuicio para las
pacientes al utilizar estas combinaciones (Valdés, 2017). Por lo que en el presente
trabajo se elabor6 un disefio experimental para evaluar no sélo el extracto que se
puede obtener con una infusién o una tintura, sino ademas una fraccion con mayor
contenido de sustancias bioactivas atribuidas a las propiedades terapéuticas de
Tilia americana var. mexicana; la cual fue ademas valorada en combinacion con
dos farmacos, tramadol (analgésico) y pramipexol (antidepresivo), utilizados en la

clinica para el tratamiento de la FM.

4. HIPOTESIS

El extracto metandlico de las inflorescencias de Tilia americana var. mexicana y su
fraccibn concentrada en flavonoides, sola o en combinacién con tramadol o
pramipexol, produciran efectos antialodinicos y antihiperalgésicos en el modelo de

fibromialgia inducida por reserpina en ratas
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto del extracto polar de las inflorescencias de Tilia americana var.
mexicana y su fraccion concentrada en flavonoides sola y en combinacién con los
farmacos de la clinica, tramadol y pramipexol, en las conductas de hiperalgesia y

alodinia en el modelo de fibromialgia inducida con reserpina en ratas.

5.2. Objetivos particulares
Fraccionar el extracto metandlico de inflorescencias de Tilia americana var.
mexicana mediante cromatografia en columna abierta para separar las
fracciones ricas en flavonoides.

» Analizar por cromatografia de capa fina y cromatografia de liquidos de alta
resolucion la presencia de flavonoides en el extracto y la fraccion de Tilia.

» Evaluar el efecto de las fracciones de alta polaridad en el modelo de FM
inducida con reserpina en ratas.

» Construir una ventana de actividad biologica de la fraccion de flavonoides
activa en el modelo de FM inducida con reserpina en ratas.

» Determinar el tipo de interaccién farmacoldgica (sinergismo o antagonismo)
de la combinacion de dosis subefectivas de la fraccion de flavonoides y los
farmacos pramipexol y tramadol en el modelo de FM inducida con reserpina
en ratas.

» Evaluar el efecto tipo antidepresivo de la fraccion de flavonoides en el
modelo de FM inducida con reserpina en ratas.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Farmacos y reactivos quimicos
¢ Reserpina grado reactivo (SIGMA-ALDRICH)
e Quercetina 95% grado reactivo (SIGMA-ALDRICH)
e Hidrato hidroclérico de pramipexol grado reactivo (SIGMA-ALDRICH)
e Tramadol (AMSA)
e Acetato de etilo grado técnico (JT BAKER)
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Acetona grado técnico (JT BAKER)

Acido acético glacial grado técnico (MERCK)
Hexano grado técnico (JT BAKER)

Metanol grado técnico (JT BAKER)

Metanol grado HPLC (SIGMA-ALDRICH)
Silica gel 60 (0.063- 0.200 mm) (MERCK)
Tween 80 (SIGMA-ALDRICH)

6.2Equipos

Cromatografo de liquidos Acquity UPLC H-Class (Waters). Software
Empower 3.

Balanza analitica (Sartorius BL 210S).

Analgesimetro (Randall-Selitto test Modelo 37215, Hugo Basile, Italia).
Rotaevaporador BUCHI R-210.

Bascula Tefal OPTISS Modelo 5280.

Filamentos de VonFrey (North Coast medical, EUA)

Cilindro rotatorio ROTA-ROD (Panlab, EUA).

Micropipetas Labpette de diferentes capacidades (Labnet)

Cilindro de acrilico (30 cm largo x 6.2 cm diametro).

Cronémetro (Daigger).

Vortex Genie 2 (Daigger).

Aplicador de acetona (jeringa BD-Plastipack con adaptacion).
Jeringas y agujas de diferentes capacidades (BD-Plastipack).

Rejilla metélica y malla de acero inoxidable.

55



6.3Disefio experimental

6.3.1 Analisis fitoquimico.

6.3.1.1 Material vegetal

La colecta del material vegetal Tilia americana var. mexicana (Schltdl.) Hardin
(Tiliaceae) se realiz6 en agosto del 2017 en Morelia, Michoacan (Voucher No.
FCME131611), la identificacién de la especie fue realizada por el botanico José
Luis Contreras; un espécimen fue colocado en el herbario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM. Las inflorescencias de la planta (Fig. 12) se separaron de
las bracteas y hojas y se dejaron secar a la sombra a temperatura ambiente para

posteriormente ser trituradas en un molino manual.

Figura 12. Inflorescencias de Tilia americana var. mexicana.

Tomada de CONABIO, 2019.

6.3.1.2 Preparacion del extracto

Las inflorescencias se maceraron en hexano por tres dias para desgrasarlas,
posteriormente se filtré el material y se concentré en un evaporador rotatorio, el
procedimiento se repitid tres veces. El residuo vegetal se dejé secar y entonces se
colocdé en acetato de etilo y posteriormente en metanol siguiendo el mismo
procedimiento de tres maceraciones sucesivas con el volumen de disolvente

necesario para cubrir el material vegetal. De lo anterior, tres extractos crudos se
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obtuvieron siendo de mayor rendimiento los de mediana y alta polaridad (Gilbén y
Soria, 2018).

6.3.1.3 Fraccionamiento por Cromatografia en Columna Abierta (CCA)

A partir de 15.3 g del extracto metandlico de inflorescencias de T. americana var.
mexicana se realiz0 el fraccionamiento en columna abierta. Para impregnar la
muestra en silica gel se utilizaron 30 mL de la mezcla acetona:metanol 7:3. Previo
a empacar la columna, la silica gel fue desactivada al 10% con agua destilada,
esto con el fin de reducir la afinidad de los grupos silanoles con aquellos
compuestos muy polares. Se utilizaron 500 g de silica gel (MERCK) para preparar
el punto de aplicacion. El volumen muerto necesario para la hidratacion de la silica
gel fue de 1100 mL de hexano. Cabe destacar que 4.6 g de precipitados no
pudieron ser fraccionados por este procedimiento debido a su nula solubilidad en
acetona:metanol 7:3, por lo que no fueron considerados en el rendimiento final.

De la cromatografia en columna por gradiente de disolventes de menor a
mayor polaridad se obtuvieron 21 subfracciones de 550 mL. La evaporacion de
los disolventes con el rotaevaporador (BUCHI) permitié concentrarlas para realizar
la cromatografia en capa fina que a su vez permitié reunir las que mostraron un

perfil cromatogréafico equivalente (Fig. 13).
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Tilia americanavar. mexicana

‘ Extracto metandlico de inflorescencias ‘
(153 )

Fraccionamiento por
cromatografia en columna

- acetona:metanol
abierta en

. F_G g de pp insolubles

‘ 21 subfracciones ‘

Identificacidn de compuestos tipo flavonoide y
terpénicos y agrupacién por cromatografia en capa
fina

‘ 9 fracciones ‘

Cromatografia de liquidos de alta resolucién de la
fraccidn bioactiva identificada

Figura 13. Diagrama del analisis fitoquimico experimental.

6.3.1.4 Identificacién de compuestos por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

En esta técnica de identificacion de compuestos se utilizaron distintos sistemas de
elucidbn que permitieran una nitida separacion de los componentes de las
subfracciones observados como manchas de colores en varios cromatofolios que,
tras ser revelados con el revelador de productos naturales (compuesto por una
solucién de 2-aminoetildifenil borinato en metanol al 1% m/v y una solucion de
polietilenglicol en etanol al 5% m/v), y observados con una lampara de luz UV a
una longitud de onda de 365 nm, fueron agrupadas por semejanza como las
fracciones AB, C, 11,D,E, F, 18y G.

La coloracion rojiza-anaranjada observada tras el revelador de productos naturales
es caracteristica de la presencia de flavonoides, por lo que se sugiri0 que la
fraccibn F contenia compuestos de este tipo, se decidié realizar una hidrolisis
acida, que corroborara que las agliconas de las cuales derivaban los flavonoides
presentes eran quercetina y canferol (Martinez et al., 2009). Para ello se tomo una

muestra de 20 mg en un matraz bola, se adicionaron 5 mL de metanol y se coloco
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en agitacion vigorosa y calentamiento, esto para promover la solubilidad,
posteriormente se agregaron 300 uL de HCI concentrado y 2 mL mas de metanol.
Al matraz se le adaptd un refrigerante y la mezcla de reaccibn se puso en
calentamiento a reflujo. Esto se mantuvo durante tres horas. Luego del
seguimiento de la reaccion, se procedio a extraer los metabolitos a través de
extraccion liquido-liquido. La solucién del crudo de reaccion se concentro a traves
del rotaevaporador y a ésta se le adicionaron 25 mL de agua Milli-Q, después se
colocé en un embudo de separacion y se realizaron tres extracciones con 30 mL
de acetato de etilo cada una. Se reunieron las fases organicas que se secaron con
Na,SO, anhidro. Por ultimo se concentraron en el rotaevaporador. El sélido
resultante se redisolvié con metanol y se observéd la precipitaciéon de un sélido
blanquecino (12.2 mg). De la solucién obtenida se decidio realizar una CCF para
comparar, la materia prima (MP), el producto y el estdndar de quercetina (Unica

aglicona con la que se llevo a cabo la comparacion).

6.3.1.5 Identificacion por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
(CLAR)

Tanto el extracto metandlico de inflorescencias (10 mg/mL) como su fraccion F (5
mg/mL) se inyectaron al cromatografo de liquidos para conocer su perfil
cromatografico y analizar el nimero vy tipo de flavonoides en comparacién con los
estandares disponibles (rutina, quercitrina, isoquercitrina y quercetina) (1 mg/mL)
para comparar sus correspondientes tiempos de retencibn y maximos de
absorcion. Se utilizoé el método de fase reversa; se empled la columna Symmetry®
C-18 (150 mm) con un modo de elucion de tipo gradiente (fase movil agua Milli-Q
acidificada con acido fosforico 0.1% y MeOH 80:20 a 100 MeOH vy finalmente agua
Milli-Q acidificada:MeOH 80:20 en 12 min.), con una velocidad de flujo de 1
mL/min. La longitud de onda utilizada para la deteccién de compuestos fue de 254
nm. Todas las muestras se disolvieron en metanol grado HPLC y se filtraron a
través de una membrana Acrodisc® de 0.22um de espesor antes de ser

inyectadas al cromatografo.
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6.3.2 Analisis farmacologico

6.3.2.1 Animales

143 Ratas Wistar machos (21) y hembras (122) (cuya fase del ciclo estral no fue
determinada) (200-300 g de peso corporal) fueron obtenidas del bioterio del
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz y mantenidas en
condiciones controladas de temperatura (22+2°C) e iluminacion, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas, libre acceso al alimento estandar y agua purificada (Fig.
14). ElI mantenimiento y cuidado de los animales se efectu6 de acuerdo con la
NOM-062-Z00-1999 y la aprobacion del comité de bioética institucional (Registro
No. CONBIOETICA-09-CEI-010-20170316). Asi como  siguiendo las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion, 2001).

Figura 14. Ratas Wistar.
(Quinto Ortiz, 2019).

6.3.2.2 Modelo experimental

Previo al inicio de la induccion de la mialgia por reserpina, se realizé la habituaciéon
de los animales, ello con el propésito de evitar falsos positivos en la evaluacién de
las conductas nociceptivas y obtener datos confiables y reproducibles. Estas
condiciones experimentales incluyeron colocar a las ratas dentro de un cilindro de

acrilico (30 cm altura x 6.2 cm didmetro) para su libre exploracién por 30 minutos
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cada dia. También se considerd el familiarizarlas al ruido del analgesiometro
“‘Randall-Sellito” (Ugo-Basile) y que manifestaran la habilidad de mantener la
extremidad posterior derecha inmdvil, sin retirarla de la posicion en la que se les

colocaba.

El modelo experimental de FM que se utilizé fue el descrito por Nagakura et al.
(2009) y modificado por Hernandez-Leon et al. (2018). Este consiste en la
administracion de reserpina disuelta en acido acético al 0.5% diluido con agua
destilada (Milli-Q), la cual fue administrada (1 mg/kg, via s.c.) cada 24 horas
durante tres dias consecutivos. En el trabajo de Herndndez-Leon et al. (2018) se
reportd que la administracién de reserpina afectd de igual forma a ratas macho y
hembra, las cuales, previo al tratamiento con este farmaco, se seleccionaron
arbitrariamente en todas las fases del ciclo estral. La reserpina interrumpio el ciclo
estral normal y provocd que todas las ratas hembra entraran en las fases de
metaestro/diestro, caracterizadas por bajos niveles de estradiol, hormona

reguladora de la percepcion del dolor.

En la figura 15 se indica la linea del tiempo que describe de qué forma en los dias
de trabajo se establecian las actividades de adaptacién y manipulacion de los
animales, la induccién del dolor tipo FM y, cinco a siete dias posteriores a la Ultima
administracion de reserpina, la sesion de evaluacion de las conductas de
hiperalgesia y alodinia en presencia de los tratamientos (Hernandez-Leon et al.,
2018).

Dia121456789101112131415

Habituacion Reserpina Induccion g&l dolor tipo 1. Aplicacion de tratamientos
en equipos 1 mg/kg; s.c. 2. Evaluacion de conductas

nociceptivas y tipo depresivas

Figura 15. Linea del tiempo en el que se desarroll6 el modelo experimental
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6.3.2.3 Grupos experimentales
Los animales fueron inducidos de manera individual e independiente separados en
cajas de acrilico desde su primera administracion de reserpina, los grupos por
tratamiento constaron de una n=6 cada uno.

Para construir la ventana de actividad bioldgica del extracto metandlico de
Tilia y de la fraccion identificada con la letra F se evaluaron las dosis de 10, 30,
100 y 300 mg/kg, i.p. en el caso de la fraccion. El flavonoide quercetina se utilizé
como flavonoide de referencia en una dosis de 562 mg/kg, i.p. resuspendida con
50 uL de Tween 80 (Sigma) y agua destilada (Milli-Q). Los farmacos de la clinica
que se evaluaron fueron tramadol (3 y 10 mg/kg, via i.p.) y pramipexol (0.01, 0.1,
0.5 y 1 mg/kg, via s.c.). Para conocer el tipo de interaccién farmacologica entre
producto natural y farmaco se realizaron combinaciones de la fraccién con
flavonoides y los farmacos de la clinica seleccionando las dosis minimas efectivas
de cada uno. Las combinaciones probadas fueron: Fraccion F (10 mg/kg, i.p) +
tramadol (3 mg/kg, i.p.), Fraccion F (10 mg/kg, i.p.) + pramipexol (0.1 mg/kg, s.c.).

El esquema de la figura 16 describe el disefio experimental.
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Ext MeOH (i.p.)
10 mg/kg
30 mg/kg
100 mg/kg

Tilia americana T
var. mexicana Fraccion F (i.p.)

10 mg’kg
30 mg/kg
100 mg’kg
300 mg/kg

e ———
Tramadol (i.p.)
3 mg/kg
10 mg/kg

FM (+)
Reserpina s

(s.c.) Pramipexol (s.c.)
1 mg/kg ; 0.01 mg/kg
Ratas Wistar 0.1 mg/kg

(200-300 g 0.5 mg/kg
peso corporal) 1 mg/kg

Farmacos de
la clinica

Tramadol

.. Fraccion F 3 mg/kg
Combinaciones 10 mg/kg

FM ()

+ Pramipexol

Vehiculo de - 0.1 mg/kg
Quercetina

(ip.)

reserpina
(s-c.)

1 ml/kg

Flavonoides

562 mg/kg

Figura 16. Disefio experimental de la interaccién farmacolégica en el modelo

experimental de FM

6.3.2.4 Evaluacion de conductas nociceptivas

La evaluacion de las conductas nociceptivas que establecieron el estado de las
ratas con dolor tipo FM se realiz6 previamente a la aplicacion de los tratamientos,
lo anterior con la finalidad de confirmar la enfermedad de acuerdo con lo descrito
para el modelo (Nagakura et al., 2009; Hernandez-Leon et al., 2018). Ello se
caracteriz6 por hiperalgesia (umbral de presidbn muscular, <150 g fuerza
soportados) y alodinia (umbral de respuesta tactil, <7 g soportados; y al estimulo
frio, >3 s como tiempo invertido en lamidas y sacudidas). Los tres umbrales fueron

medidos al inicio y se tomaron como el t=0 de los valores basales, enseguida se
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midieron cada 30 min durante cuatro horas para construir las curvas de curso
temporal.

e Umbral de presion muscular
Las ratas se enrollaron con una franela para inmovilizarlas, posteriormente la
extremidad posterior derecha se expuso y se coloco en medio del transductor del
analgesimetro Randall-Sellito (Ugo-Basile) para ejercer presion en el musculo
gastrocnemio de la rata que fue registrada en gramos (Fig. 17). La retirada de la
pata de la rata o la vocalizacion se tom6 como la respuesta para registrar el
maximo de gramos de fuerza que soporté el animal. El maximo de fuerza
mecanica aplicada tuvo un corte de 250 g, para evitar dafiarla en caso de que la
rata no retirara su pata ni vocalizara (Schéfers et al., 2003). El valor para este
umbral se calcul6 como el promedio de tres mediciones con un intervalo de al

menos un minuto entre cada una.

Figura 17. Rata en el analgesiometro durante la prueba de hiperalgesia muscular.
(Quinto Ortiz, 2019)

e Umbral de respuesta tactil
Para la conducta de alodinia se siguié el método de “up-down” (Chaplan et al.,
1994), el cual esta disefiado para determinar la fuerza mecénica requerida para
ocasionar que al menos el 50% de los animales responda con el retiro de la
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extremidad (Deuis et al., 2017). Los roedores se colocaron dentro de los cilindros
de acrilico para su exploracién espontanea. Estos estaban colocados en una malla
metalica que permiti6 exponer el centro de la superficie plantar de la extremidad
posterior derecha de cada rata. Lo anterior para aplicar de forma perpendicular los
filamentos de Von Frey (North Coast Medical) de gramaje conocido (2, 4, 6, 8,10y
15 g, equivalentes a 4.31, 4.56, 4.74, 4.93, 5.07 y 5.18 N, respectivamente) en un
tiempo méximo de seis segundos de aplicacion del estimulo (Fig. 18).

Figura 18. Filamento de Von Frey utilizado para medir la alodinia tactil.
(Quinto Ortiz, 2019).

La prueba inici6 con el primer filamento, si el individuo no presento
respuesta se denotaba como (O), entonces se aplicaba el siguiente filamento en
incremento de gramaje. Si en el primero se presentaba respuesta, entonces se
registraba como (X) y se aplicaba el filamento anterior en gramaje menor. Esto
continu6 hasta obtener seis lecturas en cada caso, siempre y cuando la respuesta
fuera positiva. La respuesta se considerd positiva si el animal mostraba alguin
comportamiento incluyendo lamidas, sacudidas o la retirada de la extremidad, ya
sea durante la aplicacion del estimulo o inmediatamente después que el filamento
se apartaba. La conducta se consider6 negativa si no se observaba ninguna de las
conductas anteriores. EIl patron de respuesta se integrd con la formula de Dixon
(1980), lo que permitié calcular los gramos que soporta la rata en la prueba de
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alodinia mecanica. Las seis respuestas del umbral de respuesta tactil registradas

se utilizaron para el célculo éptimo del 50% del umbral de retirada con la formula:
50% umbral (g) = 10%*¥/10*

Donde x= el valor del dltimo filamento de Von Frey utilizado (unidades
logaritmicas), k= valor de tablas de acuerdo con el patrén de respuestas, d=
aumento promedio (unidades logaritmicas) entre los filamentos de Von Frey
(Deuis et al., 2017).

e Umbral de respuesta a estimulo frio
La alodinia al estimulo frio se llevo a cabo de acuerdo con lo descrito por Choi et
al. (1994). En esta prueba, los animales se encuentran dentro del cilindro de
acrilico para realizar exploracion espontanea. Estos se encontraban colocados
sobre una malla metalica que permitié la exposicién del centro de la superficie
dorsal de la extremidad posterior derecha de la rata, donde se aplicaron 60 pL de
acetona (JT BAKER) con una jeringa de 1 ml con adaptador para goteo.
Inmediatamente se registraron las conductas de lamida y sacudida que realizaba
el animal durante un minuto (Fig. 19). El valor de alodinia térmica para este umbral
se calcul6 como la media de tres mediciones, con al menos un intervalo de tres

minutos entre cada una.
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Figura 19. Rata lamiéndose la extremidad posterior en la prueba de alodinia térmica.
(Quinto Ortiz, 2019)

6.3.2.5 Evaluacién de conductas tipo depresivas

Debido a que la depresion es una de las comorbilidades mas comunes en el
sindrome de FM (Wolfe, 2009), en esta investigacion fue de interés evaluar si la
fraccion concentrada en flavonoides poseia actividad tipo antidepresiva. Para ello,
se realizo la prueba de nado forzado (Porsolt et al., 1978), la cual es uno de los
ensayos mas comunmente utilizados para el estudio de comportamiento tipo-
depresivo en roedores. La prueba se basa en generar aversion en el animal, al
introducirlo en un contenedor con un nivel de agua que no le permite apoyarse en
el fondo, de tal manera que el animal flota. Primeramente, el roedor hace
esfuerzos para escapar, pero eventualmente muestra conducta de inmovilidad que
es considerada como una medida de comportamiento de desesperanza
(Yankelevitch-Yahav et al., 2015).

e Prueba de nado forzado
Para este ensayo los animales se colocaron en un estanque cilindrico (42 cm largo
x 20 cm didmetro), el cual contenia un volumen suficiente de agua (25+ 2 °C) para
gue la cola del animal no tocara la base del estanque (Cryan et al.,, 2005;
Yankelevitch-Yahav et al., 2015), la duracion del nado fue de 5 min y fue
videograbada. Entonces, los tiempos de nado, escalamiento o inmovilidad (Fig.

20) se registraron para cada rata mediante la técnica simple de muestreo. En este
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ensayo se realiz6 una pre-prueba 24 horas previas a la sesion de prueba, en la
cual la rata se coloco en el cilindro de nado durante 15 min. Esto con el objetivo de
asegurar que el roedor adquiera rapidamente la postura inmovil el dia de la prueba

y facilite la observacion del efecto del tratamiento (Slattery y Cryan, 2012).

Figura 20. Prueba de nado forzado.

Tomada de Docplayer, 2019.

Los animales que se utilizan para esta prueba fueron inducidos con FM
evaluando los umbrales de hiperalgesia y alodinia para poder clasificar a un
animal como enfermo. La prueba de nado forzado fue antecedida por la
evaluacion de la actividad ambulatoria y la coordinacibn motora. Dada la
importancia de la sensibilidad a la palpaciéon o presion muscular en el dolor
generalizado de pacientes con FM (Ablin et al., 2008) se decidié realizar la
evaluacion de conductas tipo depresivas al tiempo en el cual se apreciaba un
méaximo efecto para los tratamientos de interés de acuerdo con el curso temporal

del umbral de hiperalgesia (prueba de presién muscular).

e Actividad ambulatoria
La actividad locomotriz de los animales en experimentacién es importante para la
prueba de nado forzado. Esta confirma la presencia o ausencia de actividad
sedante para evitar falsos positivos en la prueba de nado y permite asegurar que
la disminucion del tiempo invertido en la conducta de inmovilidad se debe al efecto

tipo antidepresivo que genera el tratamiento evaluado y no a un efecto sedante
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(Tatem et al., 2014). Se ha sabe que la induccion de las ratas a estimulos que
influyan en su ambiente emocional, como ocurre con la reserpina al depletar las
aminas biogénicas a nivel SNC, tiene una correlacion negativa con su actividad
ambulatoria, la cual se estima con la cantidad de cuadros explorados en un
modelo de campo abierto durante un tiempo determinado (Hall, 1936) (Fig. 21).
Por lo anterior, una caja de 45 x 45 x 20 cm se utilizd para registrar la actividad

locomotora espontanea de la rata durante 2 min.

Figura 21. Rata en prueba de campo abierto

Tomada de Dreamstime, 2019.

e Coordinacién motora
La prueba del rota-rod es un ensayo que permite evaluar efectos neurotéxicos y la
habilidad muscular que presenta un individuo. Cuando la coordinacion motora no
estd afectada, los individuos caminan sin problema sobre el rodillo rotador y no
caen frecuentemente. En contraste, si estan afectados o muy deprimidos del SNC
entonces caeran continuamente, por lo que en este equipo se cuenta el nUmero de
caidas que se presentan en un periodo de observacion de 5 min. Las ratas fueron
colocadas en un cilindro rotatorio (ROTA-ROD, Panlab) elevado a 10 cm de la
superficie que giraba con velocidad de 11 rpm (Fig. 22). Cabe hacer mencion que
los animales se habituaron previamente durante tres dias para generar habilidad

de caminar sobre el cilindro rotatorio el tiempo necesario (Dunham y Miya, 1956).
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Figura 22. Ratas en el cilindro rotatorio

Tomada de Docplayer, 2019.

6.3.3 Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + el error estandar de la media
(EEM). Los datos de los cursos temporales fueron analizados por analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias (factores: tiempo y tratamiento) de medidas
repetidas. Los valores de area bajo la curva (ABC) se calcularon a partir de los
respectivos cursos temporales de los umbrales nociceptivos por el método de los
trapezoides y se analizaron por ANOVA de una via (factor: tratamiento), en ambos
casos seguidos de la prueba post-hoc de Tukey y en casos especificos la t de
Student. P<0.05 se consideré como estadisticamente significativa. El software

estadistico empleado fue GraphPad Prism version 8.0.

7. RESULTADOS

7.1 Fraccionamiento por CCA

Como se menciond anteriormente para la obtencion de la fraccion rica en
flavonoides se realizé una CCA utilizando 10.7 g de extracto metandlico de
inflorescencias de Tilia americana var. mexicana. Del fraccionamiento se

obtuvieron 21 subfracciones por elucion con un gradiente de disolventes de
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distinta polaridad (Tabla 11), las cuales fueron agrupadas tomando en cuenta su
perfil cromatografico similar en capa fina (Fig. 23a). De lo anterior se obtuvieron 9
pools o fracciones en orden creciente de polaridad (Tabla 11). Se destaca que al
tratarse de un extracto metandlico las fracciones mas abundantes fueron las mas
polares, siendo la fraccion identificada como F la de mayor rendimiento (36.39%),
motivo por el cual se decidi6 utilizar esta fraccion para la evaluacion

farmacoldgica.

Tabla 11. Fraccionamiento por CCA y rendimiento obtenido

Fraccion | Subfracciones | Gradiente de disolventes Cantidad Rendimiento
(9) (%)
A 1,2,3 Hexano 0.2358 2.21
Hexano
B 45,6 Hex:AcOEt 0.2164 2.02
50:50
AcOEt:Hex
C 7,8,9,10 70:30 0.1433 1.34
AcOEt
11 11 AcOEt 0.0429 0.4
D 12 AcOEt:MeOH 0.4889 457
80:20
AcOEt:MeOH
80:20
E 13,14 ACOEt:MeOH 1.400 13.1
60:40
AcOEt:MeOH
60:40
F 15,16,17 ACOEL:MeOH 3.8903 36.39
40:60
18 18 AcOEt:MeOH 0.2196 2.05
20:80
AcOEt:MeOH
G 19,20,21 20:80 0.9252 8.65
Metanol
Total 7.5624 70.74

Hex: Hexano; AcOEt: Acetato de etilo
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7.2 ldentificacion de compuestos por CCF

El revelador de productos naturales utlizado en la CCF permitid identificar
compuestos de tipo flavonoide en color amarillo, anaranjado o rojizo y compuestos
de tipo cumarinico en color verde/amarillo al observarse en una lampara de luz UV

con una longitud de onda de 365 nm (Pascual et al., 2002) (Fig. 23a).

La comparacion de los factores de retencion (Rf, por sus siglas en inglés) del
producto de la hidrdlisis con el estandar de quercetina permitié identificar la
pérdida de los azlucares y la formacion de la aglicona (Fig. 23b). Los Rf
identificados fueron idénticos (0.78) para ambas manchas indicando que los
compuestos de tipo flavonoide presentes en la fraccibn F probablemente son

derivados de quercetina (Fig. 23c).

Rf=0.78

Frente de FM

distancia recorrida por el soluto

F

distancia recorrida por la fase mévil

dg
s = G

dFM

Figura 23. Identificacién de compuestos por CCF. (a) Cromatofolio observado a luz
UV; 365 nm después del revelador de productos naturales. Se indican en secuencia: las
fracciones A, B, C, 11, D, E, F, 18, G y la referencia (Ref.), respectivamente. Sistema de

elucién: acetato de etilo/acetona/acido acético/agua (7:3:0.5:0.5). (b) Cromatofolio
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observado a luz UV; 365 nm después del revelador de productos naturales. Se observa la
materia prima (MP), su hidrolizado (H) y la referencia de quercetina (Quer),
respectivamente. Sistema de elucidn: acetato de etilo/hexano/acido acético (7:3:0.02). (c)

Calculo del factor de retencion.

7.3ldentificacion de compuestos por CLAR

En este apartado cabe mencionar que aquellos picos de los cromatogramas del
extracto metandlico y la fraccion F de Tilia que no fueron identificados se
numeraron como 0, 00 y 000. En el caso del perfil cromatogréfico por CLAR del
extracto de Tilia (10 mg/mL) se encontraron dos picos mayoritarios (pico 00; t=
6.11 min y pico 1; t= 7.07 min) que describen la posible presencia de dos
flavonoides abundantes, asi como cuatro picos minoritarios (pico 0; t= 1.63 min,
pico 000; t= 7.51 min, pico 2; t= 8.04 min y pico 3; t= 9.67 min) (Fig. 24a). Para
poder identificar la naturaleza quimica de los compuestos la muestra se enriquecio
(1 mg/mL) con cuatro estandares de flavonoides —rutina (I), quercitrina (Il),
quercetina (Ill) e isoquercitrina (IV)-. Se presentaron Unicamente tres picos (1; t=
7.06 min, 2; t= 7.97 min y 3; t= 9.42 min), por lo que, conociendo el perfil
cromatografico de quercitrina (II) y quercetina (lll), primeramente se sugirié la
presencia de éstas en el extracto metandlico al comparar con los tiempos de
retencién y maximos de absorbancia. Aunque también cabia la posibilidad de que

rutina (1) e isoquercitrina (V) estuvieran presentes (Fig. 24b-d).
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Por la cercania de los tiempos de retencion de rutina (I; t= 7.05 min) e
isoquercitrina (IV; t= 7.18 min) y la semejanza de sus maximos de absorbancia, se
decidi6 introducir el extracto metandlico de inflorescencias de Tilia enriquecido con
cada una de ellas, con el objetivo de definir la posible presencia de alguna o de
ambas. Se observa a los dos flavonoides dentro del pico 1 (Fig. 25a-b). Los
espectros de absorbancia de los picos de interés (Fig. 25c) concluyeron la
comparacioén entre los perfiles cromatograficos, lo que sugiere la presencia de los

cuatro flavonoides en el extracto.
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El perfil cromatogréafico por CLAR de la fraccion F (5 mg/mL) mostré nuevamente
dos picos mayoritarios, de los cuales solo se analizé el pico 1 (t= 7.154 min) (Fig.
26a) que describe la posible presencia de los flavonoides principales. Para poder
identificar la naturaleza quimica de esos compuestos la muestra se enriquecio con
los mismos cuatro estandares de flavonoides mencionados anteriormente (1
mg/mL), y una vez mas aparecieron tres picos, solo que en esta ocasion
Unicamente el pico 1 coincidia con los estandares introducidos (1; t= 7.111 min).
Se observéd que los flavonoides quercitrina (ll; t= 8.022 min) y quercetina (lll; t=

9.476 min) no estaban contenidos en la fraccion F (Fig. 26b).
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Al verse aumentado Unicamente el pico 1 (t= 7.154 min), se decidio introducir la
fraccion F enriquecida con rutina (I; t= 7.037 min) o con isoquercitrina (IV; t=7.171
min). La comparacion con los tiempos de retencion y maximos de absorbancia

sugirio la presencia de estos dos flavonoides en la fraccion F (Fig. 27a-c).
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7.4. Evaluacion del extracto metanolico de inflorescencias y de la fraccion F

en las conductas nociceptivas del modelo de FM inducida por reserpina.

Debido a que no se conocia la ventana de actividad analgésica en el dolor de tipo
FM para el extracto metandlico de Tilia y de su fraccion F, dosis crecientes (10, 30
y 100 mg/kg, i.p.) se analizaron en el modelo de hiperalgesia y alodinia inducidas
con reserpina en ratas, y en caso de observar que aun se podia producir un efecto
mayor sin presencia de efectos no deseados, se incluyd una dosis mas alta (300
mg/kg, i.p.). En el caso de la fraccion F, el efecto generado fue de utilidad para
elegir la dosis subefectiva que se requeriria para las combinaciones con los
farmacos analgésicos de la clinica en la evaluacion de la interaccion

farmacoldgica.

El tratamiento con el extracto metandlico produjo efectos antihiperalgésicos
significativos. La dosis de 10 mg/kg produjo efectos tipo analgésicos a los 30, 120,
180 y 240 min de su administracion. En tanto que las dosis de 30 y 100 mg/kg
produjeron efectos tipo analgésicos en todos los tiempos analizados (Tiempo:
Fa1121308= 15.48, P<0.0001; Tratamiento: F;3,= 75.42, P<0.0001; Interaccion:
Fo0170= 5.004, P<0.0001). EI tiempo en el que se presentd el efecto
antihiperalgésico maximo, tanto para la dosis de 10 como la de 100 mg/kg, fue de

30 min y para la dosis de 30 mg/kg fue de 60 min (Fig. 28a).

En el umbral de respuesta tactil (Fig. 28b), sélo las dosis de 30 y 100 mg/kg
del extracto de Tilia dieron respuestas significativas durante la evaluacién. Cabe
sefalar que en el tiempo de 120 min el efecto de la dosis de 30 mg/kg decayo6
parcialmente (Tiempo: Fzg221333= 9.897, P<0.0001; Tratamiento: F434= 62.30,
P<0.0001; Interaccion: Fyp170= 2.592, P<0.0005). Sin embargo, en este mismo

punto se alcanzo el efecto maximo con la dosis de 100 mg/kg.

De la misma forma, en el umbral de respuesta a estimulo frio, las dosis de

30 y 100 mg/kg del extracto produjeron respuestas significativas, con una
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reduccion parcial de la respuesta en los 180 min para la dosis de 30 mg/kg
(Tiempo: Fz7451273= 11.39, P<0.0001; Tratamiento: F43,= 30.51, P<0.0001;
interaccion: Fp170= 3.112, P<0.0001). En este mismo punto se alcanzé el efecto

antialodinico maximo con la dosis de 100 mg/kg (Figura 28c).

a
. ) Presién muscular
Tratamientos (mg/kg)
= 250+
- Sano (n=8) k)
- Enfermo (n=s) g 200~
- Extracto MeOH 10 (n=7) §150
Extracto MeOH 30 (n=s) é
- Extracto MeOH 100 (n=s) g 100+
1 1 1 L 1 1
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Tiempo post-inyeccion (min
b) c) y (min)
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-
[3,]
1
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1
& |
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1
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|
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Figura 28. Cursos temporales de la evaluacién del extracto metandlico de
inflorescencias en los umbrales nociceptivos del modelo de FM inducidos por
reserpina. a) Umbral de presiéon muscular. b) Umbral de respuesta tactil (g) y ¢) Umbral
de respuesta a estimulo térmico (s). Cada punto representa el promedio + EEM de la
fuerza soportada en el musculo gastrocnemio o en la superficie plantar (g), asi como del
tiempo invertido en lamidas o sacudidas (s), respectivamente. ANADEVA de dos vias de
medidas repetidas seguida de la prueba post-hoc Tukey *P<0.05, *P<0.01 y ***P<0.001

comparado contra el grupo enfermo.

Los datos fueron expresados como el area bajo la curva (ABC), lo cual

permitié calcular y comparar el efecto farmacolégico de los tratamientos evaluados
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durante el periodo de cuatro horas. El efecto antihiperalgésico del extracto de Tilia
fue dependiente de la dosis (Tratamiento: F433= 81.19, P<0.0001) con reduccion
de la conducta tipo dolorosa del 37.54%, 82.81% y 60.24% en las dosis de 10, 30
y 100 mg/kg, respectivamente (Fig. 29a). En la figura 26b se puede apreciar que
las dosis que fueron efectivas en el umbral de respuesta tactil fueron 30 y 100
mg/kg con 61.40% y 68.01% de reduccion en la conducta tipo dolorosa,
respectivamente. (Tratamiento: F,33= 59.27, P<0.0001). Estas recuperaciones se
mantuvieron en la alodinia térmica (Fig. 29c¢) con reduccion del 86.56% y 103.51%
para la dosis de 30 mg/kg y 100 mg/kg, respectivamente (Tratamiento: Fj433=
40.25, P<0.0001).

a . .
. ) Hiperalgesia muscular
Tratamientos (mg/kg)
o &
= o &&&
L1 Sano (n=s) %60000- ] i
Bl Enfermo (n=s) S - .
B Extracto MeOH 10 (n=7) g o
O Extracto MeOH 30 (n=s) S 40000-
(7]
B Extracto MeOH 100 (n=s) @
S
g
O 20000 L !
Tratamientos
b) c)
Alodinia tactil Alodinia térmica
4000- 8
—— &&& < l
2 agt i) = < 800 888
T akx  KEF [EN7)]
T 3000+ K o 8 - %
20 3
9 m 2000 25
o = 8 400+
[e] O c *xk
£ g o
g 1000 o .g 200- ke
(V) = _g
011 s o-
Tratamientos o Tratamientos

Figura 29. Evaluacién del extracto metandlico de Tilia en los umbrales nociceptivos

del modelo de FM inducidos por reserpina expresados como ABC. a) Hiperalgesia

83



muscular. b) Alodinia tactil. c) Alodinia térmica. Cada barra representa el promedio + EEM
del ABC de la fuerza del estimulo soportada (g) y del tiempo empleado en lamidas y
sacudidas (s). ANADEVA de una via seguida de la prueba post-hoc Tukey *P<0.05,
**P<0.01 y **P<0.001 comparado contra el grupo enfermo, “P<0.05, ***P<0.001

comparacion entre dosis.

Partiendo de la evidencia de los efectos antihiperalgésico y antialodinicos
del extracto polar, se decidi6 evaluar la fraccion rica en flavonoides (F) en el
modelo de FM y asi evidenciar la contribucion de estos componentes en el efecto
generado por el extracto. En la figura 30a se observa que el efecto
antihiperalgésico maximo del flavonoide de referencia quercetina se alcanzé a los
30 min y se mantuvo en las 4 h de evaluacion. Las dosis de 30, 100 y 300 mg/kg
de la fraccion F también produjeron efecto antihiperalgésico. En todos los casos el
efecto antihiperalgésico se aprecié desde los 30 min y permanecio hasta los 90
min, después este efecto disminuy6 progresivamente hasta regresar a valores del
grupo enfermo (Tiempo: Fg3922365= 10.81, P<0.0001; Tratamiento: Fg37= 15.38,
P<0.0001; Interaccion: Fag296= 1.784, P<0.0021).
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Figura 30. Cursos temporales de la evaluacién de la fraccion F del extracto de Tilia
en los umbrales nociceptivos del modelo de FM inducidos por reserpina. a) Umbral
de presién muscular. b) Umbral de respuesta tactil. ¢) Umbral de respuesta a estimulo
frio. Cada punto representa el promedio + EEM de la fuerza soportada en el musculo
gastrocnemio o en la superficie plantar (g), asi como del tiempo empleado en lamidas y
sacudidas (s). ANADEVA de dos vias de medidas repetidas seguido de la prueba post-

hoc Tukey *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 en comparacién con el grupo enfermo.

En cuanto al umbral de respuesta tactil (Fig. 30b), el efecto maximo y
significativo de la administracion de la fraccion F a la dosis de 300 mg/kg y el de
quercetina se alcanzaron entre los 60 min y 120 min (Tiempo: Fs9702328= 6.880,
P<0.0001; Tratamiento: Fg30o= 17.82, P<0.0001; Interaccion: Fsg31,= 1.808,
P<0.0005).
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Al evaluar la fraccion F en el umbral de respuesta a estimulo frio, todas las
dosis fueron significativas para reducir la alodinia a estimulo frio durante las 4 h de
evaluacion (Tiempo: Fs243161.2= 14.00, P<0.0001; Tratamiento: Fg3s= 18.20,
P<0.0001; Interaccion: Fsg304= 1.689, P<0.0048). Este efecto antialodinico fue
similar al producido por el flavonoide de referencia quercetina (Fig. 30c).

El calculo del ABC del umbral de presion muscular demostrd que las dosis
de la fraccibn F generaron efecto antihiperalgésico significativo en la forma
siguiente: a 30 mg/kg de 39.93%, a 100 mg/kg de 50.28% y a 300 mg/kg de
29.50% (Tratamiento: Fg30= 19.77, P<0.0001). Quercetina evaluada a la dosis de
562 mg/kg revirtié la hiperalgesia en un 77.16% (Fig. 31a).

En el caso de la figura 31b, se aprecia que en el umbral de respuesta tactil
los cinco tratamientos evaluados fueron significativos en la respuesta tipo
dolorosa. En cuanto a la fraccion F, la dosis de 30 mg/kg produjo un efecto
antialodinico tactil del 41.25%, seguido de un 62.04% en la dosis de 100 mg/kg y
un 70.12% con la dosis de 300 mg/kg. Quercetina produjo efecto antihiperalgésico
del 71.50% (Tratamiento: Fe 3= 17.16, P<0.0001). En la figura 31c, en el umbral
de respuesta a estimulo frio se evidencié la mejora en la conducta de los sujetos
experimentales para todos los tratamientos evaluados. Cuantitativamente, la
fraccion F a dosis de 10 mg/kg gener6 un efecto antialodinico térmico de 74.28%,
a 30 mg/kg del 86.0%, a 100 mg/kg de 86.33% y a 300 mg/kg alcanz6 un 81.91%.
Los valores obtenidos fueron muy similares al producido por la administracion de
quercetina (82.35%) (Tratamiento: Fg 39= 22.54, P<0.0001).
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Figura 31. Evaluacién de la fraccién F del extracto de Tilia en los umbrales
nociceptivos del modelo de FM inducida por reserpina expresados como ABC. a)
Hiperalgesia muscular. b) Alodinia tactil. c) Alodinia térmica. Cada barra representa el
promedio £ EEM del ABC de la fuerza soportada (g) o del tiempo empleado en lamidas y
sacudidas (s). ANADEVA de una via seguido de la prueba post-hoc Tukey *P<0.05,
**P<0.01 y ***P<0.001, "P<0.01, t de student en comparacién con el grupo enfermo,
4P<0.05, 444P<0.001 comparacion entre dosis.

7.5 Evaluacién de pramipexol en las conductas nociceptivas del modelo de

FM inducida por reserpina.

De acuerdo con la evidencia de la moderada eficacia terapéutica del uso de los
agonistas dopaminérgicos como pramipexol en la FM (Holman y Myers, 2005);
éste se evalu6 como farmaco de uso clinico en el modelo de FM inducida con
reserpina usando 4 dosis (0.01, 0.1, 0.5 y 1 mg/kg), las primeras 3 fueron para

ubicar una dosis subefectiva que pudiera combinarse con la fraccion F rica en
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flavonoides del extracto de Tilia. La dosis de 1 mg/kg se utiliz6 como referencia
antihiperalgésica y antialodinica.

En el caso del umbral de presion muscular, Unicamente la dosis de
referencia fue significativa al alcanzar el maximo efecto antihiperalgésico a los 30
min de su administracién, posteriormente el efecto decayd (Fig. 32a) (Tiempo:
Fs.4542072= 9.534, P<0.0001; Tratamiento: Fs3s= 20.90, P<0.0001; Interaccion:
Fa0,304= 1.430, P<0.0516).

En el umbral de respuesta a estimulo tactil, solo la dosis de 1 mg/kg genero
efecto antialodinico, que fue significativo desde los 60 min y se mantuvo hasta los
240 min. El efecto maximo se alcanz6 a los 180 min (Fig. 32b) (Tiempo:
Fs.3042122= 1.4646, P<0.1995; Tratamiento: Fs40= 39.13, P<0.0001; Interaccion: F
40.320= 1.639, P<0.0114).
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Figura 32. Cursos temporales de la evaluaciéon de pramipexol en los umbrales

nociceptivos del modelo de FM inducidos por reserpina. a) Umbral de presion
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muscular. b) Umbral de respuesta tactil. ¢) Umbral de respuesta a estimulo frio. Cada
punto representa el promedio + EEM de la fuerza soportada en el musculo gastrocnemio o
en la superficie plantar (g), asi como del tiempo empleado en lamidas y sacudidas (Ss).
ANADEVA de dos vias de medidas re