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RESUMEN

El dolor neuropatico se produce como consecuencia de un dafio al
sistema somato-sensorial. Dentro de las caracteristicas de este tipo de dolor
esta la presencia de hiperalgesia (dolor exacerbado ante un estimulo nocivo) y
alodinia (dolor frente a un estimulo inocuo). Los tratamientos farmacolégicos
para este tipo de dolor se basan en el uso de antiepilépticos como pregabalina
0 gabapentina asi como de antidepresivos; sin embargo, dado el papel del
receptor o; en la generacion y mantenimiento del dolor, se ha sugerido que sus
antagonistas puedan resultar efectivos. Asimismo existen otras alternativas que
han sido exploradas, proponiendo el uso de flavonoides como quercetina. Otra
de las opciones son las asociaciones farmacoldgicas dado su relevancia en la
terapéutica. Para este trabajo se evaluaron los efectos de farmacos ligandos
del receptor 0. como NMIN, haloperidol (HAL) y BD-1063, por otro lado se
analizo el efecto de quercetina en el modelo de constriccion cronica del nervio
ciatico. La evaluacion se realizd el dia 10 posterior a la cirugia. Todos los
farmacos fueron administrados por via s.c. Para comprobar el efecto
antagonista o1, fueron evaluados en presencia de agonistas o, por via sistémica
e intratecal. Para el andlisis de la combinacion de BD-1063+QUER vy
HAL+QUER se utilizo el analisis de “Superficie de interaccion sinérgica”, para
la combinacion de NMIN+ QUER se examind tomando como referencia la suma
tedrica. Todos los farmacos presentaron un efecto dosis-dependiente, ademas
se comprobd que los efectos de NMIN y HAL se deben al antagonismo del
receptor 01, puesto que sus efectos fueron inhibidos con agonistas, o viceversa.
En ratas intactas NMIN y HAL bloquearon el efecto pro-nociceptivo de un
agonista 0:1. Las combinaciones con los farmacos NMIN+QUER, HAL+QUER y
BD-1063+QUER tuvieron resultados preferentemente de adicion o supra-
adicién. Por otro lado NMIN y HAL alteraron la coordinacibn motora. Sin
embargo, estos farmacos en combinacion con QUER no generaron esta
alteracion en los animales. Los resultados obtenidos sugieren que los farmacos
antagonistas o0: solos o en combinacion con el flavonoide quercetina pueden

ser de utilidad en el tratamiento del dolor de tipo neuropatico.
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ABSTRACT

Neuropathic pain occurs as a consequence of damage to the somato-
sensory system. Characteristics of this type of pain are the presence of
hyperalgesia (increases in pain to suprathreshold stimuli) and allodynia (pain
due to a stimulus that does not normally elicit pain). The pharmacological
treatments for this type of pain are mainly antidepressants or antiepileptics such
as pregabalin or gabapentin; however, given the role of the o, receptor in the
generation and maintenance of pain, it has been suggested that antagonists
may be effective, besides, other options have been explored and the use of
flavonoids like quercetin have been proposed. An additional alternative given its
relevance in therapeutics are pharmacological associations. For this work, the
effects of ligands of o, receptor such as NMIN, haloperidol (HAL) and BD-1063,
as well as quercetin (QUER) were evaluated in the chronic constriction injury
model. The evaluation was performed at 10th day after the surgery. Drugs were
administered subcutaneously (s.c.). To check its antagonistic effect, HAL y
NMIN were evaluated in the presence of o; agonists after systemic (s.c.) and
local route (intrathecal). For the analysis of the combination of BD-1063 + QUER
and HAL + QUER, the surface of synergistic interaction was used. For the
combination of NMIN + QUER it was analyzed taking as reference the
theoretical sum. All drugs produced a dose-dependent effect and it was also
found that the effects of NMIN and HAL were due to the antagonism of the o
receptor since their effects were inhibited with agonists. Likewise, in intact rats
NMIN and HAL blocked the pro-nociceptive effect of a o agonist. The
combinations with the NMIN + QUER, HAL + QUER and BD-1063 + QUER had
mainly additive or supra-additive results. On the other hand, NMIN and HAL
produced alterations in motor coordination; however doses in combination of
these drugs did not show this alteration. These results suggest that o, antagonist
drugs alone or in combination with the flavonoid, quercetin, may be useful in the

treatment of neuropathic pain.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

En este trabajo se estudio el efecto de un nuevo compuesto con afinidad
por los receptores sigma-1 (o1), analizando su accion antagonista; de igual forma
se examinaron las asociaciones farmacologicas de compuestos antagonistas del
receptor o; con el flavonoide quercetina (QUER). Los efectos fueron evaluados
en un modelo de dolor neuropatico inducido por la constriccién del nervio ciatico.
A continuacion son revisados los antecedentes en la literatura sobre la
percepcion del dolor y las estrategias terapéuticas empleadas a nivel clinico y

preclinico.

1.1 Generalidades del dolor

El dolor es la causa mas frecuente de malestar y discapacidad, ademas,
es la raz6n mas comun por la que las personas buscan atencion médica. Es un
sintoma importante en muchas condiciones médicas que interfiere
significativamente con la calidad de vida de una persona. El dolor ha acompafiado
a la humanidad desde sus inicios, han surgido debates sobre su origen y
naturaleza; de igual forma, la expresién y el significado del dolor han cambiado a
través de la historia. El dolor ha sido visto como desequilibrio de las fuerzas
vitales, como un castigo o la via hacia la recompensa espiritual y mas

recientemente como un fenémeno bioldgico (Bial y Cope, 2011).

La asociacion internacional para el estudio del dolor (IASP -International
Association for the Study of Pain) lo define como “una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a un dafo tisular real o potencial que puede

ser descrito en términos de la magnitud del dano” (Merskey y Bogduk, 1994).

La presencia de dolor tiene la finalidad biol6gica de proteccion (Hunt y

Mantyh, 2001; Scholz y Woolf, 2002), siendo muy importante para la

1



Introduccion

supervivencia y el mantenimiento de la integridad del organismo. Sin embargo,
cuando el dolor es sostenido o cronico puede resultar en otras alteraciones
psicolégicas como la ansiedad y depresion (Woolf y Mannion, 1999; Sadosky y
cols., 2013), estas alteraciones consecuentes conllevan a una marcada
disminucién de la calidad de vida; por lo tanto si el dolor se vuelve crénico deja

de poseer una funcién protectora.

1.2 Fisiologia del dolor

1.1.1 Nocicepcién

El término nocicepcion hace referencia al proceso mediante el cual la
informacion sobre el dafio en tejidos es transmitida al sistema nervioso central
(SNC), a pesar de ello, puede haber dolor sin nocicepcién (por ejemplo, dolor de
miembro fantasma) y nocicepcion sin dolor. En general se puede hacer una
descripcion clasica del dolor incluyendo cuatro procesos; Transduccion,
Transmision, Percepcion y Modulacion (Figura 1) (Besson, 1999; Costigan y
Woolf, 2000; Scholz y Woolf, 2002; Fu y cols., 2011).

Una parte esencial en la percepciéon del dolor son los receptores que
captan las sefiales y que son conocidos como nociceptores, los cuales pueden
ser sensibles al dafio en tejidos. Los nociceptores son receptores sensoriales de
alto umbral del sistema nervioso periférico somato-sensorial capaces de traducir
y codificar estimulos nocivos. Estos receptores son terminaciones de las fibras
nerviosas en diversos tejidos (aferencias) cuyos cuerpos celulares se encuentran
en el ganglio de la raiz dorsal o en el ganglio trigémino del cerebro. Los
nociceptores son neuronas con un axoén dividido en 2 ramificaciones que
proyectan hacia la periferia y el sistema nervioso central, asi que los nociceptores
pueden enviar y recibir informacion de y hacia la periferia (Stucky y cols., 2001;
Woolf y Ma, 2007).
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Figura 1. Via de transmision del dolor. SNC: Sistema nervioso central, SNP: Sistema nervioso periférico. (Imagen
tomada de Bingham y cols., 2009).

Las fibras sensoriales cutaneas estan categorizadas en 3 subtipos, de
acuerdo a su didametro, grado de mielinizacion y velocidad de conduccién. Las
fiboras A-B, tienen un diametro de axén mayor que las demas, son altamente
mielinizadas y por lo tanto su velocidad de conduccion es alta. Las fibras A-8 son
mas delgadas que las fibras A-B, tienen poca mielina y tienen menor velocidad
de conduccién que las anteriores. Finalmente, las fibras C son las fibras de menor
diametro y no son mielinizadas, es la fibra de menor velocidad de conduccion
(Figura 2). La mayoria de las aferencias nociceptivas tienen fibras C y A-b. La

mayoria de las fibras A- responden a estimulacidon mecanica inocua. Cuando un
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estimulo nociceptivo es aplicado a la piel, los nociceptores A-d son responsables
de transmitir el dolor inmediato y su localizacion exacta, el cual genera una
reaccion de retirada de la fuente de estimulo, posteriormente se presenta una
dolor mas difuso, causado por la activacion de las fibras C (Costigan y Woolf,
2000; Zimmermann, 2001; Woolf y Ma, 2007; Dubin y Patapoutian, 2010).

|
|
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ﬁ
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térmicos, / \
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I

Receptores en la piel

Figura 2. Fbras Aferente primarias relacionadas con la transduccion de la sefial y transmision de la informacion hacia la
médula espinal (Modificado de Berry y cols., 2001).

La conversion de energia de un estimulo nocivo a una sefal eléctrica
(impulso nervioso) es conocida como transduccion. Las sefiales captadas en los
nociceptores viajan a través de las fibras aferentes primarias (Fibras C y fibras A-
0) hacia la médula espinal y depende de las propiedades especificas de canales
iGnicos y receptores presentes en la terminaciones periféricas de los nociceptores
(Price y Géranton, 2009; Reichling y Levine, 2009; Dubin y Patapoutian, 2010;
Gold y Gebhart, 2010). Proteinas especificas en las terminales aferentes son

responsables para la transduccion de los estimulos nocivos (calor, frio, estimulos
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mecanicos o quimicos). La transduccién involucra un cambio conformacional en
la estructura de proteinas que estan ligadas a la apertura o cierre de canales
idnicos en la membrana de dichas terminales (Costigan y Woolf, 2000; Hunt y
Mantyh, 2001). Ademas de los estimulos externos que activan a los nociceptores
(Calor, frio, estimulos mecanicos y quimicos), el dafio a los tejidos provoca la
liberacibn de mediadores inflamatorios como prostaglandinas, sustancia P,
bradicinina, histamina, serotonina asi como citocinas, que también activan y
sensibilizan a los nociceptores, es decir, generan impulsos nerviosos,
aumentando su excitabilidad y frecuencia de descarga (Woolf y Mannion, 1999;
Costigan y Woolf, 2000; Stucky y cols., 2001)

Cuando la sefial es captada por los nociceptores, esta es transmitida al
sistema nervioso central. Los impulsos nerviosos viajan por los axones de las
neuronas aferentes primarias (neuronas de primer orden) hacia el asta dorsal de
la médula espinal. Ahi las neuronas aferentes primarias propagan los impulsos a
través de la liberacién de aminoacidos excitatorios (como glutamato y aspartato)
y neuropéptidos (como sustancia P) en los sitios sinapticos, donde otras
neuronas envian la sefial hacia el cerebro. Esta transmision de la informacion
hacia el cerebro se proyecta por medio de haces llamados tractos ascendentes.
Las neuronas de proyeccion de algunas regiones del asta dorsal transmiten
sefales nociceptivas al talamo a través del tracto espinotalamico, mientras que
otros transmiten informacion nociceptiva a la formacion reticular, mesencéfalo e
hipotalamo a través de los tractos espinorreticulares, espinomesencefalicas y

espinohipotalamicas (Giordano, 2005; Campbell y Meyer, 2006; Fuy cols., 2011).

La percepcion se refiere a la apreciacion del dolor a partir de las sefiales
que llegan a estructuras superiores, se caracterizada por una sensacion

claramente desagradable y una emocidon negativa mejor descrita como amenaza.

La modulacion de la transmision nociceptiva ocurre a diferentes niveles

(periférica, espinal y supraespinal). Las fibras nerviosas de las vias inhibitorias
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liberan sustancias como opioides enddgenos, serotonina, noradrenalina y como
el acido-y-aminobutirico [GABA]) en las sinapsis con neuronas de la médula
espinal. Estas sustancias se unen a los receptores en neuronas aferentes
primarias o neuronas de la médula espinal e inhiben la transmision del dolor
(Woolf y Mannion, 1999; Giordano, 2005).

1.3 Tipos de dolor

El dolor se puede clasificar de acuerdo a su duracion, patogenia,
localizacion, intensidad, entre otros aspectos. Segun su duracion, el dolor puede
ser agudo y cronico, el primero es de tiempo limitado, se define como una
experiencia desagradable y compleja con factores cognitivos y sensoriales que
suceden en respuesta a un trauma tisular; por su parte, el dolor crénico se define
como aquel que se extiende mas de 3 meses desde su aparicion, se desarrolla
mas alla del periodo de la duracion de una lesion tisular o bien est4 asociado a

una condicion médica cronica (Leung y Cabhill, 2010).

En relacién a la fisiopatologia subyacente, el dolor puede ser nociceptivo,
inflamatorio, neuropatico y funcional. El dolor nociceptivo se produce en
respuesta a un estimulo nocivo sobre los tejidos corporales que resulta de la
activacion de nociceptores A-0 y C (Hunt y Mantyh, 2001; Price y Géranton,
2009). El dolor que surge de los érganos viscerales se denomina dolor visceral,
mientras que el que surge de los tejidos como la piel, los musculos, las capsulas
articulares y el hueso se denomina dolor somatico. El dolor somatico puede
clasificarse como superficial (cutaneo) o profundo. En este tipo de dolor
generalmente existe una estrecha correlacion entre la percepcion y la intensidad
del estimulo y el dolor es indicativo de un riesgo de dafio al tejido real o potencial
(Vardeh y cols., 2016).

El dolor inflamatorio se presenta como respuesta al dafio, lesion o

cualquier causa que subyace a la activacion de la via dolorosa que produce
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inflamacion, la funcion de este tipo de dolor es protectora, aunque por periodos
prolongados resulta nocivo. Durante el proceso inflamatorio se genera calor,
rubor, edema, pérdida de la funcion celular y dolor como resultado de la
sensibilizacion de los receptores (Costigan y Woolf, 2000; Bingham y cols., 2009;
Cohen y Mao, 2014). El dafio celular induce la activacion de células cebadas,
basofilos macrofagos, neutréfilos, células endoteliales y la subsecuente
liberacion de mediadores quimicos de la inflamacién como plaquetas, iones de
hidrogeno (H*), citocinas, factores de crecimiento, neurotransmisores, proteasas
extracelulares. Las sustancias liberadas activan y sensibilizan a los nociceptores,
provocando que las neuronas del sistema nervioso muestren una mayor
descarga espontdnea y evocada (Abbadie, 2005; Wang, 2005; Chen y cols.,
2013).

En el proceso inflamatorio hay liberacion del contenido intracelular de las
células dafiadas y de moléculas de sefalizacion inflamatoria de células inmunes,
dicho contenido incluye péptidos (sustancia P, CGRP, bradicinina), lipidos
(prostanglandinas, tromboxanos, leucotrienos), factores de crecimiento y
citocinas (IL-6, IL-18 y TNF-a) (Cheny cols., 2013; Vardeh y cols., 2016). Algunos
de estos agentes activan a los nociceptores en las terminales nerviosas. Los
mediadores inflamatorios también conducen a cambios post-traduccionales y
transcripcionales de los transductores; por ejemplo, existe una expresion
aumentada del canal TRPV1 que da como resultado un umbral disminuido. Los
mediadores inflamatorios pueden cambiar el trafico, la expresion de la superficie
celular y las propiedades de apertura de canales i6nicos que tiene como

consecuencia mayor excitabilidad.

El otro tipo de dolor de acuerdo a su patogenia y en el cual nos
centraremos en este trabajo es el dolor neuropéatico. Este dolor se produce como
consecuencia directa de una lesion o enfermedad que afecta al sistema somato-
sensorial. El dolor neuropético a veces se denomina dolor "patologico” porque no

tiene una funcion biolégica, en lugar de ello evoluciona hacia un estado de
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cronicidad, donde ocurren cambios fisiopatoldégicos que se independizan del

evento que dio inicio al dolor. Dentro de las caracteristicas del dolor neuropético

se encuentran la presencia de alodinia (dolor ante un estimulo inocuo) e

hiperalgesia (aumento en la percepcion del dolor frente a un estimulo doloroso)

(Zimmermann, 2001; Vranken, 2012).

Las causas comunes del dolor neuropatico incluyen traumatismo,

inflamacion, enfermedades metabdlicas (ej. diabetes), infecciones (ej. herpes

zOster), tumores, toxinas y enfermedades neurolégicas primarias. Tomando en

cuenta el lugar anatémico, el dolor neuropético puede clasificarse como de origen

periférico o central (Zimmermann, 2001; Vranken, 2012; Meacham y cols., 2017).
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Figura 3. Clasificacion del dolor (Modificado de Woolf, 2010).

Finalmente se puede hablar de un tipo de dolor en el que a diferencia de

los anteriores, no existe un dafio claro al tejido. Sin embargo, hay una percepcion

dolorosa por una respuesta anormal del sistema nervioso, ejemplo de este tipo
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es el dolor de miembro fantasma. Es un dolor espontdneo con imposibilidad de
detectar la alteraciéon que lo desencadena, lo que hace dificil su tratamiento

(Zimmermann, 2001).

1.4 Dolor neuropatico

1.1.2 Fisiologia

El dolor neuropatico deriva de una alteracion en el sistema nervioso,
generalmente como consecuencia de lesiones en nervios periféricos, es decir en
la neurona aferente primaria. En primera instancia, este dafio provoca un
incremento de la respuesta inflamatoria en el sitio de la lesion, en etapas
tempranas ocurre la infiltracion de células inflamatorias como células cebadas,
macrofagos y otras células inmunocompetentes. Dichos elementos celulares
evocan la liberacion de mediadores inflamatorios como histamina, bradicinina,
serotonina, adenosin-trifosfato, productos de la via de las ciclooxigenasas y de
las lipooxigenasas (leucotrienos), prostaglandinas y citocinas, adicionalmente las
neuronas nociceptivas liberan Sustancia P y el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP), provocando vasodilatacion, extravasacion y liberacion de
mediadores inflamatorios. Debido a esta inflamacién, los nociceptores pueden
aumentar la sensibilidad y esto promueve que se activen con umbrales menores
de estimulacion, adicionalmente se observa una respuesta de estimulacién mas

prolongada (Zimmermann, 2001; Cohen y Mao, 2014).

El dafio en las neuronas aferentes primarias también genera una
alteraciéon en la densidad y funciébn de canales ionicos, este fenémeno
desencadenan patrones de descargas nerviosas anormales hacia la médula
espinal. Uno de los canales que tienen una participacion importante en la
neurotransmision (control de la liberacion de neurotransmisores en las terminales
de las neuronas sensoriales) son los canales de calcio dependientes de voltaje
(VDCC); se sabe que existe una sobreactividad de estos canales en el dolor
neuropatico, lo que genera la presencia de descargas ectopicas e
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hiperexcitabilidad neuronal (Luo y cols., 2001; Yaksh, 2006; Boroujerdi y cols.,
2011). La inestabilidad de la transmision nerviosa se exacerba por un incremento
en la sefnalizacion de los canales de sodio sensibles a tetrodotoxina (Nav 1.3)
asi como de canales de sodio resistentes a tetrodotoxina (Nav 1.8) (Figura 4)
(Gold y cols., 2003; Devor, 2006; Ueda, 2006). Adicionalmente, también existen
interacciones en sitios no-sinpticos (transmisién efaptica) en el ganglio de la raiz
dorsal incrementando la hiperexcitabilidad. Estos acoples efapticos pueden
ocurrir incluso entre neuronas de diferentes clases (ej. Fibras A-6 y A-B),
provocando alodinia. Adicionalmente las fibras A-B expresan SP y CGRP, que
normalmente se expresan en fibras C y A-0, en consecuencia, se logra que las
fibras A-B se activen con umbrales bajos, provocando la liberacién de SP, CGRP
y factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) en el asta dorsal de la médula
espinal y con ello contribuyendo a la generacion de un estado de
hiperexcitabilidad neuronal (Inbal y cols., 1987; Amir y Devor, 1999; Shinder y
cols., 1999; Zhang y cols., 2004; Kiguchi y cols., 2012; Vranken, 2012). Aunado
a estos cambios, a nivel periférico también se puede llegar a formar crecimiento
de fibras adyacentes hacia areas denervadas y en las terminales nerviosas
puede haber formacién de neuroma, es decir se generan patrones aberrantes de
fibras periféricas con funciones alteradas, contribuyendo a la aparicion de
descargas ectépicas y espontaneas (Vranken, 2012; Cohen y Mao, 2014;

Meacham y cols., 2017).

En el dolor neuropatico también puede estar involucrado el sistema
nervioso simpéatico. Las evidencias sugieren que posterior al dafio en las fibras
aferentes primarias existe un crecimiento aberrante de axones simpaticos hacia
los ganglios de la raiz dorsal, favoreciendo asi la actividad ectdpica de esta zona.
Adicionalmente, también se ha demostrado la expresion de receptores a-
adrenérgicos en las fibras aferentes primarias relacionadas con la transmisién del
dolor (Shinder y cols., 1999; Cohen y Mao, 2014).
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Figura 4.  Mecanismos involucrados en el dolor neuropdtico. AMPA: dcido-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropionico; ASIC: canal idnico sensible a dcido; B1/B2: receptor de bradicinina 1/2; BDNF: factor neurotréfico
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metabotropico; NGF: factor de crecimiento nervioso; NK: Neurocinina; NMDA: N-metil-D-aspartato; PAMPs: Patron
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sodio sensible a tetrodotoxina; VR: receptor vanilloide (canal de cationes de potencial transitorio de la subfamina V
miembrol TRPV1) (Tomado de Cohen y Mao, 2014).
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1.1.3 Procesos centrales en la sefalizacion del dolor
neuropatico

En circunstancias normales, un estimulo doloroso provoca la liberacion de
aminoacidos excitatorios (glutamato, aspartato), neurotrofinas (BDNF) y péptidos
(SP, neurocinina A y CGRP) de las terminales nerviosas de fibras nociceptivas
(A-0 y C) en el asta dorsal de la médula espinal. Cada una de estas moléculas
interactua con su receptor y contribuyen a la induccion de la sensibilizacion en el
asta dorsal. EI CGRP es responsable del influjo de calcio, el cual retarda el
metabolismo de la sustancia P e incrementa su liberacion asi como de los
aminoacidos excitatorios, siendo asi el CGRP uno de los participantes que
favorecen el establecimiento de sensibilizacion (Figura 4) (Latremoliere y Woolf,
2009; Vranken, 2012; Meacham y cols., 2017).

Uno de los aminoacidos excitatorios que tienen una participacion
importante en la sensibilizacion central es el glutamato, el cual interactia con
diferentes receptores incluyendo al recetor AMPA (acido alfa-amino-3-hidroxi-5
metil-4-isocazolepropionico) y kainato asi como con receptores metabotropicos
de glutamato (Figura 4). Aunque este aminoacido tiene una alta afinidad por el
receptor NMDA (N-metil-D-aspartato); en condiciones normales este receptor se
encuentra bloqueado por un ion magnesio. Después de un estimulo nocivo, la
liberacion de glutamato actia en los receptores AMPA post-sindpticos y su
interaccion resulta en la generacién de potenciales rapidos; subsecuentemente,
los canales de calcio dependientes de voltaje son activados y se produce la
despolarizacién (Larsson y Broman, 2011). La estimulacion persistente por parte
del glutamato genera un incremento intracelular de calcio (por activacion de los
canales VDCC) que activa a diversas proteinas cinasas que fosforilan al receptor
NMDA y se induce la liberacion del magnesio en el receptor NMDA provocando
la apertura de este canal, es entonces cuando el glutamato ejerce un efecto
excitatorio dual por unirse a los receptores AMPA y NMDA. Adicionalmente se
produce la activacion del receptor NMDA presinaptico en las terminales nerviosas

de las fibras aferentes primarias que liberan sustancia P y aminoacidos
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excitatorios aumentando la actividad de las neuronas de segundo orden en el
asta dorsal, siendo asi el receptor NMDA el responsable de la induccién de
hiperalgesia, el subsecuente mantenimiento del dolor neuropatico y la
sensibilizacion central, dando como resultado que estimulos nocivos sub-
umbrales activen a neuronas de segundo orden. La sensibilizacion central se
manifiesta como una respuesta exacerbada o amplificada frente a un estimulo
(hiperalgesia), esto genera la propagacion de la sensacién dolorosa y una
reduccion del umbral de activacion (Woolf y Mannion, 1999; Latremoliere y Woolf,
2009; Vranken, 2009). Otro fendmeno importante causado por la activacion del
receptor NMDA es el denominado “windup”, el cual se refiere a un incremento
progresivo en la frecuencia y magnitud de disparos de las neuronas del asta

dorsal producido por la activacion repetitiva de la fibora C (Cohen y Mao, 2014).

Adicionalmente, en el dolor neuropatico pueden existir cambios plasticos
importantes provocando la formacion de nuevas conexiones en el asta dorsal de
la médula espinal (Figura 5). Hay un proceso de crecimiento de las fibras A-f.
Estas fibras normalmente median la sensacion al tacto en las laminas Il y IV,
pero no el dolor; sin embargo, en el dolor neuropatico crecen hacia laminas
superficiales (lamina Il) del asta dorsal de la médula espinal, haciendo contacto
con neuronas nociceptivas. Estos cambios en la anatomia neuronal pueden
generar la percepcion de estimulos inocuos (de bajo umbral) como nocivos (como
contactos ligeros con la piel) por la activacion de las fibras A-B (Woolf y cols.,
1992, 1995; Vranken, 2012).

Aungue la actividad excitatoria es considerada clave en la generacion de
dolor neuropatico, también se ha descrito que la pérdida del control inhibitorio es
un factor que amplifica la hiperexcitabilidad neuronal. GABA y glicina son
moléculas con actividad inhibitoria en el sistema nervioso. Estos
neurotransmisores son liberados de las interneuronas que mantienen un tono
inhibitorio. En condiciones de dolor inflamatorio, existe evidencia que demuestra

un incremento en la inhibicion GABAeérgica en fibras C del asta dorsal en la
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médula espinal, sin embargo en el dolor neuropético hay una disminucién en la
liberacibn de GABA, aunado a esto, existe un decremento en la densidad de
receptores GABA, el cual es responsable de la reduccion funcional de las

neuronas aferentes primarias (Janssen y cols., 2011; Vranken, 2012).
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Figura 5 A. Conexiones normales de las fibras A-8 y C. B.cuando hay dafio en el sistema
nervioso puede existir reorganizacion de las fibras A8 que normalmente inervan las ladminas
profundas en el hasta dorsal, sin embargo hay cremiento hacia las Idminas superiores
encargadas de recibir informacion nociceptiva (Imagen tomada de Bridge y cols., 2001).

Otra de las vias que modulan la generacién del dolor es el sistema
opioidérgico, el cual también resulta afectado. En el dolor neuropatico hay un
aumento en la liberacién de colecistocinina (CCK), el cual es responsable de
mantener un tono inhibitorio de los opioides enddégenos, entonces un aumento
en su accion se traduce en una atenuacion de la accion de la via opiodérgica en
el control del dolor (Wiesenfeld-Hallin y cols., 2002; Kohno y cols., 2005).

1.1.3 Mediadores Inflamatorios en el dolor neuropatico.

La microglia, oligodendrocitos y astrocitos en el sistema nerviosos central son

activados por TNF-a e IL-6, provocando la liberacion de mediadores inflamatorios
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que modulan el procesamiento del dolor por afectar la liberacion de
neurotransmisores. La importancia de las citocinas pro-inflamatorias ha sido
ampliamente estudiada en el dolor neuropatico. Se sabe que existe una
produccion periférica y central de interleucinas como la IL-1j3, IL-6 y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) en respuesta al dafio neuronal. Estas citocinas son
parte crucial en la sensibilizacién del sistema nervioso, contribuyendo asi a la
generacion de alodinia e hiperalgesia y la formacion del neuroma. En modelos
animales se ha visto que la administracion de citocinas inhibitorias, reduce la
condicion de dolor, sin embargo en estudios clinicos los resultados son
controversiales (Kazuhide y Makoto, 2009; Clark y cols., 2013).

1.1.4 Especies reactivas de oxigeno y dolor neuropatico

En la fisiopatologia del dolor neuropéatico también se encuentra
involucrado el componente del estrés oxidativo. Se menciona que las especies
reactivas de oxigeno (EROSs) y especies reactivas de nitrégeno (ERNSs) son en
parte responsables del desarrollo de la generacién de la sensacion dolorosa

después de una lesion en el nervio (Kim y cols., 2004; Gao y cols., 2007).

Existe evidencia que menciona que concentraciones nanomolares de
oxido nitrico (ON) en el cerebro pueden actuar como neuroprotectores y su
formacion ocurre después de la estimulacién del recetor NMDA; sin embargo,
una excesiva estimulacion de los receptores NMDA promueve la sobre-activacion
de la enzima sintetasa del 6xido nitrico (NOS, por sus siglas en inglés) que
genera un incremento en las concentraciones de ON, cambiando su estatus a

neurotéxico (Ahlawat y cols., 2014; Mukherjee y cols., 2014).

El ON genera neurotoxicidad por diferentes vias. El exceso de ON por si
mismo puede afectar la produccion de energia celular a través de la interaccion
con los componentes de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Por

otra parte, el ON también genera la formacion de EROs y ERNSs; la reaccion del
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ON con el i6n superéxido produce peroxinitritos (ONOQO") y acido peroxinitroso
(ONOOH) que a su vez pueden formar otras especies reactivas como radicales
hidroxilo y peroxidos. El dafio de estos radicales libres, incluye alteraciones al
ADN, peroxidacion lipidica, dafio a las estructuras proteicas, como nitracion de
tirosina y S-nitrosilacion de residuos de cisteina. Adicionalmente, el estrés
oxidativo provoca una disminucién de los depdésitos de glutatién, causando una
sobrerregulacion de glutation como una respuesta protectora (Burney y cols.,
1999; Brown y Bal-Price, 2003; Moncada y Bolafios, 2006; Steinert y cols., 2010).

Los efectos nociceptivos relacionados con el Oxido nitrico estan
relacionados a concentraciones altas por la accion de la isoforma nNOS
(sintetasa del 6xido nitrico neural). El ON es una pequefia molécula, altamente
soluble y difusible, participa en procesos nociceptivos a nivel espinal por la
activacion de la guanilato ciclasa (GC) que interviene en la formacion del
guanosin-monofosfato ciclico (GMPc). Por otra parte, la formacién rapida de
peroxinitritos promueve la formacion de mediadores inflamatorios y la
subsecuente activacion del receptor TRPV1; adicionalmente, la formacién de
radicales libres genera dafio celular como la demielinizacion (Figura 6), aunado
a esto, el ON favorece la fosforilacion del receptor NMDA, desencadenando en
conjunto un proceso de hiperexcitabilidad neuronal (Naik y cols., 2006b; Gao y
cols., 2007; Freire y cols., 2009; Ahlawat y cols., 2014).

~

- I8 Hiperexcitabilidad
ONOO- + 0O,
H,0, Per?)ild.aaon | Demielinizacién
lipidica
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Produccion de _
mediadores Daiio a o
inflamatorios biomoléculas Oxidacién de
proteinas i . o o
Figura 6. Mecanismos del oxido nitrico que
Sensibiliazcion Activacién de favorecen un estado  hiperexcitabilidad

L

K de nociceptores canales TRPV / neuronal.
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1.1.5 Papel del receptor oien el dolor neuropético

El receptor o fue inicialmente clasificado como un subtipo de receptor
opioide, basados en la accion del ligando SKF-10,047. Los efectos observados
con este compuesto fueron distintos a los que se obtienen con morfina y
ketociclazocina, lo que derivd en proponer a un nuevo subtipo de receptor, para
lo cual se nombré tomando como referencia a la primer letra del compuesto en
evaluacion, siguiendo la nomenclatura de los receptores a opioides.
Posteriormente, se demostrd que este nuevo receptor no presenta homologia con
los receptores opioides, ni con alguna otra molécula de mamiferos; en lugar de
ello, ahora se sabe que existen dos subtipos de este receptor (0. Yy 0,). El receptor
0. es el que esta relacionado con el proceso de nocicepcion, es una proteina
constituida de 223 aminoé&cido, con dos dominios transmembranales (Schmidt y
cols., 2016). Una de las caracteristicas ampliamente descritas del receptor 01 es
gue actua como una chaperona, modulando la actividad de diversas proteinas,
siendo una de las mas estudiadas, la estabilizacién del receptor de IPs en la
membrana del reticulo endoplasmico modulando la salida de calcio hacia el
citosol y mitocondria (Su y cols., 2010). Se ha sugerido que el desbalance en la
salida de calcio desencadena diversas vias de sefalizacion, entre ellas la
activacion del receptor NMDA, el cual esta involucrado en la generacion y
mantenimiento del dolor (Kim y cols., 2008; Pyun y cols., 2014; Choi y cols.,
2016). Interesantemente el receptor o0 esta expresado en areas anatomicas
importantes para el control del dolor. En el sistema nervioso esta expresado en
la médula espinal (laminas superficiales del hasta dorsal de la médula espinal) y
en sitios supraespinales (sustancia gris periacueductal, locus coeruleus y médula
rostroventral) (Gundlach y cols., 1986; Roh y cols., 2011; Romero y cols., 2016),
mientras que en el sistema nervioso periférico se ha demostrado su expresion en

el ganglio de la raiz dorsal (Bangaru y cols., 2013; Mavlyutov y cols., 2016).

Se ha sefialado previamente que los farmacos opioides no se unen al

receptor o; (Sanchez-Fernandez y cols., 2014), a su vez existen compuestos con
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una alta afinidad por el receptor o1, sin embargo, estos son de un amplio rango
de estructuras e incluso con diferentes aplicaciones terapéuticas, ejemplo de ello
son el haloperidol (antipsicotico), carbapentano (antitusivo) y fluvoxamina
(antidepresivo). Por otra parte existen compuesto de naturaleza endégena con
afinidad por el receptor o©:, como los neuroesteroides (pregnenoloa,
dehidroepiandrosterona, progesterona, alopregnenolona) (Cobos y cols., 2008;
Maurice y Su, 2009; Brimson, 2010). Asimismo, se ha destacado que ciertos
compuestos tienen una alta especificidad por el receptor o,y se han empleado
con el objetivo de estudiar su funcién, dentro de estos farmacos prototipos se
encuentran los agonistas como (+)-pentazocina y PRE-084 y los antagonistas
como BD-1047, NE-100 y BD-1063 y el compuesto S1RA (Figura 7) (Cobos 'y
cols., 2008; Maurice y Su, 2009; Son y Kwon, 2010).

Antagonistas

Herramientas farmacologicas

Agonistas

Herramientas farmacolégicas

PRE-084 (ki nM: o1 =2.2; g2= 13091)
(+)-Pentazocine (kinM: o1 = 16.7; 02=6611)
DTG (kinM: o1 =2.2; 02= 13091)
(+)+SKF-10,047 (ki nM: o1 = 597; 02= 39740)

BD-1047 (kinM: 01 =2.9; 02=26.4)
BD-1063 (ki nM: 01 =6.3; 02=318.4)

Matsumoto y cols., 1995
Suycols., 1988a

Vilnery Bowen, 2000
Brown y cols., 2004

Ligandos enddgenos

L-Threo-sphingosina (ki nM: o1 =20; ¢2=8300)
Sphinganina (ki nM: o1 = 70; 02=3500)
N,N-Dimetilesfingosina (kinM: o1 =120; 62=2800)
D-eritro-esfingosina (kinM: g1 =140, 02=13000)
PREGS (ki nM: o1 = 3200; 02=ND)
DMT (ki nM: o1=14750; 02=21710)
Ramachandran y cols., 2009
Suy cols., 1988b
Fontanilla y cols., 2009

Farmacos disponibles con afnidad no selectiva por
el receptor sigma-1

(+/-)-Pentazocina (ki nM: ¢1=12.1; 02=1880)
Carbapentano (ki nM: 01=129; 02=1953)
Dextrometrofano (ki nM: 01=205; 02=11060)
Donepezil (kinM: 01 =145; g2=ND)
Fluvoxamina (ki nM: ¢1=36; c2=8439)
Sertralina (kinM: ¢1=57; ¢2=5297)
Bowen etal., 1993
Calderon y cols., 1994
Schmidt y cols., 1989
Kato y cols., 1999
Narita y cols., 1996

Farmacos en desarrollo (investigacién clinica)

Cutamesina (SA4503) (ki nM: g1=12.1; 02=1880)

Anavex 2-73 (IC50 nM: ¢1=860; o2=ND)
Lever ycols., 2006
Lahmy y cols., 2013

Ligandos enddgenos

Progesterona (kinM: o1 =270, 02=ND
Suycols., 1988b

Farmacos disponibles con afnidad no selectiva por
el receptor sigma-1

Haloperidol (ki nM: 01=2 8; 02=22)
Bowen y cols., 1990

Farmacos en desarrollo (investigacion clinica)

S1RA (E-52862) (ki nM: o1=17; ¢2=9300)

Romero y cols., 2012

Figura 7. Ligandos del receptor o1 (Modificado de Merlos y cols., 2017)
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Inicialmente se pensoé que los antagonistas 01 no podian generar un efecto
anti-nociceptivo al ser administrado individualmente, los estudios indicaban que
actuaban como modulares de los farmacos opioides, al favorecer sus efectos.
(Mei y Pasternak, 2002; Vidal-Torres y cols., 2013). Posteriormente se mencioné
que no solo favorecian a los farmacos opioides, si no que desempefiaban un
papel importante en la modulacion del dolor. La participacion del receptor o1 en
el dolor aun en ausencia de opioides se demostré al utilizar ratones knock-out
para este receptor; se expuso en diversos modelos experimentales que los
ratones knock-out exhibian una menor hipersensibilidad, incluso en modelos de
dolor neuropatico (De la Puente y cols., 2009; Entrena y cols., 2009b; Nieto y
cols., 2014).

Hasta este momento, los estudios del receptor o1 apuntan a que es una
proteina chaperona que normalmente se encuentra inactiva; sin embargo, bajo
condiciones de estrés celular puede migrar a diferentes sitios celulares. En
condiciones de dolor, esta proteina migra a la membrana plasméatica modulando
la actividad de diversas proteinas relacionadas con la neurotransmision (Mori y
cols., 2013; Hayashi, 2015). Recientemente se ha descubierto que la activacion
de receptor o, esté relacionado con su conformacion; la administracion de un
agonista promueve la separacion entre el amino y carboxilo terminal, mientras
que un antagonista genera lo opuesto, cambiando asi su habilidad para
interaccionar con otras proteinas (Gémez-Solery cols., 2014). Su capacidad para
modular la anti-nocicepcion se debe a que interactiia con los canales y receptores
metabotropicos (Figura 8). De los mas estudiados, es su interaccion con el
receptor NMDA. La union del receptor o: con el receptor NMDA se da en
competencia con los reguladores de este canal, tal como lo es la proteina HINT1
(proteina de union a nucleotido codificada por el gen HINT1) y la proteina de
unién calcio-calmodulina (CaM), es por ello que, cuando se une el receptor o1
dificulta la retroalimentacion negativa favoreciendo una mayor actividad del canal
y con ello también el influjo de calcio (Ehlers y cols., 1996; Rodriguez-Mufioz y
cols., 2015; Romero y cols., 2016). Adicional a la interaccion directa del receptor
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0. con el receptor NMDA, también incrementa la fosforilaciéon de la subunidad
GIuN1 del receptor NMDA que es fundamental para su activacion (Roh y cols.,
2010; Choi y cols., 2016).

Por otra parte, el receptor o, también interacta con otros canales, como
los de potasio dependientes de voltaje, los canales de calcio dependientes de
voltaje tipo L, y los canales calcio sensibles a acido (ASICs) (Tchedre y cols.,
2008; Kourrich y cols., 2012; Kwon y cols., 2016). Se ha visto que con estos
acoplamientos se favorece la despolarizacion de las células reduciendo el
umbral de activacion e incrementando la velocidad de los disparos contribuyendo
a la generacion de alodinia e hiperalgesia. Ademas de ello, el receptor o,
interactia con receptores acoplados a proteinas G (GPRC por sus siglas en
inglés), siendo el acople con el receptor a opioides tipo y (MOR) uno de los mas
estudiados en donde se ha demostrado que los antagonistas aumentan el efecto

de los opioides (Sanchez-Fernandez y cols., 2014; omero y cols., 2016).

Otros GPCRs

, D2R, CB1 MOR NMDAR
Kv  VDCC ASICla GABALR cimian crirosn
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Figura 8. Proteinas que son moduladas por el receptor o; (Imagen Tomada de Sdnchez-Fernandez y cols., 2017)
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1.5 Tratamiento farmacolégico para el dolor neuropético

Clinicamente, el dolor neuropatico ha resultado dificil de manejar debido a
que generalmente resulta en una condicion crénica con efectos negativos en la
calidad de vida de las personas que lo padecen. Existen multiples evidencias de
las terapias farmacologicas para el tratamiento de esta condicion dolorosa, por
ello se sabe que no existe una terapia Unica o que sea totalmente efectiva, debido
a las diversas etiologias (Gilron y cols., 2009; O’Connor y Dworkin, 2009;
Finnerup y cols., 2015, 2016); sin embargo, actualmente existe un consenso
acerca de los farmacos que pueden resultar mas apropiados y se pueden
organizar como farmacos de primera linea, como los antidepresivos triciclicos y
antiepilépticos que actian en los canales de calcio y como de segunda linea,
donde se ubican a los opioides haciendo énfasis en las precauciones de uso por
su potencial efecto adictivo. En la Figura 9 se indica el lugar de accién de los
farmacos empleados en la terapéutica del dolor neuropético y a continuacion se

describen algunas terapias farmacolégicas empleadas para el dolor neuropatico.

1.1.1 Antidepresivos

Originalmente, los antidepresivos se emplearon para tratar condiciones de
dolor crénico, debido a que algunos pacientes que sufrian de depresién también
referian tener dolor por periodos prolongados y los pacientes que eran tratados
con estos farmacos ademas de ayudarlos con la depresion también expresaban
una mejoria en la percepcion dolorosa. A partir de entonces han surgido estudios
gue demostraron de forma independiente que algunos antidepresivos presentan
un efecto analgésico, ejemplo de ello son los antidepresivos triciclicos (ATC),
(Fornasari, 2017).
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Figura 9. Sitio de accidn de los farmacos empleados para el tratamiento de dolor neuropdtico. (Tomado de
Cohen y Mao 2014).
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De los antidepresivos con mayor efectividad para tratar el dolor
neuropatico son los ATC’s, en particular imipramina y amitriptilina y sus
metabolitos como desipramina y nortriptilina. Su capacidad analgésica puede ser
atribuible a sus efectos pleiotropicos, es decir a su accién en multiples blancos
farmacoldgicos, uno de ellos es por la estimulacion de las vias descendentes
inhibitorias que bloquean la recaptura de noradrenalina y serotonina en las fibras
gue hacen sinapsis entre los nociceptores (fibras de primer orden) y las neuronas
espinotalamicas (Fibras de segundo orden). Aunado a ello, otros estudios
también han demostrado que estos compuesto actian antagonizando al receptor
NMDA y blogueando canales de sodio o calcio (Gilron y cols., 2006; Fornasari,
2017). Sin embargo, su uso analgésico se ha visto comprometido por los efectos
adversos como somnolencia, hipotension ortostatica, nauseas, vértigo, cefaleas,
etc. Otro perfil de farmacos antidepresivos con actividad analgésica son los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (sertralina, paroxetina,
fluoxetina). Estos farmacos presentan un panorama favorable en cuanto a los
efectos adversos comparados con los antidepresivos triciclicos, aunque diversos
reportes mencionan que no presentan un buen efecto analgésico (Gilron y cols.,
2006; Watson y cols., 2010; Finnerup y cols., 2015).

1.1.2 Anticonvulsivos

La accién analgésica de los farmacos anticonvulsivos esta relacionada con
la reduccién de la hiperexcitabilidad neuronal. De los farmacos anticonvulsivos
mas empleados son los gabapentinoides como la gabapentina (GBP). Aunque
inicialmente se esperaba actuara como un agonista en el receptor GABA, el
mecanismo de accion de GBP esté ligado a su efecto antagonista del complejo
formado las subunidades a2/ de los canales de calcio dependientes de voltaje y
con ello disminuye la liberacion de glutamato en el sistema nervioso central. Los
canales de calcio dependientes de voltaje estan localizados en las terminales
presinapticas, donde controlan la liberacién de los neurotransmisores (Cheng y

Chiou, 2006; Hahm vy cols., 2009). Respecto a su accion analgésica, GBP ha

23



Introduccion

mostrado una adecuada eficacia (Watson y cols., 2010). Otro de los farmacos
para el tratamiento del dolor neuropatico es pregabalina, un analogo de la GBP,
por lo que presenta un mecanismo de accién similar con resultados analgésicos
semejantes, su diferencia radica en que tiene una mayor afinidad por el sitio de
union del canal de calcio, exhibiendo entonces una mayor potencia
farmacoldgica. Esta es una de las justificaciones cuando se decide cambiar a la
GBP por pregabalina, cuando el primero no es lo suficientemente efectivo. Otras
diferencias radican en su farmacocinética, especificamente en su absorcion,
siendo favorecida la absorcion de pregabalina, lo que permite que se emplee una
menor dosis de este farmaco. En términos generales, se considera que GBP y
pregabalina son bien tolerados, sin embargo se han reportado algunos efectos
adversos como mareo, somnolencia, edema, vision borrosa, siendo mas comuan

los reportes con el uso de GBP (Athanasakis y cols., 2013; Irving y cols., 2014).

1.1.3 Opioides

A pesar de la controversia en cuanto al uso de los opioides en el
tratamiento del dolor neuropatico, la evidencia general apunta a una disminucion
de la percepciéon del dolor. Los opioides fuertes como morfina, oxicodona e
hidromorfina y opioides débiles como tramadol son tan como los ATCs y
gabapentinoides en el tratamiento del dolor neuropético. Sin embargo, la elecciéon
de estos farmacos se ha desplazado hasta considerarse como farmacos de
segunda linea por sus potenciales efectos adversos. El efecto analgésico de los
opioides se debe a su accién en el cerebro, el tronco del encéfalo, la médula
espinal y en determinadas circunstancias, en las terminales periféricas de las
neuronas aferentes primarias (O’Connor y Dworkin, 2009; Finnerup y cols.,
2015).

1.1.1 Lidocainatopica

Una de las terapias recientes incluye a la lidocaina tépica. La lidocaina
actua bloqueando los canales de sodio dependientes de voltaje que estan
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expresados en las fibras nerviosas y son las responsables de la propagacion de
los impulsos nerviosos. Se ha reportado que la lidocaina presenta un buen efecto
farmacoldgico y ha resultado tolerable en diversos estudios clinicos, sin embargo
su uso se limita a las condiciones especificas de dolor neuropatico localizado
(Vranken, 2009; Watson y cols., 2010).

1.1.2 Antagonistas NMDA

Debido al papel que desempefa la actividad del receptor NMDA en la
generacion y mantenimiento del dolor neuropatico, el uso de los antagonistas
NMDA resulta prometedor. Sin embargo la disponibilidad de agentes con esta
actividad es limitada y producen efectos adversos intolerables. De los farmacos
de este tipo con efectos moderados se encuentra el dextrometorfano (Sang y
cols., 2002).

1.1.3 Antagonistas del receptor o,

A pesar de los tratamientos actuales, sigue existiendo cierto niamero de
pacientes que no responden adecuadamente (Finnerup y cols., 2015), esto ha
provocado que se extienda la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas
empleando diferentes mecanismos de accion. Conociendo el papel que
desempefia el receptor sigma y una vez demostrado el aumento de su expresion
en el dolor, subsecuentemente, se ha sugerido que el antagonismo del receptor
01 puede ser Util para contrarrestar el dolor neuropatico (Bangaru y cols., 2013;
Almansay Vela, 2014; Gris y cols., 2016).

Actualmente hay una amplia evidencia que demuestra que al antagonizar
al receptor o, se promueve la anti-nocicepcion y que farmacos que actian como
agonistas son capaces de generar un estado de pro-nocicepcion (Roh y cols.,
2008a; Romero y cols., 2016). Existe una gama de compuestos con afinidad por
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los receptores 0: que actian como antagonistas, uno de los compuestos que
presenta una alta afinidad por el receptor 0. es haloperidol, se sabe que actla
como un antagonista, se ha descrito su utilidad en modelos experimentales de
sensibilizacion con capsaicina y formalina (Cendan y cols., 2005; Entrena y cols.,

2009b), sin embargo, se desconoce su participacion en la neuropatia.

Por otro lado, existen compuestos disefiados especificamente como
antagonistas del receptor o1, un ejemplo de ello es el compuesto BD-1063, que
presenta una alta afinidad por el receptor 0. y a nivel experimental ha mostrado
disminuir la nocicepcion en modelos de dolor neuropatico (Kim y cols., 2006,
2008; Roh y cols., 2008a).

Algunos ligandos comparten cierta homologia estructural. De acuerdo a
modelos farmacoforicos de ligandos para el receptor 0.1 (Glennon y cols., 1994;
Utech y cols., 2011) se mencionan como caracteristicas la presencia de dos
regiones hidrofobicas unidas a un grupo amino que le dan la afinidad por el
receptor 0. (Figura 10). En ese sentido, existen diversas moléculas que
comparten estas particularidades, tal como N-[2-(morfolin-4-il)etil]-2-(1-
naftiloxi)acetamida, nombrado como NMIN para fines de este trabajo (Figura 11,
panel A), sintetizado por Melo-Hernandez (Melo-Hernandez, 2015), en la facultad
de Farmacia de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, esta molécula
presenta una afinidad por el receptor o; (Ki = 324 nM), sin embargo, aun se
desconoce su accién ya sea como agonista 0 antagonista y por ende su

participacion en el dolor neuropatico.

Figura 10. Caracteristicas estructurales
encontradas Optimas para la union con el
receptor o; de acuerdo con el modelo de
Regi6n Glennon (Imagen tomada de Glennon y cols.,

. L. Region
hidrofébica hidrofébica 1994).

primaria

secundaria
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Por otra parte existe un farmaco que ha sido ampliamente estudiado en
modelos experimentales de dolor neuropético de diversas etiologias, el farmaco
S1RA (E-52862) (Nieto y cols., 2012, 2014; Winsch, 2012; Gris y cols., 2016). A
pesar de que la evidencia de la utilidad de los antagonistas del receptor o; para
la disminucién del dolor se ha demostrado a nivel preclinico, el compuesto S1RA
(Figura 11, panel B) ha porbado en las primeras fases de la evaluacion clinica y
se han observado resultados prometedores, exhibiendo buena seguridad,
tolerabilidad después de dosis Unicas y multiples dosificaciones (Abadias y cols.,
2013; Taubel y cols., 2015), lo que resulta alentador en el disefio de farmacos

con caracteristicas estructurales similares.

Figura 11. Estructura molecular de NMIN (panel A) y SIRA (panel B)

1.1.4 El uso de gquercetina como alternativa para el tratamiento
del dolor neuropatico

Ademas de los farmacos tradicionales para el alivio del dolor, se han
buscado alternativas con perfiles distintos. Tomando como referencia que en la
fisiopatologia del dolor neuropatico participan las especies reactivas de oxigeno
(Naik y cols., 2006a; Goecks y cols., 2012; Gao y cols., 2016) y que los
favonoides pueden actuar como agentes antioxidantes, estos son compuestos
gue se han evaluado a nivel experimental (Al-Enazi, 2013; Azevedo y cols.,
2013). Los flavonoides son un grupo de compuestos que se encuentran en las
plantas y son componentes importantes en la dieta de los humanos. En este

trabajo se decidi6 emplear quercetina (QUER), puesto que a pesar de ser un
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flavonoide con la capacidad de disminuir a las EROs, existian pocos reportes de
su papel en la modulacion del dolor (Anjaneyulu y Chopra, 2003, 2004; Narenjkar
y cols., 2011) y no habia evidencia de su actividad anti-alodinica y anti-
hiperalgésica en el modelo de constriccibn cronica del nervio ciatico. Sin
embargo, durante la realizacion de este trabajo surgid un estudio donde se
demuestra su efecto anti-nociceptivo en estas condiciones experimentales de

neuropatia (Civi y cols., 2016).

QUER es uno de los flavonoides mas abundantes y es de los compuestos
cuyos efectos biol6gicos ha sido ampliamente estudiado. Diversos estudios en
animales han demostrado un efecto anti-nociceptivo (Filho y cols., 2008; Valério
y cols., 2009; Chirumbolo, 2010), cuyo mecanismo esta relacionado con su
capacidad antioxidante y antiinflamatoria al inhibir la produccion de citocinas
como TNF-a e IL-1B (Valério y cols., 2009), también se ha demostrado que
pueden estar relacionados otros mecanismos de accion como la reduccion de la
actividad del receptor de 5-hidroxitriptamina tipo 3 (5-HT3a), regulacién a la baja
de la proteina cinasa C (PKC), de la expresion y activacion del receptor TRPV1
y la modulacion del sistema GABAérgico (Filho y cols., 2008; Martinez y cols.,
2009; Civi y cols., 2016; Gao y cols., 2016; Ji y cols., 2017).

1.1.5 Combinaciones de farmacos en la terapéutica del dolor
neuropéatico

En otro enfoque para el alivio del dolor se han empleado las
combinaciones de farmacos. El uso de la administracion de méas de un farmaco
tiene la ventaja de poder llegar a mas de un blanco terapéutico. La accion
sinérgica de farmacos con diferentes mecanismos de accion busca 3 aspectos
importantes en la terapéutica. 1) Incrementar el efecto terapéutico, 2) disminuir
la dosis empleada cuando se administran de forma individual y 3) minimizar el

desarrollo de los efectos no deseados.
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Con base en la idea de obtener estos beneficios, las combinaciones de
farmacos se han empleado para distintas alteraciones, incluyendo el alivio del
dolor. A nivel preclinico existen multiples formas de analizar los efectos obtenidos
cuando se evaliuan las asociaciones farmacoldgicas. De los métodos mas
empleados se encuentran el uso de los isobologramas (Tallarida, 2001), que han
resultado muy utiles y permiten analizar una proporcion fija de la combinacion.
Otro de los métodos empleados es el uso de la superficie de interaccién sinérgica,
en este método es posible analizar diversas proporciones de combinacion,
teniendo un amplio panorama del comportamiento de la combinacion de 2
farmacos (L6pez-Mufioz, 1995); en ese sentido es posible determinar si en la
combinacion se obtiene un efecto sub-aditivo (a veces llamado antagonismo)
cuando es menor al de la suma tedrica, es decir, la suma de los efectos que
ejerce cada farmaco de forma individual; aditivo, si es igual a la suma de los
efectos de los farmacos cuando se administran individualmente, o bien, el
resultado de la combinacion puede considerarse supra-aditivo (o0 de

potenciacion) si es mayor a la suma de los efectos individuales.

En la evaluacién de tratamientos para el dolor neuropatico existen
evidencias que el uso de farmacos en combinacion puede promover mejores
efectos anti-nociceptivos, la mayoria de estos trabajos se enfocan en analizar las
combinaciones de farmacos anti-depresivos con anticonvulsivantes, o bien
cualquiera de estos con farmacos opioides (Chaparro y cols., 2012; Hama y

Sagen, 2012; Gilron y cols., 2015), obteniendo efectos aditivos o supra-aditivos.
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2 JUSTIFICACION

Las evidencias sugieren que es importante contar con nuevas
herramientas farmacoldgicas para la terapéutica del dolor neuropatico. En ese
sentido, se ha reportado la importancia de nuevos blancos terapéuticos, como el
receptor 01, cuyo antagonismo puede resultar en una disminucion de la
sensibilidad nociceptiva; es por ello de la necesidad de caracterizar al compuesto
de nueva sintesis NMIN, un ligando de estos receptores. Por otra parte, se
conoce la importancia de las asociaciones farmacoldgicas, asi como el
prometedor uso que tiene el flavonoide quercetina en condiciones de dolor
neuropatico, por lo que resulta interesante evaluar el sinergismo de un
compuesto antagonista del receptor 0, asociado con el flavonoide quercetina y
con ello proponer una alternativa eficaz en el tratamiento de este padecimiento a

nivel preclinico.
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3 HIPOTESIS

El nuevo compuesto NMIN, con afinidad por los receptores o1, generaré

efectos anti-nociceptivos en un modelo de dolor neuropatico

La asociacion farmacologica de un antagonista del receptor o; y el
flavonoide QUER potenciara los efectos anti-nociceptivos de los farmacos,

en el modelo de constriccion crénica del nervio ciatico.
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4 OBJETIVOS

4.10bjetivo general

Caracterizar la actividad anti-nociceptiva del nuevo compuesto con

afinidad por los receptores o. (NMIN) y evaluar la actividad asi como el

sinergismo de antagonistas o: y el flavonoide QUER en un modelo de dolor

neuropatico inducido por constriccion crénica del nervio ciatico.

4.2 Objetivos Especificos

Analizar el efecto anti-nociceptivo de un nuevo compuesto con afinidad por
los receptores o1, N-[2-(morfolin-4-il)etil]-2-(1-naftiloxi)acetamida (NMIN),
en un modelo de dolor neuropético y evaluar si su efecto se debe al

antagonismo de los receptores 0.

Evaluar el efecto anti-nociceptivo de HAL, BD-1063 (antagonistas de los
receptores 0:) y de QUER (Flavonoide) en el modelo de constriccion

cronica del nervio ciatico en ratas Wistar macho.

Comparar el efecto anti-nociceptivo del nuevo compuesto NMIN y HAL con
respecto al antagonista 0. selectivo BD-1063 (prototipo), asi como de
todos ellos con el farmaco de referencia gabapentina en el modelo de

constriccion crénica del nervio ciatico en ratas Wistar macho.

Determinar los efectos anti-hiperalgésico y anti-alodinicos de una
combinacion de NMIN con QUER en el modelo de constriccion cronica del

nervio ciatico en ratas Wistar macho.

Analizar las interacciones farmacolégicas de BD-1063 asi como de HAL
en asociacion con QUER por medio de la superficie de interacciéon
sinérgica del efecto anti-nociceptivo en ratas con constricciéon cronica del

nervio ciatico.
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VI. Determinar si la monoterapia y/o la combinacion afectan la coordinacion

motora de los animales de experimentacion.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho [Crl(WI)fBR), con un peso entre 90-100 g
al momento de la cirugia (constriccion cronica del nervio ciatico). Los animales
fueron obtenidos del bioterio del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav-Sede Coapa) Yy
mantenidos en cajas de policarbonato bajo condiciones ambientales controladas
de temperatura (22 £ 2 °C) y luz (ciclos de luz/oscuridad de 12 horas) e ingesta
de agua y alimento ad libitum antes del tratamiento. El empleo y manejo de
animales se llevé a cabo siguiendo los lineamientos establecidos en las guias
éticas para la investigacion del dolor experimental de la Asociacion Internacional
para el estudio del Dolor (Zimmermann, 1983) y todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el comité local de ética para manejo de
animales de laboratorio del Departamento de Farmacobiologia del Cinvestav-
Sede Coapa, que se ajustan a las regulaciones establecidas por la Norma Oficial
Mexicana para el uso y cuidado de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0O-
2001). Todas las pruebas experimentales se llevaron a cabo durante la fase de
luz. EI ndmero de animales de experimentacion fue llevado al minimo y al final
de las determinaciones experimentales los animales fueron sacrificados

utilizando una sobredosis de di6éxido de carbono.

5.2 Farmacos

Se utilizé ketamina (PROBIOMED, México) y Xilacina (Bayer, México) para
inducir la anestesia en los animales. Los farmacos que se emplearon fueron,
Gabapentina (Laboratorios RIMSA, Meéxico), Haloperidol (MP biomedicals,
Francia), BD-1063 (Diclorhidrato de 1-[2-(3,4-diclorofenil) etil]-4-metilpiperazina)
y Quercetina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA), PRE-084
(Cayman Chemical Company, USA), (+)-Pentazocina  (Winthrop
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Products,México), S-(-)-sulpirida (Toronto Research chemicals Inc, Canada), y el
compuesto N-2-morfolin-4-il-etil-2-(1-naftiloxi)acetamida (NMIN), sintetizado en
el Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia en la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Gabapentina, BD-1063, PRE-084,
(+)-Pentazocina y S-(-)-sulpirida fueron disueltos en solucion salina isotonica (0.9
% NacCl). NMIN y haloperidol fueron disueltos en un buffer de citratos, pH4 y
guercetina en una disolucién con carboximetilcelulosa al 5%. Todos los farmacos
fueron preparados el dia de la realizacion del experimento y se administraron por
via subcutanea (s.c.) en un volumen de 2 ml/kg de peso corporal o por via
intratecal (i.t.) en un volumen de 20 pl, segun fuera el protocolo. Los animales

control recibieron la misma cantidad de vehiculo.

5.3 Administraciéon intratecal

Para la administracion intratecal de los farmacos, se siguio la metodologia
descrita por Mestre y cols. (1994), la cual consiste en sujetar a la rata firmemente
en una mano por la cintura pélvica e insertar una aguja entre las vértebras Ls y
Le, este sitio se selecciond para que la inyeccion se limitara a la region donde
termina la médula espinal y comienza la cauda equina. En este trabajo se utilizd
una aguja de 27-Gauge x 1/2", conectada a una jeringa de 1 ml. La inyeccién se
realiz6 perpendicular a la columna vertebral. Cuando la aguja penetra al espacio
subaracnoideo se observa un movimiento de la cola. Este reflejo sirve como un

indicador de una puncién exitosa. Se inyect6 un volumen total de 20 pl.

5.4 Modelo experimental

El modelo que se empled en este trabajo para inducir la condicion de dolor
neuropatico fue el descrito por Bennet y Xie (Bennet y Xie, 1999), denominado
modelo de constriccion crénica del nervio ciatico (CCl, por sus siglas en inglés).

Para la realizacion de la cirugia, las ratas fueron previamente anestesiadas con
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una inyeccion intraperitoneal de ketamina (50 mg/kg) y xilacina (75 mg/kg) Una
vez anestesiadas, el procedimiento consistio en exponer el nervio ciatico comdn
en la mitad del muslo, por el musculo biceps femoral. Proximo a la trifurcacion el
nervio, el nervio ciatico se libero del tejido adyacente y se realizaron 4 ligaduras
con un espacio aproximado de 1 mm, la ligadura en el nervio ciatico fue hecha
con hilo de seda 3-0, posterior a ello, el musculo se sutur6 empleando catgut
cromico 4-0 absorbible, mientras que la piel se suturé con hilo de seda 3-0. El
grupo SHAM consistiéo en someter a los animales al mismo procedimiento con

excepcion de la ligacion del nervio.

5.5 Evaluacién conductual

Se realiz6 un monitoreo de la conducta de alodinia e hiperalgesia en los
animales por un periodo de 15 dias, tomando la respuesta basal antes de la
cirugia y siguiendo las evaluaciones 1 dia después de la cirugia para determinar
el dia que presentan un efecto maximo de dichas conductas. De acuerdo a estos
resultados se determind que en el dia 7 los animales presentan los niveles
maximos de hiperalgesia y alodinia ademas de que se mantiene constante en
los dias posteriores, por lo que se tomo el dia 10 para la evaluacion de los efectos

anti-nociceptivos de los farmacos.

Para la determinacién de estas pruebas los animales fueron colocados en
una superficie elevada en contenedores de acrilico. Los animales tuvieron un
periodo de habituacibn de 30 minutos antes de iniciar las pruebas. La
determinacién de hiperalgesia consistioé en realizar 10 estimulaciones continuas
con el filamento de 15 g en la superficie plantar de la extremidad lesionada,
tomando como referencia el trabajo realizado por de la O-Arciniega (De la O-
Arciniega y cols., 2009). Las respuestas fueron convertidas a porcentaje de

respuesta de a acuerdo con la siguiente férmula:

No. deretiradas de la extremidad
% = m (100)
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Para la obtencion del efecto anti-hiperalgésico se utiliza la formula que se

describe a continuacion

No. deretiradas de la extremidad
10

Efecto anti — hiperalgésico = 100 — (100)

Para la determinacion de alodinia, se utiliz6 la prueba de la acetona, la
cual cosiste en aplicar 100 pl de acetona en la superficie dorsal de la extremidad
lesionada. Se cuantifica el tiempo que el animal pasa con sacudidas o lamidas
de la extremidad durante un lapso de 1 minuto. Las respuestas obtenidas se

convirtieron a porcentaje de respuesta.

respuesta al tiempo X

% = (100)

respuesta basal

Respecto a la obtencidn del efecto anti-alodinico la férmula empleada fue:

respuesta al tiempo X

Efecto anti — alodinico = 100 — (100)

respuesta basal

5.6 Disefio experimental

Para el andlisis del curso temporal del desarrollo del modelo, se evaluaron
2 grupos, uno de ellos con la constriccion cronica y el grupo SHAM, se
determinaron las conductas nociceptivas (alodinia e hiperalgesia) por un periodo
de 15 dias (Figura 12, set 1).

En cuanto a la determinacién de los efectos de los farmacos y obtencién
de las respectivas curva dosis-respuesta, se realizaron las evaluaciones en el
dia 10 post-cirugia, se registrd la respuesta basal y posteriormente fueron
administrados los compuestos gabapentina (GBP), BD-1063, NMIN, Haloperidol
(HAL) y quercetina (QUER) por via subcutanea. Las determinaciones se
realizaron cada 30 minutos por un periodo de 3 horas para obtener el curso

temporal. Se analizaron dosis con incremento logaritmicos. Posteriormente se
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calcul6 el &rea bajo la curva del curso temporal para obtener el efecto anti-
nociceptivo global y construir la curva dosis-respuesta. En el diagrama de la

Figura 12 se detalla el rango de dosis empleado para cada compuesto (set 2).

Con el objetivo de determinar el posible mecanismo anti-nociceptivo de
HAL y de NMIN, se analizaron sus efectos en coadministracion con agonistas oy,
PRE-084 31.6 mg/kg (con haloperidol 0.056 mg/kg) y (+)-pentazocina 5.6 mg/kg
(para NMIN 316 mg/kg) por via subcutanea, los cuales se administraron 15
minutos antes de HAL o NMIN (Figura 12, set 3).

Con el propésito de determinar el posible papel de HAL y NMIN en la
modulacién del dolor a nivel de la médula espinal y confirmar su mecanismo de
accion, haloperidol y NMIN fueron administrados por via intratecal, tomando
como referencia la metodologia descrita por Mestre y colaboradores (Mestre y
cols., 1994). Adicionalmente también fueron administrados en presencia de
agonistas o0, (PRE-084, 100 ug via i.t.) (Figura 12, Set 4). Con la finalidad de
descartar alguna posible relacién del efecto de haloperidol con los receptores
dopaminérgicos se administré S-(-)-Sulpirida (SULP) por via sistémica (100
mg//kg) (Figura 12, set 3) y por via local en la médula espinal (100 pg, via i.t.)
(Figura 12, set 4).

En otro protocolo, con la finalidad de ampliar la evidencia de los
mecanismos anti-nociceptivos de NMIN y HAL en esta condicion experimental,
se emplearon ratas intactas (Naive); a las cuales se les administro el agonista o
(PRE-084) y se registré el efecto hiperalgésico y alodinico de las dosis de 1, 10
y 100 pug administrados por via i.t. Posteriormente, se administré el agonista o4,
PRE-084, (100 pg, i.t) en presencia de NMIN (10 pg, i.t.) y HAL (10 pg, i.t.), los

cuales fueron administrados 15 minutos antes del agonista (Figura 12, set 5)
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Curso temporal
(15 dias)

Grupo SHAM
n=6

Prueba de la acetona

(alodinia)

Grupo CCl

n=6

Test de Von Fey

(hiperalgesia)

Set 2

&

|

Control-veh (s.c.)
n=12
551 y b, citratos

Control-veh (s.c.)
n=12
551 y b, citratos

{n=30) Gbp(s.c.)
10.0, 17.8,31.6,
56.2 y 100.0 mg/kg

Control-veh (s.c.) n=12
551y b. citratos

ccl

Control-veh (s.c.) n=12
551 y b. citratos

SHAM

Intactas

{n=6) NMIN (s.c.}
316 mg/kg

Control-veh (i.t.)
n=12
551 y b. citratos

Control -veh (i.t.)
n=12
55l y B. Citratos

Control-veh [i.t.)
n=12
551y B citratos

(n=18) PRE-084
(i.t.)
1,10y 100 pg

(n=6) (+)-Pentazocina
(5.£.)5.6 mg/kg

(n=30) BD-1063
(s.c.)
5.6,10.0, 17.8, 31.6
y 56.2 mg/kg

(n=24) NMIN (s.c.}
31.6, 100, 316 y 562
mg/kg

(n=30)HAL (s.c.)
0.017, 0.031,
0.056, 0.10 y 0.178

mg/kg

(n=30) QUER (s.c.)
5.6,17.8,56.2,
177.8, v 316
me/kg

[n=6) NMIN (s.c.)
316mglkg  +
{+)-Pentazocina (s.c.)
5.6 mglkg

(n=6) NMIN

10.0 pg (i-t.)

(n=6) PRE -084
100 pg (i.t.)

(n=6) HAL 0.056(s.c.)
316 mg/keg

(n=6) NMIN
10.0pg +
PRE-084

100 ug (i.t.)

{n=6) PRE-084 (s.c.)
5.6 mg/kg

(n=18) HAL 0.1,
1.0y 10 pglit.)

(n=6)} HAL (s.c.) 0.056
mg/kg + PRE-084 (s.c.)
31.6 mg/ke

{n=6) SULP (s.c.)
100 mg/kg +
PRE-084 (s.c.)31.6 mg/kg

(n=6) PRE-084
100ug (it.)

(n=6) HAL 10 pg
4+ PRE-084 100

He (it.)

(n=6)} SULP

100 pg (i.t.)

(n=6) PRE-084
100 pg

{n=6) PRE-084
100 pg +
NMIN 10 pg (it}

(n=6) PRE-084
100 pg

(n=6) PRE-084
100 pg + HAL
0.1 g (i.t.)

(n=6) PRE-084
100 pg + HAL
1.0 g (i.t.)

{n=6) PRE-084
100 pg +HAL
10ug (it.)

Figura 12. Diagrama de los grupos experimentales empleados para obtener las curvas dosis-respuesta y determinar los
mecanismos de accion de NMIN y HAL.
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5.6.1 Andlisis de las asociaciones farmacologicas

Una vez obtenidas las curvas dosis-respuesta de cada farmaco se
procedio a la evaluacion de las combinaciones. El tipo de interaccion entre NMIN
y Quercetina se analizdé con una Unica combinacion, se analizé por medio de la
comparacion del efecto obtenido experimentalmente con el esperado. Para la
combinacion se utilizaron dosis que no excedieran la DE3op, con la finalidad de
poder detectar el tipo de interaccion. Por ello se empled la dosis 100 mg/kg de
NMIN y 17.8 mg/kg de QUER.

Para el andlisis de la asociacion de HAL + QUER y de BD-1063 + QUER,
se utilizo el método de superficie de interaccion sinérgica (SIS). Se plantearon en
total 12 combinaciones para cada asociacion, las dosis empleadas se muestran

en la Figura 13.

BD-1063 Quercetina Haloperidol —Quercetina

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
5.6 5.62 0.018 5.62
5.6 17.80 0.018 17.80
5.6 56.20 0.018 56.20
5.6 177.80 0.018 177.80
10 5.62 0.0316 5.62
10 17.80 0.0316 17.80
10 56.20 0.0316 56.20
10 177.80 0.0316 177.80
17.8 5.62 0.0562 5.62
17.8 17.80 0.0562 17.80
17.8 56.20 0.0562 56.20
17.8 177.80 0.0562 177.80

Figura 13. Dosis empleadas para la combinacion de HAL + QUER y de
BD-1063 + QUER.

5.7 Evaluacién de la coordinacién motora

En la valoracion de la coodinacién motora se utilizé la prueba de rota-rod,
siguiendo la metodologia descrita por Lépez-Ruvalcaba y Fernandez-Guasti
(1994). Este método consiste en colocar a los animales en un cilindro rotatorio (7
cm de didmetro) a una velocidad de 11 rpm. Se evaluaron los efectos de NMIN
(31.6, 100, 316 y 562 mg/kg, s.c.), BD-1063 (5.6, 10, 17.8 31.6 y 56.2 mg/kg s.c.),
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HAL (0.018, 0.032, 0.056 y 0.1 mg/kg, s.c.) y de QUER (5.6, 17.8, 56.2, 177.8 y
316 mgl/kg, s.c.) y GBP (31.6, 56.2 y 100 mg/kg). Por otra parte también fueron
analizados los efectos en la coordinacion motora de la combinaciéon de QUER
(17.8 mg/kg, s.c.) + NMIN (100 mg/kg, s.c.) y de una combinacion con efecto
supra-aditivo de HAL + QUER (0.056 + 177.8 mg/kg, s.c.)

Con lafinalidad de determinar si las alteraciones en la coordinaciéon motora
modifican la respuesta de retirada de la extremidad durante la evaluacion de los
farmacos, se decidi6é analizar el efecto de retirada de la extremidad en ratas
intactas con un estimulo que presentara una respuesta similar a la observada en
las ratas CCI cuando se estimulan con el filamento de 15 g. Para conocer el
estimulo que evoca esta respuesta en las ratas intactas, se realizaron
determinaciones con los filamentos de 10, 15, 26, 60, 100 y 180 g. Una vez
encontrado el estimulo se evalué la conducta después de administrar los
farmacos GBP (100 mg/kg), NMIN (562 mg/kg, s.c.), HAL (0.1 mg/kg, s.c.), BD-
1063 (56.2 mg/kg, s.c.) y QUER (316 mg/kg).

5.8 Analisis estadistico

Los datos estan expresados como la media + error estandar de la media. El area
bajo la curva (ABC) se calculd del respectivo curso-temporal. EI ABC de cada
dosis se calcul6 por el método de los trapezoides (Gibaldi, 1991). Para el analisis
del efecto anti-nociceptivo de los diferentes puntos del tratamiento experimental
se empled un andlisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en ingles) de doble
via, seguido de una prueba post-hoc de Tukey. Los andlisis de los graficos de
barras del ABC se compararon por una ANOVA de una via, seguido por una
prueba de Tukey. En todos los analisis estadisticos se consideré al valor de
p<0.05 como diferencia estadisticamente significativa. Los analisis se llevaron a
cabo empleando el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, Estados Unidos).
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6 RESULTADOS

Este trabajo se centrd en estudiar la participacion de un nuevo compuesto
con afinidad por receptores o: (NMIN) y de Haloperidol en una condicion
experimental de dolor neuropético, para lo cual BD-1063 fue utilizado como
compuesto control de los antagonistas 01,y como punto de comparacion para el
tratamiento farmacoldgico de esta condicion se utilizé GBP. Adicionalmente fue
analizado el efecto de quercetina y su combinacién con los diferentes
antagonistas 0., considerando la importancia que tienen los flavonoides en las
alteraciones dentro del sistema nervioso y de la utilidad de las asociaciones

farmacoldgicas. A continuacién son mostrados los resultados obtenidos.

6.1 Desarrollo de alodinia e hiperalgesia después de la constriccidn
cronica del nervio ciatico

La Figura 14, paneles A y B, muestran el desarrollo de las conductas
hiperalgésicas y alodinicas después de la ligacion del nervio ciatico. Se observa
un aumento gradual de dichas conductas, este efecto se traduce como presencia
de dolor, se puede observar que en el dia 6 hay una respuesta maxima en el
efecto hiperalgésico (85.7 + 16.5 %) y en el dia 7 para la alodinia (96.4 + 15.3 %),
aunado a esto, se observa que las conductas permanecen constantes durante el
periodo en que fueron evaluados (15 dias) mientras que los animales con la falsa
cirugia (SHAM) no presentan las conductas nociceptivas. De acuerdo a estos
resultados, se decidié analizar el efecto anti-hiperalgésico y anti-alodinico de los

farmacos en el dia 10 post-cirugia.
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Figura 14. Respuesta al filamento de Von-Fey de 15 g (Panel A) y a la prueba de la acetona (panel B) en ratas con la
constriccion cronica del nervio cidtico (CCl) y el grupo SHAM durante los 15 dias posteriores a la cirugia. Cada punto
representa la media + error estdndar n=6 por grupo.

6.2 Efecto de los vehiculos utilizados

Con lafinalidad de descartar algun efecto per se de los vehiculos utilizados
en este trabajo, se determinaron sus efectos en el dia 10 post-cirugia. Los
resultados se muestran como porcentaje de efecto anti-hiperalgésico y anti-
alodinico (Figura 15, panel A y B respectivamente). Se puede observar que para

ambas conductas ninguno de los vehiculos (solucion salina isotonica,

43



Resultados

carboximetilcelulosa y buffer de citratos) mostraron algun efecto anti-nociceptivo
(circulos rellenos) o pronociceptivo (circulos vacios), lo que los hace adecuados
para este trabajo, adicionalmente se puede notar que no hay diferencias entre
ellos, por lo que de aqui en adelante en las graficas se denotara como vehiculo

de forma general.
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Figura 15. Efectos obtenidos por la administracion subcutdnea de los vehiculos solucién salina isotdnica (SSI),
carboximetilcelulosa (CBMC) y buffer de citratos en ratas SHAM (simbolos vacios) y ratas con la neuropatia (CCl, simbolos
rellenos. Cada punto representa la media + error estandar.

6.3 Andlisis del efecto anti-nociceptivo de NMIN

En la Figura 16 se detalla el efecto obtenido por NMIN. En el panel A se
muestra el curso temporal del efecto anti-hiperalgésico, se puede observar el
mayor efecto con la dosis de 562 mg/kg, notandose el maximo efecto a los 60
minutos post-administracion (73.3 £ 4.2%). En el panel C se muestra el ABC del
curso temporal del efecto anti-hiperalgésico. Se puede observar que NMIN
presenta un efecto dosis dependiente y tiene un efecto estadisticamente
significativo (p<0.05) a partir de la dosis de 316 mg/kg, cuando se compara con
el grupo CCI. El maximo efecto de NMIN (expresado como area bajo la curva)
fue de 167.8+ 11.2 u.a. En el panel B se muestra curso-temporal del efecto anti-
alodinico de NMIN. Si se analiza el efecto obtenido con la dosis de 562 mg/kg se
observa que presenta su maximo efecto a los 30 minutos post-administracion,

con un porcentaje de efecto de 94.7 + 1.8. El ABC del efecto anti-alodinico

44



Resultados

correspondiente al curso-temporal de cada dosis se muestra en el panel D. Los
resultados muestran un efecto dosis-dependiente, siendo estadisticamente
diferentes al del grupo control (CCI) a partir de la dosis de 316 mg/kg. El maximo

efecto se observo con la dosis de 562 mg/kg y este fue de 230 + 127 u.a.
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Figura 16. Curso temporal del efecto anti-hiperalgésico (panel A) y anti-alodinico (Panel C) de las dosis de 31.6, 100,
316 y 562 mg/kg de NMIN en ratas con constriccion crénica del nervio cidtico. Los grupos control (SHAM y CCl)
recibieron un volumen equivalente de vehiculo. Los datos se expresan como la media * error estdndar de la media, n=6
por grupo. Panel B y D muestran el drea bajo la curva de los efectos anti-hiperalgésicos y anti-alodinicos,
respectivamnte. Cada barra representa la media + error estdndar, n=6 p/grupo. *** p<0.001 vs CCl + Veh.

6.3.1 Andlisis del mecanismo de acciéon de NMIN

Una vez determinado que NMIN presentaba efectos anti-nociceptivos, la
siguiente etapa consistié en determinar si su efecto se debia al antagonismo de
los receptores o, para ello se evalud su efecto en presencia de un agonista o
por via sistémica. En la Figura 17 se muestran los efectos anti-hiperalgésicos
(panel A) y anti-alodinicos (panel B) de la administracion s.c. de la dosis de 316

mg/kg de NMIN, la dosis méas alta empleada en este trabajo (la dosis de 562
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mg/kg causo alteracion severa en la coordinacion motriz) y de NMIN (316 mg/kg)
administrado simultaneamente con (+)-pentazocina (5.6 mg/kg), un agonista o,
selectivo, los datos se muestran como area bajo la curva (ABC). NMIN (316
mg/kg) mostré un efecto anti-hiperalgésico (122.1 + 16.2 u.a.) con respecto al
vehiculo (p<0.01), sin embargo cuando se administré con (+)-pentazocina, el
efecto fue de 28.8 + 12.0 u.a. El area bajo la curva de NMIN (316 mg/kg) obtenida
individualmente en el efecto anti-alodinico fue de 121 *+ 32.8 u.a. el cual fue
reducido a 21.8 = 19.0 u.a. cuando se emple6 la misma dosis de NMIN y (+)-
pentazocina (5.6 mg/kg) (p<0.01). La administracion del vehiculo y (+)-

pentazocina individualmente no produjo ningun efecto.
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Figura 17. Area bajo la cura para los efectos anti-hiperalgésicos (panel A) y antialodinicos (panel B) producidos por el
vehiculo, NMIN (316 mg/kg, s.c.) y la combinacion de NMIN (316 mg/kg, s.c.) con (+)-pentazocina (5.6 mg/kg, s.c.) en
ratas con constriccion crénica (CCl). Las barras representan la media * error estdndar. n=6 p/grupo. **p<0.01 vs grupo
control, ##p<0.01 vs NMIN 316 mg/kg.

6.3.2 Efecto anti-nociceptivo de NMIN por administracion
intratecal

En otro grupo de animales se analiz la participacion de NMIN por via
intratecal. La administracion de 10 ug via i.t. de NMIN en ratas CCI presenté
efectos anti-hiperalgésicos (146.8 +29.9 u.a) (Figura 18, panel A) y anti-
alodinicos (227.4 = 23.5 u.a.) (Figura 18, panel B). Para demostrar que su efecto

se debia al antagonismo de los receptores o1, NMIN fue administrado con PRE-
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084, un agonista selectivo de estos receptores (Debido a que no contamos con
la cantidad suficiente de (+)-pentazocina y a la dificultad para su obtencion, para
este set de experimentos, se decidio utilizar PRE-084, un agonista sigma-1
selectivo al igual que el anterior). El efecto anti-hiperalgésico global de la
coadministracion de NMIN (10 ug, i.t.) + PRE-084 (100 ug, i.t.) fue de 55.8 £ 12.3
u.a. y anti-alodinico de 44.9 + 29.9 u.a., lo que reafirma la modulacién del dolor a

nivel espinal como antagonista de los receptores o, por parte de NMIN.
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Figura 18. Area bajo la curva del efecto anti-hiperalgésico (Panel A) y anti-alodinico (panel B) producido por el grupo
control, NMIN (10 ug), PRE-084 (100 ug) y NMIN (10 ug) + PRE-084 (100 ug). Los datos representan la media + error
estdndar, n=6 por grupo. ***p<0.001 vs vehiculo y ##p<0.0001 vs NMIN (10 ug).

6.4 Efecto en lanocicepcién de PRE-084 y NMIN en ratas intactas

Con la finalidad de reforzar las evidencias obtenidas hasta este momento
en cuanto a la accion de NMIN como antagonista o©;, se evalué su
comportamiento cuando se administra en presencia de PRE-084, un agonista o3,
en ratas intactas. Para ello, primero fue determinado el efecto pronociceptivo de
PRE-084. Los resultados de esta determinacion experimental demostraron un
efecto dependiente de la cantidad administrada, obteniendo el mayor efecto con
la administracion de 100 pg, con un valor de 166.1 + 11.7 u.a. para la hiperalgesia
el cual fue mayor que el grupo control (p<0.001) (Figura 19, panel A). A pesar de

observar la conducta nociceptiva con el agonista, si se compara con el nivel de
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respuesta causado por la constriccion cronica del nervio ciético (286+ 24.1 u.a.),
el efecto del primero es menor; sin embargo, estos resultados fueron importantes
ya que con ello fue posible determinar el efecto de NMIN bajo estas condiciones
experimentales. La misma tendencia se observo en la evaluacion de alodinia; el
agonista 01 (PRE-084) mostré un efecto de 180.7 + 24.1 u.a. que comparada con

el grupo CCI (284.2 £ 41.0) presenta una menor respuesta (Figura 19, panel B).
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Figura 19. Area bajo la curva para la hiperalgesia producia por el vehiculo (grupo contro), PRE-084 (1, 10 y 100 ug, i.t.)
en ratas intactas (Naive) y la hiperalgesia producida por el grupo con la constriccon cronica del nervio cidtico (CCl)
(Panel A). Area bajo la curva para la alodinia producida por el vehiculo (grupo control), PRE-084 (1, 10 y 100 ug, i.t.)
en ratas intactas (Naive) y la alodinia que presenta el grupo con la constriccon crénica del nervio cidtico (CCl) (Panel
B). Los datos son presentados como la media * error estdndar, n=6 por grupo. ***p<0.001 vs vehiculo)..
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Una vez determinado el efecto pronociceptivo del compuesto PRE-084 en
ratas intactas, se procedio a determinar si NMIN era capaz de evitarlo. Para esto
se administr6 PRE-084 (100 pg) y 15 minutos después NMIN 10 ug). Los
resultados son mostrados en la figura 20, paneles A y B. Se muestra que el efecto
de la coadministracion fueron menores (p<0.001), tanto para hiperalgesia (78.2 =

21.1 u.a.) como para alodinia (27.7 £ 11.3 u.a.).
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Figura 20. Respuesta hiperalgésica (panel A) y alodinica (panel B) generada por el vehiculo, el agonista sigma-1 PRE-084
(100 ug) y de PRE-084 (100 ug) + NMIN (10 ug). Los datos se expresan como drea bajo la curva y cada barra representa la
media + error estandar, n=6 por grupo. ***p<0.001 vs vehiculo, ##p<0.001 vs PRE-084 (100 ug).

6.5 Andlisis del efecto anti-nociceptivo de haloperidol

En la Figura 21 se detalla el efecto obtenido por haloperidol. En el panel A
se muestra el curso temporal del efecto anti-hiperalgésico, se puede observar un
efecto mayor con la dosis de 0.18 mg/kg, y se puede decir que practicamente
logra su maximo efecto desde los 30 minutos post-administracion (71.7 + 11.3
%). En el panel C se muestran el ABC del curso temporal del efecto anti-
hiperalgésico. Se puede observar que HAL presenta un efecto dependiente de la
dosis con un efecto mayor que el vehiculo (p<0.05) a partir de la dosis de 0.056
mg/kg. El maximo efecto anti-hiperalgésico de HAL (expresado como area bajo
la curva) fue de 207.5 £ 27.1 u.a. En el panel B se muestra el curso-temporal del

efecto anti-alodinico de HAL, si se observa el efecto obtenido con la dosis de 0.18
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mg/kg, presenta su maximo efecto a los 30 minutos post-administracion, con un
porcentaje de efecto de 91.1 + 2.3%. EI ABC del efecto anti-alodinico
correspondiente al curso-temporal de cada dosis se muestra en el panel D. Los
resultados muestran un efecto dosis-dependiente, siendo estadisticamente
diferentes al del grupo control (CCl) a partir de la dosis de 0.032 mg/kg. El
méaximo efecto se observé con la dosis de 0.18 mg/kg y este fue de 236.1 + 1.9
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Figura 21. Curso temporal del efecto anti-hiperalgésico (panel A) y anti-alodinico (Panel C) de las dosis de 0.018, 0.032,
0.056, 0.1 y 0.18 mg/kg de haloperidol (HAL) en ratas con constriccion crénica del nervio cidtico. Los grupos control
(SHAM y CCl) recibieron un volumen equivalente de vehiculo. Los datos se expresan como la media * error estdndar de
la media, n=6 por grupo. Panel By D muestran el drea bajo la curva de los efectos anti-hiperalgésicos y anti-alodinicos,
respectivamnte. Cada barra representa la media * error estdndar, n=6 p/grupo. **p<0.01, *** p<0.001 vs CCl + VEH.

6.5.1 Analisis del mecanismo anti-nociceptivo de haloperidol

Para determinar si los efectos anti-hiperalgésicos y anti-alodinicos de HAL
se deben a su actividad como antagonista del receptor g, se evalud su efecto en
presencia de un agonista 0. (PRE-084) por via sistémica. En la Figura 22 se
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muestran los efectos anti-hiperalgésicos (panel A) y anti-alodinicos (panel B) de
la administracion s.c. de la dosis de 0.056 mg/kg de HAL y de HAL (0.056 mg/kg)
+ PRE-084 (31.6 mg/kg), un agonista o: selectivo. Los datos se muestran como
ABC. HAL (0.056 mg/kg) mostré un efecto anti-hiperalgésico (108.3 + 8.2 u.a.)
con respecto al vehiculo (p<0.01), sin embargo cuando se administr6 con PRE-
084, el efecto fue de 58.3 + 10.4 u.a. El area bajo la curva de HAL (0.056 mg/kg)
obtenido individualmente en el efecto anti-alodinico fue de 128 + 9.8 u.a. el cual
fue reducido a 53.7 + 3.8 u.a. cuando se utilizé la misma dosis de HAL y PRE-
084 (31.6 mg/kg) (p<0.01). La administracion del vehiculo y (+)-PRE-084
individualmente no produjo ningun efecto. Por otra parte, es conocido que HAL
presenta una alta afinidad por los receptores dopaminérgicos, es por ello que se
evaluo el efecto de S-(-)-sulpirida (SULP), un farmaco antagonista de los
receptores dopaminérgicos D2y D3 y con ello poder determinar si los efectos de
HAL se pudieran deber también a su actividad antagonista en estos receptores.
El resultado demostr6 SULP no muestra ninguna actividad antinociceptiva (anti-
hiperalgésica o anti-alodinica), con lo que se puede suponer que en los efectos
anti-nociceptivos de haloperidol no interviene su actividad dopaminérgica (Figura
22, panel Ay B).
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Figura 22. Area bajo la cura para los efectos anti-hiperalgésicos (panel A) y antialodinicos (panel B) producidos por el vehiculo,
HAL (0.056 mg/kg, s.c.), PRE-084 (31.6 mg/kg), la combinacion de HAL (0.056 mg/kg, s.c.) con PRE-084 (31.6 mg/kg, s.c.) y S-(-
)-Sulpirida (100 mg/kg) en ratas con constriccién crénica (CCl). Las barras representan la media * error estdandar. n=6 p/grupo.
**%p<0.01 vs VEH , #0<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs HAL 0.056 mg/kg.
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6.5.2 Efecto anti-nociceptivo de haloperidol por administracion

intratecal

En el andlisis de los efectos de HAL (10 ug, i.t.) administrado por via

intratecal, se observd que en ratas CCIl presentd efectos anti-hiperalgésicos
(207.7 =+ 6.4 u.a) (Figura 23, panel A) y anti-alodinicos (247.7 + 2.7 u.a.) (Figura

23, panel B). Para demostrar que su efecto se debia al antagonismo de los

receptores o1, HAL fue administrado con PRE-084, un agonista selectivo de estos

receptores. El efecto anti-hiperalgésico global de la coadministracion de HAL (10
Mg, i.t.) + PRE-084 (100 pg, i.t.) fue de 75.0 + 14.6 u.a. y anti-alodinico de 92.4 +

26.3 u.a. Lo que reafirma la modulacion del dolor a nivel espinal como antagonista

de los receptores o: por parte de HAL.
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Figura 23. Area bajo la curva del efecto anti-hiperalgésico (Panel A) y anti-alodinico (panel B) producido por los grupos
controles (SHAM + VEH y CCI + VEH), HAL (10 ug), PRE-084 (100 ug), HAL (10 ug) + PRE-084 (100 ug) y S-(-)-Sulpiridasigma
(SULP 100 ug) administrados por via intratecal. Los datos representan la media + error estdndar, n=6 por grupo.
**%1<0.001 vs vehiculo y ##p<0.0001 vs HAL (10 ug).

6.5.3 Efecto de haloperidol en la nocicepcidén generada por el
agonista o, en ratas intactas

Con la finalidad de consolidar las evidencias obtenidas hasta este momento en

cuanto a la accion de HAL como antagonista 0. en la modulacion del dolor
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neuropatico, se evalué su efecto en ratas intactas cuando se administra en
presencia de PRE-084. PRE-084 (100 ug) generd una respuesta hiperalgésica
de 166.1 £ 11.7 u.a. la cual fue menor cuando se administro con HAL (36.25 +
7.0 u.a.) (Figura 24, panel A). Al analizar el efecto alodinico, la respuesta fue
similar. PRE-084 gener6 una respuesta de 180.7 + 24.1 u.a. y en presencia de

HAL la respuesta obtenida fue de 17.4 + 5.1 u.a (Figura 24, panel B).

9 300 300
2 $
‘—c: - 200 *kk .% —_ 200+ il
- O o O
@ —
(i) (a1]
£ S
S~ 100 £~ 100
] && @
[T N
ﬁ L #He
0 ; 0-
VEH PRE-084 PRE-084 VEH PRE-084 PRE-084
100 pg 100 ug 100 pg 100 ng
+ +
HAL HAL
10 1g 10 g

Figura 24. Respuesta hiperalgésica (panel A) y alodinica (panel B) generada por el vehiculo, el agonista o; PRE-084
(100 ug) y PRE-084 (100 ug) + HAL (10 ug) administrados por via intratecal. Los datos se expresan como drea bajo la
curva y cada barra representa la media * error estdndar, n=6 por grupo. ***p<0.001 vs vehiculo, &&&p<0.001 vs PRE-

084 (100 pg).

6.6 Comparacion de los efectos anti-hiperalgésicos de NMIN, haloperidol
y quercetina con un farmaco de referencia para el tratamiento del
dolor neuropético.

Se puede observar que NMIN, BD-1063, HAL, QUER y GBP
incrementaron su efecto anti-hiperalgésico al aumentar la dosis administrada
(Figura 25, panel A), analizando la eficacia anti-hiperalgésica mostrada por cada
farmaco en esta condicion experimental, se observo que BD-1063, NMIN y QUER
presentaron una menor eficacia al compararla con GBP (p<0.05), mientras que

HAL presentd la misma eficacia que el farmaco de referencia GBP. La dosis
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efectiva media (DEso) para haloperidol fue de 0.07 mg/kg, de GBP 37.5 mg/kg,
de BD-1063 30.9 mg/kg de QUER 116 mg/kg y para NMIN de 411 mg/kg.
Tomando en cuenta esto, se puede decir de los farmacos antagonistas del
receptor 01, que HAL es el farmaco mas potente y NMIN el que requiere de mayor
cantidad de farmaco para lograr el mismo nivel de efecto. Si se comparan con
GBP, HAL es mas potente, BD-1063 es equipotente, mientras que NMIN y QUER

son menos potentes que GBP.

Al examinar el efecto anti-alodinico, es posible observar un efecto
dependiente de la dosis con cada farmaco empleado, aqui se puede determinar
gue todos los farmacos presentan la misma eficacia y el orden de potencia al
considerar las DEso de cada compuesto es muy similar al observado en el efecto

anti-hiperalgésico (Figura 25, panel B).
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Figura 25. Curva dosis-respuesta para el efecto anti-hiperalgésico (panel A) y anti-alodinico (panel B) de BD-1063 (5.6, 10,
17.8, 31.6 y 56.2 mg/kg, s.c.), haloperidol (HAL) (0.018, 0.032. 0.056, 0.1 y 0.18 mg/kg, s.c.), NMIN (31.6, 100, 316 y 562
mg/kg, s.c.), Quercetina (QUER) y gabapentina (GBP) (10, 17.8, 31.6, 56.2 y 100 mg/kg, s.c.) en ratas con constriccion
cronica del nervio cidtico. Cada punto representa la media * error estdndar, n=6 por grupo.

6.7 Efecto de lacombinacion de NMIN con Quercetina

Se realiz6 una combinacion de NMIN con QUER, la dosis elegida de cada
farmaco para la combinacion fue la de 100 mg/kg de NMIN con 17.8 mg/kg de

QUER, considerando que ninguna de ellas era mayor a la DEso, esto con la
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finalidad de determinar el tipo de interaccion. En el curso temporal del efecto anti-
hiperalgésico se puede observar un mayor efecto con respecto a las
administraciones individuales de cada farmaco a los 30 y 60 minutos posterior a
la administracion, después de ello su efecto decae siendo diferente a los 120
minutos (p<0.05) unicamente con respecto a NMIN (Figura 26, panela A), al
analizar el &rea bajo la curva se puede observar que la combinacion resulta
mayor que los efectos de NMIN y QUER, sin embargo no es diferente de la suma
tedrica, esto permite deducir que la combinacion especifica de NMIN (100 mg/kg)

y QUER (17.8 mg/kg) genera un efecto aditivo (Figura 26, panel B).
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Figura 26. Curso temporal (panel A) del efecto anti-hiperalgésico de NMIN (100 mg/kg, s.c.), QUER (17.8 mg/kg, s.c.)
y la combinacion de NMIN (100 mg/kg, s.c.) + QUER (17.8 mg/kg, s.c.). Los grupos controles (SHAM y CCl) fueron
tratados con un volumen equivalente de vehiculo. Los datos representan la media * error estdndar. *p<0.05,
**¥%<0.001 vs NMIN (100 mg/kg), 44p<0.01, &p<0.01 vs QUER (17.8 mg/kg). n=6 por grupo. Area bajo la curva
(panel B) del efecto anti-hiperalgésico generado por los grupos control (SHAM y CCl), NMIN (100 mg/kg, s.c.), QUER
(17.8 mg/kg, s.c.), y la combinacién de NMIN (100 mg/kg, s.c.) + QUER (17.8 mg/kg, s.c.). Cada barra representa la
media + error estdndar, n=6 por grupo. **p<0.01 vs NMIN (100 mg/kg), 44p<0.01 vs QUER (17.8 mg/kg).

Con respecto a los efectos anti-alodinicos, el curso-temporal muestra un
efecto mayor de la combinacién con respecto a NMIN y QUER a los 30, 90, 120
y 180 minutos post-administracion, a los 30 minutos Unicamente se observa una
diferencia significativa (p<0.001) cuando se compara con QUER (Figura 27, panel
A). El area bajo la curva obtenida del curso-temporal muestra que la combinacion
genera un efecto anti-alodinico mayor que la de los efectos individuales de cada

farmaco (p<0.001) y que la suma tedrica (p<0.01), por lo que esta combinacion
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especifica de NMIN y QUER genera un efecto anti-alodinico supra-aditivo

(Figura, 27 panel B).
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Figura 27. Curso temporal (panel A) del efecto anti-alodinico de NMIN (100 mg/kg, s.c.), QUER (17.8 mg/kg, s.c.) y la
combinacion de NMIN (100 mg/kg, s.c.) + QUER (17.8 mg/kg, s.c.). Los grupos controles (SHAM y CCl) fueron tratado
con un volumen equivalente de vehiculo. Los datos represental la media + error estandar. ***p<0.001 vs QUER (17.8
ma/kg), &&p<0.01, &&&pP<0.001 vs NMIN (100 mg/kg) n=6 por grupo. Area bajo la curva (panel B) del efecto anti-
alodinico generado por los grupos control (SHAM y CCl), NMIN (100 mg/kg, s.c.), QUER (17.8 mg/kg,s.c.), y la
combinacion de NMIN (100 mg/kg, s.c.) + QUER (17.8 mg/kg, s.c.). Cada barra representa la media + error estdndar,
n=6 por grupo. &&&p<0.001 vs QUER (17.8 mg/kg), ***p<0.001 vs NMIN (100 mg/kg), ###p<0.001 vs SUMA TEORICA.

6.8 Asociacion de BD-1063 con Quercetina

El andlisis de la combinacion de BD-1063 con QUER se realizé por medio
de la superficie de interaccion sinérgica (SIS), para ello en el eje “x” se construye
la curva dosis-respuesta de BD-1063 de forma individual y en el “z” la curva dosis
respuesta de QUER, cada punto intermedio representa una combinacién
especifica que corresponde a las dosis indicadas en cada interseccion. El eje “y”
muestra los efectos expresados como ABC del efecto anti-hiperalgésico (Figura
28 panel A). En este grafico podemos observar que algunas combinaciones
alcanzan efectos mas grandes que los efectos de los farmacos cuando se
administran individualmente o similares a las dosis mas grandes de cada
farmaco, un ejemplo de ello es la combinacion de BD-1063 (10 mg/kg, s.c.) +

QUER (17.8 mg/kg, s.c.) En el panel B de la Figura 28 se muestra la resta de los
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efectos individuales a cada una de las combinaciones, con lo que se obtiene el
grafico que se muestra, esto permite detectar aquellas combinaciones que
resultan en un efecto supra-aditivo, cuando los efectos estan por arriba del eje
horizontal, si los datos se encuentran por debajo del mismo eje, se considera
como un efecto infra-aditivo y si el resultado se encuentra sobre el eje, el efecto
es de aditividad. De acuerdo a esto es posible detectar 5 combinaciones que
resultaron en un efecto supra-aditivo o de potenciacidon (combinaciones
marcadas con asteriscos) y el resto al no mostrar diferencias estadisticas se
consideran como efectos aditivos (0 suma). La Figura 29, panel C, muestra el
grafico de la superficie de interaccion sinérgica de la combinacion de BD-1063 y
QUER en el modelo de constriccion cronica del nervio ciatico. Este grafico indica
el grado de potenciaciéon con las diferentes proporciones de combinacion,
aquellas en color mas oscuro muestran las combinaciones con mayor efecto de

supra-aditividad.

La Figura 29, panel A muestra las curvas dosis-respuestas del efecto anti-
alodinico de QUER y BD-1063 asi como de las combinaciones entre ellos. De
igual forma es posible detectar combinaciones con una eficacia similar a la de los
farmacos administrados individualmente. En el panel B de la Figura 29, se
muestra la resta de los efectos individuales a cada una de las combinaciones,
con lo que se obtiene el grafico que se muestra, esto permite detectar aquellas
combinaciones que resultan en un efecto supra-aditivo, infra-aditivo y de suma.
En ese sentido, es posible detectar 4 combinaciones que resultaron en un efecto
de supra-aditividad (combinaciones marcadas con asteriscos). El resto se
considera como efectos suma. El panel C muestra el grafico de la superficie de
interaccion sinérgica correspondiente al efecto anti-alodinico de la combinacion
de BD-1063 y QUER en el modelo de constriccion cronica del nervio ciatico. Este
grafico indica el grado de potenciacién con las diferentes proporciones de
combinacion, aquellas en color mas oscuro muestran las combinaciones con

mayor efecto de supra-aditividad.
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Figura 28 (Panel A) Efecto anti-hiperalgésico producido por BD-1063 (5.6- 17.8 mg/kg) y QUER (5.6-177.8 mg/kg)
administrados de manera individual o en combinacién. Cada punto representa el promedio de seis animales. (Panel B)
Resta del efecto esperado al ABC experimental a cada una de las combinaciones, cada punto estd representado por el
promedio, n=6 por grupo; **p<0.05 vs efecto esperado. (Panel C). Superficie de interaccion sinérgica del efecto anti-
hiperdlgesico producido por las diferentes combinaciones de BD-1063 + QUER, construida después de restar al efecto
de la combinacion los efectos individuales producidos por cada farmaco. Las barras del E.E.M. se omiten para mayor
claridad de la grdfica.
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Figura 29. (Panel A) Efecto anti-alodinico producido por BD-1063 (5.6- 17.8 mg/kg) y QUER (5.6-177.8 mg/kg)
administrados de manera individual o en combinacién. Cada punto representa el promedio de seis animales. (Panel B)
Resta del efecto esperado al ABC experimental a cada una de las combinaciones, cada punto estd representado por el
promedio, n=6 por grupo; **p<0.01 vs efecto esperado. (Panel C). Superficie de interaccién sinérgica del efecto anti-
alodinico producido por las diferentes combinaciones de BD-1063 + QUER, construida después de restar al efecto de la
combinacion los efectos individuales producidos por cada farmaco. Las barras del E.E.M. se omiten para mayor claridad
de la grdfica.
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Con la finalidad de detallar el efecto obtenido de la combinacion de BD-
1063 y QUER, se procedio6 a analizar una combinacién con buena eficacia y que
haya resultado en potenciacion, por ello se examina a continuacion la interaccion
de BD-1063 (10.0 mg/kg) y QUER (17.3 mg/kg) (Figura 30). El calculo de la suma
tedrica (lo que se esperaria obtener si se suman los efectos obtenidos de la
administracion individual) fue de 106.7 + 8.3 u.a., cuando se compara con el
efecto experimental, es de destacar que se obtuvo un efecto supra aditivo (201.25
7 £ 11.0 u.a) (p<0.001). Si se analiza este mismo efecto con los efectos de las
dosis més altas empleadas de cada farmaco no se observa una diferencia. De
esto resalta que con 10 veces menos cantidad de QUER y 5 veces menos BD-
1063 es posible obtener los mismos efectos anti-hiperalgésicos. Al mismo tiempo

se enfatiza que el efecto fue similar al de la dosis mas alta de GBP.

3004

200;

100;

Efecto anti-hiperalgésico
(ABC)

0. N

SHAM VEH BD-1063 QUER SUMA BD-1063 BD-1063 QUER GBP
(10 (178  TEORICA (10 (56.2 (1778 (100
mg/kg) mg/kg) mglk mg/k mg/k: mg/kg)
VEH g’kg g*g) g/kg) g/kg) g/kg
QUER
(17.8
ma/kg)

CCI

Figura 30. Area bajo la curva del efecto anti-hiperalgésico de BD-1063 (10 mg/kg), QUER (17.8 mg/kg y su combinacion,
asi como de la suma tedrica y las dosis que generaron el mdximo efecto de BD-1063 (56.2 mg/kg), QUER (177.8 mg/kg)
y el farmaco de referencia GBP (100 mg/kg). Cada barra representa la media * error estdndar, n=6 por grupo.
***¥p<0.001 vs Suma tedrica.
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Los efectos anti-alodinicos fueron muy similares (Figura 31), se obtuvo un
mayor efecto con la combinacion (198.4 + 9.8 u.a) que la suma tedrica (110.3 +
10.3 u.a). La asociacion de BD-1063 (10 mg/kg) y QUER (17.8 mg/kg) genera el
mismo efecto que las dosis mas altas de cada uno de los farmacos administrados

individualmente y que el farmaco de referencia GBP (100 mg/kg).
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Figura 31. Area bajo la curva del efecto ant-alodinico de BD-1063 (10 mg/kg), QUER (17.8 mg/kg y su combinacion, asi
como de la suma tedrica y las dosis que generaron el médximo efecto de BD-1063 (56.2 mg/kg), QUER (177.8 mg/kg) y
el fdrmaco de referencia GBP (100 mg/kg). Cada barra representa la media * error estdndar, n=6 por grupo.
***p<0.001 vs Suma tedrica.

6.9 Asociacion de haloperidol y quercetina

En el analisis de la superficie de interaccion sinérgica del efecto anti-
hiperalgésico de HAL y QUER se observan las curvas dosis respuesta individual
y las diferentes combinaciones empleadas (Figura 32, panel A). Es de notar que
existen combinaciones como la de HAL (0.056 mg/kg) y QUER (17.8 mg/kg) que

alcanza un efecto farmacolégico similar a las dosis mas altas de cada farmaco.
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En el panel B de la Figura 32 se muestra la resta de los efectos individuales
a cada una de las combinaciones. Con ello se detectaron 6 combinaciones que
resultaron en un efecto supra-aditivo (combinaciones marcadas con asteriscos)
y el resto de asociaciones al no mostrar diferencias estadisticas se establece
como efectos de aditividad. El panel C muestra el gréfico de la superficie de
interaccion sinérgica de la combinacion de HAL y QUER en el modelo de
constriccion cronica del nervio ciatico. Este grafico indica el grado de
potenciacion con las diferentes proporciones de combinacion, aquellas en color

mas oscuro muestran las combinaciones con mayor efecto de potenciacion.

En el analisis del efecto anti-alodinico de la combinacion de HAL y QUER
(Figura 33) es posible detectar combinaciones que presentaron un buen grado
de efecto empleando dosis pequefias de los farmacos, ejemplo de ello es la
combinacion de HAL 0.056 mg7kg con QUER 17.8 mg/kg o la de 0.036 mg/kg de
HAL y 56.2 mg/kg de QUER, por mencionar algunas. El grafico de la figura 33,
panel B muestra que se obtuvieron 6 combinaciones que generaron un efecto
supra-aditivo. Mientras que el panel C corresponde al grafico de superficie para
la asociacion de estos farmacos en el efecto anti-alodinico, el cual muestra en
areas oscuras las proporciones de combinaciones con una mayor grado de

potenciacion.

Para analizar con mayor detalle una combinacion especifica que haya
resultado en un buen efecto anti-nociceptivo y ademas haya generado
potenciacion, se eligié a la asociaciéon de HAL (0.032 mg/kg) con QUER (56.2
mg/kg). El efecto anti-hiperalgésico (Figura 34) y anti-alodinico (Figura 35) global
de la combinacion fue mayor que HAL (0.032 mg/kg) y QUER (56.2 mg/kg)
administrados individualmente (p<0.001), asi como de la suma tedrica, tanto para
el efecto anti-hiperalgésico (Figura 34) (p<0.001), como para el analisis del efecto
anti-alodinico (p<0.01) (Figura 35).
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Figura 32. (Panel A) Efecto anti-hiperalgésico producido por HAL (0.018- 0.056 mg/kg) y QUER (5.6-177.8 mg/kg)
administrados de manera individual o en combinacion. Cada punto representa el promedio de seis animales. (Panel B)
Resta del efecto esperado al ABC experimental a cada una de las combinaciones, cada punto estd representado por el
promedio, n=6 por grupo; **p<0.01 vs efecto esperado. (Panel C). Superficie de interaccion sinérgica del efecto anti-
hiperagésico producido por las diferentes combinaciones de BD-1063 + QUER, construida después de restar al efecto
de la combinacion los efectos individuales producidos por cada farmaco. Las barras del E.E.M. se omiten para mayor
claridad de la grdfica.
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Figura 33. (Panel A) Efecto anti-anti-alodinico producido por HAL (0.018- 0.056 mg/kg) y QUER (5.6-177.8 mg/kg)
administrados de manera individual o en combinacion. Cada punto representa el promedio de seis animales. (Panel B)
Resta del efecto esperado al ABC experimental a cada una de las combinaciones, cada punto estd representado por el
promedio, n=6 por grupo; **p<0.01 vs efecto esperado. (Panel C). Superficie de interaccidn sinérgica del efecto anti-
alodinico producido por las diferentes combinaciones de BD-1063 + QUER, construida después de restar al efecto de la
combinacion los efectos individuales producidos por cada farmaco. Las barras del E.E.M. se omiten para mayor claridad

de la grdfica.
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Figura 34. Area bajo la curva del efecto ant-hiperalgésico de HAL (0.056 mg/kg), QUER (17.8 mg/kg y su combinacion, asi
como de la suma tedrica y las dosis que generaron el mdximo efecto de HAL (0.18 mg/kg), QUER (177.8 mg/kg) y el farmaco

de referencia GBP (100 mg/kg). Cada barra representa la media * error estdndar, n=6 por grupo. ***p<0.001.
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Figura 35. Area bajo la curva del efecto ant-alodinico de HAL (0.056 mg/kg), QUER (17.8 mg/kg y su combinacién, asi como de
la suma tedrica y las dosis que generaron el mdximo efecto de HAL (0.18 mg/kg), QUER (177.8 mg/kg) y el fdrmaco de referencia
GBP (100 mg/kg). Cada barra representa la media + error estdndar, n=6 por grupo. **p<0.01, ***p<0.001 vs Suma tedrica
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6.10 Efectos sobre la coordinacién motora

La Figura 36 muestra el efecto de los farmacos en la coordinacién motora.
Se compararon tomando como referencia el efecto obtenido en las ratas
administradas con vehiculo, debido a que esté no modifico el nUmero de caidas.
Las dosis mas altas de BD-1063 y QUER empleadas para evaluar la eficacia en
las curvas dosis-respuesta en el dolor neuropatico, no afectaron la coordinacion
motora; sin embargo, NMIN presentd un incremento en el niumero de caidas a
partir de la dosis de 316 mg/kg, HAL a partir de la administracion de 0.1 mg/kg.
Un efecto similar se observé a partir de la dosis de 56.2 mg/kg de GBP.

Adicionalmente, fueron analizados los efectos en la coordinacion motora
de las combinaciones con mejores efectos anti-alodinicos y anti-hiperalgésicos
para establecer si también se exacerbaban estos efectos. Los resultados
mostraron que no se afecta el nimero de caidas con estas combinaciones (Figura
37, paneles A, By C).
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Figura 36. Efecto en la coordinacion motora del vehiculo y las dosis mds altas empledas en este trabajo de
QUER, BD_1063, HAL, NMIN y GBP. Cada barra representa el promedio * error estdndar, n=6 por grupo.
***¥p<0.001 vs VEH.
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Figura 37. Efecto en el nimero de caidas en ratas tratadas con las combinaciones de QUER (17.8 mg/kg) + NMIN ( 100
mg/kg) (panel A), QUER (17.8 mg/kg) + HAL (0.046 mg/kg) (Panel B) y QUER (17.8 mg/kg) + BD-1063 (17.8 mg/kg) (panel
C). Cada barra representa la media + error estdandar, n=6 por grupo. ***p<0.001.

Con la finalidad de aclarar si las alteraciones en la coordinacion motora
podrian modificar las respuestas nociceptivas mostradas por los farmacos, se
analizé en ratas intactas la respuesta de retirada con un estimulo que evocara
una respuesta similar mostrada en ratas con constriccion cronica del nervio

ciatico. En ese sentido la Figura 38 muestra la respuesta de retirada con
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diferentes estimulos (Filamentos de von Frey). Las ratas naive no respondieron
a los estimulos de 1y 6 g de fuerza. Por otra parte, se observo una respuesta
significativa con el filamento de 10 g (6.0 + 2.4 %) y 15 g (20.0 + 7.1 %). Estos
mismos estimulos en ratas CCl son de 61.7 £+ 35 y 933 £+ 3.7 %,
respectivamente, por lo que son indicativos de hiperalgesia mecanica. Una
respuesta similar en ratas naive se observo cuando se utilizé el filamento de 100
g(92.0 + 3.7 %).
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Figura 38. Frecuencia de respuesta (%) al estimulo tdctil con los filamentos de von Frey después en ratas con
constriccion cronica del nervio cidtico unilateral (barras oscuras) o Naive (barras blancas). Los estimulos se aplicaron
10 veces en la superficie plantar y se registré el numero de respuestas positivas. Cada barra representa el promedio +
error estdndar, n=6 por grupo. ***p<0.001 vs Naive.

Posteriormente se evalu6 la misma respuesta (retirada de la extremidad)
con el filamento de 100 g pero en ratas que fueron administradas con las dosis
mas altas de los farmacos. El curso temporal de 3 horas no mostré alguna
alteracion en las respuesta con NMIN (562 mg/kg, s.c.), HAL (0.18 mg/kg, s c.),
BD-1063 (56.2 mg/kg, s.c.), QUER (316 mg/kg, s.c.) y GBP (100 mg/kg, s.c.),
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manteniéndose constantes y no fueron diferentes de la respuesta observada en

ratas tratadas con el vehiculo (Figura 39).
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Figura 39. Curso temporal de la respuesta de retirada de la extremidad frente a un estimulo tdctil con el filamento de
von Frey de (100 g) en ratas Naive tratadas con NMIN (562 mg/kg), BD-1063 (56.2 mg/kg), GBP (100 mg/kg), HAL (0.18
mg/kg) y QUER (316 mg/kg). Se muestra la media * error estdndar, n=6 por grupo. No se observaron diferencias
estadisticas.
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7 DISCUSION

El objetivo principal del presente trabajo fue determinar el efecto anti-
hiperalgésico de compuestos con afinidad por el receptor 01y su asociacion con

QUER en condiciones experimentales de dolor neuropatico.

El modelo de dolor empleado para este trabajo fue el de constriccién
cronica del nervio ciatico (CCI). Es un modelo ampliamente utilizado para el
estudio del dolor neuropatico y para la evaluacion de tratamientos
farmacoldgicos. El modelo fue elegido debido a que se ha demostrado que bajo
estas condiciones experimentales es posible desarrollar varias conductas
relacionadas con el dolor, tales como la alodinia y la hiperalgesia (Bennett y Xie,
1988; De Vry y cols., 2004; Dowdall y cols., 2005; De la O-Arciniega y cols.,
2009). Este modelo simula la compresion del nervio y expresa propiedades
fisiopatolégicas del dolor neuropético similares a las que se presentan en los
humanos, asemejandose al proceso de la tension del nervio causada por una
hernia de disco lumbar (Bennett y Xie, 1988). Se ha demostrado previamente
gue la ligacion del nervio ciatico en este modelo desencadena la sensibilizacion
por alteracién en las fibras A y C, esto podria explicar las conductas nociceptivas
observadas en este modelo, debido a que se ha sugerido que el dafio en estas
fibras son parte importante para la iniciacion y el mantenimiento del dolor en este
modelo experimental (Gabay y Tal, 2004). En el presente trabajo se realizd un
curso temporal del modelo experimental con la finalidad de dar seguimiento al
proceso de sensibilizacion y la aparicién de alodinia e hiperalgesia. En ese
sentido, se observo un claro desarrollo de ambas conductas que concuerdan con
diversos reportes (Zanjani y cols., 2006; De la O-Arciniega y cols., 2009; Choi y
cols., 2013). En nuestro caso el aumento de la sensibilidad fue gradual teniendo
el efecto maximo aproximadamente en el dia 7 y se mantuvo hasta el dia 15 en
gue se evaluaron, aunque ha sido reportado que esto se puede prolongar hasta
un periodo de 60 dias post-operacién (Bennett y Xie, 1988). Estos resultados

obtenidos permitieron determinar si los tratamientos administrados disminuian la
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sensibilidad a los estimulos aplicados en las ratas CCI. Asi mismo, se decidid
emplear el dia 10 post-cirugia ya que en el curso temporal se observé la
presencia de alodinia e hiperalgesia en las ratas con la constriccién del nervio en

dias previos y ya no se detectaron cambios en este tiempo.

Una seccion del presente trabajo se programd para la evaluacién de
farmacos antagonistas o, como alternativas terapéuticas para el tratamiento del
dolor neuropatico, debido a que se ha demostrado que los antagonistas del
receptor 0. han resultado eficaces en condiciones experimentales para este tipo
de dolor (Kim y cols., 2008; Son y Kwon, 2010; Nieto y cols., 2012; Romero y
cols., 2012; Bangaru y cols., 2013), es por ello el interés de evaluar compuestos
de este tipo. Dentro de los objetivos especificos se planted la evaluacion de una
nueva molécula denominada para este trabajo como NMIN. La molécula fue
sintetizada por Melo-Hernandez (Melo-Hernandez, 2015), se disefié tomando en
cuenta las caracteristicas establecidas en el modelo farmacoforico de los
ligandos o: (Glennon y cols., 1994; Glennon, 2005). Previo a este trabajo se
conocia por evaluaciones in vitro, la afinidad de NMIN por el receptor o (Melo-
Hernandez, 2015), y a pesar de disefiarse para fungir como antagonista, se
desconocia farmacolégicamente su efecto al unirse con el receptor y por ende su
participacion en la modulacion del dolor, es entonces que este trabajo representa
una aproximacion del posible uso de esta molécula en la terapéutica experimental

del dolor neuropético.

En el presente estudio, NMIN mostr6 efectos dosis dependientes,
observandose los efectos mas grandes con la dosis de 562 mg/kg en ambas
conductas, estos hallazgos son importantes ya que se planteaban indicios de la
importancia de esta molécula. Una vez establecido, en la siguiente etapa se
demostré que su actividad anti-nociceptiva se debe al antagonismo 0. Es posible
entonces que su actividad esté estrechamente relacionada con su disefio, ya que
si se compara con uno de los modelos farmacofoéricos del receptor o; (Glennon y

cols., 1994), cumple con las caracteristicas necesarias de sus ligandos. Dichas
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rasgos estructurales consisten en 2 grupos hidrofébicos y un grupo amino central
y pareciera ser que las distancias entre ambos residuos hidrofébicos seria la
adecuada para proveerlo de afinidad por el receptor o, (Navarrete-Vazquez y
cols., 2016). Aunado a esto, es importante mencionar las similitudes estructurales
de NMIN con S1RA (E-52862), uno de los farmacos antagonistas o: mas
estudiados para la terapéutica del dolor, incluido el dolor neuropatico (Nieto y
cols., 2012; Gris y cols., 2016). Ambas moléculas tienen una analogia estructural,
sin embargo S1RA tiene una alta densidad electrénica en el anillo pirazol,
mientras que en NMIN esta densidad electronica esta disminuida, lo que
probablemente esté relacionado con las diferencias en las caracteristicas de
interaccidn con el receptor (Laurini y cols., 2013) y esto le provea de una mayor
afinidad a S1RA. Desafortunadamente en este trabajo no fue posible utiizar SIRA
como control positivo, debido a que en el momento en que se inicié el estudio no
se encontraba disponible para su comercializacion; sin embargo, se emple6 DB-
1063, un antagonista o©: ampliamente empleado como herramienta
farmacoldgica, y cuya afinidad por el receptor ha sido demostrada (Matsumoto
et al., 1995; Nieto et al., 2012) .

Un hallazgo importante de este trabajo es que se evidencio por diversas
metodologias la accién antagonista de NMIN. De acuerdo con los resultados del
presente estudio, un agonista 0. administrado previo a la administracion de
NMIN, evita que este desencadene su efecto anti-nociceptivo en ratas con dolor
neuropatico; posteriormente, se administré el agonista o0: en ratas intactas
generando alodinia e hiperalgesia, efecto que fue bloqueado por la
administracion de NMIN. Con respecto al resultado hiperalgésico obtenido por la
administracion del agonista del receptor oi, los reportes de la literatura son
contradictorios, los informes iniciales habian indicado que el receptor o:
Gnicamente se activaba en condiciones de estrés celular, tal como ocurre en la
generacion del dolor, mencionando que un agonista por si mismo no podria
generar conductas nociceptivas (Entrena y cols., 2009b; Sanchez-Fernandez y

cols., 2014); sin embargo, otros estudios mencionan que la sola administracion
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del agonista 0, es capaz de producir las conductas dolorosas (Roh y cols., 2008a,
2010; Choi y cols., 2013). El presente reporte se asemejo a estos ultimos
trabajos. EI compuesto PRE-084, un agonista o, genero hiperalgesia y alodinia,
aunque es importante mencionar que el nivel de nocicepcion es menor al
desencadenado por la constriccion crénica. Estos resultados concuerdan un
reporte previo (Navarrete-Vazquez y cols., 2016), en el cual se demuestra que
este agonista es capaz de generar un efecto pronociceptivo en el modelo de
formalina. Se ha propuesto que el mecanismo proalgésico generado por la
administracion de un agonista o podria deberse a que se prepara al sistema de
transmision nociceptivo por medio de la fosforilacién de la subunidad NR1 del
receptor a NMDA vy ello facilita el efecto de sensibilizacién (Kim y cols., 2008;
Sanchez-Fernandez y cols., 2013; Choi y cols., 2016), sin embargo, aun se
desconoce el mecanismo concreto para este proceso, lo que si esta claro es que
la mayoria de la evidencia apunta a una participacion y expresion importante del
receptor en diversas alteraciones patoldgicas incluido el dolor neuropético (De la

Puente y cols., 2009; Nieto y cols., 2012; Mavlyutov y cols., 2016).

En otra parte de este trabajo se determiné por primera ocasion el papel de
HAL en condiciones de dolor neuropético. HAL es una molécula cuyo mecanismo
ampliamente descrito es como un antagonista dopaminérgico de diferentes
subtipos (D2, Ds y D4); sin embargo, hay estudios que han demostrado que HAL
también es un ligando de los receptores o;, con una accion antagonista (Bowen
y cols., 1990; Entrena y cols., 2009a). HAL presenta una alta afinidad por los
receptores o; (ki = 2.8 £ 0.6 nM), incluso su afinidad es comparable con la que
presenta por el receptor dompaniergico D2 (Ki = 2.7 £ 1.4 nM) (Bowen y cols.,
1990). En cuanto a su actividad como agente analgésico, se ha reportado que a
nivel clinico HAL puede disminuir la migrafia (Honkaniemi y cols., 2006), aunque
sus efectos son atribuidos a su actividad en los receptores dopaminérgicos. A
nivel preclinico existe evidencia de su papel en la modulacién del dolor en
modelos experimentales como la generacion de hipersensibilidad generada por
capsaicina (Entrena y cols., 2009a) o formalina (Cendan y cols., 2005); por el
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contrario, no existe evidencia de su actividad en condiciones de dolor de tipo
neuropatico, por lo que esta es una de las aportaciones del presente trabajo, En
ese sentido este estudio muestra que HAL tiene un efecto dosis-dependiente en
la disminucion tanto de la alodinia como de la hiperalgesia, aunado a esto se
demostré que estos efectos se deben a su actividad como antagonista de los
receptores 01, puesto que, agonistas o, evitaron la accion anti-nociceptiva de HAL
y el antagonista dopaminérgico, S-(-)-sulpirida, no generd alguna respuesta.
Asimismo, debe considerarse que es la activacion de la via dopaminérgica la que
genera el efecto de anti-nocicepcion (Honkaniemi y cols., 2006; Wood, 2008;
Cobacho y cols., 2014) y no su inhibicion que es cémo actia HAL. Una
caracteristica importante de HAL es que cuando se metaboliza se produce
haloperidol reducido y oxidado que también presentan una alta afinidad por el
receptor o, (Bowen y cols., 1990; Cendan y cols., 2005) y también podria ser un
factor importante en la generacion de los efectos anti-hiperalgésicos y anti-

alodinicos observados.

Una vez que se construyeron las curvas dosis-respuesta de estos
compuestos (NMIN y HAL), se procedié a su comparacion con los farmacos de
referencia. En la practica clinica es conocido que el uso de los anti-inflamatorios
no esteroides (AINES) es limitado debido a su pobre nivel de eficacia en el dolor
neuropatico, es por ello que se emplean farmacos que estabilizan la membrana
neuronal, como los antagonistas de los canales de calcio. Los lineamientos
clinicos para el tratamiento del dolor neuropatico instauran claramente la
necesidad de establecer el origen que lo desencadena, se ha planteado que si el
diagnéstico del dolor neuropatico muestra que el origen de la sensibilizacion es
por neuralgia post-herpética, se debe proceder con tratamientos topicos como
lidocaina (Gilron y cols., 2006; Finnerup y cols., 2015). Si el origen es distinto se
ha demostrado que farmacos antidepresivos o antiepilépticos son los que mejor
funcionan (Woolf y Mannion, 1999; Gilron y cols., 2006; Finnerup y cols., 2015;
Fornasari, 2017). De acuerdo a lo anterior, la evidencia describe que GBP y

pregabalina son los mas empleados. Estos compuestos tienen una alta afinidad
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por la subunidad a2-0 de los canales de calcio, esto permite disminuir la entrada
de calcio a la terminal nerviosa y con ello se disminuye la hiperexcitabilidad
neuronal (Hahm y cols., 2009; Athanasakis y cols., 2013). En el presente trabajo
se empled a GBP como control positivo, debido a que es utilizado en la préactica
clinica y los resultados muestran efectos anti-nociceptivos adecuados, la
diferencia con pregabalina radica en su mayor afinidad por el complejo a2/ de
los canales de calcio y en su farmacocinética, lo que ha hecho que en algunas
personas no sea bien tolerada y genere efectos no deseados relacionados con
la dosificacion (Rose y Kam, 2002; Quilici y cols., 2009; Vranken, 2012;
Athanasakis y cols., 2013; Kukkar y cols., 2013; Irving y cols., 2014). Como
control positivo de los antagonistas o; se emple6é al compuesto BD-1063, una
molécula que ha sido ampliamente utilizada en investigacion como una
herramienta farmacol6gica (Sabino y cols., 2009; Nieto y cols., 2012, 2014). BD-
1063 mostré un efecto dosis-dependiente en el modelo de constriccion cronica
del nervio ciatico, este dato representa la primera evidencia del uso de BD-1063
en este modelo experimental, anteriormente se habia descrito su uso en modelos
experimentales de dolor neuropatico inducido por citotoxicidad con paclitaxel
(Nieto y cols., 2012), en la cual también se muestran resultados anti-nociceptivos.

En los resultados, NMIN disminuyé la alodinia y la hiperalgesia generada
por la constriccion crénica del nervio ciatico. NMIN mostro similar eficacia anti-
alodinica que GBP y que BD-1063, mientras que en el efecto anti-hiperalgésico,
NMIN present6 similar eficacia que BD-1063 pero menor que GBP. En cuanto al
analisis de las DEso, se puede observar el orden de ubicacion de cada una de las
curvas dosis-respuestas de los farmacos analizados. NMIN fue el farmaco que
mas dosis requirié para lograr este nivel de efecto y si se compara con BD-1063,
es posible determinar que es menos potente, esta diferencia de potencias se
correlaciona con la afinidad por el receptor o;, debido a que la constante de
inhibicion de BD-1063 (Ki = 9.15 nM) es menor que la presenta NMIN (Ki = 324
nM) (Matsumoto y cols., 1995; Melo-Hernandez, 2015).

76



Discusion

Con respecto a la comparacion de HAL, otro antagonista o. es posible
observar que alcanza una eficacia similar a la observada por el farmaco de
referencia GBP y que BD-63 y su curva dosis respuesta se encuentra mas hacia
la izquierda con respecto a todos los farmaco evaluados en este trabajo y
tomando como referencia la DEso se puede decir que es el farmaco mas potente
al requerir una menor cantidad de este compuesto para obtener este nivel de
efecto, este Ultimo dato concuerda con su afinidad por el receptor 0. cuando se
compara con NMIN y BD-1063 (Bowen y cols., 1990; Matsumoto y cols., 1995;
Melo-Hernandez, 2015).

Las evidencias de la evaluacion de compuestos antagonistas o; en el
tratamiento del dolor en un inicio estaban dirigidas hacia la modulacion de
opioides, puesto que se observd que compuestos agonistas del receptor o
disminuian el efecto de los opioides, mientras que el de los antagonistas
favorecian sus efectos. EI mismo efecto que el obtenido por los antagonistas se
observo en ratones knock-out del receptor 01, aunque el mecanismo de este
proceso no esta completamente dilucidado, se ha establecido que el receptor o0;
estaria generando una especie de efecto basal en la modulacion los receptores
opioides; por lo que al eliminar la accién de los receptores o; se estaria facilitando
la activacion de los receptores opioides (Tseng y cols., 2011; Sdnchez-Fernandez
y cols., 2013; Vidal-Torres y cols., 2013). Al mismo tiempo estos trabajos
mostraban que los antagonistas o, por si solos no generaban un efecto anti-
nociceptivo (Tseng et al.,, 2011; Vidal-Torres et al., 2014). Sin embargo, y tal
como se ha establecido, después de un dafio, como ocurre en el dolor
neuropatico, se ha visto un incremento en la expresion del receptor o; (De la
Puente y cols., 2009; Bangaru y cols., 2013) favoreciendo los mecanismos de
nocicepcion, asimismo esto permite observar un efecto con los antagonistas o:

de forma individual.

Desde que se determind la importancia de los receptores o1 en la

modulacion de dolor, los antagonistas o0: han sido empleados en diversos
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modelos experimentales para disminuir la sensibilidad (Cendan y cols., 2005;
Nieto y cols., 2012; Vidal-Torres y cols., 2014). Estos trabajos llevaron a evaluar
la funcionalidad de compuestos antagonistas o en el dolor neuropatico (Nieto y
cols., 2012; Romero y cols., 2012; Zhu y cols., 2015; Gris y cols., 2016). Estas
investigaciones han demostrado que el dolor causado por una alteracién en el
sistema nervioso puede ser prevenido con antagonistas oi, tal como el
compuesto S1RA que previno la alodinia e hiperalgesia ocasionado por un
antineoplasico (Romero y cols., 2012); estos datos concuerdan con el presente
trabajo, puesto que NMIN, HAL y BD-163, todos antagonistas o1, fueron capaces
de disminuir las conductas de alodinia e hiperalgesia ocasionadas por la
constriccidn cronica del nervio ciatico. Estos mismos resultados son comparables
con los obtenidos en un estudio que utilizé ratones knock-out (De la Puente y
cols., 2009) en donde se demuestra que los animales no desarrollaron signos de
alodinia y con ello se ratifica la importancia del receptor como blanco terapéutico
en el dolor neuropético. En conjunto estos resultados reafirman la eficacia de los

compuestos antagonistas del receptor o;.

En este trabajo ademas de la administracién sistémica, también se
realizaron evaluaciones con la administracion local (médula espinal), entre las
vértebras Ls y Le. Esta Ultima via de administracion se realizd6 debido a que
algunos estudios han demostrado que esta area anatdbmica es un punto
importante en la transmision del dolor (Woolf y Mannion, 1999; Costigan y Woolf,
2000; Meacham y cols., 2017). Los efectos obtenidos con HAL, NMIN y BD-1063
por via intratecal sugieren un papel del receptor o; en la modulacién del dolor a
nivel espinal, lo cual también coincide con los datos de Roh (Roh y cols., 2008b)
y de Kwon (Kwon y cols., 2016), quienes demostraron que hay una sobre
expresion de este receptor en la médula espinal en los dias posteriores al dafio

en el nervio.

Respecto a los efectos anti-nociceptivos obtenidos con NMIN, HAL y BD-

1063, pueden ser explicados por las alteraciones que se han demostrado en la
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expresion y activacion del receptor o; en condiciones fisiopatolégicas. De los
receptores o, el subtipo 1 es el mejor caracterizado hasta este momento, se ha
descrito su estructura y funcion en diversas patologias (Cobos y cols., 2008;
Maurice y Su, 2009; Hayashi, 2015). Ahora se conoce gque actia como una
chaperona, es decir modula la accion de diversas proteinas (Su y cols., 2010;
Pyun y cols., 2014; Hayashi, 2015), incluidas las que se relacionan con la
transmision del dolor (Su y cols., 2010; Hayashi, 2015). Ademas, se ha
demostrado que la activacion del receptor o, favorece la sefializacion intracelular
de calcio (Roh y cols., 2008a, 2010; Pyun y cols., 2014; Choi y cols., 2016);
entonces, es probable que la administracion de antagonistas o; como NMIN, DB-
1063 y HAL estén inhibiendo dicho proceso que favorece a la activacion del

receptor NMDA, importante en la fisiopatologia del dolor neuropético .

Por otro lado también existen evidencias de la modulacion directa de otros
receptores por parte del receptor o), entre ellos, se ubica al receptor
glutamatérgico NMDA, este proceso es importante ya que se conoce la
relevancia de este receptor (NMDA) en la sensibilizacion central y la contribucion
en la sefalizacién dolorosa (Costigan y Woolf, 2000; Vranken, 2012; Cohen y
Mao, 2014). El desbloqueo del ion magnesio que se ubica dentro del receptor
NMDA es importante para favorecer el incremento en la entrada de cationes hacia
las neuronas, la entrada de calcio a través del receptor a NMDA activa a las
proteinas cinasas, que fosforilan a diversos blancos y esto genera un aumento
en las sinapsis, generando la hipersensibilidad (Vranken, 2012; Cohen y Mao,
2014). Se ha descrito que este proceso es favorecido por la interaccion del
receptor g, con la subunidad 1 del receptor NMDA (GIuN1). De acuerdo a esto,
entonces, es posible que los antagonistas empleados en el presente trabajo
impidan este proceso al inhibir la actividad del receptor o, puesto que se ha
sugerido que la accion de antagonizarlo evita la interaccién fisica entre receptor
0.y el receptor a NMDA y con ello disminuye la actividad de la sefalizaciéon del
calcio en las neuronas (Roh y cols., 2008a; Pyun y cols., 2014; Choi y cols.,

2016). En ese sentido se ha argumentado que los agonistas 0: aumentan las
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corrientes de calcio a través del receptor NMDA, mientras que los antagonistas
la disminuyen y se ha documentado que en ratones knock-out del receptor o, la
sefalizacion de calcio generada por el receptor NMDA se encuentra disminuida
(Tchedre y cols., 2008; Sha y cols., 2013).

Adicionalmente, tampoco se descarta que existan otros mecanismos
relacionados con la inactivacion de los receptores o, en esta condicion patologica
que contribuyan al efecto de NMIN, HAL y BD-1063, debido a que también se ha
reportado la capacidad del receptor o, de modular otras proteinas como los
canales de potasio, los canales de calcio y los canales calcio sensibles a acido
(ASICs) (Tchedre y cols., 2008; Kourrich y cols., 2012; Kwon y cols., 2016) y que
son mediadores importantes en la sefializacién de las vias de la generacion del

dolor.

Con todo esto, el uso de los antagonistas o, resulta interesante como
alternativa para el tratamiento del dolor neuropatico, debido a que ademas de
que se ha dilucidado su papel como modulador directo e indirecto de moléculas
clave en el proceso fisiopatolégico del dolor, también se ha establecido su
expresion en areas del sistema nervioso especializado en la sefializacion de la
transmision dolorosa, tal como lo es el asta dorsal de la médula espinal y ganglios
de la raiz dorsal (Gundlach et al., 1986; Bangaru et al., 2013). Por otra parte,
aunque en este trabajo no se demostré el papel de los antagonistas o: a nivel
supraespinal, existe evidencia que en el tAlamo y la sustancia gris periacueductal,
hay una alta expresion del receptor (Gundlach y cols., 1986; Bangaru y cols.,
2013; Mavlyutov y cols., 2016). Entonces, la distribucién anatémica del receptor
0. en areas relacionadas con el dolor asi como su papel en la modulacion de

moléculas importantes apoya el uso de los antagonistas o..

Parte principal este trabajo es la evaluacion de antagonistas 03
combinados con QUER, para ello, primero fue importante determinar la curva
dosis-respuesta de QUER. Se decidio utilizar QUER debido a la intencion de
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emplear blancos terapéuticos distintos a los convencionales, por ello se plante6
el uso de antagonistas 0; y conociendo que en el dolor neuropético hay una
participacion importante de los radicales libres (Naik y cols., 2006a; Goecks y
cols., 2012; Al-Enazi, 2013) se plante6 el uso de un antioxidante. Tomando en
cuenta lo anterior se analizé el posible uso de QUER, ya que ademas de tener
un papel antioxidante, también se ha demostrado que es capaz de disminuir la
hipersensibilidad en modelos experimentales por mecanismos distintos tal como
la modulacion dopaminérgica, adrenérgica y serotoninérgica (Filho y cols., 2008;
Martinez y cols., 2009; Kandhare y cols., 2012), todos ellos involucrados en
menor o mayor medida en la fisiopatologia del dolor neuropatico (White y cols.,
2007; Nickel y cols., 2012; Cohen y Mao, 2014), aunado a que se demostro
actividad anti-inflamatoria en evaluaciones clinicas (Shoskes y cols., 1999;
Katske y cols., 2001).

QUER es un flavonoide considerado como un metabolito bioactivo
presente en diversas plantas medicinales, se ha demostrado su efecto anti-
nociceptivo en modelos experimentales de dolor (Anjaneyulu y Chopra, 2003;
Filho y cols., 2008; Martinez y cols., 2009), incluyendo el dolor neuropético de
diversas etiologias (Anjaneyulu y Chopra, 2003, 2004; Civi y cols., 2016; Gao y
cols., 2016; Ji y cols., 2017). En el presente trabajo se observd un efecto
dependiente de la dosis en los animales tratados con QUER, lo que confirma su
efecto anti-nociceptivo en el dolor patolégico, como lo es el dolor neuropético.

Diversos mecanismos se han dilucidado en la contribucion de la actividad
anti-nociceptiva de QUER, uno de los mas estudiados es su actividad
antioxidante, ya que ha se sabe que QUER es capaz de disminuir los radicales
libres y con ello contribuye a la estabilidad neuronal (Azevedo y cols., 2013; Jiy
cols., 2017). La capacidad antioxidante es atribuida a la eliminacion directa de los
radicales libres, esto por la presencia del grupo catecol en el anillo B, el cual tiene
propiedades de donador de electrones y por lo tanto es un blanco de los radicales
libres (Valério y cols., 2009), probablemente estos mecanismos estén
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relacionados con la inhibicion de la peroxidacion lipidica asi como de la
disminucién de los radicales superoxido y con ello se contribuye a la generacion
de la anti-nocicepcion. Sin embargo, también se han demostrado otros
mecanismos como la inhibicion de la liberacion de histamina de los mastocitos
blogueando la activacion de cinasas que a su vez activan al canal TRPV (Gao y
cols., 2016). Adicionalmente también se conoce que el flavonoide QUER puede
inhibir la produccion de citocinas inflamatorias como TNF-a e IL-13 asi como
reducir la expresion de CCL-2 contribuyendo con ello a la disminucion de la
inflamacion, un proceso importante en la patogénesis del dolor neuropatico;
asimismo, se ha mencionado que el flavonoide QUER podria regular la
nocicepcion por actuar en la via serotoninérgica, gabaérgica, dopaminérgica y
adrenérgica (Kandhare y cols., 2012; Civi y cols., 2016). En conjunto estos
mecanismos descritos previamente estarian favoreciendo a la generacion de la
disminucion de la hipersensibilidad mostrada en las ratas CCl cuando son
tratadas con QUER.

Posterior a la obtencion de las curvas-dosis respuestas de cada farmaco,
se procedid a determinar los efectos de las asociaciones farmacolégicas de los
diferentes antagonistas o, con el flavonoide QUER. Es importante mencionar que
la intenciodn inicial era realizar un andlisis por medio de la superficie de interaccién
sinérgica para cada combinacion; sin embargo, debido a que contaba con una
cantidad insuficiente de NMIN, Unicamente se evalud un punto de comparacion.
Para las otras dos interacciones (HAL + QUER y BD-1063 + QUER) si fue posible

determinar los efectos por medio de la SIS.

La utilidad de las asociaciones farmacolédgicas para el tratamiento del dolor
esta ampliamente evidenciada a nivel clinico y preclinico. Existen multiples
metodologias para la evaluacion de las interacciones farmacolégicas. Dentro de
las mas empleadas se encuentran los isobologramas, que representan una
herramienta adecuada para detectar los efectos de potenciacion, suma o
antagonismo (Tallarida, 2001). Sin embargo, uno de los inconvenientes de este
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método es que Unicamente permite hacer comparaciones de generacion de
efectos iguales tanto de los farmacos solos como combinados, generalmente
comparando DEsp, aunque se pueden emplear otros niveles de comparacion. Es
decir compara dosis equiefectivas. Mientras que otra metodologia de analisis
como la “Superficie de Interaccidn Sinérgica” no compara dosis equiefectivas,
sino que analizando varias proporciones de combinacién, detecta las
combinaciones que generan la mas alta eficacia analgésica de dicha
combinacion y en caso de que varias combinaciones generen potenciacion,
permite detectar la combinacion que genera el mayor grado de potenciaciéon
(LOpez-Muiioz, 1994).

El andlisis de SIS se ha empleado sobre todo en modelos experimentales
de dolor artritico (Lopez-Mufioz, 1994; Diaz-Reval y cols., 2010), con lo cual ha
sido posible determinar el tipo de interaccibn de las asociaciones y las
combinaciones 6ptimas. En el caso de su uso para el analisis en el tratamiento
del dolor neuropatico ha sido muy poco empleado. Para este trabajo se utilizd
con la finalidad de evaluar las combinaciones de BD-1063 con QUER y de HAL
con QUER; ambos casos representan la primera evidencia de las evaluaciones
de este tipo de compuestos en el dolor neuropatico. Las dosis utilizadas para las

combinaciones fueron seleccionadas de las respectivas curvas dosis-respuesta.

El uso de las asociaciones farmacoldgicas esta sustentado en que en
algunos casos es posible obtener grandes efectos con dosis pequefias de cada
farmaco y con ello es posible disminuir la presencia de los efectos adversos, es
decir aumentar los beneficios contra los riegos (LOpez-Mufioz y cols., 1993;
Garcia-Hernandez y cols., 2007). Asimismo, existen evidencias del uso de las
combinaciones como estrategias terapéuticas en el dolor neuropatico (De la O-
Arciniega y cols., 2009; Gilron y cols., 2009; Chaparro y cols., 2012; Corona-
Ramosy cols., 2016), la mayoria de ellos relacionados con el uso de compuestos
tradicionales en el tratamiento de este tipo de dolor como son los gabapentinoides

tales GBP y pregabalina, en combinacion con farmacos opioides, como morfina,
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oxicodona y tapentadol o con antidepresivos como duloxetina o bien la
combinacion de antidepresivos con farmacos opioides (De la O-Arciniega y cols.,
2009; Christoph y cols., 2011; Tanenberg y cols., 2011; Chaparro y cols., 2012;
Miyazaki y Yamamoto, 2012; Gilron y cols., 2015; Corona-Ramos y cols., 2016).
Algunos otros han empleado farmacos AINES con antiepilépticos u opioides que
a nivel preclinico muestran resultados prometedores (Abass y cols., 2014,
Espinosa-Juarez y cols., 2016). Todas estas combinaciones generalmente
obtienen efectos aditivos o supra-aditivos; sin embargo, en el analisis empleado
para estos trabajos no es posible determinar cuales son las proporciones en
combinacion con mejores efectos, que es lo que se pretendi6 realizar en esta

investigacion, asociado a que se plante6 el uso de blancos terapéuticos distintos.

En este estudio se encontr6 que todas las asociaciones farmacoldgicas
(NMIN + QUER, HAL + QUER y BD-1063 + QUER) generan resultados
preferentemente de adicién o supra-adicion, estos datos son alentadores, debido
a que se muestra evidencia que con la asociacién de farmacos no tradicionales
para el tratamiento del dolor neuropético es posible obtener efectos similares a
los que se consiguen con un farmaco de referencia como GBP; ademas, con este
trabajo, se aporta un espectro de combinaciones que permite detectar las
proporciones los efectos mas grandes y que resultan en potenciacion, distinto a

lo que normalmente se habia reportado.

Los efectos obtenidos cuando se asocian dos o mas farmacos pueden ser
entendidos principalmente desde dos puntos de vista, uno es por la interaccion
farmacodinamica o por su interaccion farmacocinética. A pesar de que el objetivo
del presente trabajo no fue analizar los mecanismos involucrados en los efectos
anti-nociceptivos de las interacciones producidas por las combinaciones de los
farmacos empleados, es posible hacer algunas suposiciones que nos permitan
entender los efectos obtenidos. Una de las explicaciones puede ser que se den
interacciones farmacodindmicas debido a que los mecanismos de los

compuestos utilizados son distintos, mientras que con los antagonistas 0: sus
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efectos se deben al evitar los mecanismos descritos por la activacion de este
receptor (Tchedre y cols., 2008; Roh y cols., 2011; Romero y cols., 2016), el
efecto del flavonoide QUER puede atribuirse a su capacidad antioxidante y a su
modulacién en las distintas vias de la sefializacion del dolor (Filho y cols., 2008;
Valério y cols., 2009; Raygude y cols., 2012). Por otra parte, no pueden
descartarse interacciones farmacocinéticas; algunos estudios han mostrado que
el flavonoide QUER puede inhibir al citocromo CYP3A4 y esta caracteristica
puede provocar que se alteren los niveles séricos de farmacos que se
metabolizan por esta enzima (Pal y Mitra, 2006; Choi y cols., 2011). En ese
sentido, se sabe que una de las vias por las cuales se metaboliza HAL es
precisamente por este citocromo (Kudo y Ishizaki, 1999), entonces pudiera
deducirse que en la combinacion de QUER + HAL, HAL permanezca por mas
tiempo en suero al estar inhibida la enzima que lo metaboliza, o bien, favorecer
las concentraciones de haloperidol reducido (uno de los metabolitos activos de
HAL) y con ello contribuir a sus efectos anti-nociceptivos. Por otra parte, aunque
no existen reportes del metabolismo de BD-1063 y NMIN, no se pueden descartar

interacciones farmacocinéticas de las combinaciones con estos farmacos.

El objetivo principal de las asociaciones farmacolégicas es buscar
aumentar los efectos empleando dosis pequefias, lo cual fue obtenido en este
trabajo, sin embargo, también es posible potenciar los efectos no deseados, es
por ello que en este estudio se determinaron las posibles alteraciones motoras,
una con la finalidad de determinar si esto podria enmascarar los efectos anti-
nociceptivos y la otra para verificar si en las combinaciones estos se
exacerbaban. Nuestros resultados mostraron que NMIN, HAL y GBP presentan
alteraciones en el niumero de caidas en el rota-rod con las dosis mas altas,
claramente se puede decir que hay alteraciones motoras, a pesar de ello se
puede considerar que estas alteraciones no necesariamente provocan una
disminucién de las respuestas con los estimulos empleados para la evaluacién
de alodinia o hiperalgesia. Un trabajo previo por Entrena y cols., (2009) encontro

un efecto similar con HAL, ellos suponen algo similar, puesto que una dosis previa
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de HAL que no mostrd alteraciones motoras se obtienen un efecto anti-
nociceptivo de aproximadamente 70%. En el caso del presente reporte, es
posible descartar que estas alteraciones estén relacionadas con la anti-
nocicepcion, debido a que estas mismas dosis no mostraron alteracion en la
respuesta de sensibilidad en ratas intactas. Adicionalmente se realiz6 la
evaluacion de la coordinacion motora tras las combinaciones con los mejores
efectos. Aqui se pudo demostrar que es posible mejorar los efectos anti-
nociceptivos con dosis menores sin necesariamente incrementar efectos

adversos sobre la coordinacion motora.
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8 CONCLUSION

Este trabajo demuestra que los compuestos con las caracteristicas
descritas para el modelo farmacoforico del receptor o;, como en el caso de NMIN,
resultan interesantes para evaluarlos como ligandos nuevos y representan una
alternativa para las patologias como el dolor neuropético donde el receptor o

desemperia un papel importante.

Asimismo, en este estudio se comprueba la importancia de los
compuestos con actividad antagonista sobre el receptor o, en la terapéutica del
dolor neuropético ya que en algunos casos pueden resultar tan eficaces como los
gue ejercen compuestos como GBP que son utilizados en la practica clinica,
incluso se demostré que farmacos que tienen afinidad por el receptor 6; como en
el caso de haloperidol y que es ampliamente utilizado en la préactica clinica como
anti-psicotico puede ser ademas una alternativa para las condiciones de

neuropatia.

Adicionalmente este trabajo muestra la primera evidencia de la asociacion
farmacoldgica de antagonistas o: con el flavonoide quercetina, con lo que se
demuestra que utilizando farmacos con un mecanismo distinto, pero relacionados
con la fisiopatologia de este tipo de dolor, es posible obtener resultados
alentadores que con dosis pequefas permitan disminuir el riesgo de efectos no
deseados y favorecer los efectos terapéuticos, ademas de que con la
metodologia de la superficie de interaccidn sinérgica es posible detectar las dosis
Optimas que en combinacion puedan sugerir un potencial uso de estos

compuestos.
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9 PERSPECTIVAS

Determinar si las administraciones individuales o las combinaciones
cambian la expresion de mediadores inflamatorios y de marcadores de
estrés oxidativo relacionados con la fisiopatologia del dolor

neuropatico

Realizar la cuantificacion sérica de los farmacos cuando se
administran simultdneamente con la finalidad de comprobar si en la
combinacion se estd generando algun tipo de interaccion

farmacocinética
Analizar un curso temporal de administraciones cronicas de cada uno
de los farmacos y de las combinaciones que en el efecto agudo

generaron los mejores efectos

Determinar el efecto de la combinaciébn de antagonistas o: con

diversos opioides en un modelo de dolor neuropéatico
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11 ANEXOS

Los resultados de este trabajo se presentaron en forma de cartel en los

siguientes congresos:

“Andlisis del Efecto Anti-alodinico de quercetina en un modelo de dolor
neuropatico en ratas”. XXXVII congreso nacional de farmacologia 2015, México,
D.F.

“Efecto anti-alodinico de haloperidol en rata con constriccion cronica del
nervio ciatico”. XXXVIII congreso nacional de farmacologia. 2016. Cancun,

Quintana Roo.

“Analisis del efecto anti-hiperalgésico del compuesto N(2-morfolin-4-iletil)-
2-(1naftiloxi) acetamida con afinidad por los receptores sigma-1 en el modelo de
constriccion cronica del nervio ciatico”. Biocinves, Cinvestav-IPN; 2016. México
D.F.

“Haloperidol redue la hiperalgesia en el dolor neuropatico por el
antagonismo sigma-1 a nivel central”. Congreso nacional de ciencias

farmacéuticas, 2017. Tequila, Jalisco, México.
“Anti-hyperalgesic effect of gabapentin, quercetin and a sigma-1 antagonist
in a model of neuropathic pain in rats”. 9th Congress of the European Pain

Federation EFIC. Viena, Austria 2015.

“Antiallodynic effect of a sigma-1 antagonist in a model of neuropathic pain

in rats”. 45th Annual meeting of the society for Neuroscience, Chicago, IL., 2015.
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“Haloperidol decreases the hyperalgesia in rats with chronic constriction of
the sciatic nerve”. 46th Annual meeting of the society for Neuroscience, San
Diego, CA. USA. 2016.

Finalmente, se adjuntan las publicaciones que se obtuvieron con los

resultados del presente trabajo, cuyas referencias son las siguientes.

Espinosa-Juarez JV, Jaramillo-Morales OA, Navarrete-Vazquez G, Melo-
Hernandez LA, Déciga-Campos M, Lopez-Mufioz FJ. N-(2-morpholin-4-yl-ethyl)-
2-(1naphthyloxy)acetamide inhibits the chronic constriction injury-generated
hyperalgesia via the antagonism of sigma-1 receptors. Eur J Pharmacol. 2017;
812:1-8

Espinosa-Juarez JV, Jaramillo-Morales OA, LOpez-Mufioz FJ.

Haloperidol Decreases Hyperalgesia and Allodynia Induced by Chronic
Constriction Injury. Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2017; 6:471-479.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The most used therapeutic treatment to relieve neuropathic pain is that of neuromodulators such as anti-
epileptics or anti-depressants; however, there are alternatives that may be potentially useful. The sigma-1
receptor is a therapeutic target that has shown favorable results at preclinical levels. The aim of this study was to

Keywords:
Neuropathic pain
Sigma-receptor

BD-1063 . evaluate the anti-hyperalgesic effect of N-(2-morpholin-4-yl-ethyl)-2-(1-naphthyloxy) acetamide (NMIN) in a
%’Q;ZITSZTZOCIM chronic constriction injury model (CCI) and compare it both a sigma-1 antagonist (BD-1063) and also
NMIN Gabapentin, as well as determine its possible role as an antagonist of sigma-1 receptors. The anti-hyperalgesic

effects of Gabapentin (10.0, 17.8, 31.6, 56.2 and 100 mg/kg, s.c.), BD-1063 (5.6, 10.0, 17.8, 31.6 and 56.2 mg/
kg, s.c.) and NMIN (31.6, 10.0, 316 mg/kg and 562 mg/kg, s.c.) were determined after single-doses, using the
von Frey test in the CCI model. NMIN had the same efficacy as BD-1063, but both show less efficacy than
Gabapentin. In an analysis of pharmacological potency, the EDs, were compared with it being found that BD-
1063 is the most potent drug, followed by Gabapentin and NMIN. The anti-hyperalgesic effect of NMIN on CCI
rats was reversed by (+)-pentazocine (s.c. route) and by PRE-084 (i.t. route), both sigma-1 agonists.
Furthermore, NMIN reversed the hyperalgesic effect of PRE-084 in naive rats. These results suggest that
NMIN has an anti-hyperalgesic effect on the CCI model, and that one of its mechanisms of action is as a sigma-1
antagonist, being a significant role the blocking of these receptors at the spinal level.

1. Introduction 2006; Gomez-Barrios and Tortorici, 2009).

It has been found that the sigma-1 receptor plays an important role

Neuropathic pain is defined as, “pain caused by a lesion or disease
of the somatosensory nervous system”. This pain has been difficult to
treat, current treatments have had limited success rates, and these
therapies are based on antidepressants (such as amitriptyline or
nortriptyline), antiepileptics (Gabapentin and pregabalin), and topical
lidocaine. They are considered the first-line of treatment. If there is a
failure, opioids are used as second-line drugs (O’Connor and Dworkin,
2009; Watson et al., 2010).

In neuropathic pain, changes in sensitization process are developed,
which causes spontaneous pain and involves maladaptive changes in
the normal physiology of neurons that make up the route of nociceptive
transmission, operating at both a peripheral and central level (Ueda,

in the pathophysiology of neuropathic pain (Cobos et al., 2008;
Almansa and Vela, 2014). Some studies have even demonstrated
expression of these receptors in areas related to processing and pain
control (Wolfe et al., 1989; Alonso et al., 2000; Bangaru et al., 2013).
Similarly, it has been observed that animals knocked by this receptor
have an attenuated pain response (Cendan et al., 2005; Entrena et al.,
2009a, 2009b; Puente et al., 2009; Nieto et al., 2014). Therefore, the
use of sigma-1 receptor antagonists has been suggested for the
treatment of neuropathic pain (Nieto et al., 2012; Garcia-Martinez
et al.,, 2016; Gris et al., 2016). It has also been proposed that the way in
which the sigma-1 receptor is involved in nociceptive processes is by
promoting the activation of the NMDA receptor (N-methyl-D-aspar-
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tate) and facilitating sensitization in the nervous system (Kim et al.,
2006, 2008; Roh et al., 2008).

Sigma-1 receptor ligands have heterogeneous structures (Collina
et al., 2007; Cobos et al., 2008; Rossi et al., 2011); however, emphasis
has been placed on those ligands whose structure contains a basic
amino group and at least two hydrophobic substituents, being the
antagonist SIRA the prototype (Diaz et al., 2012; Laurini et al., 2013).
This has proven useful in neuropathic pain models of different
etiologies (Gris et al., 2016). Our working group designed and
synthesized the compound N-(2-morpholin-4-yl-ethyl)-2-(1-naphthy-
loxy)acetamide (named for practical purposes as NMIN) in order to
create an alternative to the treatment of neuropathic pain, with the
antagonism of the sigma-1 receptor being the therapeutic target. We
previously demonstrated that the compound NMIN has been effective
in reducing allodynia (pain to a stimulus that is normally not painful)
after a sciatic nerve injury (Garcia-Martinez et al., 2016). However,
another condition of clinical interest in neuropathic pain is the
presence of hyperalgesia (increased pain perception with a painful
stimulus). Accordingly, the aim of this study has been to evaluate the
effect of the NMIN compound on hyperalgesia, and to determine its
role at the level of the central nervous system in the modulation of pain
caused by chronic constriction of the sciatic nerve.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats [Crl(WDfBR] (180—200 g at the time of the tests)
were used in this study which were obtained from the Centre of
Investigation and Advanced Studies (Cinvestav-Sede Sur). Animals
were housed in a room on a 12 h light/dark cycle with food and water
available ad libitum. All experimental procedures were approved by the
Local Ethics Committee for the Management of Laboratory Animals of
Department of Pharmacobiology of Cinvestav-Sede Sur, followed the
Guidelines on Ethical Standards for Investigations of Experimental
Pain in Animals (Zimmermann, 1983) and the Official Mexican Norm
(NOM-062-Z00-1999). All tests were performed during the light
phase. The number of experimental animals was kept to a minimum,
and following the end of the study, the rats were killed immediately
after the experiment by CO» overdose.

2.2. Compounds

NMIN was designed and synthesized in the pharmaceutical chem-
istry laboratory of the Faculty of Pharmacy at the Universidad
Auténoma del Estado de Morelos. NMIN was dissolved in citrate
buffer, pH 4. BD-1063 a Sigma-1 antagonist (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA), PRE-084 a Sigma-1 agonist (Cayman
chemical company, Ann Arbor, Michigan, USA) and (+)-pentazocine (a
Sigma-1 agonist) were dissolved in saline solution (s.s.; 0.9% NaCl).
The drugs were freshly prepared on the day of the experiments and
administered subcutaneously (s.c.) in a volume of 2 ml/kg body weight
or intrathecal (i.t.) route in a volume of 20 pl. Control animals received
the same volume of vehicle.

2.3. Chronic constriction injury model

The model of neuropathic pain described by Bennett and Xie was
used to generate hyperalgesia in rats, (Bennett and Xie, 1988; De Vry
et al., 2004) which consists of four ligatures around the right common
sciatic with a spacing of approximately 1 mm, in order to generate the
chronic constriction injury (CCI). The sham group underwent the same
procedure except ligatures.
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2.4. Behavioral testing

Tests of hyperalgesia were conducted 10 days after surgery. Rats
were habituated 30 min before the test, placed on an elevated wire
mesh floor enclosed in acrylic containers during testing and were not
removed until the completion of mechanical sensory testing. Baseline
values for each type of stimulation were obtained prior to drug
administration. The number of stimuli applied to the rats was
determined as the minimum number. Stimuli were applied with
increasing forces on the plantar surface of the right extremity in the
CCI (1, 6, 10 and 15 g) and Naive rats (6, 10, 15, 26, 60, 100 g). 10
stimuli were applied consecutively with a space of approximately 1-2 s,
the responses were converted into a percent frequency (% = number of
responses/10 x 100) (Xiao et al., 2007). According to the results
obtained, the 15 g filament was used for the evaluation of the anti-
hyperalgesic effect of the drugs.

2.5. Experimental design

2.5.1. Systemic effect

The protocol consists of recording the percentage of baseline
response and, subsequently, assessing the anti-hyperalgesic effects
produced by each dose of BD-1063 (5.6, 10.0, 17.8, 31.6 and
56.2 mg/kg), NMIN (31.6, 100.0, 316.0 and 562.3 mg/kg) and
Gabapentin, given as a positive control (10.0, 17.8, 31.6, 56.2 and
100 mg/kg). Drugs were given individually in a volume of 2 ml/kg via
subcutaneous injection to six neuropathic rats per dose. Doses with
logarithmic increments were used to obtain the corresponding dose-
response curve according to our laboratory pilot studies. Control rats
were administered with a vehicle, in both, the CCI and sham groups. To
rule out that the effect was due to motor interaction that could mask
the results, the maximum dosage of each drug was evaluated in Naive
rats, and the percentage of limb withdrawal was evaluated when they
were stimulated with 100 g of force. In order to determine the possible
mechanism of action in the anti-hyperalgesic effect of NMIN (316 mg/
kg), it was administered by systemic route (s.c.) 15 min before the
selective sigma-1 agonist, (+)-pentazocine (5.6 mg/kg, s.c.). In all
protocols, the rats were tested every 30 min for 180 min (3 h) post-
administration.

2.5.2. Intrathecal drug administration

With the purpose of determining its possible role in modulating
pain at the spinal level, NMIN (10 pg) was administered individually by
intrathecal route in both the CCI and sham groups, according to the
methodology described by Mestre et al. (1994). Furthermore, its effect
was compared to that of intrathecal doses of BD-1063 (10 pg) and
Gabapentin (10 pg). In addition, NMIN (10 pg) was also administrated
in combination with the sigma-1 agonist PRE-084 (100 ug) in CCI rats.
In order to confirm the mechanism shown by NMIN in systemic
administration, unsensitized (Naive) rats were administered with a
sigma-1 agonist (PRE-084) to determine the pro-nociceptive effect. In
another group, NMIN was injected 15 min before the sigma-1 agonist.
Drugs were dissolved in 20 pl of vehicle and injected intrathecally. In
all protocols the effect of the drugs was first evaluated 30 min after
administration, with evaluations every 30 min for a total of 180 min.

2.6. Statistical analysis

The data are expressed as the mean + standard error of the mean
(S.E.M.). The area under the curve (AUC) values was calculated from
the respective temporal course. The AUC for each dose of the assayed
drug was calculated by the trapezoidal method (Gibaldi, 1991). For
analysis of nociceptive sensitivity to mechanical stimulation at the
different time points and under different treatment, a two-way ANOVA
followed by a post hoc Tukey analysis was used. In the analysis of the
AUC, data were compared by an one-way ANOVA test followed by a
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Fig. 1. Response frequency (%) to tactile stimulus with von Frey filaments after
unilateral chronic constriction injury of the sciatic nerve (black bars) or Naive (white
bars) rats. von Frey filaments were applied 10 times to the plantar hind paw, and the
number of positive responses was recorded. Data were obtained 10 days after surgery,
and the mean + S.E.M. are shown, n = 6/group. ***P < 0.01 vs Naive rats as
determined by two-way ANOVA followed by Tukey test.

Tukey tests. In all of the statistical analyses, a P < 0.05 was considered
statistically significant. The analyses were performed using GraphPad
Prism 6.0 software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

3. Results

Fig. 1 shows that withdrawal responses increases forces on the
plantar surface of von Frey filaments in Naive rats and in CCI animals.
Naive rats did not respond to the stimuli of 1 and 6 g. However, a
response can be observed with the filaments of 10 and 15 g (6.0 + 2.4
and 20.0 = 7.1% respectively). It should be added that a greater
response with these same stimuli has been found in the CCI rats (61.7
+ 3.5 and 93.3 + 3.7% respectively); therefore, they are indicative of
mechanical hyperalgesia. Due to these results, we decided to use the
von Frey filament of 15 g to determinate the anti-hyperalgesic effect of
the drugs; moreover, a similar percentage of response is observed in
the Naive rats when stimulated with the filament of 100 g (92.0 +
3.7%).

3.1. Antinociceptive effects of drugs

The 3-h time course of the anti-hyperalgesic effects of NMIN
(562.3 mg/kg), BD-1063 (56.2 mg/kg), and Gabapentin (100 mg/Kg)
after a single s.c. administration was determined (Fig. 2). Vehicle
administration (saline solution and citrate buffer) did not show any
anti-nociceptive or pro-nociceptive effect, and no statistical differences
were observed between both vehicles. In both groups (CCI and sham),
the percentage baseline was remained throughout the experiment.
When analyzing the time course of the dosage showing the greatest
effect, the highest anti-hyperalgesic percentage for NMIN (562 mg/kg)
was observed at 60 min post-administration (73.3 + 4.2%) (Fig. 2A).

BD-1063 (56.2 mg/kg) achieved its maximum effect at 90 min post-
administration, showing an anti-hyperalgesic values increase of 76.8 +
6.1%. BD-1063 (56.2 mg/kg, s.c.) had a greater effect with respect to
NMIN (562 mg/kg, s.c.) at 120 min (P < 0.05). Gabapentin showed
maximum anti-hyperalgesic effect at 60 min post-administration with
the 100.0 mg/kg s.c. dose, achieving an anti-hyperalgesic percentage
increase of 81.7 + 5.1% (Fig. 2A). NMIN had a lower effect compared
to that of Gabapentin at 120 and 180 min, post-administration (P <
0.01).

The maximum value of the AUC obtained under these experimental
conditions was 275 a.u., whereas an AUC of 233.8 + 3.8 a.u. was
observed in the sham group. The sham group did not show any
hyperalgesic effects. NMIN (562 mg/kg, s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg,
s.c.), and Gabapentin (100 mg/kg, s.c.) administered individually
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Fig. 2. (A) Time course of the anti-hyperalgesic effects NMIN (562 mg/kg s.c.), BD-1063
(56.2 mg/kg s.c.) and gabapentin (100 mg/kg s.c.) after CCIL. The control groups (Sham
and CCI) were treated with the equivalent volumes of vehicle. Data are means + S.E.M.,
n = 6/group. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Veh; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs GBP;
*P < 0.05 vs BD-1063, as determined by two-way ANOVA followed by Tukey test. (B)
Area under the curve (AUC) for the anti-hyperalgesic effect produced by control groups
(Sham and CCI), NMIN (562 mg/kg s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg s.c.) and gabapentin
(100 mg/kg s.c.). Bars are the mean + S.E.M., n = 6/group. ***P < 0.001 vs Veh; & &P
< 0.01, ¥%& P <0.001 vs GBP as determined by one-way ANOVA followed by Tukey
test.

showed values of 167.08 + 11.2 a.u., 184.6 + 6.6 a.u. and 223.5 +
8.9 a.u., respectively. They had significant differences (P < 0.001)
compared to that of the CCI control group not receiving treatment
(13.9 + 1.5a.u.), as assessed by the one-way ANOVA test followed
Tukey test post-hoc (Fig. 2B). BD-1063 and Gabapentin showed an
anti-hyperalgesic effect that increased in a dose-dependent manner,
while NMIN showed significant effects from a dose of 316.2 mg/kg
(Fig. 3). There was no difference in efficacy between NMIN and BD-
1063; however, Gabapentin showed greater efficacy in the anti-
hyperalgesic effect when compared with NMIN and BD-1063 (P <
0.01). To determine the dosage required to produce 50% of the

. 2507 A NMIN (EDsy=411.8 £1.1)
o
£ ,00] ¥ BO-1083ED0=309: 10 K
° -l GBP (EDy=37.59+ 1.3)
L |
g)o 150
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Fig. 3. Dose-response curves for the anti-hyperalgesic effects of NMIN, BD-1063 and
gabapentin in CCI rats. Rats were treated with vehicle (saline solution or citrate buffer),
NMIN (31.6, 100.0, 316.0 and 562.0 mg/kg, s.c.), BD-1064 (5.6, 10.0, 17.8, 31.6 and
56.2 mg/kg, s.c.) or gabapentin (10.0, 17.8, 31.6, 56.2 and 100.0 mg/kg, s.c.) Data are
means + S.E.M., n = 6/group.
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Fig. 4. (A) Time course of the anti-hyperalgesic effects of NMIN (10 pg, i.t.), BD-1063
(10 pg, i.t.) and gabapentin (10 pg, i.t.) after CCI. The control groups (Sham and CCI)
were treated with the equivalent volumes of vehicle. Data are means + S.EM., n = 6/
group. ***P < 0.001 vs Veh as determined by two-way ANOVA followed by Tukey test.
(B) Area under the curve (AUC) for the anti-hyperalgesic effect produced by control
groups (Sham and CCI), NMIN (10 pg, i.t.), BD-1063 (10 pg, i.t.) and gabapentin (10 pg,
i.t.). Bars are the mean + S.E.M., n = 6/group. ***P < 0.001 vs Veh as determined by
one-way ANOVA followed by Tukey test.

maximum effect (EDsp), a linear logarithmic method was used. The
EDs5 values of the drugs indicated that there was a difference in anti-
hyperalgesic potency: Gabapentin (37.59 + 1.3 mg/kg, s.c.) was more
potent than NMIN (411.8 + 1.1 mg/kg, s.c.), but BD-1063 (30.9 +
1.1 mg/kg, s.c.) was the most potent of all (Fig. 3).

3.2. Anti-hyperalgesic effect by intrathecal route

The NMIN compound (10 pg), when administered intrathecally,
showed a decrease in hyperalgesia (anti-hyperalgesic effect) in rats with
chronic constriction of the sciatic nerve. NMIN (10 pg), BD-1063
(10 pg), and Gabapentin (10 pg) showed an anti-hyperalgesic effect
in the temporal course (Fig. 4A) when compared to that of the vehicle
(P < 0.001). Analyzing the effects between these drugs, no statistical
differences were found during the three h of evaluation. The same
tendency can be observed in the global anti-hyperalgesic effect,
expressed as an area under the curve (Fig. 4B), where NMIN (10 pg)
had an effect of 155.4 + 11.2 a.u., the effect of BD-1063 (10 pg) was
177.1 + 21.14 a.u., and that of Gabapentin (10 ug) was 208.8 +
19.5 a.u.

3.3. Inhibition of the anti-hyperalgesic effect of NMIN in the presence
of the selective agonist sigma-1

In order to determine if the anti-hyperalgesic effect of NMIN could
be due to sigma-1 receptor antagonism, its effect was analyzed in the
presence of (+)-pentazocine, a selective agonist of such receptors.
(+)-pentazocine administered subcutaneously, when stimulated with
the 15 g von Frey filament, did not modify the nociceptive threshold in
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sensitized rats (CCI). NMIN (316 mg/kg, s.c.) had a significant anti-
hyperalgesic effect in the time course with respect to the vehicle, with
its greatest effect being at 30 min post-administration (60.0 + 10.2%,
P < 0.001). However, when NMIN was administered in the presence of
the selective sigma-1 agonist [(+)-pentazocine] its effect was inhibited;
thus, the effect was 16.67 + 6.1% at 30 min, and was maintained for
3 h after administration (Fig. 5A). The AUC of the anti-hyperalgesic
effect of NMIN (316 mg/kg) was 122.09 + 16.2 a.u., while the
combination of NMIN (316 mg/kg) plus (+)-pentazocine (5.6 mg/kg)
the effect was 28.75 + 12.0 a.u. (Fig. 5B).

The anti-hyperalgesic effect of NMIN (10 pg) via intrathecal
administration in CCI rats was reversed when co-administered with
the agonist sigma-1 PRE-084 (100 pg, i.t.). This effect is demonstrated
in the temporal course (Fig. 5C). In addition, Fig. 5D shows that the
effect of NMIN (10 pg, i.t.) when expressed as an area under the curve,
was 146.8 + 12.2 a.u. When the overall effect of administration of
NMIN (10 pg, i.t.) + PRE-084 (100 pg, i.t.) was analyzed, it showed an
effect of 55.8 + 12.34 a.u. When administered individually in sensi-
tized rats, the Sigma-1 agonist PRE-084 (100 pg, i.t.) showed no effect
on CCI.

In order to confirm if one of the mechanisms of the anti-
hyperalgesic effect of NMIN is due to the antagonism of the sigma-1
receptors, we decided to employ non-sensitized (Naive), determining
first the effect of the sigma-1 agonist (PRE-084) (Fig. 6A). It should be
noted that the hyperalgesic effect was dependent on the concentration
being administered intrathecally. In the time course, it is shown that
the concentration of 100 pg in Naive rats was the one that triggered the
greatest hyperalgesic effect, being observed at 30 min post-adminis-
tration (68.57 + 14.64%). The effect decreased over of the time to
37.14 + 11.13% at 180 min post-administration.

Analyzing the AUC (Fig. 6B), there is a statistical difference (P <
0.01) between the concentration of 10 ug of PRE-084 (127.5 =+
8.0 a.u.) compared with that of the vehicle. The hyperalgesic effect
increased with the administration of 100 pug (166.1 + 7.5a.u.).
Likewise, this fig. shows the result of the administration of NMIN,
the hyperalgesic effect of the agonist PRE-084 is decreased to 78.21 +
7.5 a.u. in Naive animals.

It is important to note that although intrathecal administration of
the PRE-084 agonist causes an increase in sensitivity in intact rats
(166.1 + 7.5 a.u.), this is lower than that observed in CCI animals
(286.1 + 2.2 au.).

3.4. Withdrawal response in Naive rats

The effect of limb withdrawal was evaluated in Naive rats for 3 h
after drug administration. A force of 100 g was used, which induces a
response similar to that observed in the CCI rats with the 15 g filament.
The results showed that there was no alteration in the response during
the experiment period, and that the responses remained constant
(Fig. 7) because the administration of NMIN (562 mg/kg, s.c.), BD-
1063 (56.2 mg/kg, s.c.), and Gabapentin (100 mg/kg, s.c.) was not
different from the effect shown by administration of the vehicle.

3.5. Molecular docking

With the aim of determining the interaction form of the NMIN
compound with the sigma-1 receptor, it was docked into the receptor-
binding site obtained from Protein Data Bank (PDB ID: 5HK2) as
reported by Schmidt et al. (2016). The docked complex with lowest
binding energy was selected (-10.99 kcal/mol). The three-dimensional
structure of the protein was. Figs. 8A and B show a two and three-
dimensional graph of the binding of the NMIN compound to the
receptor. Interaction of the amide proton with the residue Glu172 was
observed, a double interaction of the ionizable amine of the heterocycle
with Glul72 was further observed, as was an interaction of - with
Tyr103. Although no binding to the amino acid Asp126 was observed,
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Fig. 5. (A) Time course of the anti-hyperalgesic effects NMIN (316 mg/kg, s.c.), (+)-pentazocine (5.6 mg/kg, s.c.) and NMIN (316 mg/kg s.c.) + (+)-pentazocine (5.6 mg/kg) after CCIL.
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< 0.001 vs NMIN (316 mg/kg) as determined by two-way ANOVA followed by Tukey test. (B) Area under the curve (AUC) for the anti-hyperalgesic effect produced by control groups
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0.001 vs Veh; € & &P < 0.001 vs NMIN (316 mg/kg) as determined by one-way ANOVA followed by Tukey test. (C) Time course of the anti-hyperalgesic effects NMIN (10 pg, i.t.), PRE-
084 (100 pg, i.t.) and NMIN (10 pg, i.t.) + Pre-084 (100 pg, i.t) after CCIL. The control groups (Sham and CCI) were treated with 20 pl of vehicle. Data are means + S.E.M., n = 6/group.
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs Veh; ¥P < 0.05, ¥ * %P < 0.001 vs NMIN (10 pg, i.t) as determined by two-way ANOVA followed by Tukey test. (D) Area under the curve (AUC) for the
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it should be noted that it is close to the interaction of NMIN with the
receptor.

4. Discussion

In the present work, the effect of NMIN in a specific neuropathic
pain condition it was evaluated, such as hyperalgesia in the chronic
constriction injury. This model simulates chronic nerve compression
and expresses pathological properties (hyperalgesia included) of neu-
ropathic pain in humans, occurring in nerve entrapment neuropathy or
spinal root irritation caused by lumbar disk herniation (Bennett and
Xie, 1988). Ten days post-injury, the animals showed an increase in
responses to the hyperalgesic stimulus (15 g von Frey filament), data
similar to that of previous studies (De la O-Arciniega et al., 2009).

Current therapy proposes the use of such drugs as topical lidocaine,
anticonvulsants, and/or tricyclic antidepressants for the treatment of
pain (O’Connor and Dworkin, 2009). However, preclinical level evi-
dence suggests the possible usefulness of sigma-1 receptor antagonist
drugs. In this sense, various receptor-antagonizing compounds have
shown an anti-nociceptive effect in animal models (Kim et al., 2008;
Son and Kwon, 2010; Nieto et al., 2012; Romero et al., 2012; Bangaru
et al., 2013). Consequently, our working group synthesized the NMIN
[N-2-morpholin-4-ylethyl-2-(1-naphthyloxy) acetamide], in order to
find an alternative to counter this pathological condition. Although
NMIN is a relatively simple chemical structure, the distance between
the lipophilic aromatic residue and the basic nitrogen atom of the
morpholine ring is probably sufficient to address the second hydro-
phobic binding site of the sigma-1 receptor as proposed by the
pharmacophoric model of Glennon (Glennon et al., 1994). The size of
the morpholine ring is just enough to interact with the first hydro-

phobic binding pocket (Navarrete-Vazquez et al., 2016).

In our results, NMIN reversed the hyperalgesic behavior provoked
by stimulation with the von Frey filament (15 g). In the analysis of the
area under the curve, NMIN shows the same efficacy as that of BD-
1063. However, according to our results, it did not present the same
DEs5o, and showed less potency than BD-1063. This phenomenon could
be explained by affinity, because the Ki for NMIN is 324 nM and
9.15 nM for BD-1063 (Garcia-Martinez et al., 2016; Matsumoto et al.,
1995). Therefore, a greater amount is required to obtain the same level
of effect as when NMIN is used. On the other hand, Gabapentin was
considered as a reference, a compound whose mechanism of action is
due to its binding to the a2-6 subunit of the calcium channels, thus
regulating the entry of calcium and consequently releasing excitatory
neurotransmitters into the pain-signaling pathway (Costigan and
Woolf, 2000; Rose and Kam, 2002; Ueda, 2006; Cheng and Chiou,
2006). At its highest dose, NMIN did not reach the efficacy shown by
Gabapentin, besides its ED5y was higher. Having been observed in
other studies however, it has not been ruled out that using other
therapeutic strategies, such as the use of combinations, can achieve
better results. Furthermore, is also possible to decrease the dosage of
those compounds that may have adverse effects (Lopez-Mufioz et al.,
1994; De la O-Arciniega et al., 2009). In our study, the maximum
dosage of each drug administered subcutaneously in Naive rats were
evaluated. It was observed that there were no changes in the response
to the mechanical stimulus, suggesting that there is no alteration in
perception or that some motor alteration could be responsible for the
anti-hyperalgesic effects.

As previously mentioned, the dorsal spinal cord is an important site
in the regulation of pain modulation (Kim et al., 2006, 2008), which is
why we decided to establish its anti-hyperalgesic participation at the
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Fig. 7. Time course of withdrawal response to tactile stimulus with von Frey filaments
(100 g) in naive rats administered with NMIN (562 mg/kg s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg
s.c.) and gabapentin (100 mg/kg s.c.). von Frey filaments were applied 10 times to the
plantar hind paw, and the number of positive responses were recorded. the mean +
S.E.M. is shown, n = 6/group. There is no statistical difference determined by two-way
ANOVA.

level of the spinal cord in addition to its systemic effect. In that sense, it
was shown that one of the sites where NMIN acts is at the spinal level;
in addition, NMIN had a similar effect to that of Gabapentin and BD-
1063 at the same drug concentrations.

Another interesting finding in our work was determining the role of
NMIN as a sigma-1 antagonist in the anti-hyperalgesic effect. Several
methodologies were performed, one of which was the systemic admin-
istration of NMIN in the presence of the selective agonist, (+)-penta-
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zocine. In addition, the PRE-084 agonist also reversed the effect shown
by NMIN via intrathecal. With the objective of confirming these
findings, the sigma-1 agonist was used to generate a hyperalgesic
effect; this was inhibited when administered in conjunction with NMIN
by the same route. Furthermore, our results show that NMIN can
interact with critical ligand-binding sites present at the sigma-1
receptor such as Tirl03 and Glul72 (Seth et al., 2001; Schmidt
et al.,, 2016). Although there is no interaction with other important
binding sites such as ASP126, this was shown to be close to the
interaction. Together, these results help to elucidate that NMIN
provokes an anti-hyperalgesic effect by acting as an antagonist of the
sigma-1 receptors. Moreover, the results allows us to deduce the
importance of sigma-1 receptors and their activation in the pathophy-
siology of neuropathic pain, as has been demonstrated in other studies.
Hence, the antagonism of sigma-1 receptors is an important therapeu-
tic target in the broad list of treatment that exists for this painful
condition (Entrena et al., 2009a, 2009b; Maurice and Su, 2009; Nieto
et al., 2012; Choi et al., 2013).

It is important to mention that there are contradictory studies
regarding the modulation of pain of sigma-1 receptors under non-
sensitization conditions. Initially, reports indicated that the adminis-
tration of an agonist could not generate nociceptive behavior (Entrena
et al., 2009a, 2009b; Sanchez-Fernandez et al., 2014). However, recent
evidence indicates, that, it is possible to generate nociception with the
administration of sigma-1 agonists (Roh et al., 2008; Yoon et al., 2010;
Choi et al., 2013). This data is consistent with our results, since the
administration of the compound PRE-084 was able to generate
hyperalgesia evoked by stimulation with the 15 g von Frey filament.
The discrepancies in the evidence could be due to experimental
conditions; in our results, systemic or intrathecal administration of
two sigma-1 agonists ((+)-pentazocine and PRE-084) in CCI showed no
effect. In this case, these data can be explained because when there is a
lesion, there is a maximum response threshold when the animals are
stimulated, which makes it impossible to observe a superior effect. On
the other hand, it is possible to observe the pro-nociceptive effect when
activating sigma-1 receptors in lesion-free rats, as previously has been
reported (Roh et al., 2008).

The anti-hyperalgesic effect of NMIN can be supported by those
who have reported that, in neuropathic pain, there is an increase in the
expression of the sigma-1 receptor in areas that control pain, especially
in the spinal cord, which is known to be the key to the control of pain
(Puente et al., 2009; Bangaru et al., 2013; Choi et al., 2016). Under
normal conditions there is a basal level of the protein, but once the
lesion occurs there is an increase in its expression, thus activation is
likely a consequence of the initial injury and subsequently the sigma-1
receptor plays an important role in the establishment of neuropathic
pain (Roh et al., 2008; Choi et al., 2016). Accordingly, It has been
determined that the activation of sigma-1 receptors evoke an interac-
tion within the NR1 subunit of the NMDA receptor, causing an increase
in glutamatergic signaling of painful pathways (Choi et al., 2016; Roh
et al., 2008; Yoon et al., 2010). Otherwise, there is little evidence of a
regulation of the GABAergic system by the sigma-1 receptors, there is a
report suggesting that the activation of the sigma-1 receptors generates
a decrease in this neurotransmission system that could be contributing
to deregulation in sensitization (Mtchedlishvili and Kapur, 2003).
Thus, it is possible that by the antagonism of the sigma-1 receptor,
the GABAergic neurotransmission can be reestablished, although
future experiments are necessary to clarify it. Besides, it has also been
suggested that sigma-1 receptors play an important role in the
modulation of the opioidergic pathway in the transmission of pain. It
has been proposed that this promotes a kind of braking action for the
activation of opioid receptors, and the activation of the sigma-1
receptor may even increase the inhibitory tone of the analgesic effect
of opioids (Sanchez-Fernandez et al., 2013). It has not been ruled out
that, in these conditions, a similar effect could be generated, one which
favors the activation of the GABAergic and the opioid systems, as well
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Fig. 8. (A) Two-dimensional interaction diagram of the predicted binding mode of NMIN with sigma-1 receptor. (B) Three-dimensional bonding model into the active site of sigma-1

receptor.

as inhibiting the activation of the NMDA receptor by the sigma-1
antagonism.

In summary, the present work shows evidence of anti-hyperalgesic
activity in the NMIN compound, and suggests that the mechanism by
which it acts is as a sigma-1 antagonist, thereby having an important
participation at the spinal level. It has not been ruled out that other
mechanisms could be involved. These results are intended to broaden
the range of compounds that are specifically designed to act as a sigma-
1 antagonist and to propose alternatives in the treatment of neuro-
pathic pain at the preclinical level.
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Abstract: Neuropathic pain has proven to be a difficult condition to treat, so investigational therapy has been sought that may
prove useful, such as the use of sigma-1 antagonists. Haloperidol (HAL) is a compound that shows a high affinity with these
receptors, acting as an antagonist. Therefore, the objective of this study was to demonstrate its effect in an experimental model
of neuropathic pain and corroborate its antagonistic action of the sigma-1 receptors under these conditions. BD-1063 was used as
a sigma-1 antagonist control, and gabapentin (Gbp) was used as a positive control. The antihyperalgesic and anti-allodynic
effects of the drugs were determined after single-dose trials. In every case, the effects increased in a dose-dependent manner.
HAL had the same efficacy as both BD-1063 and Gbp. In the analysis of pharmacological potency, in which the EDs, were
compared, HAL was the most potent drug of all. The effect of HAL on chronic constriction injury (CCI) rats was reversed by
the sigma-1 agonist (PRE-084). HAL reversed the hyperalgesic and allodynic effects of PRE-084 in naive rats. The dopamine
antagonist, (-)-sulpiride, showed no effect in CCl rats. These results suggest that HAL presents an antinociceptive effect via

sigma-1 receptor antagonism at the spinal level in the CCI model.

Neuropathic pain is characterized by an alteration in the ner-
vous system and is a condition which significantly affects peo-
ple’s quality of life [1,2]. Pharmacological therapy mainly
consists of the use of antiepileptic drugs such as gabapentin
(Gbp) or pregabalin, tricyclic antidepressants or topical treat-
ments such as capsaicin and lidocaine [3-5]. However, the
fact that not all patients respond adequately to current treat-
ments makes it necessary to extend the search for therapies by
exploring new strategies using different mechanisms of action.
In this sense, it has been suggested that sigma-1 antagonists
play an important role in the modulation of pain [6-8].

It is known that when neuropathic pain exists, there is an
activation of the sigma-1 receptor, which acts as a chaperone
in the modulation of various proteins; being the effect most
studied, the stabilization of the receptor to IP; in the mem-
brane of the mitochondria promotes an output of calcium to
the cytosol, thereby triggering multiple signalling pathways,
one of them being the activation of the NMDA receptor,
which is involved in the generation and maintenance of pain
[9-11]. Subsequently, a sigma-1 antagonist has been proposed
as an investigational therapy to counter this painful condition.

Previous reports have shown that the sigma-1 receptor, in
spite of being a chaperone, has activity that can be modulated
by diverse ligands that act as agonists or antagonists [12,13].
One of the compounds having a high affinity with sigma-1
receptors is haloperidol or ‘HAL’ [14-16], a butyrophenone
first synthesized in 1958 by Janssen, a Belgian pharmaceutical
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company, describing its activity as a dopaminergic antagonist
[17]. HAL was synthesized with the idea of treating psychosis
present in schizophrenia, but in some studies, it has been men-
tioned that HAL has analgesic activity and that this response is
mediated mainly by the sigma-1 receptor antagonism [14—
16,18]. Nevertheless, when regarding its use specifically for the
treatment of neuropathic pain, there is no evidence to prove its
effectiveness in treating this condition. Therefore, the aim of
this work has been to pharmacologically characterize the effect
of HAL in an experimental condition of neuropathic pain.

Materials and Methods

Animals. A total of 270 male Wistar rats [Crl(WD)fBR] (100-120 g at
the time of the surgery) were used in this work which were obtained
from the Centre of Investigation and Advanced Studies (Cinvestav-
Sede Coapa). The animals were housed in a room in a 12-hr light/
dark cycle with food and water available ad libitum. All experimental
procedures were approved by the Local Ethics Committee for the
Management of Laboratory  Animals of Department of
Pharmacobiology of Cinvestav-Sede Coapa, followed the Guidelines
on Ethical Standards for Investigations of Experimental Pain in
Animals [19] and the Official Mexican Norm (NOM-062-Z0O0-1999).
All tests were performed during the light phase. The number of
experimental animals was kept to a minimum, and after the end of the
study, the rats were killed immediately after the experiment by CO,
overdose.

Compounds. Haloperidol (MP Biomedicals, Illkirch, France), Gbp
(RIMSA laboratories, Mexico City, Mexico), BD-1063 (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) and PRE-084 (Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA) were used. HAL
was dissolved in citrate buffer, pH 4; Gbp, BD-1063 and PRE-084
were dissolved in saline solution (s.s.; 0.9% NaCl). The drugs were
prepared on the day of the experiments and administered
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subcutaneously (s.c.) in a volume of 2 mL/kg body-weight or
intrathecal (i.t.) route in a volume of 20 pL. Control animals received
the same volume of vehicle.

Chronic constriction injury model. The model of neuropathic pain
described by Bennett and Xie was used to generate hyperalgesia and
allodynia in the rats [20,21]. The rats were anaesthetized by an
intraperitoneal (i.p.) injection of a ketamine/xylazine mixture
(50:7.5 mg/kg). Later, the right common sciatic nerve was exposed
and four ligatures were placed with a spacing of approximately 1 mm,
in order to generate the chronic constriction injury (CCI). The sham
group underwent the same procedure except ligatures.

Behavioural testing. Ten days after surgery, the behaviour such as
allodynia and hyperalgesia in the rats was determined. The rats had an
adaptation period of 30 min. on the day of the test. They were placed
on a raised surface in acrylic containers. The determination of
hyperalgesia consisted of stimulations with the Von Frey filament of
15 g, because previous reports have shown that this stimulus is
considered as hyperalgesic [22]. Ten stimuli were applied with a space
of approximately 1-2 sec., and the responses were converted into a
per cent frequency (% = number of responses/10 x 100) [23]. Five
minutes after the last Von Frey filament test, the acetone test was
performed (cold allodynia). With the animals inside acrylic cages on
the elevated grid, 100 pL of acetone was applied to the surface of the
hind paw, without touching the skin, using a blunt plastic needle
connected to a syringe. The duration of lifting of the hind paw after
acetone stimuli during 1 min. was recorded [24]. Subsequently, the
response obtained was converted into a per cent (% = response to
time /response basal x 100).

Experimental ~ design. Figure 1 shows the complete sets of
experiments performed. Set 1 corresponds to development of allodynia
and hyperalgesia evaluated for 15 days after sciatic nerve ligation.
Sets 2 and 3 represent the protocols of systemic drug administrations,
while sets 4 and 5 correspond to the effects of the drugs when given
intrathecally.

Systemic effect. The assessment of acute effect on baseline
hyperalgesia and allodynia was recorded prior to the administration of
the drugs. Doses with logarithmic increments were used. The
experimental protocol consisted of assessing the antinociceptive effects
produced by each dose of HAL (0.017, 0.032, 0.056, 0.100,
0.178 mg/kg), BD-1063 (5.6, 10.0, 17.8, 31.6 and 56.2 mg/kg) and
Gbp (positive control) (10.0, 17.8, 31.6, 56.2 and 100 mg/kg). They
were given individually in a volume of 2 mL/kg by subcutaneous
route to six neuropathic rats per dose to obtain the corresponding
dose-response curves. Control rats were administered with a vehicle
in both the CCI and sham groups. The rats were tested every 30 min.
for 180 min. (3 hr), after administration. To clarify the possible
mechanism of action in the antihyperalgesic and anti-allodynic effects
of HAL, it was administered by systemic route (s.c.) 15 min. before
the selective sigma-1 agonist PRE-084 (31.6 mg/kg).

Intrathecal drug administration. For the purpose of determining the
possible role of HAL at the spinal level in the modulation of pain, as
well as to confirm the mechanism action, HAL (0.1, 1.0, 10 pg) was
administered individually through the intrathecal route according to
the methodology described by Mestre et al. [25], in both the CCI and
sham groups. (-)-Sulpiride (Sulp) (100 pg) was administered to rule
out the dopaminergic role of haloperidol (HAL) in its antinociceptive
mechanism of action and HAL (10 pg) + Pre-084 (100 pg) was given
to determine the possible role as a sigma-1 antagonist under these
conditions. Drugs were dissolved in 20 pL of vehicle and intrathecally
injected. In addition, to confirm the mechanism shown by HAL,

unsensitized (Naive) rats were administered with a sigma-1 agonist
(PRE-084) with a pro-nociceptive effect being determined. In another
group, HAL was injected 15 min. before the sigma-1 agonist. In all
protocols, the effect of the drugs was evaluated every 30 min. after
the administration for a duration of 180 min.

Statistical analysis. The data are expressed as the mean =+ standard
error of the mean (S.E.M.). The area under the curve (AUC) value
was calculated from the respective temporal course. The AUC for
each dose of the assayed drug was calculated by the trapezoidal
method [26]. For analysis of nociceptive sensitivity to mechanical
stimulation at the different time-points and under different treatment, a
two-way aNova followed by a post hoc Tukey analysis was used. In
the analysis of the AUC, data were compared by a one-way ANOvVA
test followed by a Tukey test. In all of the statistical analyses, a
p < 0.05 was considered statistically significant. The analyses were
performed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, USA).

Results

Figure 2 shows the time course of the development of hyper-
algesia (panel A) and allodynia (panel B) after CCI. At 8 days
after surgery, the maximum hyperalgesic response was
observed with 91.5 £ 2.3%. The maximum allodynic response
was observed on the seventh day with 96.4 £ 5.8%. In addi-
tion, we observed that these nociceptive responses remained
constant during our evaluation period (15 days), which is the
reason why we decided to use day 10 for the evaluation of the
effect of the drugs. The sham-operated group did not exhibit
any nociceptive reactions (21.7 £+ 4.8%).

Antinociceptive effects of drugs.

The effect of the drugs (HAL, BD-1063 and GBP) was evalu-
ated for a period of 3 hr after a single subcutaneous adminis-
tration. Fig. 3 shows that the administration of the vehicle
(saline solution or citrate buffer) has no effect per se. The per-
centages of hyperalgesia or allodynia were maintained in the
CCI group throughout the 3 hr of experimentation. In the
analysis of fig. 3, panel A, the antihyperalgesic effect is
shown. It was observed that the administration of HAL
(0.178 mg/kg, s.c.) obtained a maximum effect of
76.7 £ 11.4% at 90 min. and that of BD-1063 (56.2 mg/kg,
s.c.) at 90 min. after administration (76.8 + 6.1%), while Gbp
showed a maximal antihyperalgesic effect at 60 min. after
(86.0 £ 3.6%). HAL (0.178 mg/kg, s.c.)
showed a greater antihyperalgesic effect (p < 0.05) when com-
pared to BD-1063 (56.2 mg/kg, s.c.) at 30 min. after adminis-
value of the AUC in the
antihyperalgesic effect obtained under these experimental con-
ditions was 275 a.u., whereas an AUC of 233.8 + 3.8 a.u.
was observed in the sham group, which did not show any
hyperalgesic ~ effect. = Administered individually, HAL
(0.178 mg/kg, s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg, s.c.) and Gbp
(100 mg/kg, s.c.) showed values of 207.5 + 26.1 au.,
184.6 & 6.6 a.u. and 223.5 + 8.9 a.u., respectively. This
shows significant differences (p < 0.001) when compared to
the CCI control group not receiving treatment (13.9 + 1.5
a.u.), as assessed by the anova test followed by Tukey post

administration

tration. The maximum
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Fig. 1. Experimental protocols showing the number of animals used in each set of this study.

hoc test (fig. 3, panel B). HAL, BD-1063 and Gbp showed an
antihyperalgesic effect that increased in a dose-dependent
manner. There was no difference in their antihyperalgesic effi-
cacy. The estimated doses required to produce 50% of the
maximum effect (EDsg) varied for HAL (0.6 = 1.1 mg/kg),
BD-1063 (25.7 = 1.2 mg/kg) and Gbp (40.1 + 1.3 mg/kg).
The EDs, values of the drugs indicated that there was a differ-
ence in their antihyperalgesic potencies: HAL was more potent
than both BD-1063 and Gbp (fig. 4, panel A).

Regarding the anti-allodynic results obtained by this work,
HAL did not show a significant difference during the temporal
course when compared to Gbp. However, HAL obtained a
greater effect (p < 0.05) with respect to BD-1063 at 60 min.,
after administration. The maximum anti-allodynic effect of
BD-1063 (86.7 + 1.41%) was obtained at 30 min., whereas
Gbp (86.7 £ 1.41%) and HAL (93.3 £ 5.7%) obtained a
maximum response in the temporal course at 60 min. Subse-
quently, HAL showed a greater anti-allodynic effect
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Fig. 2. Responses to Von Frey test (panel A) and acetone test (panel
B) in chronic constriction injury and sham rats at time zero and after
15 days. Each point represents the mean £ S.E.M. n = 8/group.

(p < 0.05) with respect to BD-1063 at 60 min. after adminis-
tration (fig. 3, panel C).

The maximum value of the AUC in the anti-allodynic effect
obtained under these experimental conditions was 275 a.u., while
an AUC of 270.7 £ 3.0 a.u. was observed in the sham group.
HAL (0.178 mg/kg, s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg, s.c.), and Gbp
(100 mg/kg, s.c.) administered individually showed values of
236.1 £ 11.9 au., 2145 £ 88 awu. and 243.6 £ 4.9 au,
respectively. They showed significant differences (p < 0.001)
when compared with the CCI control group not receiving treat-
ment (13.9 £ 15.5 a.u.), as assessed by the aNova test followed
by Tukey post hoc test (fig. 3, panel D). HAL, BD-1063 and Gbp
showed similar anti-allodynic efficacy. The estimated dose
required to produce 50% of the maximum effect (EDs() varied
between HAL (0.4 £+ 2.4 mg/kg), BD-1063 (13.7 £ 1.2 mg/
kg) and Gbp (30.9 £ 1.1 mg/kg). The EDs, values of the drugs
indicated that there was a difference in their anti-allodynic poten-
cies: BD-1063 was more potent than Gbp, but HAL was the most
potent of all (fig. 4, panel B).

Antinociceptive mechanism of haloperidol.
Panels A and B in fig. 5 show the antihyperalgesic and anti-
allodynic effects of HAL (0.056 mg/kg), both individually and

in combination with the sigma-1 agonist, PRE-084 (31.6 mg/
kg), given by subcutaneous route. Subcutaneous administration
of PRE-084 did not modify the nociceptive threshold in sensi-
tized rats (CCI). HAL (0.056 mg/kg, s.c.) had a significant
antihyperalgesic (103.3 + 8.7 a.u., p < 0.01) and anti-allody-
nic effect (127.5 & 9.3 a.u., p < 0.05) with respect to the
vehicle, but there was a decrease when HAL was given in the
presence of the selective sigma-1 agonist (PRE-084); that is to
say, an antihyperalgesic (58.3 £ 10.4 a.u., p <0.001) and
anti-allodynic effect (52.0 & 9.3 a.u., p <0.001) had less
effect, respectively. Likewise, the dopaminergic antagonist,
(-)-sulpiride (100 mg/kg), showed no antinociceptive effects.

To determine the role of HAL at the central level, it was
administered intrathecally. HAL showed an antinociceptive,
concentration-dependent effect (fig. 6, panels A and B).
Greater antihyperalgesic (207.5 + 6.3 a.u.) and anti-allodynic
(246.7 £ 2.7 awu.) effects were observed when 10 pg was
administered at the spinal level. The administration of PRE-
084 (100 pg) decreased the antihyperalgesic and anti-allodynic
responses of HAL (10 pg). Otherwise, the intrathecal adminis-
tration of 100 pg of (-)-sulpiride did not show antinociceptive
effects (fig. 6, panels A and B).

Inhibition of the antihyperalgesic and anti-allodynic effects of
haloperidol in the presence of the selective agonist sigma-1
PRE-084.

With the purpose of confirming whether one of the antinoci-
ceptive mechanisms of HAL was due to the antagonism of the
sigma-1 receptors, it was decided to employ non-sensitized
(naive) rats. The pro-nociceptive effect of the sigma-1 agonist
compound (PRE-084 100 pg via i.t.) was determined. The
hyperalgesic effect was 166.1 £ 4.7 a.u., but in the presence
of HAL (10 pg via i.t.) it practically abolished the effect
(36.3 &£ 7.5 au.) (p <0.001). For the allodynic effect, the
agonist effect was 180.7 & 9.7 a.u. Individually, and in the
presence of HAL, the effect decreased significantly to
174 £ 5.0 a.u. (p < 0.001; fig. 7, panels A and B).

Discussion

In the present study, the CCI model was used to establish a
model of peripheral neuropathy. It has been shown that in
these conditions, it is possible to develop various painful beha-
viours such as allodynia and hyperalgesia [20,21,24], thus sup-
porting its use in the evaluation of afore mentioned drugs. It
is known that after nerve damage in the CCI, a process of sen-
sitization occurs in fibres A and C, suggesting that they are an
important part in both initiating and maintaining pain in this
model [27]. In our study, we performed a time course of the
development of hyperalgesia and allodynia, and a progressive
increase in both conducts was clearly observed, therefore con-
firming previous reports [22,28]. This allowed us to evaluate
the effect of HAL, BD-1063 and Gbp once neuropathy had
been established.

Neuropathic pain is a pathological condition in which the
use of non-steroidal anti-inflammatory drugs is limited, so
strategies such as the use of topical lidocaine, tricyclic
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Fig. 3. (Panel A) Time course of the antihyperalgesic effects of HAL (0.178 mg/kg s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg s.c.) and gabapentin (100 mg/kg
s.c.) after CCI. The control groups (sham and CCI) were treated with the equivalent volumes of vehicle. Data are means = S.E.M., n = 6/group.
*p < 0.05 versus BD-1063. (Panel B) Area under the curve (AUC) for the antihyperalgesic effect produced by control groups (sham and CCI),
HAL (0.178 mg/kg s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg s.c.) and gabapentin (100 mg/kg s.c.). Bars are the mean = S.E.M., n = 6/group. ***p < 0.001
versus VEH. (Panel C) Time course of the anti-allodynic effects of HAL (0.178 mg/kg s.c.), BD-1063 (56.2 mg/kg s.c.) and gabapentin (100 mg/
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n = 6/group. ***p < 0.001 versus VEH.

antidepressants or antiepileptics are used [4,5]; therefore, we
used Gbp, as positive control. Gbp is an antagonist of the o,-
6 subunit of calcium channels, which thereby prevents the
entry of calcium into the neuronal terminal and consequently
decreases hyperexcitability [29]. On the other hand, there are
previous studies that propose the use of a sigma-1 antagonist
as a therapeutic alternative for this type of pain [30-32].
Haloperidol is a compound a dopaminergic ligand, with
antagonistic activity. However, it has been shown to have a high
affinity with sigma-1 receptors [14,15]. In addition, HAL is able
to occupy a high percentage of sigma-1 receptors in areas
related to pain, and its preference for sigma-1 receptors is very
similar to that presented by dopamine receptors (table 1) [14].
Additionally, a clinical study has revealed that administration of
HAL decreases migraines [33], while several preclinical studies
show that administration of HAL decreases hypersensitivity by
antagonizing the sigma-1 receptors [15,18]. However, specifi-
cally referring to its use in the treatment of neuropathic pain,
there is no systematic evidence to prove its effectiveness in this
condition. Therefore, this study presents the first experimental
work that proposes its usefulness under neuropathic conditions.
In our study, HAL presented a dose-dependent effect. Although
it has been shown to act as a sigma-1 antagonist, we wanted to

find out whether its effect on this type of pain was due to this
mechanism. We suggest that when antagonizing dopaminergic
receptors, which is another main mechanism for HAL, this one
did not generate antinociception, which was captured in this
work and agrees with previous reports, where it is proposed to
have no effect [15,18], as dopaminergic agonists are those that
generate antinociception by activating downstream mechanisms
[34,35]. In addition, by reducing its effect in the presence of
PRE-084, it is shown that the mechanism by which HAL gener-
ates both antihyperalgesia and anti-allodynia is due to antago-
nism of the sigma-1 receptor. This result agrees with other
studies where it has been reported that HAL decreases painful
behaviours by being a ligand of the sigma-1 receptor, not by the
antagonism of dopaminergic receptors [15,18]. Besides, it was
found that HAL plays an important role in the modulation of
pain at a spinal level because it avoids the pro-nociceptive effect
obtained when administering PRE-084. This is possible because
the spinal cord is an area where expression of the sigma-1 recep-
tor is found, not to mention being known to mediate the modula-
tion and generation of neuropathic pain [11,36,37].

Analysing the dose—response curve of HAL and comparing
it with the prototype compound, sigma-1 antagonist (BD-
1063), its dose-response curve is more to the left, which
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Fig. 4. Dose-response curves for the antihyperalgesic (panel A) and
anti-allodynic effects (panel B) of haloperidol, BD-1063 and gabapen-
tin in CCI rats. Rats were treated with vehicle (saline solution or
citrate buffer), HAL (0.017, 0.031, 0.056, 0.10 and 0.178 mg/kg, s.c.),
BD-1064 (5.6, 10.0, 17.8, 31.6 and 56.2 mg/kg, s.c.) or gabapentin
(10.0, 17.8, 31.6, 56.2 and 100.0 mg/kg, s.c.). Data are
means £ S.E.M., n = 6/group.

represents that HAL presents greater potency at any point of
comparison. This could be explained by the fact that its affin-
ity with sigma-1 receptors is greater (table 1) [14,38]. On the
other hand, comparing its antihyperalgesic and anti-allodynic
effects to that of the reference drug Gbp, HAL showed a simi-
lar efficacy in both cases, suggesting that the use of HAL
could be a useful alternative for the treatment of neuropathic
pain. Our results are supported by previous data that, espe-
cially when dealing with neuropathic pain, expression of the
sigma-1 receptor in areas that control pain is found, particu-
larly in the spinal cord [37,39,40], and this may also explain
the effect of HAL when was given intrathecally.

There is still a lack of evidence about the activation of
sigma-1 receptors in the generation of pain, but several stud-
ies suggest that calcium output in the cytosol of the endo-
plasmic reticulum could be related to activation of the
NMDA receptor, thus promoting the output of the ion mag-
nesium, and thereby facilitating glutamatergic signalling
related to sensitization [37,40,41]. Another possible explana-
tion for the action of sigma-1 antagonists is their role in the
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Fig. 5. Area under the curve (AUC) for antihyperalgesia (panel A)
and anti-allodynia (panel B) produced by control groups (sham and
CCI) treated with vehicle, HAL (0.056 mg/kg s.c.), PRE-084 (PRE)
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modulation of opioid receptors. Due to the fact that previous
reports suggest that the sigma-1 receptor exerts an inhibitory
tonic effect on peripheral opioid receptors [42,43], it has not
been ruled out that antagonizing the sigma-1 receptor pre-
vents this physiological break and favours the action of
endogenous opioids. It seems logical then that by antagoniz-
ing the sigma-1 receptor as demonstrated by HAL, it could
decrease this painful signalling and promote some degree of
relief. Besides, another important feature of HAL is that
when metabolized, it generates some metabolites such as
reduced HAL, which have high affinity with sigma-1 recep-
tors and may be a contributing factor in the observed
antinociceptive effects [14,15,18].
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In another order of ideas, it is well known that dopaminer-
gic antagonists, including HAL, can produce extrapyramidal
symptoms such dystonia. In this study, the rats did not show
any presence of involuntary muscle contraction and abnormal
postures indicative of dystonia at the doses used; however, it
has been reported that higher doses may cause twisting of the
axial musculature, hyperflexion of the trunk related to these
drugs [44,45].

In summary, this study demonstrated that HAL presents
antihyperalgesic and anti-allodynic effects in a model of neu-
ropathic pain, suggesting its action through the antagonism of
the sigma-1 receptors. Hence, it will be important to consider
these results when looking for new therapeutic alternatives for
this type of pain.

A 300~
o
o]
<
S 200
(]
“‘.: dkk
Q
] &
7]
Q
S 100 1 88&
[
Q
o
>
= ]
0-
VEH PRE L 0.1 1.0 10 |
100ug | 1
HAL (ug)
L |
I 1
PRE
100 ug
B 300 -
o
=]
<
= 200 -
]
£
[+]
L2
S, 100 -
E &&&
P 88&
) ] i 0 =
0 ==
VEH PRE 0.1 1.0 10
100ug | |
HAL (ug)
L ||
Ll 1
PRE
100 ug

Fig. 7. Area under the curve (AUC) for the hyperalgesic effect (panel
A) and allodynic effect (panel B) produced by control groups (vehi-
cle), PRE-084 (PRE) (100.0 pg, i.t.) and PRE-084 (100 pg, i.t) +
HAL (0.1, 1.0 or 10.0 pg, i.t) in naive rats. Bars are the
mean + S.E.M., n = 6/group. ***p < 0.001 versus VEH; ¥p < 0.001,
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Table 1.

Affinity of ligands used in this study.
Ki (nM)

Ligand Activity c-1 Dopamine D-2
Haloperidol Antagonist 2.8 + 0.6" 27 + 1.4
BD-1063 Antagonist 9.15 + 1.28% -
PRE-084 Agonist 9.0 + 1.25 -
(-)-Sulpiride Antagonist - 6.0 £ 09*

Data from: “Bowen et al., 1990; 4“Matsumoto et al.,1995; 47Brown,
et al., 2004; **Freedman ef al., 1994
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