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RESUMEN

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) han probado ser eficaces en el
tratamiento del dolor y la inflamacién, sin embargo, entre los efectos adversos mas
relevantes de los mismos se encuentran los riesgos cardiovasculares y el dafio
gastroentérico. Estas desventajas de los AINE’s hacen evidente la necesidad de
alternativas terapéuticas que ofrezcan eficacia y mayor seguridad.

El aceite de pescado (AP) es una mezcla de lipidos que se extrae de los tejidos
grasos de los peces, tiene un rico contenido de acidos grasos poliinsaturados Q-3, y
estudios previos han mostrado que tiene efectos cardio y gastroprotectores
importantes. Estas caracteristicas hacen que el AP sea un candidato importante en el
disefio de estrategias para el tratamiento del dolor y la inflamacion, y para la
proteccion gastroentérica de pacientes cuya terapia incluya AINE’s.

En este trabajo, se emplearon ratas Wistar hembras a las que se les administro
indometacina y AP para evaluar los efectos antinociceptivo, antiinflamatorio y
gastroenteroprotector del AP, frente a la administracion aguda y cronica de este
AINE.

Se observo que el AP no presenta interferencia con la eficacia de la indometacina, no
presenta efecto analgésico propio y no presenta sinergismo aparente en ningun
caso, sin embargo, posee un efecto antiinflamatorio per se y es capaz de reducir los
dafos gastrico y entérico generados por la administracion de indometacina, bajo los

esquemas agudo y croénico.
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ABSTRACT

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID’s) have shown to be an efective
therapy against inflammation and pain, however, between the must relevant adverse
effects of this drugs are cardiovascular risks and gastroenteric damage. This NSAID’s
unadvantages make clear the necesity of alternate therapies which may offer efficacy
and greater security.

Fish oil (FO) is an Q-3 PUFA rich mixture of lipids, which is extracted from fish
adipose tissues, and several studies have demonstrated that it has important cardio
and gastroprotective effects. This features make FO a relevant candidate for the
design against inflammation and pain estrategies, as well as for the gastroenteric
protection of patients whose therapy includes NSAID’s.

In this study, female Wistar rats were administered with indomethacin and FO in order
to asses the antinocicetive, the antiinflammatory and the gastroenteroprotective
effects of FO against both, acute and chronic administration of this NSAID.

It was observed that FO does not interfere with the effect of indomethacin, also it has
no analgesic properties neither any apparent sinergysm with it, but FO showed an
antiinflammatory effect per se as well as a reduction in gastric and enteric damages

generated by the acute and chronic administration of indomethacin.



1. INTRODUCCION

1.1 DOLOR E INFLAMACION.

1.1.1. Dolor.

El dolor es una experiencia intrinsecamente desagradable que, normalmente, se
encuentra asociada a un dafio fisicol. Fisiol6gicamente, se distingue entre dolor y
nocicepcién; considerando que la nocicepcion se refiere a las sefales que llegan al
sistema nervioso central como resultado de la activacion de los receptores
sensoriales (llamados nociceptores), que proveen la informacién acerca del dafio
tisular. El dolor, por su parte, corresponde a la experiencia emocional que

usualmente acompafa a la nocicepcion.

1.1.1.1. Tipos de dolor.

Aunque el dolor se percibe como una sensacion homogénea, existen en realidad
diferentes tipos. De acuerdo a sus caracteristicas, el dolor se puede clasificar segun

su duracion, su fisiologia, su localizacion, y su presentacién?34.
Segun su duracion:

e Agudo, que tiene una duracién de segundos hasta dias, desaparece cuando
cesa la afeccién que le dio origen, corresponde con una respuesta simpatica y
neuroendocrina aumentada y tiene la funcion de alarma e incapacidad
funcional que permite la recuperacion.

e Cronico, que persiste por meses o afos, aun después de que ha cesado la

afeccion que lo origind. La respuesta simpatica y neuroenddcrina se



encuentran disminuidas y no corresponde a una funcion biolégica, aunque

emocionalmente tiene mucha relevancia.

Segun su fisiologia:

Nociceptivo, también denominado dolor fisiologico, se origina por estimulacion
directa de los nociceptores y tiene la caracteristica de fungir como una alarma
frente a la presencia de un estimulo potencialmente dafino, de tal suerte que
se considera un sistema protector que busca evitar la lesiéon de los tejidos
comprometidos.

Inflamatorio, se presenta cuando esta prevencion falla y el dafio ocurre, de tal
suerte que el organismo busca promover la reparacién de dicho dafio. En este
proceso de reparacion, la sensibilidad a los estimulos aumenta y aquéllos que
normalmente no resultaban dolorosos ahora se perciben como tal,
favoreciendo la inmovilizacién y el evitar contacto con la zona afectada,
permitiendo asi una recuperacion completa?.

Neuropatico, que es generado por una disfuncién en el sistema nervioso. Se
presenta en ausencia de dafo tisular y puede manifestarse con diferentes

intensidades.

Segun su localizacion:

Somatico, que tiene su origen en la piel y en los tejidos mas profundos (p. Ej.
articulaciones y musculos), es producido por activacién de nociceptores y se
percibe de una manera bien localizada. Ademas presenta un componente
primario rapido y de caracter punzante, después de la lesion, y un
componente secundario retardado y difuso, que permite mantener el estimulo
doloroso.

Visceral, que tiene su origen en los érganos internos, mediante la activacion
de nociceptores por infiltracion, compresién, distencion, traccion o isquemia de

visceras pélvicas, abdominales o toracicas. Es un dolor difuso pues se



extiende a zonas alejadas del érgano lesionado. No presenta un componente
primario y normalmente se describe como un dolor profundo y opresivo,

acompafado de un respuesta motora refleja y autonémica®.

Segun se presenta:

e Continuo, que se mantiene sin periodos de remision.

e Intermitente, que presenta intervalos de remision intercalados con periodos
variables de duracion del dolor.

e Subintrante, que intercala periodos de dolor intensos con otros de tipo
moderado.

1.1.1.2. Nocicepcion.

La percepcion del dolor requiere de un proceso que abarca desde el estimulo hasta
la interpretacion del mismo como dolor. Este proceso se conoce como nocicepcion y
se integra por la transduccion, la conduccion, la transmisién y la percepcién de las
sefiales generadas por los estimulos dafiinos?®: °.

En esta sefializacion se encuentran involucradas las fibras aferentes primarias Ad y
C. Las fibras Ad son fibras nerviosas mielinizadas de mediano calibre, mientras que
las fibras C son fibras no mielinizadas y de menor calibre. Ambos tipos de fibras
pueden ser estimuladas por el frio, el calor y la presion, a partir de la activacion de
nociceptores como el RPTV-1, generando potenciales de accion que eventualmente
llegaran a la médula espinal y, después, al hipotalamo, para finalmente ser
interpretados a nivel de la corteza cerebral.

Existen diferentes tipos de nociceptores, algunos de ellos son sensibles a un tipo de
estimulo (p. ej. calor o presion), mientras que otros pueden estimularse mediante
mas de uno de éstos. Asi mismo, la diferencia entre las fibras Ad y C, se ve reflejada
en la velocidad con la que el estimulo se transmite a lo largo de cada fibra hasta
llegar al sistema nervioso central. Dado que las fibras Ad son mielinizadas y de

mayor calibre, permiten una transmision mas rapida de la sefial, mientras que las



fiboras C muestran un retraso con respecto a éstas. Esta diferencia da lugar a la
existencia de dos sensaciones dolorosas sucesivas, al ser estimulados los

nociceptores en ambas fibras®.

1.1.1.2.1. Transduccion.

Se conoce como transduccion a la conversion de los estimulos nocivos (presion,
temperatura, etc.) en sefiales eléctricas, por los nociceptores que se encuentran en
las terminales nerviosas de las fibras aferentes primarias. Estos nociceptores
presentan un umbral de excitacion alto, ademas de que la mayoria son polimodales,
es decir, responden a estimulos tanto mecanicos como quimicos y de temperatura®®.
Existen diferentes canales idnicos en las terminales sensoriales y en el soma de las
neuronas (tabla 1), los cuales se encuentran estrechamente relacionados al proceso
de transduccién ya que las corrientes idnicas entrantes o salientes, que se generan
por la activacion de estos canales i6nicos, producen una despolarizacion de la

membrana y, consecuentemente, un incremento en la excitabilidad neuronal®.

TABLA 1. PRINCIPALES CANALES IONICOS IMPLICADOS EN LA
NOCICEPCION.

Canal ibnico  Sensibilidad y/o efectos de su activacion Corriente ibnica

Na* e Generacion del potencial de accion. Entrante de ion sodio.
e Generacién y mantenimiento del

dolor neuropatico.

Ca*? e Liberacion de neurotransmisores Incremento
(sustancia P y PRGC). intracelular de iones
e Despolarizacién neuronal. de calcio.
K* Estabilizacion de la membrana mediante Saliente de ion
hiperpolarizacion. potasio.
RPTV1 Sensibles a capsaicina, a calor (> 43 °C), a  Entrante de cationes
sustancias acidas y a productos de las no selectivos.

prostaglandinas (12-HPETE).




RPTV2 Sensibles a calor (> 52°C). Entrante de cationes

no selectivos.

RPTV3 Sensibles a temperarura media Entrante de cationes
(aproximadamente 31 °C). no selectivos
RPTV4 Sensor de hipotonicidad y temperatura Entrante de cationes
media. no selectivos
RPTM8 Sensible al frio (23 — 26 °C) y agentes Entrante de cationes
guimicos como el mentol. no selectivos
RPTAL Sensible al frio (< 17 °C). Entrante de cationes

no selectivos
CISA Sensible al &cido extracelular. Entrante de cationes

no selectivos

P2X Sensible al ATP. Relacionado con el dolor Entrante de cationes
neuropatico. no selectivos

R-5HT3 Sensible a serotonina. Relacionado con Entrante de cationes
dolor neuropatico. no selectivos

RPT: receptor de potencial transitorio; RPTV: receptor de potencial transitorio relacionado
con receptores vaniloides; RPTM: receptor de potencial transitorio relacionado a
melastanina; CISA: canal i6nico sensible a &cido; P2X: receptor purinérgico subtipo X; R-
5HT3: receptor a serotonina tipo 3.

Existen ademéas diferentes mediadores quimicos que modulan positivamente la

actividad de los nociceptores:

e Bradicinina. Sensibilza a los nociceptores mediante un aumento en la
produccion de prostaglandinas por activacion de la fosfolipasa A2, en las
neuronas simpaticas postganglionares, ademas estimula directamente a los
nociceptores. Esta activacion de los nociceptores, por la bradicinina, da lugar
a la generacion de diacilglicerol y a la activacion de proteina cinasa C, dando
lugar a un incremento en la conductancia del i6n sodio.

e Noradrenalina. Estimula la produccion de prostaglandinas en las neuronas

simpaticas postganglionares.



Factor de crecimiento neural. Se produce por la accion de IL-1B y sensibiliza a
los nociceptores.También actia aumentando la expresiébn de genes que
codifican para bradicinina, entre otros péptidos.

lones hidrégeno. Despolarizan las fibras aferentes nociceptivas mediante la
apertura de canales de sodio y mediante la apertura de canales no selectivos,
permeables a Na*, K* y Ca?*.

ATP. El trifosfato de adenosina (ATP) es capaz de estimular a los receptores
de la familia P2x, generando una despolarizacion inmediata y un aumento en el
Ca?* intracelular. Este efecto ocurre en fibras de didmetro pequefio de
neuronas sensoriales, donde se localizan los receptores Pax2y Paxa.

Sustancia P y PRGC. Estas sustancias son capaces de activar directamente a
algunos nociceptores, ademas la sustancia P da lugar a extravasacion
plasmatica, a liberacion de histamina por parte de los mastocitos, a la
liberaciébn de citosinas por parte de los macréfagos, y a la liberacién de

prostaglandinas y colagenasas por parte de los sinoviocitos.

Ademas de estos mediadores, también intervienen leucotrienos, citosinas, aminas y

prostaglandinas, de las cuales se hace una descripcion mas detallada en el apartado

de inflamacion.

1.1.1.2.2. Conduccién.

Después de que el estimulo nocivo se ha transformado, por los nociceptores, a

potenciales de accion, éstos se propagan hacia la médula espinal mediante las fibras

aferentes primarias.

Se distinguen tres tipos de estas fibras:

AB, que tienen un didmetro grande (8mm), son mielinizadas y su velocidad de
conduccion alcanza los 50 m/s. Estas fibras detectan estimulos inocuos y no

contribuyen a la conduccion nociceptiva.



Ad, que también son mielinizadas pero de menor calibre (3mm). Conducen
Impulsos nociceptivos y alcanzan velocidades de 5-30 m/s. En el dolor
somatico son las responsables del dolor primario.

C, que son pequefias (1mm) y no mielinizadas. Son responsables del dolor
somatico secundario y del dolor visceral. Su velocidad de conduccion va de
0.5-2 m/s. Algunas de estas fibras estan capacitadas para liberar mediadores
como sustancia P y PRGC, tanto en las terminales periféricas como en las

centrales.

1.1.1.2.3. Transmision.

Las fibras aferentes primarias llegan a la médula espinal, donde la informacion

nociceptiva puede ser conducida hacia el cerebro o puede ser inhibida por los

sistemas descendentes’.

En este punto, las fibras aferentes hacen sinapsis con neuronas de la sustancia gris

de la médula espinal, de las cuales las mas importantes en la transmisién nociceptiva

son las que se encuentran en las laminas |, Il y V, del asta dorsall. En este nivel, el

glutamato cobra importancia como neurotransmisor de la informacion nociceptiva a

nivel central y actla sobre cuatro receptores:

N-metil-D-aspartato (NMDA), que también es sensible al aspartato y se
encuentra a nivel postsinaptico. EI mecanismo efector ocurre mediante un
canal de cationes con cinética lenta.

a -amino-3-hidroxi-5-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproinato  (AMPA), que se
encuentra ubicado a nivel postsinaptico y al ser un canal de cationes de
cinética rapida, permite la transmision, también rapida, de la informacion
nociceptiva.

Kainato, que se encuentra ubicado de manera presinaptica y postsinaptica,
aungue no se encuentran tan abundantemente. Actia mediante un canal de
cationes de cinética rapida y con baja permeabilidad de Ca?*, generando una

transmision rapida de la informacion.



e Metabotropos, que se encuentran acoplados a proteinas G, tanto en la
presinapsis como en la postsinapsis, y permiten una modulacion sinaptica,

mediante la formacion de trifosfato de inositol y liberaciéon de Ca?*.

En general, se piensa que las terminaciones de las fibras Ad secretan glutamato a
nivel de la médula espinal, mientras que las fibras C, ademas del glutamato, liberan
péptidos como el PRGC y la sustancia P, responsables del dolor tardio. Estos
neurotransmisores producen la excitacion de neuronas de segundo orden,
incrementando los niveles de Ca?* intracelular, lo cual da lugar a la activacién de la
fosfolipasa A2, NOS y varias cinasas. Las prostaglandinas y el 6xido nitrico (ON) son
también importantes en este evento, ya que pueden facilitar la liberacibn de mas
neurotransmisores, como el glutamato y la sustancia P, de las fibras aferentes
nociceptivas. Lo anterior ocurre por accion directa, como es el caso del ON, o
mediante la interaccion con receptores especificos, en el caso de las
prostaglandinas®.

Las sustancias mediadoras neuroquimicas implicadas en la modulacién de la sefal
nociceptiva, a este nivel, pueden ser de caracter excitatorio (favoreciendo la
transmision nociceptiva), como la sustancia P, la PRGC y la neurocinina A; mientras
que también pueden ser de caracter inhibitorio, como los opiaceos enddgenos
(encefalina, dinorfina y endorfina), la somatostatina, la norepinefrina, la serotonina y
el &cido gamma amino butirico (GABA).

Después de su integracién, en el asta dorsal de la médula espinal, la informacién
nociceptiva se conduce, mediante las neuronas de proyeccion, a centros superiores

en el cerebro®.

1.1.1.2.4. Percepcion.

La integracion y el ulterior proceso del estimulo doloroso, se llevan a cabo en los

centros supraespinales, constituidos principalmente por?:



e La formacion reticular, que es un mediador de las funciones motoras,
sensitivas y autonomicas, involucrado en los impulsos de aversion y en los
aspectos afectivo-emocionales del dolor.

e El tdlamo, que permite la consciencia de los estimulos cutaneos finos,
relacionados con el dolor. Tiene ademas la funcién de distinguir entre el tipo
de dolor (quemadura, parestesia o cambios térmicos), y actia como centro de
relevo par los estimulos nociceptivos aferentes.

e El hipotalamo, que integra y regula la respuesta neuroenddcrina y del sistema
nervioso autbnomo, ademas de organizar la respuesta somatica y visceral por
la presencia del dolor.

e El sistema limbico, que interviene en las reacciones del estado animico y del
estado emocional.

e La corteza cerebral, que, en las areas somatosensoriales, interpreta la
informacion dolorosa. Interviene asi en la discriminacién y en la localizacion

del dolor.

Bajo condiciones patolégicas y, dependiendo de la edad y otros factores
psicosociales, el dolor puede ser debilitante e incluso causa de depresion para
quienes lo padecen. Esto ocurre ya que, aunque es esencialmente una sensacion, el
dolor se encuentra ligado a factores cognitivos y emocionales, que le confieren
atribuciones de sufrimiento® 1°,

El dolor limita la actividad profesional de quienes lo padecen. Esto conlleva a
importantes consecuencias tanto en la vida social de los pacientes como en la
economia (a diferentes niveles). Se estima que uno de cada cinco sujetos pierde su
trabajo y un tercio presenta problemas en su actividad laboral a consecuencia del

dolor crénicol,

1.1.2. Inflamacion.

La inflamacion es un mecanismo de respuesta que se presenta en el tejido conectivo

vascularizado, frente a la invasion de organismos patdégenos y/o frente a algun dafio



tisular. Este fendmeno se caracteriza principalmente por la liberacién de diversas
sustancias, por parte de las células del tejido dafiado circundante, y por el
reclutamiento de las células del sistema inmunoldgico, principalmente neutrofilos,
ademas de una acumulacion de fluido, que permiten la localizacién, dilucion y
destruccion de los agentes causantes de la inflamacién. Sin embargo, el
reclutamiento de estas células trae consigo, también, consecuencias no benéficas,
puesto que deben abrirse paso a través del tejido para alcanzar la zona afectada y
para ello se liberan diversos mediadores quimicos que pueden generar aumento de
dolor y mayor inflamaciént!. Asi mismo, la inflamacién se considera inadecuada

cuando se desencadena bajo las siguientes circunstancias!?:

En forma exacerbada y/o sin control (choque anafilactico).

En forma cronica (cancer, obesidad).

Debido a sustancias ajenas al organismo (alergias).

Frente a tejidos del propio organismo (enfermedades autoinmunes).

La meta final es liberar al organismo del tejido dafiado, las células muertas y las
necréticas, es decir, la reparacion del dafio, sin embargo, en algunos casos la
inflamacion puede ser detrimental y llega a constituir parte del proceso patoldgico,
por lo que se requiere su control mediante el uso de farmacos antiinflamatorios o

inmunosupresorest?13,

1.1.2.1. Inflamacion aguda.

La inflamacion aguda es un proceso inmediato y se desencadena como respuesta a

una agresion generada por:

Patogenos (virus, bacterias, hongos, etc.).

Estimulos nocivos fisicos (frio, calor, trauma, etc.).

Estimulos nocivos quimicos (toxinas, venenos, acidos, etc.).

Necrosis tisular (infarto por isquemia, etc.).
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Los principales sintomas de la inflamacién aguda son el rubor, el calor, el tumor, el
dolor, y la pérdida de funcion de la zona afectada. Esto ocurre debido a que la
inflamacion aguda trae consigo modificaciones en el calibre de los vasos sanguineos,
para facilitar el flujo de la sangre, y alteraciones en la estructura microvascular,
alterando también la permeabilidad. Estos eventos permiten la salida de proteinas
plasméticas y leucocitos, asi como la migracion de los mismos a la zona lesionada.
Mas aun, el dolor es una consecuencia de la activacion y sensibilizacion de las fibras
nerviosas aferentes primarias’.

En el proceso de inflamacion, la contraccion de las células endoteliales se encuentra
mediada por diferentes aminas, eicosanoides, y citocinas, incluyendo la interleucina-
1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y el interferon gamma (INF-y). De igual
manera, la adhesion de leucocitos se encuentra mediada por la presencia de
proteinas de membrana, que se expresan como resultado de la sefializacion propia

de dichas citocinas y eicosanoides!? 13,

1.1.2.1.1. Procesos vasculares.

El primer cambio en la microcirculacion corresponde a una vasoconstriccion
transitoria, con duracion de apenas unos segundos, y después ocurre una
vasodilatacion bastante manifiesta de arteriolas, capilares y vénulas. Esta
vasodilatacion da lugar a un incremento en la cantidad de sangre, en la zona
afectada. Conforme la microvasculatura se permeabiliza, el fluido rico en proteinas
se extravasa hacia el tejido circundante y provoca un aumento en la viscosidad
sanguinea, por un aumento relativo de eritrocitos. Finalmente, ocurre un estasis del
flujo sanguineo!4.

En la fase temprana de la inflamacion, la dilatacion arteriolar y el incremento del flujo
sanguineo, generan un aumento en la presion hidrostatica, lo que ocasiona el
movimiento de fluido de los capilares hacia los tejidos. Este fluido se conoce como
trasudado y es, en esencia, un ultrafiltrado del plasma sanguineo, con poca cantidad

de proteinas. Posteriormente, este trasudado aumenta su contenido protéico y
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celular, convirtiéndose asi en un exudado inflamatorio, que tiene las funciones de

diluir el agente agresor, aumentar el flujo linfatico para retirar a dicho agente de la

zona, y rodear el area afectada con diferentes proteinas defensivas (como proteinas

del complemento e inmunoglobulinas)?*®.

1.1.2.1.2. Procesos celulares.

La inflamacién aguda se caracteriza por la migracion de células inflamatorias, que

pasan de la sangre al area de lesion. Los neutréfilos prevalecen en la fase temprana

(primeras 2 horas) pero, posteriormente, penetran células fagociticas del sistema

reticuloendotelial, asi como linfocitos y células plasmaticas. No obstante, los

neutréfilos contintan predominando durante varios dias?®.

La extravasacion de los leucocitos hacia el sitio de inflamacion obedece a una

secuencia de acontecimientos que son'’:

Marginacion y rodamiento de leucocitos. Al disminuir la velocidad del flujo
sanguineo, los eritrocitos, que son mas ligeros, tienden a moverse mas rapido
y forman agregados celulares densos en el eje central del vaso sanguineo,
favoreciendo asi el desplazamiento de los leucocitos hacia la periferia de los
vasos y su interaccion con las células endoteliales'®. En seguida de este
fendmeno, los leucocitos presentan una serie de adhesiones transitorias
débiles, que conforman el proceso de rodamiento y que esta mediado por
moléculas de adhesion de la familia de las selectinas. Las selectinas son
receptores expresados en los leucocitos y en el endotelio, que contienen un
dominio extracelular que une azucares. Los tres miembros de esta familia son
la E-selectina, que se expresa en células endoteliales; la P-selectina, que se
encuentra en plaquetas y también en el endotelio; y la L-selectina, que se
expresa en la mayoria de los leucocitos. Cabe mencionar que las selectinas
endoteliales se expresan muy poco y que, bajo condiciones inflamatorias, se

incrementa su expresion gracias a la accion de mediadores especificos?8.
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Adhesion y transmigracion. La adhesion corresponde al afianzamiento de la
union entre leucocitos y células del endotelio. Este afianzamiento esta
mediado por integrinas que se expresan en la superficie de los leucocitos y
por sus ligandos, que se expresan en la superficie de las células endoteliales.
Las integrinas son glicoproteinas transmembranales que forman
heterodimeros, y que son activadas por ciertas quimiocinas. A su vez, las
citocinas, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 1
(IL-1), favorecen la expresion de los ligandos de dichas integrinas en la
membrana de las células endoteliales!®. Una vez adheridos al endotelio, los
leucocitos migran a través d ela pared del vaso sanguineo por diapédesis,
estimulada por quimiocinas de los tejidos extravasculares y con ayuda de la
molécula de adhesion plaqueta-endotelio (CD-31), que se expresa tanto en los
leucocitos como en las céulas endoteliales. Cuando los leucocitos han
extravasado, liberan colagenasas que degradan la membrana basal, para
abrirse paso?®®.

Quimiotaxis. Una vez que los leucocitos han alcanzado el espacio intersticial,
se dirigen a la zona donde se encuentra la lesion y/o el agente dafiino. Este
direccionamiento ocurre gracias a un gradiente de agentes quimiotacticos, que
corresponden a productos bacterianos, fragmentos del complemento,
metabolitos del acido araquidénico, y algunas citocinas. Esta quimiotaxis
depende de la interaccion de los agentes quimiotacticos con receptores
especificos en la membrana de los leucocitos, asi como de la produccién de
segundos mensajeros. Este proceso de transducciéon de sefiales da lugar a la
activacion de la fosfolipasa C y de la cinasa C, generando un incremento de
calcio intracelular y, gracias a esto, a los eventos de contraccion celular,
responsables del movimientol®.

Activacion. Los agentes quimiotacticos, también son capaces de activar a los
leucocitos mediante su interaccion con receptores especificos, dando lugar a
la fagocitosis, a la degranulacién y secrecién de enzimas lisosomales, al inicio
de la actividad oxidativa, a la produccion de prostaglandinas y citocinas

proinflamatorias, y a la regulaciéon de las moléculas de adhesién leucocitaria®”’.
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1.1.2.1.3. Mediadores quimicos de la inflamacion.

Todos los procesos descritos anteriormente, se desencadenan gracias a la accion de
diversos mediadores quimicos, procedentes de las células en el sitio de la
inflamacion o de mediadores circundantes en el plasma (sintetizados por el higado).
Los derivados de las células pueden encontrarse en granulos intracelulares que se
liberan al estimularse la célula (histamina) o formarse de novo, en respuesta a un
estimulo (prostaglandinas y citocinas). La mayoria de estos mediadores ejercen su
efecto mediante receptores especificos en las células diana y, algunos de ellos,
pueden estimular la produccion de otros mediadores en estas mismas células
(amplificacién). Una vez activados y liberados, la mayoria de los mediadores
quimicos tiene una vida corta ya que son inactivados por enzimas o sufren la accion
de inhibidores!4.

Entre los principales mediadores quimicos se encuentran:

e Aminas vasoactivas. La histamina y la serotonina se pueden encontrar
preformadas en mastocitos y en otras células, y constituyen a los primeros
mediadores liberados durante la inflamacion aguda. La histamina se produce
en varios tipos celulares, principalmente en mastocitos circundantes de los
vasos sanguineos, en basdfilos circulantes y en plaguetas. Se libera frente a
estimulos fisicos (calor, trauma), reacciones alérgicas (por unién de
anticuerpos IgE a los receptores Fc en mastocitos), en respuesta a fragmentos
de proteinas del complemento C3 y C5, neuropéptidos (sustancia P), y ciertas
citocinas (IL-1, IL-8). La histamina que se libera disminuye durante la primera
hora después del comienzo de la inflamacién, al ser inactivada por la
histaminasa. La serotonina tiene efectos similares a la histamina y se
encuentra en los granulos densos de las plaquetas, liberandose durante la
agregacion plaquetaria. Ambas aminas producen vasodilatacién y aumento de

la permeabilidad”.
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Eicosanoides. De estos mediadores, los principales corresponden a las
prostaglandinas, los tromboxanos, los leucotrienos y las lipoxinas. Se forman a
partir del acido araquidénico (figura 1), que es un acido graso insaturado de 20
atomos de carbono, que contiene cuatro dobles enlaces y que se encuentra
formando parte de la membrana celular (esterificado con fosfolipidos). Para la
produccién de estos eicosanoides, es necesaria la activacion de la fosfolipasa
Az (FLA2), la cual no sélo da lugar a estos derivados del acido araquidonico
sino que puede dar lugar también al lisogliceril-fosforilcolina, el precursor del

factor activador de plaguetas (FAP)%°,

Fosfolipidos de membrana

* Fosfolipasa A,/C

COOH

12-lipooxigenasa

Ciclooxigenasa Acido araquidénico

15-lipooxigenasa ¢S-Iipooxigenasa

PGG,/PGH, 15-HPETE 5-HPETE 12-HPETE

Prostaglandinas Lipoxinas Leucotrienos 12-HETE
Prostaciclina
Tromboxanos

Figura 1. METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO.
Modificado de Benaiges (2001).

El &cido araquiddnico libre se metaboliza principalmente de dos formas: por la
ciclooxigenasa (COX), de la cual existen dos isoformas, COX-1 y COX-2, y
dan lugar a los prostanoides (prostaglandinas y tromboxanos); y por las

lipooxigenasas, que inician la sintesis de leucotrienos, lipoxinas y otros
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compuestos como las resolvinas, las cuales participan en el proceso de
resolucién de la inflamacion?%-2-22,

Prostanoides. A principios de la década de los 90’s, se identificaron dos
isoenzimas de la COX, la COX-1, que se encontraba de manera constitutiva
en la mayoria de los tejidos, y la COX-2, que se inducia en la inflamacion.
Esta caracteristica llevo a la idea de que las prostaglandinas producidas por la
COX-1 tenian una funcion homeostética, mientras que las producidas por la
COX-2 eran responsables del dolor y de la inflamacién?3. Sin embargo, se ha
observado que tanto la COX-1 participa en los procesos de inflamacion, asi
como la COX-2 participa en procesos de homeostasis?42522 26,

Los principales prostanoides son la prostaglandina E2 (PGE2), PGlz2, PGDz2,
PGF2 y el tromboxano Az (TXAz). La respuesta inflamatoria siempre va
acompafada de la liberacion de prostanoides, predominantemente de PGE:z y
a veces PGl2. En las zonas de inflamacion aguda, éstas se generan por parte
de los tejidos y de los vasos sanguineos locales, asi mismo los mastocitos
liberan PGD:2 y, en la inflamacion cronica, los monocitos y los macréfagos
liberan PE2 y TXA2 20, Las prostaglandinas PGE2, PGl2 y PGD: inhiben la
agregacion plaquetaria y son potentes vasodilatadores, ademas de presentar
efectos sinérgicos con otros vasodilatadores inflamatorios como la bradicinina
y la histamina. Ademéas de esto, son capaces de sensibilizar las fibras
aferentes de tipo C, potencializando el efecto nociceptivo de la bradicinina. Por
su parte, el TXA2 se produce fundamentalmente en las plaquetas y provoca
vasoconstriccion y agregacion plaquetaria®’.

Leucotrienos. ElI metabolismo del &acido araquidonico por parte de la
lipooxigenasa-5 (LOX-5), da lugar al leucotrieno A4 (LTA4), el cual se puede
modificar por accion enzimatica en LTBa, principalmente en los neutrofilos.
También puede dar lugar a LTC4, LTD4 y LTEa4, los cuales tienen incorporados
aminoacidos a su estructura y son producidos en los eosindfilos, en los
mastocitos, en los basdfilos y en los macrofagos. Estos leucotrienos son
importantes en la anafilaxia y en las acciones sobre el sistema respiratorio y el

sistema cardiovascular?®: 28,
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El LTB4 cobra especial importancia en los procesos de inflamacion, ya que es
un mediador que actla sobre receptores especificos en los neutréfilos y
propicia un aumento en la expresion de moléculas de adhesion. Ademas
estimula la degranulacion, la produccion de citocinas y la proliferacion de
macréfagos y linfocitos?8.

Lipoxinas. Las lipoxinas As (LXA4) y Ba (LXBa4) se identificaron como la
interaccion de los productos de la LOX-5 y de la LOX-15, en leucocitos
activos. Se consideran reguladores negativos de los productos del acido
araquidénico y son, en gran medida, responsables de la resolucion de la
inflamacién?® 27, 30,

Citocinas. Son péptidos que, en las reacciones inmunitarias e inflamatorias, se
liberan por parte de las células involucradas en dichas reacciones. La familia
de las citocinas incluye a los interferones, a las interleucinas, al TNF-a, a
diversos factores de crecimiento, a las quimiocinas y a los factores
estimuladores de colonias. Estas moléculas permiten controlar la proliferacion,
la diferenciacion y la activacion celular, mediante mecanismos autécrinos o
paracrinos’. La IL-1 y el TNF-a son citocinas inflamatorias primarias, que
inducen la formacién de otras citocinas!4. Existen ademdas citocinas con
actividad antiinflamatoria, como es el caso del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) y de las interleucinas IL-4, IL-10 e IL-3, que regulan
la magnitud de la respuesta inflamatoria’.

Oxido nitrico. Este compuesto es un gas soluble de vida corta y se produce
por diferentes tipos celulares. Interviene en una amplia variedad de funciones,
como la regulacion de la liberacion de neurotransmisores, el flujo sanguineo,
la relajaciéon del musculo liso y la vasodilatacién, entre otros. EI ON es
sintetizado a partir de la L-arginina, oxigeno molecular y NADPH, por la
enzima sintetasa de o6xido nitrico (NOS, por sus siglas en inglés). Se
reconocen tres isoformas, dos de ellas son constitutivas (cNOS), dependientes
de la calcio/calmodulina y corresponden a la sintetasa de 6xido nitrico epitelial
(eNOS) y a la sintetasa de 6xido nitrico neural (nNOS), mientras que la tercera

isoforma es inducible (INOS) e independiente de la calcio/calmodulina,
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producida en macrofagos y en células endoteliales, en respuesta a citocinas y
mediadores como IL-1, TNF-q, interferon y endotoxinas bacterianas®.

e Neuropéptidos. Se liberan por parte de neuronas sensitivas y contribuyen a las
reacciones de inflamacion neurégena. Los péptidos mas importantes son la
sustancia P, la neurocinina y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (PRGC). La sustancia P y la neurocinina actian sobre los
mastocitos, liberando histamina y otros mediadores, lo cual produce
contracciéon del mRGC actia como un potente vasodilatador’.

e Bradicinina. Esta molécula produce efectos vasodilatadores y un aumento en
la permeabilidad vascular. Estos efectos se deben en parte a la produccion de
PGl2 y a la liberacion de ON. Es ademas una sustancia que genera dolor, y da

lugar a la contraccién del musculo liso, de manera lenta y sostenida?.

1.1.2.2. Inflamacion cronica.

La inflamacién crénica, por su parte, se caracteriza por la infiltracion de células
mononucleares, la destruccion del tejido por las células inflamatorias, y las areas de
angiogénesis y fibrosis activas'®. La transicién de inflamacién aguda a crénica tiene
lugar cuando la respuesta aguda no puede resolverse, lo cual puede deberse a que
el agente patdégeno causante ha resistido las defensas del organismo (infecciones

persistentes) 0 a que existe un problema en la respuesta (inmunosupresion).

La mayoria de los procesos inflamatorios son auto-limitados y se resuelven después
de cierto tiempo mediante la liberacion de sustancias enddgenas que tienen como
finalidad el control de algunos eventos como la migracién celular, la proliferacion, la
eliminacién de células apoptéticas, entre otros. Este mecanismo es necesario,
considerando que la meta es proteger al organismo de una inflamacion
exacerbada®?.

La resolucion de la inflamacién depende, en gran medida, de la inhibicion del influjo
de neutrdfilos, asi como de su apoptosis y subsecuente fagocitosis por parte de los

macrofagos. Sin embargo, el microambiente de las sefales quimicas puede
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influenciar a estas células, dando lugar a patrones de sobrevivencia celular y, en

consecuencia, una falla en la resoluciéon exitosa de la inflamaciént 33,

1.2. TRATAMIENTO DEL DOLOR Y LA INFLAMACION.,

Las caracteristicas de los fendmenos de dolor e inflamacion, su impacto en la calidad
de vida, y las situaciones descritas en las que, mas alla de cumplir una funcion
protectora, dan lugar a un malestar, son razones por las que ambos padecimientos
requieren de una terapia farmacoldgica.

En farmacologia existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios:

a) Los antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides, que son los mas potentes
antiinflamatorios.

b) Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s).

También existen dos grupos importantes y bien diferenciados de analgésicos: Los
opiodes como la morfina, la meperidina y el fentanilo, y los no opiaceos o AINE’s.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los pacientes con dolor en
tres escalones de intensidad con el objetivo de establecer el correcto tratamiento. La
clasificacion de la OMS es la siguiente:

. Grupo 1: analgésicos de accion periférica, representado por los analgésicos
no opioides del tipo antiinflamatorios no esteroides (AINEs), como el diclofenac,
ibuprofeno y otros como el paracetamol.

. Grupo 2: analgésicos centrales débiles, se encuentran representando a este
grupo la codeina, también el D-propoxifeno y el tramadol.

. Grupo 3: analgésicos centrales fuertes, tales como la morfina, meperidina,

metadona, también la hidrocodona y oxicodona.
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1.2.1. AINFE’s.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) son de los farmacos mas vendidos en
el mundo, ya sea por prescripcién o automedicacién34. Son agentes que se emplean
en patologias diversas y de manera cronica e incluso de por vida, como en la artritis
reumatoide, osteoartritis, espondilitis anquilosante, entre otras. Por esta razon, la
relacion costo-riesgo-beneficio de su uso debe tenerse en consideracion al elegir la
mejor terapia®®.

Entre los AINE’s mas importantes se encuentran los salicilatos, como la aspirina; los
indoles, como la acemetacina y la indometacina; los derivados del acido acético,
como el diclofenac y el ketorolaco; y los derivados del acido propionico, como el
ibuprofeno y el naproxeno. Todos ellos, son un grupo de farmacos cuyo efecto
primario es la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, que son los mediadores
responsables de la fiebre, el dolor y la inflamacion. Esta inhibicion ocurre mediante el
bloqueo de las enzimas ciclooxigenasas (COX 1/2). La mayoria de los AINE’s son
inhibidores reversibles y competitivos de las COX'’s, mientras que el acido acetil
salicilico es un inhibidor irreversible ya que acetila a la enzima en el sitio activo. Esto
lo hace uno de los agentes mas utiles como antiagregante plaquetario ya que inhibe
la enzima cicloxigenasa plaquetaria (COX-1) por toda la vida de la plagueta (7-11
dias), dado que las plaquetas son fragmentos celulares y son incapaces de sintetizar
una nueva enzima. Los efectos analgésico y antiinflamatorio de los diferentes AINE’s
varian de acuerdo al tipo de farmaco, sin embargo, es sabido que la indometacina es
uno de los mas potentes, aunque también es uno de los mas tdxicos?*.

Algunos estudios sugieren que existen otros mecanismos de accién, sobre todo para
sus acciones antiinflamatorias. De acuerdo con esto, se ha visto que algunos AINE’s
inhiben la enzima lipooxigenasa in vitro y o mismo se ha observado en algunos
modelos animales, utilizando diclofenac e indometacina. Estos 2 agentes disminuyen
los leucotrienos y prostaglandinas de leucocitos y células sinoviales por estimular la
reincorporacion del acido araquidonico libre en los triglicéridos de las membrana?.
Todos estos AINE’s, sin embargo, se consideran tradicionales, ya que durante la
década de los 90’s, se desarroll6 un grupo de AINE’s, conocidos como coxibs o

20



inhibidores selectivos de la COX-2. Este nuevo grupo de farmacos mostrd tener
importantes efectos analgésico y antiinflamatorio pero presentaron otro tipo de
riesgos a la salud que dieron lugar a que la terapia de eleccion para las afecciones
de dolor e inflamacién contintien siendo los AINE’s tradicionales¢-3”. De manera mas
detallada, la idea general de que los productos resultantes de la COX-2 eran los
responsables del dolor y de la inflamacién, dio lugar a que las compaiiias
farmacéuticas invirtiesen en el desarrollo de farmacos con alta selectividad para la
COX-2, con la intencion de producir un antiinflamatorio efectivo y con un alto margen
de seguridad, susceptible de emplearse de forma prolongada y en pacientes
sensibles y/o con alteraciones gastricas y renales. De esta forma, surgieron los
llamados “coxibs” como lo son el rofecoxib, el celecoxib, el valdecoxib, el parecoxib,
el etoricoxib y el lumiracoxib, que se introdujeron rapidamente al mercado®®-2°, Estos
farmacos, como ya se menciond, bloquean selectivamente la isoenzima COX-2, pero
lo hacen en diferente proporcion#®. Este bloqueo selectivo, en comparaciéon con los
AINE’s tradicionales (cuyo bloqueo es relativamente indistinto), se asocia a un menor
riesgo gastrointestinal*’. De hecho, se ha observado que para que ocurra el dafio
gastrointestinal, se requiere el bloqueo de ambas isoformas de la COX?2. Por otro
lado, se observd que en algunos casos, el rofecoxib producia efectos
cardiovasculares adversos e incluso mortales*?, lo que hizo que este farmaco se
retirase del mercado, unto con el valdecoxib. Estos efectos cardiovasculares
adversos, se explican como una pérdida del equilibrio pues, al bloquear la COX-2,
disminuye la PGIlz, con efectos antiagregante y vasodilatador, y la produccion de
TXA2, con efectos proagregante plaguetario y vasoconstrictor, aumenta con respecto
a los de PGl2, de tal suerte que la prevalencia de TXA:2 sobre la PGIl2 aumenta el
riesgo de trombosis*3.

Por lo anterior, la bausqueda de farmacos mas seguros y eficaces para el tratamiento

del dolor y de la inflamacién adn contintia y tiene dos acepciones principales?:
1. Definir nuevas estrategias dentro del complejo proceso del dolor y la

inflamacion, considerando la participacion de las isoformas de la COX, asi

como de la LOX-5y a las lipoxinas sintéticas.
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2. Modificar los AINE’s tradicionales para que se pueda obtener un efecto

protector sobre la mucosa gastrica.

1.2.2. Otros tratamientos.

Ademas de los AINE’s, como se mencioné anteriormente, existen otros tipos de
antiinflamatorios, principalmente de tipo esteroideo, cuya funcién se basa en la
supresion del sistema inmunoldgico. Esta supresion evita la infiltracion de células
hacia el tejido, asi como el aumento de sefiales quimicas pro-inflamatorias y
relacionadas con el dolor. Sin embargo, este tipo de terapias no se recomiendan para
el uso terapéutico prolongado ya que pueden generar afecciones al sistema
inmunolégico del paciente*.

También se cuenta con otro tipo de analgésicos, ademas de los AINE’s, que llevan a
cabo su funcion a nivel del sistema nervioso central, suprimiendo la percepcion del
dolor incluso aunque el dafio se encuentre presente. Este tipo de farmacos presentan
mayor efectividad en el alivio del dolor, sin embargo, muchos de ellos pueden causar
desbalances en el proceso de sefalizacibn neuronal e incluso cierto grado de
dependencia, por lo que se recomienda usarlos cuando es muy necesario y solo por

periodos cortos de tiempo*44.

1.3. EFECTOS ADVERSOS DE LOS AINE’s.

Como ya se ha visto, los AINE’s, debido a su efectividad y su menor riesgo (en
comparacion con otros tratamientos), siguen siendo el tratamiento de eleccién para
las afecciones de dolor e inflamacién. Sin embargo, los AINE’s representan una
terapia que aun esta lejos de ser completamente segura, y aunque se ha estipulado
que los riesgos son menores, éstos no dejan de ser severos (al menos en
potencia)3*.

El principal dafio asociado a los AINE's es de tipo gastrointestinal.

Endoscopicamente, las lesiones producidas por los AINE’s incluyen hemorragias
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subepiteliales, erosiones, Ulceras, e incluso perforaciones. La prevalencia descrita de
la ulcera gastroduodenal, en usuarios cronicos de AINE’s, varia de un estudio
epidemioldgico a otro, pero se ha establecido dentro de un intervalo que va del 14 al
31% vy, entre los factores de riesgo relacionados con el desarrollo de Ulceras
inducidas por AINE’s se encuentran: la edad avanzada (> 60 afos), las dosis
elevadas de AINE’s, los antecedentes de dispepsia, la ulcera o hemorragia digestiva,
el uso de corticoides y la presencia de artritis reumatoide grave34,46,

Los AINE’s interfieren ademas en muchos procesos asociados a la membrana celular
como la activacion de la fosfolipasa C en los neutréfilos, y la de NADPH oxidasa de
los macréfagos. El ibuprofeno, la indometacina y los salicilatos inhiben algunas
funciones de neutréfilos, como por ejemplo la agregacion célula-célula. También se
piensa que los AINE’s pueden inhibir algunos procesos celulares por desacoplar las
interacciones proteina-proteina dentro de la bicapa lipidica de la membrana celular,
incluyendo los procesos regulados por proteinas G*/, pero dentro de todas sus
acciones en el organismo, se considera que es la misma inhibicion de las COX la que
da lugar a los efectos adversos. En este sentido, dentro de la variedad de los AINE’s,
existe un intervalo de selectividad hacia la inhibicion de la COX-1 o de la COX-2, del
cual depende, en cierta medida, la generacién de los efectos adversos (figura 2).

Los AINE’s llamados tradicionales presentan una menor selectividad, esto es,
inhiben, mas o menos, de igual manera a ambas enzimas y, en algunos casos,
presentan cierta selectividad hacia la COX-1. Por su parte, los AINE’s conocidos
como coxibs inhiben con mayor selectividad a la COX-2, aunque también hay
algunos de éstos que son menos selectivos. La importancia de esta inhibicion
enzimatica para la generacion de riesgos a la salud estriba en la funcién de cada
isoforma. La COX-1 es una ciclooxigenasa constitutiva que se encuentra
principalmente en las células del estbmago y en las plaquetas. En las plaquetas,
como se menciond brevemente, lleva a cabo la funcién de producir tromboxano Az
(TxA2), el cual es importante para el fenomeno de la agregacion plaquetaria y la
coagulacion. En el estbmago, se encarga de producir prostaglandinas de la serie E>
(PGE2), principalmente, las cuales propician una mayor irrigacion sanguinea (por

vasodilatacién), asi como citoproteccién, ya que regulan la acidez del lumen
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estomacal y favorecen la produccion de moco y bicarbonato. Por su parte, la COX-2
es una ciclooxigenasa inducible, que se presenta en tejido vascular, entre otros, y
que se produce frente a un dafio o lesion. Esta isoforma da lugar a fendmenos
inflamatorios que incluyen el reclutamiento e infiltracion de leucocitos en la zona3®" 8,
De manera muy general, la inhibicion de la COX-1 traeria como resultado una
pérdida importante en la citoproteccion de células gastricas, asi como una
disminucién en la capacidad de coagulacion, mientras que la inhibicion de la COX-2
acarrearia un aumento en la respuesta inflamatoria, principalmente. Dicho de otra
manera: la inhibicion de la COX-1 da lugar a riesgos gastrointestinales, y la inhibicion

de la COX-2 da lugar a riesgos cardiovasculares?? 37: 48,

Riesgo Cardiovascular Riesgo Gastrointestinal
Trombosis, = T b T Sangrado,
Infarto al miocardio Ulceraciones
EDGE
Descontinuacion Descontinuacioén
C
Incremento de la
presion sanguinea
c?\\“ p 0 O_‘\\:c\ = \\s:(\ O“o
o » 3 o P QQ .\Q\
&\ Q\v LLQ“\ {C oF
COX-1
Grado de Selectividad

Figura 2. SELECTIVIDAD DE LOS AINE'’s.

Se observan los riesgos del uso de AINE’s, dependiendo de su selectividad hacia la COX-1 o hacia la
COX-2. VIGOR, EDGE y CLASS son estudios comparativos entre algunos AINE’s, que aqui se
muestran de manera representativa. Figura modificada de Antman et al. (2007).

1.3.1. Riesgo cardiovascular.

Los coxibs, como ya se dijo, son inhibidores mas o menos selectivos de la COX-2.

Inicialmente se pensé que podrian resolver el problema del dafio gastrointestinal que
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generaban los AINE’s tradicionales ya que al inhibir preferencialmente a la COX-2,
no se perdian los efectos citoprotectores mencionados. Sin embargo, al ser
estudiados sus efectos adversos, se encontré que presentaban otro tipo de riesgos,
incluso mas severos que el dafio gastrointestinal, que como ya se menciond, estriban
principalmente en un aumento en las probabilidades de sufrir una trombosis y fallas
cardiacas*.

La inhibicion de la COX-2, es verdad que dio lugar a una terapia efectiva para aliviar
dolor e inflamacién, sin embargo, se presentaron efectos adversos a nivel
cardiovascular, como son la trombosis vascular e incluso el infarto al miocardio. La
razon por la cual se presentan este tipo de eventos es que la COX-2, produce, a nivel
del endotelio vascular, prostaciclina (PGI2), la cual mantiene la dilatacion de los
vasos, mientras que, como ya se dijo, en las plaquetas, la COX-1 produce TxA2, que
propicia la agregaciéon plaquetaria. El funcionamiento de ambas enzimas da lugar a
un balance que permite un flujo sanguineo adecuado, pero al inhibir selectivamente a
la COX-2, se pierde este balance a favor de la agregacién plaquetaria y, ain mas, se
mantiene el reclutamiento e infiltracion de leucocitos. Estos factores potencializan la
formacion de coagulos que derivan en la trombosis y, a su vez, puedan originar fallas
en el sistema cardiovascular (infarto al miocardio). Por esta razon, se consideré que
los coxibs representaban un mayor riesgo a la salud que los AINE’s tradicionales, a

pesar de que algunos dan lugar a dafios gastrointestinales severos®é: 2.

1.3.2. Daifo gastrointestinal.

Por otro lado, el dafio gastrointestinal, del cual son responsables la mayoria de los
AINE’s tradicionales, es generado por la inhibicibn de la enzima COX-1,
principalmente, aunque ultimamente se ha estipulado que para que este dafio se
presente, es necesaria la inhibicion de ambas COX?2. Las acciones biolégicas de las
PG en el tracto digestivo son varias. Algunas como PGE: presentan efectos
vasodilatadores, favoreciendo una mejor irrigacion sanguinea al tejido gastrico,
algunas otras tienen capacidad contractil sobre la musculatura lisa, modulan la

secrecion mucosa epitelial y controlan la secrecion acida estimulada por histamina, al
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bloquear directamente a los receptores ubicados en las células parietales. Al inhibir
esta enzima, disminuye la produccion de moco y de bicarbonato, ademas de perder
elementos de regulacion en la acidez géstrica. Esto conlleva a que se presente una
mayor probabilidad de dafio tisular por accién del 4cido estomacal, que puede variar
desde erosiones hasta ulceraciones y perforaciones. Ademas de este tipo de dafo,
se sabe que los AINE’s ejercen un efecto topico directamente sobre las células del
epitelio. Este dafio se genera a nivel celular ya que, al ser la mayoria de los AINE’s
de tipo &cido, en el medio gastrico son capaces de difundir al interior de la célula,
donde forman radicales que, como se habia mencionado brevemente, pueden
desacoplar la cadena de transporte de electrones en la mitocondria, afectar las
uniones proteina-proteina, y formar aductos en la membrana, entre otros, que dan
como resultado la muerte de la célula. Al morir las células epiteliales, queda ain mas
desprotegido el tejido gastrico frente a la accion del medio acido, propiciando asi
dafios considerables3®-36: 48,50,

A nivel intestinal, esta formacién de aductos no se pierde sino que se mantiene
puesto que diferentes AINE’s, como la indometacina, sufren circulacion
enterohepatica, esto es, son desechados por via hepatica, de tal suerte que ingresan
al lumen intestinal y son capaces de dafar directamente a las células del epitelio. De
manera similar, los dafios a estas células, generan una pérdida de la integridad en la
estructura celular del intestino, la cual deriva en lesiones que pueden ser tan severas
como las perforaciones*®. Ademas, esta pérdida de la integridad en el epitelio
entérico, propicia una mayor permeabilidad intestinal, la cual se encuentra ligada a
una mayor probabilidad de invasion de microorganismos, generando infecciones y
cambios en la microbiota. En un trabajo llevado a cabo por Schoultz et al. (2012), se
observd que la administracion de indometacina perturba la funcion mitocondrial de
las células epiteliales y aumenta la cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés)®!, y que este aumento es capaz de generar una mayor

permeabilidad de bacterias®?.

1.3.3. Terapias concomitantes.
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Frente a la eleccion de los AINE’s tradicionales o los coxibs, se ha manifestado una
preferencia por los AINE’s tradicionales, a pesar de sus riesgos, bajo el entendido de
que el dafio gastrointestinal representa, en si mismo, una menor severidad que el
dafio cardiovascular potencial de los coxibs*©.

Ahora bien, dada la necesidad de reducir el dafo gastrico generado por los AINE’s,
se han empleado terapias concomitantes, que han mostrado reducir dichos dafios.
Este tipo de terapias incluyen, principalmente, a inhibidores de la bomba de protones
(IBP’s), como el omeprazol, pantoprazol, esomeprazol, etc. y, en menor medida, a
otros reguladores de la secrecion acido-gastrica, como son los antagonistas
competitivos del receptor a histamina Hz (ranitidina, famotidina, etc.), antagonistas
competitivos del receptor muscarinico a acetilcolina Ms, y antagonistas competitivos
del receptor a gastrina. La inhibicion de estos receptores, asi como de la bomba de
protones, a nivel gastrico, trae como consecuencia una menor formacion de acido
clorhidrico (HCI) en el lumen del estbmago. Esta disminucion de la acidez representa
también una disminucion en los dafios tisulares que se han mencionado
anteriormente y, por lo tanto, se logra aumentar la seguridad gastrica de los AINE’s.
Sin embargo, nuevamente se presenta una problematica importante al emplear estas
terapias concomitantes en las terapias para el dolor y la inflamacion. A saber, los
IBP’s, los cuales son los mayormente utilizados, actuan inhibiendo la bomba de
protones de las células parietales del estbmago. Esta inhibicién ocurre mediante la
formacion de un enlace covalente entre el farmaco y la bomba de protones, por lo
gue existe una reduccion en la cantidad de ésta, en la membrana celular. El
tratamiento continuo y/o prolongado con estos farmacos da lugar entonces a una
alteracion de la acidez gastrica (la cual se reduce) y que puede derivar en
hipoclorhidria. La falta de acidez en el lumen gastrico (hipoclorhidria) tiene
consecuencias relevantes puesto que da lugar a indigestion pero incluso puede
propiciar disbiosis. La disbiosis es un cambio en la microbiota del intestino, que
puede alterar los patrones digestivos y en algunos casos también puede generar
infecciones. Considerando que la acidez gastrica es una de las barreras primarias de
defensa contra los microorganismos, no es ilégico pensar que al aumentar

demasiado y/o por mucho tiempo el pH géstrico, se pierda una importante proteccion
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frente a los microorganismos que, pueden acceder al organismo y propiciar desde
cambios en la flora intestinal hasta patogenicidad®3 54,

Ademas de este primer problema, los IBP’s han mostrado que no sélo no son
capaces de proteger al intestino del dafio causado por los AINE’s, sino que por si
mismos, estos inhibidores alteran la microbiota y favorecen mayores dafios a nivel

entérico®* 5> 56

1.4. ACEITE DE PESCADO.

1.4.1. Caracteristicas.

El aceite de pescado (AP), es una mezcla de lipidos rica en acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga Q-3 (Q-3 PUFA’s), cuyos principales componentes
son el &cido docosahexaenoico (DHA, C22:6) y el &cido eicosapentaenoico (EPA,
C20:5), cuyas estructuras quimicas se pueden apreciar en el Anexo 1. Estos acidos
grasos se consideran esenciales ya que no se sintetizan en el organismo sino que
deben consumirse para poder adquirirlos®”.

Al ser grasas insaturadas, comUunmente se encuentran en mayor concentracion en
peces y/o animales de aguas profundas o frias, como lo son la sardina, el salmén, el
arenque, la foca, entre otros, formando parte de su estructura corporal, en diferentes
cantidades y proporciones. En el ser humano, también se pueden encontrar
formando parte de la membrana celular y ademas pueden ser metabolizados para
dar lugar a productos y/o metabolitos y subproductos que tienen funciones dentro del

organismo.

1.4.2. Ventajas y beneficios.

El interés por el AP y los Q-3 PUFA’s comenzd con las observaciones de Kromann y
Green (1974), quienes dieron cuenta de que los esquimales presentaban una menor

tasa de incidencia de eventos cardiovasculares. Estas observaciones llevaron al
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estudio de la influencia que tenia la dieta de este grupo humano sobre la salud v,
conforme los estudios se han incrementado, se ha visto que el AP presenta
diferentes funciones y beneficios para el ser humano®®.

Entre algunos de los aspectos observados se encuentran la salud cardiovascular,
debida en gran medida a la capacidad de los Q-3 PUFA’s para disminuir los niveles
de triglicéridos en sangre, asi como regular la cantidad de colesterol y las
lipoproteinas de baja densidad (LDL’s, por sus siglas en inglés). Incluso se ha
mostrado que el AP es capaz de proteger el corazon por dafio isquémico, asi como
de disminuir el riesgo de sufrir infarto®. En la tabla 2 se muestra un resumen de los

beneficios cardiovasculares que presenta el AP.

Tabla 2. ESTUDIOS QUE MUESTRAN LOS BENEFICIOS CARDIOVASCULAR
DEL AP.

Autores Tipo de estudio Principales hallazgos

Bang et al. Observacional Baja tasa de muertes por EAC en
esquimales de Groenlandia que
consumen grandes cantidades de

pescado.

Albert et al. (US
Physicians
Health Study)
Albert et al.

Lemaitre et al.
(Cardiovascular
Health Study)

Streppel et al.

Observacional

Epidemiolégico

Epidemiolégico

Epidemiolégico

El consumo de pescado, al menos una
vez por semana, disminuye el riesgo de
MSC, en hombres.

El aumento de Q-3 PUFA’s en sangre se
asocia con la reduccion del riesgo de
muerte subita en hombres, sin evidencia
de enfermedad cardiovascular previa.

El incremento en el consumo de Q-3
PUFA's se asocia con la reduccion del
riesgo de isquemia cardiaca mortal en
hombres mayores (= 65 afios).

El consumo de pescados grasos se

asocia con una disminucion del riesgo de
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Burr et al. (DART

study)

GISSI-
Prevenzione
Investigators
Burr et al.
(DART-2 study)

Svensson et al.

Yokoyama et al.

(JELIS study)

GISSI-HF

Investigators

Bucher et al.

Prueba clinica
(después de IM,

consumo en dieta)

Prueba clinica
(después de IM, con
suplementos)
Prueba clinica (con
EAC, dieta

recomendada)

Prueba clinica
(prevencion
secundaria en
hemodialisis, con
suplementos)
Prueba clinica
(prevencion primaria,

con suplementos)

Prueba clinica (falla
cardiaca, con

suplementos)

Metaanalisis

MSC. No hay relacién clara entre la dosis
de Q-3 PUFA's y el riesgo de MSC.

El consumo moderado de pescados
grasos (dos o tres porciones a la
semana) reduce la mortalidad en
hombres que se han recuperado de IM.
El tratamiento con Q-3 PUFA’s disminuyd
el riesgo de enfermedad cardiovascular,
en general, y de MSC.

Los hombres a quienes se les recomendd
la dieta de AP y mas aun quienes se
suplementaron con capsulas, presentaron
un incremento en el riesgo de muerte
cardiaca, especialmente MSC.

El tratamiento con Q-3 PUFA’s no redujo
el total de eventos cardiovasculares y
muerte en una poblacién de alto riesgo,
pero redujo sustancialmente el nimero
de IM’s como resultado secundario.

El tratamiento con Q-3 PUFA’s no mostré
beneficios en los eventos coronarios
mayores en el grupo de prevencién
primaria, pero en el subgrupo de
prevencion secundaria mostré reduccion
de los eventos coronarios no-fatales.

El tratamiento con Q-3 PUFA'’s redujo la
mortalidad por todas las causas pero no
la MSC; se presume una reduccion
sustancial en la muerte por arritmias.
Dietary and non-dietary intake of n-3

PUFA reduces overall mortality, mortality
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due to MI, and SCD in patients with CHD

Ledn et al. Revision sisteméatica n-3 PUFA supplementation associated
with reduction in deaths from cardiac
causes but no effect on arrhythmias or all-
cause mortality

Zhao et al. Revision sistematica n-3 PUFA has a beneficial effect on
prevention of SCD in patients with
previous MI but not in patients who have

angina

Modificado de Saravanan (2010)%.

Por otra parte, el AP, principalmente por el componente de DHA, ha mostrado tener
un importante papel en la salud y el desarrollo de la retina®! y del sistema nervioso
central®?, al grado de encontrarlo actualmente como un suplemento adicionado en
alimentos infantiles. En estudios animales se ha demostrado que la reduccion de
DHA en el cerebro se encuentra asociada a deficiencias en la arborizacion neuronal,
a patologias sinapticas como lo son las deficiencias de serotonina y de dopamina, a
deficiencias neurocognitivas, y a un incremento de las conductas de ansiedad,
agresion y depresion®. Asi mismo, se ha visto que los Q-3 PUFA’s son capaces de
activar diferentes receptores nucleares, que actian como factores de transcripcion
de proteinas que modulan genes sensibles a los cambios de reduccion-oxidacion y
genes relacionados con inflamacion. Entre los principales se encuentran el receptor
activador de la proliferacion de peroxisomas alfa (PPAR-a) y el receptor retinoide X.
En el caso de PPAR-q, el resultado de esta accion da lugar a una prevencion de la
disfuncion celular endotelial asi como la prevencion del remodelamiento vascular. Lo
anterior ocurre mediante la inhibicion de la produccién de IL-1, de endotelina 1 y de
ON inducible®? 63,

Pero estos no son los unicos beneficios del AP o de sus componentes. Numerosos
estudios dan cuenta del importante papel del AP en la proteccién gastrica, asi como

en sus efectos antiinflamatorios y antinociceptivos®+ 65 66,
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Los Q-3 PUFA’s modulan la produccion de citocinas, la proliferacion de linfocitos y la
activacion de macrofagos mediante la modulacion, a su vez, del metabolismo del
acido araquidoénico (AA, C20:4)%7. Los Q-3 PUFA’s son capaces de reemplazar al AA
que se encuentra en los fosfolipidos de la membrana celular, por lo cual reducen la
disponibilidad de AA para las COX, lo cual conlleva a la reduccién en la produccion
de prostaglandinas (PG’s) que se encuentran relacionadas con la cascada de
inflamacion, como lo son los eicosanoides de la serie 2. Mas aun, los Q-3 PUFA’s
pueden ser metabolizados directamente por las COX, lo cual da como resultado la
produccion de eicosanoides antiinflamatorios de la serie 3%. Estudios que se han
llevado a cabo en células, con EPA y con DHA, han mostrado que son capaces de
inhibir la produccién de COX-2 inducida por lipopolisacéaridos, asi como la reduccion
de citocinas proinflamatorias, incluyendo el TNF-qa, IL-1, IL-6, IL-8, e IL-12, en células
endoteliales®®. Ademas de esto, estudios que se han llevado a cabo en animales, con
el AP que, como ya se mencion0, tiene un importante contenido de EPA y DHA, han
mostrado respaldar las observaciones in vitro acerca del decremento de citocinas
proinflamatorias®®7%71, Sin embargo, las prostaglandinas que se obtienen del AA se
consideran de la serie 2 y tienen una actividad mayor, con respecto a las generadas
por el metabolismo del DHA o del EPA. Esta mayor actividad da lugar a una mayor
respuesta inflamatoria y, también, a un aumento en los eventos de dolor e
inflamacion. Por su parte, el DHA y el EPA, dan lugar a las prostaglandinas de la
serie 3, las cuales se ha observado que no pierden su actividad pero que, en cuanto
a sus efectos pro-inflamatorios, presentan una disminucién importante’2.

De manera puntual, se ha observado que el DHA y un concentrado de aceite de
pescado tienen un significativo efecto analgésico, en diferentes modelos murinos de
nocicepcion®* 65 66 Asi mismo, estudios epidemiolégicos han mostrado que el AP es
capaz de reducir la inflamacién en pacientes con diferentes enfermedades cronicas,
como artritis reumatoide y espondilitis anquilosante, ademas de que sus
componentes principales son metabolizados para dar lugar a moléculas cuya funcion
es propiciar la resolucion de la inflamacién?® 11 21 32 33 Finalmente, se ha visto que el
AP es capaz de disminuir la presencia de ulceraciones gastricas cuando éstas se

generan por la administracion de algin AINE’ 72 75 76 De hecho, aunque a nivel
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intestinal no se han llevado a cabo estudios, si se ha observado que frente a la
administracion de indometacina, el AP es capaz de reducir significativamente las
ulceraciones, de manera dosis dependiente’ (tabla 3). Esto mismo se ha observado
empleando otros AINE’s como la aspirina’®, e incluso se ha visto que al emplear no
el AP sino uno de sus componentes principales, el DHA, éste es capaz de reducir las

lesiones gastricas causadas por la indometacina’.

TABLA 3. EFECTO DEL ACEITE DE PESCADO SOBRE LA ULCERACION
GASTRICA INDUCIDA POR INDOMETACINA.
Tratamiento Dosis (oral, p.o) indice de Inhibicién (%)®

ulceraciones

Indometacina sola 300 mg/kg 3.00£0.25 -
AM+indometacina 10 mL/kg 2.88£0.16 -
AP+indometacina 5 mL/kg 1.50 £ 0.34** 47.9
AP+indometacina 10 mL/kg 1.00 £ 0.36*** 65.33

OMO D0OUi0D00dO0ODaizOOAPO OOUit0D0OdeO OesOaldd.

Los valores indican la media =+ SEM para un grupo de seis ratas. Los asteriscos indican
diferencias significativas con el grupo control de aceite de maiz (Mann-Whitneys’s, prueba de
U): ** P<0.02; *** P<0.001.
© Para ratas tratadas, con respecto de las administradas con AM.

Modificado de Al Harbi et al. (1995)".

1.5. METODOS DE EVALUACION.

1.5.1. Plantar Test.

De manera general, los signos de dolor mas confiables son los signos fisicos. La
investigacion también se ha enfocado en varios indicadores bioquimicos
(catecolaminas, corticoides, opioides, etc.), pero este tipo de indicadores carecen de
especificidad. Esto mismo ocurre con otros parametros, como los de tipo
electrofisiolégico (electroencefalogramas, potenciales evocados, etc.)’’. Actualmente,

el estudio de las reacciones de comportamiento representa un buen indicador de la
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percepcion de una sensacion desagradable, que resulta de un estimulo algogénico’®.
Se debe enfatizar que estos signos son inequivocos y que cada especie expresa el
dolor en una manera relacionada con su propio repertorio de comportamientos.

En las pruebas que involucran estimulos térmicos, siempre es la piel la que se
estimula. Estas pruebas no involucran tejidos viscerales o musculo esqueléticos. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que el calor radiante también estimula a los
termoreceptores, por lo que la aplicacion de una rampa térmica da lugar a una
organizada e inalterable secuencia de activacion, primero los termoreceptores, luego
los termoreceptores junto con los nociceptores y, después los nociceptores
Gnicamente. La fuente de estimulacion nociceptiva puede ser lejana o estar en
contacto directo con la piel. Bajo condiciones normales, la temperatura de la piel
resulta de un equilibrio entre el calentamiento debido a la cama de capilares arterio-
venosos, y de la pérdida de calor por la superficie de la piel. El calor produce una
disrupcién local y transitoria de este equilibrio’®. Dado que lo que se busca es
estimular los nociceptores, se requiere que existan las menores variaciones posibles
en la temperatura de la piel®°, por lo que una rampa térmica no representa la mejor
opcion. Estas desventajas se pueden superar empleando una fuente de calor tipo
laser. Este tipo de estimuladores tienen diferentes ventajas: 1) una longitud de onda
que puede ser monocromatica e infrarroja, que resulta en una casi total absorcion,
sin importar el color de la piel; 2) una baja penetracion, por lo que la energia térmica
absorbida en la piel se concentra en la region termosensible de las terminales
nerviosas (cerca de los 60-120 uym debajo de la piel); 3) un rayo altamente
controlable temporal y espacialmente; y 4) una rampa térmica de pendiente muy
pronunciada, por lo que se alcanza la temperatura deseada en milisegundos. Todas
estas ventajas, junto con el hecho de que no r se requiere de contacto directo,
asegura una selectiva y casi completamente sincronizada activacion de las
terminales de las fibras nerviosas’@.

Con la intencion de estudiar el fenomeno de hiperalgesia, como resultado de la
inflamacién, Hargreaves et al. (1988)7° dieron lugar a un modelo en el que la fuente
de calor se aplica a una pata de la rata que a sido previamente inflamada mediante la

inyeccion de carragenina. En este modelo, después de la inyeccion de carragenina
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en la pata trasera de la rata, se le aplica el estimulo térmico y se registra el tiempo en
que la rata responde al estimulo térmico, considerando que, en presencia de la
hiperalgesia, el estimulo térmico generara el comportamiento doloroso en la rata,

mas rapidamente’8.

1.5.2. Prueba de edema inducido por carragenina en ratas.

La carragenina es un extracto mucopolisacarido descubierto en 1862 por el
farmacéutico inglés Stanford. Este compuesto se emplea para inducir una respuesta
inflamatoria aguda, no inmunomediada, altamente reproducible®®. EI modelo de
edema inducido por carragenina se basa en la administracién subcutanea de 100 uL
de carragenina, usualmente al 1%, a nivel de la aponeurosis plantar de la rata. La
respuesta inflamatoria generada es determinada por un incremento en el tamafio de
la pata (edema), el cual alcanza su méaximo alrededor de las cinco horas,
posteriormente a la administracion de carragenina®l. Para medir el edema se emplea
el pletismometro, que consta de una celda llena de liquido donde se introduce la pata
de la rata para que un transductor determine el desplazamiento de liquido que
genera. La diferencia en el desplazamiento del liquido con respecto al basal normal
representa el curso de la inflamacion.

Este modelo es util para evaluar la contribucién de los mediadores involucrados en
cambios vasculares que ocurren en la inflamacién aguda®!. En ratas, es un evento
bifasico en el que varios mediadores operan secuencialmente para producir la
inflamacion. La fase inicial del edema, desde la inyeccion de la carragenina hasta la
primera hora, involucra la liberaciéon de histamina, de 5-hidroxitriptamina (5-HT) y de
bracinina; por su parte, la segunda fase, que va de la primera hora hasta las seis
horas, se ha correlacionado con una elevada produccion de PG’s, infiltracion de
neutréfilos y su activacion, con la consecuente liberacion de mediadores, entre los
gue se encuentran radicales libres de oxigeno, como lo son el anion superéxido (O2)
y el radical hidroxilo (OH")3. Otro punto importante es que en este modelo se ha
corroborado la existencia de una retroalimentacion positiva, dependiente de

prostanoides, que inducen una mayor cantidad de COX-2 a nivel de la epidermis®.
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Por dltimo, cabe destacar el papel del TNF-a en esta prueba, ya que es necesario
para la migracion de los neutréfilos después de la inyeccion de carragenina, y es

fundamental en la formacion del edema?3.

1.5.3. Evaluacion de dafos gastrointestinales.

Diferentes modelos animales se han empleado para la investigacion de la
patogénesis de las lesiones gastrointestinales, asi como para evaluar el efecto de
diferentes farmacos que se emplean para el tratamiento de estas lesiones. El dafio al
estbmago es uno de los efectos adversos mas importantes, asociado a los AINE’s,
como la indometacina, tanto en humanos como en animales, sin embargo, se sabe
que los AINE’s no sélo dafian esta parte del tracto gastrointestinal, sino también el
intestino delgado, por lo que la evaluacién de lesiones géstricas y entéricas son
parametros de importancia en este tipo de estudios?.

Existen diferentes formas de evaluar el dafio gastrointestinal, principalmente
dependiendo de lo que se desea estudiar. Cuando lo que se busca es distinguir el
tipo de dafio que se ha generado, lo mas recomendable es emplear técnicas a nivel
tisular, que permitan conocer el grado de lesibn que se presenta, como la
inmunohistoquimica y la histopatologia®®. Sin embargo, cuando lo que se desea
evaluar es la extension del dafio, de una forma mas generalizada, entonces se
cuentan con técnicas macroscoOpicas, por demdas sencillas. Usualmente, las
diferentes partes del tracto gastrointestinal se “abren” para exponer la superficie
interna, donde se encuentran las lesiones, y se lleva a cabo una medicién del area
lesionada (en mm?), la cual puede llevarse a cabo directamente con un instrumento
de medicion graduado a este nivel®”, o mediante el uso de un software
computacional, que permite el calculo del area lesionada mediante analisis
fotografico.

En el caso del andlisis macroscépico directo, se ha observado en diferentes
estudios® 7> 8% 8. 8 que ofrece buenos resultados para modelos animales

(especificamente ratas, gatos y perros) y bajo diferentes tipos de inductores del
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dafo, principalmente para los dafios producidos por etanol y AINE’s, e incluso se ha

establecido de manera protocolaria la medicion directa®.
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2. JUSTIFICACION

Las terapias actuales para el tratamiento del dolor y la inflamacion representan, por
si mismas, un riego para la salud y, dada la importancia del dolor y la inflamacién
como impacto negativo en la calidad de vida, es necesario contar con alternativas
gue permitan aumentar la seguridad de este tipo de terapias, sin menguar la eficacia
de las mismas.

Bajo esta consideracion, el aceite de pescado ha mostrado tener caracteristicas
relevantes para el tratamiento del dolor y la inflamacién, por lo que el estudio de sus
efectos, al ser administrado de manera concomitante con la indometacina, como
analgésico, como antiinflamatorio y como gastroenteroprotector, resultan de

importancia en el desarrollo de nuevas estrategias seguras y eficaces.
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3. HIPOTESIS

El aceite de pescado tiene un efecto gastroenteroprotector y presenta sinergismo

analgésico y antiinflamatorio con la indometacina.
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Evaluar los efectos analgésico, antiinflamatorio y gastroenteroprotector del aceite de

pescado, en las administraciones cronica y aguda de la indometacina

4.2. ESPECIFICOS

a) Evaluar el efecto analgésico de la interaccion indometacina-aceite de pescado, en

el modelo térmico plantar.

b) Evaluar el efecto antiinflamatorio de la interaccion indometacina-aceite de

pescado, en el modelo de carragenina, en la pata de la rata.

c) Demostrar el efecto gastroprotector del aceite de pescado, administrado a largo

plazo, en el dafio generado por la administracién crénica y aguda de indometacina.

d) Evaluar el efecto enteroprotector del aceite de pescado, administrado a largo

plazo, en el dafio generado por la administracién crénica y aguda de indometacina.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar, de 180-200 g de peso, provistas por
la Unidad de Produccion y Experimentacién de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV), Unidad Zacatenco, bajo el protocolo No. 0107. Los animales se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y humedad (21° £ 1°C; 50%,
respectivamente). El alimento (LABDIET® FORMULAB DIET) y el agua (Bonafont®)

se administraron ad libitum.

5.2. REACTIVOS Y SOLUCIONES

Se empled aceite de pescado (AP) de la marca Sigma® (Fish oil, from menhaden,
No. Cat. F8020-1L) con contenido del 30% de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga Q-3 (Q-3 LC-PUFA’s, por sus siglas en inglés). Este aceite se empled
para la administracion de animales experimentales, por via oral.

El aceite de maiz se obtuvo de la marca comercial Golden Hills® (Lote 1211-7082),
con contenido no especifico de LC-PUFA’s. Este aceite se emple6 para la
administracion oral de animales control.

Para la imbibicién requerida en las pruebas de inflamacion (ver apartado de Disefio
Experimental), se empled la sustancia Ornano BBC 97 de la marca Ornano®
Ademas de estas sustancias, se prepararon soluciones para la administracion de los
animales, asi como para la experimentacion y evaluacion de los diferentes

pardmetros del estudio:
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a) Bicarbonato de Sodio 5%: se pesaron 5 gr de HsNaCO:2 (J.T. Baker®, No. de
Cat. 3506-01) y se aforaron a 100 mL con agua HPLC (Burdick & Jackson®,
No. de Cat. AH365-4). Esta solucion se empleé como vehiculo de la
indometacina y para la administracion, por via oral, de los animales a los que
no se les administré indometacina (como control).

b) Carragenina 1%: se pesaron 0.5 g de carragenina (Sigma®, No. de Cat.
22048) y se aforaron a 50 mL con SSF; sin agitar, se refrigeré la mezcla a 4°C
durante 12 horas. Esta solucion se emple6 para generar inflamacion y/o dolor
en la pata de las ratas.

c) Indometacina: la indometacina se preparé en bicarbonato de sodio 5%. Se
pesaron 2 gr de indometacina (Sigma®, No. de Cat. 1-8280) por cada mL de
bicarbonato. Esta solucién fue de uso inmediato y la cantidad de solucién se
preparé de acuerdo al nimero de ratas que se administraron (via oral) cada
dia, ajustando las dosis por rata (30 mg/ kg y/o 5 mg/ kg) a su equivalente en
mL de solucion.

d) Solucién Salina Fisiologica (SSF): se prepar6 con NaCl (J.T. Baker®, No. de
Cat. 3624-01) al 0.9% en agua destilada. Esta solucién se emple6 para la
administracion oral de animales del grupo control.

e) Solucién para Pletismometro (Cloruro de Sodio/Ornano): se pesaron 144 mg
de NaCl (J.T. Baker®, No. de Cat. 3624-01) y se disolvieron en agua
destilada, se agreg6b 1 mL de ornano y se afor6 hasta 250 mL, con agua
destilada. Esta solucion se consider6 en condiciones de uso durante una

semana y se emple6 para las mediciones de la inflamacion.

5.3. DISENO EXPERIMENTAL

5.3.1. Grupos y Controles

Dada la naturaleza lipidica del aceite de pescado (AP), se empled una sustancia de

naturaleza similar como control y, se eligié el aceite de maiz (AM), con base en
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estudios previos por parte de otros grupos de trabajo’® °. Sin embargo, con el fin de
establecer que el aceite de maiz era un grupo control adecuado para este trabajo, se
llevaron a cabo experimentos que permitieron corroborarlo, haciendo una
comparacion, en cada caso, con grupos que se administraron con solucién salina

fisioldgica (SSF), como se muestra en la figura 5.

Una vez establecido el AM como control se considerd, para cada experimento,
evaluar los efectos del AP en la administracion concomitante con indometacina o con
bicarbonato. De esta forma, cada experimento constd de 4 grupos de ratas: 1) AM y
bicarbonato, 2) AM e indometacina, 3) AP y bicarbonato, y 4) AP e indometacina.
Para formar los grupos, se considerd un tamafo de muestra de 6 ratas (n = 6) por
cada grupo. Los animales obtenidos del UPEAL se repartieron aleatoriamente en los

diferentes grupos, antes de ser marcados e iniciar las administraciones de AP.

5.3.2. Esquemas de Administracion

El AP y el AM, segun cada grupo de ratas, se administraron diariamente, durante 14
dias, a una dosis de 0.5 mL/ 100 gr p.o., en todos los casos. La administracion del
AP y del AM se inici6 el mismo dia que se obtuvieron los animales.

Se establecieron dos esquemas de administracion de la indometacina o bicarbonato,
con la finalidad de evaluar los efectos del AP frente a la exposicién continua y frente
a la exposicion aguda de este AINE.

El primer esquema de administracion fue de tipo agudo ya que se llevé a cabo
dandole a las ratas una dosis alta y Unica de 30 mg/ kg p.o. En este caso, la dosis de
indometacina o bicarbonato, se administré después de 14 dias de administrar el AP o
el AM (figura 3).

El segundo esquema fue de tipo cronico ya que se les administro a las ratas una
dosis menor (5 mg/ kg p.o.) de indometacina o bicarbonato, pero diariamente durante

los dltimos cuatro dias de administracién del AP o AM (figura 3).
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Las ratas se pusieron en ayuno de solidos durante 16 horas, previas a las pruebas

experimentales para evaluar el dolor y la inflamacion.

INICIO DE PRUEBAS
MODELO AGUDO EXPERIMENTALES

MODELO CRONICO

INICIO DE PRUEBAS
B 2P0 AM EXPERIMENTALES

- Indometacina o Bicarbonato

Figura 3. ESQUEMAS DE ADMINISTRACION.
Se muestran los esquemas de administracion agudo y crénico. El inicio de las pruebas experimentales
marca el término de las diferentes administraciones.

5.3.3. Pruebas de dolor

La evaluacién del efecto antinociceptivo o analgésico del AP se llevd a cabo
mediante la prueba de Plantar Test. Para esta prueba se empled el aparato Ugo
Basile® modelo 7371, del cual se aprecia una representacion de sus componentes
principales en la figura 4. El aparato consta de una plataforma de material
translucido, sobre la cual se colocan los animales, dentro de cubiculos individuales.
Por debajo de esta plataforma se encuentra un generador de luz infrarroja (75 mW),
el cual se puede manipular y mover a lo largo de toda la superficie. Finalmente, se
cuenta con un registrador que cronometra el tiempo de exposicion a la luz infrarroja.

El haz de luz se apaga de forma automatica al detectar movimiento, de tal suerte que
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el registro de latencia (tiempo de exposicion a la luz infrarroja) abarca desde que se
hace incidir la luz hasta que se retira 0 se mueve la pata de la rata sobre la que se ha

hecho incidir el haz infrarrojo?®.

Para llevar a cabo esta prueba, las ratas se colocaron en los cubiculos durante 45
minutos 0 mas, para su aclimatacién. En seguida se llevé a cabo el registro de la
latencia basal, haciendo incidir el haz infrarrojo en la pata trasera derecha de cada
rata. Después de esta primera medicion, a las ratas se les inyectaron, en la region
plantar de esta misma pata, 100 yL de carragenina 1% y se llevé a cabo un nuevo
registro de latencia (tiempo 0). Después de este registro, se tomaron latencias a los
30 min, 1 h, 2h, 3 h,4hy5h (tiempos 1 a 6, respectivamente).

Esta prueba fue aplicada de igual manera a todos los grupos de los dos esquemas

de administracion.

5.3.4. Pruebas de Inflamacion

Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio del AP se emple6é un pletismometro
Ugo Basile® modelo 7140, el cual se aprecia en la figura 4. El aparato consta de un
soporte en el que se sostienen un contenedor de liquido (solucion para
pletismémetro) y dos contenedores cilindricos pequefios también con esta solucion,
interconectados entre si. En uno de estos cilindros se encuentra inmerso un sensor
electrénico que detecta los cambios en la elevacion del liquido y, en el otro, se lleva a
cabo la inmersion de la pata trasera izquierda de las ratas. El sensor se encuentra
acoplado a un registrador que especifica la magnitud del desplazamiento del liquido,

debido a la inmersion de la pata de la rata®?.

Para llevar a cabo esta prueba, se calibré el aparato empleando diferentes “pesas” y
ajustando la magnitud del desplazamiento de acuerdo con las mismas. Una vez
calibrado el aparato, se llevé a cabo una medicion basal de cada rata. Después de
esta primera medicidon se inyectaron, en la region dorsal de la pata trasera izquierda

de cada rata, 100 yL de carragenina 1% y se llevd a cabo una nueva medicion

45



(tiempo 0). A partir de este registro, se llevaron a cabo mediciones a los 30 min, 1 h,
2h,3h,4h,5h,6 hy7h (tiempos 1-8, respectivamente).

Esta prueba fue aplicada de igual manera a todos los grupos de los dos esquemas

de administracion.

Plataforma y
cubiculos para
ratas

Sensor

Emisor de haz

luminoso Cilindro de

inmersion

Registrador )
Registrador

Figura 2. REPRESENTACION DEL INSTRUMENTAL.
Se muestran, a grandes rasgos, los aparatos empleados para los experimentos de Plantar Test

(izquierda) y para inflamacién (Pletismémetro, imagen derecha).

5.3.5. Evaluacioén del Dafio Gastrointestinal

Para la evaluacion del efecto gastro y enteroprotector del AP, se llevé a cabo el
recuento de lesiones gastricas e intestinales (en la region luminar) de manera visual
y directa. Este registro se efectu6 empleando una regla graduada (a nivel milimétrico)
y determinando, cuidadosamente, el area de cada lesion presente.

Para el dafio gastrico se consideré el total de mm? de lesiones presentes. En el caso
del dafio entérico, se considerd el porcentaje del area lesionada, esto se hizo a partir
de la cantidad de mm? de lesiones con respecto al total de la superficie intestinal

analizada.
La evaluacién del dafio gastrico se acopl6 a los experimentos de dolor, de tal suerte

que, una vez terminada la prueba de Plantar Test, las ratas se sacrificaron en

camara de CO: y se les extrajo el estbmago mediante cirugia. Cada estdmago se

46



abrié empleando tijeras de cirugia estandar con puntas R/R, desde la regién pil6rica
y por la curvatura mayor, hasta el cardias. Después de abrir los estdmagos, se
lavaron en agua corriente y se examinaron a la luz para determinar la cantidad de
superficie lesionada, teniendo particular cuidado de revisar entre los pliegues y en las

orillas (que corresponden a la curvatura mayor).

La evaluacion del dafio entérico se acoplé a los experimentos de inflamacion. En
este caso, 24 horas después de haber administrado la indometacina, las ratas se
sacrificaron en camara de CO:2 y se les extrajo el intestino delgado mediante cirugia.
El intestino delgado se dividié en 5 segmentos equivalentes en longitud y se tomo el
cuarto segmento (correspondiente a las regiones del yeyuno e ileon) para abrirlo y
exponer el lumen; esto se hizo con ayuda de tijeras de cirugia estandar con puntas
R/R. Una vez expuesto el lumen intestinal, se llevo a cabo la medicion del area total
del segmento intestinal y en seguida se midio la cantidad de superficie lesionada (en

mm?), con ayuda de una regla graduada (a nivel milimétrico).

5.3.6. Andlisis estadistico

Los datos de latencia del Plantar Test, asi como los datos de inflamacion, dieron
lugar a una curva temporal (por cada rata) a partir de la cual se determiné el area
bajo la curva (AUC) por el método trapezoidal y, posteriormente, con estos datos se
llevd a cabo la comparacion entre los diferentes grupos tratados mediante un ANOVA
de una via (p < 0.05; I.C. del 95%) y Tukey.

Los datos de lesiones gastricas y entéricas se analizaron directamente por ANOVA
de una via (p £ 0.05; I.C. del 95%) y Tukey (comparasiones multiples).

Para el analisis estadistico se emple¢ el software GraphPad Prism® 6.0b (Trial) para

Mac OS X, el cual no se encontraba limitado en ninguna de las funciones.
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6. RESULTADOS

El aceite de maiz mostré ser un control adecuado ya que no mostrd diferencias en
sus efectos con respecto a la SSF (figuras 5 y 7), excepto en los casos de la
inflamacion y del dafio entérico crénico (figuras 6 y 8). Por esta razon, para el analisis
de resultados de la inflamacion y del dafio entérico, se tomaron en cuenta también
los datos de la SSF.
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Figura 5. DETERMINACION DEL GRUPO CONTROL PARA EVALUAR EL DOLOR.

Se comparé el aceite de maiz (AM) contra la solucién salina fisiolégica (SSF), respecto de sus efectos
a nivel antinociceptivo,, en ambos modelos de administracién: (A) agudo y (B) crénico, en presencia
de indometacina o de su vehiculo. Los datos se analizaron mediante prueba de t (p < 0.05) y mediante
ANOVA de una via (p < 0.05, Tukey post hoc) para determinar las diferencias entre grupos. Las barras
representan el valor de la media £ SEM (n=6).
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Figura 6. DETERMINACION DEL GRUPO CONTROL PARA EVALUAR LA INFLAMACION.

Se compar6 el aceite de maiz (AM) contra la solucion salina fisiologica (SSF), respecto de sus efectos
a nivel antiinflamatorio, en ambos modelos de administracion: (A) agudo y (B) crénico, en presencia de
indometacina o de su vehiculo. Los datos se analizaron mediante prueba de t (p < 0.05) y mediante
ANOVA de una via (p < 0.05, Tukey post hoc) para determinar las diferencias entre grupos. Las barras
representan el valor de la media + SEM (n=6).
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Figura 7. DETERMINACION DEL GRUPO CONTROL PARA EVALUAR EL DANO GASTRICO.

Se comparé el aceite de maiz (AM) contra la solucién salina fisiolégica (SSF), respecto de sus efectos
a nivel gastroprotector, en ambos modelos de administracién: (A) agudo y (B) crénico, en presencia de
indometacina o de su vehiculo. Los datos se analizaron mediante prueba de t (p < 0.05; Tukey post
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hoc) para determinar las diferencias entre grupos. Las barras representan el valor de la media + SEM
(n=6).
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Figura 8. DETERMINACION DEL GRUPO CONTROL PARA EVALUAR EL DANO ENTERICO.

Se comparé el aceite de maiz (AM) contra la solucién salina fisiolégica (SSF), respecto de sus efectos
a nivel enteroprotector, en ambos modelos de administracién: (A) agudo y (B) crénico, en presencia de
indometacina o de su vehiculo. Los datos se analizaron mediante prueba de t (p < 0.05; Tukey post
hoc) para determinar las diferencias entre grupos. Las barras representan el valor de la media + SEM
(n=6).

6.1. EFECTO ANALGESICO DEL ACEITE DE PESCADO

El AP no presentd interferencia con el efecto analgésico de la indometacina, sin
embargo por si mismo, no mostro tener efecto antinociceptivo, como se muestra en
la figura 9. El efecto analgésico de la indometacina se mantiene, al administrar aceite
de pescado (AP), tanto en el modelo agudo como en el crénico. EI AP no presentd
sinergismo al administrarse junto con indometacina, en ambos modelos de

administracion.
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Figura 9. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DEL AP.

Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via (p < 0.05, Tukey post hoc) para determinar las
diferencias entre grupos (SSF. Solucién salina fisiolégica; AM, aceite de maiz y AP, aceite de
pescado). Las barras representan el valor de la media + SEM (n=6).

6.2. EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL ACEITE DE PESCADO

El AP mostré tener efecto antiinflamatorio al administrarse por via oral. Este efecto
antiinflamatorio, sin embargo, aunque se observa una tendencia, no presentd
sinergismo significativo al administrarse de manera concomitante el AP con la
indometacina (bajo los esquemas de administracion agudo y crénico), tal como se
muestra en la figura 10. Se observo, ademéas, que el AM tiene un efecto
antiinflamatorio significativo pero que, de manera individual, no es mayor al que

presento el AP.
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Figura 10. EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL AP.

Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via (p < 0.05, Tukey post hoc) para determinar las
diferencias entre grupos (SSF, solucién salina fisiolégica; AM, aceite de maiz; AP, aceite de pescado).
Las barras representan el valor de la media £ SEM (n=6).

6.3. EFECTO GASTROENTEROPROTECTOR DEL ACEITE DE PESCADO

La cantidad de lesiones presentes en el estbmago se logré reducir cerca del 50%,
con respecto a los estdbmagos que no fueron administrados con AP sino con AM o
con SSF, como se aprecia en las figuras 11y 12. Se observé el dafio (macroscopico)
generado por la indometacina, administrada bajo los esquemas agudo (30 mg/ kg
p.o., via oral, dosis Unica), y cronico (5 mg/ kg p.o., via oral, durante 4 dias), a los
niveles gastrico y entérico. Los animales a los que se les administro el AP
presentaron menor cantidad de lesiones con respecto a los animales administrados
con solucion la salina fisiolégica (SSF) y con el aceite de maiz (AM). Notese la
pérdida de pliegues en el estbmago de los animales tratados con SSF y AM. Al
analizar los datos, se observO que el AP tiene efectos gastroprotector y
enteroprotector significativos, frente a la administracion de indometacina, bajo los

esquemas agudo y croénico (figuras 13 y 14).
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BICARBONATO

INDOMETACINA

Figura 11. DANO GASTROINTESTINAL AGUDO Y PROTECCION POR EL AP.
Se muestran imagenes representativas del dafio gastrointestinal agudo al administrar solucién salina
fisioldgica (SSF), aceite de maiz (AM), y la proteccién del aceite de pescado (AP).
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BICARBONATO

INDOMETACINA

Figura 12. DANO GASTROINTESTINAL CRONICO Y PROTECCION POR EL AP.
Se muestran imagenes representativas del dafio gastrointestinal crénico al administrar solucién salina
fisiolégica (SSF), aceite de maiz (AM), y la proteccién del aceite de pescado (AP).
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Figura 13. EFECTO GASTROPROTECTOR DEL AP.

Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via (p < 0.05) y Tukey (post hoc) para determinar
las diferencias entre grupos (SSF, solucidn salina fisiolégica; AM, aceite de maiz; AP, aceite de
pescado). Las barras representan el valor de la media + SEM (n=6).
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Figura 14. EFECTO ENTEROPROTECTOR DEL AP.

Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via (p < 0.05) y Tukey (post hoc) para determinar
las diferencias entre grupos (SSF, solucion salina fisiolégica; AM, aceite de maiz; AP, aceite de
pescado). Las barras representan el valor de la media + SEM (n=6).
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7. DISCUSION

El aceite de maiz ha sido empleado como un grupo control para la evaluacion de
lesiones gastrointestinales por otros grupos de trabajo’®. En nuestro caso, al evaluar
al AM con respecto de la SSF, se encontr6 que en la mayoria de los casos no
presenta efectos sobre los parametros que se emplearon en la caracterizacion de los
efectos analgésico, antiinflamatorio y gastroenteroprotector del AP, sin embargo, esto
no se cumpli6 en el caso del dafio entérico por administracion crénica de
indometacina, asi como para el caso de la inflamacion. Esto puede deberse a la
variacion que existe en los individuos que conformaron cada grupo experimental
puesto que las diferencias entre el AM y la SSF no se presentaron de manera
consistente en todos los pardmetros, ni en ambos modelos de administracion, asi
como tampoco en todos los grupos administrados con AM, por cada parametro
evaluado. De manera detallada, el AM presentd un mayor dafio entérico, bajo el
esquema cronico, al administrarlo junto con la indometacina, por lo que las
diferencias entre el AM y el AP se observan también mayores, sin embargo, la
proteccion del AP se aprecia de manera significativa con respecto de la SSF
también. Mas aun, en el caso de la inflamacion, se observa una tendencia a disminuir
ésta, al administrar AM, lo cual puede deberse, en este caso, no sélo a la variacion
sino al contenido variable de lipidos poliinsaturados que contiene el AM; incluso se
ha observado que diferentes aceites vegetales presentan un sinergismo aparente
con la indometacina, en la reducciéon de la inflamaciéon®2. En cualquier caso, la
importancia de estas comparaciones da cuenta del hecho de que no es la mera
naturaleza lipidica del AP la que presenta los efectos observados sino que €stos son
atribuibles a los lipidos especificos que conforman al AP y que, como ya se
menciono, un importante porcentaje de dichos lipidos corresponde a EPA y DHA.

Aungue no se observd un efecto analgésico por parte del AP, se observo que la
administracion concomitante de éste con la indometacina no afecta la eficacia de
dicho AINE. Esto representa una ventaja puesto que el AP se mantiene como una
alternativa en el tratamiento del dolor y la inflamacion dados sus efectos gastro y

enteroprotectores y considerando que, como se dijo anteriormente en este trabajo, la
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terapia contra el dolor y la inflamacion requiere de una mayor seguridad sin por ello
generar un detrimento en la eficacia. De esta manera, el AP mostré que si bien no
genera una aportacion significativa para el alivio del dolor, permite actuar a la
indometacina sin disminuir su efectividad.

Cabe mencionar que estos resultados parecieran contradecir a los resultados
obtenidos por Nakamoto et al.®®> ¢  con respecto a la presencia de un efecto
analgésico. Sin embargo, existen algunas consideraciones relevantes que pueden
dar lugar a esta discrepancia. Existen estudios en perros donde tampoco se observo
un efecto antinociceptivo por parte del AP®3 pero se observd que, de manera global,
mejoraba la calidad de algunos parametros de salud. Considerando ademas, que el
grupo de trabajo de Nakamoto estudi6 el efecto antinociceptivo de sélo uno de los
componentes del AP, el DHA, esto indicaria que el DHA es en gran medida el
responsable de dicho efecto analgésico y que la cantidad con la que se cuenta de
este compuesto en el AP no es suficiente para alcanzar a observar dicho efecto, por
la administracion de AP. Esto parece concordar con los resultados expuestos por
Veigas y Fernandes (2011), pues al administrar no AP sino un concentrado del
mismo, se logré obtener un efecto analgésico significativo®*. Lo anterior explicaria, al
menos en parte, que el AP por si mismo no presente un efecto analgésico
significativo y que, para obtener dicho efecto, se requieran dosis mayores de AP o
simplemente una mayor concentracion de DHA en la mezcla lipidica o bien un tiempo
de administracién mayor.

Por otra parte, la presencia de un efecto antiinflamatorio significativo por parte del
AP, concuerda con las observaciones previas en las que se ha visto que el consumo
de PUFA’s omega-3 es capaz de disminuir la inflamacion en pacientes con diferentes
afecciones de salud, como la artritis reumatoide® °4. En nuestro caso, se vio que la
disminucién de la inflamacién ocurria tiempo después de haber generado la
respuesta inflamatoria con la carragenina, lo cual indica que el efecto antiinflamatorio
del AP esta mediado probablemente por derivados del EPA y del DHA y que la
generacion de estos derivados requiere tiempo debido a la necesidad de un
metabolismo ulterior. Estas observaciones parecen estar en concordancia con el

hecho de que a partir del EPA y del DHA se generan resolvinas?! 11, las cuales se ha
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visto que favorecen la terminacion del proceso inflamatorio. Asi mismo, cabe
mencionar que la indometacina presenta un efecto mas rapido puesto que no
requiere de un proceso metabdlico prolongado y que es administrada en un tiempo
suficiente, antes de la generacién de la inflamacion. Este mismo efecto de la
indometacina, el cual se presenta rapidamente y eficazmente, puede estar
enmascarando el efecto del AP, por lo que al administrarlos de manera concomitante
no se observa un sinergismo aparente entre ellos. Por otro lado, la inhibicion de las
COX vy las lipooxigenasas® por parte de la indometacina, es probablemente una
limitante para el metabolismo necesario del DHA y del EPA hacia la producciéon de
resolvinas, y debido a esta razobn es que se alcance a apreciar un efecto

antiinflamatorio del AP sélo en ausencia de la indometacina.

En cuanto a la gastroproteccién, el AP mostr6 que es capaz de reducir el dafio
gastrico por la indometacina (administrada bajo un esquema agudo o crénico) hasta
aproximadamente un 50%. Si consideramos que las dosis del esquema agudo son
relativamente elevadas con respecto a lo que se estipula para un paciente, se podria
aseverar que el dafo inicial por indometacina debera ser menor y que, en conjunto
con el AP, se podria obtener una mayor proteccidn gastrica. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por diversos grupos de trabajo’? 776, los cuales ya
han mostrado que el AP tiene la facultad de disminuir las ulceraciones a nivel de
estbmago. Pero, aunque esta ventaja ya ha sido demostrada y por demas es una
ventaja que comparte con las terapias concomitantes actuales (digase IBP’s), existe
aun otro beneficio del AP que ratifica su importancia al considerar el desarrollo de
terapias alternativas. Este beneficio es que también ofrece una enteroproteccion
significativa frente a las administraciones aguda y cronica de la indometacina. En
estudios recientes se ha propuesto que la activacién de los neutréfilos es un evento
importante que precede al dafio generado por la indometacina®. Fukumoto et al.
demostraron que la acumulacién de neutrofilos en el tejido, medido por la actividad
de la mieloperoxidasa (MPO) y por la expresion de mRNA del quimioatrayente de
keratinocitos (KC), involucrado en la quimiotaxis y en la activaciéon de neutrofilos,

incrementd significativamente en el intestino de animales tratados con indometacina.
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Méas aun, en animales tratados con indometacina pero deficientes de TNF-a se
observo que los niveles de MPO y de mRNA de KC se encontraban reducidos, con
respecto de animales silvestres, indicando que la deficiencia de TNF-a juega un
papel protector frente al dafio intestinal®’. Considerando que el AP es capaz de
modular la produccion de citocinas proinflamatorias, de tal forma que disminuye la
cantidad de infiltracion de leucocitos’?, es probable que la proteccion entérica que se
obtuvo en este estudio se deba, al menos en parte, a que la acumulacion de
neutrofilos se ve disminuida al administrar AP y que, esto implica una menor
produccion de ROS en las zonas afectadas por la indometacina, lo cual es
importante pues, como Schoultz et al. mostraron anteriormente, parte del dafio
entérico generado por la indometacina se encuentra mediado por la formacién de
ROS®2, La ventaja sobre otras terapias esta en el hecho de que los IBP’s no sélo no
presentan la disminucion de los dafios a este nivel sino que incluso pueden por si
mismos dar lugar a patologias importantes, como hipoclorhidria y disbiosis que, a la
larga generan complicaciones en el tracto intestinal y que, lejos de representar un
beneficio, representan un aumento en el dafio, impactando en la calidad de vida del
paciente que hace uso de estas terapias®. Estas observaciones con respecto a la
enteroproteccion que genera el AP frente a la administracion de indometacina, se
suman a otros beneficios a nivel intestinal que también son importantes y que dan al
AP renovada relevancia para considerarlo una opcién en el tratamiento concomitante
del dolor y de la inflamacion. A saber, permite mantener una microbiota saludable e
incluso una recuperacion de la misma después de haber sufrido alteraciones® °,

como las que incluso llega a provocar la indometacina.

Esta nueva ventaja que ha demostrado tener el AP frente al dafio generado por la
administracion de la indometacina, se suman a diversos beneficios anteriormente
probados y demostrados por diferentes grupos de trabajo, y realzan la importancia de
considerar al AP como una alternativa viable para su uso terapéutico. Aqui se
puntualiza la relevancia del AP como gastroenteroprotector y se postula que su uso
concomitante con AINE’s podria beneficiar a los pacientes que requieren y/o se

encuentran bajo la terapia para el dolor y la inflamacion. Bajo esta consideracion,
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resulta deseable llevar a cabo investigaciones subsecuentes que permitan evaluar
los efectos del AP frente a otros AINE’s, asi como investigar su uso terapéutico en

humanos afectados por el dolor y/o la inflamacion.
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8. CONCLUSIONES

1. La administracion del AP no presenta interferencia en el efecto analgésico de la

indometacina.
2. EI AP mostr6 tener efecto antiinflamatorio después de algunas horas de haber
inducido la inflamacién, sin embargo, la administracion concomitante de AP e

indometacina no presento un efecto sinérgico significativo.

3. La administracion del AP genera proteccion gastrica y entérica, frente a la

administracion de indometacina (bajo los esquemas agudo y crénico).

4. EI AP mostré ser una alternativa viable para ser investigada como parte de la

terapia para el dolor y la inflamacién.
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9. PERSPECTIVAS

1. Cuantificar las lesiones gastroentéricas con ayuda de un software y llevar a
cabo histologias que permitan determinar, de manera mas precisa Yy
especifica, los dafios gastrico y entérico generados.

2. Probar la efectividad del AP frente a otros AINE’s.

3. Continuar con las pruebas de la administracion del AP, a nivel clinico.
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9. ANEXOS

ANEXO 1

En la siguiente tabla se muestran las estructuras quimicas de la indometacina, el

DHA y el EPA.
Molécula Nombre Estructura
Indometacina | 2-[1-(4-clorobenzoil)- 5- Cl
metoxi-2-metilindol-3-ilJacido °
acético N/ -
o OH
o}
DHA Acido Docosahexaenoico
(C22:6) < COOH
_ ~ CHy
EPA Acido Eicosapentaenoico COOH
(C20:5) <
— CHs
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