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1. RESUMEN
El dolor neuropatico actualmente afecta aproximadamente al 8% de la poblacién mundial. Este
sindrome es de dificil manejo debido a una falta de comprension de su etiologia y la carencia de un
tratamiento efectivo y especifico para el mismo. Las estrategias terapéuticas existentes presentan
limitaciones importantes, por lo que la bisqueda de nuevos agentes con utilidad en el dolor
neuropatico es altamente necesaria. En este contexto los productos naturales se presentan como una
alternativa muy importante para el tratamiento del dolor ya que siguen siendo la principal fuente de
obtencion de compuestos con utilidad terapéutica. Dentro de los productos naturales, los compuestos
conocidos como alcamidas llaman la atencién debido a sus multiples efectos entre los que se destacan
el inflamatorio y el analgésico. La afinina y la piperina son las alcamidas principales de las familias
Asteraceae, y Piperaceae respectivamente, y han demostrado actividad analgésica en algunos
modelos de dolor visceral e inflamatorio. A pesar de la falta de evidencia documentada, estudios
previos sugieren que la afinina y piperina pueden intervenir en la modulacién de algunos mecanismos

comunes en el dolor de diversas etiologias como lo es el dolor neuropatico.

En el presente trabajo se obtuvieron las alcamidas piperina y afinina de Piper nigrum y Heliopsis
longipes las cuales fueron caracterizadas por métodos espectrométricos. El efecto analgésico de estas
alcamidas se estudi6 en un modelo de ligadura de nervios espinales L5 y L6 utilizando el modelo de

“up-and-down” y se determind su mecanismo de acciéon farmacolégicamente.

Los resultados indicaron que la afinina present6 bajo efecto antialodinico junto con efectos téxicos
por lo que fue descartada del estudio. Por el contrario, la piperina present6 buen efecto antialodinico
con una DEso de 17.43 mg/kg administrada por via intraperitoneal. Los estudios farmacoloégicos de la
piperina sugieren un mecanismo de accién dual; una desensibilizacién aguda de los receptores TRPV1

en las fibras nociceptivas y una modulacién positiva del receptor GABAx.

Este estudio constituye la primera vez que se comprueba el efecto analgésico de la piperina en el dolor

neuropatico y lo hace un buen candidato para futuros estudios.




2. INTRODUCCION

Las alcamidas son productos naturales frecuentemente presentes en plantas que se utilizan en la
herbolaria tradicional de diferentes culturas en todo el mundo. Son compuestos abundantes de las
familias Asteraceae, Solanaceae, Rutaceae y Piperaceae. Estos compuestos presentan una gran
variedad de actividades biologicas como insecticidas, antibacterianas, inmunoestimulantes,
antioxidantes, antiprotozoarias, ansioliticas, antiinflamatorias y analgésicas, siendo estas dos dltimas,
sus cualidades mas caracteristicas. Muchas especies de plantas pertenecientes a estas familias
producen una sensacion de anestesia al contacto con la boca, lengua o los labios. Razén por la cual,
desde hace siglos en la medicina tradicional, 1a planta completa o algunas partes de la misma, asi como
sus extractos presentan un uso como anestésico local y en remedios para el alivio dolor dental. En la
actualidad la capsaicina es la alcamida méas estudiada en relacién con su actividad analgésica. A pesar
de sus efectos secundarios, la capsaicina actualmente se usa como principio activo en diversas
formulaciones farmacéuticas para el tratamiento de diferentes tipos de dolor, estableciendo las bases

para el eventual uso de otras alcamidas relacionadas al mismo fin.

La afinina y la piperina son las alcamidas principales de las familias Asteraceae, y Piperaceae
respectivamente, y han demostrado actividad analgésica en algunos modelos de dolor visceral e
inflamatorio. A pesar de la falta de evidencia documentada de sus propiedades analgésicas, el
potencial terapéutico de estas alcamidas parece estar desaprovechado debido a que estudios previos
sugieren que pueden intervenir en la modulacién de algunos mecanismos comunes en el dolor de
diversas etiologias, lo que las hace buenas candidatas para el tratamiento de algunos tipos de dolor
cronico como el dolor neuropatico. El dolor neuropatico es un sindrome de muy dificil manejo en la
practica clinica debido a que aun existe una carencia del entendimiento etiolégico y de un tratamiento
efectivo y especifico. La actualidad exige el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para su

tratamiento.

El objetivo del presente trabajo fue aislar las alcamidas afinina y piperina de sus respectivas fuentes
naturales y determinar farmacologicamente el efecto analgésico en el dolor neuropatico, asi como

dilucidar los mecanismos de accién por los cuales ejercen su efecto.




3. MARCO TEORICO
3.1. Dolor

El dolor tiene una funcién sumamente importante en la proteccién del organismo, ya que obliga al
cuerpo a retirarse de estimulos fisicos o quimicos que ponen en peligro su integridad?. Sin embargo,
cuando existe un funcionamiento anormal en las estructuras que regulan este mecanismo, el dolor
sobrepasa su funcion y se vuelve patolégico2. Dado que la sensacién del dolor implica componentes
fisiopatoldgicos y psicoldgicos que son dificiles de interpretar3, definirlo se vuelve muy complicado.
Actualmente la Organizacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés)
tiene la definicion mas aceptada y lo define como “una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada a un dafio tisular real o potencial que puede ser descrito en términos de la
magnitud del dafio”4; de la misma manera, su clasificacion resulta dificil debido a los diversos factores
fisioldgicos, anatdmicos y psicolégicos que lo integran5, actualmente, la clasificacién mas aceptada es
la propuesta por Woolf y colaboradores, quienes se basan en el mecanismo neurofisiolégico que
origina el dolor para clasificarlo en 4 tipos (Fig. 1)¢:

1. Dolor nociceptivo: Dolor transitorio que responde a estimulos nocivos mediante un sistema
especializado de alto umbral. Se considera como un sistema de alerta ante estimulos
potencialmente dafiinos

2. Dolor inflamatorio: Dolor espontaneo que responde a un dafio en el tejido y se acompafia de
hipersensibilidad. Este dolor tiene como objetivo la reduccion del contacto y movimiento de
la zona afectada. Se considera como un sistema de proteccion para evitar un dafio mayor al ya
originado.

3. Dolor neuropatico: Tipo de dolor espontaneo acompafiado de hipersensibilidad que se genera
por lesiones en el sistema nervioso, tanto a nivel periférico (polineuropatia diabética o
neuralgia post-herpética) como a nivel central (lesiéon en la médula espinal o esclerosis
multiple).

4. Dolor funcional: Dolor no adaptativo ya que carece de un motivo de respuesta especifico, se
origina como consecuencia de sensibilidad anormal o procesamiento central alterado.

A pesar de que todos los tipos de dolor poseen etiologias distintas, el dolor neuropatico, el funcional
y el inflamatorio presentan una caracteristica que los diferencia del dolor nociceptivo. Esta es que se
pueden presentar de manera espontanea en ausencia aparente de un estimulo, o bien, puede ser
provocado por un estimulo capaz de producir dos respuestas distintas: Hiperalgesia, una reacciéon

exagerada ante un estimulo nocivo y alodinia, una respuesta nociceptiva ante un estimulo inocuo®.
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Figura 1. Los cuatro principales tipos de dolor, modificado de Woolf et al.6

El objetivo del estudio del dolor es la identificaciéon de los mecanismos responsables y la busqueda de

herramientas que normalicen o impidan las alteraciones en el procesamiento nociceptivo.
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3.1.1. Fisiologia del dolor

Para entender la fisiologia del dolor es necesario distinguir la diferencia entre dolor y nocicepcién:

Mientras que el primero es una experiencia subjetiva, producto de una percepcién conjunta por el
sistema nervioso central, que incorpora un importante componente emocional, la nocicepcién es el
proceso neuroldgico y fisiolégico de codificacién de estimulos nocivos y la sensacion del dolor puede
no estar precisamente implicada8. El proceso nociceptivo inicia con los nociceptores. Los nociceptores
son neuronas sensoriales periféricas especializadas que nos alertan de estimulos potencialmente
dafiinos detectando extremos de temperatura, presion o sustancias quimicas y traduciendo estos
estimulos a una sefial eléctrica que es transmitida de la periferia al sistema nervioso central a través
de axones®. Existen dos tipos de nociceptores: Mecanorreceptores de alto umbral los cuales
responden a la deformacién mecanica y receptores polimodales que responden a una variedad de
estimulos (temperatura, quimicos, etc.) que dafian el tejido. Los nociceptores son, por tanto, las
terminaciones de fibras nerviosas de las cuales hay dos tipos, fibras A3 y fibras C. Estas son fibras
aferentes primarias que tienen cuerpos celulares en los ganglios de la raiz dorsal (GRD) o en el ganglio
trigémino (GT) y terminan en el asta dorsal de la médula espinal®. Las raices nerviosas de las fibras
se pueden bifurcar en ramas ascendentes y descendentes que pueden terminar en diferentes
segmentos del asta dorsal; las fibras C terminan en la lamina Il y las fibras Ad terminan en las ldminas
[ y V10, El asta dorsal de la médula espinal es el sitio donde las fibras aferentes primarias realizan
sinapsis con las neuronas de segundo orden, es también donde ocurren interacciones complejas entre
las interneuronas excitatorias e inhibitorias y donde ejercen su efecto los tractos inhibitorios
descendentes de centros superiores del SNC10. Existen tres tipos de neuronas de segundo orden: (1)
nociceptivo especificas (responden selectivamente a estimulos nocivos de alto umbral), (2) de amplio
rango dinamico (responden a un amplio rango de estimulos sensoriales) y (3) de bajo umbral
(responden tinicamente a estimulos inocuos). Las neuronas de segundo orden ascienden a los centros
superiores a través de los tractos espinotalamico y espinorreticular que se localizan en la sustancia
blanca anterolateral de la médula espinalll. El tdlamo es el area clave para procesar informacién
somatosensorial. Los axones que viajan en los tractos espinotalamico lateral y medial terminan en
sus respectivos nucleos medial y lateral, y desde aqui las neuronas se proyectan hacia las cortezas
somatosensoriales primaria y secundaria, la insula, la corteza cingulada anterior y la corteza
prefrontal. Estas areas desempefian diversas funciones en la percepcién del dolor y también
interactian con otras areas del cerebro, por ejemplo, el cerebelo y los ganglios basales (que
tradicionalmente se sabe que estdn mas relacionadas con la funcién motora que con el dolor)?2. El

proceso mencionado se ejemplifica esquematicamente en la Fig. 2.




SISTEMA DE TRANSMISION SISTEMA DE MODULACION

Cortex frontal (asociacion)

o Cortex
Diencéfalo ) @~ \somatosensorial

Tronco cerebral

Sitio de
Trans-
duccion

Via Anterolateral

Figura 2. Esquema de las principales estructuras neuronales relacionadas con el dolor. (GRD: Ganglio de la raiz

dorsal, H: Hipotalamo)13.
Es importante sefialar que, aunque se explicaron las principales vias nociceptivas, la experiencia

dolorosa va mucho mas alld de sélo estimulos fisicos o quimicos desencadenando respuestas

neuronales.

3.1.2. Dolor Neuropético

El dolor neuropatico se desarrolla como consecuencia de una lesiéon o enfermedad que afecta las vias
somatosensoriales en el sistema nervioso periférico o central y ocurre en muchas enfermedades
neuroldgicas (neuropatia periférica, radiculopatia, lesion de la médula espinal, accidente
cerebrovascular y esclerosis multiple), se considera una condicién incapacitante que afecta del 6 al
8% de la poblacién mundiall4. En este tipo de dolor, se pierde la condicién adaptativa del mismo,
puesto que deja de ser una sefial fisioldgica asociada a la busqueda de proteccion para convertirse en
un estado patologico que involucra una serie de elementos que facilitan su generacién y persistencia

en el tiempo.
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Algunos ejemplos de dolor neuropético son la neuralgia del trigémino?5, la neuropatia diabéticalé, la
neuralgia post-herpétical’, las monorradiculopatias8, dolor neuropatico inducido por
quimioterapial®20, el dolor de nervio fantasma?122, el sindrome doloroso regional complejo?3.

El dolor neuropatico presenta una gran variedad de sintomas, puede percibirse de diferentes
maneras, ya sea como sensacion quemante persistente y/o lancinante?* y frecuentemente esta

asociado a signos sensoriales como la alodinia y la hiperalgesia2s:26,

También pueden presentarse -signos sensoriales anormales de tipo espontdneo o evocado, como las
disestesias (sensaciones anormales no placenteras) y parestesias (sensaciones anormales no
desagradables)2527. Dichas caracteristicas se originan por la presencia de sensibilizacion a nivel de
las fibras aferentes primarias (sensibilizacion periférica) o a nivel del asta dorsal de la médula espinal
(sensibilizacion central)28. Estos fendmenos son consecuencia de una estimulacion nociva repetida
que genera un aumento en la actividad espontdnea, una disminuciéon del umbral de activacién y un
incremento en la respuesta a estimulos subsecuentes, por lo que supone modificaciones de la
fisiologia normal de las neuronas que integran la via de transmisién nociceptiva tanto a nivel
periférico como nivel central?8. Los sindromes de dolor neuropatico pueden ser clasificados en

periféricos y centrales, segtin la localizaciéon anatomica de la lesion o la enfermedad causante(Fig. 3)14.

SNC SNP

e Lesiones en médula espinal e Mononeuropatias postquirurgicas
 Dolor postquirurgico central * Dolor miembro fantasma
e Esclerosis multiple

e Radiculopatias cervicales
e Neuralgia postherpética
e Neuropatias metabdlicas

» Neuropatias asociadas a
malignidad

e Polineuropatias inmunomediadas

e Neuropatia secundaria a la
quimioterapia

Figura 3. Clasificacion de algunos sindromes de dolor neuropético, modificado de Magrinelli et. al. 14
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3.1.2.1.  Mecanismos del dolor neuropdtico
Existen multiples mecanismos que contribuyen a la generacién y mantenimiento del dolor
neuropatico que pueden ocurrir a diferentes niveles del SN, como el sistema nervioso periférico, la
médula espinal, los GRD y el cerebro?’, sin embargo, se ha descrito muy poco acerca de los
mecanismos subyacentes al dolor neuropatico central. Los mecanismos que mejor se han descrito
hasta el momento son a nivel periférico, los cuales incluyen la sensibilizacién de nociceptores3?, el
incremento y redistribucién de canales de sodio3!, aumento de la expresién de adrenoreceptores,
sustancia P, galanina y factor neurotréfico derivado del cerebro (BNDF)29. También se ha sugerido la
participacidn de los receptores de potencial transitorio (TRP) que favorecen la entrada de Na+* y Ca2+
a la célula. Se sabe que el aumento de la funcién de los receptores TRPA1, TRPV1 y TRPV4 presentes
en la membrana plasmatica de los nociceptores aumenta la percepcién de estimulos nocivos32 33,34,

entre otros.

A nivel central la sensibilizacién del asta dorsal de la médula espinal es un evento considerado
indispensable para la generacion del dolor neuropatico3s, durante este evento, el receptor N-metil-D-
aspartato (NMDATr) es fosforilado, lo cual incrementa su distribucién y se traslada desde depdsitos
intracelulares hasta la membrana; una vez ahi, el aumento de potenciales de accién incrementa la
sensibilidad a glutamato y a su vez el flujo de Ca2* en dicho receptor. Esto origina un aumento en la
excitabilidad de las células, una disminucién del umbral de activacién y, por lo tanto, modificaciones
a la respuesta considerada normal de las diferentes fibras nociceptivas (A8 y C) ya que ahora
responden a estimulos normalmente inocuos, mientras que a estimulos nocivos responden de manera
exageradas. La sensibilizacion del asta dorsal es debida en parte a la exposicion de mediadores
pronociceptivos en la zona de dafio36 siendo el 6xido nitrico (NO) uno de los mediadores mas
estudiados. Se ha determinado un incremento de la actividad de la éxido nitrico sintasa en modelos
de dolor neuropatico en rata3’, obteniéndose un efecto antinociceptivo con inhibidores de la 6xido
nitrico sintasa38. La accion propuesta para el NO a nivel espinal es que funciona como un transmisor
retrogrado que incrementa la liberacién de neurotransmisores y que ejerce control postsinaptico de
canales i6nicos3°. También existe una reduccion en el mecanismo de inhibicion espinal a través de la
disminucién de la liberaciéon de GABA y opioides enddgenos desde las interneuronas inhibidoras que
inervan la terminal central de las fibras aferentes primarias, lo que facilita el incremento de la
transmision del dolor3+ 49, asi mismo, la modulacion descendiente del dolor se ve afectada*!. Las vias
descendientes inhibidoras del dolor que involucran la liberacién de serotonina, noradrenalina y

péptidos opioides se ven severamente disminuidas4?, mientras que las vias descendientes que
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promueven el dolor a través de la liberacidon de serotonina aumentan#3 44, Todos estos mecanismos

se resumen en la Figura 4.

A. Neuronas Sensoriales Primarias Lesionadas Transmision
sinaptica
Acoplamiento Muerte glterada

Aumento de la sensibilidad axonal a
estimulos mecanicos, térmicos y
quimicos. Transduccion ectopica.

sensorial Neurcnal 7N

neuronal : 0

: 24 g

simpatico ! | \ \\ -
Generacion de poten- Et

cial de accion ectopico A

Amplificacion periférica y central mediada por Provocada por:
Cambios en la sintesis de neurotransmisores Pérdida de factores neurotroficos
Excitabilidad de membrana aumentada Actividad espontanea de receptores
Crecimiento periférico y central del axon Senales de células del sistema
inmunologico
Senalizacion retrograda

B. Neuronas Sensoriales Primarias Intactas
Asta dorsal Al cerebro

Ganglic de la raiz dorsal

/ "
’\ Sitio de lesion E\I
axonal

Transduccion Generacion de
alterada potencial de
accion ectopico

7

Brotes S
colaterales

Amplificacion y actividad espontanea mediada por:
Expresion alterada de receptores y canales ionicos
Cambio en umbrales y cinética de canales ionicos
Crecimiento colateral de axones

Médula espinal
Provocada por:
Factores neurotroficos
Senales de células del sistema inmune

C. Neuronas Sensoriales de Segundo Orden @

Amplificacion central mediada por:
Facilitacion homosinaptica y heterosinaptica
Desinhibicion

Conectividad sinaptica alterada

Cambios en circuitos nociceptivos centrales

Provocada por:

Neuronas primarias aferentes

Vias descendientes del encéfalo
Células del sistema inmune, microglia y
astrocitos

Figura 4. Resumen de los principales mecanismos que subyacen el dolor neuropatico periférico, su ubicacién y

los desencadenantes responsables de su activacion. Modificado de Costigan et al.*>
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En resumen, los receptores TRP, la via serotoninérgica, la opioidérgica, la GABAérgica y del 6xido
nitrico juegan un papel importante en la modulacién del dolor neuropatico tanto a nivel central como
periférico. Esto explica por qué numerosos farmacos empleados para el tratamiento de este tipo de

dolor tienen alguna de estas vias como diana farmacolégica.

3.1.2.2.  Tratamiento del dolor neuropdtico
Debido a la falta de un tratamiento verdaderamente efectivo para esta condicién, se han propuesto
algunas recomendaciones terapéuticas para el tratamiento del dolor neuropatico. Existen numerosas
guias que indican cudl es el medicamento de primera, segunda y tercera linea a utilizar con base en la
causa de la condiciéon neuropatica*6. 47.48, sin embargo, el tratamiento de esta condicion sigue siendo
de muy dificil manejo en la clinica debido a la falta del entendimiento etioldgico del mismo#9. Los
pacientes con neuropatia son considerados resistentes a los analgésicos clasicos (AINEs y opioides),
por lo que requieren de otros medicamentos, entre los que podemos mencionar a los antidepresivos
triciclicos, los inhibidores de la recaptura de serotonina y/o serotonina-norepinefrinas?, los
antiepilépticos y anticonvulsivos activos en canales de Na* y de Ca?* 51. Asf como también algunos
opioides como el tramadol52, AINEs donadores de 6xido nitrico33, lidocaina y capsaicina, inicamente
de manera tépical4 54, A pesar de la cantidad de fArmacos disponibles, 3 de cada 5 pacientes logra una
respuesta satisfactoria y aun asi reportan menos alivio que aquellos pacientes con dolor

nociceptivo4.

La primera linea de tratamiento para la neuropatia son los antidepresivos triciclicos (ATC),
desafortunadamente, estos farmacos presentan eficacia limitada y efectos adversos severosSs. Los
ATC actian inhibiendo la recaptura de serotonina y noradrenalina, estidn contraindicados en
pacientes con enfermedades cardiacas, retencidn urinaria o glaucomas y la aparicion de sus efectos
analgésicos aparecen después de semanas de tratamiento?’. Los inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina son mejor tolerados que los ATC aunque su eficacia es cuestionable ya que diversos

estudios clinicos han mostrado poca o nula eficacia entre el placebo y estos fArmacosss 57.
En la mayoria, los anticonvulsivos utilizados presentan efectos secundarios nada despreciables que

se incrementan con el paso del tiempo. Entre ellos encontramos la pérdida de cabello, ganancia o

pérdida de peso, hepatotoxicidad y pérdida de la funcidn cognitivaSs.
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El anticonvulsivo mas utilizado para tratar el dolor neuropatico es la gabapentina debido a su
efectividad y menos efectos adversos, entre los que se encuentran: aumento de masa corporal,
mareos, ataxia, sedacion, euforia e hinchazon de tobillos. Al igual que los antidepresivos, gabapentina
tarda varias semanas en alcanzar su efecto maximo y es necesaria la administracion de tres dosis

diarias®°.

A pesar de que algunos opioides son efectivos en la neuropatia, no son recomendados para su
tratamiento debido a que el uso prolongado de estos fArmacos resulta en la generacién de efectos
secundarios como constipacion, retencidn urinaria, pérdida de la funciéon inmune y cognitiva entre
muchos otros asociados con la tolerancia y dependencia que generan53. Finalmente, las pomadas de
capsaicina y lidocaina, asf como los AINEs y donadores de éxido nitrico han mostrado efectividad en
estudios preliminares de dolor neuropatico5*. Los tratamientos para el dolor neuropatico se resumen

en un esquema presentado en la Figura 5.

» ATCs: Nortriptilina,
Antide- imipramina
presivos * |SRS: Duloxetina,
fenlafaxina

Anticon- WRKIRE:CLEURE!

VIEVELGEE » Gabapentina
tes » Carbamazepina
Dolor
Neuropatico
* Tramadol
.. * Oxicodona
Opioides .
* Fentanilo
* Morfina

Agentes e Lidocaina
Topicos » Capsaicina

Figura 5. Resumen esquematico de los tratamientos para el dolor neuropatico.
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En nuestro pais existe la Guia de Practica Clinica del Tratamiento Farmacolégico del Dolor
Neuropatico en Mayores de 18 afiosé9, donde se indica el tratamiento de primera, segunda y tercera
linea dependiendo del tipo de dolor neuropatico que presenta el paciente, asi como los efectos

adversos y recomendaciones de cada tratamiento. El algoritmo de tratamiento a seguir se muestra en

Paciente con
dolor

Historial clinico y
examen
neuroldgico,
examenes de
laboratorio, imagen
y electrofisiologia,
valoracion
psicologica

la Figura 6.

S| .| Tratamiento
farmacoldgico

Diagndstico
diferencial

Y
Primera linea

de —
recomendacion

- Se recomienda ajuste de
medicamentos horarios y
rescates ¥

Segunda linea

- Interrogar sobre q

. P € 1
adherencia terapéutica recomendacion

- Revisar otros problemas
que interfieran con el
reporte de dolor

y

Tercera linea de
Tratamiento recomendacion
intervencionista
por especialista NO ¢ Res-
en segundo y ponde
tercer nivel aTx?
(neurdlogo,
ortopedista)

A

si

Alta vigilancia

periddica con
diario
Figura 6.Esquema general de valoracién del paciente con dolor neuropatico®°.
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En este contexto, se vuelve vital la investigacién y el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para
el tratamiento del dolor neuropatico, y es necesario considerar el gran potencial que existe en el uso

de productos naturales para este fin.

3.2. Uso de productos naturales en el dolor neuropatico

Por las causas antes mencionadas, la busqueda de nuevos compuestos quimicos que puedan actuar
como moléculas eficaces para el tratamiento del dolor neuropatico ha tenido un auge en afios
recientes, y en esta buisqueda, los productos naturales juegan un papel muy importante ya que siguen
siendo la fuente mas prometedora de nuevos compuestos quimicos con posible aplicacion
terapéutica.6! De acuerdo con una revision sistematica de productos naturales evaluados en dolor
neuropatico, los cinco tipos de compuestos mas estudiados son: flavonoides (28%), terpenos (17%),
alcaloides (14%), fenoles (10%) y carotenoides (10%), los demas compuestos entran en el 21%
restante. Todos los compuestos presentan diferentes mecanismos de accidn, sin embargo, disminuir
la neuroinflamacién parece ser un mecanismo clave de éstos compuestos para aliviar el dolor

neuropaticosz.

Comenzando por el grupo de compuestos mas estudiado, los flavonoides son de los metabolitos
secundarios mas importantes para la industria farmacéutica y cosmética debido a sus multiples
propiedades biolégicas. Estos compuestos pueden controlar el dolor neuropatico mediante la
modulacién de la proteina cinasa C y su actividad antioxidante. Los flavonoides que han resultado

mas prometedores son la quercetina, ginketina y la naringina 63 64,

Los terpenos son moléculas relativamente simples que se clasifican por el nimero de isoprenos que
presentan en su estructura, tienen bajo peso molecular y son lipofilicos, por lo tanto, presentan un
perfil de ser compuestos psicoactivosés. En una revision reciente, se ha descrito que los terpenos
pueden actuar en el SNC modulando importantes sistemas de neurotransmisores como el
glutamatérgico, serotoninérgico, opioidérgico y endocannabinoide®s, los cuales tienen un papel muy

importante en la modulacién del dolor neuropatico.

Otros de los metabolitos secundarios estudiados contra la neuropatia son los alcaloides. Estos
compuestos presentan un nitrégeno en su estructura, son sintetizados a partir de aminoacidos y
presentan actividad farmacoldgica potente, muchos de ellos sobre el SNC6¢7. Los alcaloides koumina,

cuya actividad puede estar relacionada con la regulacion a la alza de alopregnanolona en la médula
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espinal®8, y la lapaconitina, compuesto obtenido de especies del género Aconitum, que presenta un
mecanismo de acciéon mediado por los receptores kappa opioides (KOP)¢ son los que presentan una
mejor actividad analgésica contra el dolor neuropatico. Algunas moléculas derivadas de productos

naturales con su respectiva clasificacion y mecanismo de acciéon se muestran en la tabla de la figura 7

Molécula Clasificacion Fuente Natural Mecanismo Cita

de accion bibliografica

Actividad
Allium cepa antioxidante.
Flavonoide Brassica Modulador de = Anjaneyulu et al.
olearacea la Proteina (2003)70
Vitis vinifera Cinasa C.
Quercetina
Agonista ay
Thymus vulgaris | adrenérgico | De Sousa et al
| Monoterpeno Humulus lupus | con liberacion | (2011)65
Verbena sp. estimulada de | Rao etal
HsC CH, opioides (1990)71
B-Mirceno endogenos
N
By
P Alcaloide Gelsemium Agonista Xu et al.
x elegans kappa (2012)¢8
/\/ opioides(kOP)

Koumina

Figura 7. Tabla que presenta tres diferentes compuestos de origen natural con actividad en el dolor
neuropatico.

En la mayoria de los productos naturales evaluados frente al dolor neuropdatico destacan tres
mecanismos farmacologicos: Mecanismos antioxidantes, reduccion de mediadores pro inflamatorios,
modulacién de los sistemas neuronales clasicos implicados en el manejo del dolors2. En este sentido,
Kissin realizé un extenso estudio de los farmacos analgésicos desarrollados y aprobados por la FDA

durante el periodo de 1960 a 2009 y destaca que las nuevas investigaciones frente al dolor
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neuropatico deberian dirigirse hacia nuevos blancos terapéuticos: endocannabinoides, antagonistas
NMDA, bloqueadores de canales de calcio tipo N y agonistas de Receptores de Potencial Transitorio

V1(TRPV1) 72,

Estudios previos demostraron el efecto analgésico de la administracion topica de la capsaicina,
agonista del receptor TRPV1 en pacientes con dolor neuropatico, dicho efecto se vio acompafiado de
los efectos indeseables caracteristicos de la capsaicina que limitan su uso terapéutico?3. La capsaicina
pertenece a las alcamidas, grupo de productos naturales que muestran una amplia variabilidad
estructural y una importante gama de actividades bioldgicas, incluida la analgésica, sin embargo, la
investigacion de estos compuestos sigue siendo muy escasa. El antecedente del uso de la capsaicina
como tratamiento para la neuropatia, asi como los registros del uso de plantas con alto contenido de
alcamidas como analgésicos en la medicina tradicional’¢ sugieren un gran potencial de estos

compuestos frente al dolor neuropatico.

3.3. Alcamidas

Las alcamidas o alquilamidas son compuestos constituidos por la unién de un acido graso de cadena
mediana o larga, de ocho a dieciocho carbonos generalmente alifitica y una amina generalmente
proveniente de algiin aminoacido, ambos pueden incluir sistemas ciclicos o heterociclicos. La esencia

de estas moléculas es su enlace amida (Fig. 8) 75.

Las alcamidas han sido utilizadas por sus propiedades organolépticas, sin embargo, son consideradas
compuestos bioactivos con un gran nimero de actividades bioldgicas tanto en plantas como en
animales. Sus actividades como insecticidas’6,  antimaldricos’?,  antibacterianos’s,
inmunoestimulantes??, analgésicos, antiinflamatorios y antioxidantes8? son las mas destacadas. Estan
distribuidas a lo largo del reino vegetal siendo sus fuentes mas comunes las familias Asteraceae,

Solanaceae, Rutaceae y Piperaceae, y actualmente se han logrado aislar mas de 300 alcamidas 75.

Las alcamidas de la familia Asteraceae se caracterizan por presentar una cadena alifatica de ocho a
dieciocho carbonos con presencia de uno o dos grupos alquinos en su conformacionst. Las de la familia
Rutaceae so6lo poseen alquenos en su parte acida, su cadena alifatica consiste principalmente en

cadenas de doce a catorce carbonos derivados del acido graso.
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Figura 8. Propiedades estructurales de las alcamidas. Modificado de Boonen y cols.”>

Las alcamidas de Piperaceae tienen una cadena lineal desde 6 hasta 26 carbonos, con o sin terminal
aromatico, aunque generalmente esta presente. En la mayoria de los casos la cadena del acido graso
tiene un ndmero par de atomos de carbono cuando no hay sustituyente aromatico, mientras que, si
existe, el nimero de carbonos es impar82. Por su parte, los capsaicinoides son las alcamidas
caracteristicas de la familia Solanaceae y se obtienen de especies del género Capsicum. Estos
compuestos son los responsables de la sensacién de pungencia y calor que se produce al morder los
frutos de este género, mejor conocidos como chiles83. Los capsaicinoides se caracterizan por
presentar un residuo N-vanillilamida unido a un acido graso que puedes ser lineal o ramificado. Las
alcamidas de esta familia sélo difieren en la longitud de la cadena del acido graso que puede ser desde

siete hasta dieciocho carbonos.

Las plantas que contienen estos compuestos se usan como condimento en la comida en diferentes
partes del mundo, sin embargo, en paises como India, China, México, Malasia y Tailandia estas plantas
también tienen un importante papel dentro de la medicina tradicional desde la antigiiedad. Sin
importar el género o la familia a la que pertenezcan, las plantas ricas en alcamidas producen una
sensacion de ardor no placentera, tienen un sabor acido y pungente, producen salivacién y hormigueo
cuando estan en contacto con diferentes partes de la boca. Estas sensaciones se acompanan de efectos
de adormecimiento, parestesia y anestesia84 Estas ultimas sensaciones son la razén por la cual de
manera tradicional se acostumbra a masticar o administrar de manera topica alguna infusién o

extracto de estas plantas para aliviar el dolor dental.
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Como se menciond anteriormente, cada familia de plantas presenta alcamidas diferentes, por lo tanto,
el uso de plantas de diferentes familias para una misma funcién, como lo es el alivio de dolor, sugiere
que las alcamidas presentes en las diferentes familias pueden tener una actividad analgésica similar,
a pesar de su diferencia estructural, este hecho hace que resulte interesante estudiar la actividad

analgésica producida por los miembros caracteristicos de cada familia.

Recientemente se sugirié que el fragmento amida incluido en todas las alcamidas es el responsable
de la actividad analgésica. Mientras que variaciones en los residuos alquilo en el 4cido graso y/o en
los grupos amino le confiere caracteristicas distintivas a cada alcamida. Tal es el caso de la presencia
del residuo vanilloide en la capsaicina que le confiere sus propiedades de pungencia y caracteristicas
adversas que limitan su uso medicinal, por lo tanto, algunas otras alcamidas que carezcan de dicho
fragmento vanilloide en su estructura podrian no presentar los aspectos farmacolégicos adversos de
su actividad analgésica8s. Con base en estos datos, una alcamida con actividad analgésica, pero sin
pungencia ni sensaciones dolorosas iniciales seria una valiosa herramienta terapéutica para el

tratamiento del dolor neuropatico.

3.3.1. Afinina
También conocida como spilanthol, 1a afinina (N-isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida) (Fig. 9) es
considerada la alcamida mas caracteristica de la familia y es el principal compuesto bioactivo en las
raices de la planta Heliopsis longipes8¢ (Fig. 10). En México se conoce a esta planta como “Chilcuague”
0 “Chilcuan”, considerada como un recurso medicinal y culinario en estados como Guanajuato, San
Luis Potosi y Querétaro. Su uso tradicional en México como condimento, saborizante, antimicrobiano,
antiparasitario, analgésico bucal y anestésico se remonta a la época prehispanica®’. Existen diversos
reportes que demuestran el efecto analgésico y antiinflamatorio de Heliopsis longipes en dolor dental,
muscular e inflamatorio, tanto en ratones como en seres humanoss8 89, sugiriendo la presencia de

compuestos con actividad antinociceptiva.

Figura 9. Estructura quimica de la afinina.
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Algunos estudios han sugerido un efecto antinociceptivo y antiinflamatorio tras la administracién
sistémica de afinina en modelos de dolor inflamatorio en ratones8? 9.91. Sin embargo, hasta la fecha
no existen estudios sobre la posible participacién de la afinina en la modulacién del dolor neuropatico.
Ademas, aun se desconocen los mecanismos precisos y sitios de acciéon por los cuales la afinina
produce sus efectos antinociceptivos. Un estudio sugiere interacciones con los sistemas opiodérgico,
GABAérgico, serotonérgico y del 6xido nitrico para su efecto analgésico en el dolor inflamatorio,
mientras que otro estudio sugiere la participacién del receptor TRPV1 en el efecto antinociceptivo en
la prueba orofacial de formalina, indicando que la sensibilizacion del recepor podria tener un papel

importante en la alodinia mecanica y la hiperalgesia.

Figura 10. Raices de Heliopsis longipes.

3.3.2. Piperina
La piperina, (2E, 4E)-5-(1, 3-benzodioxol-5-il)-1-piperidin-1-ilpenta-2,4-dien-1-ona (Fig. 11) es la
alcamida mayoritaria en el fruto de especies del género Piper, principalmente en los frutos de las
especies Piper nigrum (Fig. 12) y Piper longum, consideradas las mas importantes del género92. Las
plantas de este género se han usado en China, India y América Latina como especias y sazonadores
en la gastronomia. Dentro de la medicina tradicional se han utilizado como sedantes, analgésicos y
para el tratamiento del reumatismo, artritis y mordidas de serpiente?. Existen estudios de la piperina
donde se demuestra la amplia variedad de efectos biolégicos que exhibe, entre los que podemos

mencionar el efecto antioxidante, antidiarreica, antimutagénica® y antinociceptiva®s.
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Figura 11. Estructura quimica de la piperina

Actualmente no existen estudios que evalden el posible efecto analgésico de la piperina en el dolor
neuropatico ni su mecanismo de accién para producir dicho efecto. Se ha descrito que la piperina es
capaz de activar al receptor TRPV1 in vitro por un mecanismo similar al de la capsaicina®, mostrando
menor potencia pero mayor eficacia para activar al receptor que la capsaicina, este hecho favorece
una desensibilizacién mas rapida del receptor TRPV1 en comparacién con capsaicina?’, estos datos
sugieren que la piperina es posiblemente una herramienta util en el tratamiento del dolor de diferente

etiologia.
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Figura 12. Hojas y frutos de Piper nigrum.
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3.4. Receptor de Potencial Transitorio V1 (TRPV1)

El receptor de Potencial Transitorio Vanilloide 1 (TRPV1) es un canal catiénico que contienen seis
dominios transmembranales con conformacién homotetramérica y sus regiones amino y carboxilo
terminales son intracelulares (Fig. 13, b)%. El TRPV1 es un canal no selectivo expresado
predominantemente en los ganglios sensoriales como el ganglio de raiz dorsal (GRD), ganglios
trigeminales (TG), y ganglio Toracico Vagal (TV), en fibras sensoriales primarias nociceptivas C y A§%
y en el SNC, ademas, fuera del sistema nervioso, TRPV1 estd expresado en rifidn, vias aéreas, piel,

vejiga, higado, rifién, bazo, entre otras?s.

El TRPV1 presenta una estructura tetramérica donde cada subunidad presenta 6 dominios
transmembranales (S1-S6) y una via de conduccion iénica entre el quinto y sexto domino (S5 y S6)
(Fig. 13,a). La permeacion de iones Na*y Ca?* esta controlada por interacciones alostéricas entre las

subunidades y por una puerta de activaciéon que se ubica en la regién interna del segmento seis (S6)100.

Extracelular

Dominios
N de
anquirina C

Poro del canal
Subunidad

4

Extracelular

Membrana
plasmatica

Intracelular

Figura 13. A) Esquema de las subunidades del TRPV1, cada una de ellas se compone por seis subunidades
transmembranales, y sus segmentos amino (N) y carboxilo terminal (C) intracelulares. La Regién amino

terminal presenta seis dominios de unidn a anquirina. B) Esquema del homotetramero de TRPV1.
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Puede ser activado por diferentes estimulos entre los que podemos mencionar al calor nocivo
(>42°C), presion nociva, alta concentracidn de protones, capsaicina y sus andlogos, alicina, alcanfor,
oxido nitrico (NO) y por algunos eicosanoides y toxinas!0l. El TRPV1 muestra sitios de union distintos
para sus diversos agonistas, por ejemplo, la capsaicina, que es una molécula hidrofébica pequefia, se
une al sitio de unidn vaniloide (VBS), localizado en el dominio intracelular del receptor, mientras que
los protones se unen al dominio de los poros externos extracelulares, curiosamente, aunque estos
sitios de union estdn ubicados en regiones separadas fisicamente a través de las subunidades del

canal del receptor, ambos provocan la activacion del canal1z,

El TRPV1 juega un papel clave en la deteccién de una gran variedad de estimulos, y su presencia en
las neuronas sensoriales aferentes, entre otras estructuras, lo hace un buen blanco terapéutico para
tratar distintos tipos de dolor. Las neuronas que contienen el canal TRPV1 pueden volverse
insensibles a mas estimulos dolorosos a través de la desensibilizacion del receptor en respuesta a
algunos agonistas, lo que puede dar como resultado una falta generalizada de respuesta de este

receptor a estimulos nocivos adicionales101,

Existen dos tipos de desensibilizacién en estos receptores, el primero es una desensibilizacion aguda,
caracterizada por una rapida pérdida de funcién en los receptores con la presencia del agonista, la
segunda se conoce como taquifilaxia, y se evidencia por una disminucién progresiva en la corriente
debido a la administracién repetida del agonista. La desensibilizacion aguda es debido a un cambio
conformacional inducido por agonistas que resulta en el cierre del canal, se sabe que este proceso es
dependiente de calcio intracelular y puede inhibirse utilizando secuestradores del mismo1%3. Cuando
la capsaicina se une al receptor, éste se abre y permite la entrada de calcio al interior de la célula, el
calcio se une a la calmodulina activandola, ésta funciona como una subunidad accesoria del TRPV1,
se asocia con el canal y promueve un cambio conformacional que induce el cierre del receptor. La
taquifilaxia, en cambio, involucra el paso del canal entre estados en reposo o activos a estados

intermedios no conductores®s,

25




3.5. Receptor de Acido y-aminobutirico tipo A (GABAA)

El receptor GABA4 es un receptor ionotrépico activado por ligando, siendo su ligando endégeno el
acido y-aminobutirico (GABA), el cual es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC. Al
activarse, el receptor permite la conductancia selectiva de iones Cl- por su poro al interior de la célula,
el Cl- intracelular hiperpolariza la célula (-70 mV) lo que provoca un efecto inhibitorio en la

neurotransmision al disminuir la probabilidad de que un potencial de accion se desencadenel%4,

Ademas del sitio de unién para su ligando enddgeno, el receptor GABAA presenta numerosos sitios
alostéricos que modulan indirectamente la actividad del mismo. Estos sitios son blancos moleculares
de diversos fArmacos entre los cuales podemos mencionar benzodiacepinas, esteroides neuroactivos,

barbituricos, alcohol, anestésicos inhalados, picrotoxina, entre otros10s,

Se ha descrito que agonistas del GABAx presentan propiedades antinociceptivas en diversos modelos
animales de dolor, sin embargo, incluso con un mejor entendimiento de la relacién entre la
transmision GABAérgica y el dolor, ha resultado dificil aplicar estos hallazgos en el disefio de nuevos
farmacos analgésicos, siendo los efectos secundarios asociados con dichos agentes la principal
limitacién terapéutica. No obstante, los datos reportados afirman que, bajo ciertas circunstancias, la
estimulacidn de los sitios del receptor GABA neuroanatémicamente discretos podria ser beneficiosa
en el tratamiento del dolor. La investigacion en esta area esta justificada dadas las limitadas opciones

terapéuticas y las dificultades clinicas asociadas con los analgésicos convencionales 196,

3.6. Modelos para la evaluacion del dolor neuropatico

Dado que el dolor neuropatico tiene tratamientos limitados, existe una necesidad de explorar nuevos
tratamientos para esta etiologia, sin embargo, su evaluacién en seres humanos es muy compleja ya
que la mayoria de los estimulos necesarios para inducir dolor neuropatico producen dafios
irreversibles al organismo, ademas de la dificultad de reclutar el nimero de seres humanos necesario
para tales pruebas. Por lo tanto, hay una necesidad de generar y validar modelos animales facilmente
reproducibles de dolor neuropatico para ampliar el conocimiento de los mecanismos involucrados en
dolor neuropatico y para evaluar el potencial analgésico de nuevas farmacoterapias; estos modelos
deben producir déficits sensoriales reproducibles como alodinia, hiperalgesia y/o dolor espontaneo

durante un periodo sostenido1?7,
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Actualmente existen varios modelos animales validados para investigar las diversas etiologias de este
sindrome, por lo que las diversas manifestaciones de la neuropatia incluyen lesiéon del nervio
periférico, modelos de neuropatia periférica y central inducidos por cirugia, agentes
quimioterapéuticos, anticancerigenos, neuralgia postherpética, diabetes, asi como modelos de
neuralgia trigeminal y dolor orofaciall08. Los principales modelos utilizados se resumen en la Figura
14. El desarrollo de modelos de dolor neuropatico ha ayudado al descubrimiento y caracterizacion
de mecanismos de dolor y potenciales tratamientos. El estudio adicional de estos modelos y el

desarrollo de nuevos modelos preclinicos contribuiran claramente a una mejor comprensién de la

sefializacion nociceptiva y su tratamiento107,

Nombre del modelo Causa de la neuropatia Especie Referencia
Axotomia Transeccion completa de Rata (wall, P.D. 1979) 109
nervio ciatico
Lesion por constriccion Ligaduras sueltas alrededor Rata (Bennet G. ]. 1988)110
créonica del nervio ciatico Ratén
Ligadura parcial del Ligadura apretada de un Rata (Seltzer Z. 1990)111
nervio ciatico tercio del nervio cidtico Ratén
Ligadura de nervios Ligadura de nervios (Kim y Chung 1992) 112
espinales espinales L5y L6 Rata
Ligadura de nervio espinal Macaca (Carlton S.M. 1994) 113

L7 fascicularis
Transeccién nervio tibial Transeccion de ambos Rata (Lee B.H.2000) 114
y sural nervios
Neuritis inflamatoria Inyeccién de zymosan, TNF Rata (Chacur M. 2001) 115
ciatica Ratén
Agentes Lesion directa de los Rata (Authier N. 2003) 116
anticancerigenos farmacos a los nervios Ratén
(cisplatino, vincristina) periféricos
Neuropatia inducida por Hiperglucemia induce Rata (Courteix 1993) 117
diabetes cambios en los nervios Ratoén
Neuralgia postherpética Inyeccién de células Rata (Krogel G.B. 1976) 118
infectadas por virus Herpes Ratén

simplex en la pata

Figura 14. Tabla donde se listan los diferentes modelos animales en el dolor neuropatico. Modificado de Jaggi

et. al.108
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4. JUSTIFICACION
El dolor neuropatico es una consecuencia de un desequilibrio entre factores excitadores e inhibidores
de la nocicepcion, que se produce como un mecanismo fallido de adaptacién frente a una lesion
nerviosa que genera cambios plasticos y perpetda la experiencia dolorosa sin ningiin papel protector.
Actualmente, se calcula que la prevalencia de dolor con caracteristicas neuropaticas afecta entre el
6.9 al 10% de la poblaciéon mundial y al 2% de la poblacién de América Latina?. Este tipo de dolor
fue considerado durante mucho tiempo como intratable ya que los fArmacos analgésicos habituales
(AINEs y opioides) no son del todo eficaces. Debido a la existente carencia del entendimiento
etiologico y de un tratamiento efectivo y especifico para del dolor neuropatico, la actualidad exige el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para su tratamiento. En este contexto, el uso de productos
de origen natural representa una buena opcion en la bisqueda de tratamientos novedosos para este
tipo de padecimiento, y las evidencias del uso de plantas ricas en alcamidas como analgésicos en la
medicina tradicional sugieren un gran potencial terapéutico de estos compuestos. Sin embargo, entre
la gran cantidad de alcamidas existentes, actualmente la capsaicina es la Gnica alcamida utilizada con
fines terapéuticos para el tratamiento del dolor, desafortunadamente, el efecto analgésico de la
capsaicina es precedido por una serie de efectos indeseables no placenteros que limitan su uso
terapéutico, por lo que resulta necesario realizar un estudio sistematico para el eventual uso de otras
alcamidas relacionadas al mismo fin. Por lo antes mencionado, y a pesar de la poca evidencia
documentada de las propiedades analgésicas en algin otro tipo de dolor, el potencial terapéutico de
las alcamidas piperina y afinina parece estar siendo desaprovechado, pues estudios previos sugieren
que pueden intervenir en la modulacién de algunos mecanismos comunes en el dolor de diversas
etiologias, lo que las hace buenas candidatas para el tratamiento de algunos tipos de dolor crénico

como el dolor neuropatico8s.

Por lo tanto, el presente proyecto pretende establecer por primera vez evidencia cientifica
documentada del efecto que tienen las alcamidas afinina y piperina en las conductas asociadas con el
dolor neuropatico, ademas de determinar su eficacia para el alivio del mismo y elucidar los

mecanismos de accién a través de los cuales ejercen su efecto.

La informacion obtenida sera de relevancia para establecer las bases cientificas del uso de las
alcamidas en el tratamiento del dolor neuropatico, asi como proveer informacion a la poblacion y
comunidad cientifica del verdadero potencial terapéutico que tienen los compuestos de origen

natural en el tratamiento de padecimientos crénicos como la neuropatia.
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5. HIPOTESIS
Las alcamidas piperina y afinina presentaran efecto antinociceptivo por accién antialodinico en el
modelo de dolor neuropatico por la ligadura de las fibras nerviosas L-5 y L-6 a través de receptores

TRP y la modulacidn de sistemas de neurotransmision GABAérgico.

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General

Determinar el efecto farmacoldgico antinociceptivo por la administracion sistémica de las alcamidas
piperina y afinina en el modelo de dolor neuropatico por la ligadura de la fibras nerviosas L-5 y L-6

en ratas e investigar la participacion de diferentes tipos de receptores TRP y GABAA.

6.2. Objetivos Particulares

e Aislarla piperina de Piper nigrumy la afinina de Heliopsis longipes y caracterizarlas utilizando
métodos espectroscopicos convencionales.

e Determinar el efecto antinociceptivo y establecer las dosis efectivas antialodinicas de la
administraciéon sistémica de las alcamidas piperina y afinina en el modelo de dolor
neuropatico por la ligadura de nervios espinales L5 y L6.

e Determinar farmacolégicamente a nivel sistémico si las alcamidas piperinay afinina producen
su efecto antialodinico a través de los receptores TRP y/o a través del sistema de

neurotransmision a GABA.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Animales

Todos los experimentos se realizaron en ratas macho Wistar con un peso entre 150 y 170 g. Los
animales se obtuvieron del Centro de Produccién Envigo México, S.A. de C.V. y del Bioterio del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y se mantuvieron con libre acceso a agua y
alimento antes de los experimentos. Todos los experimentos cumplen con los lineamientos de
“Investigacion Animal: Reporte de Experimentos in vivo” (ARRIVE, por sus siglas en inglés). El manejo
y cuidado de los animales fueron conforme a los requisitos publicados en la NOM-062-Z00-1999
(Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio) asi como
a las directrices éticas para las investigaciones de dolor experimental en animales20, Ademas, todos
los experimentos fueron aprobados por el comité de ética local, CICUAL Facultad de Quimica, UNAM,

OFICIO/FQ/CICUAL/199/17 (Anexo I).

7.2. Farmacos y reactivos

La piperina fue aislada de semillas comerciales de Piper nigrum mientras que la afinina se obtuvo de
las raices de Heliopsis longipes gentilmente donadas por el Laboratorio Mixim S.A. de C.V (Naucalpan,
MC, MEX). La capsazepina, bicuculina, HC-030031, Tween 80 y Tween 20 fueron comprados en Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). El SKF-96365 fue comprado de TOCRIS (Elisville, MO, EUA). El
pentobarbital sédico fue adquirido de los laboratorios PiSA (PISABENTAL®) (Atitalaquia, HG, MEX).

7.3. Extraccion de las alcamidas.

7.3.1. Extraccién v purificacién de piperina

La piperina se obtuvo a partir de 1.8 kg de semillas comerciales de pimienta negra (Piper nigrum)
adquiridos en la Central de Abastos de la Ciudad de México. Se realizé una extracciéon continua en
Soxhlet durante 6 horas con 2 litros de diclorometano, posterior a la evaporacién del disolvente se
obtuvo un extracto de color negro y consistencia aceitosa. Al extracto obtenido se le adicionaron 15
gotas de éter isopropilico y se mantuvo en refrigeracién a 4°C por 24 horas para promover la
precipitacion de cristales de piperina impura, los cuales se filtraron, mientras que las aguas madre se
separaron en tres porciones a las cuales se les adiciond nuevamente éter isopropilico para volver a
inducir la precipitacion de cristales, las fracciones se mantuvieron en refrigeracion a -4°C durante 48
horas, posteriormente se filtraron los cristales. Los cristales de piperina filtrados se lavaron con éter

isopropilico y se secaron a temperatura ambiente. Posteriormente, se volvieron a disolver en
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diclorometano para ser adsorbidos en 7.1 g gel de silice y se procedid a separar la piperina mediante
la técnica de cromatografia en columna abierta utilizando 140 g de gel de silice como fase estacionaria
y hexano y acetato de etilo a diferentes proporciones (Hex:AcOEt a 1:0, 9:1, 8:2, 7:3 y 1:1) como fase
movil, iniciando con hexano. La separacién se monitore6 con cromatografia en capa fina. Las
fracciones con alta concentracion en piperina se purificaron mediante recristalizaciéon con metanol.
Finalmente, los cristales se secaron a temperatura ambiente y se determiné su identidad mediante
sus propiedades fisicoquimicas (apariencia, punto de fusion, etc.) y mediante espectroscopia (RMN

13C y 1H). Adicionalmente se determiné su estructura cristalina por difraccién de rayos X.

7.3.2. Extraccién v purificacion de afinina

La afinina se obtuvo a partir de 820 g de raiz de Chilcuague (Heliopsis longipes) adquiridos del
Laboratorio Mixim S.A. de C.V. La raiz se tritur6 para posteriormente ser colocada en un Soxhlet para
realizar una extracciéon continua durante 6 horas con 1 litro de una mezcla de disolventes de
diclorometano y acetona en una proporcién 9:1 respectivamente, este procedimiento se realizé por
triplicado hasta completar la extraccion de los 820 g de raiz previamente triturada. Después de
concentrarse a presion reducida se obtuvieron 81 g de un aceite viscoso de color marrén oscuro de
olor caracteristico. Posteriormente se adsorbieron 15 g del extracto en 20 g de gel de silice para
posteriormente ser fraccionado mediante cromatografia en columna abierta de fase normal con 200
g de gel de silice como fase estacionaria y un gradiente de disolventes de hexano y acetato de etilo
(1:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4) como fase movil. Se colectaron en total 60 fracciones de 200 ml cada una. La
separacion de afinina fue monitoreada por cromatografia en capa fina utilizando anisaldehido como
revelador. Se obtuvieron 2 g de afinina los cuales se caracterizaron mediante técnicas

espectroscopicas (RMN 13C y 1H).

7.4. Andlisis por Resonancia Magnética Nuclear (1H y 13C)

Las muestras de piperina y afinina, de 50 mg y 10 mg identificadas previamente mediante
cromatografia en capa fina utilizando una referencia se diluyeron en cloroformo deuterado y se
determinaron sus espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 1H (400 MHz) y 13C (100MHz) en
las instalaciones de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII). Se
utilizé un Espectrometro de RMN de 9.4 T Marca Varian Modelo VNMRS. Sonda Broad Band
Switchable de dos canales de radiofrecuencia (1H/19F) (31P/15N). Sonda de Deteccion Indirecta de
dos canales de radiofrecuencia (1H) (31P/15N). Sonda Broad Band para RMN de sélidos (4mm) de
dos canales de radiofrecuencia (1H/19F) (31P/15N).
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7.5. Difraccion de rayos X en monocristal de piperina

Para la cristalografia de rayos X se mandaron cinco cristales de la muestra de tamafio homogéneo, de
forma regular y libre de disolventes. Se utiliz6 un difractémetro de rayos X de monocristal Oxford
Gemini (AMoKa = 0.71073 o ACuKa = 1.5418A4) con detector de 4rea de 135 mm Atlas, equipado con

un sistema criogénico Cryojet.

7.6. Cirugia de ligadura de nervios L5/L6

Las ratas se prepararon respecto al modelo descrito previamente por Kim y Chung!!2, El dia de la
cirugia, las ratas fueron anestesiadas con una dosis de 50 mg/kg de pentobarbital sédico i.p. Después
de la preparacién quirurgica, los animales fueron trasladados a una zona adaptada para la operaciéon
y fue expuesta su columna vertebral en la zona lumbar, se secciond cuidadosamente la apéfisis lateral
izquierda para dejar expuestos los nervios L4, L5 y L6 e identificarlos visualmente. Posteriormente
los nervios L5 y L6 izquierdos fueron ligados fuertemente con sutura de seda 6-0 en la parte distal
del ganglio de la raiz dorsal (Fig. 15). Finalmente se limpi6 la herida con una solucién aséptica de
cloruro de benzalconio y se suturé con Catgut simple y de seda 6-0, los animales se mantuvieron en
recuperacién durante 15 dias. Para el grupo de ratas falsamente ligadas (Sham) el procedimiento
quirudrgico fue idéntico al descrito anteriormente con la Unica diferencia de que los nervios espinales

no fueron ligados. Los animales que mostraron deficiencia motora fueron excluidos del estudio.
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Figura 15. Diagrama esquematico mostrando la vista dorsal de las estructuras dseas en los niveles lumbar y
sacro inferior (A). Ampliacién del lado izquierdo después de la eliminacion de la apdfisis lateral L6 y fascia

(B)lZl_

32




7.7. Determinacion de la alodinia tactil.

La alodinia tActil se determiné conforme al método antes descrito por Chaplan y colaboradores!22. En
el 16° dia posterior a la cirugia de ligacién de nervios L5 y L6 o falsa ligadura (Sham), los animales
fueron trasferidos a cajas individuales de plastico transparentes con fondo de malla de alambre donde
se dejaron aclimatar durante 30 minutos; los filamentos de von Frey se utilizaron para determinar el
50% del umbral de retiro utilizando el método de “up-and-down” (Fig. 16). Una serie de filamentos,
iniciando con el correspondiente a una fuerza de pandeo de 2g, fueron aplicados consecutivamente a
la superficie plantar de la pata trasera izquierda de la rata!?3 (Fig. 16) con la fuerza suficiente para
que el filamento se pandeara durante 10 segundos. La retirada o el levantamiento de la pata antes del
tiempo establecido indicé una respuesta positiva, lo que inducia al estimulo con el siguiente filamento
de menor fuerza, mientras que la ausencia de una retirada de pata después de 10 segundos indic6 una
respuesta negativa, induciendo el uso del filamento consecutivo de mayor fuerza. Este paradigma
continu6 hasta que se realizaron cuatro mediciones méas después del cambio inicial de la respuesta
conductual o hasta que ocurrieron 5 respuestas consecutivas negativas (asignadas a un valor de 15
g) o 4 respuestas positivas consecutivas (asignadas a un valor de 0.25 g). Los valores obtenidos fueron
usados para calcular el 50% de umbral de retiro utilizando la formula:

10X f+K8)

10000

Donde Xf = el valor (en unidades logaritmicas) del ultimo filamento de von Frey utilizado, k= el valor

50% Umbral de Retiro =

de la tabla para el patron de respuestas positivas y negativas publicado previamente por Dixon y
colaboradores(Anexo I1)124 y § =la diferencia de medias (en unidades logaritmicas) entre cada
estimulo. El 50% de umbral de retiro se evalu6 antes de la administracién del tratamiento.
Posteriormente se evalu6 a los 30 minutos y después de esta medicion, cada hora hasta completar 8
horas. Se consider6 que la alodinia estaba presente cuando el 50% de umbral de retiro era menor a

4g 122,

Sitio
de
aplicacién

'—

Figura 16. Esquema de las condiciones para la determinacién de la alodinia t4ctil utilizando las fibras de von

Frey.
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7.8. Diseifio del estudio y preparacion de tratamientos

Se utilizaron grupos independientes de ratas sham y neuropaticas para cada condiciéon experimental.
El efecto antialodinico de los farmacos fue estudiado 14 dias después de la ligacién de nervios. Para
asegurar que todas las ratas ligadas presentaran alodinia se midié el 50% de umbral de retiro en
respuesta al estimulo mecanico antes de la administraciéon de cualquier tratamiento. Para evaluar el
efecto antialodinico de las alcamidas se realizaron administraciones intraperitoneales (ip) del
vehiculo (el cual se especifica mas adelante), pregabalina 10mg/kg (testigo) o dosis crecientes (1-100
mg/kg) de las alcamidas piperina y afinina. Para confirmar farmacol6gicamente la participacion de
distintos receptores espinales de potencial transitorio (TRPs) y el receptor GABAa en el efecto
antialodinico inducido por la piperina se administraron por via intratecal (it) previo a la
administracién de 56 mg/kg de piperina IP, dosis crecientes de los siguientes antagonistas:
capsazepina (CZP) (5 - 30 nmol/rata, 20uL) para TRPV1125, HC-030031 (3-100 pg/rata, 20uL) para
TRPA1126, SKF-96365 (3-100 pg/rata, 20uL) para TRPC!27 y bicuculina (3-30 pg/rata, 20uL) para
GABA4128, las dosis seleccionadas fueron con base en estudios previos y en experimentos piloto de
este trabajo. Todos los tratamientos fueron suspendidos en una mezcla de SSI, Tween 80 y Tween 20
en una proporcion (70:15:15) a una temperatura de 40°C. Se utiliz6 un ultrasonicador para asegurar

la correcta dispersion del firmaco en el vehiculo.

7.9. Analisis de datos y analisis estadistico

Todos los resultados se muestran como la media + E.E.M de al menos 6 animales por grupo. Los cursos
temporales se construyeron graficando el 50% del umbral de retiro en funcién del tiempo. Un
aumento del 50% del umbral de retiro fue considerado como efecto antialodinico. El drea bajo la curva
(ABC) del curso temporal del 50% del umbral de retiro fue calculada por el método de los trapecios
utilizando el software GraphPad Prism. El % de maximo efecto posible (%MEP) se calcul6 a partir de

las ABC utilizando la siguiente ecuacion:

OMEP = ABCrsrmaco — ABCyeniculo % 100
ABCSham - ABCVehiculo

La DEso de la piperina se calcul6 de acuerdo al método descrito previamente por Tallarida et all2°
siendo el ajuste no lineal sigmoide (Ecuacién de Hill) el que presenté una mejor correlaciéon de los
datos. Para comparar las diferencias entre tratamientos en los experimentos se realizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba post-hoc de Tukey. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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8. RESULTADOS

8.1. Extraccion, purificacion y caracterizacion de las alcamidas

8.1.1. Extraccidn, purificacién y caracterizacién de piperina

De los 1800 g de semillas comerciales se obtuvieron 56 g de extracto y 12.2 g de piperina pura en
forma cristalina. El rendimiento de la extraccidn de piperina respecto a la cantidad inicial de la planta
fue de 0.67%. Se determinaron las propiedades fisicas de la piperina como determinacién preliminar
de su identidad. La piperina se obtuvo en forma de cristales (Fig. 17) los cuales presentaban un color

amarillo claro, forma de prisma tetragonal y un punto de fusién de 129-131°C.

Figura 17. Cristales de piperina. Imagen tomada a través de microscopio estereoscopico

Posteriormente se identificé y caracterizé utilizando técnicas espectroscdpicas (RMN) y cristalografia
de rayos X. La estructura quimica de la piperina (Fig. 18) se caracterizo6 a partir de la asignacién de
las sefiales de los protones en el espectro RNM 1H (400 MHz, CDCI3). Los espectros de RNM 1H y de

RNM 13C se muestran en el Anexo Il y Anexo IV respectivamente.

Figura 18. Estructura quimica de la piperina, (2E, 4E)-5-(1, 3-benzodioxol-5-il)-1-piperidin-1-ilpenta-2,4-

dien-1-ona.
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La asignacion de los protones en el espectro de RMN!H (400 MHz, CDCI3) es la siguiente: 7.40 (H-3")
(d,J=1.6 Hz, 1H), 6.98 (H-5") (d,/ = 1.6 Hz, 4H), 6.88 (H-5’) (d,/ = 1.7 Hz, 2H, 6.79 (H-4’) (s, 2H), 6.77
(H-6") (s, 2H), 6.73 (H-3") (s, 2H), 6.45 (H-2") (s, 2H), 5.97 (H-7") (s, 9H), 3.58 (H-2y 6) (d, ] =41.5
Hz, 20H), 1.77 (H-3) (s, 8H), 1.66 (H-5) (m, ] = 5.1 Hz, 10H), 1.59(H-4) (d, ] = 5.1 Hz, 18H).

La asignacion de los carbonos en el espectro de RMN13C (100 MHz, CDCI3) es la siguiente : 6 165.58
(C-1"), 148.31 (C-1"), 148.24 (C-2”), 142.61 (C-3’), 138.36 (C-5), 131.15 (C-4"), 125.48 (C-5"),
122.62 (C-4"), 120.18 (C-2’), 108.61 (C-3"), 105.80 (C-6"), 101.39 (C-7"), 43.12 (C-6), 46.81 (C-2)
26.84 (C-3), 25.72 (C-5), 24.80(C-4).

La estructura molecular (Fig. 19) y de la celda unitaria de cristal (Fig. 20) de piperina fue determinada

por difraccién de rayos X utilizando el software ORTEP-III.

Figura 19. Diagrama ORTEP de piperina. Se representan en color azul los 4&tomos de N, en color rojo los

atomos de O, en gris los 4tomos de C y en blanco los &tomos de H.
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Figura 20. Perspectiva del empacado molecular de la celda unitaria del cristal de piperina. Se representan en

color azul los atomos de N, en color rojo los &tomos de O, en gris los atomos de C y en blanco los &tomos de H.

8.1.2. Extraccidn, purificacién y caracterizacién de afinina

De los 820g de raiz de Heliopsis longipes se obtuvieron 6.78g de un extracto rico en afinina, en forma
de un aceite de consistencia viscosa, de color marrén oscuro y olor sui generis. El rendimiento de la

extraccion respecto a la cantidad total de raiz fue de 0.82%.

La estructura quimica de la afinina (Fig. 21) se caracterizd a partir de la asignacién de las sefales de
los protones en el espectro RNM 1H (400 MHz, CDCl3) y de sus carbonos en el espectro RNM 13C (100
Mhz, CDCl3) (Anexo V y VI respectivamente), siendo comparados con lo reportado previamente por

Nakatani y Nagashima!39, sin embargo, el espectro muestra la presencia de otro compuesto.

3!

4 1"

10
Figura 21. Estructura quimica de la afinina. (2E,6Z,8E)-N-Isobutil-2,6,8-decatrienamida.
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La asignacidn de los protones en el espectro de RMN!H (300 MHz, CDCI3) es el siguiente: 6 = 6.82 (H-
3) (dt,/=15.3, 6.5 Hz, 1H), 6.30 (H-2) (m, 1H), 5.97 (H-8) (t,] = 10.9 Hz, 1H), 5.79 (H-7) (dd, ] = 15.3,
1.3 Hz, 1H), 5.68 (H-9) (m, 1H), 5.26 (H-6) (m, 1H), 3.13 (H-1’) (dd, ] = 11.6, 5.4 Hz, 3H), 2.36 - 2.22
(H-4), (m, 5H), 2.36 - 2.22 (H-5), (m, 5H), 1.82 (H-2") (m), 1.78 (H-10) (dd, ] = 13.0, 6.3 Hz, 1H), 0.93
(H-3") (s, 4H) 0.91 (H-4’) (s, 4H), 1.25 (H20).

La asignacién de los carbonos en el espectro de RMN3C (100 MHz, CDCI3) es la siguiente: : § = 165.96

(C-1), 143.55 (C-3), 129.95 (C-9), 129.45 (C-7), 127.66 (C-6), 126.7 (C-8), 124.14 (C-2), 46.86 (C-1"),
32.10 (C-4), 28.6 (C-2"), 26.39 (C-5), 20.13 (C-3"), 20.13 (C-4’), 18.3 (C-10).
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Umbral de Retirada

50%

8.2. Evaluacion bioldgica de las alcamidas

8.2.1. Evaluacién de los controles.

La ligadura de nervios L5 y L6 disminuy®6 el 50% de umbral de retiro en ratas naive de 14.13 £+ 0.52 g
a0.82 = 0.22 g en ratas neuropaticas. Como se esperaba, la cirugia sin ligadura no modifica el umbral
de retiro de la pata después de 14 dias de reposo, puesto que las ratas Sham presentaron un umbral
de retiro de 13.46 + 0.97 g, ademas, la administracién del vehiculo no modific6 el umbral de retiro de
las ratas neuropaticas (0.89 + 0.15 g), lo que sugiere que cualquier cambio en la respuesta del umbral
de retirada de la pata se debe al tratamiento farmacolégico administrado(Fig. 22). Al realizar el

analisis del %MEP se puede observar que no existe diferencia significativa entre Naive y Sham, ni

entre Vehiculo y Neuropaticas.
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1817 120
-©- Naive
—_
= sham
90 1
- Vehiculo
o
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9 s 60 -
S
6-
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Naive Sham Vehiculo NP
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Figura 22. Alodinia tactil inducida por la ligadura de los nervios L5 y L6. (A) Comparacion de cursos temporales
del 50% de umbral de retirada de la pata en ratas con nervios ligados, neuropaticas(rombos) comparadas con
las falsamente ligadas, sham (cuadrado). El grupo Naive (circulo) es una referencia en el umbral de retirada en
ratas sin ninguin tratamiento ni cirugia mientras que el grupo vehiculo (triangulo) muestra que la alodinia no es
afectada por el vehiculo en las ratas neuropaticas. (B) Porcentaje de maximo efecto posible (%MEP) obtenido
de los cursos temporales de los diferentes grupos. En ambas graficas se representa la media + EEM de al menos

6 animales por grupo. NP: Ratas Neuropaticas.
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8.2.2. Efecto antialodinico de la piperina

Con el fin de evaluar el efecto antialodinico de la piperina, dosis crecientes (3.1 - 100mg/kg) fueron
administradas via intraperitoneal 14 dias después de la cirugia. Todas las dosis mostraron un efecto
antialodinico a partir de los 30 minutos con excepcién de la dosis 3.1, la cual lo presenta hasta la
primera hora. Mientras que en las dosis bajas (3.1 y 10 mg/kg) se observa un aumento gradual del
umbral alcanzando un maximo a las 5 horas para posteriormente disminuir, en las dosis altas (56 y
100 mg/kg) se alcanza un maximo efecto aproximadamente en la primera hora, el cual se mantiene
alrededor de 4 horas y posteriormente disminuye sin regresar a la condicién neuropatica, (Fig. 23).
La administracién de piperina aument6 el umbral de retirada con un comportamiento dosis
dependiente, alcanzando un maximo efecto con la dosis de 56 mg/kg (92.821£3.48%), efecto que se
mantuvo en la dosis de 100 mg/kg (89.41+2.52%). Este efecto no es estadisticamente diferente

respecto al grupo Sham y no lo es tampoco respecto al grupo testigo (PGB 10mg/kg) (Fig. 24).
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50% Umbral de Retirada (g)
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Figura 23. Se muestra el curso temporal del 50% de umbral de retirada de pata (g) en ratas previamente
sometidas a ligadura de nervios espinales de las distintas dosis de piperina previamente administradas. La linea
punteada sefiala la condicién alodinica. Los resultados se muestran como la media # EEM de seis animales por
grupo. PGB: Pregabalina. * Estadisticamente significativo respecto al vehiculo (V) determinado por un ANOVA

de 2 vias seguido de una prueba post hoc de Sidak (p<0.05), los asteriscos fueron omitidos en aras de la claridad.
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Figura 24. Efecto antialodinico de la piperina en ratas previamente sometidas a ligadura de nervios espinales.

Se muestra el %MEP de cada tratamiento. Los resultados se muestran como la media + EEM de seis animales

por grupo. S: Grupo Sham. V: Grupo Vehiculo. PGB: Pregabalina 10mg/kg. * Estadisticamente significativo

respecto al vehiculo (V) determinado por un ANOVA de 1 via seguido de una prueba post hoc de Tukey (p<0.05).

82.21.

Determinacién de la DEso de la piperina

Utilizando la curva dosis-respuesta de la piperina se determind la DEsy su efecto antialodinico

utilizando el modelo del efecto maximo sigmoide, siendo éste el modelo que present6 un mejor ajuste

de los datos. La DEsg de la piperina ip fue de 17.478+4.27 mg/kg (Fig. 25). La R2 fue de 0.800 y la

pendiente fue de 0.995 (Fig. 25).
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Figura 25. log Dosis vs. %MEP de la piperina administrada via ip. Se presenta la media + EEM de seis animales

por grupo.
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8.2.3. Efecto antialodinico de la afinina

Dosis crecientes de afinina (0.3 - 17.7 mg/kg) fueron administradas via intraperitoneal después de
los 14 dias de reposo post quirurgico. En el curso temporal se puede observar que las dosis de 0.3 y 3
mg/kg no presentaron efecto antialodinico, el umbral de retirada de la pata no se elevé por encima
de la condicion de alodinia (4g) durante las 8 horas de experimento. La dosis de 10 mg/kg presentd
un efecto a partir de la segunda hora, alcanzando un maximo a las 4 para posteriormente disminuir
gradualmente y finalmente, la dosis de 17.7 mg/kg presenté un efecto desde los 30 minutos
alcanzando su maximo a la primera hora, posteriormente dicho efecto fue en decremento hasta el
final del experimento. Finalmente, todos los grupos tratados con afinina regresaron a su condicién de

alodinia después de 8 horas (Fig. 26).
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Figura 26. Se muestra el curso temporal del 50% de umbral de retirada de pata (g) en ratas previamente
sometidas a ligadura de nervios espinales de las distintas dosis de afinina. La linea punteada sefiala la condicién
alodinica. Los resultados se muestran como la media + EEM de seis animales por grupo. PGB: Pregabalina.

* Estadisticamente significativo respecto al vehiculo determinado por un ANOVA de 2 vias seguido de una

prueba post hoc de Sidak (p<0.05), los asteriscos fueron omitidos en aras de la claridad.
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Al obtener el %MEP se observa que en la dosis de 0.3 y 3 mg/kg no existe diferencia significativa
respecto al grupo administrado Gnicamente con el vehiculo. Las dosis de 10 y de 17 mg/kg, con
valores de 50.45%£1531% y 51.2948.079% respectivamente, presentaron diferencia

estadisticamente significativa respecto al vehiculo (Fig. 27).

Cabe mencionar que la dosis de 31 mg/kg, la afinina result6 letal para el 100% de los animales
administrados, presentando conducta asociada al dolor agudo!3l, para posteriormente presentar
convulsiones ténico clonicas y finalmente la muerte. Mientras que la dosis de 17.7 mg/kg resulté letal

para algunos animales en el estudio, presentando la misma conducta asociada a dolor agudo.

Por los motivos anteriores se decidid no continuar los experimentos con afinina, ya que no se estaria

cumpliendo con lo estipulado por la NOM-062-Z00-1999,
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Figura 27. Efecto antialodinico de la afinina en ratas previamente sometidas a ligadura de nervios espinales. Se
muestra el %MEP de cada tratamiento. Los resultados se muestran como la media + EEM de seis animales por
grupo. S: Grupo Sham. V: Grupo Vehiculo. PGB: Pregabalina 10mg/kg. * Estadisticamente significativo respecto

al vehiculo (V) determinado por un ANOVA de 1 via seguido de una prueba post hoc de Tukey (p<0.05).

Debido a que no se alcanzé un %MEP mayor al 50% en la afinina no se pudo calcular la DEso de la
misma, como se observa en la figura 28, la curva no esta completa.
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Figura 28. log Dosis vs. %MEP de la afinina administrada via ip. Se presenta la media + EEM de al menos seis
animales por grupo. Se observa que no se alcanza el 50% del efecto maximo.
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8.3. Antagonistas sobre el efecto antialodinico de la piperina.

Para confirmar farmacolégicamente la participaciéon de distintos receptores espinales de potencial
transitorio (TRPs) y el receptor GABAa en el efecto antialodinico inducido por la piperina se
administraron por via intratecal (IT) previo a la administracién de 56 mg/kg de piperina IP, dosis
crecientes de los siguientes antagonistas: capsazepina (CZP) (5-30 nmol/rata, 20uL) para TRPV1, HC-
030031 (3-100 pg/rata, 20uL) para TRPA1 (Fig. 29), SKF-96365 (3-100 pg/rata, 20uL) para TRPCy
bicuculina (BIC) (3-30 pg/rata, 20uL) para GABA, (Fig. 30).
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Figura 29. Efecto de la administracién intratecal del antagonista TRPV1 (Capsazepina) y del antagonista TRPA1
(HC-030031) en el efecto antialodinico inducido por la administracién intraperitoneal de piperina (56 mg/kg),
asi como el efecto del antagonista s6lo (Capsazepina 5nmol, HC-030031, 30pmol) en ratas previa ligacion de
nervios espinales. Los datos se presentan como el 50% de umbral de retirada (A, B) o cdmo % de Maximo Efecto
Posible (%MEP) (C, D) de la media +EEM de al menos 6 animales por grupo. P: Piperina, S: Sham, V: Vehiculo.
*: Diferencia significativa respecto a grupo vehiculo (p<0.05). #: Diferencia estadistica respecto al grupo
Piperina 56mg/kg (p<0.05) determinado por una ANOVA de 1 via seguido de una prueba post hoc de Tukey.
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Figura 30. Efecto de la administracion intratecal del antagonista TRPC (SKF-96365) y del antagonista GABAa
(Bicuculina) en el efecto antialodinico inducido por la administracién itraperitoneal de piperina (56 mg/kg), asi
como el efecto del antagonista s6lo (Bic 30 ySKF-96365, 30.g) en ratas previa ligacién de nervios espinales. Los
datos se presentan como el 50% de umbral de retirada (A, B) o cdmo % de Maximo Efecto Posible (%MEP) (C,
D) de la media +EEM de al menos 6 animales por grupo. P: Piperina, S: Sham, V: Vehiculo.

*: Diferencia significativa respecto a grupo vehiculo (p<0.05). #: Diferencia estadistica respecto al grupo
Piperina 56mg/kg (p<0.05) determinado por una ANOVA de 1 via seguido de una prueba post hoc de Tukey.

En el caso de los cursos temporales de capsazepina y bicuculina se puede observar una disminuciéon
del 50% de umbral de retirada conforme se aumenta la dosis de antagonista en coadministracion,
regresando incluso a la condicion alodinica inicial en la dosis mas alta al final del experimento, (Fig.

29 A, Fig. 30, B).
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Al comparar los %MEP se observa que la piperina pierde casi por completo su efecto antialodinico en
presencia de capsazepina 30nmol, presentando un %MEP similar al del grupo administrado
Unicamente con el antagonista, siendo el tnico que present6 cierto efecto antialodinico (Fig. 29, C),
en el caso de la administracion de piperina y 30ug de bicuculina se puede observar que su %MEP
disminuy6 a un valor cercano al 50%, ademas presenta diferencia respecto al grupo administrado

Unicamente con piperina (Fig. 30, D).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los cursos temporales al administrar los
antagonistas HC-030031 y SKF-96365 con piperina (Fig. 29, B y Fig. 30 A), asi mismo no se presentd
diferencia estadisticamente significativa en el %MEP respecto al grupo inicamente con piperina de

las coadministraciones de ninguno de los dos antagonistas con la piperina (Fig. 29, D y Fig. 30, C).
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9. DISCUSION
En este trabajo se demostré claramente el efecto antinociceptivo de las alcamidas piperina y afinina
en un modelo de dolor neuropatico. De la extraccion y purificacion de piperina, el rendimiento fue del
0.67% respecto a la masa total de las semillas, este rendimiento corresponde con lo reportado por
Siddiqui y cols., 1997132, quienes obtuvieron un rendimiento del 0.5% respecto a la cantidad total de
frutos de la planta Piper nigrum utilizando el mismo método de extracciéon que el presente estudio.
Otro dato reportado por Epstein et al., 1993 133 indica que el rendimiento por este método oscila entre
el 2 y 4%, sin embargo, el articulo carece del paso de purificacién del compuesto utilizando la
cromatografia en columna, por lo que parte de nuestra piperina pudo perderse en dicho paso, no

obstante la pureza del producto final queda constatada con los métodos espectroscopicos.

Un método de extraccion ideal debe ser rapido, simple y barato, es sabido que la selecciéon de un
método de extraccion y un solvente adecuado afecta profundamente la economia del proceso, se sabe
que algunas veces el costo de las etapas de extraccion y purificacion es de casi 50% a 90% del costo
final del producto, por lo que la seleccion del método y disolventes para la extraccién de la piperina
fue el mas conveniente para este estudio. Se podria mejorar el rendimiento si se utilizan diferentes
disolventes o se cambia el método. Actualmente existen numerosos métodos para la extraccion de
piperina que utilizan desde los tradicionales disolventes organicos hasta fluidos supercriticos, donde

obtienen un rendimiento de hasta 98%134,

Comparando las propiedades fisicas de nuestro producto final con datos previamente reportados, el
punto de fusién (128-131°C) obtenido corresponde con el indicado por Siddiqui32(129-130°C) indica
preliminarmente la identidad de la piperina, misma que se confirmé mediante la caracterizaciéon

espectroscopica (RMN!H, RMN13C y por Difraccién de Rayos X).

En el espectro de RMN'H de la piperina (Anexo III) se visualiza a § 1.59 a 6 1.77 las sefales
caracteristicas de hidrogenos alifaticos del anillo de piperidina (H-2, H-6, H-3, H-5, H-4), el cual
contiene el atomo de nitrégeno. Por otro lado, los protones vinilicos muestran un desplazamiento
quimico experimental a §=6.45 (H-2") y a 6=7.40 (H-3"), que se desplazan un poco debido al efecto
del grupo carbonilo (C = 0) unido al carbono vinilico principal. Las posiciones de los protones del
fenilo, con desplazamiento tedrico cercano a 7ppm se ven afectadas fuertemente por el sustituyente

donador de electrones, el grupo metoxilo (-OR), el cual desplaza la resonancia del anillo, hasta
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desplazamiento de 6.73 a 6.98 ppm. Finalmente se visualiza a un 6=5.97 un singulete correspondiente

a los protones del grupo metilen-dioxi (-0-CH2-0-) (H-7").

En el espectro de RMN13C (Anexo IV) se visualizan un total de 17 carbonos, siendo caracteristicos el
carbono C-7"" (6= 101.39) para el grupo metilen-dioxi (R-O-CH2-0-R), los carbonos C-2, C-3, C-4, C-5
y C-6 (6= 24.8-43.12) para el anillo de piperidina y el carbono C1” (6=165.58) para el grupo carbonilo

de una amida.

Este analisis, mas la difraccion de rayos X en monocristal y la comparacion de los datos descritos con

los reportados en la literatura!3s permitieron confirmar la identidad de la sustancia como Piperina.

De la extraccion de la afinina, el rendimiento obtenido no concuerda con lo reportado en la literatura,
donde se indican rendimientos de 2-6%13¢. Esto podria ser resultado del método de extraccién, y
purificaciéon. Se sabe que la afinina puede ser extraida utilizando disolventes con un gran rango de
polaridad desde hexano hasta metanol:H,0 (4:1) debido a las caracteristicas anfifilicas de la molécula,
por lo que los métodos de extraccion varian mucho la cantidad que puede ser purificada y a la fecha
no existe estudio que haya intentado comparar los rendimientos8s. La afinina obtenida en el presente

estudio se identificé utilizando caracterizacidn espectroscépica (RMN!H, RMN13C).

Es necesario mencionar que factores como la fuente de material vegetal, las condiciones de colecta, el
almacenamiento, el tiempo desde la colecta, entre otros influyen en la cantidad de metabolitos que
pueden estar presentes en la planta, sin embargo, dichos factores no estuvieron en nuestro control ya

que la colecta fue realizada en un tiempo previo y por personas ajenas a este trabajo.

En el espectro de RMN'H (Anexo V) de afinina se visualiza los protones del grupo terbutil, se observa
un doble de dobles correspondiente al protén H-1" (8 = 3.13), un multiplete del H-2" (6 = 1.82), y un
singulete para cada uno de los protones H-3y H-4" (6 = 0.93 y 0.91). Finalmente, los protones vinilicos
se observan en desplazamientos caracteristicos H-2 (8 = 5.79), H-3 (6 = 6.82), H-6 (6 = 5.26), H-7 (&
=5.97),H-8 (6 =6.3) y H-9 (6 = 5.68).
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En el espectro de RMN13C (Anexo VI) se visualizan las 14 sefales, correspondientes a cada uno de los
carbonos de la molécula. Podemos observar el carbono caracteristico del grupo carbonilo de amida
C-1 (6 = 165.96), y los caracteristicos carbonos vinilicos C-2 (§ = 124.14), C-3 (6 = 143.55), C-6 (6 =
127.66), C-7 (6 =129.45),C-8 (6 =126.7) y C-9 (6 = 129.95)

Este andlisis, junto con la comparacion de los datos descritos con los reportados previamente en la
literatural30.137 permitieron confirmar la presencia e identidad de la afinina, sin embargo, en los
espectros tanto de protdn como de carbono (Anexo IV y V) se puede observar que el compuesto no

esta del todo puro.

Para realizar las pruebas bioldgicas del efecto antialodinico de las sustancias aisladas, se procedio6 a
realizar la cirugia de ligadura de nervios espinales L5 y L6 a ratas y corroborar la condicién alodinica

de estas.

Los resultados muestran (Fig. 22) que posterior a la cirugia y los 14 dias de reposo la ligadura de
nervios disminuyé el 50% de umbral de retiro hasta 0.82 + 0.22 g en el respectivo grupo de ratas,
denominadas “Neuropaticas” respecto a las ratas a las cuales no se les realiz6é ninguna intervencion
quirurgica, denominadas “Naive” que presentaron un 50% de umbral de retiro de 14.13+ 0.52 g. Los
animales que se intervinieron quirirgicamente sin realizarse la ligadura de los nervios espinales
presentaron un umbral de retirada de 13.46 + 0.97 g, dato que corrobora la ausencia de neuropatia
en dicho grupo, denominado “Sham”. Estos datos comprueban que la condicién neuropatica es
causada unicamente por la ligadura de los nervios espinales L5 y L6, y que la intervencion quirdrgica
realizada 14 dias previos a la evaluacién no figura como posible causa de la misma. Aunado a esto, el
grupo que fue administrado inicamente con el vehiculo presenté un 50% de umbral de retirada de
(0.89 £ 0.15 g) en ratas previamente ligadas, lo que indica que el vehiculo no modifica la condiciéon
alodinica en los animales y que cualquier cambio en la respuesta del umbral se debe al tratamiento

farmacolégico administrado.

La alodinia causada por la ligadura de nervios espinales es mencionada por los creadores del modelo
Kim y Chungy es conocida como Sindrome Doloroso Regional Complejo (SDRC) tipo I, antes conocido
como causalgia38. El SDRC con frecuencia aparece tras un episodio nocivo desencadenante,
principalmente cirugias, se manifiesta con dolor espontaneo, alodinia e hiperalgesia y no esta limitado

ala distribucién de un nervio periférico!3°. La fisiopatologia del SDRC no se ha definido con exactitud,
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aunque se han observado como mecanismos fisiopatolégicos un factor desencadenante, a centros
simpaticos regionales, la percepcion distorsionada de la neurotransmisiéon del impulso nervioso
como una respuesta exagerada en intensidad y extensién que desencadena una alteracion regional y

mantenida de la microcirculacion4o,

Se decidi6 el uso de pregabalina como farmaco testigo en el experimento ya que es el firmaco de
primera eleccion para el tratamiento del dolor neuropatico de SDRC con etiologia de lesion nerviosa
similar a la presentada en el estudio®®. A pesar de ser un analogo de GABA, la gabapentina no
interactia con los receptores GABAa 0 GABAgy tampoco tiene influencia en la recaptura de GABA.
Recientes estudios de estructura y actividad usando un modelo de ratén mutante de dolor
neuropatico han encontrado que la unién a la proteina a2-8 de los canales de Ca 2+activados por
voltaje es un requisito previo para las acciones analgésicas de la pregabalina ya que contribuye a la
reduccién de la liberacién de neurotransmisores excitadores y la inhibiciéon de la transmision
sinaptica 141, Ademas, se ha comprobado que la modulaciéon de la conductancia del canal K+, el
transportador de aminoacidos excitadores y la inflamacién son otros posibles mecanismos
responsables de sus acciones analgésicas. Sin embargo, atin se necesitan estudios para dilucidar su

mecanismo de una manera mas detallada42,

Una vez determinado el modelo, se procedio a evaluar el efecto de las alcamidas. Comenzando por la
afinina, el curso temporal del 50% del umbral de retiro de este compuesto indica que sélo las dosis
de 10 y 17.7 mg/kg presentaron efecto antialodinico, puesto que las dosis de 0.3 y 3 mg/kg no
presentaron un umbral mayor a 4g, valor establecido para denotar la presencia de la condiciéon
alodinica. Al obtener el %MEP, las dosis de 10 y 17 mg/kg fueron las Unicas que presentaron
diferencia significativa respecto al vehiculo, sin embargo, a la dosis de 17.7 mg/kg se comenzaron a
observar en las ratas efectos téxicos asociados con dolor agudo!3! y convulsiones. Cabe mencionar
que la dosis de 31 mg/kg de afinina resulté letal para el 100% de los animales administrados. Debido
a lo anterior, se decidié no continuar con los estudios de afinina puesto que no se cumplian con los
estatutos internacionales para el estudio del dolor ni con la NOM-062-Z00-1999. Como se puede ver
en la figura 29, no se alcanzé un valor mayor al 50% de MEP, por lo que no se logré calcular la DEs

del efecto antialodinico de este compuesto.

Los resultados anteriores discrepan con los reportados por Déciga Campos et al. 2010, quienes

administran hasta una dosis de 30 mg/kg sin reportar muertes o efectos toxicos en la evaluacion de
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la actividad antinociceptiva de la afinina en el modelo de estiramientos abdominales®!, las diferencias
pueden ser explicadas por el uso de un modelo animal distinto en cada estudio. Mientras que Déciga
Campos evalu6 en ratones ICR, que presentan un metabolismo mayor que el de las ratas Wistar!43. El
efecto convulsivante de alcamidas de este tipo ha sido reportado para alfa-sanshool por Navarrete y
Hong en %4, y recientemente para la afinina por Rosa-Lugo y Yolanda Rios en el 2017145, quienes
proponen que la activacion de los receptores TRPV1 expresados en el GRD y el hipocampo son dos
posibles mecanismos convulsivantes de la afinina, al ser disminuidas utilizando capsazepina, por lo
que merece poner atencidn a este efecto adverso y es necesario realizar estudios para establecer el
riesgo convulsivo de las alcamidas o el posible uso de bloqueadores como anticonvulsivos. No
obstante, los resultados del presente trabajo indican que la afinina no es buena candidata para el

tratamiento del dolor neuropatico.

El curso temporal de la piperina muestra un aumento del umbral de 50% de retirada y una pérdida
de la condicidn alodinica relativamente lenta en dosis bajas, 3.1 y 10 mg/kg, ya que presentan
antialodinia a partir de la cuarta y tercera hora del estudio respectivamente sin alcanzar los niveles
de las dosis altas, 31, 56 y 100 mg/kg para retornar a la condicién de alodinia en la sexta hora (Fig.
23). Al obtener el %MEP se observa que las dosis bajas presentan diferencia estadisticamente
significativa con respecto a las ratas administradas tnicamente con el vehiculo, sin embargo, no
alcanzan un nivel similar al de las ratas Sham, por lo que no presentan actividad antialodinica total,

(Fig. 24).

En contraste, las dosis de 31, 56 y 100 mg/kg presentan una condicién antialodinica desde la primera
hora manteniéndose constantes hasta la quinta, donde empiezan a decrecer, ademas, las dosis de 56
y 100 mg/kg presentan un comportamiento similar al de las ratas Sham (Fig. 23). Al graficar el %MEP
(Fig. 24) estas dosis muestran diferencia significativa respecto al vehiculo con niveles similares
respecto de las ratas Sham e incluso superiores al del grupo testigo (pregabalina 10 mg/kg) lo que
indica un alivio de la condicién alodinica total durante el experimento, confirmando asi el efecto
analgésico de la piperina para un dolor de tipo neuropatico. Se calculé la DEsy de su efecto
antialodinico utilizando el modelo del efecto maximo sigmoide, siendo éste el modelo que presentd
un mejor ajuste de los datos (Fig. 25), la cual fue de 17.478+4.27 mg/kg. Actualmente no existen

otros datos acerca de DEsq del efecto antialodinico de este compuesto.
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Se le han atribuido propiedades analgésicas a la piperina en otros tipos de dolor como el
inflamatorio46 y el visceral%, sin embargo este es el primer estudio que presenta evidencias de su
eficacia frente al dolor neuropatico.

El comportamiento dosis-dependiente, ademas de la duracion de los efectos observados en el curso
temporal sugieren que el mecanismo de accién de la piperina se deba a interacciones farmaco-
receptor, ya que se sabe que un principio basico de la farmacologia de los receptores es que el efecto
de un farmaco es directamente proporcional al nimero de receptores ocupados, ademas, la duracion
del efecto del farmaco esta relacionado con las tasas de asociacién y disociacién del complejo
farmaco-receptor!#’. Es bien sabido que la piperina es un agonista de los receptores TRPV1%, y que
este receptor esta presente en estructuras neuronales relacionadas con la nocicepcién (GRD, fibras
nociceptivas Ad y C, etc.?9). Todo parece indicar que el mecanismo de accién de la piperina es a través
de los receptores TRPV1, sin embargo, con el fin de no descartar otros posibles mecanismos de acciéon
se evaluaron coadministraciones de piperina a 56 mg/kg via ip y antagonistas de diferentes
receptores TRP y un antagonista GABAa administrados via intratecal, utilizando una técnica de

administracidn intratecal transcutanea directa previamente validada?2s,

Las dosis de cada antagonista fueron seleccionadas con base en las reportadas previamente en la
literatura. Para TRPV1, capsazepina (5-30 nM rata, 20uL)125; para TRPA1, HC-030031 (3-100 pg/rata,
20uL)126; para TRPC, SKF-96365 (3-100 pg/rata, 20puL)148; y para GABA, bicuculina (3-30 pg/rata,
20pL)1z8,

Se decidié6 utilizar esta via de administracion ya que sélo se deseaba observar el antagonismo de estas
sustancias en los receptores presentes en estructuras espinales, donde se asocian con la nocicepcion,
ademas de evitar los posibles efectos secundarios de los antagonistas, ya que los receptores TRP estan

distribuidos en numerosos tejidos y su antagonismo puede llegar a causar incluso la muerte®.

El curso temporal de las coadministraciones muestra que la capsazepina disminuye el efecto
antialodinico de la piperina conforme se aumenta su dosis, regresando incluso a la condicién alodinica
inicial en la dosis de 30nM al final del experimento (Fig. 29 A). Al comparar los %MEP (Fig. 29, C) se
observa que la piperina pierde casi por completo su efecto antialodinico en presencia de capsazepina
30nmol, presentando un %MEP similar al del grupo administrado tnicamente con el antagonista. Los
resultados corroboran que la activaciéon del receptor TRPV1 esta implicada en el mecanismo de acciéon

de la piperina.
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El mecanismo de accién antialodinico de la piperina se explica como la desensibilizacion por la via
rapida dependiente de calmodulina y calcineurina del TRPV1 por la activacion de la piperina®. La
desensibilizacién aguda es debido a un cambio conformacional inducido por agonistas que resulta en
el cierre del canal; se sabe que este proceso es dependiente de calcio intracelulari®s. La
desensibilizacion de los receptores TRPV1 como mecanismo antialodinico también fue respaldado
por Christoph et al. 2008, quienes demostraron un abatimiento de la alodina en ratones knock-out

TRPV1-/-149,

En concordancia con nuestros resultados, McNamara et al, 2005, utilizando estudios
electrofisiolégicos in vitro demostraron que, al igual que la capsaicina, la piperina es un agonista del
TRPV1, puesto que produjo una actividad agonista clara que fue antagonizada por el antagonista
capsazepina, sin embargo, determina que, aunque la piperina fue un agonista menos potente (CEso =
379 * 1.9 um) que la capsaicina (CEso = 0.29 * 0.05 pum), demostré una eficacia mucho mayor
(aproximadamente el doble) en TRPV1. Esto llevd a una desensibilizaciéon macroscépica mas
pronunciada para la piperina y también a una mayor taquifilaxia en respuesta a aplicaciones agonistas

repetitivas 150,

Se sabe que la capsaicina activa al receptor TRPV1 al acoplarse en el sitio de unién a vanilloides
ubicado en las subunidades S3 y S419, sin embargo, al no presentar ese grupo vanilloide, la piperina
debe de activar al TRPV1 en un sitio diferente, lo que explicaria las diferencias de su mayor eficacia e

induccidn de desensibilizacién del receptor a pesar de ser también una alcamida.

Asi mismo, Correa et al. hicieron un estudio de derivados de piperina donde determinaron que su
efecto agonista de TRPV1 dependia del anillo metilendioxi, ya que la apertura de dicho anillo, o los
cambios en el anillo heterociclico de la molécula redujeron o anularon su actividad, mientras que los
cambios estructurales de dobles enlaces y estereoquimica en la cadena alifatica de estos compuestos

no modificaron su potencia o eficacial5t.

En el caso de la coadministracion de piperina y bicuculina se puede observar en el curso temporal el
umbral de retirada una disminucién del efecto antialodinico de la piperina respecto a la dosis de la
primera (Fig. 30, B). Al momento de graficar el %MEP, se observa que, a la dosis de 30ug de bicuculina

el porcentaje disminuyé a un valor cercano al 50% (Fig. 30, D). Estos resultados indican que ademas
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de la activacidn de los receptores TRPV1, la modulaciéon positiva del receptor GABA4 esta implicada

en el mecanismo de accion del efecto antialodinico de piperina.

Se sabe que el sistema GABAérgico esta implicado en la modulacion del dolor neuropatico por los
estudios realizados por Bridges et al, en 200130, Las vias inhibitorias descendentes e interneuronales
locales, como las vias GABAérgicas, contribuyen criticamente a la modulacién del equilibrio entre el
tono excitador e inhibitorio en la transmisién sindptica. Las interneuronas GABAérgicas producen
inhibicién sinaptica y, porlo tanto, previenen o inhiben el dolor neuropatico a través de los receptores
GABA4 y GABAg en el asta dorsal de la médula espinal52. Hwang et al en 1997, demostraron que los
receptores espinales GABAx y GABAg modulan los sistemas espinales activados por
mecanorreceptores de umbral bajo que median la alodinia observada después de la lesién del nervio
periféricols3, y Zeilhofer et al. en 2008 demostraron que la inhibicion GABAérgica se pierde en
condiciones de dolor neuropatico crénicol. Por lo que una modulacién positiva del receptor GABA4

es un mecanismo viable para explicar el efecto antialodinico de la piperina.

En el 2010, Zaugg y colaboradores descubrieron que la piperina era un modulador alostérico positivo
del receptor GABA, utilizando perfil de actividades in vitro basado en HPLC, ademas determinaron
que no es por unién al sitio de las benzodiacepinas ya que al utilizar el antagonista flumazenil no se
present6 disminucion de la actividad, por lo que la piperina representaria un nuevo compuesto base
para la interaccién con moduladores del receptor alostérico positivo de GABA4 con un sitio de uniéon

independiente de las benzodiazepinas54.

Parte de la actividad de la piperina sobre el receptor TRPV1 puede ser causada por el anillo de
piperidina que presenta, ya que en el 2013, Khom y colaboradores evaluaron la activaciéon del
receptor por piperina y un derivado de esta (SCT-66) que cambia el anillo de piperidina por dos
grupos terbutilo unidos al atomo de nitrégeno y observaron ausencia de la activaciéon de los TRPV1,
no siendo asi con los receptores GABAa donde no hubo diferencia en la activacién con la modificaciéon
realizadalss. Ademas, con el fin de evaluar la interaccién de piperina con GABAa se estudid la
modulacién de receptores compuestos por diferentes subunidades, expresados en ovocitos de
Xenopus. Los resultados sugieren que la piperina interactiia con un sitio de unién localizado en las

subunidades a y/o 8 o la interfaz o/[155.

55




Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los cursos temporales al administrar los
antagonistas HC-030031 (antagonista de TRPA1) y SKF-96365 (antagonista de TPRPC) junto con
piperina,y en el %MEP no se observan diferencias significativas respecto al grupo tratado inicamente

con piperina (Fig. 29, D y Fig. 30, C).

Ademas de ser un agonista de los receptores TRPV1, la piperina también es un agonista de los
receptores TRPA1 pero con menor potencia y eficacia, esto fue estudiado por Okumura y
colaboradores en 2010156, Se sabe que la activacion de los receptores TRPA1 contribuye a la sefial
dolorosa en lesiones nerviosas, sin embargo, el mecanismo que subyace a la regulacién al alza de
TRPA1 en sitios de lesiones nerviosas sigue siendo desconocido!s?”. Conjuntamente su
desensibilizacion también produce efectos analgésicos!58. El hecho de no presentar una disminucién
del efecto se puede explicar por la baja afinidad que tiene la piperina al TRPA1 respecto al TRPV1, ya
que la piperina activara primeramente al TRPV1 con una mayor efectividad y potencia, lo que
provocara una gran desensibilizacién en comparacion con el TRPA1 que puede activarse, pero no
desensibilizarse. A pesar de que el receptor esté involucrado en el dolor neuropatico y que la piperina
sea agonista del mismo, los resultados indican que los receptores TRPA1 no estan involucrados en el
mecanismo de accion del efecto antialodinico de la piperina.

Actualmente, no existen reportes de la interaccién de la piperina con los receptores TRPC, por lo que
los resultados concuerdan con lo esperado, sin embargo, no se deben descartar rutas alternas donde
podrian estar involucrados estos receptores y por las limitaciones de nuestro modelo, no fueron

observables.

En resumen, los resultados anteriores indican que la afinina presenta un efecto antialodinico bajo,
pero también presentan efectos téxicos a partir de la dosis de 17.7 mg/kg. La piperina presenta un
buen efecto antialodinico debido a la desensibilizaciéon aguda de los receptores TRPV1, asf como una
modulacién positiva del receptor GABAa en un sitio distinto al de las benzodiacepinas en las
subunidades a y/o 0 en la interfaz a/f3, sin estar involucrada la activacién de los receptores TRPA1

y TRPC.
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10.CONCLUSIONES

Se aislaron y purificaron las alcamidas afinina y piperina de sus respectivas fuentes naturales con un
rendimiento aceptable y se caracterizaron utilizando RMN !H y 13C, comprobando asi su identidad y

pureza.

La afinina presenté un bajo efecto antialodinico ademas de efectos téxicos en su administracion

intraperitoneal, por lo que no se continué con su estudio.

La piperina present6 un efecto antialodinico claro tras la administracion sistémica con una DEso de
17.478+4.27 mg/kg, i.p., aumentando el umbral nociceptivo hasta niveles cercanos a las ratas
falsamente ligadas, con un efecto mayor al de la pregabalina, utilizado como farmaco testigo.
Asimismo, se determind farmacolégicamente que el mecanismo de accidn del efecto antialodinico de
la piperina es la desensibilizacién aguda de los receptores TRPV1 y la modulacion positiva del

receptor GABAA.

Los resultados obtenidos en el presente estudio justifican estudios posteriores de piperina como

agente terapéutico en el dolor neuropatico.
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11. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto antialodinico de la piperina en administracidon subcrénica y crénica en el modelo de

ligadura de nervios espinales.

Evaluar el efecto antialodinico de la piperina en otros modelos de dolor neuropatico como el causado

por agentes quimioterapéuticos.
Determinar si la piperina produce taquifilaxia utilizando técnicas de biologia molecular para

determinar la expresion del TRPV1 en los tejidos nerviosos posterior a la administraciéon subcroénica

de piperina.
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13.ANEXOS
ANEXO I. Carta de aprobacion del presente estudio por el CICUAL Facultad de Quimica.

FACULTAD DE QUIMICA

COMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO
Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO
OFICIO/FQ/CICUAL/199/17

ASUNTO: DICTAMEN

DR. ANDRES NAVARRETE CASTRO
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Presente

Por éste medio le informamos que el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM, ha revisado el protocolo:

“Caracterizacion del efecto antinociceptivo de la piperina y la afinina en el dolor neuropético en
roedores hiperglicémicos inducidos con estreptozotocina”.

No. de animales empleados en el estudio: 504 ratas Wistar macho
Constatando que realiz6 las correcciones solicitadas, se emite el dictamen de:

APROBADO

Sin mas por el momento le enviamos un cordial saludo.

Atentamente
“POR M RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Ciudad de México a 7 de marzo del 2017

A U Ty Vige A
ME—fsihel Toeracsa M 7
M. en C. Ma. Isabel Gracia Mora Dra. Ma. Elena Bravo Gomez
Presidente Secretaria

c.c.p. Dr. Felipe Cruz, Secretario Académico de Investigacion y Posgrado, FQ.
c.c.p. Mtra. Patricia Santillan, Secretaria Administrativa, FQ.
c.c.p. Expediente CICUAL.
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ANEXO II. Tabla de Dixon para los valores de k con base en el patron de respuesta

Values for k, based on response pattern

Pattern Value for & Pattern Value for & Pattern Value for & Pattern Value for k
0Xx -0.5 000X0000 —0.547 X0 0.3 XXXOXXXX 0.547
00X —0.388 0000X0000 —0.547 XXO (.384 XXXXOXXXX (1.547
000X ~0.378 0X000X —-1.25 XXX0 0.378 XOXXX0 1.25
0000X —~0.377 00X000X - 1.247 XXXXO0 0.377 XXOXXXO0 1.247
0X0 0.842 000X000X —1.246 X0X —0.842 XXXOXXX0 1.246
00X0 0.89 0000X000X —1.246 XX0X —0.89 XXXXOXXXO 1.246
000X0 0.894 0OX00X0 0.372 XXXOX —-0.894 XOXX0X -{0372
0000X0 0.894 00X00X0 0.38 XXXX0OX —0.894 XXOXX0X —0.38
0OXX ~0.178 000X00X0 0.381 X00 0.178 XXXOXX0OX —(.381
00XX 0 0000X00X0 1.381 XX00 i} XXXXOXX0X — (1381
000XX 0.026 OX00XX —0.169 XXX00 —0.026 XOXX00 0.169
0000XX 0.028 00X00XX —0.144 XXXX00 —0.028 XXOXX00 {.144
0X00 0.299 000X00XX ~0.142 XOXX —0.299 XXXOXX00 0.142
00X00 0.314 0000X00XX =142 XXOXX -0.314 XXXX0OXX00 0.142
000X00 0.315 0X0X00 0.022 XXXOXX -0.315 XOX0XX -0.022
0C00X00 0.315 00X0X00 0.039 XXAXOXX —0.315 XXOXOXX —0.039
0OX0X -0.5 000X0X00 0.04 X0xX0 0.5 XXXOX0OXX —{.04
00X0X —0.439 0000X0X00 0.04 XX0X0 0.439 XXXXOX0OXX — {104
Q0O0X0X —0.432 0OX0X0X —0.5 XXXO0OX0 0.432 XOX0X0 03
0000X0X -0.432 00X0OX0X -0.458 XXXX0X0 0.432 XXO0X0X0 0.458
OXX0 1 00OX0OX0OX —0.453 X00X -1 XXX0OX0X0 0.453
00XX0 1.122 0000X0X0X —0.453 XX00X =1.122 XXXX0X0X0 0453
000XX0 1.139 OX0OXX0 1.169 XXX00X -1.139 XOX00X —1.169
0000XX0 1.14 00X0OXX0 1.237 XXXX00X - 114 XX0OX00X -1.237
OXXX 0.194 QO0OX0XX0 1.247 X000 ={.194 XXXO0X0O0X ~1.247
OO0XXX 0.449 0000X0XX0 1.248 XX000 —(1.449 XXXX0X00X —1.248
000XXX 0.5 OXOXXX 0.611 XXX000 —0.5 X0X000 —0.611
0000XXX 0.506 O0OXOXXX 0,732 XXXX000 —0.506 XX0X000 ~0.732
0X000 —0.157 O00XO0XXX 01.756 XOXXX .157 XXX0X000 —0.756
00X000 ~0.154 0000X0XXX 0.758 XXOXXX 0.154 XXXXO0X000 —0.758
000X000 - (154 0XX000 —0.296 XXXOXXX 0.154 XOOXXX 1).296
0O000X000 — (1154 00XX000 —0.266 XXXXOXXX 0.154 XXO0OXXX 0.266
OX00X - 0.878 000OXX000 —0.263 XOXXO 0.878 XXX00XXX 0.263
QO0X00X —0.861 0000XX000 -0.2603 XXOXXO 0.861 XXXX00XXX 0.263
000X00X —0.86 OXX00X —0.831 XXXOXX0 0.86 XO0OXXO 0.831
0000X00X —0.86 00XX00X —0.763 XXXX0OXXO 0.86 XX00XX0 0.763
OX0X0 0.701 QOOXX00X -0.753 XOX0OX —0.701 XXX00XX0 0.753
O0OX0X0 0.737 0O000XX00X -0.752 XXOX0OX -.737 XXXX00XX0 0.752
000X0OXO 0.741 OXX0XO 0.831 XXXOX0X -{.741 XO0X0X — (1831
0000X0OX0 0.741 00XX0X0 0.935 XXXX0OX0X —.741 XX00X0X —0.935
0X0XX 0.084 000XX0X0 0.952 X0X00 —0.084 XXX00X0X —10.952
00X0XX 0.169 0O000XX0X0 0.954 XXO0X00 —0.169 XXXX00X0X —0.954
000X0OXX 0.181 OXX0XX 0.296 XXXOX00 —0.181 X00X00 —(.296
0000X0OXX 0.182 O0OXXOXX 0.463 XXXX0OX00 —0.182 XX00X00 — (463
OXX00 0.305 000XXO0XX 0.5 XOOXX —0.305 XXX00OX00 -5
0O0OXX00 0.372 Q000XX0XX 0.504 XXO00XX -0.372 XXXX00X00 —0.504
Q00XX00 0.38 OXXX00 0.5 XXX0OO0OXX —0.38 X000XX —05
0000XX00 0.381 O0XXX00 0.648 XXXX00XX — (1381 XX000XX — 01648
OXX0X —0.305 Q00XXX00 0.678 XOQO0OX0O (1305 XXX000XX —~0.678
OOXXOX —0.169 0000XXX00 0.681 XX0Q0X0 0.169 XXXX000XX —(.681
000XX0X —0.144 OXXXOX —0.043 XXX00X0 0.144 XO00X0 1L043
O000XX0X —{,142 OOXXX0OX 0.187 XXXX00X0O 0.142 XX000X0 —0187
OXXXO 1.288 OO0OXXX0X 0.244 X000X - 1.288 XXX000X0 —0.244
OOXXXO0 1.5 0O000XXX0X 0.252 XXO00X ~1.5 XXXX000X0 —-0.252
OO0OXXX0O 1.544 OXXXX0 1.603 XXX000X —1.544 XO0000X —1.603
0000XXX0 1.549 OOXXXX0 1.917 XXXX000X —1.549 XX0000X -1.917
OXXXX 11.555 O00OXXXXO0 2 X0000 —(.555 XXX0000X -2
DQOXXXX 0.897 O000XXXX0O 214 XX0000 —-0.897 XXXX0000X —2.014
QOOXXXX 0,985 OXXXXX 0.893 XXX0000 —10.985 X00000 —0.983
0000XXXX 1 OOXXXXX 1.329 XXXX0000 -1 XX00000 -1.329
0OX0000 —0.547 O0OXXXXX 1.465 XOXXXX 0.547 XXX00000 - 1.465
QO0X0000 —.547 O00COXXXXX 1.496 XXOXXXX 1.547 XXXXO00000 — 1.496
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ANEXO III. Espectro RMN 1H de Piperina
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ANEXO 1V. Espectro RMN 13C de Piperina
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ANEXO V. Espectro RMN 1H de Afinina
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ANEXO VI. Espectro RMN 13C de Afinina
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