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RESUMEN

La menopausia es un estado biolégico en la vida de la mujer que se caracteriza,
entre otros cambios, por una deficiencia de estrogenos. En la clinica, las mujeres
en estado menopausico presentan una alta incidencia al aumento del tejido
adiposo lo que favorece la ganancia de peso corporal en comparacién con los
hombres. La obesidad es un factor de riesgo asociado con alteraciones en la
percepcion del dolor. Sin embargo, no esta bien establecido en qué sentido
modifica la percepcion del dolor o los mediadores quimicos que estan
involucrados, asi como su mecanismo de accion. Los AINES, como el
ketoprofeno, son farmacos frecuentemente utilizados en el tratamiento del dolor.
No obstante, no existen estudios que evalien la respuesta analgésica en
pacientes con sobrepeso y obesos. El objetivo de este estudio fue evaluar el curso
temporal de la nocicepcién térmica en ratas Wistar hembras hipoestrogénicas con
una ingesta alta en sacarosa (30% p/v) y analizar la respuesta antinociceptiva del
ketoprofeno en ellas. Se utilizaron ratas Wistar hembras, las cuales fueron
divididas en 2 grupos (n=10), a ambos se les realiz6 la ovariectomia bilateral. La
dieta consistio en alimento estdndar ad libitum y agua o una solucién de sacarosa
al 30% en el agua de beber durante 24 semanas para inducir el estado de
obesidad. Semanalmente se evalué el peso corporal, la nocicepcion térmica
mediante el método de Plantar test asi como el indice de masa corporal (IMC). A
las 4 semanas (estado de sobrepeso) y 17 (estado de obesidad) semanas con la
dieta, a ambos grupos se les determinaron los niveles de glucosa en sangre, peso
de la grasa abdominal, niveles de insulina, los mediadores de inflamacion (IL-13,
TNF-a) en tejido adiposo abdominal y expresiébn de adiponectina, leptina, -
endorfinas y 17 B-estradiol en suero por la técnica de ELISA. Ademas se evaluo el
efecto antinociceptivo de ketoprofeno (1.8-100.0 mg/kg, p.o.), en tratamiento
agudo, en estos dos estados de ganancia de peso. Los resultados mostraron un
incremento estadisticamente significativo en el peso corporal, grasa abdominal e
IMC en animales alimentados con sacarosa 30%. El sobrepeso y la obesidad
modificaron la respuesta antinociceptiva de ketoprofeno. Se observé una
respuesta bifasica a la estimulacion térmica, en el estado de sobrepeso se
observé una respuesta hiperalgésica (disminucion significativa en la latencia
térmica) y niveles elevados de insulina, IL-1B y TNFa; mientras que en estado de
obesidad se manifestd una respuesta hipoalgésica (aumento significativo en la
latencia térmica) y niveles elevados de insulina, 17- estradiol y B-endorfinas. La
administracion de ketoprofeno mostré efectos dependientes de la dosis en los dos
estados de ganancia de peso, pero la potencia y la eficacia antinociceptiva se
modificaron. Estos resultados sugieren alteraciones nociceptivas conforme avanza
el estado de obesidad en ratas ovariectomizadas. La respuesta bifasica es el



resultado de la hiperinsulinemia y de la activacion de mediadores proinflamatorios
como IL-1B8 y TNFa para hiperalgesia (sobrepeso) y 17- estradiol y p-endorfinas,
asi como niveles elevados de insulina para el estado hipoalgésico (obesidad).

ABSTRACT

Menopause is a biological state in woman’s life, and it is characterized by a
deficiency of estrogens. In clinics, menopausal women show a high incidence to
increase adipose tissue which promotes a greater body weight gain compared to
men. Obesity is a risk factor associated with alterations in pain sensitivity.
However, the chemical mediators that are involved as well as their mechanism of
action have not been adequately established yet. NSAIDs, as ketoprofen are drugs
frequently used in the treatment of pain. Nevertheless, there are no studies that
have evaluated the analgesic response in overweight and obese patients. The aim
of this study was to evaluate the time course of thermal nociception in hypoestronic
female Wistar rats with a high 30% sucrose intake and analyze the antinociceptive
response using ketoprofen. Female Wistar rats were used, divided into 2 groups
(n=10), both underwent bilateral ovariectomy. The diet consisted of standard food
ad libitum and water or a solution of 30% sucrose in their drinking water for 24
weeks to induce obesity status. Weekly body, thermal nociception and the body
mass index (BMI) was evaluated. Nociception was assessed using the Plantar test.
At 4 (overweight state) and 17 (obese state) weeks with diet in both groups the
levels of blood glucose, weight of abdominal fat, insulin levels, quantification of
inflammatory mediators (determined IL-13 , TNF-a) in abdominal adipose tissue
and expression of adiponectin, leptin, and 17-B-estradiol B-endorphin in serum by
ELISA were determined. In addition the effects of acute administration of
ketoprofen (1.8-100.0 mg/kg p.o.) in these two states of weight gain were
evaluated. The results showed a statistically significant increase in body weight,
abdominal fat and BMI in 30% sucrose-fed animals. A biphasic response to
thermal stimulation was observed: in the state of overweight an hyperalgesic
response (significant decrease in thermal latency) and high insulin levels, IL-13
and TNFa was exhibited, while in the state of obesity an hipoalgesic response was
manifested (significant increase in thermal latency) and high insulin levels, 17-3
estradiol and B-endorphin. Additionally, the administration of ketoprofen showed
dose-dependent effects in the two states gain weight, but antinociceptive potency
and efficacy were modified. These results suggest that nociception was altered in
the ovarientomized animals according obesity state progresses. The biphasic
response is the result of the hyperinsulinaemia and the activation of
proinflammatory mediators as IL-18 and TNFa to hyperalgesia (overweight) and
17-B estradiol and B-endorphin as well as an increase in the insulin levels for
hypoalgesic state (obesity). In addition, the state of overweight and obesity
modifies the antinociceptive response of ketoprofen.
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I. INTRODUCCION

En este trabajo se estudiaron las alteraciones nociceptivas producidas en el
progreso del estado de obesidad generado por una dieta alta en carbohidratos
(sacarosa 30 %) y los cambios en el efecto antinociceptivo de ketoprofeno (1.8-
100.0 mg/kg p.o.) durante el progreso de la obesidad. El analisis se llevo a cabo
en ratas hembras ovariectomizadas. A continuacion se revisan los antecedentes
en la literatura sobre la percepcion del dolor asociados generalmente con la

obesidad.

1. MENOPAUSIA

La menopausia es una etapa biolégica en la vida de la mujer caracterizada
entre otros cambios, principalmente por una disminucién en la produccién de los
estrogenos (Kok y cols., 2012). Y la cual ha sido asociada con diversos cambios
fisiolégicos. Por ejemplo, estudios a nivel clinico y preclinico han reportado que la
deficiencia de estrégenos estd relacionada con una mayor percepcion a los
estimulos dolorosos (Shuster, 2012; Meriggiola y cols., 2012) y un aumento en los
niveles séricos de citocinas pro-inflamatorias tales como interleucina-1p (IL-1p),
factor de necrosis tumoral-a (TNF-o) y de leptina (Zheng y cols., 1997; Kocyigit y
cols., 2013). Ademas, se ha sefalado que este déficit de estrégeno contribuye a
un aumento del tejido adiposo lo que favorece la ganancia de peso en mujeres

menopadusicas (Toth y cols., 2000; Rogers y cols., 2009).

2. OBESIDAD

La Organizacién Mundial de la salud, OMS (WHO por sus siglas en inglés)
define al sobrepeso y a la obesidad como una acumulaciéon anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud (WHO, 2000). En la actualidad el
sobrepeso y la obesidad representan un grave problema de proporcion epidémica



(Flegal y cols., 2012), que traen consigo complicaciones negativas en la calidad de
vida de las personas. La OMS clasifica a la obesidad segun el indice de masa
corporal (IMC) (Tabla 1), el cual consiste en dividir el peso en kilogramos entre la

talla (estatura, expresada en metros) elevada al cuadrado.

IMC = kg / m?

INDICE DE MASA CORPORAL

Normopeso Preobesidad OBESIDAD
Tipo | Tipo Il Tipo I
18.5-24.99 25-29.99 30-34.99 35-39.99 =40

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad: OMS, 2000.

El IMC proporciona la medida mas util del sobrepeso y de obesidad en la
poblacién en general, considerando que, es la misma para ambos sexos y para los
adultos de todas las edades. Hay que mencionar, ademas que existen otras
medidas antropométricas que se han propuesto como predictores de riesgo de
complicaciones metabdlicas como la resistencia insulinica, dislipidemias,
hipercolesterolemia, hipertension arterial, diabetes tipo Il, etc., (Flegal y cols.,
2012).

Por otra parte, se reconocen cuatro tipos de obesidad segun la distribucién
de la grasa: 1) periférica: acumulacién de masa corporal o porcentaje de grasa
independientemente de su sitio de acumulacién, 2) androide (forma de manzana):
acumulacion de grasa subcutanea, en el torax, la cara y abdomen, se presenta
frecuentemente en varones, 3) central: exceso de grasa abdominal visceral y, 4)
ginecoide (forma de pera), exceso de grasa en los muslos y caderas, se presenta

comunmente en mujeres (Flegal y cols., 2012).



2.1. Epidemiologia

La OMS ha reportado, que en el afio 2014, alrededor del 13 % (600
millones) de la poblacién adulta mundial (11 % de los hombres y 15 % de las
mujeres) eran obesos y de los mas de 1900 millones de adultos de 18 o mas afos
(38% de los hombres y 40 % de las mujeres) presentaban sobrepeso (WHO,
2016).

Por otro lado, organizaciones internacionales como la Organizacién para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) han alertado sobre el aumento
en la prevalencia de obesidad en México, teniendo en cuenta que, de las 1200
millones de personas que presentan sobrepeso y obesidad en el mundo, 80
millones son mexicanos y ubican a México en segundo lugar de los paises con
mayor indice en su poblacion, superado Unicamente por Estados Unidos de
América. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSANUT) del 2012,
mencion6 que 70 % de los mexicanos adultos tiene exceso de peso corporal y de
éstos, el 40 % muestran obesidad. Se hace mencion que la velocidad en el
incremento de la prevalencia de obesidad disminuy6é notablemente en el periodo
del 2006-2012 con 0.35 % anual contrastado con el periodo 2000-2006 que era del
2 % anual; no obstante, los individuos que tienen sobrepeso desarrollan obesidad,

en poco tiempo.

2.2. Factores predisponentes

El sobrepeso y la obesidad son enfermedades crdnicas de etiologia
multifactorial, que se originan por un desequilibrio energético entre calorias
consumidas y gastadas, a causa de alteraciones genéticas (regulacién enddcrina
del apetito), ambientales, socioculturales y psicolégicos (Bell y cols., 2005; Morton
y cols., 2006; Kantartzis y cols., 2011) como se puede apreciar en la figura 1.

En los ultimos afios, en el mundo, se ha ocasionado no solo un aumento en

la ingesta de alimentos hipercaléricos que son ricos en grasa, sal y azlcares pero

3



carentes en vitaminas, minerales y otros micronutrientes, sino también un declive
en la actividad fisica como efecto de la naturaleza cada vez mas sedentaria de
muchas formas de trabajo, de los nuevos modos de desplazamiento y de una
creciente urbanizacion (WHO, 2016). Por lo tanto, cuando la ingesta de energia
ingerida es superior a la energia gastada, el exceso de calorias se almacena en
los adipocitos en el tejido adiposo, los cuales aumentan en tamaio (hipertrofia)
y/o numero (hiperplasia), si este desequilibrio se mantiene, da origen a la
obesidad.

Factores biologicos:
Genes
Proteinas reguladoras
envejecimiento

Actividad fisica ‘ t Ingesta de alimentos

N

Factores psicolégicos: Factores sociales:
entornos familiares Alimentacion
Educacion Sendentarismo
Cultura

Figura 1. Factores etiologicos en la patogénesis de la obesidad. (Modificado de
Bells y cols.2005).

2.3. Obesidad, un trastorno inflamatorio

Durante los ultimos afios, se ha acumulado amplia evidencia que sugiere
que la obesidad esta asociada con un proceso inflamatorio que suele ser cronico
y de bajo grado de intensidad (Tilg y Moschen, 2006; Vachharajani y Granger,

2009) el cual se caracteriza principalmente por la expansion del tejido adiposo.



Esta inflamacion difiere del proceso inflamatorio clasico, en vista de que no
presenta la respuesta desencadenada por el organismo ante una infeccion o una
herida, caracterizada principalmente por diferentes manifestaciones biologicas
como hinchazon, rubor, dolor y fiebre, teniendo como fin el restablecimiento de la
homeostasis (Medzhitov, 2008); en cambio es similar en relacién a que comparten
las alteraciones en los mediadores quimicos de inflamacién clasicos y las vias de
sefalizacion (Medzhitov, 2008).

Evidencias clinicas han considerado que la obesidad presenta un estado de
inflamacion cronica de bajo grado, la cual es independiente de infecciones o dafios
tisulares. Es consecuencia de cambios ambientales que no estaban presentes en
los comienzos de la evolucion humana, como la dieta con alto contenido caldrico,
el sedentarismo, la exposicion a compuestos toxicos y el envejecimiento
(Medzhitov, 2008).

Hasta el siglo pasado se habia catalogado al tejido adiposo como el sitio de
almacenamiento de energia. Sin embargo, en la actualidad se han exhibido otras
funciones fisiolégicas, dado que el tejido adiposo es un 6rgano endocrino y activo
(Kershaw y Flier, 2004) capaz de liberar y almacenar mdultiples sustancias
bioactivas como adipocinas (leptina, adiponectina), citocinas (IL-1p, TNF-o)
hormonas (17-B-estradiol) y opioides (B-endorfinas) (Ramzan y cols., 1993;
Trayhurn, 2005, Deng y Scherer, 2010), que participan en la regulacion de
diversos tejidos, teniendo accion paracrina, autocrina e incluso ejerciendo efecto
en organos distantes (Figura 2). De igual modo contiene una gran diversidad de
receptores que le permite interactuar con otros efectores. En conjunto, las diversas
sustancias secretadas por el tejido adiposo ejercen diferentes efectos
farmacoldgicos que auln no estan bien establecidos hasta este momento por lo que
es de suma importancia discernir los efectos producidos por las proteinas

secretadas por el tejido adiposo.
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Figura 2. Principales proteinas secretadas por el Adipocito.
IL-1B: Interleucina 1-beta; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa.



2.4. Inflamaciéon

La inflamacion es una reaccion de defensa biologica que se presenta como
respuesta tanto a infecciones como a una diversidad de estimulos generadores de
lesion tisular (traumaticos, toxicos, isquémicos, autoinmunes, etc) (Hotamisligil,
2006; Medzhitov, 2008). Actia como un mecanismo homeostético y tiene como fin
una respuesta reparadora, cuyo objetivo final es mitigar la causa inicial de la lesion
celular asi como las consecuencias de las mismas, proceso que implica un
enorme gasto de energia metabdlica (Figura 3), por lo tanto, se considera que la
respuesta inflamatoria es beneficiosa. Esta respuesta involucra el reclutamiento
coordinado de componentes provenientes de la sangre, como proteinas del
plasma y leucocitos dentro del tejido perturbado. Esta migracion es facilitada por
alteraciones en la vasculatura local que conduce a la vasodilatacion, un
incremento en la permeabilidad vascular y un incremento en el flujo sanguineo. La
infeccién producida por microorganismos invasores generalmente es considerada
como la mayor causa que promueve la respuesta inflamatoria. Sin embargo, una
lesion (en ausencia de infeccion) o la exposicién ante particulas irritantes también
son activadores de la inflamacion (Medzhitov, 2008).

Este proceso inflamatorio consiste en una cascada estrechamente
coordinada de procesos inmunes, fisiolégicos y conductuales. La activacion de
células cebadas y macrofagos residentes del tejido conduce a la produccion y
liberacibn de diversos mediadores inflamatorios que incluyen citocinas,
qguimiocinas, aminas vasoactivas, eicosanoides y productos de cascadas
proteoliticas que en conjunto generan los signos y sintomas caracteristicos de
esta respuesta. Se sabe que la inflamacion se caracteriza por: tumor (hinchazon),
rubor, calor, dolor y pérdida de la funcién (Hotamisligil, 2006; Medzhitov, 2008).

Aunque la inflamacién suele acompafarse de una respuesta caracterizada
por un cuadro clinico especifico, en ocasiones, la inflamacion provoca una
reaccion generalizada a modo de espiral sin control, que conduce al fracaso
funcional de los diferentes 6rganos y sistemas, provocando, la muerte del paciente
(Hotamisligil, 2006).



“Los fagocitos fagocitan
bacterias y células muertas,

4, Las plaguetas sellan
los capilares.

2. La histamina aumenta la
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permitiendo la llegada de
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Figura 3. La respuesta inflamatoria es una linea secundaria de defensa ante la
invasion de patdégenos u otro tipo de dafio al tejido. La respuesta inicia cuando el
tejido dafado libera histamina y otras sustancias, lo cual atrae a células inmunes
al area dafiada a través del flujo sanguineo. La histamina causa vasodilatacion
celular lo que facilita que fagocitos y otras células inflamatorias migren hacia la
lesion. Los fagocitos ademéas de tener como funcién principal fagocitar a
patbgenos, también liberan una serie de mediadores inflamatorios que
desencadenan y amplian la respuesta inflamatoria.



2.5. Consecuencias de la obesidad

Los principales efectos deletéreos de la obesidad radican en las
enfermedades crénicas que se correlacionan con un aumento en el IMC, como
son: trastornos cardiovasculares, cancer, entre otras, y que actualmente son las
de mayor mortalidad en el mundo y en nuestro pais (Guh y cols., 2009). Es
necesario resaltar que estos pacientes tienen otras complicaciones, como la
presencia de dolor. Varios estudios poblacionales han demostrado que la
ganancia de peso es un factor de riesgo asociado con varios sindromes dolorosos,
por ejemplo: osteoartritis, dolor de espalda baja, fiboromialgia, etc. (Hitt y cols.,
2007; Marcus, 2004; Grotle y cols., 2008; Peterlin y cols., 2010; D"Arcy, 2011). Sin
embargo, los mecanismos que subyacen a esta asociacion no estan bien
establecidos. Mdltiples estudios muestran que un incremento en la cantidad de
tejido adiposo es el responsable de las enfermedades antes mencionadas; por
tanto, se ha replanteado el papel del tejido adiposo en el cuerpo humano, pasando
de ser un simple reservorio de acidos grasos a un Organo que participa en
procesos endocrinos e inflamatorios, que favorecen la aparicion de alteraciones
dolorosas (Hitt y cols., 2007).

3. DOLOR

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

describir en términos de la magnitud del dafio” (Loeser y Melzack, 1999).



3.1. Fisiologia del dolor

La nocicepcién es un término neurofisiolégico que se refiere a los procesos
neuronales por los cuales se detectan los estimulos nocivos. Este mecanismo
electroquimico comprende los procesos de transduccion, transmision, modulacion

y percepcion (Hyman y Cassem, 1995).

Los estimulos dolorosos de tipo térmico, mecénico y quimico se detectan
por terminaciones nerviosas de neuronas sensoriales aferentes primarias
denominadas nociceptores (Julius y Basbaum, 2001), cuyos somas se encuentran
en ganglios sensoriales como los ganglios de la raiz dorsal (GRD). La sefal
eléctrica producida mediante la transduccién del estimulo nocivo es procesada en
forma de potencial de accién que viaja a través de las fibras aferentes primarias y
es transmitida a las neuronas de segundo orden en el asta dorsal de la médula
espinal. En esta regién y mediante un proceso de modulacién sinaptica, se inhibe
o amplifica esta sefal eléctrica. Desde la médula espinal la sefial se proyecta a
neuronas sensoriales de tercer orden localizadas en centros superiores del
cerebro, donde se percibe e interpreta como desagradable (Figura 4) (McMahon y
Koltzenburg, 2005).

Corteza 4
Percepcién

2

Transmision

|

Talamo

1

Transduccion

Q‘ Estimulo

nocivo

Haz -
espinotalamico

3 Modulacién Nociceptor

Figura 4. Procesos que participan en la percepcién del dolor (Modificado de
McMahon y Koltzenburg, 2005).
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3.2. Clasificacién del dolor

Existen multiples clasificaciones del dolor; pero de acuerdo a su mecanismo
neurofisiolégico, el dolor puede ser clasificado en: nociceptivo, inflamatorio y
neuropatico (Woolf, 2004).

3.2.1. Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo, también citado dolor fisiolégico o normal, se presenta
en todos los individuos como consecuencia de la aplicacion de estimulos nocivos
que pueden ser térmicos, quimicos, eléctricos 0 mecanicos que producen dafio o
lesibn en 6rganos somaticos o viscerales (Julius y Basbaum, 2001), como se
puede visualizar en la figura 5. Este tipo dolor se caracteriza principalmente por
ser de utilidad para el organismo ya que invoca acciones de proteccion y defensa
ante la presencia de un estimulo dafiino en el ambiente (Woolf, 2004), en general
no requiere tratamiento médico (Loeser y Melzack, 1999).
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Figura 5. Dolor nociceptivo. Los estimulos nocivos de tipo térmico, mecanico o
quimico son detectados por los nociceptores, los cuales transducen la informacion
mediante la generacion de potenciales de accion. Estos potenciales son
conducidos desde la periferia hasta la médula espinal, donde se transmiten a
neuronas de segundo orden, encargadas de llevar el estimulo a centros
supraespinales donde se integra la percepcion del dolor. Abreviaturas: Receptor
de potencial transitorio vanilloide (TRPV1-4), canal de potasio con dos dominios
de poro (TREK1-2), canal de potasio estimulado por &cido araquidénico y
relacionado a TWIK (TRAAK), canal iénico perteneciente a la familia de las
degenerinas de mamiferos (MDEG), receptor de potencial transitorio subfamilia A
miembro 1 (TRPAL), receptor de potencial transitorio subfamilia M miembro 8
(TRPMS8) y canal i6nico sensible a acido (ASIC) (Modificado de Scholz y Woolf,
2002).
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3.2.2. Dolor Inflamatorio

Es la consecuencia de cualquier lesibn o dafio tisular que originan una
reaccion inflamatoria, esto sucede cuando existen incisiones tisulares en la piel
(heridas, fracturas, desgarres musculares, etc.) presiones intensas (que originan
dafos tisular o isquemia), quemaduras, frio extremo, infecciones y/o lesiones
quimicas (por sustancias acidas o alcalinas). El proceso inflamatorio se caracteriza
por la presencia de calor, rubor, edema, pérdida de la funcién celular y la
presencia de dolor como resultado de la sensibilizacion de los receptores (Looser
y Melzack, 1999; Woolf y Salter, 2000). Multiples moléculas median la respuesta
inflamatoria y varias de ellas actian como precursoras de otros agentes pro-
inflamatorios (Woolf y Costigan, 1999). Asi, el dafio tisular, induce la activacion de
células cebadas, basdfilos, plaquetas, macrofagos, neutréfilos, células
endoteliales, etc, que conducen a la liberacion de diversos mediadores quimicos
como: citocinas, factores de crecimiento, neurotrasmisores peptidicos (sustancia
P, CGRP, bradicinina), lipidos (prostanglandinas, tromboxanos, leucotrienos),
proteasas extracelulares y protones. En conjunto todas estas sustancias forman la
denominada “sopa inflamatoria”, por lo tanto, algunas de estas sustancias
sensibilizan los nociceptores mientras que otras los activan directamente, lo que a
su vez, provoca que las neuronas del SNC muestren una amplificacion en su
capacidad de excitacion causando una mayor descarga espontanea y evocada,

generando el fenémeno de sensibilizacion periférica (Figura 6).
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Figura 6. Dolor inflamatorio. El dafio al tejido, la inflamacion y las células del
sistema inmune liberan varios mediadores quimicos que en conjunto forman la
“sopa inflamatoria” que activa o modifica las propiedades de la respuesta de los
nociceptores a un estimulo, induciéndose cambios en la respuesta de las
neuronas en el SNC. Modificado de Scholz y Woolf, 2002.

En estas condiciones se pierde la relacion entre la intensidad y duracion
del estimulo doloroso y viceversa, dando lugar a la aparicion de dos
caracteristicas importantes en el dolor inflamatorio (Figura 7): 1) alodinia (estimulo
normalmente no doloroso como la luz o el tacto, generara una conducta dolorosa)
e 2) hiperalgesia (el estimulo nocivo se percibird con mayor intensidad) (Woolf y
Costigan, 1999; Scholz y Woolf, 2002).

La generacion de la sensibilizacion periférica tiene como propdsito la
eliminacion del agente causal y la reparacion del tejido dafiado y el mantenimiento
de la homeostasis. Por ende, la hipersensibilidad que se percibe en el dolor
inflamatorio regresa a la normalidad cuando el proceso se controla;
subsecuentemente el sistema se restablece en respuesta al dafio generado (Woolf
y Salter, 2000).
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Figura 7. Representacion grafica de los fendmenos de alodinia e hiperalgesia que
ejemplifica las diferencias en la intensidad del estimulo y la respuesta dolorosa
gue evoca cada una en comparacion con la respuesta normal de dolor. Modificado
de Scholz y Woolf,2002.

3.2.3. Dolor neuropético

Llamado anormal o patoldgico, es el resultado de una alteracion de la
transmision de la informacion nociceptiva debida a una lesion a nivel del sistema
nervioso periférico o central (Woolf y Salter, 2000).

Para fines de este este trabajo nos centraremos principalmente en dolor

nociceptivo e inflamatorio.
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3.3. Mecanismos moleculares del dolor

El dolor es consecuencia de multiples mecanismos de accion. En algunos
sindromes dolorosos estos mecanismos son Unicos, sin embargo, otros se
encuentran presentes en varias condiciones dolorosas que pueden expresarse a
diferentes tiempos (Scholz y Wolf, 2002). En este sentido el dolor nociceptivo,
generado por un estimulo (térmico, quimico o mecénico) intenso pero sin dafio al
tejido, da como resultado un dolor transitorio que persiste pocos segundos, bien
localizado y que no desata procesos de sensibilizacion. Esta sefial intensa es
traducida por receptores especializados a corrientes despolarizantes que son
conducidas al sistema nervioso central a través de fibras aferentes primarias. En
este tipo de dolor participan receptores que responden a agentes fisicos y
guimicos, como son: los receptores de la familia TRPV y TRPM8 (Patapoutian y
cols., 2003), canales iénicos sensibles a acido (ASICs) y el canal TREK-1 que
pertenece a la familia de canales de potasio con dominios de poro (Mercado y
cols., 2005; Bayliss y Barret, 2008). En conjunto estos receptores son canales
iGnicos cuyo resultado final es la despolarizacion de la neurona generando una
breve percepcion de dolor (Costigan y Woolf, 2000; Scholz y Wolf, 2002), como se
puede observar en la Figura 8.

Por otro parte, cuando el estimulo es capaz de producir dafio al tejido (dolor
inflamatorio), se liberan una gran cantidad de sustancias endoégenas en el sitio de
lesion, las cuales pueden excitar o sensibilizar las fibras aferentes primarias. Se
sabe que estas sustancias forman parte de la sopa inflamatoria responsable de
este tipo de dolor (Woolf y Costigan, 1999; Sawynok y Liu, 2003). En este sentido,
los mecanismos que median el procesamiento de dolor de tipo inflamatorio es el
siguiente: en primer lugar, el dafio producido a las células del tejido libera protones
(H*) y ATP, los cuales despolarizan las fibras aferentes primarias por activacion de
los ASICs y canales purinérgicos, respectivamente (Costigan y Woolf, 2000). La
activacion de las fibras aferentes primarias (principalmente fibras C) produce
potenciales antidromicos y ortodrémicos que liberan neuropéptidos como la
sustancia P y el CGRP (Wall y Devor, 1983; Willis, 1999). A su vez, los péptidos
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no soélo despolarizan terminales nerviosas vecinas, las cuales son responsables de
la vasodilatacion y extravasacion plasmatica, sino también regulan la secrecion de
diversos mediadores inflamatorios en distintos tipos celulares (Szolcsényi, 1988;
Costigan y Woolf, 2000).

Se debe agregar que las células endoteliales activadas expresan moléculas
de adherencia por ejemplo, la selectina E, la selectina P, la ICAM-1 (molécula de
adherencia intracelular) y la VCAM-1 (molécula de adherencia de células
vasculares) que intervienen de modo fundamental para precondicionar y orientar a
las células circulantes hacia el sitio de inflamacion (Roberts y Morrow, 2002). La
migracion de células al tejido dafiado causa la liberacion de numerosos
mediadores del dolor, entre los cuales se encuentra 5-HT, que es liberada por
plaguetas, células cebadas y endoteliales (Taiwo y Levine, 1992). Ademas la 5-
HT, las células cebadas incorporan a la sopa inflamatoria histamina,
prostaglandinas y bradicinina (Costigan y Woolf, 2000). Por su parte, los
macroéfagos liberan citocinas (IL-18, IL-6 y TNF-a) y factores de crecimiento (NGF
y LIF). En conjunto estos mediadores actlan sobre sus respectivos receptores
sensibilizando o despolarizando a las fibras aferentes primarias (Fajardo y cols.,
2001; Kidd y Urban, 2001).

Por tanto, la sensibilizacion periférica ocurre inicialmente mediante la
activacion de numerosas cinasas, que a su vez fosforilan multiples proteinas, entre
las cuales podemos mencionar canales idnicos dependientes de voltaje y canales
i6nicos operados por ligando, ocasionando asi un incremento de corrientes de Na*
y Ca?* y una disminuciéon de corrientes de K* (Gold, 1999; Millan, 2002), como

podemos visualizar en la figura 8.
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Figura 8. Mecanismos moleculares de la sensibilizacion periférica. Abreviaturas:
Factor de necrosis tumoral a (TNF-a), factor inhibidor de la leucemia (LIF),
interleucina 6 (IL6), serotonina (5-HT), prostaglandina E2 (PGE2), interleucina 13
(IL1B), factor de crecimiento neural (NGF), adenosintrifosfato (ATP), iones
hidrogeno o protones (H+), canal vanilloide de potencial transitorio 1 (TRPV1),
receptor a histamina 1 (H1), receptor a prostaglandina E2 (EP), receptores a
bradicinina 1y 2 (B1/B2), receptor a interleucina 1 (IL1-R), receptor tirosina cinasa
A del factor de crecimiento neural (TrkA), receptor purinérgico 2x (P2X), canales
ibnicos sensibles a &cido (ASIC), proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C
(PKC), canales de sodio resistentes (TTXr) y sensibles (TTXs) a tetrodotoxina.
Modificado de Costigan y Wolf, 2000.

Seguido de estos cambios tempranos (segundos), se inician cambios
transcripcionales (minutos) debido a la activacion de proteinas cinasas que
fosforilan factores de transcripcién y neurotrofinas como el NGF, el cual se
internaliza junto con su receptor de membrana TrkA al nucleo celular, lugar donde

se inician los cambios transcripcionales (Leslie y cols., 1995). Estos cambios
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refuerzan la excitabilidad neuronal ya que se aumenta la sintesis de moléculas
involucradas en la transmision nociceptiva, como la sustancia P y el CGRP (Apfel,
2000; Costigan y Wolf, 2000) que afectan no solo a las fibras C, sino también a las
fiboras AB y A3 modificando su fenotipo e inervacion en el asta dorsal (Woolf y
cols., 1992; Woolf y Salter, 2000; Sawynok y Liu, 2003).

En el asta dorsal de la médula espinal, un estimulo nocivo pero sin dafio al
tejido libera glutamato de las terminales centrales de las fibras aferentes primarias.
En consecuencia el glutamato transmite el impulso nociceptivo a través del
receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato (AMPA) que genera
potenciales post-sinapticos excitatorios rapidos que sefalan la duracion, la
intensidad y la localizacion del estimulo periférico nocivo, razén por la cual, sirve
como un sistema de advertencia al organismo (Woolf y Costigan, 1999). En
contraste con lo anterior, cuando existe dafio al tejido, los potenciales generados
son mas intensos y sostenidos liberando ademas neuropéptidos como la sustancia
P y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), los cuales activan
receptores post-sinapticos desencadenando multiples cascadas de transduccion
(Michael y cols., 1997; Costigan y Woolf, 2000; Khasabov y cols., 2002).
Posteriormente, el glutamato activa receptores AMPA que despolarizan a las
neuronas post-sinapticas. La despolarizaciéon remueve al i6bn Mg?* que bloquea al
canal N-metil-D-aspartato (NMDA) permitiendo la activacion por glutamato,
trayendo como resultado un incremento en la concentracion de Ca?* intracelular
(Woolf y Salter, 2000). El incremento de Ca?* intracelular y los mdltiples receptores
activados estimulan la participacién de diversas enzimas como la sintasa de 6xido
nitrico y la ciclooxigenasa, ademas de varias proteinas cinasas como la proteina
cinasa A (MAPK), proteina cinasa C y la proteina cinasa activada por mitégenos
(Woolf y Costigan, 1999). Las proteinas cinasas fosforilan receptores de
membrana y canales iénicos haciendo mas excitable a la neurona, como es el
caso del canal NMDA que al ser fosforilado puede permanecer mas tiempo abierto
y ser mas sensible a la presencia de glutamato. Todos estos procesos en su
conjunto producen sensibilizacion central (Figura 9) e inducen cambios

transcripcionales como el incremento en el acido ribonucleico mensajero (ARNm)
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que codifica al receptor tirosina cinasa B (TrkB) después de dos horas de
producirse el dafio al tejido (Mannion y cols., 1999). En sintesis, la gran variedad
de mediadores quimicos liberados por el dafio tisular y el proceso inflamatorio

alteran la actividad y el metabolismo de las neuronas sensoriales.
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Figura 9. Mecanismos moleculares de la sensibilizacién central. Abreviaturas:
Factor neurotrofico derivado del cerebro (BNDF), sustancia P (SP), receptor a
prostaglandina E2 (EP), receptor tirosina cinasa B del factor neurotréfico derivado
del cerebro (TrkB), receptor N-metil-D-aspartato de glutamato (NMDA), receptor a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato de glutamato (AMPA), receptores
metabotropicos de glutamato (mGIuR), receptor neurocinina 1 de sustancia P
(NK1), prostaglandina E2 (PGE2), proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa A
(PKA), 1,4,5-inositol trifosfato (IP3), oxido nitrico (NO), sintasa de Oxido nitrico
(NOS), ciclooxigenasa 2 (COX-2). Modificado de Costigan y Wolf, 2000
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4. GANANCIA DE PESO Y PERCEPCION DE DOLOR

En la actualidad, el sobrepeso y la obesidad son un grave problema de
salud publica a nivel mundial, con un impacto negativo en la calidad de vida de las
personas (Flegal y cols., 2012). Adicionalmente, la obesidad se considera como un
proceso inflamatorio de bajo grado y factor de riesgo asociado con varias
condiciones dolorosas (Hitt y cols., 2007). Los trastornos de dolor mas comunes
son los de tipo inflamatorio, nociceptivo, neuropatico y sensitivo, que afectan a una
gran parte de la poblacién con consecuencias clinicas y socioeconémicas. Los
casos mas frecuentes que han sido documentados son: dolor de espalda (Hitt y
cols., 2007; D"Arcy, 2011) osteoartritis (Grotle y cols., 2008) a causa de un efecto
mecanico sobre las articulaciones por la ganancia de peso y varias condiciones
de dolor cronico, entre las cuales podemos mencionar, fibromialgia (Marcus,
2004), cefalea y migraia (Peterlin y cols., 2010). Observaciones similares se han
realizado en animales macho con diferentes modelos de induccién de obesidad
(genéticos, dieta hipercalorica o dieta alta en grasa), y se ha reportado una mayor
sensibilizacion al umbral térmico comparado con sus controles (Raone y Porter,
1986; Raone y Martin, 1990; Buchenauer y cols., 2009). Estos comportamientos
ante estimulos dolorosos pueden explicarse por mecanismos fisioldgicos
resultantes del incremento de la grasa abdominal. Evidencias recientes sugieren
gue la expansion del tejido adiposo por el peso excesivo libera ciertos marcadores
inflamatorios, como son TNFa, IL-1B y ciertas adipocinas entre las cuales
podemos citar la leptina (Kershaw y Flier, 2004). Incluso, esta bien establecido que
estos marcadores inflamatorios y la leptina contribuye al desarrollo de dolor e
hiperalgesia (Ferreira y cols., 1988; Cunha y cols., 1992; Kutlu y cols., 2003). Por
ende, estas evidencias sugieren que alteraciones en la expresiéon de estos
marcadores podrian jugar un papel importante entre la generacion del dolor y el
incremento de peso. Hay que sefialar, ademas que el estado de sobrepeso y la
obesidad son factores de riesgo para varios trastornos metabdlicos, por ejemplo,

alteraciones en los niveles de glucosa e insulina (Chan y cols., 1994; Rosenthal y
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cols., 2004; Malik y cols., 2010), los cuales han sido correlacionados con la
disfuncién nociceptiva (Sugimoto y cols., 2002, 2008).

Sin embargo, existen pocas evidencias que demuestran lo contrario, este
es el caso de Ramzan y colaboradores, quienes en 1993 demostraron que en
ratas macho obesas inducidas con una dieta alta en grasa durante 20 semanas,
se incrementd significativamente la latencia térmica en comparacion con sus
controles. En humanos obesos se han reportado estudios semejantes, donde han
mostrado perdida de la sensibilidad al dolor inducida por estimulos eléctricos
(Zahorska-Markiewicz y cols., 1983) y presion en piel (Khimich, 1997). Esta
modulacién del dolor puede ser causada por niveles altos de opioides enddgenos
(Givens y cols., 1980; Martinez-Guisasola y cols., 2001) y 17-B-estradiol (Macci6 y
Madeddu, 2011) reportado en el suero de mujeres obesas; dicho aumento se ha
correlacionado con la ganancia de peso. De hecho, es ampliamente reconocido a
nivel clinico y preclinico que el 17-B-estradiol y las endorfinas ejercen efectos
analgésicos (Liu y cols 2011; Amandusson y Blomgvist, 2013; Bodnar, 2014).
Asimismo, otras investigaciones han demostrado que la adiponectina una
hormona sintetizada principalmente por los adipocitos, inhibe marcadores pro-
inflamatorios como en el caso de TNFa (Wang y cols., 2005).

Por lo que se refiere a la asociacion entre dolor y el incremento de peso no
ha sido bien establecida, por lo que es necesario investigar si la obesidad participa

directamente en los trastornos de dolor.

5. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE KETOPROFENO E INCREMENTO DE
PESO

El dolor es una condicién que afecta a miles de personas en el mundo.
Diversas investigaciones han reportado alteraciones en cuanto a la percepcion del
dolor en sujetos y roedores obesos (Raone y Martin, 1990; Ramzan y cols., 1993;

Zhang y cols., 1994; Khimich, 1997; Sugimoto vy cols., 2008; Buchenauer y cols.,
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2009; Wilson y cols., 2010). Por esta razon, es comun que en estos pacientes los
tratamientos con analgésicos muestren efectos variados.

Con respecto, al tratamiento farmacolégico que mas frecuentemente se
utiliza para el alivio de dolor nociceptivo e inflamatorio, esta el uso de compuestos
opioides y analgésicos anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) (Ong y cols.,
2007). Los AINEs son los medicamentos mas extensamente prescritos en la
medicina clinica, son sustancias de estructura quimica variada no esteroidea
(Laine, 2001). Este grupo de medicamentos es indicado en el tratamiento de dolor
agudo y croénico (Whiteside y cols., 2004; Ong y cols., 2007). Se caracterizan por
compartir en diversos grados propiedades analgésicas, antiinflamatorios vy
antipiréticas (Dworkin y Gitlin, 1991). Dentro de este grupo se encuentra el
ketoprofeno. Se sabe que el ketoprofeno, al igual que otros analgésicos AINE’s,
ejerce su efecto mediante al menos tres mecanismos de accidén determinados a la
fecha: 1) inhibicion de la sintesis de prostaglandinas (Avauac y Teule, 1988;
Kubota y cols., 1997), 2) Interaccion con el sistema serotoninérgico (Diaz-Reval y
cols., 2001, 2004) e 3) inhibicion de citocinas proinflamatorias (Choi y cols., 2013).

Existen evidencias preclinicas en un modelo de inflamacién artritica (Diaz-
Reval y cols., 2001, 2004), inflamatorio (Miranda y cols., 2012) y agudo, que
demuestran que el ketoprofeno presenta efecto antinociceptivo empleando estos
mecanismos de accion y mostrando efectos dosis-dependientes. Sin embargo, no
hay estudios que evallen la respuesta analgésica al ketoprofeno en condiciones
en las que hay un aumento en el peso corporal. Por consiguiente, el efecto
antinociceptivo que puede tener este analgésico en estas condiciones es
desconocida, dado que, estad bien establecido que los efectos analgésicos de
algunos farmacos pueden variar en condiciones de ganancia de peso,
principalmente, a través de alteraciones farmacocinéticas y/o farmacodinamicas
(Lloret y cols., 2009). Incluso, se ha detallado que no es necesario aumentar las
dosis de morfina en sujetos obesos para conseguir efectos similares a los sujetos
de peso normal (Lloret y cols., 2009; Patanwala y cols., 2014).

La obesidad y el dolor son un problema de salud a nivel mundial que afecta

la calidad de vida de miles de personas en el mundo. Se debe agregar, ademas
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gue el estado menopadusico en la mujer favorece la ganancia de peso debido a
que causa un aumento del tejido adiposo. Por esta razén varios estudios han
correlacionado positivamente o negativamente la experiencia del dolor con un
aumento en el indice de masa corporal. Sin embargo, a pesar de las
investigaciones realizadas hasta el momento, la relacion causal entre ambos no es
clara, y también es desconocido el efecto que pueda tener un AINE (ketoprofeno)
en estas condiciones. Dado la alta complejidad de la obesidad, el dolor y la
menopausia, no existen muchos estudios sobre la percepcion del dolor asociado
con el aumento de peso. A la fecha, no se han realizado estudios en ratas
ovariectomizadas, en condiciones de avance del estado de obesidad que permitan
determinar si hay alteraciones nociceptivas en diferentes estados de ganancia de
peso, por lo que éste es un punto de gran interés en nuestro laboratorio.

En relacion con los antecedentes revisados formulamos la siguiente

justificacion.
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ll. JUSTIFICACION

Evidencias recientes han demostrado que el umbral al dolor puede cambiar
con la obesidad. Sin embargo, tanto en preclinica como en clinica, no hay estudios
que evallen el estado de la percepcion del dolor conforme avanza el estado de
obesidad en la menopausia. Asimismo, el mecanismo de accién por el cual se den
estos cambios, no esta bien establecido, por lo que es necesario investigar si la

obesidad participa directamente afectando la percepcion del dolor.

. HIPOTESIS

“El exceso de tejido adiposo, por una ingesta alta en carbohidratos, en ratas
Wistar hembras hipoestrogénicas, provocara alteraciones en la percepcion del
estimulo nociceptivo conforme progresa el estado de obesidad, y seran

modificados los efectos antinociceptivos de ketoprofeno”.

IV. OBJETIVOS GENERALES

e Determinar si existen modificaciones en la sensibilidad a la estimulacion
térmica (nocicepcion) en ratas ovariectomizadas obesas asi como evaluar
la participacion de los niveles de glucosa, insulina, TNFa, IL-18, leptina,
adiponectina, 17-B-estradiol y 3-endorfinas en la alteracion nociceptiva.

e Evaluar y analizar posibles cambios en los efectos de antinocicepcion de
ketoprofeno generados en ratas Wistar hipoestrogénicas conforme progresa

el estado de obesidad.
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. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Averiguar la sensibilidad al dolor nociceptivo, asi como cambios en el peso
corporal e indice de masa corporal (IMC) por 24 semanas en ratas Wistar
hipoestrogénicas (obesas-control y obesas-sacarosa).

Evaluar la hiperalgesia o hipoalgesia, en los diferentes grupos de ratas
mencionadas anteriormente, por el método de “Plantar test”.

Determinar niveles de glucosa, insulina y peso de grasa abdominal.
Cuantificar mediadores de inflamacion (IL-1B, TNF-a) en tejido adiposo
abdominal por la técnica de ELISA.

Medir la expresién de adiponectina, leptina, B-endorfinas y 17 B-estradiol en
suero por la técnica de ELISA.

Evaluar el efecto de ketoprofeno (1.8, 5.6 10, 17.8, 31.6 y 100.0 mg/kg) a
dosis Unicas, una vez establecido el estado de hiperalgesia o hipoalgesia a

las 4 y 17 semanas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembras [CrlI(WI)fBR), con un peso corporal entre
180-200 g al momento de la cirugia (ovariectomia). Los animales fueron obtenidos
del bioterio del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (Cinvestav-Sede Sur) y 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 llevdo acabo siguiendo los
lineamientos establecidos en las Guias Eticas 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 Etica para Manejo de Animales de Laboratorio del
Departamento de Farmacobiologia del Cinvestav-Sede Sur, que se ajustan a las
regulaciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de
los animales de laboratorio “NOM-062-ZO0-1999”. Todas las pruebas
experimentales se llevaron a cabo durante la fase de luz. El nUmero de animales
de experimentacion fue llevado al minimo y al final de las determinaciones
experimentales los animales fueron sacrificados utilizando una sobredosis de

diéxido de carbono.

2. Compuestos

Se utiliz6 sacarosa refinada para inducir el estado de obesidad, la cual fue
obtenida comercialmente de Suministros Ben-Hill, S.A. de C.V. (Ciudad de
México, México). El azucar fue disuelta en agua al 30% (peso/volumen). El
farmaco empleado fue ketoprofeno, obtenido de Sigma-Aldrich (México).
Ketoprofeno fue suspendido en una solucién de carboximetilcelulosa al 0.5 % y fue

administrado via oral en un volumen de 4 mL/Kg. Las dosis mencionadas en el
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texto se refieren a la sal del farmaco utilizado. Para determinar los niveles de
insulina  (ALPCO®), TNFa (Raybiotech®), IL-18 (Raybiotech®), leptina
(Raybiotech®), 17-B estradiol (Mybiosource®), B-endorfinas (Mybiosource®) vy
adiponectina (Millipore®) se utiliz6 el método de ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) mediante un kit comercial

especifico para cada determinacion.

3. Técnica quirurgica (ovariectomia)

Todos los animales fueron anestesiados mediante una inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de 50 mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilazina para
posteriormente realizar la extraccion bilateral de los ovarios. De forma sencilla,
estd técnica consistio en: realizar un procedimiento de rasurado en la zona
abdominal y pélvica de los animales. A continuacion, se efectu6 una incisién
longitudinal de aproximadamente 1.5 cm, después, la piel fue separada del
musculo, y una segunda incision de aproximadamente 0.5 cm se realiz6 en el
muasculo para exponer los ovarios. Las trompas de falopio fueron ligadas y
cortadas por debajo de la ligadura. Después de la escision, el masculo y la piel
fueron suturados. Por consecuencia, esta cirugia causé un estado de
hipoestrogenismo en los animales de experimentacién. El modelo de ovariectomia
fue utilizado no s6lo como una causa directa del aumento de peso corporal
(Stubbins y cols., 2012; Da Silva y cols., 2014), sino también porque es un buen
modelo que mimetiza la menopausia de los seres humanos (Diaz-Brinton, 2012).

Todos los procedimientos fueron realizados bajo condiciones asépticas.

4. Disefio Experimental

15 dias posteriores a la cirugia (ovariectomia), 20 ratas Wistar hembras
ovariectomizadas, con un peso de 250-265 g, fueron distribuidas aleatoriamente
en 2 grupos experimentales (n=10): 1) ovariectomizadas-control (Ovx-Ctrl) y

ovariectomizadas alimentadas con sacarosa 30 % (Ovx-Suc). Antes de iniciar el
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tratamiento, las respuestas basales al umbral térmico y el peso corporal de ambos
grupos fueron medidos al tiempo “0” (es decir, inmediatamente después de la
administracion de la dieta respectiva).

Los grupos Ovx-Ctrl, recibieron alimento estandar (LabDiet® 5008) y de
beber, agua purificada ad libitum libre de sacarosa, mientras que a los animales en
el grupo Ovx-Suc, se les proporcion6 una solucion de sacarosa al 30% P/v en el
agua de beber ad libitum por un periodo de 24 semanas para inducir el estado de
obesidad. Durante este periodo, la nocicepcion térmica fue evaluada
semanalmente utilizando el método de “Plantar test” (método de Hargreaves,
UGO-Basile, Varese, Italia), ademas fue registrado el peso corporal asi como IMC
cada semana. En respuesta a la alteracién nociceptiva producida a las 4 y 17
semanas en animales ovariectomizados con sacarosa o agua ad libitum se
cuantificaron diferentes parametros en ambos tiempos como: los niveles de
glucosa en sangre, peso de la grasa abdominal, niveles de insulina, cuantificacién
de mediadores de inflamacion (IL-1B,TNF—a) en tejido adiposo abdominal y las
concentraciones de adiponectina, leptina, B-endorfinas y 17 B—estradiol en suero
por la técnica de ELISA.

Ademas se evaluo el efecto de la administracion aguda de ketoprofeno en
respuesta a los estimulos térmicos obtenidos a las 4 y 17 semanas en ratas Wistar
ovariectomizadas con su respectivo tratamiento. El protocolo experimental
consistid6 en dos grupos experimentales en los que los efectos antinociceptivos
producidos por ketoprofeno, dado individualmente, fue estudiado con su respectivo
vehiculo (carboximetilcelulosa 0.5%). En el primer grupo experimental, cada dosis
de ketoprofeno (1.8, 5.6, 10.0, 17.8 o 31.6 mg/kg p.o.) fue administrada en un
volumen de 4 mL/Kg en seis ratas Wistar ovariectomizadas alimentadas con
sacarosa o0 agua por un periodo de 4 semanas. En el segundo grupo, los animales
alimentados sin y con sacarosa durante 17 semanas fueron administrados al final
de este periodo con diferentes dosis de ketoprofeno (10.0, 31.6, 100.0 mg/kg p.o.)
y su respectivo vehiculo, con la finalidad de obtener cursos temporales, area bajo
la curva y analizar en las curvas dosis respuestas (CDR) cambios farmacolégicos

en eficacia y potencia, asi como determinar en los cursos temporales latencia,
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efecto maximo, duracién de efecto, efectos a tiempo fijo y efectos globales. Todos
los animales fueron examinados cada 30 minutos por un periodo de 240 min (4 h)

post-administracion del farmaco.

5. Determinacion del indice de masa corporal

El peso corporal y la altura (longitud de la nariz al ano) de los grupos Ovx-
Ctrl y Ovx-Suc fueron determinados semanalmente por un periodo de 24
semanas. El IMC fue determinado dividiendo el peso de cada animal (g) por el
cuadrado de su longitud de la nariz al ano (cm). El estado de obesidad en los
animales se define por un IMC mayor de 0.68 g/cm? (Novelli y cols., 2007).

6. Medicion de la actividad nociceptiva y antinociceptiva

Para evitar el estrés adicional, los animales fueron aclimatados antes de
iniciar la prueba conductual por un lapso de 10 minutos en el lugar de la prueba
hasta que se observo una disminucion del comportamiento exploratorio.

La respuesta nociceptiva térmica fue evaluada por medio del método de
Hargreaves (UGO-Basile, Varese, lItalia) (Hargreaves y cols., 1988) conocido
como método de plantar test. Este método consiste de un sistema en el cual se
aplica calor radiante (60 hertz) en el lado plantar de la extremidad trasera del
roedor. Durante la estimulacion térmica fue registrada la latencia de retirada de la
extremidad en segundos, la cual se mide con la ayuda de un dispositivo
fotoeléctrico que tiene incorporado un temporizador que muestra el tiempo de
reaccion en incrementos de 0.01 segundos, con un tiempo de corte de 30
segundos para evitar el dafo tisular. La latencia de retiro fue determinada cuando
el animal retira la extremidad de la estimulacion luminica de manera rapida, con
una sacudida, generando una conducta de lamido de la extremidad o saltando
lejos de la fuente de calor. Fueron realizadas 3 lecturas de latencia por animal.
Con un intervalo de 5 minutos entre cada lectura. Los datos fueron expresados

como la latencia de retiro y medidos en segundos.
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7. Evaluacion de los niveles de glucosa en sangre

Los animales fueron privados de alimento 12 horas antes de la realizacion
de la prueba. Los niveles de glucosa en sangre total se midieron a las 4 y 17
semanas en todos los grupos. De la vena safena de la cola de los animales, fue
colectada sangre lo mas rapidamente posible con un volumen minimo de 1 L. Los
niveles de glucosa fueron medidos utilizando un sistema de glucometro Accu-

Check Performa (Mannheim, Baden-Wurttemberg, Alemania).

8. Obtencidn de suero y tejido adiposo abdominal

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion a las 4 y 17 semanas
después de su tratamiento correspondiente. El suero fue obtenido por
centrifugacion de las muestras de sangre obtenidas de los animales a 4500 rpm
durante 15 min y almacenado a -70 °C hasta su uso.

Por otra parte, el tejido adiposo fue extraido rapidamente y lavado con solucion
salina al 0.9 % para remover contaminantes sanguineos. Posteriormente fue
registrado el peso de cada muestra de grasa abdominal. Los datos fueron
expresados en gramos (g). El tejido adiposo fue congelado con ayuda de
nitrégeno liquido, una vez congelado fue homogenizado con buffer RIPA 0.5 ml
(Nonidet P-40 0.625 %, desoxicolato de sodio 0.625 %, fosfato de sodio 6.25 mM y
acido etilendiamino treta acético a pH 7.4), conteniendo 10 ug/ml de coctel de
inhibidores de proteasas (Roche GmbH, Mannheim, Alemania). Los
homogenizados del tejido adiposo fueron centrifugados a 12000 g por 10 min a 4
°C. El sobrenadante fue colectado y guardado a -70°C hasta su uso y fue utilizado
para cuantificar la expresion de citocinas inflamatorias (IL-1B, TNF-a) por el

método de ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante.
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9. Cuantificacion de los niveles de insulina, y expresion de mediadores
inflamatorios (IL-1B8, TNF-a), adiponectina, leptina, B-endorfinas y 17 B-

estradiol por el método de ELISA

Los niveles de insulina (ALPCO®), TNF-a (Raybiotech®), interleucina-1f3
(Raybiotech®), leptina (Raybiotech®), 17-B estradiol (Mybiosource®), B-endorfinas
(Mybiosource®) y adiponectina (Millipore®) fueron medidos empleando Kits de
ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, este método
consiste en que las muestras de tejido adiposo, suero y los estandares se
incubaron con los anticuerpos correspondientes en los pocillos de las placas de
ELISA. Los antigenos unidos a las placas fueron tratados con anticuerpos
conjugados con biotina. La deteccion se completd con la adicién de estreptavidina.
3,3",5 tetrametilbenzidina se utiliz6 como un reactivo de visualizacion de color. Las
reacciones se detuvieron mediante la adicion de una solucion stop. La intensidad
de color fue medida mediante un lector de ELISA (Biotek Epoch), a una
absorbancia de 450 nm. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y se
registro la media de los valores. La concentracion fue calculada por medio de la
curva de calibracion generada de las diluciones seriadas de los estandares de los

antigenos.

VII.  ANALISIS ESTADISCO

Los datos son representados como la media + el error estandar. Los resultados
obtenidos fueron analizados estadisticamente para verificar normalidad de los
grupos con prueba de Shapiro-Wilkins y posteriormente con una prueba t de
student para comparacion de 2 grupos y un analisis de varianza (ANOVA) seguido
por la prueba de Tukey (post-hoc) para comparaciones mudltiples. El efecto
antinociceptivo acumulado durante el periodo de observacion (4 h) fue
determinado como el area bajo la curva (ABC). Los valores de ABC para todas las
dosis del farmaco evaluado se calcularon utilizando el método de los trapezoides

(Gibaldi, 1991). Las diferencias entre las medias fueron consideradas
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estadisticamente significativas con un valor de p<0.05. Todos los andlisis
estadisticos fueron realizados empleando el programa GraphPad Prism 6.0
(SPSS inc., Chicago, IL, USA).

VIIl.  RESULTADOS

Este estudio se centr6 en el analisis de las alteraciones nociceptivas
producidas conforme avanza el estado de obesidad. Como control, se reviso si las
ratas Wistar ovariectomizadas alimentadas con una dieta hipercalérica (sacarosa
30%) exhibian incremento de peso hasta llegar al estado de obesidad. De manera
similar, fue evaluada la percepcion al estimulo térmico (nocicepcion) conforme
progresaba el estado de obesidad.

Los resultados de las alteraciones nociceptivas se muestran en las Figs. 10-
20. La organizacion de estas figuras es similar en todos los casos; es decir, se
muestra una grafica de barras que representan los promedios de animales
alimentados con sacarosa (Ovx-Suc) o agua de beber ad libitum (Ovx-Ctrl) por un
periodo de 4 o 17 semanas. Finalmente, son presentados cursos temporales y
curvas dosis respuestas (CDR) a las 4 y 17 semanas de los grupos Ovx-Ctrl y

Ovx-Suc en respuesta a la administracién de ketoprofeno.

1. Ganancia de peso en ratas ovariectomizadas alimentadas con dieta

alta en sacarosa

La Figura 10 muestra el curso temporal de la ganancia de peso corporal
expresado en gramos del grupo control que fue alimentado con agua normal ad
libitum y del grupo experimental que recibio una solucion hipercalérica de
sacarosa 30% durante 24 semanas. Los animales que recibieron la dieta alta en
sacarosa mostraron un incremento estadisticamente significativo a partir de la
tercera semana en comparacion con el grupo control, durante este tiempo, las
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Peso corporal (g)

ratas ovariectomizadas con la dieta alta en sacarosa pesaban 357.4 £ 5.0 g, 9 %
mas que el grupo alimentado con agua (p<0.001). Esta diferencia significativa
entre ambos grupos persistio por el resto del estudio. Asimismo, podemos
observar a la semana 12 una diferencia de peso superior del 20% en animales
alimentados con sacarosa en comparacion con su grupo control (p < 0.001) hasta
el final del tratamiento. De manera que, desde este punto el grupo Ovx-Suc fue

considerado obeso.

600 -
—©— Ovx-Ctrl (H,0) *EX
—®— Ovx-Suc ( Sacarosa 30%)

500- * %k % * % %

400 -

300+

200 ] I ] | ] | | 1 I 1 I 1
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Figura 10. Ganancia de peso (g) del grupo Ovx-Ctrl y Ovx-Suc alimentados con
una dieta alta en sacarosa (30%) durante 24 semanas. Cada punto representa la
media + el E.E., n=10; **p <0.001, ***p <0.0001 Ovx-Suc vs. Ovx-Ctrl. ANOVA de
dos vias seguida de una prueba pos hoc de Tukey.

34



2. indice de masa corporal en ratas ovariectomizadas alimentadas con

dieta alta en sacarosa

Un dato adicional de este trabajo fue la determinacién del IMC, el cual es un
indicador utilizado cotidianamente para identificar el sobrepeso y la obesidad en
las personas adultas. Este parametro también ha sido reportado en los animales.
En modelos animales el IMC fue determinado por una relacion entre el peso en
gramos de los animales y su altura en cm (longitud de la nariz hasta el ano)
elevada al cuadrado. De manera que, un IMC mayor de 0.68 g/cm? es considerado
como un estado de obesidad en los animales (Novelli y cols., 2007). En la figura
11 se aprecia el curso temporal del IMC expresado en gramos sobre centimetros
cuadrados, del grupo control, (alimentado con agua simple) y del grupo
experimental (que recibi6 una solucion alta en sacarosa 30% en el agua de beber)
durante un periodo de 24 semanas. En el grupo Ovx-Suc se observé un IMC
superior de 0.68 g/cm? desde la semana 11 hasta el final del experimento, razén

por la cual a partir de este punto el grupo Ovx-Suc fue considerado obeso.
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Figura 11. Indice de masa corporal (g/cm?) del grupo Ovx-Ctrl y Ovx-Suc
alimentados con una dieta alta en sacarosa (30%) durante 24 semanas. Cada
punto representa la media + el E.E., n=10; *p <0.05, **p <0.001 Ovx-Suc vs. Ovx-
Ctrl. ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc de Tukey.

3. Respuesta sobre el umbral térmico (nocicepcion) en ratas

ovariectomizadas alimentadas con dieta alta en sacarosa (30%)

Por otra parte, para demostrar que el incremento de peso esta
correlacionado con procesos nociceptivos, se analizd el curso temporal en
respuesta a la estimulacion térmica durante el desarrollo del estado de obesidad
inducido experimentalmente. En la figura 12 es presentado el curso temporal de la
latencia térmica expresada en segundos, tanto del grupo Ovx-Ctrl (que recibid
agua ad libitum) y del grupo Ovx-Suc (suministrado con una dieta alta en sacarosa
30% en el agua de beber) por un lapso de 24 semanas. En el grupo Ovx-Ctrl se
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Latencia (seg)

evidencio una latencia térmica constante durante todo el periodo experimental,
mientras que en los animales con una dieta elevada en sacarosa se mostré una
respuesta bifasica a la estimulacion térmica; es decir, en las primeras 4 semanas
con la dieta hipercaldrica, se observd una disminucion estadisticamente
significativa en la latencia térmica en comparacion con el grupo Ovx-Ctrl. En este
punto, los animales Ovx-Suc exhibian una latencia térmica de 7.6 £ 0.2 s, mientras
que los animales del grupo Ovx-Ctrl presentaron una latencia de 10.5 + 0.3 s (p <
0.001), mostrando un estado de hiperalgesia. En contraste, de la semana 12 a la
18, el grupo Ovx-Suc mostré un aumento en la latencia térmica versus el grupo
Ovx-Ctrl. En la semana 17, los animales con la dieta alta en sacarosa presentaron
una latencia térmica de 14.4 + 0.4 s, que fue significativamente mayor que en los

animales controles (11.4 £ 0.1 s; p <0.001) indicando un estado de hipoalgesia.
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Figura 12. Latencia térmica (s) del grupo Ovx-Ctrl y del grupo Ovx-Suc

alimentado con una dieta alta en sacarosa 30% durante 24 semanas. Cada punto
representa la media * el E.E., n=10; *p <0.05, **p <0.001, ***p <0.0001 Ovx-Suc
vs. Ovx-Ctrl. ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc de Tukey.
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4. Alteraciones en ratas ovariectomizadas con sobrepeso y obesas

La presente investigacion mostro en primera instancia, que conforme aumenta
el peso corporal en ratas ovariectomizadas (dieta hipercalorica con sacarosa al
30%) se causan alteraciones en la percepcion del dolor, generando una respuesta
hiperalgésica térmica a las 4 semanas y una respuesta hipoalgésica térmica a las
17 semanas. Ahora bien, fueron analizados en estos puntos especificos los
indicadores de obesidad como son el peso corporal y el IMC. La tabla 2 muestra
diferencias significativas en el peso corporal no solo a las 4 semanas sino también
a las 17 semanas en animales ovariectomizados alimentados con sacarosa 30%.
Sin embargo, al analizar el IMC se pudo visualizar un IMC superior de 0.68 g/cm?
en animales a los que se les proporciond la dieta hipercalérica durante 17
semanas versus su control. De ahi que, los animales que recibieron la solucién de
sacarosa 30% se encontraron en un estado de obesidad, mientras que los
animales que fueron alimentados por la misma dieta por un periodo mas corto (4
semanas) se encontraron en estado de sobrepeso.

Razon por la cual, el presente trabajo demostré por primera vez que conforme
avanza el estado de obesidad en ratas ovariectomizadas, se produce una
respuesta bifasica en la percepcion del dolor, generando una respuesta
hiperalgésica en el estado de sobrepeso (4 semanas con la dieta) y una respuesta

hipoalgésica en el estado de obesidad (17 semanas con la dieta).
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Tabla 2. Peso corporal e IMC a las 4 y 17 semanas en animales ovariectomizados
alimentados con sacarosa 30% (Ovx-Suc) en comparacion con el grupo control
(Ovx-Citrl).

Ovx-Ctrl Ovx-Suc P valor Estado
(N=10) (N=10) (N=10)
Peso corporal (g)
e 4 semanas 355.0+5.0 389.8+6.0 <0.01

e 17 semanas 437574 513.8 +15.6 <0.001

IMC (g/cm?)
e 4 semanas 0.61+0.01 0.63+0.01 NS Sobrepeso

Los valores expresan la media + E.E. NS, no significancia.
**n <0.01 Ovx-Suc vs Ovx-Citrl
***n <0.001 Ovx-Suc vs Ovx-Cirl

5. Peso de grasa abdominal en ratas ovariectomizadas con sobrepeso y
obesas

Con la finalidad de explicar algunos de los posibles mecanismos de accion
implicados en la respuesta bifasica observada en ratas ovariectomizadas con
sobrepeso (Ovx-Sobrepeso) y ratas ovariectomizadas obesas (Ovx-Obesa

comparadas con su control (Ovx-Ctrl), se determiné el peso de la grasa abdominal
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y la niveles de varios marcadores como: glucosa en sangre, insulina, IL-1, TNF-a,
leptina, adiponectina, p-endorfinas y 17 B-estradiol para explicar el desarrollo del
perfil hiperalgésico e hipoalgésico en animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa
respectivamente.

En la figura 13 se evidencia el aumento en el peso de la grasa abdominal,
expresada en gramos, de animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesas comparados
con sus respectivos controles. Tanto el grupo Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesas
mostraron un aumento estadisticamente significativo en la grasa abdominal en
comparacién con su grupo Ovx-Ctrl. Durante este analisis, los animales Ovx-
sobrepeso exhibieron cantidades mayores de grasa abdominal (13.2 £ 0.5 g) que
las ratas del grupo Ovx-Ctrl (7.1 + 0.4 g), (p <0.001). Del mismo modo, la grasa
abdominal de los animales Ovx-Obesas pesaba 30.7 £ 1.4 g, mientras que el
grupo Ovx-Ctrl pesé 13.8 + 1.4 g mostrando diferencias significativas entre ambos
grupos (p <0.001).
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Figura 13. Peso de grasa abdominal del grupo Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesas
comparados con su respectivo control (Ovx-Ctrl). Cada punto representa la media
t el E.E., n=6; ***p <0.0001 Ovx-Sobrepeso vs. Ovx-Ctrl, Ovx-Obesa vs. Ovx-
Ctrl. t-Student

6. Niveles de glucosa en sangre en ratas ovariectomizadas con

sobrepeso y obesas
Los niveles de glucosa fueron medidos en todos los animales en ayunas. La

figura 14 muestra que no hubo diferencias significativas en los niveles de glucosa

en sangre entre los grupos Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa vs su control.
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Figura 14. Niveles de glucosa en sangre del grupo Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa
vs Ovx-Ctrl. Cada barra representa la media = el E.E., n=6; NS, no significancia.

7. Niveles de insulina en ratas ovariectomizadas con sobrepeso y obesas

Los niveles séricos de insulina en animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa se
determinaron por el método ELISA, los resultados obtenidos pueden observarse
en la Figura 15. En esta Figura se muestran los niveles de insulina, expresada en
ng/mL. El grupo Ovx-sobrepeso y Ovx-Obesas mostraron un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de insulina en comparacion con su
grupo Ovx-Ctrl. El grupo Ovx-sobrepeso y Ovx-Obesa desarrollaron un proceso de
hiperinsulinemia con niveles de 20 = 03 ng/mL y 15 = 0.2 ng/mL
respectivamente, mostrando diferencia significativa con sus grupos controles (p
<0.001).
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Figura 15. Niveles de insulina sérica de los animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-
Obesa comparados con su respectivo control (Ovx-Ctrl). Cada punto representa la
media = el E.E., n=6; ***p <0.0001 Ovx-Sobrepeso vs. Ovx-Ctrl, Ovx-Obesa vs.
Ovx-Citrl. t-Student

8. Expresion de IL-1B, TNF-a y leptina en ratas ovariectomizadas con

sobrepeso y obesas

En las figuras 16, 17 y 18 se muestran los niveles de TNF-a, IL-
1B detectados a través de la técnica de ELISA en el tejido adiposo asi como los
niveles de leptina en suero por el mismo método analitico en animales Ovx-
Sobrepeso y Ovx-Obesa, expresados en pg/mL. Los niveles de TNF-a e IL-1B
aumentaron significativamente en el grupo Ovx-Sobrepeso versus su control (Ovx-
Ctrl). No obstante, no hubo diferencias significativas en los niveles de estos
mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-1B) en animales Ovx-Obesas comparados
con sus controles.

Los niveles de leptina no se modificaron en el grupo Ovx-Sobrepeso

examinado con su respectivo control (Ovx-Ctrl), en cambio en el grupo
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experimental Obeso (Ovx-Obesa) se observo un aumento en los niveles de leptina
con respecto al control (Figura 18).

En la figura 16 se muestran niveles de TNF-a de 1047.3 + 252.9 pg/mL en
los animales Ovx-Sobrepeso mientras que el grupo Ovx-Ctrl exhibid niveles de
224.2 + 106.6 pg/mL, mostrando diferencias significativas entre ambos grupos (p
<0.01). De manera concordante, el analisis estadistico encontré diferencias
significativas en los niveles de IL-1B (p <0.01), considerando que, el grupo Ovx-
Sobrepeso mostré niveles aumentados de IL-1p (2429.5 = 508.6 pg/mL) con
respecto al grupo Ovx-Ctrl (1027.8 + 88.1 pg/mL) (Figura 17).
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Figura 16. Niveles de TNF-a analizados por el método ELISA en tejido adiposo
de los animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa comparados con su respectivo
control (Ovx-Ctrl). Cada punto representa la media + el E.E., n=6; *p <0.01
Ovx-Sobrepeso vs. Ovx-Ctrl. t-Student
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Figura 17. Niveles de IL-1B detectados por el método ELISA en tejido adiposo de
los animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa comparados con su respectivo control
(Ovx-Ctrl). Cada punto representa la media + el E.E., n=6; **p <0.01 Ovx-
Sobrepeso vs. Ovx-Ctrl. ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc de
Tukey
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Figura 18. Niveles de leptina detectados por el método ELISA en suero de los
animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa comparados con su respectivo control
(Ovx-Ctrl). Cada punto representa la media + el E.E., n=6; *p <0.05 Ovx-
Sobrepeso vs. Ovx-Ctrl. t-Student
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9. Cuantificacion de B-endorfinas, 17 p—estradiol y adiponectina en ratas

ovariectomizadas con sobrepeso y obesas

En las figuras 19, 20 y 21 se presentan los niveles de B-endorfinas,
17 B—estradiol y adiponectina analizados por el método ELISA en suero de
animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa, expresados en ng/mL. No solo los niveles
de pB-endorfinas, sino también los niveles de 17 B-estradiol aumentaron
significativamente en el grupo Ovx-Obesa vs su control (Ovx-Ctrl). Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en los niveles de estos mediadores
quimicos (B-endorfinas, 17 B-estradiol) en animales Ovx-Sobrepeso comparados
con sus controles.

Los niveles de adiponectina no se modificaron en los diferentes grupos
experimentales ni se observaron cambios significativos en animales
ovariectomizados en estado de sobrepeso y en estado de obesidad contrastados
con sus respectivos controles. En la figura 19 se muestra niveles de B-endorfinas
de 1.06 + 0.06 ng/mL, en los animales Ovx-Obesa mientras que el grupo Ovx-Citrl
exhibié niveles de 0.36 + 0.17 ng/mL, exhibiendo diferencias significativas entre
ambos grupos (p <0.05). De manera semejante, el analisis estadistico encontrd
diferencias significativas en los niveles de 17 B-estradiol (p <0.001), considerando
que, el grupo Ovx-obesa manifestd niveles aumentados de 17 B-estradiol (0.59 +

0.08 ng/mL) con respecto al grupo Ovx-Ctrl (0.15 + 0.09 ng/mL) (Figura 20).
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Figura 19. Niveles de B-endorfinas cuantificados por el método ELISA en suero
de los animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa comparados con su respectivo
control (Ovx-Ctrl). Cada punto representa la media £ el E.E., n=6; *p <0.05 Ovx-
Obesa vs. Ovx-Citrl. t-student.
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Figura 20. Niveles de 17 p—estradiol cuantificados por el método ELISA en suero
de los animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa comparados con su respectivo

control (Ovx-Ctrl). Cada punto representa la media + el E.E., n=6; ***p <0.001
Ovx-Obesa vs. Ovx-Citrl. t-student
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Figura 21. Niveles de adiponectina detectados por el método ELISA en suero de
los animales Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa comparados con su respectivo control
(Ovx-Ctrl). Cada punto representa la media + el E.E., n=6.

10. Efecto antinociceptivo de ketoprofeno en ratas ovariectomizadas con

sobrepeso y obesidad

Hasta este momento se encontr6 que hay alteraciones nociceptivas
conforme avanza el estado de obesidad (sobrepeso y obesidad), sin embargo, no
hay estudios que evallen la respuesta analgésica de un AINE como ketoprofeno
en estas condiciones. En consecuencia, fue evaluado el efecto antihiperalgésico
(antinocicepcidn) de ketoprofeno administrado via oral en ratas ovariectomizadas
con sobrepeso y obesas que fueron alimentadas con una dieta alta en sacarosa
30% por 4 y 17 semanas respectivamente comparados con los animales que
recibieron solo agua de beber (controles). Estos puntos de tiempo fueron elegidos
debido la respuesta hiperalgésica e hipoalgésica observada en el grupo Ovx-
Sobreso y Ovx-Obesa.

En la figuras 22 se presentan los cursos temporales del efecto anti-

hiperalgésico de ketoprofeno a dosis de 1.8, 5.6, 10.0, 17.8 o 31.6 mg/kg
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evaluados en el grupo Ovx-sobrepeso (Panel A) y Ovx-Ctrl (Panel B) cada 30
minutos por 4 horas. Asimismo en la figura 23 se muestran los efectos de
ketoprofeno administrado p.o. en varias dosis (10.0, 31.6 o 100 mg/kg) en el grupo
Ovx-Obesas (Panel A) y Ovx-Ctrl (Panel B). Antes de la administracién del
farmaco, se determind la latencia térmica basal de todos los grupos
experimentales por el método de plantar test. Las ratas ovariectomizadas con
sobrepeso y obesas fueron administradas con el vehiculo (carboximetilcelulosa 0.5
%), y se observdO que con el vehiculo se presenta el mismo porcentaje de
respuesta a la estimulacion térmica a lo largo del periodo de observacion. En el
curso temporal (Figura 22, panel A), ketoprofeno produjo un incremento de la
latencia en el grupo Ovx-Sobrepeso y este efecto anti-hiperalgésico fue dosis-
dependiente. La eficacia maxima se produjo con la dosis de 31.6 mg/kg con un
incremento en el valor de latencia térmica en 4.3 £ 0.4 s, mientras el efecto
maximo en el curso temporal se alcanzé 30 min post-administracion. Ademas, este
efecto se mantuvo a lo largo del tiempo, de manera casi constante durante las 4 h
de evaluacion. En cuanto al grupo Ovx-Ctrl (Figura 22, panel B), la dosis de 31.6
mg/Kg produjo la mejor eficacia aunque menor eficacia a la presentada por el
grupo Ovx-Sobrepeso. Mientras que el efecto maximo en el curso temporal, se
obtuvo 90 min post-administracion de ketoprofeno, pero, este efecto disminuy6
rapidamente 30 min después hasta llegar a un estado basal. Las dosis mas bajas
no lograron un efecto antinociceptivo diferente al producido por el vehiculo.

Por otra parte, la administracién de ketoprofeno en los grupos Ovx-Obesa
(Panel A) y Ovx-Ctrl (Panel B), también mostr6 efectos anti-hiperalgésicos en los
cursos temporales dependiente de la dosis en ambos grupos (Figura 23). Con las
dosis administradas de ketoprofeno se detecté que la dosis mas eficaz o la que
gener6 el mayor efecto antinociceptivo fue la de 100 mg/kg via oral tanto en
animales controles como en animales ovariectomizadas obesas. En los cursos
temporales, el tiempo para obtener el efecto maximo fue de 90 min post-
administracion, no obstante, este efecto decae rapidamente hasta desaparecer en

el periodo de observacion.
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Figura 22. Curso temporal del efecto anti-hiperalgésico (antinocicepcion)
generado por Ketoprofeno en el grupo Ovx-Sobrepeso (Panel A) y Ovx-Ctrl (Panel
B). Los animales fueron administrados con vehiculo (carboximetilcelulosa 0.5 %) o
dosis crecientes de ketoprofeno (1.8, 5.6, 10.0, 17.8 o 31.6 mg/Kg p.o.). Cada
punto representa la media + el E.E.., n=6. *p<0.05, **<0.01, ***p <0.001 ratas
administradas con diferentes dosis de ketoprofeno vs vehiculo. ANOVA de una via
seguida de una prueba pos hoc de Tukey.
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Figura 23. Curso temporal del efecto anti-hiperalgésico (antinocicepcion)
generado por ketoprofeno en el grupo Ovx-Obeso (Panel A) y Ovx-Ctrl (Panel B).
Los animales fueron administrados con vehiculo (carboximetilcelulosa 0.5 %) o
dosis crecientes de ketoprofeno (10.0, 31.6 o 100.0 mg/Kg p.o.). Cada punto
representa la media £ el E.E., n=6. *p<0.05, **<0.01, ***p <0.001 ratas
administradas con diferentes dosis de ketoprofeno vs vehiculo. ANOVA de una via
seguida de una prueba pos hoc de Tukey.
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Los efectos globales de antinocicepcion, expresados como el area bajo la
curva (ABC), se obtuvieron de los cursos temporales correspondientes de cada
dosis administrada de ketoprofeno. En este caso, los valores del ABC se
calcularon mediante los datos de la latencia térmica de los cursos temporales
(Figuras 22, 23, Paneles A y B), con el propésito de visualizar con mas detalle los
efectos anti-hiperalgésicos generados por ketoprofeno en las diferentes
condiciones de ganancia de peso. Ketoprofeno (31.6 mg/Kg) administrado en el
grupo Ovx-Sobrepeso, mostro 781.3 £ 95.4 unidades de area (ua), por lo tanto,
esta dosis mostr06 un efecto anti-hiperalgésico mayor, estadisticamente
significativo comparado con su grupo control (p>0.001), como se muestra en la
figura 24, panel A. Del mismo modo, se evalué el ABC de la dosis de 100 mg/Kg
en el grupo Ovx-Obesa y Ovx-Ctrl, como se aprecia en la figura 24 (Panel B).
Ketoprofeno exhibié una tendencia a alcanzar un efecto antinociceptivo, pero el

efecto no fue estadisticamente significativo en ambos grupos analizados.
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Figura 24. Panel A: Efecto antinociceptivo (ABC= area bajo la curva) de los cursos
temporales de ketoprofeno (31.6 mg/kg, p.o.) del grupo Ovx-Sobrepeso y Ovx-Citrl.
Panel B: Efecto antinociceptivo (ABC) de los cursos temporales de ketoprofeno
(100.0 mg/kg, p.o.) del grupo Ovx-Obesa y Ovx-Ctrl. Cada punto representa la
media * el E.E., n=6. ***p <0.001. Ovx-Sobrepeso vs Ovx-Citrl. t-student.

En las curvas dosis respuesta (CDR), expresada como ABC, representada
en la figura 25 del grupo Ovx-Sobrepeso y Ovx-Ctrl (Panel A), ketoprofeno mostré
efectos dependientes de la dosis en el grupo Ovx-Sobrepeso, mientras que en el

grupo Ovx-Ctrl ketoprofeno presentd una tendencia dosis dependiente, pero el
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efecto no fue estadisticamente significativo. Sin embargo, se observé que en los
animales Ovx-Sobrepeso, ketoprofeno (31.6 mg/kg) presenté una mayor eficacia
antinociceptiva (781.3 + 95.4 ua) que en el grupo Ovx-Ctrl (111.5 = 34.8 ua). El
valor maximo de ABC obtenida en el plantar test (para efectos anti-hiperalgésicos)
bajo esta condicion experimental fue de 800 ua. La dosis requerida para producir
el 10 % del efecto maximo o valor de DEio, fue diferente para el grupo Ovx-
Sobrepeso (3.7 mg/kg) y el grupo Ovx-Ctrl (30.3 mg/kg), indicandonos que
ketoprofeno, en animales ovariectomizados con sobrepeso muestra mas potencia
y presenta una mayor eficacia comparados con los animales controles.

Al examinar las CDR del grupo Ovx-Obesa y Ovx-Ctrl (Figura 25, Panel B)
se muestra una tendencia de efectos dependientes de la dosis en ambos grupos.
El valor maximo de ABC obtenida en el plantar test bajo esta condicién
experimental fue de 250 ua. No obstante no se visualizaron diferencias
significativas en eficacia antinociceptiva. Los valores de DEso fueron diferentes
para el grupo Ovx-Obesa (95.6 mg/kg) y para el grupo Ovx-Ctrl (23.7 mg/kg), por
lo tanto, estos valores indican que la potencia antinociceptiva por parte de

ketoprofeno es mayor en el grupo Ovx-Ctrl.
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Figura 25. Panel A: Curva dosis respuesta del efecto anti-hiperalgésico de
ketoprofeno en el grupo Ovx-Sobrepeso y Ovx-Ctrl. Los animales fueron
administrados con vehiculo (carboximetilcelulosa 0.5 %) o dosis crecientes de
ketoprofeno (1.8, 5.6, 10.0, 17.8 o 31.6 mg/Kg p.o.). Cada punto representa la
media = el E.E., n=6. ***p <0.001 Ovx-Sobrepeso vs Ovx-Ctrl. ANOVA de una via
seguida de una prueba pos hoc de Tukey. Panel B: Curva dosis respuesta del
efecto anti-hiperalgésico de ketoprofeno en el grupo Ovx-Obesa y Ovx-Ctrl. Los
animales fueron administrados con vehiculo (carboximetilcelulosa 0.5 %) o dosis
crecientes de ketoprofeno (10.0, 31.6 0 100.0 mg/Kg p.o.) Cada punto representa
la media £ el E.E., n=6.
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Al comparar las CDR de ketoprofeno en animales controles que recibieron
agua de beber por 4 o 17 semanas (Figura 26, Panel A) observamos que tanto a
las 4 como a las 17 semanas el ketoprofeno presenté una tendencia al efecto
dependiente de la dosis, y no se observaron diferencias con respecto a la
eficacia y la potencia en el grupo control a las diferentes semanas ya que las
curvas son muy similares.

Al contrastar las CDR del efecto antinociceptivo de las diferentes dosis de
ketoprofeno en animales ovariectomizados con sobrepeso y obesos (Figura 26,
Panel B), el ketoprofeno manifesté un efecto significativo dependiente de la dosis
en ratas ovariectomizadas con sobrepeso. Asimismo, el ketoprofeno en esta
condicion exhibié una mayor eficacia y potencia comparados con los animales
ovariectomizados en estado de obesidad, ademas, se aprecié que la CDR de los
animales antes mencionados se desplaza hacia abajo (menos eficacia) en

comparacion con la curva de los animales en estado de sobrepeso.
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Figura 26. Panel A: Curva dosis respuesta del efecto anti-hiperalgésico de
ketoprofeno en el grupo Ovx-Ctrl alimentado con H20 por 4 y 17 semanas. Los
animales fueron administrados con dosis crecientes de ketoprofeno (1.8, 5.6, 10.0,
17.8, 31.6 o0 100.0 mg/Kg p.o.). Cada punto representa la media * el E.E., n=6.
Panel B: Curva dosis respuesta del efecto anti-hiperalgésico de ketoprofeno en el
grupo Ovx-Sobrepeso y Ovx-Obesa. Los animales fueron administrados con dosis
crecientes de ketoprofeno (1.8, 5.6, 10.0, 17.8, 31.6 o 100.0 mg/Kg p.o.) Cada
punto representa la media * el E.E., n=6. *p <0.05,**p <0.001 Ovx-Sobrepeso vs
Ovx-Obesa. ANOVA de una via seguida de una prueba pos hoc de Tukey.
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En la tabla 3

trabajo.

se resumen los principales resultados obtenidos en este

Animales ovariectomizados

Sobrepeso

Obesidad

Grasa abdominal

11

11t

Glucosa No hay cambios No hay cambios
Insulina II II
IL-1B I No hay cambios
TNF-a I No hay cambios
Leptina No hay cambios "

B-endorfinas

No hay cambios

1

17-B-estradiol

No hay cambios

1

Adiponectina

No hay cambios

No hay cambios

Ketoprofeno

Anti-hiperalgésico

i

1

Eficacia

11

No hay cambios

Potencia

11

1

Tabla 3. Resumen de los cambios encontrados en animales ovariectomizados
con sobrepeso y obesas.
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IX. DISCUSION

Los objetivos de este estudio fueron: 1) caracterizar la respuesta
nociceptiva utilizando el método de plantar test en ratas Wistar ovariectomizadas
conforme avanza el estado de obesidad generado con una dieta alta en sacarosa
(30%) por un lapso de 24 semanas, 2) examinar algunos de los posibles
mecanismos responsables de la alteracién nociceptiva y 3) evaluar los efectos
anti-hiperalgésicos de ketoprofeno en estas condiciones.

El modelo de ovariectomia fue utilizado en esta investigacién no sélo como
una causa directa de aumento de peso corporal (Stubbins y cols, 2012; Da Silva y
cols, 2014), sino también porque es un buen modelo experimental que mimetiza la
menopausia humana (Diaz Brinton, 2012). Ademas se empled una dieta alta en
sacarosa (30%) en el agua de beber en los animales para inducir el estado de
sobrepeso y obesidad. Esto en vista de que, en la actualidad una de las
principales causas que originan la obesidad en los seres humanos es la ingesta
exagerada de bebidas con alto contenido de azucar (Swinburn y cols., 2004;
Trumbo y Rivers, 2014). En nuestro estudio, los animales ovariectomizados
mostraron incrementos significativos en el peso corporal asi como de grasa
abdominal en comparacion con los animales del grupo control en respuesta al
consumo de la dieta hipercalérica desde de la tercera semana, y este aumento de
peso permanecid a lo largo de todo el tratamiento, incluso, se observé una
diferencia de peso mayor del 20% a partir de la doceava semana y hasta finalizar
el protocolo de tratamiento en animales alimentados con una dieta alta en
sacarosa (30%), en contraste con animales controles, indicando que los animales
se encontraban en estado de obesidad. Estos resultados son consistentes con
estudios previos donde ha sido reportado que una dieta hipercalérica (sacarosa
30%) induce un aumento de peso corporal en los animales de experimentacion
(Ramirez, 1987; Kawasaki y cols., 2005; Von Diemen y cols., 2006; Novelli y cols.,
2007).

La ganancia de peso en los animales alimentados con una dieta alta en

sacarosa se debe fundamentalmente a la conversion de los carbohidratos en
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acidos grasos, que una vez esterificados se almacenan en el tejido adiposo como
triglicéridos (Attie y Scherer, 2009; Rogge, 2009; Herman y Kahn, 2012). Este
complejo proceso implica la degradacion de los carbohidratos (glucosa) mediante
la glucdlisis anaerobia en el citoplasma y el ciclo tricarboxilico en el interior de la
mitocondria, con produccion de energia. Ante un exceso de carbohidratos de la
dieta, el organismo responde generando una cantidad de energia superior a la
demanda del organismo, es decir, no existe equilibrio entre generacion y consumo
de energia y el organismo se encuentra con un exceso energético que necesita
utilizar, y lo aprovecha en la sintesis endogena de acidos grasos que se realiza
fuera de la mitocondria (Attie y Scherer, 2009; Rogge, 2009; Herman y Kahn,
2012). La mitocondria proporciona los sustratos necesarios, productos de la
degradacion de la glucosa (acetil CoA y ATP), para la sintesis de las cadenas de
acidos grasos, que una vez esterificados con glicerol y en forma de triglicéridos se
almacenan en el tejido adiposo como reservorio energético. En humanos esta via
es predominantemente activa en higado y en tejido adiposo, la alteracién de la
lipogénesis de novo en los tejidos lipogénicos antes mencionados se observa en
diversas enfermedades metabdlicas, que incluyen la obesidad, el higado graso no
alcohdlico y el sindrome metabdlico (Attie y Scherer, 2009; Rogge, 2009; Herman
y Kahn, 2012).

Por otra parte, el sobrepeso y la obesidad en los humanos estan
relacionados con mediciones antropométricas como el IMC (Romero-Corral y
cols., 2008). Esta medicion también ha sido reportada en los animales. En
modelos animales el IMC fue determinado por una relacion entre el peso en
gramos de los animales y su altura en cm (longitud de la nariz hasta el ano)
elevada al cuadrado. De manera que, un IMC mayor de 0.68 g/cm? es catalogado
como un estado de obesidad en los animales (Novelli y cols., 2007). En este
sentido, encontramos un IMC superior de 0.68 g/cm? en ratas ovariectomizadas
alimentadas con sacarosa 30 %, corroborando que efectivamente estos animales
se encuentran en estado de obesidad.

En los ultimos afios el sobrepeso y la obesidad han sido consideradas como

un grave problema de salud publica a nivel mundial, en vista de la elevada
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prevalencia en todo el mundo (WHO, 2000), teniendo un gran impacto en mujeres
menopausicas, considerando que el déficit de estrogenos contribuye a un aumento
del tejido adiposo lo que favorece la ganancia de peso en esta etapa bioldgica
(Toth y cols., 2000; Rogers y cols., 2009). Recientemente, el sobrepeso y la
obesidad han sido asociados con varios trastornos cardiovasculares (Kopelman,
2000) y como factores de riesgo para el desarrollo de alteraciones dolorosas,
afectando la calidad de vida de las personas (Pradalier y cols., 1981; Ramzan y
cols., 1993; Hitt y cols., 2007; Buchenauer y cols., 2009; lannitti y cols., 2012).
Existe una amplia evidencia a nivel preclinico y clinico que indican que la
sensibilidad al dolor puede alterarse durante el aumento de peso corporal
(Ramzan y cols., 1993; Felson y Chaisson, 1997; Marcus, 2004; Hitt y cols., 2007,
Sugimoto y cols., 2008; lannitti y cols., 2012), no obstante los mecanismo de tal
alteracion no estan bien establecidos hasta este momento. En este sentido, el
presente trabajo demostré que, la ganancia de peso corporal causado por la
ingesta hipercaldrica (sacarosa 30%) esta asociada con una respuesta bifasica en
la percepcion del dolor en ratas Wistar ovariectomizadas generando una
disminucién significativa en la latencia térmica (una respuesta hiperalgésica)
cuando los animales recibieron una solucién de sacarosa (30%) por un lapso de 4
semanas, en contraste con lo anterior, es importante mencionar que cuando los
animales recibieron la dieta por un periodo mas prolongado (17 semanas),
presentaron un aumento significativo en la latencia térmica (una respuesta
hipoalgésica) comparados con los animales que solo recibieron agua libre de
sacarosa 30 %. Estos hallazgos coinciden con los obtenidos por Sugimoto y cols.,
quienes en el 2008 utilizaron un modelo genético de obesidad, y demostraron que
ratas obesas Zucker, presentaron una progresion del estado hiperalgésico al
hipoalgésico a las 8 y 32 semanas de edad en comparacion con sus controles.

El presente trabajo mostré en primera instancia que en ratas ovariectomizadas
Wistar conforme aumenta el peso corporal, se producen alteraciones en la
percepcion del dolor, generando una respuesta hiperalgésica térmica a las 4
semanas y una respuesta hipoalgésica térmica a las 17 semanas en respuesta a

la dieta hipercalorica (sacarosa al 30%). Ahora bien, se analizaron en estos puntos
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especificos los indicadores de obesidad, como son el peso corporal y el IMC,
encontrando diferencias significativas en el peso corporal no solo a las 4 semanas
sino también a las 17 semanas en animales ovariectomizados alimentados con
sacarosa 30%, sin embargo, al analizar el IMC se pudo visualizar un IMC superior
de 0.68 g/cm? solo en animales que fueron alimentados con la dieta hipercalérica
por 17 semanas (0.79 + 0.01 g/cm?). Por lo que, los animales que recibieron la
solucién de sacarosa 30% por 17 semanas, se encontraban en un estado de
obesidad, mientras que los animales que fueron tratados con sacarosa por un
periodo mas corto (4 semanas) se encontraban en estado de sobrepeso.

Razdn por la cual, el presente trabajo demostrd por primera vez, que conforme
avanza el estado de obesidad en ratas ovariectomizadas, se causa una respuesta
bifasica en la percepcion del dolor generando una respuesta hiperalgésica en el
estado de sobrepeso (4 semanas con la dieta) y una respuesta hipoalgésica en el
estado de obesidad (17 semanas con la dieta). Conclusion a la que no llega
Sugimoto y cols., en el 2008, quien tampoco analizé los mecanismos involucrados
en las alteraciones encontradas en sus estudios.

Analogamente, en humanos obesos se ha reportado un aumento de
prevalencia de varias condiciones dolorosas como: osteoartritis (Grotle y cols.,
2008), dolor de espalda baja (Hitt y cols., 2007), fibromialgia (Marcus, 2004) y
migrafia (Peterlin y cols., 2010). De modo similar, la presencia de dolor nociceptivo
se ha relacionado con el aumento de peso en mujeres menopadusicas (Sievert y
Goode-Null, 2005; Monteiro y cols., 2010). Por el contrario, varios estudios han
reportado efectos hipoalgésicos en respuesta a la estimulaciéon térmica
relacionada con diferentes modelos de obesidad (Ramzan y cols., 1993, Zhang y
cols., 1994, Sugimoto y cols., 2008). Del mismo modo, en sujetos obesos, se ha
informado una menor sensibilidad a los estimulos dolorosos (Pradalier y cols.,
1981; Zahorska-Markiewicz y cols., 1983; Khimich, 1997). Por lo que el reporte a
veces de hiperalgesia y a veces de hipoalgesia (efectos contrarios) en pacientes
obesos, puede tener explicacidbn en los resultados obtenidos en el presente
trabajo. Sin embargo, otras evidencias en la literatura, no han reportado

alteraciones en la modulacion del dolor en ratas obesas (Croci y Zarini, 2007;
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lannitti y cols., 2012). Es asi que, se ha descrito que el umbral del dolor puede
cambiar de forma contradictoria con la ganancia de peso, pero dichas evidencias
se han determinado en forma puntual, en diferentes tiempos, con distintos
modelos de obesidad y diferentes pruebas conductuales. Por tanto, es necesario
hacer notar que no hay estudios donde se haya examinado en forma continua, el
curso temporal del umbral térmico conforme avanza la obesidad (estado de
sobrepeso y obesidad). En efecto, este es el primer estudio donde fueron
evaluadas estas dos condiciones de ganancia de peso, al hacer un seguimiento
continuo del curso temporal de la obesidad y la percepcion del dolor por 24
semanas. Ambos cambios reportados en la literatura los encontramos en este
estudio, lo cual podria explicar las controversias encontradas en la literatura.

Por otra parte, para explicar uno de los posibles mecanismos de accion
responsables de la respuesta bifasica en animales ovariectomizados con
sobrepeso y obesidad, se determinaron los niveles de glucosa en ambas
condiciones. Estudios previos han mostrado niveles elevados de glucosa en el
estado de obesidad, esta alteracidn trae consigo varias consecuencias. Entre
ellas, la degeneracién neuronal (Brownlee, 2001; Sima, 2003) que causa en un
inicio hiperalgesia (Hong y cols., 2004). Esta degeneracion progresa, originando
una respuesta hipoalgésica como producto de la desensibilizacion de los nervios
periféricos (Sugimoto y cols., 2008), caracteristica principal del dolor neuropatico,
gue se presenta en la diabetes. Sin embargo, en este trabajo no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de glucosa en animales en estado de
sobrepeso asi como en el estado de obesidad comparados con los controles. De
manera semejante, algunos estudios han reportado que no hay cambios en los
niveles de glucosa con la obesidad (Roane y Martin, 1990; Piercy y cols., 1999;
Sugimoto y cols., 2008; lannitti y cols., 2012). Estos resultados son similares a
nuestros datos, sin embargo, es posible que se puedan encontrar diferencias
significativas en los niveles de glucosa en animales expuestos a una dieta
hipercal6rica mas prolongada.

Al no visualizar diferencias significativas en los niveles de glucosa, se

decidié analizar los niveles de insulina sérica en el estado de sobrepeso y
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obesidad. Los resultados, en este estudio mostraron un estado de hiperinsulinemia
(niveles elevados de insulina) no sb6lo en animales ovariectomizados con
sobrepeso sino también en animales obesos. Nuestros resultados estan acorde
con otros estudios donde se han reportado hiperinsulinemia en diferentes
modelos de obesidad (Sugimoto y cols., 2008). Esta ampliamente reconocido que
existe una alta afinidad por los receptores de insulina en los nervios periféricos, en
particular en las neuronas pequefias y medianas que dan lugar a las fibras
aferentes primarias nociceptivas. La activacion de estos receptores en la
hiperinsulinemia, provoca un efecto de hipoxia sobre los nervios periféricos y un
efecto trofico sobre las fibras mielinizadas, resultando todo esto en la incidencia de
la hiperalgesia. Mientras que niveles elevados de insulina cronicos per se, causan
desensibilizacion de los receptores de insulina en los nervios periféricos,
originando una respuesta hipoalgésica (Kihara y cols., 1994; Shinghal y cols.,
1997; Sugimoto., 2002, 2008) lo cual podria explicar la progresion de la
hiperalgesia a hipoalgesia en ratas ovariectomizadas en estado de sobrepeso y
obesas.

Por otro lado, es posible que esta repuesta bifasica en la alteracion
nociceptiva, esté relacionada con mecanismos metabdlicos implicados en el
desarrollo del dolor (Novella y cols., 2001; Summer y cols., 2013). Durante los
altimos afios, se ha expuesto una creciente evidencia que indica que el sobrepeso
y la obesidad estan relacionados con una inflamacion de bajo grado (Tilg y
Moschen, 2006; Vachharajani y Granger, 2009), que se caracteriza principalmente
por un aumento de tejido adiposo. Un tejido endocrino complejo y muy activo
(Kershaw y Flier, 2004) capaz de liberar multiples sustancias como, adipocinas
(leptina, adiponectina), citocinas (IL-1B, TNF-a) hormonas (17-B-estradiol) y
opioides (B-endorfinas) (Ramzan y cols., 1993; Trayhurn, 2005, Deng y Scherer,
2010). Otros mecanismos que pueden causar el aumento de la secrecion de
citocinas inflamatorias en pacientes y roedores obesos incluyen la infiltracion de
macrofagos que conduce a la inflamacién cronica en el tejido adiposo (Weisberg y
cols., 2003; Vachharajani y Granger, 2009; Hotamisligil, 2006). Por ende, cambios

en la expresion de estos mediadores quimicos podrian explicar otros mecanismos
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involucrados en la respuesta bifasica nociceptiva asociado a la ganancia de peso
(aumento del tejido adiposo).

Considerando lo anterior, se analizé la expresion de leptina, adiponectina,
IL-1B, TNF-a, 17-B-estradiol y B-endorfinas para establecer una posible correlacion
entre el tejido adiposo y la respuesta nociceptiva en ratas ovariectomizadas con
sobrepeso y obesas.

El presente trabajo muestra por primera vez, niveles elevados de IL-13 y
TNF-a en los animales ovariectomizados en estado de sobrepeso, por esta razon,
es posible que el aumento en la concentracion de estos marcadores inflamatorios
pueda estar relacionado con el efecto hiperalgésico observado en esta condicion.
Nuestros hallazgos concuerdan con resultados similares obtenidos por otros
grupos de investigadores, donde se ha reportado que tanto la IL-13 asi como
TNF-a contribuyen al desarrollo del dolor y la hiperalgesia (Ferreira y cols., 1988;
Cunha y cols., 1992). Asimismo, hay evidencia que muestra que las citocinas
proinflamatorias liberadas por el tejido adiposo son mediadores directos que
activan diferentes vias de sefializacion, tales como, la liberacion de
prostaglandinas, histamina y cininas, que a su vez, promueven la expresion del
NGF, CGRP, la sintesis y regulacién de varias proteinas como: TRPV1, canales
de Na*, canales idnicos activados por protones, que en conjunto afectan la
excitabilidad de las fibras sensoriales en el sistema nervioso central,
desencadenando asi una respuesta hiperalgesia (Ferreira y cols., 1988; Cunha y
cols., 1992; Wieseler-Frank y cols., 2005).

Adicionalmente, otros estudios en modelos animales han mostrado que la
administracion de leptina esta relacionada con una respuesta pronociceptiva (Kutlu
y cols., 2003; Tian y cols., 2011). A nivel clinico, niveles elevados de leptina han
sido correlacionados con varias enfermedades que producen dolor, por ejemplo,
fibromialgia (Honann y cols., 2014) y dolor pélvico crénico (Bedaiwy y cols., 2006).
Dichos resultados no fueron consistentes con nuestro estudio, dado que, nosotros
no encontramos evidencia de que los niveles de leptina estuvieran alterados en
ratas Wistar con sobrepeso. En conjunto, integrando nuestros resultados a estas

evidencias podemos suponer que la respuesta hiperalgésica observada en el
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estado de sobrepeso esta relacionada con los marcadores inflamatorios (IL-1p y
TNF-o) y es independiente de los niveles de leptina.

En relacion a las ratas ovariectomizadas obesas, el presente trabajo muestra
por primera vez, un aumento significativo en los niveles de 17-B-estradiol y B-
endorfinas, pero sin cambios significativos en los niveles de adiponectina. Estas
alteraciones podrian estar involucradas en la respuesta hipoalgésica observada en
esta condicion.

El aumento en las concentraciones de 17-B-estradiol y pB-endorfinas
observados en la respuesta hipoalgésica, es consistente con lo reportado tanto a
nivel clinico como preclinico, en los cuales se ha demostrado que el 17-B-estradiol
y B-endorfinas participan en la modulacion de efectos antinociceptivos en
diferentes tipos de dolor, como, nociceptivo, inflamatorio y neuropatico (Liu y cols.,
2011; Amandusson y Blomgvist, 2013), y que el reemplazamiento de estrogenos
en ratas ovariectomizadas exhibe efectos antinociceptivos (Amandusson y
Blomgvist, 2013). El efecto de los estrogenos sobre la modulacién del dolor, esta
bien estudiado, numerosos estudios han caracterizado principalmente dos tipos de
receptores a estrogenos: ERa y ERp,los cuales se encuentran ampliamente
distribuidos en el cerebro, la médula espinal y los ganglios de la raiz dorsal (Craft,
2007). El efecto analgésico desencadenado por los estrogenos es mediado por
multiples mecanismos que son activados cuando el estrégeno se une a su
receptor, promoviendo la regulacion de la transcripcidon genética, por ejemplo, la
activacion de la via de la proteina cinasa C (PKC), elemento modulador de
respuesta a AMPc (CREB) (McEwen, 2001), activacién de la inhibicion del canal
ionico (TRPV1) (Xu y cols., 2008), modulacion de la expresion del receptor P2X3
(Yu y cols., 2011), incremento de la union de muscimol al receptor GABA-A en la
médula espinal, decremento en el contenido de la sustancia P, CGRP, neurocinina
Ay citocinas proinflamatorias (Vegeto y cols., 2003).

En cuanto a las endorfinas, producen analgesia a través de la activacion de los
receptores acoplados a proteinas Gi/0, inhibicion del adenilato ciclasa, activacion
de canales de potasio sensibles a voltaje o bloqueando los canales de calcio

dependiente de voltaje, causando asi la hiperpolarizacion de la célula (Bodnar,
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2014). Previos estudios en humanos han reportado niveles elevados de 17-B-
estradiol en el suero de mujeres menopaudsicas obesas, este nivel elevado de
estrogenos endogenos en el estado de la menopausia, es producto de la
aromatizacion periférica de andrégenos. En las mujeres post-menopadusicas, el
tejido adiposo es la fuente principal de los estrogenos circulantes, a causa de que,
el tejido adiposo produce la enzima aromatasa cuya funcion principal es la
conversion de androgenos y testosterona en 17-f estradiol (Maccié y Madeddu,
2011). De igual modo han sido reportados niveles elevados de B-endorfinas en el
plasma de mujeres obesas (Givens y cols., 1980; Martinez-Guisasola y cols.,
2001) y un aumento en la expresién en el numero de receptores opioides en
animales obesos (Barnes y cols., 2006). Ademas es importante notar que varios
autores han mostrado que los receptores de estrégenos son capaces de aumentar
la expresion de los opioides (Liu y cols., 2011).

En relacién con la adiponectina, una hormona sintetizada por los adipocitos,
presenta propiedades anti-inflamatorias (Trujillo y Scherer, 2005). Estudios in vitro
han mostrado que esta hormona es capaz de inhibir citocinas proinflamatorias
como TNF-a (Matsuzawa, 2005; Wang y cols., 2005). En contraste, en nuestro
estudio no encontramos alteraciones significativas en la expresion de adiponectina
en ratas ovariectomizadas obesas comparadas con el control, sefialandonos que
la respuesta hipoalgésica es independiente de los niveles de adiponectina. De
manera que, es posible postular que el 17-B-estradiol y B-endorfinas juegan un
papel muy importante en el desarrollo de la respuesta hipoalgésica observado en
ratas ovariectomizadas obesas.

Hay que mencionar ademas, que la alteracién nociceptiva es un problema
de importancia encontrado en la practica clinica, de ahi que, se ha propuesto que
este tipo de dolor se puede tratar generalmente con AINES (Laine, 2001). Sin
embargo, no hay estudios que hayan evaluado la respuesta antinociceptiva de
estos farmacos en la progresion de la obesidad. Por esta razon, decidimos evaluar
el efecto antinociceptivo que pudiera desarrollar un AINE prototipo como
ketoprofeno, en vista de que este farmaco ha sido ampliamente estudiado en

varios modelos experimentales de dolor a nivel preclinico (Diaz-Reval y cols.,
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2001, 2004; Girard y cols., 2008). No obstante, en la actualidad existe una limitada
evidencia sobre el efecto analgésico de la administracion individual de ketoprofeno
en sujetos obesos.

Existen varios estudios que han reportado que la obesidad modifica los
efectos analgésicos de los farmacos (Ertugrul y cols., 2010). En contraste se ha
descrito que no es necesario aumentar las dosis del farmaco (morfina) en sujetos
obesos para conseguir efectos similares a los sujetos de peso normal (Lloret y
cols., 2009; Pantanwala y cols., 2014).

La presente investigacion demostré que ketoprofeno induce una respuesta
antinociceptiva dependiente de la dosis por parte de ketoprofeno en ratas
ovariectomizadas conforme avanza el estado de obesidad. Nuestros resultados
son semejantes a otros estudios que han reportado que ketoprofeno es util para el
tratamiento del dolor inflamatorio cronico (Diaz-Reval y cols., 2001, 2004; Girard y
cols., 2008). Los efectos antinociceptivos de ketoprofeno implican la inhibicion de
la enzima COX que conduce al bloqueo de la biosintesis de PG (Avouac y Teule,
1988; Kubota y cols., 1997). En conjunto, esta inhibicién contribuye a los efectos
anti-inflamatorios, analgésicos y antipiréticos originados por ketoprofeno. Ademas,
recientemente ha sido reportado que la administracién de ketoprofeno disminuye
significativamente los niveles de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL1B) (Choi y
cols., 2013). De acuerdo con estudios previos, el sobrepeso y la obesidad son
considerados un trastorno inflamatorio de bajo grado que implica la expansion del
tejido adiposo, a su vez este tejido secreta varias sustancia bioactivas que
participan en la regulacibn de diversos tejidos, teniendo accién paracrina,
autocrina e incluso ejerciendo efecto en 6rganos distantes, tales como: adipocinas
proinflamatorias (leptina, TNF-a e IL1B) y la expresion de la COX-2 (Kershaw y
Flier, 2004; Deng y Scherer, 2010; Hsieh y cols., 2009). Incluso, se ha establecido
gue estas adipocinas proinflamatorias contribuyen al desarrollo del dolor y la
hiperalgesia (Ferreira y cols., 1988; Cunha y cols., 1992; Wieseler-Frank y cols.,
2005) y como se afirmd anteriormente en este trabajo, que en animales
ovariectomizados con sobrepeso se encuentran elevados los niveles TNF-a e

IL1B. Por tanto, podriamos sugerir que el efecto antinociceptivo de ketoprofeno
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puede ser debido a la inhibicion de estos mecanismos fisiopatolégicos implicados
en el aumento del tejido adiposo.

Se debe agregar que el efecto antinociceptivo de ketoprofeno fue evaluado
en dos diferentes estados de ganancia de peso (sobrepeso y obesidad) y se
obtuvieron dos efectos farmacoldgicos diferentes sobre la nocicepcion. En
animales ovariectomizados con sobrepeso, la CDR de ketoprofeno mostrd6 mayor
eficacia antinociceptiva, una mejor potencia farmacoldgica (al determinar el valor
de DEio), un menor periodo de latencia (tiempo para alcanzar el efecto maximo) y
un mejor efecto anti-hiperalgésico en los cursos temporales. Mientras que en el
grupo obeso ovariectomizado, el ketoprofeno exhibié efectos antinociceptivos
diferentes a los obtenidos en animales con estado de sobrepeso.

En particular, esta bien establecido que el efecto analgésico de algunos
farmacos se modifica bajo condiciones de obesidad y que estos cambios pueden
ser a causa de alteraciones farmacodinamicas y/o farmacocinéticas (Lloret y cols.,
2009). Con respecto a las modificaciones de procesos farmacocinéticos, se ha
reportado que estas alteraciones pueden afectar el volumen de distribucion (Lloret
y cols., 2009) considerando que uno de los cambios mas comunes en la obesidad
es el aumento de grasa abdominal y considerando que el tejido adiposo constituye
un almacén de drogas liposolubles. La deposicion de los farmacos en el tejido
adiposo disminuye el efecto farmacologico deseado, en ese aspecto, se ha
reportado que ketoprofeno posee una alta liposolubilidad y una alta afinidad por
proteinas plasmaticas (Meunier y Verbeeck, 1999). Hay que mencionar, ademas
que en el estado de obesidad se aumentan los niveles de proteinas plasmaéticas,
las cuales con capaces de unirse a los farmacos, generando una disminucion en la
cantidad del farmaco libre, afectando asi la distribucién del farmaco (Lloret y cols.,
2009). Otro proceso importante que se modifica durante la obesidad es el
metabolismo. Es comun que pacientes obesos presenten otras enfermedades
como, higado graso o sindrome metabdlico que afecte el metabolismo de los
farmacos, ademas estos pacientes pueden presentar alteraciones

farmacodinamicas, por ejemplo, alteraciones en la expresion y funcion de
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enzimas, receptores, etc., dando como resultado final una menor eficacia del
farmaco (Lloret y cols., 2009).

Con respecto, a los animales ovariectomizados con sobrepeso, donde se
observd el mayor efecto antinociceptivo por ketoprofeno, es necesario recalcar
gue en este estado de ganancia de peso fue donde se presentd una respuesta
hiperalgésica (disminucion del umbral térmico) y un aumento en la expresion de
mediadores inflamatorios (TNF-a e IL1B) posiblemente por la expansion del tejido
adiposo, por consiguiente estos cambios podrian ser los responsables del efecto
antinociceptivo mas pronunciado por ketoprofeno.

En relacion, con el menor efecto antinociceptivo observado en ratas
ovariectomizadas obesas producido por ketoprofeno, el efecto limitado podria
explicarse por los niveles elevados de 17-B-estradiol y B-endorfinas descritos
anteriormente en este texto. Por ende, es probable que estos fenémenos
enmascaren los efectos de ketoprofeno en cierta medida en el estado de

obesidad.
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X. CONCLUSIONES

e En conclusion, nuestros resultados proveen la primera evidencia que
indica modificaciones importantes en el curso temporal del umbral al
dolor conforme progresa el estado de obesidad.

e La respuesta bifasica posiblemente es resultado de la activacion de
mediadores proinflamatorios como IL-13 y TNFa para hiperalgesia
(sobrepeso) y 17-f estradiol y p-endorfinas para el estado
hipoalgésico (obesidad).

e El tejido adiposo tiene un papel importante en la alteracion
nociceptiva de ratas ovariectomizadas con sobrepeso y obesas.

e Este modelo puede ser de ayuda para estudiar los posibles
mecanismos involucrados en la percepcion del dolor conforme
avanza el estado de obesidad, considerando que hasta la fecha, no
se sabe si esta alteracion se produce a través de mediadores y/o
vias centrales o periféricos, dada la alta complejidad comprendida en
el sobrepeso y la obesidad, asi como los mudltiples factores
involucrados.

e Asimismo, nuestro trabajo establece por primera vez que existen
modificaciones muy importantes de efectos antinociceptivos de
ketoprofeno en dos estados de ganancia de peso.

e Por consiguiente, para establecer el correcto uso de este
medicamento en la clinica, sera importante tener en cuenta estos
resultados y formular los estudios clinicos pertinentes para
establecer la dosis adecuada en los pacientes, en estas dos

condiciones.

71



XI. PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusion presentados en este proyecto, se abren
nuevas preguntas de investigacion referentes a la identificacion de los
mecanismos de accién que alteran nocicepcion conforme avanza el estado de
obesidad en condiciones experimentales. Para abordarlas, se proponen las

siguientes perspectivas:

e Investigar el curso temporal de la nocicepcion térmica en ratas machos
castrados conforme avanza el estado de obesidad.

e Examinar el curso temporal de la nocicepcion térmica en ratas hembras y/o
machos intactos conforme avanza el estado de obesidad.

e Evaluar los niveles de grelina, expresion de los receptores de galanina
(GalR1 y GalR2) y endocanabinoides (CB1 y CB2) en el estado de
sobrepeso y obesidad.

e Cuantificar mediadores de estrés oxidativo y de Oxido nitrico en estos dos
estados.

e Abordar el estudio de cuales receptores estan siendo regulados a través de
estos procesos en el ganglio de la raiz dorsal involucrados en la
sensibilizacion periférica y central en el estado de sobrepeso y obesidad.

e Explorar el curso temporal de la nocicepcion en ratas hembras
ovariectomizadas, intactas y/o machos en otros tipos de dolor; entre ellos, a
un dolor inflamatorio (prueba de formalina, carragenina o adyuvante de
Freund) conforme avanza el estado de obesidad.

e Determinar el efecto antinociceptivo de un AINE diferente al que se empleo
en este estudio o un opioide, para hacer una comparacion de efectos
analgésicos.

e Realizar pruebas farmacocinéticas de ketoprofeno en estas dos

condiciones.
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XIll.  ANEXOS

Los resultados del trabajo actual se presentaron en la modalidad de cartel en

los siguientes congresos nacionales e internacionales:

e OA Jaramillo-Morales, P Mailloux-Salinas, JV Espinosa-Juarez, J Colado-
Velazquez, B Guillén-Garcia, FJ Lopez Mufioz, G Bravo. La obesidad y su
participacion en el dolor nociceptivo en ratas Wistar machos y hembras. En
el marco del Biocinves 2013 Departamento de Farmacobiologia Cinvestav-
Sede Sur. México, D.F. 2013.

e OA Jaramillo-Morales, JV Espinosa-Juarez, J Colado-Velazquez, Patrick
Mailloux-Salinas, G Bravo, FJ Lépez-Mufioz. Obesidad y dolor nociceptivo
en ratas Wistar hipoestrogénicas. En el marco del Biocinves 2014.
Departamento de Farmacobiologia Cinvestav- Sede Sur. México, D.F.
2014.

e Jaramillo Morales OA, Espinosa-Juarez JV, Vega-Cabrera NV, Bravo G,
Lépez-Mufioz FJ. Alteracion nociceptiva por dieta alta en sacarosa en ratas
Wistar hipoestrogénicas. LVII Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana
de Ciencias Fisiologicas, Oaxaca, Oaxaca. 3 agosto 4 septiembre 2014.

e OA Jaramillo Morales, JV Espinosa Juéarez, FJ Lopez Mufioz. La dieta alta
en sacarosa induce un estado de hiperalgesia en ratas wistar
hipoestrogénicas: efecto antinociceptivo de ketoprofeno. XXXVII Congreso
Nacional de Farmacologia, México, D.F. 2015.

e OA Jaramillo Morales, JV Espinosa Juarez, FJ Lépez Mufioz. Participacion
de 17 beta estradiol en el desarrollo de hipoalgesia en ratas
ovariectomizadas obesas. XXVIII Congreso Nacional de Farmacologia, XX
Congreso Estudiantil de Farmacologia "Dr. Antonio Morales Aguilera" y “XIV
Congreso de Investigacion en Medicina de la ESM—IPN. Cancun, Quintana
Roo, 12 al 14 de mayo del 2016.

e OA Jaramillo-Morales, JV Espinosa-Juarez, FJ Lépez-Muioz. Efecto
antinociceptivo de ketoprofeno en ratas Wistar ovariectomizadas con
sobrepeso. En el marco del Biocinves 2016 Departamento de
Farmacobiologia Cinvestav- Sede Sur. México, D.F. 17de mayo 2016.

e OA Jaramillo-Morales, JV Espinosa-Juarez, G Bravo, FJ Lépez-Mufioz.
Obesity and nociceptive pain in hypoestrogenic Wistar rats. 44" Annual
meeting of the society for Neuroscience, Washington, DC, 2014.

e Jaramillo-Morales OA, Espinosa-Juarez JV, Corona-Ramos JN, Lopez-
Mufioz FJ. Antinociceptive effects of ketoprofen on hipoestrogenic wistar
rats with high sucrose diet. 9" Congress of the European Pain Federation
EFIC. Viena, Austria 2015.

e OA Jaramillo-Morales, JV Espinosa-Juarez, JN Corona-Ramos, FJ Lépez-
Muioz. Obese rats induced by high-sucrose diet promote a stage of
hypoalgesia: Antinociceptive effects of ketoprofen. 45" Annual meeting of the
Society for Neuroscience, Chicago, IL, USA. 2015.
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e OA Jaramillo-Morales, JV Espinosa-Juarez, FJ Lopez-Mufioz. Nociceptive
alteration by hig sucrose diet in Wistar rats hypoestrogenic according obesity
state progresses. Obesity week 2015. Los Angeles CA, USA.

e OA Jaramillo-Morales, JV  Espinosa-Juarez, FJ LoOpez-Mufioz.
TNFa contributes to the development of hyperalgesia in overweight
ovariectomized rats. 46" Annual meeting of the Society for Neuroscience
San Diego, CA, USA. 2016.

De igual manera todos los datos se expusieron como ponente invitado en la
sesibn de “Seminarios de Investigacion” del Departamento de Sistemas
Bioldgicos, Area de Farmacocinética y Farmacodinamia de la Universidad
Autonoma Metropolitana-Xochimilco, el 2 de junio 2016. Duracion 1 hora. El

seminario impartido tuvo el siguiente titulo:

e “Sobrepeso y obesidad contribuyen a alteraciones nociceptivas en
ratas hipoestrogenicas”.

Finalmente, se adjuntan los articulos que contienen datos del presente

trabajo. Las referencias bibliogréficas son las siguientes:

e Jaramillo-Morales OA, Espinosa-Juarez JV, Garcia-Martinez BA, Lopez-
Mufioz FJ. Ketoprofen and antinociception in hypo-oestrogenic Wistar rats
fed on a high sucrose diet. Eur J Pharmacol. 2016; 788: 168-175.

e Jaramillo-Morales OA, Espinosa-Juarez JV, Corona-Ramos JN, Lépez-
Mufioz FJ. Nociceptive alteration by high sucrose diet in hipoestrogenic
Wistar rats. Drug Dev Res. 2016; 77: 258-266.
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