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RESUMEN

La gabapentina es un neuromodulador indicado como tratamiento de primera linea para
tratar padecimientos como el dolor neuropatico o procesos dolorosos que cursan con
sensibilizacion, sin embargo, se utiliza a dosis elevadas que pueden provocar la
aparicion de distintos efectos adversos como mareos, ataxia, edema periférico y
confusion. Dentro de las estrategias utilizadas en el tratamiento del dolor se contempla
la combinacion de distintos farmacos, el fin de esta estrategia es combinar farmacos
que tengan un mismo fin terapéutico pero que varien en su mecanismo de accion con
el propdsito de administrar menores dosis de cada uno y disminuir la aparicion de
efectos adversos. Ademas, actualmente el DHA es un acido graso que ha mostrado
tener efecto antinociceptivo y no se ha reportado que tenga efectos adversos, por lo
tanto, el objetivo principal de este trabajo consistio en caracterizar la combinacion de
acido docosahexaenoico y gabapentina en el modelo de la formalina. Se administré por
via oral DHA (31.6, 56.2, 100 y 177.8 mg kg}) o gabapentina (10, 31.6, 56.2 y
100 mg kg™l) y se construy6 una curva dosis respuesta individual en la prueba de la
formalina y se determind la DEso, para la gabapentina fue de 25.61 +5.35 mg kg y
para el DHA fue de 99.33+11.42mgkg?, el siguiente paso fue evaluar la
combinacién 1:1 DHA-gabapentina, la DEzo tedrica se determind con un valor de
62.4 mg kg y con la evaluacion experimental se obtuvo una DE3o de la combinacion
con un valor de 3.32 + 1.18 mg kg}, el andlisis isobolografico de la combinacion 1:1
DHA-gabapentina indic6 una interaccién farmacoldgica de tipo sinérgica. Los
resultados permiten sugerir que la interaccion de estos farmacos es de tipo sinérgica
actuando por distintos mecanismos de accion, esperando que a menor dosis los efectos

adversos de la gabapentina se puedan ver disminuidos.



ABSTRACT

Gabapentin is a neuromodulator indicated as a first-line treatment to treat conditions
such as neuropathic pain or painful processes that occur with sensitization, however, it
Is used at high doses that can cause the appearance of various adverse effects such as
dizziness, ataxia, peripheral edema and confusion. The strategies used in the treatment
of pain include the combination of different drugs, the purpose of this strategy is to
combine drugs that have the same therapeutic purpose but that vary in their mechanism
of action, for administering lower doses of each and decrease the occurrence of adverse
effects. In addition, DHA is currently a fatty acid that has been shown to have an
antinociceptive effect and has not been reported to have adverse effects, therefore, the
main objective of this work was to characterize the combination of docosahexaenoic
acid and gabapentin in the model of formalin. DHA (31.6, 56.2, 100 and
177.8 mg kg?) or gabapentin (10, 31.6, 56.2 and 100 mg kg*) was orally administered
and an individual dose response curve was constructed in the formalin test and the
DEso, for gabapentin was 25.61 + 5.35mg kg™and for DHA  was 99.33 + 11.42
mg kg, the next step was to evaluate the 1:1 DHA-gabapentin combination, the
theoretical ED3o was determined with a value of 62.4 mg kg tand with the experimental
evaluation an EDsy of the combination was obtained with a value of
3.32+1.18 mg kg?, the isobolographic analysis of the 1:1 combination DHA-
gabapentin indicated a synergistic pharmacological interaction. The results suggest that
the interaction of these drugs is of the synergic type acting through different
mechanisms of action, hoping that at a lower dose the adverse effects of gabapentin

may be diminished.



1. INTRODUCCION
1.1. DOLOR Y NOCICEPCION

Se sabe que el dolor es un fendomeno tan antiguo como el ser humano?, durante siglos
se ha intentado englobar en una sola definicion la enorme complejidad y multitud de
aspectos y variantes que presenta el dolor?, aunque la unanimidad en la definicion no
es absoluta, actualmente la definicion méas aceptada para el dolor es la descrita por la
Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés), la
cual define al dolor como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada con un dafio tisular, real o potencial, o descrita en términos de dicho dafio”?,

de tal forma que esta definicién contempla el aspecto emocional.

Por otro lado, la nocicepcion se puede entender como la habilidad de detectar un
estimulo nocivo, por lo tanto, en la nocicepcion se descarta el aspecto emocional y solo
se contempla el aspecto fisioldgico®. Cabe mencionar que la capacidad nociceptiva es
esencial para la supervivencia y el bienestar de un organismo* y cuando el dolor
nociceptivo deja de ser un signo de alerta pasa a ser uno de los sintomas de la

enfermedad®.

1.2. FISIOLOGIA DEL DOLOR

Fisiol6gicamente el dolor es la consecuencia final del procesamiento neuroldgico de
una informacion sensitiva concreta. Normalmente, el estimulo emerge de la periferia y
se transfiere por multiples controles a través de los transmisores sensitivos del sistema
nervioso central (SNC) a la corteza cerebral®, por lo tanto, en la fisiologia del dolor se
contemplan una serie de pasos, comenzando por la transduccién, la conduccion, la
transmision, la percepcion y la modulacion (Figura 1), a continuacion se detalla cada

uno de estos pasos.
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Figura 1 Circuito fisiolégico de nocicepcion.
(Imagen modificada de Griffin R. y Woolf C. 2012)°.

1.2.1. Transduccion

En este paso, los receptores periféricos (nociceptores) responden a estimulos nocivos,
dichos estimulos pueden ser térmicos, mecanicos y quimicos. Cuando los nociceptores

son activados permiten la entrada, principalmente, de iones sodio, al ocurrir esto se

provoca una despolarizacion en la neurona aferente primaria produciendo un potencial




de accion®. Los nociceptores se caracterizan por tener un umbral alto ya que estudios
electrofisiologicos han demostrado que solo el calor nocivo, la presion intensa o los
productos quimicos irritantes son capaces de activar a dichos nociceptores y no asi los

estimulos inocuos’.

A diferencia de la vision, el olfato o el gusto, los nervios que detectan un estimulo
nocivo no estan localizados en una estructura anatdmica en particular, ya que se
encuentran dispersos sobre el cuerpo inervando la piel, los musculos y los drganos

internos’.

Como ya se menciong, el estimulo nocivo puede ser de distintos tipos, por lo tanto,
existen receptores especializados que permiten la transduccion de la sefial. Dentro de
esta lista se encuentran los nociceptores de tipo térmico, los receptores que se activan
a temperaturas por encima de los 42 °C son los TRPV1 (receptores de potencial
transitorio), aungue estos canales (TRPV1) son activados por altas temperaturas no son
exclusivos para este estimulo nocivo ya que el ligando de estos receptores son los
compuestos quimicos vainiloides como la capsaicina y también se pueden activar a pH
extracelular bajo®. En el caso de un estimulo de temperatura baja (4 °C) o frio intenso
los receptores encargados de la transduccion de esta sefial son los TRPM8 cuyo ligando

es el mentol 467,

Las terminales aferentes primarias también son capaces de transducir estimulos
nocivos de tipo mecanico como la presion intensa sobre una extremidad®. Sin embargo,
actualmente solo se puede mencionar a los posibles candidatos a ser
mecanotransductores de estimulos nocivos, ya que, aungue algunos receptores puedan
fungir como transductores de estimulos fisicos como la presion, para ser clasificados
como nociceptores solo deben responder a estimulos de presion intensa. Dentro de los
posibles candidatos se encuentran los TRPV2, se consideran como candidatos ya que

son estimulados cuando ocurre estrés osmaético, otro candidato a considerar es el canal

de potasio KCNK18, aunque no se sabe si la participacion de este canal es directamente




sensible a la estimulacion mecanica, si puede ser un regulador critico en la excitabilidad

de las neuronas involucradas en la sensacion tactil inocua o nociva *.

Otro tipo de nociceptores son los que solo responden a estimulos quimicos, la mayoria
de los estimulos quimicos van ligados a una inflamacion o lesiones celulares, ejemplos
de receptores quimiosensibles son los CISA, los cuales son canales ionicos sensibles al
acido, otro estimulo quimico es el exceso de ATP (Adenosin Trifosfato por sus siglas
en inglés) extracelular que es capaz de activar los receptores P2X y P2Y, dentro de los
receptores sensibles a agentes quimicos estan los TRPA1 que tienen como ligando el
ingrediente irritante de la mostaza, el dltimo grupo lo constituyen estimulos quimicos
pero de origen peptidico como las cininas que estimulan receptores de bradicinina B1
y B24,

1.2.2. Conduccidn

Una vez que se gener0 el potencial de accién en la neurona aferente primaria, dicho
potencial necesita ser conducido y la velocidad con la que lo haga dependera del tipo
de fibra al que pertenezca la neurona aferente primaria, en general existen tres tipos de

fibras.

El primer grupo son las fibras Aa y AP, este tipo de fibras detectan estimulos que no
son nocivos como toques ligeros o vibraciones, por lo tanto, en condiciones no
patoldgicas no contribuyen a los estimulos nociceptivos. Su conduccion es rapida al

tener cuerpos celulares con diametros grandes y fibras mielinizadas (Figura 2)’,

El segundo tipo de fibras son las Ad, las cuales cuentan con nociceptores que responden
a estimulos mecéanicos y térmicos intensos. Son fibras de conduccidn intermedia al ser

mielinizadas, pero de diametro menor a las fibras A, las fibras Ad tienen un diametro

de 1-6 pm y una velocidad de conduccion de 5 — 30 m s (Figura 2), existen dos tipos




de estas fibras AJ, el Tipo | se caracteriza por tener un umbral alto de temperatura, por
su parte las tipo 11 Ad tienen un umbral de temperatura mas bajo pero el umbral de
estimulo mecéanico es mayor, estas fibras median lo que se conoce como “primer dolor”
(Figura 2)"4,

El tercer tipo son las fibras C, cuentan con nociceptores polimodales, por lo tanto,
tienen nociceptores para estimulos mecanicos, termicos y algo muy importante es que
cuentan con nociceptores sensibles a estimulos quimicos nocivos como el acido o la
capsaicina. Son fibras de conduccidn lenta al no estar mielinizadas, su velocidad de
conduccion es de 0.5 —2 m s? y tienen un diametro pequefio (0.5-1.2 um), estas fibras
median lo que se conoce como “segundo dolor” por la velocidad de conduccion que

tienen (Figura 2)’.
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Figura 2. Tipos de fibras nociceptivas.

Las fibras periféricas incluyen fibras mielinizadas de diametro pequerio (49) y grande
(Ao,p) v fibras aferentes de diametro pequerio y no mielinizadas (C), la velocidad de
conduccion de cada una de las fibras es proporcional a su diametro. (imagen
modificada de Julius y Basbaum 2001).




1.2.3. Transmision

Los nervios aferentes primarios (neuronas de primer orden) se proyectan hacia la
médula espinal, en donde se sabe por estudios anatomicos y electrofisioldgicos que
estan organizados en distintas laminas de la medula espinal. Las fibras Ad se proyectan
hacia la ldmina | o de una manera mas profunda hacia la lamina V de la médula espinal,
las fibras AP hacia las 1dminas Il1, IV y V. Por su parte, las fibras C se proyectan méas
superficialmente solo a las laminas | y 11, en el caso de las fibras C cuando se proyectan
hacia la 1dmina | se considera que hay liberacion de neurotransmisores peptidicos y
cuando lo hacen hacia las laminas 11 los neurotransmisores son no peptidicos (Figura
3)%

Ahora bien, el potencial de accién que se genero en la neurona aferente primaria,
favorece que los canales de calcio dependientes de voltaje tipo N se abran, la entrada
de calcio a la neurona presinaptica (neurona de primer orden) permite que distintos
neurotransmisores sean liberados en el asta dorsal de la médula espinal y de esta forma
da inicio el proceso de transmisidn sinaptica entre la neurona de primer orden y la de

segundo orden®.

Los neurotransmisores que se liberaran son excitadores, uno muy importante es el
glutamato, pero también estan los neuropéptidos como las taquicininas, las sustancia P
y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, también algunos
neuromoduladores sinapticos como el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF)®.
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Figura 3. Conexiones entre neuronas aferentes primarias y médula espinal.

Se muestra la organizacion en l&minas de la médula espinal, asi como la conexion
entre la neurona de primer orden con neuronas organizadas en las distintas laminas
(imagen modificada de Basbaum y cols. 2009)*.

1.2.4. Percepcion central

Las proyecciones de las neuronas de segundo orden que salen de la lamina | y Il
representan la mayor via ascendente nociceptiva. Dependiendo hacia donde se dirijan
las neuronas de segundo orden, las vias ascendentes se pueden dividir en el
espinotalamico y el espinorreticular, de esta forma pueden hacer conexién hacia el
talamo o hacia el tronco encefalico, respectivamente. Una vez hecha la conexion con
el tAlamo, las siguientes proyecciones neuronales (neurona de tercer orden) llegaran a
la corteza somatosensorial, es aqui donde se proveera informacion referente a la
localizacion y la intensidad del estimulo doloroso, el uso exclusivo de esta via solo
contempla el aspecto nociceptivo. La otra via ascendente se proyecta del tronco

encefalico (nucleo parabraquial) a la amigdala, de esta Gltima surgen dos proyecciones

neuronales, una hacia la corteza insular y otra a la corteza cingulada, es en estos dos




sitios donde el procesamiento de informacidn contribuye al componente afectivo del

dolor*8,

1.2.5. Modulacién

Asi como es importante para un organismo la capacidad nociceptiva por el aspecto de
supervivencia, también es necesario regular la misma sefializacion nociceptiva en el
sistema nervioso. El aspecto de la transmision en el circuito fisioldégico de nocicepcion
esta regulado tanto por interneuronas inhibidoras locales como por proyecciones
descendentes que van desde el tronco encefalico hacia el asta dorsal de la médula
espinal. En 1976, Mayer y Price demostraron que la estimulacion de la sustancia gris
periacueductal producia analgesia, de esta forma los sistemas inhibidores limitan la
transferencia de informacion que llega al cerebro. La modulacion descendente
inhibitoria se logra por la liberacion de neurotransmisores inhibidores como los peptido
opioides, la noradrenalina, la serotonina, la glicina y el acido gamma-aminobutirico
(GABA)5S,

1.3.CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE DOLOR

Para clasificar al dolor existen distinto criterios, uno de los criterios a considerar son
los descritos por la IASP, los puntos que considera esta asociacion para clasificar al
dolor son los siguientes: por la region que afecta, el sistema corporal implicado, el

patron temporal del dolor, la intensidad del mismo y por la causa®.

Otros criterios son los descritos por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud), la
cual los divide en cuatro sistemas, estos son por el mecanismo fisiopatoldgico del dolor,
por su duracion, su etiologia y por su localizacion'®!!, la importancia de tener una
clasificacion del dolor radica en que a partir del tipo de dolor se pueda identificar el
tratamiento farmacoldgico mas adecuado. A continuacién, se explican distintos tipos

de clasificacion del dolor.




1.3.1. Clasificacion por la duracién del dolor

Por su duracién, el dolor se puede dividir en agudo o en cronico. Para que el dolor se
considere como agudo debe durar menos de treinta dias, cuando el dolor dura mas de

tres meses se considera cronico®®.

El dolor agudo se considera un sintoma y es un signo de alerta, también existe una
correlacion entre la intensidad del dolor y la patologia que lo desencadena, este tipo de
dolor disminuye progresivamente hasta desaparecer mientras se produce la curacion de
la lesion, una terapia inadecuada en algunos pacientes provoca que un dolor agudo se

convierta en dolor persistente y que a su vez se transforme en crénico?.

El dolor en su forma croénica no tiene una funcién biolégica y persiste mas alla del
tiempo normal de curacion®2. El dolor cronico es secundario a cambios fisiopatologicos
que se producen en el sistema nociceptivo y a diferencia del dolor agudo que se puede
considerar un signo de la enfermedad, el dolor crénico en si mismo constituye la

enfermedad®. En la Tabla 1 se describen las diferencias entre dolor agudo y cronico.

Tabla 1. Diferencias entre dolor agudo y cronico (Fernandez, 2016)°.

Dolor Agudo Crobnico

Sintoma Enfermedad
Intensidad Proporcional No proporcional
Evolucion Transitoria = Permanente/recurrente
Funcidn biolégica Si No
Se asocia con Ansiedad Depresion
Respuesta al tratamiento Buena Irregular




1.3.2. Clasificacion por su intensidad

El dolor se considera leve cuando la persona atn puede realizar sus distintas actividades
habituales, es moderado si interfiere con las actividades habituales y por ultimo el dolor

es severo si interfiere con el descanso de la persona®.

En la clasificacion del dolor por su intensidad hay que considerar la informacion que
pueda proporcionar el paciente acerca de su dolor, pero como la experiencia dolorosa
en el paciente es subjetiva, es necesario usar escalas de medicion, una de ellas es la
Escala Visual Analdgica (EVA) en la cual se utiliza una linea horizontal de 100 mm
colocando en la linea el indicativo de “nada de dolor” (valor de cero) y terminando con
el “peor dolor imaginable” (valor de diez), utilizando la escala anteriormente

mencionada se puede conocer la intensidad del dolor a través de cuestionar al paciente®.

1.3.3. Por la region afectada o su localizacion

Esta clasificacion para el dolor no menciona aspectos etioldgicos ni fisiopatoldgicos y

solo se define por la parte afectada, ejemplo dolor toracico, dolor de cabeza, etc'°.

1.3.4. Por su etiologia

La division tiene su base en si es maligno o no lo es. Dentro de la clasificacion como
maligno se encuentra el dolor oncolégico, esta division es importante ya que este tipo
de dolor es complejo porque cambia con el tiempo y es el resultado de distintos
mecanismos fisiopatologicos del dolor ya que pasa por procesos inflamatorios,
neuropaticos e isquémicos. Por otra parte, dentro de la clasificacion por su etiologia se
consideran como benignos todos los dolores que no son secundarios a un proceso

oncolégico®.




1.3.5. Clasificacion fisiopatolégica

Dentro de esta categoria se encuentran dos grandes tipos de dolor: el nociceptivo y el
neuropético, sin embargo, hay que destacar que también se encuentra el dolor
psicdgeno, en el cual interviene el ambiente psico-social que rodea al individuo® y a
diferencia de los dos primeros, en este ultimo, el dolor no puede ser atribuido a una

causa organica en el paciente®.

El dolor nociceptivo surge cuando un estimulo externo es capaz de activar a los
nociceptores, dichos estimulos pueden ser quimicos o fisicos (calor, frio, vibracion o
estiramientos), asi como sustancias quimicas que son liberadas por los tejidos en
respuesta a la falta de oxigeno, la destruccion de tejidos o la inflamacién. Por lo tanto,
el dolor nociceptivo permitira alertar de estimulos nocivos externos o internos y este
dolor se mantendra solo en presencia de dichos estimulos nocivos*4,

El dolor nociceptivo a su vez se puede dividir en dos tipos:

Dolor somatico: este es un dolor localizado, causado cuando los nociceptores que se
encuentran en los tejidos superficiales o profundos son activados. Ejemplo: un corte en
la piel produce un dolor somatico superficial, mientras que los calambres musculares

producen un dolor somatico profundo®?.

Dolor visceral: este es un dolor no localizado, se produce cuando se activan los

nociceptores localizados en las visceras (como los 6rganos toracicos y abdominales)*!,

Por ultimo, dentro de esta clasificacion se encuentra el dolor neuropatico, brevemente
se puede mencionar que este es un dolor causado por una lesion o enfermedad que
afecta al sistema somatosensorial®®, el tema de dolor neuropético se abarcara en el

siguiente apartado.




1.4.DOLOR NEUROPATICO

La definicion maés reciente y aceptada de dolor neuropatico es la indicada por la IASP
en 2011, de esta forma el dolor neuropético es aquel que es causado por una lesioén o

enfermedad que afecta el sistema somatosensorial®®.

El dolor neuropatico es un tipo de dolor crénico ya que cumple con el tiempo necesario
para que entre dentro de esta clasificacion, de igual forma, este dolor es causado por
diferentes enfermedades y lesiones, las cuales provocan una serie de signos y sintomas
en el paciente, muchos de los mecanismos por los cuales se produce el dolor
neuropatico son conocidos y otros no lo son®. Clinicamente el dolor neuropético se
caracteriza porque el paciente presenta alodinia e hiperalgesia, la primera consiste en
una respuesta dolorosa a estimulos que normalmente son inocuos y la segunda, es una

respuesta dolorosa exagerada a un estimulo medianamente nocivo?.

Aunque el paciente presente alodinia e hiperalgesia no se puede indicar que tiene dolor
neuropatico, ya que este tipo de dolor debe estar asociado a una patologia que provoque
un dafio en el sistema somatosensorial®. Dentro de las causas del dolor neuropatico se
encuentra la neuropatia diabética, la neuralgia posherpética, la neuropatia relacionada
al VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), la lesién por cordon espinal, la

neuralgia del trigémino y el dolor post-quirtrgico!”18,

1.4.1. Epidemiologia del dolor neuropético

El dolor neuropético afecta del 2 al 3 % de la poblacion mundial'®, en el caso de
Ameérica latina se estima que el 2 % de la poblacion se ve afectada por este tipo de
dolor. También es importante destacar que este tipo de dolor se presenta con mayor

frecuencia en mujeres (8 %) que en hombres (5.7 %), siendo la poblacidn de més de 50

afios la mas afectada (8.9 % contra 5.6 % en menores de 49 afios)?.




Estimar la incidencia y la prevalencia del dolor neuropatico para grandes encuestas
epidemioldgicas es dificil por la falta de criterios de diagnostico que sean simples?. En
el caso de México, no hay reportes epidemioldgicos sobre la incidenciay la prevalencia
del dolor neuropatico, sin embargo, Guevara-Lépez y cols. en el 2006 realizaron un
calculo contemplando a la poblacion del afio 2000 y consideraron las enfermedades
relacionadas con el dolor neuropatico, de esta forma con base en la prevalencia de la
diabetes mellitus en la poblacién mexicana estimaron que entre 800,000 y 1,920,000
desarrollarian dolor por neuropatia diabética®?, la importancia de contemplar a la
neuropatia diabética es debido a que los pacientes con la diabetes tienen un 50% de
probabilidad de padecer este tipo de dolor?®. La incidencia del dolor neuropético con
otras enfermedades es menor a la relacionada con diabetes, pero aun asi es importante
considerarlo, por ejemplo Guevara-Lépez y cols. estimaron que entre 14,550 y 29,100

de mexicanos podrian desarrollar neuralgia posherpética en un afio?.

1.4.2. Clasificacién del dolor neuropatico

El dolor neuropatico se puede dividir en central y en periférico. El dolor neuropético
central es ocasionado por enfermedades neurodegenerativas a nivel cerebral que tengan
como consecuencia que la persona presente este tipo de dolor, una de las patologias
que se ha asociado con este dolor es el mal de Parkinson?*, también el dolor neuropatico
central es originado por dafios en la médula espinal o enfermedades que afecten la

médula espinal como la esclerosis multiple?®.

Por otro lado, el dolor neuropatico periférico es considerado como el mas comun dentro
de la poblacion mundial?!, este tipo de dolor es ocasionado por patologias que afectan
a las fibras sensoriales periféricas tanto a las AP que son fibras no nociceptivas como

a las fibras Ad y fibras C que son fibras nociceptivas?®.

También el dolor neuropatico periférico se puede subdividir en aquellos que tienen una

distribucion generalizada en el cuerpo del paciente y aquellos que solo tienen una




distribucion focal. Los casos de distribucién generalizada mas importantes en la clinica
son los que se asocian a desordenes metabolicos como la diabetes mellitus o las
neuropatias por VIH?L, Los trastornos dolorosos periféricos focales son causados por
procesos patoldgicos que dafian uno o mas nervios periféricos y se asocian con la
neuralgia postherpética, la neuropatia posquirurgica, la neuralgia trigeminal aunque

también por la neuropatia diabética o la infeccion por VIH?',

1.4.3. Mecanismos del dolor neuropético

El dolor neuropatico se caracteriza por una lesion o enfermedad que afecta el sistema
somatosensorial®®. Cuando los nervios sufren lesiones, se producen distintos cambios
en la fisiologia y en las funciones transcripcionales de las neuronas sensitivas, las
alteraciones pueden ser provocadas por una sefial positiva, esto ocurre cuando los
macrofagos y células de Schwann liberan citocinas inflamatorias, también por otra
parte estan las sefiales negativas, esto ocurre por la pérdida de sustentacion de los

factores neurotr6ficos®.

El dolor neuropatico se caracteriza por la aparicion de un dolor espontaneo el cual es
resultado de un potencial de accion ectdpico, lo cual quiere decir que el nervio sin ser
estimulado en la periferia presenta actividad tanto de fibras no nociceptivas como las
nociceptivas (dolor espontaneo)!*. Sin embargo, hay evidencia que la actividad
ectdpica en el dolor neuropatico periférico es producto de un dafio previo en los nervios
periféricos, dicha actividad ectdpica se puede generar en distintos sitios incluyendo el
neuroma que es el sitio de la lesion ya sea en el axon o en el cuerpo celular de las
neuronas periféricas que en este caso son los ganglios de la raiz dorsal (RGD), de igual
forma una vez ocasionado el dafio se puede generar la actividad ectdpica en las

neuronas aferentes vecinas que estan intactas®®2°.




Una de las causas del dolor neuropatico puede originarse por alteraciones en los canales
ionicos, esto ocurre después de una lesion evidente en la neurona aferente primaria, los
cambios en la respuesta de los canales se presenta en las fibras aferentes y por lo tanto,
al afectar la respuesta periférica se ve alterada la sefializacion en la médula espinal y
en la corteza sensorial?l. Un ejemplo es cuando aumenta la expresion de los canales de
sodio® y también aumenta la expresion de la subunidad 025 de los canales de calcio
dependientes de voltaje en la neurona aferente primaria, esto provoca un aumento en
la excitabilidad y un aumento en la liberacion de neurotransmisores en la transmision
del dolor®®. También se pueden ver afectados los canales de potasio, si esto ocurre se
evita la respuesta normal de hiperpolarizacion en la neurona aferente primaria

provocando una hiperexcitabilidad en el circuito fisiolégico del dolor?::3L,

Con el dolor neuropatico es importante mencionar que surgen distintos cambios
estructurales a nivel periférico, como ya se dijo anteriormente estos son ocasionados
principalmente por factores positivos y negativos®, dentro de este contexto hay que
resaltar que las fibras no nociceptivas como las AB normalmente proyectan sus
terminales hacia las laminas 111-V de la médula espinal, mientras que las fibras Ad y
las C lo hacen principalmente en las ldminas I y 1132, Sin embargo, cuando ocurre dafio
en los nervios y se elimina la sustentacion trofica periférica las fibras C se pierden®,
aunque se podria pensar que esto ayuda a disminuir la percepcion dolorosa, en realidad
esta percepcion cambia produciendo alodinia, se ha observado que después del dafio al
nervio las fibras AP proyectan hacia vias nociceptivas en las laminas de la médula

espinal como serian la 1y la 11*4,

Ahora bien, cuando hay una estimulacion continua de la neurona primaria se liberan
distintos aminoacidos excitadores y neuropéptidos, lo cual lleva a cambios
postsinapticos en las neuronas nociceptivas de segundo orden, uno de los cambios que
se producen es la fosforilacion de los receptores de glutamato NMDA (N-metil-D-
aspartato), el que estén fosforilados dichos receptores provoca que permanezcan

abiertos mas tiempo, permitiendo la hiperexcitabilidad de la neurona de segundo orden

y en este momento es cuando ocurre una sensibilizacion a nivel central3*34,




De los cambios a nivel central es importante considerar que pacientes con dolor
neuropatico presentan cambios en interneuronas inhibitorias y en la via descendente de
la modulacién del dolor, este desbalance entre la via descendente inhibitoria y la
excitacion en las neuronas de la via ascendente, provoca que la excitacion neuronal
predomine®. Al afectar las vias descendentes se suspende la actividad noradrenérgica
sobre los receptores a2 adrenérgicos®, ademas después del dafio en la neurona aferente
primaria se reduce la expresion de receptores opioide tipo i y las neuronas del asta
dorsal de la medula espinal son menos sensibles a agonistas opioides®®, asi mismo hay
distintos mecanismos que contribuyen a la pérdida de la inhibicibn GABAergica ya sea

pre y postsinaptico?.

1.4.4. Mecanismos de sensibilizacion al dolor

La sensibilizacion periférica y central son procesos neurofisiologicos que pueden
prolongar las condiciones dolorosas®’. El dolor neuropético depende en su mayoria de
procesos que provocan y mantienen los mecanismos de sensibilizacion, de ahi la
importancia de conocer la manera en que se genera la sensibilizacion, la cual puede ser
producida por distintos mecanismos moleculares y celulares provocando cambios que

resultan en hiperalgesia o alodinia®.

Los procesos de sensibilizacion tanto periféricos como centrales se caracterizan por

tres fases:

Activacion, esta es de caracter agudo, transitorio y depende del estimulo.
Modulacién, aqui se manifiesta en primera instancia la sensibilizacion subaguda ya
sea a nivel periférica o central, se caracteriza por la aparicion de cambios sensoriales o
motores, todos los cuales pueden revertirse.

Modificacion, en esta fase hay una regulacién alterada de genes y muerte celular, de

tal forma que los procesos de sensibilizacion en este punto ya son permanentes®*4°,




Continuando con esto hay que describir que ocurre en la sensibilizacion periférica,
primero hay que considerar que los nociceptores son de alto umbral ya que solo
responden a estimulos nocivos, cuando son activados en condiciones normales se
produce el dolor nociceptivo, sin embargo, cuando ocurre un dafio en el nervio
periférico producto de la inflamacién o por la lesion del sistema nervioso como ocurre
en el dolor neuropético comienza la aparicion del dolor persistente, que se caracteriza
por dolor espontaneo, hiperalgesia y alodinia®’. Por lo tanto, hay distintos estimulos a
nivel periférico que pueden inducir a las neuronas aferentes primarias a reducir sus
umbrales de activacion y aumentar su reactividad®, pasando del dolor nociceptivo al
dolor persistente.

A nivel periférico, el principal factor para producir sensibilizacién son los “agentes
sensibilizantes” las cuales son sustancias quimicas enddgenas, dentro de las cuales se
incluyen mediadores de la inflamacién como son prostaglandinas (PGE->), serotonina,
bradicinina, epinefrina, adenosina y también por otro lado, los factores neurotroficos
(como el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF))*“3, Cuando estos “agentes sensibilizantes” se liberan a consecuencia
de un dafio en el tejido, da inicio a lo que se conoce como mecanismos de modulacién,
el desarrollo de estos mecanismos consiste principalmente en la fosforilacion, por
ejemplo de algunos receptores, de los canales idnicos o de las proteinas reguladoras, el
producto de esta fosforilacion lleva a que la funcion intrinseca de cada uno de ellos se
altere, provocando un incremento de la excitabilidad de las fibras nociceptivas®.

Describiendo un poco mas el punto anterior, los agentes sensibilizantes acttan sobre
receptores acoplados a proteina G y receptores tirosincinasa, al activar dichos
receptores de membrana se producira la activacion de cinasas como PKA y PKC*4%
(Figura 4). Los canales de sodio dependientes de voltaje Nav1.8 que se encuentran
localizados en las fibras de tamafio pequefio como lo son las fibras tipo C son
fosforilados por PKA, cuando los canales de sodio son fosforilados se altera su umbral

de activacion asi como el proceso de activacion/inactivacion, llevando a un

aumentando de las corrientes despolarizantes de sodio*. Por su parte, la activacion de




PKC favorece la sensibilizacion principalmente por su actividad sobre los receptores

TRPV1 y esto provoca hiperalgesia por estimulos térmicos®’.
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Figura 4. Sensibilizacion periférica.

Los agentes sensibilizantes liberados en el sistema periférico activan la
transduccion de sefiales permitiendo la respuesta de la proteina cinasa C (PKC)
o de la proteina cinasa A, que a su vez pueden aumentar la sensibilizacion de las
terminales nerviosas periféricas fosforilando a los canales de sodio o a los
nociceptores. (Imagen modificada de Griffin y Woolf 2012)°.

Por otro lado, cuando ocurren procesos de modificacion en la sensibilizacién periférica,
distintos procesos se pueden ver alterados dentro de los cuales estan la transcripcion,
la traduccion y la regulacion post traduccional®t. Un ejemplo de ello es cuando la
presencia del NGF actua sobre p38, proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK)
en la raiz del ganglio dorsal (RGD), esto incrementa la traduccion y el transporte de los

canales TRPV1 en las fibras nociceptivas*.

La sensibilizacion central ocurre en la médula espinal cuando el estimulo es prolongado
y/o particularmente intenso®. Si la sensibilizacion central es producto de la actividad
inicial en la periferia se conoce como “dependiente de la actividad”. Dentro de la

sensibilizacion central se produce la activacion mdltiple de distintas vias de

sefializacion a consecuencia de los distintos neurotransmisores liberados en la médula




espinal, dentro de estos neurotransmisores se encuentran el glutamato y
neuromoduladores como la sustancia P o el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF)*,

La transmision sinaptica excitatoria rapida en las vias del dolor (en la via central) da
inicio cuando el glutamato actta sobre los canales iénicos AMPA (a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazolepropionico), este proceso permite una entrada rapida de iones
sodio®*, La continua liberacion de glutamato proporciona una despolarizacion
acumulativa en la neurona de segundo orden, generando que la actividad excitadora se
refuerce al remover el ion magnesio de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato),
esto permite que los canales NMDA se abran provocando la entrada de iones calcio y
de sodio®%. Las entradas de frecuencia mas altas generadas por estimulos nocivos
intensos o sostenidos sobre las neuronas de primer orden dan lugar a la co-liberacién
de neuromoduladores como la sustancia P o el BDNF®L, La liberacion de todos estos
neurotransmisores y su actividad sobre los receptores metabotropicos provocaran un
incremento en la eficiencia de la sinapsis, la cual se ve favorecida por las alteraciones
en la actividad de los canales iénicos y/o receptores, producto de vias de sefializacion
que favorecen los procesos de transcripcion y el trafico de los receptores hacia la

membrana (Figura 5)*.
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Figura 5. Sensibilizacion central.

se aumenta la presencia de neurotransmisores como glutamato (Glu), sustancia P (SP)
y del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). El glutamato se une a los
receptores ionotropicos AMPA y NMDA o a los receptores metabotropicos (mglu); la
SP y BDNF se unen al receptor a neurocinina (NK1) y receptores tirocin cinasa (TrkB)
respectivamente. El incremento del calcio intracelular permite la activacion de la
proteina cinasa calcio calmodulina (CaMKII) o de la proteina cinasa PKA'y PKC. Las
proteinas cinasas contindan la via de sefializacion activando la cinasa regulada por
sefiales extracelulares (ERK), esta ultima podra fosforilar canales de potasio (Kv4.2)
(imagen modificada de Ji y cols., 2003)*.

1.5.TERAPEUTICA DEL DOLOR
1.5.1. Escala analgésica de la OMS

En 1986, la OMS publicé la guia “Alivio del dolor en el cancer”, la importancia de
dicha publicacion es que a través de un grupo de expertos se propuso el uso de la escala
analgeésica (Figura 6) para indicar el tipo de tratamiento farmacoldgico a emplear en el

dolor®2, Los farmacos indicados en dicho esquema estan determinados por la

intensidad del dolor, siguiendo los peldafios en el tiempo de una forma progresiva y

por tanto escalonada®?.
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Figura 6. Escalera analgésica de la OMS.
En cada escaldn se indica la intensidad del dolor y el tratamiento
farmacoldgico a utilizar.

1.5.2. Analgésicos no opioides

Dentro de esta clasificacion se encuentran los farmacos conocidos como analgésico
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), estos farmacos se usan como tratamiento de

primera linea para el dolor que va de leve a moderado®.

Los AINES tienen estructuras quimicas heterogéneas y se agrupan en esta categoria
por su efecto terapéutico al tener actividad antipirética, antiinflamatoria y analgésica,
ejemplos de estos farmacos son el acido acetil salicilico, diclofenaco, ketorolaco y el
paracetamol, aunque en el caso de este ultimo el paracetamol no presenta actividad
antinflamatoria como el resto. Los efectos terapéuticos producidos por estos farmacos
se explican por su mecanismo de accion que consiste en la supresion de la sintesis de
prostaglandinas proinflamatorias por inhibicién de las enzimas ciclooxigenasas 1y 2
(COX-1y COX-2)*.




El uso de los AINES puede ocasionar distintos efectos adversos, dentro de los cuales
se encuentran problemas gastrointestinales al generar Ulceras, también aumentan el

riesgo de problemas cardiovasculares y toxicidad renal®*,

1.5.3. Analgésicos opioides

El termino opioide se aplica a toda sustancia, tanto endégena como sintética que tiene
la capacidad de producir efectos similares a los de la morfina, actuando como agonista
de los receptores opioides (mu, kappa y delta) y que su actividad sea bloqueada por

antagonistas como la naloxona®"®,

Los receptores mu, delta y kappa se encuentran distribuidos en el sistema nervioso
central (SNC) y en el sistema nervioso periférico (SNP) encontrdndose en estrecha
relacion con las vias sensoriales que conducen la informacion nociceptiva®. Asi
mismo, estos receptores estan acoplados a proteinas G (GPCR), la proteina G acoplada
es Gi/Go, cuando los agonistas favorecen la conformacion activa de estos receptores
ocurren distintos eventos intracelulares como la reduccion de la apertura de canales de
calcio dependientes de voltaje y la estimulacién de la apertura de canales de potasio,

dichos eventos a nivel fisioldgico ayudan a disminuir la percepcion dolorosa®.

La clasificacién que describe a los analgésicos opioides como débiles o potentes,
depende de su potencia a las mismas dosis®. Los opioides débiles (por ejemplo,
codeina y tramadol) se usan cuando el dolor es moderado, porque tienen una dosis
méaxima recomendada después de la cual los efectos adversos superan el efecto
analgesico. Si el dolor es sensible a los opioides, se puede lograr un mayor efecto
aumentando la dosis, los opioides fuertes (por ejemplo, morfina, oxicodona,
hidromorfona, fentanil y metadona) se diferencian de los opioides débiles por tener un

intervalo de dosis mucho mas amplio®. Para los opioides los efectos adversos mas

problematicos son el estrefiimiento y la depresion respiratoria®”.




1.5.4. Farmacos coanalgésicos y coadyuvantes

Se hace uso del término coanalgésico cuando el farmaco es una sustancia con accion
analgésica demostrada, pero su indicacion hacia el paciente no es para tratar el dolor
sino otro sintoma que acompafia al dolor, un ejemplo son los antidepresivos, los cuales
si solo son indicados para tratar la depresion y no el dolor solo se consideran como
coanalgésicos. El otro caso son los farmacos coadyuvantes, estos son principios activos
sin propiedades analgésicas propias, pero susceptibles de modificar la percepcion del

dolor, ejemplo de ello son los ansioliticos y los relajantes musculares®?.,

1.5.5. Tratamiento del dolor neuropatico

El concepto de la escalera analgésica no se adapta a algunos tipos de dolor, como ocurre
con el dolor postoperatorio y algunos cuadros de dolor agudo, que son tratados
inicialmente con opiaceos y posteriormente con analgésicos menos potentes®?.
También la escala analgésica de la OMS no puede ser utilizada para el dolor
neuropatico ya que el algoritmo de tratamiento es completamente diferente, y los
opioides deben considerarse como adyuvantes y no como los medicamentos principales

para tratar dicho dolor®.

1.5.6. Tratamientos de primera linea para el dolor neuropético

Los antidepresivos y los antiepilépticos han sido los farmacos mas estudiados en el
dolor neuropatico?!, al ser neuromoduladores tienen la capacidad de actuar a nivel
central permitiendo normalizar la actividad neuronal, por todo esto, actualmente se
consideran como el grupo de farmacos de primera linea para tratar el dolor
neuropatico®. Clinicamente, el uso de antidepresivos triciclicos (ATC) como
amitriptilina han mostrado aliviar el dolor neuropatico, reduciendo el dolor en un 30 %

comparado con el placebo®.




El mecanismo de accion de estos farmacos consiste en inhibir la recaptura de serotonina
y noradrenalina®. La actividad de las monoaminas en la via descendente favorece la
disminucion en la percepcion nociceptiva®’, en el caso de la serotonina activa
receptores 5-HT1-A postsinapticos inhibiendo la excitabilidad de las neuronas
espinotalamicas y las interneuronas excitatorias, por su parte, la noradrenalina inhibe
la transmision nociceptiva en el asta dorsal activando los receptores alfa-2

presinapticos, en las terminales nociceptivas®®5°,

Otro antidepresivo ampliamente utilizado es la duloxetina, se clasifica como un
inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina y noradrenalina (ISRSN), tiene la
ventaja de tener una menor afinidad por otros receptores como pueden ser los de
acetilcolina o histamina, esta cualidad proporciona una mayor seguridad ante los

antidepresivos ATC®870,

Otros farmacos a considerar son los anticonvulsivos como la gabapentina o la
pregabalina, los cuales se encuentran indicados en las guias de préactica clinica (GPC)
del Sistema de Salud Publica en México como tratamientos de primera linea para tratar
el dolor neuropético®®. En estudios clinicos la gabapentina ha mostrado reducir el dolor
neuropatico en un 50% con respecto al placebo®, otra ventaja que hace destacar a la
gabapentina como tratamiento de primera linea es que logra reducir el dolor de
sensibilizacion post operatorio frente a otros analgésicos como el naproxeno’. En otro

apartado se hablara mas acerca de la gabapentina.

1.5.7. Tratamientos de segunda linea para el dolor neuropético

Dentro de este grupo se encuentran principalmente los tratamientos de accion tdpica
como pomadas que contienen lidocaina al 5% o parches con capsaicina al 8%, los dos
tratamientos han mostrado tener un efecto terapéutico modesto con respecto al

placebo™ 74,




En el caso de la lidocaina, su efecto para disminuir el dolor neuropatico lo logra
blogueando canales de sodio, con lo cual se bloquea la conduccion en la fisiologia del
dolor. Por su parte, la capsaicina es un agonista de los canales TRPV176, la continua
actividad de la capsaicina sobre estos receptores provoca distintos procesos celulares
que llevan a la desfuncionalizacion de las terminaciones nerviosas’’, también se ha
observado que el uso repetido de capsaicina provoca una disminucién en los
neuropéptidos como la sustancia P, mediante estos mecanismos es como se considera

que la capsaicina logra su efecto analgésico en el tratamiento del dolor neuropatico’®.

1.5.8. Tratamientos de tercera linea para el dolor neuropético

Dentro de este grupo se considera el uso de los opioides?* y también el uso de otras
alternativas como la toxina botulinica tipo A, la cual es una potente neurotoxina que es
usada comunmente para la hiperactividad del musculo focal, sin embargo a ultimas
fechas se ha observado su uso benéfico en el tratamiento del dolor neuropatico
periférico’. En la Tabla 2 se resumen cada uno de los farmacos empleados para tratar

el dolor neuropético indicando su mecanismo de accion y sus efectos adversos.




Tabla 2. Farmacoterapia disponible para el dolor neuropatico
(modificada de Colloca y cols., 2017)%

Farmaco Mecanismo de accion Efectos adversos

Antidepresivos triciclicos

Nortriptilina Inhibicion de la recaptacion de Somnolencia, efectos

Desipramina monoaminas, bloqueo de los anticolinérgicos y aumento de

Amitriptilina canales de sodio y efectos peso

Clomipramina anticolinérgicos

Imipramina

Inhibidores de la recaptacion de serotonina-noradrenalina

Duloxetina Inhibicion de la recaptura de Nausea, dolor abdominal y
serotonina y noradrenalina estrefiimiento

Venlafexina Inhibicion de la recaptura de Nauseas e hipertension en
serotonina y noradrenalina dosis altas

Los ligandos @26 del canal de calcio

Gabapentina Actua sobre la subunidad 023 de Sedacion, mareos, edema

Pregabalina los canales de calcio dependiente periférico y aumento de peso
de voltaje, disminuyen

sensibilizacion central

Lidocaina tépica

Lidocaina al 5% Bloqued de los canales de sodio

Parche con alta Agonista de
concentracion de potencial transitorio TRPV1

capsaicina (8%)

Opioides

Tramadol Agonista de los receptores mu, e
inhibicion de la recaptura de
monoaminas

Morfina Agonistas de los receptores mu.

Oxicodona

Neurotoxina

Toxina botulinica Bloqueador

tipo A inhibidor
acetilcolina

neuromuscular,
de liberacion

los canales de

Eritema local, picazon vy
erupcion cutanea

Dolor, eritema, picazén y
casos raros de presion arterial
alta (aumento inicial del
dolor)

Nauseas, vomitos,
estrefiimiento, mareos vy
somnolencia
Nauseas, vomitos,
estrefiimiento, mareos y
somnolencia

Dolor en el éarea de Ia
inyeccion



1.5.9. Gabapentina

Originalmente la gabapentina fue disefiada como un analogo estructural del
neurotransmisor inhibidor acido y-aminobutirico (GABA) (Figura 7), con el proposito
de ser un agonista de los receptores a GABA, en 1994 la gabapentina fue aprobada
como antiepiléptico por la administracion de drogas de los Estados Unidos (FDA, por
sus siglas en inglés)® y en 1995 fue reportado por primera vez su uso para aliviar el
dolor®®. Actualmente, se sabe que la gabapentina no se une a receptores GABAA ni
GABAGg®?, por lo tanto, su actividad como inhibidor de la excitabilidad neuronal no es

por estos mecanismos.
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Figura 7. Estructura quimica del acido y-aminobutirico (GABA) y estructura

guimica de la gabapentina.

Anteriormente, en este texto se mencionaba que la gabapentina es utilizada como
tratamiento de primera linea para el dolor neuropatico, como se indica en la GPC del
sistema de salud en México®, esto se fundamenta en la eficacia que tiene la
gabapentina en las distintas formas del dolor neuropatico, recientemente se sabe que la
gabapentina mostro tener un 50% del alivio del dolor con respecto al placebo en la
neuropatia post herpética, la neuropatia diabética, el dolor por lesién nerviosay el dolor

neuropatico mixto8,




1.5.9.1. Mecanismo de accién

Para entender el mecanismo de accion de la gabapentina primero hay que saber que los
canales de calcio dependientes de voltaje estan conformados por al menos tres
subunidades: al, By a28 (Figura 8)%°, el aumento en la expresion de la subunidad B
resulta en un aumento de la amplitud de la corriente de calcio y cambia las propiedades
biofisicas de la subunidad a1 la cual conforma el poro del canal®, por otro lado la
subunidad a26 estabiliza los canales de calcio en la membrana celular ya que la
ausencia de esta subunidad favorece la internalizacion y la degradacion de los

complejos que forman el canal de calcio®’.
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Figura 8. Subunidades de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Los canales de calcio controlados por voltaje contienen una subunidad o/
transmembranal conductora de iones, una subunidad p que es auxiliar y otra
subunidad 020 que también es auxiliar, cada una es codificada por genes separados,
las subunidades ol y a20 son transmembranales pero la subunidad f solo es citosolica,
en el caso de la ol esta cuenta con cuatro dominios transmembranales (I-1V).

(modificada de Taylor, 2009)%,

Actualmente se sabe que la gabapentina se une con alta afinidad a la subunidad a2 de
los canales de calcio dependientes de voltaje®®, con respecto a la 028 se conocen tres
subfamilias y la gabapentina tiene mayor afinidad por 026-1 (Kd =59 nmol/L)
comparado con la subunidad a26-2 (kd = 153 nmol/L) mientras que la subunidad a20-
3 no tiene afinidad. Ahora bien, dentro de la médula espinal la subunidad a25-1 se
expresa predominantemente en la parte presinaptica de las neuronas del cuerno dorsal®

y las subunidades 020 son criticas en el trafico de los canales de calcio a zonas activas

de la sinapsis para controlar el flujo del calcio y la liberacion del neurotransmisor




subsiguiente (Figura 9), por lo tanto, la gabapentina al interrumpir dichas funciones de

la subunidad 028 ayuda a interrumpir la transmision de la via nociceptiva®:.
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Figura 9. Mecanismo de accion de la gabapentina.

La gabapentina (GBP) se une a la subunidad 026 de los canales de calcio dependientes
de voltaje (Cag), por lo tanto, se interrumpe el traslado de los canales de calcio hacia
la membrana de la neurona presinaptica, el flujo de iones calcio (Ca?*) hacia la
neurona presinaptica disminuye, las vesiculas con neurotransmisores no se pueden
liberar y en el espacio sinaptico los neurotransmisores excitadores se ven mermados,
provocando una menor actividad de los receptores AMPA y NMDA. Todos estos
eventos ayudan a disminuir la transmision en la via nociceptiva (imagen modificada
de Rogaswski y Taylor 2006)%2.

1.5.9.2. Farmacocinética de la gabapentina

Por via oral, la gabapentina se absorbe en el intestino delgado y requiere de un
transportador de aminoacidos para atravesar el enterocito, este transportador también
es el encargado de pasar a la gabapentina a través de la barrera hematoencefalica asi
como otros aminoacidos como la L-leucina, L-isoleucina, L-valina y L-fenilalanina®,

la gabapentina tiene una cinética practicamente lineal hasta la dosis de 1800 mg por

dia, después de dicha dosis la concentracion en sangre de gabapentina no es




proporcional a la dosis administrada, este hecho implica la necesidad de incrementar la

dosis por via oral®,

La gabapentina tiene una union baja a proteinas, no se metaboliza significativamente
por via hepética y se elimina principalmente sin cambios por via renal, en humanos una

dosis de 900 mg alcanza su Cmax en 4.5 h y tiene una vida media de 6.6 h®®.

1.5.9.3. Efectos adversos de la gabapentina

La gabapentina es eficaz para aliviar el dolor neuropéatico y distintos procesos
nociceptivos de sensibilizacion, por lo tanto, se considera un tratamiento de primera
linea para el dolor neuropatico de diversos origenes, sin embargo, también es un
farmaco usado como antiepiléptico y a dosis altas tiene una serie de efectos
secundarios®. El intervalo terapéutico de la gabapentina para el dolor neuropético se
encuentra entre 1800 — 3600 mg por dia®, pero en algunos casos se llega a utilizar més
de 4800 mg por dia®.

Los eventos adversos mas comunes provocados por la gabapentina son mareos
(23.9 %), somnolencia (27.4 %), ataxia (7.1 %), edema periférico (9.7 %) y
confusion®. En estudios clinicos se ha observado un aumento en la incidencia del
edema periférico cuando se dan dosis solo por encima de los 1800 mg por dia®, al
presentarse este efecto adverso dentro de las dosis recomendadas de gabapentina, la
asociacion del corazén de Nueva York alertd del uso de gabapentina en pacientes con
insuficiencia cardiaca grado I11-1V, ya que puede estar afectando los canales de calcio
a nivel cardiaco®. Otro punto importante a considerar es que la gabapentina no se
metaboliza en el higado y se excreta principalmente a través del rifidn, en pacientes con
disfuncion renal los niveles de gabapentina tienden a aumentar y producir efectos

secundarios graves:®:.




1.6. ACIDOS GRASOS ESENCIALES

En 1932 el trabajo dirigido por Miller demostré que los acidos grasos como el acido
linoleico (AL) y el acido alfa linolénico (ALA) son esenciales para el crecimiento y
desarrollo®??, Estas sustancias de caracter lipofilico son conocidas como acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs por sus siglas en inglés), en su estructura tienen dieciocho
atomos de carbono y distintos dobles enlaces, el AL tiene dos dobles enlaces contando
a partir del &tomo de carbono mas alejado del grupo carboxilo (18:2w6) mientras que
el ALA tiene tres dobles enlaces (18:3®3), las plantas tienen la maquinaria necesaria
para colocar un doble enlace en el acido oleico (18:1®9) y transformarlo a AL y
después a ALA, estos mecanismos no los pueden realizar los mamiferos, por lo tanto
dichos acidos grasos son esenciales para los mamiferos y los tienen que consumir en la

dietal®.

Una vez ingeridos, los acidos grasos esenciales omega-6 (AL) y omega-3 (ALA)
podran ser metabolizados en el higado en donde con ayuda de elongasas, desaturasas y
beta oxidasas los acidos grasos esenciales son transformados a distintas variantes de
PUFAs!%41%  Cuando los omega-6 son metabolizados, estos se convierten en acido
araquiddnico que es precursor de las prostaglandinas, por su parte cuando los acidos
grasos omega-3 son metabolizados se convierten primero en &cido eicosapentaenoico

(EPA) y por Gltimo en &cido docosahexaenoico (DHA)%®1%7 (Figura 10).

A pesar de que los mamiferos pueden generar acidos grasos como el EPA y el DHA a
partir del acido alfa linoleico, en realidad se genera muy poco de estos dos acidos
grasos, algunos autores indican que el paso se encuentra limitado desde un inicio por
la A®Desaturasa, la cual no es tan eficiente!®®, también otro punto importante a
reconocer en este tema es que en las dietas occidentales el consumo de AL esde 5a 20
veces mayor con respecto al consumo de ALA, Se estima que la conversion de ALA
aEPA s6lo esdel 8al 12 %y la del DHA es menor al 1%*°, por lo tanto, el EPA como

el DHA tienen que ser obtenidos principalmente a través de la dieta por el consumo de




pescados, ya que el aceite de pescado es rico en omega-3, con un 18 % de EPA Yy 12 %

de DHAY',
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Figura 10. Metabolismo de los acidos grasos esenciales en mamiferos.
El acido linoleico (AL) es metabolizado por elongasas y desaturasas en acido
araquidonico (ARA), este ultimo es metabolizado por la enzima ciclooxigenasa (COX)
para formar distintas prostaglandinas, por su parte, el acido alfa linoleico (ALA) es
metabolizado por elongasas y desaturasas en acido eicosapentaenoico (EPA) para
después ser metabolizado en acido docosahexaenoico (DHA).




1.6.1. Acido docosahexaenoico (DHA)

El DHA pertenece a la familia de los acidos grados poliinsaturados, esta formado por
veintidds atomos de carbono y seis insaturaciones (Figura 11), la nomenclatura de
omega-3 es porque se cuenta desde el ultimo carbono (el mas alejado del grupo
carboxilo) hacia la izquierda donde se encuentra el doble enlace!!!. Este 4cido graso se
obtiene principalmente a través de la dieta por el consumo de pescados de agua fria

como el salmon, también se encuentra presente en algunos mariscos'*2.
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Figura 11. Estructura quimica del &cido docosahexaenoico (DHA).

En la figura de la izquierda se muestra su estructura espacial con un modelo de bolas
y varillas del DHA, del lado derecho se muestra la estructura en dos dimensiones para
el DHA. (modificada de Mozaffarian y Wu, 2011)*?,

Actualmente el DHA se ha vinculado con distintos efectos benéficos para la salud, por
ejemplo, durante méas de 35 afios se han realizado numerosos estudios observacionales,
epidemioldgicos, experimentales y ensayos clinicos que han examinado y demostrado
efectos cardioprotectores asociados con el uso del DHA3, ademas el DHA ha
mostrado tener efecto gastroprotector'!*. Cuando el DHA se integra a los fosfolipidos
de las membranas celulares se provoca una mayor fluidez de dichas membranas, con
lo cual se interrumpe la formacion de balsas lipidicas, esto permite regular procesos
que favorecen vias antiinflamatorias!'®, de igual forma el DHA es un componente
esencial de los fosfolipidos de la membrana neuronal'!® y en este punto actiia como

neuro protector'!’. Aunado a todos estos efectos, actualmente al DHA también se le ha

descrito su efecto antinociceptivo en distintos modelos experimentales!8119,




Algo importante con respecto al DHA es que en estudios toxicolégicos con animales
donde se ha administrado de manera crénica y por otro lado, en estudios con lactantes
y adultos no se ha reportado la aparicion de eventos adversos!?. Lo anterior es
importante ya que el DHA se obtiene principalmente a través de la dieta por el consumo
de pescados que contienen omega-3, cuando el DHA presente en el aceite de pescado
Ilega al intestino se encuentra como triglicérido, las lipasas liberan al DHA y con ayuda
de las sales biliares se forman micelas mixtas que son absorbidas por el enterocito
mediante difusion pasiva, ya en el reticulo endoplasmico del enterocito, el DHA libre
es reesterificado para asociarse con apolipoproteinas y formar quilomicrones que son
liberados desde los enterocitos hacia los vasos linfaticos, ya en la sangre, el DHA es
Ilevado hacia los tejidos diana, como el musculo cardiaco, el sistema nervioso y la
retina donde esta integrado en los fosfolipidos de las membranas celulares de estos
tejidos diana (Figura 12)*2.
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Figura 12. Ruta del DHA desde el aceite de pescado hacia los tejidos diana
(imagen modificada de Schuchardt y Hahn, 2013)%,




1.7.INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

Dentro de las interacciones farmacologicas se puede considerar que existen tres tipos
diferentes, una de estas interacciones consiste en lo que se conoce como interacciones
farmacéuticas las cuales se relacionan con la incompatibilidad quimica, fisica o
fisicoquimica de los medicamentos o adyuvantes utilizados, esta interaccion ocurre
principalmente fuera del cuerpo y durante la administracion concomitante a través de
la misma ruta. El segundo tipo de interaccion es de tipo farmacocinético y ocurre
cuando la presencia de un farmaco en el organismo altera la absorcion, distribucion,
metabolismo o0 excrecién de otro farmaco que es administrado de manera
concomitante, por ultimo tenemos las interacciones de tipo farmacodindmicas que
ocurren entre farmacos con efectos farmacoldgicos que son similares u opuestos,
dentro de dichos mecanismos subyacentes se incluyen la competencia en los sitios de

accion moleculares o celularest?>123,

La combinacidn de farmacos es de utilidad para tratar distintos padecimientos como la
hipertension, cancer, SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida)!?*1?° y hay
que recordar que la percepcién del dolor puede ser afectada en distintos puntos dentro
de la via nociceptiva, por lo tanto, en la terapia del dolor es recomendable la

combinacion de analgésicos como lo indica la OMS*?,

1.7.1. Interacciones farmacodinamicas

Las interacciones farmacodinamicas se tienen que contemplar como mecanismos de
accion de los farmacos para producir una respuesta bioldgica y se pueden clasificar en
tres areas principales: las interacciones que ocurren en un anico sitio receptor; aquellos
que ocurren en una variedad de sitios receptores; y las interacciones generales no

especificas mediadas a través de sitios de accion no especificados'?:.

En la combinacion de analgésicos, se busca combinar farmacos con el mismo efecto

terapéutico pero que tengan distinto mecanismo de accion con el fin de que el




tratamiento tenga una cobertura multimodal para tratar el dolor, esta estrategia puede
permitir obtener un efecto sinérgico, de esta manera el efecto combinado es mayor que
la suma de sus efectos individuales'?*, la interaccion de tipo sinérgico tiene resultados
favorables permitiendo aumentar la eficacia del efecto terapéutico ya que se
disminuyen las dosis administradas pero permiten aumentar el efecto farmacoldgico
evitando la toxicidad y la aparicion de los efectos adversos'?’. Sin embargo, no todas
las combinaciones de farmacos llevan a efectos sinérgicos, las interacciones pueden
provocar efectos aditivos cuando simplemente es una sumatoria de efectos, ya que
tienen mecanismos de accion que son mutuamente excluyentes al tener un mismo sitio
diana pero también estd el caso totalmente opuesto donde la combinacion podria
generar un resultado menor que la suma de los efectos individuales de cada farmaco a
esta suma negativa se le Ilama antagonismo, por lo tanto, es importante establecer,
mediante una rigurosa evaluacion preclinica y clinica, si la combinacion es aditiva o
sinérgica, la relacion de dosis éptima y el perfil de efectos adversos de la combinacion

en comparacion con los componentes individuales'?12°

1.7.2. Analisis isobologréafico

Como ya se explicd existen distintos tipos de interacciones farmacodinamicas, estas
pueden ser de tipo aditivo, sinérgico o antagonico. En el caso del sinergismo numerosos
mecanismos posibles podrian explicar porque la accién del farmaco agonista B es
potenciada por el farmaco A y aunque no se conozca el mecanismo exacto, poder
distinguir a primera instancia si la interaccion es sinérgica y no solo aditiva puede
generar distintos avances en elucidar el mecanismo de interaccion, por lo tanto se
pueden hacer uso de distintas estrategias cuantitativas y graficas para determinar el tipo

de interaccion®129,

El isobolograma es un método grafico para determinar el tipo de interaccion en las
combinaciones de farmacos, este gréafico se construye colocando en el eje de las

abscisas la dosis efectiva individual del farmaco A obtenida experimentalmente, por su

parte, en el eje de las ordenadas se coloca la dosis efectiva del farmaco B obtenida




experimentalmente, estos dos puntos son unidos por una linea que se conoce como
isobola o linea de aditividad, la cual se representa por la formula a/A + b/B = 1, en
donde Ay B representan las dosis efectivas, por su parte a y b indican la proporcion
individual de cada uno de los farmacos, el célculo de la linea de aditividad permite

conocer la dosis efectiva tedrical?®130,

Cuando se evalla experimentalmente la combinacion, se puede determinar en verdad
el tipo de interaccidon que presentan los farmacos en combinacion. De tal forma que
graficamente si la dosis efectiva experimental est4 en la misma linea de la isobola la
interaccion es de tipo aditiva, si se encuentra por debajo de la isobola la interaccion es
de tipo sinérgica y si se encuentra sobre la isobola el tipo de interaccidn sera de tipo
antagénico (Figura 13). Con el mismo analisis isobolografico se puede determinar el
indice de interaccion el cual se indica con la letra griega gamma (y), el indice de
interaccion se calcula como la dosis efectiva experimental entre la dosis efectiva
tedrica, si gamma es igual a uno la interaccion es de tipo aditivo, si es mayor a uno es
de tipo antagdnico y si es menor a uno es de tipo sinérgico haciendo la determinacion

estadistica correspondiente!?®-13,
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Figura 13. Representacion de un isobolograma.

La letra A y B indican la dosis efectiva individual de cada uno de los farmacos, las
letras mindsculas a y b indican las fracciones de cada uno de los farmacos en
conbinacion, los asteriscos indican las proporciones tedricas en combinacion de cada
uno de los farmacos, P representa el punto de sinergismo por debajo de la isobola, S
el punto de aditividad y por encima de la isobola se encuettra el punto Q que representa
antagonismo (imagen modificada de Tallarida 2012).

1.8. MODELOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los grandes avances referentes al conocimiento del sistema nociceptivo tanto en su
situacion fisiologica normal como en diferentes situaciones patoldgicas es
consecuencia de la utilizacion de los modelos animales de dolor®, ya que los

experimentos sobre el dolor con sujetos humanos son desafiantes, fundamentalmente

subjetivos (algo inevitable) y éticamente autolimitados'®. En el animal solo se valora




la respuesta nociceptiva a un estimulo nocivo sin contemplar el aspecto emocional®33,
pero a pesar de todo esto, los estudios de dolor con animales no humanos también

plantean desafios propios y significativos, ademas de limitaciones éticas*®?.

Actualmente existen distintos modelos animales de experimentacion para evaluar

nocicepcion e idealmente dichos modelos deben poseer las siguientes caracteristicas!3*:

1. Especificidad, el estimulo debe ser nociceptivo, asegurandose que tenga lo que
se conoce como “especificidad de entrada” y que dicho estimulo esté actuando

sobre el circuito de nocicepcion.

2. El modelo debe permitir diferenciar la respuesta nociceptiva de aquellas que

solo son comportamientos innatos del animal.

3. Sensibilidad, con lo cual debe ser posible cuantificar la respuesta nociceptiva y
correlacionarla con la intensidad del estimulo nocivo dentro de un intervalo que

sea razonable (desde el umbral del dolor hasta el umbral de tolerancia al dolor).

4. El modelo debe ser sensible a manipulaciones farmacologicas, es decir, debe
ser sensible a agentes antinociceptivos a dosis comparables que son usadas para

analgesia en humanos.

5. Validez, la respuesta nociva que se monitorea no debe ser perturbada por otros
cambios no especificos que se generen durante el desarrollo del experimento.
La validez de la prueba, es decir, el grado en que la prueba realmente mide lo

que pretende medir, es sin duda uno de los problemas maés dificiles de resolver.

6. Seguridad, en este contexto las repetidas aplicaciones de los estimulos nocivos

no deben producir lesiones en el animal que sean permanentes.




7. Reproducibilidad, los resultados obtenidos con el modelo no solo deben ser
reproducibles dentro del mismo laboratorio sino también en diferentes

laboratorios.

1.8.1. Modelos de dolor agudo

Dentro de los modelos agudos de dolor se consideran aquellas pruebas donde se hace
uso de un estimulo nocivo, el cual puede ser térmico, mecanico o eléctrico, dichos
estimulos son aplicados sobre alguna parte del animal que sea conveniente, usualmente
se aplica en las patas traseras, la cola o el abdomen, los estimulos generan un
comportamiento de huida u otro comportamiento en el animal que es facil de
cuantificar’™?. Los modelos, haciendo uso de los estimulos nocivos anteriormente
mencionados, se utilizan ampliamente a excepcion del shock eléctrico, debido a que la
interpretacion es complicada porque se producen mdaltiples respuestas conductuales

con umbrales muy variables'®,

Como ejemplos de modelos agudos de nocicepcion se encuentra el de retirada de la
cola (tail flick) en el cual se mide el tiempo de latencia en que tarda la rata en retirar la
cola en presencia de un estimulo nocivo de calor. Otra prueba donde se hace uso de
calor nocivo es la prueba de la plancha caliente (hot-plate), en esta prueba se calienta
una base de metal a unos 52 6 55 °C y se observa la lamida de la pata o el salto que
hace el animal sobre la placa, las observaciones duran apenas unos segundos ya que el

animal no puede permanecer mucho tiempo con el estimulo nocivo de calor'®,

También dentro de los modelos agudos estan los que contemplan el dolor visceral, una
de estas pruebas consiste en la inyeccion intraperitoneal de soluciones irritantes como
acido acético y se cuantifica el nimero de estiramientos abdominales que se producen

en el animal durante un determinado tiempo®®*.




1.8.2. Modelos de dolor inflamatorio

Estas pruebas son de mayor duracion que la mayor parte de los modelos agudos,
consisten en generar un dafio en el tejido con agentes irritantes o sustancias que
permitan procesos inflamatorios con el propdsito de generar mediadores que activen y
sensibilicen el sistema nociceptivo!®. Estos modelos ofrecen respuestas de
comportamiento que implican organizaciones supraespinales y permite separarlos de
los modelos agudos, dentro de estos ensayos se hace uso de sustancias como la
formalina, sin embargo, el modelo de formalina solo se puede considerar como un
modelo de inflamacion de término corto, por lo tanto, en modelos de inflamacion se
recurre a compuestos con un mayor potencial antigénico como puede ser el adyuvante

completo de Freud o la carragenina®®? ¢,

Los modelos de dolor inflamatorio se disefiaron principalmente para modelar el dolor
artritico, siendo actualmente los ensayos monoartriticos los mas utilizados, que
consisten en realizar la inyeccion del agente antigénico en la rodilla o en la articulacion

del tobillo®32,

1.8.3. Modelos de dolor neuropético

Distintos modelos de dolor neuropético se han desarrollado en roedores. Debido a que
el dolor neuropético consiste en un dafio al sistema somatosensorial y procesos de
sensibilizacion, los modelos de dolor neuropatico se basan en la mayoria de las
etiologias conocidas en humanos, con el objetivo de reproducir lesiones del nervio
periférico, lesiones centrales, neuralgia del trigémino, neuropatias diabéticas,

neuropatias inducidas por quimioterapia, neuralgia postherpética®®.




1.8.4. Modelo de la formalina

El modelo de la formalina esta clasificado como un modelo de dolor persistente de tipo
tonico'®’, cabe destacar que el dolor tonico esta modulado de manera diferente en el
sistema nervioso central en comparacion con el dolor provocado por estimulos de corta
duracion®®,

En el modelo de la formalina es posible evaluar la forma en que un animal responde al
dolor moderado y continuo a consecuencia del tejido lesionado. Por esta relacion con
la lesion tisular se cree que la prueba es un modelo més semejante al dolor clinico a

diferencia de las pruebas con estimulos térmicos o mecanicos.**

La prueba de la formalina consiste en inyectar una solucion diluida de formaldehido en
la superficie plantar de una de las patas traseras, una vez que se coloca el estimulo
nociceptivo, la rata comienza a sacudir la pata afectada, esta conducta es facil de
cuantificar durante el tiempo. En los roedores, la prueba de la formalina provoca una
respuesta bifasica, la primera fase comienza desde que se aplica la inyeccién hasta los
diez minutos, después de este periodo ocurre una fase quiescente en la cual disminuyen
el numero de sacudidas de la pata y la segunda fase comienza después de los quince
minutos hasta los sesenta minutos (Figura 14) periodo en el cual termina la

prueba137,138
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Figura 14. Curso temporal del nimero de sacudidas de la pata durante la prueba de

la formalina.




La primera fase se relaciona con una estimulacién directa de los nociceptores en las
fibras tipo C, la primera fase es sensible a anestésicos locales. Por su parte, la segunda
fase involucra mecanismos de inflamacion y de sensibilizacion central dentro de la
médula espinal, la segunda fase responde a distintos analgésicos con accién

antiinflamatoria y a distintos analgésicos de accion central*®




2. ANTECEDENTES

La gabapentina ya se ha combinado con AINEs como el diclofenaco en proporcion uno
a uno, esta combinacion se administrd6 de manera local, determinando que la
combinacion mostraba un efecto sinérgico antinociceptivo a nivel periférico, el efecto
antinociceptivo se evalué con la prueba de la formalina al 5 %°. En otro estudio, se
evallo la combinacion de gabapentina con metamizol igual a una proporcion uno a uno
en la prueba de formalina al 1%, pero a diferencia del estudio anterior las
combinaciones se administraron por tres vias diferentes, se administr6 de manera local,
por via oral y por via intratecal, en cada una de las vias de administracion la
combinacion gabapentina-metamizol mostré tener efecto antinociceptivo de tipo
sinérgico siendo la via sistémica la que produjo un efecto sinérgico mayor*4!. También
se ha evaluado la gabapentina en combinacion con un opioide débil como el tramadol
utilizando ratas con constriccion del nervio cidtico, dicha combinacion se administro
por via oral a una proporcion de uno a uno y mostrd tener efecto sinérgico anti

hiperalgésico y anti-alodinico*2.

Por su parte, la combinacion de farmacos con productos naturales se ha evaluado
recientemente en el tratamiento del dolor, Nakamoto y cols. en 2010 determinaron el
efecto antinociceptivo del DHA haciendo uso de distintos modelos de nocicepcion,
incluido el modelo de la formalina, ellos demostraron que la administracion de
25 mmol kg, treinta minutos antes de la prueba ayudaba a disminuir la conducta
nociceptiva en la prueba de la formalina!®, Ademas, en otro estudio se demostro que
el tratamiento previo con DHA durante dos semanas dando una dosis diaria de
4.5 mg kg™ en ratas con constriccion cronica del nervio ciatico impedia que estas
desarrollaran alodinia, medida a través de la prueba de placa frial*®. Ya como
antecedentes inmediatos para este proyecto se tiene que la coadministracion de DHA
en conjunto con AINEs mostro tener efecto sinérgico, en uno de estos trabajos se

coadministré6 DHA con indometacina y en otro se coadministré DHA con diclofenaco,

las combinaciones se administraron por via oral en tres proporciones diferentes, 1:1,




3:1 y 1:3, cada una de las proporciones mostraron tener efecto sinérgico
antinociceptivo, este efecto se midio utilizando la prueba de la formalina, otro hecho
importante de estos dos Gltimos trabajos es que la coadministracion con DHA mostro
tener efecto gastroprotector al evitar la aparicion de ulceras gastricas, las cuales son

efectos adversos de los AINEs9144,




3. JUSTIFICACION

Si bien la gabapentina es un f&rmaco ampliamente utilizado para el dolor neuropatico,
a dosis altas presenta distintos efectos adversos®. Se sabe que la combinacion de
analgesicos permite tener a una menor dosis el efecto antinociceptivo deseado,
disminuyendo de esta forma la incidencia de los efectos adversos'?*. Basados en esta
idea, la gabapentina ya ha sido evaluada en combinacion con diclofenaco en un modelo
de formalina, produciendo un sinergismo en su actividad analgésica®°. Por otro lado,
recientemente los acidos grasos omega 3 dentro de los cuales se encuentra el DHA, han
mostrado tener actividad antinociceptival'®, ademas en combinacién con otros
analgésicos el DHA ha mostrado tener actividad sinérgica antinociceptival’®. Sin
embargo, aun no se ha evaluado la combinacion de DHA-gabapentina en modelos
murinos de nocicepcién, por lo tanto, este trabajo pretende caracterizar el efecto
antinociceptivo de la combinacién uno a uno DHA-gabapentina usando el modelo de
la formalina y determinar el tipo de interaccion farmacoldgica que tiene la combinacion

realizando un analisis isobologréafico.




4. HIPOTESIS

La coadministracion de gabapentina y DHA en la prueba de la formalina tendra una

respuesta antinociceptiva con una interaccion de tipo sinérgica.




5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la combinacion de &cido docosahexaenoico y gabapentina en el modelo

de la formalina.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la DE3o antinociceptiva de DHA y gabapentina en el modelo de

formalina.

2. Realizar el andlisis isobolografico de la combinacién DHA-gabapentina en la

prueba de la formalina.

3. Evaluar el efecto antinociceptivo producido por la administracion repetida de

DHA en conjunto con la administracion aguda de gabapentina.




6. MATERIALESY METODOS
6.1.Animales

Los animales de experimentacion fueron ratas Wistar hembra de 7 a 9 semanas de edad
(180 a 220 g), sin ningun dafio previo. Las ratas se mantuvieron en cajas de acrilico
con libre acceso al agua y con ayuno de alimento de 14 horas antes de cada prueba. Se
mantuvieron con ciclos de luz oscuridad de 12 horas. Los experimentos se realizaron
cumpliendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio) asi mismo
se siguid el “Programa interno para el cuidado y uso de animales de laboratorio del
CINVESTAV” Cada rata fue utilizada para un solo experimento y al final se eutanizo
en camara de COz. Se realizaron esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los
animales y solo utilizar el nimero de animales necesarios. Para los experimentos se
siguieron las directrices éticas para las investigaciones de dolor experimental en

animales*.

6.2. Sustancias
e Gabapentina
e Acido docosahexaenoico
e Formalinaal 1%
e Aceite de oliva

e Solucidn salina isotdnica

6.3. Materiales para la prueba de la formalina
e Espejos de 30 cm de ancho por 45 cm de largo
e Cilindros transparentes de acrilico de 20 cm de diametro por 40 cm de alto
e TermOmetro
e Jeringas y agujas

e Sonda gastrica de metal

e Contador manual y cronémetro




6.4. Modelo de la formalina

Para evaluar el efecto antinociceptivo se uso la prueba de la formalina, esta prueba
puede ser utilizada para caracterizar la respuesta nociceptiva espontanea en una
variedad de especies incluida la rata’*’. Se colocaron los cilindros de acrilico sobre la
mesa de trabajo y detras de los cilindros se colocaron los espejos formando un &ngulo
de noventa grados para facilitar la observacion de la conducta nociceptiva, después de

lo anterior se colocaron las ratas dentro del cilindro de observacion.

Una vez realizado lo anterior, el modelo de la formalina consistio en inyectar en la
superficie plantar de la pata derecha de la rata 50 pLL de una solucion de formalina al
1%'%, la conducta a medir fueron las sacudidas de la pata donde se administr6 la
formalina®®®. Inmediatamente después de la inyeccion de formalina se comenzé a
contar el nimero de sacudidas durante un minuto cada 5 min. La prueba tuvo una
duracion de 60 min y antes de iniciar la prueba, la rata tuvo una ambientacién previa
de 30 min en el cilindro, cuidando que la temperatura del area donde se realizo el

estudio se mantuviera a 27°C durante toda la prueba®3,

6.5. Determinacion de la DEso antinociceptiva de DHA y gabapentina

A un grupo de ratas con previo ayuno se les administr6 a cada rata por via oral, una
sola dosis de gabapentina (10, 31.6, 56.2 y 100 mg kg™)!*?,una hora después de la
administracion se realiz6 la prueba de la formalina. Otro grupo de ratas con ayuno
previo recibi6 via oral una sola dosis de DHA (31.6, 56.2 100 y 177.8 mg kg1)1** y
24 h después de la administracion se realizo la prueba de la formalina, por su parte,
dependiendo del tratamiento evaluado, distintos grupos de ratas recibieron el vehiculo
correspondiente, para el grupo control de gabapentina solo se administrd solucion
salina isotonica y para el grupo control de DHA solo se les administro aceite de oliva,
vehiculo del DHA




Con los resultados obtenidos de la prueba de la formalina se obtuvo el curso temporal
del nimero de sacudidas por minuto y con ayuda de la formula de los trapezoides se
obtuvo el area bajo la curva (ABC), con este ultimo dato se determind el porcentaje de

antinocicepcion con la siguiente formulal®®:

ABCvehiculo - ABCtratamiento
AB Cvehiculo

Porcentaje de antinocicepcion = ( >x100

Con los resultados de antinocicepcion de cada tratamiento, se graficaron las curvas
dosis respuesta (CDR) del efecto antinociceptivo y mediante regresion lineal se
determing la dosis efectiva 30 (DEso) de cada tratamiento (DHA o gabapentina)®.

6.6. Determinacion del efecto antinociceptivo de la combinacion DHA-

gabapentina

Con los resultados obtenidos de la DEsg individual tanto de DHA como de gabapentina
se calculd la DEsg tedrica de la combinacion 1:1 de DHA-gabapentina mediante la
formula (DEso DHA + DEzo gabapentina) / 2. Las subsiguientes dosis a evaluar se
calcularon de la siguiente forma (DEss DHA + DEzp gabapentina)/4, (DEs, DHA +
DE3o gabapentina) / 8 y (DEs DHA + DEsp gabapentina) / 1614°; las dosis a evaluar

quedaron como:

DE3yDHA + DE3pgabapentina  25.61 + 99.32

=624 -1
> > 62.4mgkg
DE5;,DHA + DE;ygabapentina  25.61 + 99.32 B
= =31.2 mg kg™
4 4
DE5;,DHA + DE;ygabapentina  25.61 + 99.32 1
= = 15.6 mg kg
8 8
DE5;,DHA + DE;ygabapentina  25.61 + 99.32 1
16 = 16 =7.8 mg kg




Cada una de las combinaciones anteriores se administraron de manera individual y por
via oral a un grupo de ratas con previo ayuno, la proporcién correspondiente al DHA
se administro 24 h antes de la prueba y la fraccion correspondiente a la gabapentina se
administré 1 h antes y por ultimo se llevo a cabo la prueba de la formalina, los
resultados permitieron realizar la curva dosis—respuesta experimental del efecto
antinociceptivo y mediante regresion lineal se determiné la DE3o de la combinacion 1:1

pero experimental.

Una vez que se determind la DE3so experimental de la combinacion 1:1 de DHA-
gabapentina se realizd el analisis isobolografico correspondiente y se determind el
indice de interaccion (y) calculado como y = DE3g experimental de la combinacion /
DE3q tedrica de la combinacion. Un indice de interaccion que no es diferente a uno
determinado estadisticamente, indica una interaccion del tipo aditiva, si el valor es
menor a uno y es estadisticamente significativo, la interaccion sera del tipo sinérgica,
por el contrario, si este valor supera la unidad y es estadisticamente significativo sera

una interaccion de tipo antagonico®3t130,

6.7. Administracion repetida de DHA

Por ultimo, a un grupo de ratas se les administro durante 7 y 14 dias una sola dosis de
DHA por via oral, la dosis de DHA que se administré fue la fraccidn correspondiente
de DHA en la DE3o experimental de la combinacion 1:1 de DHA-gabapentina, en el
octavo o en el quinceavo dia y estando las ratas en previo ayuno se les administré una
dosis aguda de gabapentina, esta dosis de gabapentina fue la fraccion correspondiente
de gabapentina en la DEsg experimental de la combinacion 1:1 de DHA-gabapentina.
En el mismo dia octavo o el dia quinceavo y una hora después de la administracion
aguda de gabapentina se realizd la prueba de la formalina para calcular el porcentaje

de antinocicepcion.

Después se compard el porcentaje de antinocicepcion obtenido con la administracion

repetida de DHA en conjunto con la administracion aguda de gabapentina contra el




porcentaje de antinocicepcion obtenido con la administracion aguda de la DEszg
experimental de la combinacion 1:1 de DHA-gabapentina.

6.8. Analisis estadistico

Para el analisis de cada uno de los resultados obtenidos se realizaron distintas pruebas
estadisticas, se utiliz6 un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de una
prueba Dunnett para analizar los resultados de la curva dosis respuesta del efecto
antinociceptivo de cada uno de los tratamientos evaluados o una prueba Tukey para
comparar los tratamientos de DHA repetido. La prueba estadistica para comparar que
tan alejado esta el indice de interaccion del valor de uno, fue la prueba t de Student. El
criterio para considerar diferencia estadistica fue p<0.05. ElI manejo de datos y la

aplicacion de las pruebas estadisticas se realiz con el programa Graph Pad Prism.




7. RESULTADOS

7.1.Determinacion de la DE3, antinociceptiva de DHA y gabapentina

En la tabla 3 se indica el porcentaje del efecto antinociceptivo de cada uno de los
tratamientos en la fase 1 de la formalina, el Unico tratamiento que mostro efecto
antinociceptivo estadisticamente significativo con respecto al vehiculo (solucion
salina) fue la gabapentina a una dosis de 100 mg kg, por su parte los datos obtenidos
con el DHA muestran producir un efecto antinociceptivo, sin embargo no permiten ver
efecto antinociceptivo estadisticamente significativo con respecto al vehiculo durante

la fase 1.

Tabla 3. Efecto antinociceptivo en la fase 1 de la formalina.

Tratamiento \ Dosis (mg kg, p.o.) \ % de efecto antinociceptivo

0 8.212x107 + 7.09
10 13.46 + 7.28
Gabapentina 31.6 16.94 + 11.30
56.2 18.59 + 11.47
100 36.22 £ 6.17*
0 -0.001334 + 10.41
31.6 8.30 £9.97
DHA 56.2 14.81 +4.52
100 28.62 £ 12.80
177.8 25.54 +12.16

Nota. Para las dosis administradas de forma individual de gabapentina (10-100 mg kg) y
DHA (31.6-177.8 mg kg™!). Cada dato representa el promedio + S.E.M. (n = 5-9), *p < 0.05 vs
vehiculo, ANOVA seguida de una prueba Dunnet.




A continuacion, la figura 15 muestra la curva dosis-respuesta (CDR) del efecto
antinociceptivo de la gabapentina en la fase 2 de la formalina, desde la dosis de
31.6 mg kg se muestra diferencia estadistica significativa con respecto al vehiculo
(solucion salina), la DE3o para la gabapentina calculada mediante regresion lineal es de
25.61 + 5.35 mg kg™ con un coeficiente de correlacion de 0.9522. La figura 16 muestra
la CDR del efecto antinociceptivo del DHA en la fase 2 de la formalina, en el caso del
DHA, desde la primera dosis evaluada que fue la de 31.6 mg kg™ se muestra diferencia
estadistica significativa con respecto al vehiculo (aceite de oliva), la DE3 para DHA
calculada mediante regresion lineal es de 99.32 + 11.42 mg kg™ con un coeficiente de
correlacion de 0.9742.

Curva Dosis-Respuesta gabapentina
Fase 2 formalina
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Figura 15 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la gabapentina
durante la fase 2 de la formalina con las dosis de 10 a 100 mg kg*.
Cada barra representa el promedio + S.E.M. (n =5-9), *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA

seguida de una prueba Dunnett.
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Figura 16. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo del DHA durante la fase
2 de formalina con las dosis de 31.6 a 177.8 mg kg

Cada barra representa el promedio + S.E.M. (n = 5-9), *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA
seguida de una prueba Dunnett.

Debido a que en la fase 1 de la formalina solo la gabapentina a dosis altas mostré efecto
antinociceptivo, para evaluar el efecto antinociceptivo de la combinacion de DHA-
gabapentina solo se considerd el efecto antinociceptivo en la fase 2 de la formalina para

realizar el andlisis isobolografico.

7.2. Determinacion del efecto antinociceptivo de la combinacion DHA-

gabapentina

La CDR del efecto antinociceptivo de la combinacion DHA-gabapentina durante la

fase 2 de la formalina se muestra en la figura 17, en dicha gréafica se puede observar

que desde la dosis en combinacion de 7.8 mg kg™, la cual es la dosis mas baja, se




muestra diferencia estadistica significativa con respecto a los vehiculos (solucion salina
y aceite de oliva), la DE3o experimental de la combinacion DHA-gabapentina calculada
mediante regresion lineal es de 3.32 £ 1.18 mg kg-1 con un coeficiente de correlacion
de 0.97009.

Curva Dosis Respuesta 1:1 DHA-gabapentina
Fase 2 formalina
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Figura 17. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la combinacién
1:1 DHA-gabapentina durante la fase 2 de la formalina con las dosis de 7.8, 15.6,
31.2y 62.4 mg kg™

Cada barra representa el promedio + S.E.M. (h =5-9), *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA
seguida de una prueba Dunnett.

Determinar la DEsg experimental de la combinacion 1:1 DHA-gabapentina permitio
compararla con la DE3 tedrica que fue de 62.4 + 6.3 mg kg™ y asi mismo realizar el
analisis isobolografico, el cual se muestra en la figura 18. Visualmente se puede
observar que la DE3o experimental estd muy por debajo de la isobola, ademas el indice
de interaccion para esta combinacion fue de 0.05 y estadisticamente menor a uno

(p < 0.05, prueba t de Student), esto indica que el tipo de interaccion farmacolégica que

tiene la combinacion DHA-gabapentina es de tipo sinérgica.
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Figura 18. Isobolograma de la combinaciéon 1:1 DHA-gabapentina en la segunda
fase de la prueba de la formalina.

En la gréafica estan representados el valor de la DE3o individual de DHA y de
gabapentina (m), el valor calculado de la DE3o teorica de la combinacion (o) y el valor
de la DEzo experimental de la combinacion (A), las barras horizontales y verticales
indican el S.E.M.

7.3.Administracion repetida de DHA

La DE3zo experimental de la combinacion DHA-gabapentina calculada mediante
regresion lineal es de 3.32 +1.18 mg kg™, dentro de dicha DEs experimental la
fraccion de dosis correspondiente al DHA es de 2.64 mg kg™ mientras que la de
gabapentina es de 0.68 mgkg®. La figura 19 muestra el efecto que tuvo la
administracion repetida de DHA a una dosis de 2.64 mg kg durante siete y catorce
dias en conjunto con la administracion aguda al dia octavo o quinceavo de gabapentina
a una dosis de 0.68 mg kg™, respectivamente. La grafica muestra que existe una

tendencia a aumentar la antinocicepcion mientras mas dias se administre el DHA,




aungue estos resultados no son estadisticamente significativos con respecto al
tratamiento agudo de la combinacién DHA-gabapentina.
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Figura 19. Efecto antinociceptivo de la administracion repetida de DHA.

La dosis de DHA es de 2.64 mg kg™ durante 7 6 14 dias en conjunto con la
administracion aguda de gabapentina a una dosis de 0.68 mg kg™ en el dia octavo o
quinceavo respectivamente, en comparacién con la administracién aguda de la DE3zo
experimental de la combinacion. Cada barra representa el promedio + S.E.M. (n = 6-
9), diferencia estadistica entre los tratamientos y su respectivo control *p < 0.05,
ANOVA seguida de una prueba Tukey.




8. DISCUSION

8.1. Efecto antinociceptivo individual de la gabapentina

Como ya se sabe, la gabapentina es un farmaco de primera linea para tratar el dolor
neuropatico®. En este trabajo se decidio utilizar el modelo de la formalina para evaluar
la actividad antinociceptiva de la gabapentina debido a que el dolor neuropatico se
caracteriza por producir dolor espontaneo y anormalidades sensoriales representadas
por procesos de sensibilizacion. Por lo cual, la prueba de la formalina puede ser usada
para caracterizar la respuesta nociceptiva espontanea en una variedad de especies
incluida la ratal*’, ademas de que es un modelo que se acerca bastante al dolor clinico
y es ampliamente Util como herramienta para evaluar de primera instancia el potencial

analgésico de una sustancia®®,

La gabapentina se administro por via oral una hora antes de la prueba de la formalina,
la justificacion de que se haya administrado a este tiempo es que la gabapentina se
absorbe en el intestino, pero requiere del transportador de aminoécidos para hacerlo,
ademas de que en estudios previos ya se ha demostrado que en ratas la gabapentina

alcanza la concentracion méaxima en sangre después de una hora#°.

La prueba de la formalina se puede dividir en dos fases y la primera se caracteriza por
representar un dolor agudo en donde el estimulo nocivo que es la formalina activa
directamente las fibras nociceptivas tipo C**%5!, durante esta fase la gabapentina logré
tener un efecto antinociceptivo estadisticamente significativo con respecto al control
pero solo a la dosis de 100 mg kg-1 como se indica en la Tabla 3. Clinicamente la
gabapentina no se utiliza para el dolor agudo ya que su eficacia es cuestionable'®?, en
distintos trabajos ya se ha observado que la gabapentina administrada de manera local
no logra disminuir de manera significativa la conducta nociceptiva en la fase uno de la
formalina4®13, Por otra parte, Hunter y cols. en 1997 determinaron que la
administracion de gabapentina por via intraperitoneal mostraba un efecto
antinociceptivo en la prueba de la retirada de la cola (tail flick), la cual se considera

una prueba de dolor agudo, sin embargo, la dosis que mostraba este efecto fue de

300 mg kg%, el inconveniente es que a esta dosis ya comienzan a aparecer efectos




adversos en la rata, disminuyendo su actividad exploratoria en la prueba de campo
abierto™*, por su parte en este y otros estudios se ha indicado que a dosis de
100 mg kg™ no hay efectos adversos ni en la prueba de exploracion asi como en la de
coordinacion motrizt415+155 Por |o tanto, en la evaluacion realizada en este trabajo se
puede considerar que el efecto antinociceptivo que se observa a la dosis de
100 mg kgt en la fase uno de la formalina se debe a que esta actuando sobre la via
nociceptiva permitiendo disminuir la sacudidas de la pata de manera considerable, sin

provocar efectos sedantes.

También otro punto importante a analizar es la diferencia del efecto cuando se
administra gabapentina de manera local o por vias sistémicas ya que por estas Ultimas
se logran ver efectos antinociceptivos significativos, lo que sugiere que por estas vias
de administracion se permite a la gabapentina estar disponible en distintos sitios
blancos favoreciendo un mecanismo de accion contra el dolor de tipo agudo, sin
embargo como ya lo hacian ver distintos autores el uso de dosis altas no lo hace ser un

tratamiento eficaz contra este tipo de dolor.

Por otra parte, en la fase dos de la formalina, la gabapentina tuvo un efecto
antinociceptivo significativo a partir de la segunda dosis administrada (31.6 mg kgt) y
con la dosis mas alta (100 mg kg™?) se logrd tener un efecto antinociceptivo del 52.3 %
como se indica en la figura 15. Cabe destacar que la antinocicepcion producida en la
fase dos de la prueba permitié calcular la DEso (25.61 + 5.35 mg kg™?) y a diferencia de
la fase uno, en la segunda fase se presentan procesos de sensibilizacion, permitiendo
un dolor de tipo persistente. Aungue la gabapentina fue disefiada como un analogo
estructural del GABA, actualmente se sabe que no se une a receptores GABAA ni
GABAg®, de esta manera su mecanismo neuromodulador para contrarrestar la

hipersensibilidad en el dolor no es por estos mecanismos de accion.

Existen distintos mecanismos moleculares por los cuales se puede generar
sensibilizacion a nivel central, se sabe que los estimulos nocivos como la formalina
incrementan la presencia de la proteina cinasa C (PKC) en la medula espinal de manera

significativa después de 25 min de la aplicacion del agente nociceptivo®®®, asi mismo,

la formalina después de diez minutos incrementa la PKC a nivel de la raiz del ganglio




dorsal*®, lo que concuerda con el tiempo requerido para estar dentro de la segunda fase
de la formalina, ademas se sabe que la PKC fosforila a la subunidad NKR1*® de los
receptores NMDA ocasionando procesos de hipersensibilidad incrementado la
respuesta excitadora a glutamato®®. Por su parte, la gabapentina es un farmaco que
tiene acciones en sitios espinales y supraespinales®® y ademas con relacién a lo
anterior, actualmente, se ha descrito que uno de los mecanismos por los cuales la
gabapentina produce un efecto antinociceptivo es la inhibicién de la translocacion de
la PKC isoforma € en las neuronas sensoriales de la raiz del ganglio dorsal*®! evitando
los procesos de hipersensibilidad en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal®®?,

por lo tanto, la conducta nociceptiva se ve afectada.

Continuando con lo anterior, si la gabapentina es capaz de alterar los procesos
relacionados con PKC, también estaria ayudando a evitar otros procesos de
sensibilizacion, ya que la actividad de la PKC reduce las corrientes de potasio®® y se
sabe que cuando se desfavorece la actividad de los canales de potasio se ven
aumentados los procesos de hipersensibilidad'®*. En 2006 Ortiz y cols. determinaron
que la actividad antinociceptiva de la gabapentina en la fase dos de la formalina se
encuentra modulada de algin modo por la actividad de los canales de potasio, esto se
determind colocando distintos blogueadores para los canales de potasio. Por ejemplo,
cuando administraron glibenclamida y tolbutamida que son inhibidores de los canales
de potasio sensibles al ATP junto con la gabapentina se redujo de manera significativa
el efecto antinociceptivo, de igual forma cuando se colocé un inhibidor de los canales
de potasio que son activados por iones calcio como la caribdotoxina junto con
gabapentina también se redujo el efecto antinociceptivo®3, Por lo tanto, se puede inferir
que por alguna via la gabapentina hace uso de los canales de potasio para reducir la

sensibilizacion dolorosa.

Actualmente, el mecanismo mas aceptado por el cual la gabapentina tiene su efecto
antinociceptivo es cuando se une principalmente a la subunidad a24-1 y con una menor
afinidad por la subunidad a23-2 de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Cuando se une a esta subunidad evita que los canales de calcio se coloquen en la

membrana celular, lo que interrumpe la entrada de iones calcio hacia la neurona




presindptica provocando que la liberacion de distintos neurotransmisores,
principalmente excitadores se vea disminuida como el glutamato, el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina y la sustancia P*®°, lo que genera que la via de

trasmision del dolor se vea afectada®%1%2,

Las proteinas de la subunidad a24-1 son altamente expresadas en el musculo
esquelético y cardiaco, en la médula espinal, el cerebelo, el hipocampo y la corteza
cerebral mientras que la subunidad a25-2 se expresa altamente en el cerebelo y de
manera moderada en la médula espinal y el hipocampo'®. Cémo se puede observar la
subunidad a28-1 no solo se encuentra en tejido nervioso sino también en otras partes,
por ejemplo en el corazdn, el que esta subunidad no sea especifica del tejido nervioso
también puede hacer pensar gque si la cantidad en sangre de gabapentina es grande se
pueden provocar distintos efectos adversos porque se estarian afectando distintos

sistemas ademas del sistema nervioso.

Continuando con la importancia que tiene la subunidad a28-1, hay que resaltar que es
un marcador de dafio nervioso y estd sobrerregulado en la raiz del ganglio dorsal
cuando las neuronas sufren algin dafio, por lo tanto, es un blanco terapéutico para
farmacos gabapentinoides como la gabapentina, que ayudan a aliviar el dolor

neuropatico®’.

8.2.Efecto antinociceptivo individual del DHA

El DHA produjo un efecto antinociceptivo en la primera fase de la formalina, sin
embargo, este efecto no es significativo. Por otro lado en experimentos como el de
Nakamoto y cols. en 2010 indicaron que el DHA administrado 30 min antes de la
prueba de la formalina redujo significativamente el nimero de sacudidas de la pata en
la fase uno de la prueba de formalina, de igual forma en la prueba de la retirada de la
cola alos 30 min se observé un efecto antinociceptivo significativo, como se sabe estos
dos parametros indican que el DHA tiene efecto sobre el dolor agudo pero tambiéen hay

que mencionar que la dosis maxima que se esta administrando es 25 mmol kg por via

oral*®, esta dosis es bastante elevada en comparacion con la maxima dosis evaluada en




este trabajo que fue de 177.8 mg kg™t administrada 24 h antes de la prueba.
Continuando con esta idea Arroyo-Liray cols. en 2014 determinaron que el DHA tenia
efecto antinociceptivo en la fase aguda de la formalina, en este trabajo se usaron dosis
maximas de 300 mg kg administradas por via oral 14 h antes de la prueba''®. Esto
sugiere que si el DHA se administra con un menor tiempo antes de la evaluacion
antinociceptiva, se requiere de mayor dosis a administrar para ver un efecto
antinociceptivo significativo y ademas dosis mas altas podrian estar favoreciendo
mecanismos que contrarresten el dolor agudo. Por ejemplo se ha observado que la
administracion de 25 mmol kg de DHA después de 30 min logra una liberacion
significativa de endorfinas las cuales van disminuyendo con el tiempo®8, y se sabe que
cuando se activan receptores opioides, la conducta nociceptiva en la fase uno de la
formalina logra disminuir considerablemente!®®. Sin embargo, se necesitarian mas

datos para confirmar lo anterior.

Ya en la fase de sensibilizacion, el DHA logro tener un efecto antinociceptivo
significativo desde la primera dosis evaluada (31.6 mg kgt) y esto continu6 hasta la
dosis mas alta (177.8 mg kg™?), estos valores significativos permitieron conocer la DE3g
que tuvo un valor de 99.32 + 11.42 mg kg*. Hay distintos mecanismos por los cuales
el DHA logra producir un efecto antinociceptivo en la fase de sensibilizacion, dentro
de los cuales esta la actividad del DHA sobre los canales de potasio, Landa-Juarez y
cols. en 2016 mostraron que la administracion de manera local de DHA en conjunto
con distintas dosis de la glibenclamida (bloqueadora de los canales de potasio sensibles
a ATP), provocaba que el efecto nociceptivo aumentara en comparacion con el DHA
solo, este mismo patron se consiguidé cuando administraron DHA en conjunto con
caribdotoxina, que es un blogueador de canales de potasio sensibles a iones calcio. Lo
anterior sugiere que estos canales de potasio tienen una participacion importante en la
fase de sensibilizacion y que el DHA de alguna forma logra su apertura provocando un

efecto antinociceptivo.

Cuando se describio por primera vez el efecto antinociceptivo del DHA por Nakamoto

y cols. en 2010, mostraron que existia un mecanismo de tipo opioide en el cual

participaba el DHA ya que cuando administraron naloxona, que es un antagonista no




selectivo de receptores tipo opioide en conjunto con DHA, la actividad antinociceptiva
del DHA se veia afectadal!. Trabajos posteriores permitieron conocer que la
administracion del DHA provocaba un aumento significativo de las B-endorfinas en
plasma y que estas tenian una especificidad por los receptores a opioides tipo mu y no
los delta ni kappa®™, el mecanismo por el cual el DHA logra la liberacion de endorfinas
en el sistema nervioso es porque se une a un receptor acoplado a proteina G (GPR40)
que se encuentra en las partes supraespinales, aumentando de manera considerable las

171 De esta forma con lo descrito

endorfinas en regiones como el hipotadlamo
anteriormente se tiene una explicacién del porqué se obtuvo efecto antinociceptivo en
la fase dos de la formalina ya que las B-endorfinas, al actuar sobre receptores tipo mu
permiten la activacion de las cascadas de sefializacion que llevan a que en neuronas
presinadpticas se cierren canales de calcio, con lo cual se evita la liberacion de
neurotransmisores excitadores y en las neuronas postsinapticas mediante cascadas de
sefializacion activadas por receptores mu se abren canales de potasio, provocando una

hiperpolarizacion de la neuronas y asi evitan que se active la percepcion dolorosa®®.

La ventaja de administrar el DHA 24 h antes de la prueba, permite que el DHA se
encuentre presente en los fosfolipidos de las membranas celulares*?'1# ya que parte
de los mecanismos de accién como efecto antiinflamatorio y antinociceptivo depende,
principalmente de que se encuentre presente en las membranas celulares'*>"2, El DHA
se convierte enzimaticamente en resolvinas de la serie D (RvD1) mediante una reaccion
de multiples enzimas como la lipooxigenasa (LOX) y se requiere de una ruta
biosintética transcelular que ocurre por ejemplo con la interaccion de las células
endoteliales y los neutrofilos!™, algo importante es que las resolvinas son lipidos
enddgenos y estos se generan como su nombre lo indica, como medida para resolver
un proceso de inflamacion o dafio tisular'’®. Sin embargo, actualmente a las resolvinas
también se les ha identificado con actividad antinociceptiva, actuando sobre receptores

en neuronas para normalizar el dolor exagerado®?.

Las resolvinas han mostrado disminuir de manera significativa la conducta nociceptiva

en la fase dos de la formalinal’®, ya se ha demostrado que las RvD1 son inhibidores de

distintos canales como los TRP incluidos los TRPA y los TRPV1'7® y se sabe que la




formalina principalmente activa los TRPA2, por lo tanto, el efecto antinociceptivo se
puede estar logrando por esta via.

Cabe aclarar que por si solo el DHA es capaz de inhibir los canales TRPV1y TRPA

en la raiz del ganglio dorsal, pero las resolvinas son mas potentest’,

8.3. Efecto antinociceptivo de la combinacion DHA-gabapentina

El efecto antinociceptivo individual de cada uno de los farmacos evaluados fue mas
significativo en la fase de sensibilizacion. Por lo tanto, para caracterizar el efecto
antinociceptivo de la combinacion DHA-gabapentina, se considerd principalmente el

efecto obtenido en la fase dos de la prueba de la formalina.

El analisis isobolografico permitié caracterizar el tipo de interaccion que tiene la
combinacion 1:1 DHA-gabapentina en el modelo de la formalina, la DE3o experimental
de 3.32+1.18mgkg? se encuentra muy alejada de la DEszp tedrica de
62.4 + 6.3 mg kg y el indice de interaccion es estadisticamente menor a uno, con este
tipo de andlisis se puede confirmar que el tipo de interaccién que tiene la combinacién
es de tipo sinérgico?® 3, Por lo tanto, se tiene que partir del principio que estos dos

farmacos estan actuando de manera similar pero de forma independiente!?,

Primero es necesario analizar los mecanismos de accién que tiene cada uno de los
farmacos de manera individual, como ya se mencion6 la gabapentina por algin
mecanismo permite la apertura de los canales de potasio provocando un efecto
antinociceptivo en la prueba de la formalina!® y el otro mecanismo, el mas aceptado
actualmente por el cual la gabapentina interrumpe los procesos nociceptivos, es por la
modulacién que tiene sobre los canales de calcio dependientes de voltaje®?. En el caso
del DHA, este tiene distintos mecanismos de antinocicepcion, uno de ellos es por la
apertura de los canales de potasio'’’, permite la liberacion de p-endorfinas'’® y también
cuando el DHA se encuentra en las membranas celulares puede ser metabolizado para

producir RvD1 que actiien sobre los TRP disminuyendo su actividad'’6178,

Siguiendo el principio del sinergismo, para que ocurra este tipo de interaccion se debe

considerar aquellos mecanismos de accion que sean distintos pero que provoquen el




mismo efecto terapéutico'?*. Asi con estos resultados obtenidos se puede sugerir que
cuando se coadministran DHA-gabapentina, por un lado, la gabapentina modula los
canales de calcio interrumpiendo la transmision del dolor y por su parte, el DHA se
encarga de interrumpir en otros puntos del circuito fisiolégico de nocicepcion ya que
la liberacion de B-endorfinas interrumpen la percepcion dolorosa disminuyendo la
excitabilidad de las neuronas de segundo orden y a nivel supraespinal, la presencia de
resolvinas estaria afectando los canales TRP, lo cual ayudaria a disminuir la
sensibilizacion a nivel central. Por lo anterior, se estaria teniendo sinergismo, mientras
que la actividad sobre los canales de potasio tanto por el DHA vy la gabapentina se

estarian sumando conjuntamente a los anteriores mecanismos.
8.4. Efecto antinociceptivo de la administracion repetida de DHA

La idea de administrar el DHA con mas horas de anticipacién antes del estimulo
nocivo, tiene su fundamento en haber comparado distintos estudios realizados
anteriormente dentro del grupo de trabajo, donde se observé que la administracion de
DHA 24 h antes del estimulo de la formalina permitia tener un efecto antinociceptivo
bastante significativo a menor dosis que si el DHA era administrado 14 h antes de la
prueba de la formalina'®!#*. Esto se puede entender por lo que ya se ha discutido
anteriormente, el DHA es un acido graso poli-insaturado que se coloca en los
fosfolipidos de las membranas lo cual le permite estar disponible para modificar
distintos procesos celulares!™®, pero para estar disponible en las membranas se requiere
de todo un proceso de absorcion y transporte que requiere tiempo*?17®. Por ejemplo en
ratas cuando se administra por via oral, para alcanzar las concentraciones maximas de
DHA en sangre se requiere de un tiempo de entre 3y 4.5 h' y en humanos unas 5 h*8t,
Continuando con esta idea, la combinacién DHA-gabapentina mostré tener un efecto
sinérgico en este estudio, por lo tanto, la dosis en combinacion de cada uno de los
farmacos se redujo significativamente ya que la fraccion para el DHA fue de
2.64 mg kg, la cual es una dosis pequefia pero al haberla administrado de manera
repetida durante 7 6 14 dias y posteriormente una coadministracion con la fraccion de

gabapentina (0.68 mg kg™?) se logrd superar el efecto antinociceptivo en comparacion

con la administracién aguda de cada una de las facciones correspondientes. Estos




resultados hacen pensar que, aunque sea una pequefia dosis de DHA, al estar siendo
administrado de manera repetida se esta acumulando en las membranas, favoreciendo
procesos celulares y mecanismos que requieran que el DHA esté presente en las
membranas. Ahora bien, la fase dos de la formalina cursa con procesos de
sensibilizacion donde el proceso inflamatorio tiene su contribucion®* y el DHA tiene
distintos mecanismos antiinflamatorios cuando se encuentra en las membranas. Por
ejemplo, se ha visto que el DHA hace mas fluidas las membranas celulares afectando
los microdominios lipidicos (es decir, balsas lipidicas), dichos dominios tienen un
papel en las vias de sefializacion de las células inmunes que son criticas para la
inflamacion.1’®182 ademas en los macréfagos el DHA puede activar al receptor
GPR120, y al hacerlo inhibe la activacion del factor nuclear Kappa B, reduciendo la
expresion de genes inflamatorios como COX-2 vy distintas citocinas pro

inflamatorias!1°182,

Ademas, en distintos estudios se ha observado que la administracion constante de DHA
permite aumentar la proporcion de este acido graso en las membranas en comparacion
con el AA%IS nor lo tanto, se puede sugerir que al existir menos AA, la COX-2
tendrd menor sustrato para producir prostaglandinas proinflamatorias que lleven a

estados de sensibilizacion!>184,

Por otro lado, el DHA ha mostrado tener actividad protectora en distintos modelos de
dafio, en ratas con constriccion crénica del nervio cidtico observaron que la
administracion repetida de una dosis de DHA durante dos semanas impedia que estas
ratas ya con el dafio desarrollaran alodinia, debido a que el DHA evitaba la activacion
de la microglia, lo que prevenia el dafio a los nervios y la aparicion de los procesos de
sensibilizacion dolorosal*. En otro trabajo, se demostro que la aplicacion continua de
DHA después de la inyeccion con estreptozotocina (modelo de dolor neuropatico),
impedia que las ratas desarrollaran alodinia e hiperalgesia, debido a que se producia
una disminucién en las corrientes de sodio, ya que se impedia la sobrexpresion de los

canales de sodio dependientes de voltaje (Navl1.7) y también se producia un aumento

en las corrientes de potasio, estos dos fendmenos en la raiz del ganglio dorsal*®®.




Por lo tanto, con todo esto se puede sugerir que el cimulo de DHA en las membranas
puede ayudar a proteger del dafio provocado por la formalina y evitar que se generen
distintos procesos de sensibilizacion. Algo importante que se observa con los datos
obtenidos es que se esta llegando a un tope en la respuesta antinociceptiva por parte del
tratamiento y aunque se administre DHA mas dias, tal vez el efecto ya no aumente la
respuesta, esto se puede deber a que se llega a un proceso de saturacion en el cual ya
no puede haber mas fosfolipidos en la membrana con DHA, por lo tanto, su efecto
antinocieptivo tenga una limitante por esta causa. Asi mismo, dentro del aspecto del
sinergismo que presenta la combinacion DHA-gabapentina seria agregar otros
mecanismos por los cuales el DHA tendria efecto analgésico, uno de estos es actuando
sobre los canales de sodio impidiendo su actividad y el otro, por disminuir procesos de

sensibilizacion producidos por factores inflamatorios en la prueba de la formalina.




9. CONCLUSIONES

Se logro caracterizar el efecto antinociceptivo de la combinacion DHA-gabapentina

utilizando el modelo de la formalina.

La coadministracion de DHA con gabapentina demostré tener un efecto
antinociceptivo con una interaccion farmacologia de tipo sinérgica, logrando bajar la

dosis en combinacion de cada uno de los farmacos de manera significativa.

La administracion repetida de DHA en conjunto con una administracion aguda de
gabapentina permitié mostrar que a dosis bajas pero repetidas de DHA se logro

aumentar el efecto antinociceptivo de la combinacion DHA-gabapentina.




10. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto antialodinico y antihiperalgésico de la combinacion DHA-
gabapentina utilizando otros modelos de sensibilizacién como puede ser modelos de

dolor neuropético, especificamente de neuropatia diabética.
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