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RESUMEN

Antecedentes: El dolor es un problema de salud publica y la principal causa de sufrimiento
a nivel mundial. Es por esto que se ha establecido como un derecho humano el tratamiento
del dolor en aquellos que lo padecen. La piedra angular del tratamiento del dolor es la terapia
farmacoldgica que incluye principalmente a los AAINEs y a los analgésicos opioides, asi
como una gran diversidad de farmacos coadyuvantes. Sin embargo, a pesar de la amplia gama
de aproximaciones terapéuticas estas no logran aliviar el dolor por completo, ya sea por falta
de eficacia o porque sus efectos adversos limitan su uso. Es por ello que surge la necesidad
de buscar nuevas opciones terapéuticas que sean eficaces y seguras, con la finalidad de
complementar o reemplazar las terapéuticas actuales. Una de las alternativas es la sintesis
quimica de nuevos farmacos. En este contexto, los a-aminofosfonatos son moléculas con un
gran potencial bioactivo que recientemente han atraido el interés como potenciales agentes
antiinflamatorios y analgésicos. En particular las fosfoserinas a-metiladas, sintetizadas
previamente por nuestro grupo de investigacion, han mostrado tener efectos antiinflamatorios
prometedores por lo que nuestra hipotesis es que también pudieran mostrar efecto analgésico.
Con base en lo anterior el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antinociceptivo
de las fosfoserinas a-metiladas en tres modelos animales de dolor uno de dolor visceral, uno
de dolor inflamatorio y uno de dolor neuropatico. Materiales y métodos: Para evaluar el
efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas se utiliz6 el modelo de estiramiento
abdominal inducido con acido acético; el modelo de la formalina y el modelo de dolor
neuropético inducido axotomia parcial del nervio ciatico en ratones de la cepa CDL.
Resultados: En el modelo de dolor visceral se encontré que todas las fosfoserinas -
metiladas evaluadas tienen efecto antinociceptivo moderado con un rango de eficacia
méaxima entre 35.7 £ 7.5% y 67.8 + 3.5%, siendo los compuestos 1E y 2B las mas efectivas.
En el modelo de la formalina se encontr6 que las fosfoserinas 1A, 1D, 1E y 1F produjeron
un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis con un rango de eficacia entre 33.7 + 9.1%
y 59.7 +7.9%, siendo 1F y 1D las mas eficaces y méas potentes que Diclofenaco. En el modelo
de dolor neuropético, se encontré que las fosfoserinas 1D, 1E y 1F, pero no 1A, mostraron
un efecto antialodinico con un rango de eficacia maxima entre 15.4 + 2.2% a 60.1 + 5.2%,
siendo 1E y 1F mas potentes que Gabapentina.

Conclusion: La mayoria de las fosfoserinas a-metiladas mostraron efecto antinociceptivo
moderado y dependiente de la dosis en tres modelos animales, uno de dolor visceral, uno de
dolor inflamatorio y uno de dolor neuropatico. Estos resultados en conjunto sugieren que las
fosfoserinas a-metiladas son moléculas prometedoras para seguirse estudiando como
potenciales agentes analgésicos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Dolor

El dolor es definido por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus
siglas en inglés) como una experiencia emocional y sensorial desagradable asociada con, o

que se asemeja a una lesion tisular real o potencial, o descrita en términos de dicho dafio (1).

En esta definicidn se distinguen dos componentes importantes. EI componente emocional,
que hace del dolor una experiencia subjetiva que varia de individuo a individuo y que se ve
afectado por las experiencias previas, la cognicion, la conducta y los factores socioculturales
del individuo que padece dolor (2). Por otro lado, al componente fisioldgico del dolor se le

conoce como nocicepcion.

1.1.1 Nocicepcion

La nocicepcion se refiere al proceso neural que recibe, transmite, integra y responde ante los
estimulos potencialmente dafiinos (estimulos nocivos) (3). Uno de los componentes
anatdbmicos mas importantes de la nocicepcion son los nociceptores. Estos son neuronas
aferentes primarias con un umbral de activacion alto, es decir, que solo responden a estimulos
de gran intensidad (4). Los nociceptores son neuronas pseudounipolares cuyo soma se
localiza en los ganglios de la raiz dorsal. Del soma surge un ax6n que bifurca en una
terminacion periférica que inerva a los tejidos, y una terminacion central que se dirige hacia

el asta dorsal de la médula espinal (3) (Figura 1).
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Figura 1. Anatomia del nociceptor. Se observan las diferentes partes del nociceptor (azul). La terminacién
periférica inerva los diferentes tejidos y expresa una gran variedad de receptores de membrana (p ej. TRPAL,
TRPMS, ASICs, TRPV1, 5-HTR, GPCRs) que se activan por mediadores pro-algésicos y pro-inflamatorios que
se liberan como consecuencia del estimulo nocivo. El axdn o fibra y la terminacion central expresan canales
ionicos, como por ejemplo los canales de Na* (Nay) y los canales de Ca®* dependientes de voltaje (VGCC) que
ayudan a generar y transmitir el potencial de accién. En el soma, ubicado en el ganglio de la raiz dorsal, se lleva
a cabo la sintesis de proteinas necesarias para el funcionamiento del nociceptor. En la terminal central, la
informacion proveniente de la periferia promueven la liberacion de neurotransmisores al espacio sinaptico. Una
vez liberados, los neurotransmisores difunden en el espacio sinaptico para finalmente activar a sus receptores
localizados en la membrana de la terminal postsinaptica de la neurona de segundo orden. TRPAL: Receptor de
potencial transitorio de ankirina 1, TRPM8: Receptor de potencial transitorio de melastatina 8, ASIC: Canales
idnicos sensibles a acido, TRPV1: Receptor de potencial transitorio vaniloide 1, 5-HTR: Receptor de
serotonina, GPRC: Receptor acoplado a proteina G. Modificada de Raouf, 2010°.

El axén es el componente del nociceptor encargado de transmitir la informacion sensorial
desde la periferia hasta el Sistema Nervioso Central (SNC). Algunos axones estan recubiertos
de mielina gracias a las células de Schwann. La presencia de mielina en el axén incrementa
la velocidad de propagacion de los potenciales de accion. De acuerdo con el grado de
mielinizacion, las neuronas aferentes primarias pueden clasificarse en tres grupos (Tabla 1).
La mayoria de los nociceptores son fibras C que no estan mielinizadas y por ende tienen
diametro pequefio. Los nociceptores restantes pertenecen al grupo de las fibras A,
principalmente del subtipo Ad. La mayoria de los nociceptores se consideran polimodales ya
que son activados por estimulos nocivos de distinta naturaleza (mecanica, térmica o quimica)
(5). Es importante destacar que los nociceptores Aé y C proyectan sus terminaciones
centrales hacia las laminas | y Il de Rexed en el asta posterior de la médula espinal. Los
mecanorreceptores Ap en condiciones normales proyectan sus terminaciones centrales hacia
las laminas 111y 1V, sin embargo en procesos patoldgicos también pueden proyectarse hacia

la 1dmina Il contribuyendo al proceso nociceptivo.
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Tabla 1. Clasificacion de las fibras aferentes primarias. Modificado de Dubin, 2010°.

Grupo | Subgrupo Cantidad de Lamina de Rexed a Funcién principal
mielina la que se proyecta
A Aa Abundante 1LV, Vv Propiocepcién
AP Abundante ", v Mecanoreceptores
Ay Abundante L LIV, vV Mecanoreceptores
Ad Moderado LIL LIV, vV Termoreceptores y
mecanoreceptores. Actlan como
nociceptores ante estimulos térmicos
y mecanicos de alta intensidad.
B Moderado LAV, V Inervacion visceral y del sistema
nervioso auténomo
C Nulo 11l Nociceptores

La médula espinal es una estructura del sistema nervioso central formada por neuronas. En

ésta se distinguen dos sitios anatémicos importantes: la sustancia blanca, en donde se

localizan los axones, y la sustancia gris, en donde se localizan los somas. En un corte

transversal, la sustancia gris se observa en el centro de la médula espinal y tiene forma de H,

donde se distinguen dos astas ventrales y dos astas dorsales. El asta dorsal de la médula

espinal se divide, con base en la densidad y el tamafio de sus neuronas, en diez porciones

conocidas como ldminas de Rexed. Las laminas mas superficiales (1 y I1) corresponden al

sitio en donde se lleva a cabo la sinapsis entre la terminacion central de los nociceptores y

las neuronas de segundo orden (6) (Figura 2).
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Figura 2. Anatomia de la médula espinal. La médula espinal es la estructura que comunica a la periferia con el
encéfalo. La médula se divide en sustancia blanca y sustancia gris. Esta Gltima presenta un asta ventral, un asta
dorsal y un cordén central, y se divide en ld&minas de Rexed (rojo) de acuerdo a la densidad de sus fibras. Las
proyecciones de las fibras aferentes primarias (verde) entran al asta dorsal a través del fasciculo de Lissauer y
sus terminaciones centrales se proyectan hacia laminas de Rexed especificas. Modificado de Kiernan, 2009°.

La nocicepcion inicia con el proceso de transduccién, cuando los estimulos nocivos,
independientemente de su naturaleza (mecénica, quimica, térmica o eléctrica) liberan
sustancias proinflamatorias y proalgésicas. Estas sustancias activan a sus receptores de
membrana localizados en la terminacion periférica de los nociceptores, lo que genera la
activacion de vias de sefializacion intrinseca cuya principal finalidad es permitir el influjo de
cationes principalmente el Na*, que resulta en la despolarizacion de la membrana celular,
generando asi un potencial de accion (7). La transmision es el proceso a traves del cual el
potencial de accion se propaga a lo largo del axon para llegar hasta la terminacion central del
nociceptor, en donde activa a los canales de Ca?* dependientes de voltaje (VGCC). La entrada
de Ca?* al interior del nociceptor promueve que las vesiculas que contienen

neurotransmisores se fusionen con la membrana y se liberen los neurotransmisores al espacio
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sinaptico. Una vez ahi difunden hasta la terminal postsinaptica en donde activaran a sus
respectivos receptores ubicados en las neuronas de segundo orden localizadas en las laminas

I y 1l del asta dorsal de la médula espinal (8).

Las neuronas de segundo orden proyectan sus axones hacia estructuras superiores del sistema
nervioso central a lo que se le conoce como las vias ascendentes de la nocicepcion. Dichos
axones forman el fasciculo espinotalamico, que es la principal via ascendente de transmision
de la informacion nociceptiva de la médula al tAilamo. Ademas existen, otras vias ascendentes
como el fasciculo espino-reticular, el espino-bulbar, el espino-hipotalamico, el espino-
limbico y el espino-diencéfalico. Las vias ascendentes se proyectan principalmente hacia el
tdlamo, en donde hacen sinapsis con neuronas de tercer orden: ventrocaudales y mediales.
Las neuronas taldmicas ventrocaudales proyectan fibras hacia la corteza somatosensorial,
mientras que las neuronas mediales proyectan fibras hacia estructuras corticolimbicas
encargadas del control cognitivo, emocional y de la memoria. Estas estructuras incluyen a la
corteza prefrontal, la amigdala, la corteza cingulada anterior, el hipocampo y el nucleo
accumbens, que en conjunto participan en el proceso de percepcion (Figura 3) (9). Por lo
tanto, la percepcion es el proceso que resulta de la integracion de la informacion sensorial,
cognitiva y emocional, para dar significado y coherencia a la experiencia dolorosa, de tal
manera que se generen las respuestas adaptativas adecuadas para combatir el estimulo
nocivo. La informacién somatosensorial permite detectar, localizar, evaluar la intensidad e
identificar el estimulo, mientras que la informacion cognitiva y emocional identifica la
experiencia como no placentera, obligando al individuo a alejarse del estimulo nocivo (10).
Por otra parte, las vias ascendentes también envian proyecciones hacia el tronco encefélico,
especificamente al mesencéfalo. A este nivel hacen sinapsis con grupos neuronales de la
sustancia gris periacueductal (SGPA) y de la médula rostral ventromedial (RVM). De estas
estructuras surgen las vias descendentes de la nocicepcion que participan en la modulacion
del dolor (Figura 3). Este proceso involucra mecanismos a través de los cuales se inhibe o se
facilita la transmision de la informacion nociceptiva (11). La inhibicion del dolor es
importante para generar un estado de analgesia transitoria, que le permita al individuo evitar
o0 huir de la situacién potencialmente dafiina (12). La SGPA es el principal sitio de afluencia
de proyecciones neuronales y recibe informacion directamente de las vias ascendentes, del

hipotdlamo, del nucleo parabraquial, del ndcleo del tracto solitario y de estructuras
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corticolimbicas. La SGPA proyecta fibras glutamatérgicas, serotoninérgicas Yy
neurotensindgenas hacia los grupos de neuronas serotoninérgicas de la RVM, y a los nucleos
noradrenérgicos A5 (locus coeruleus), A6 y A7 localizados en el nlcleo subcoeruleus de la
médula espinal. La RVM es una region compuesta por un grupo heterogéneo de nucleos
neuronales, de donde surgen las vias descendentes que se proyectan hacia el asta dorsal de la
médula espinal. Se han descrito dos poblaciones neuronales principales en la RVM: las
células OFF y las células ON. Las células OFF son inhibidas justo antes de una respuesta
ante un estimulo nocivo. Estas neuronas son activadas por el sistema de opioides enddgenos
e inhibidas por estimulos nocivos, por lo que se considera que activan procesos de inhibicion
de la transmision de la informacion nociceptiva, también conocida como inhibicién
descendente. Por otro lado, las células ON se activan justo antes de que se produzca una
respuesta ante un estimulo nocivo. Estas son activadas por estimulos nocivos e inhibidas por
opioides lo que lleva a la activacion de mecanismos que facilitan la transmisiéon de la
informacion nociceptiva, a lo que se le conoce como facilitacién descendente (13). Por otra
parte, las neuronas presentes en los nucleos noradrenérgicos se proyectan hacia el asta dorsal
de la médula espinal. En la médula liberan noradrenalina que activa a sus receptores
adrenérgicos a2 localizados en la terminal central del nociceptor y las neuronas de segundo
orden, lo que resulta en un efecto antinociceptivo (14). Cabe mencionar que las proyecciones
que surgen de la SGPA hacia la RVM Yy los nucleos noradrenérgicos pueden ser inhibidas
por neuronas GABAGérgicas, impidiendo asi el proceso de inhibicion descendente. La

inhibicién GABAEérgica puede a su vez inhibirse por opioides y cannabinoides.
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Figura 3. Nocicepcion. La nocicepcion es el componente fisiol6gico del dolor a través del cual se detectan los
estimulos nocivos. En la nocicepcion se distinguen cuatro procesos: 1) transduccion, transmision, modulacion
y percepcion. Para que esto se lleve a cabo los seres humanos cuenta con un sistema nociceptivo, integrado por
los nociceptores, las vias ascendentes y descendentes del dolor, asi como una serie de estructuras supraespinales,
Modificada de Basbaum, 2019%.

1.1.2. Clasificacién del dolor

Actualmente, el dolor tiene varias clasificaciones que ayudan a los profesionales de la salud
a diagnosticarlo adecuadamente y a tomar decisiones terapéuticas que ayuden a mitigarlo
para disminuir el sufrimiento de los pacientes. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), los sistemas de clasificacion mas usados se basan en la fisiopatologia, la

localizacion anatomica y la duracion del mismo (15).
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1.1.2.1. Clasificacién del dolor por fisiopatologia

Esta clasificacion se basa en los mecanismos que subyacen el dolor. Con base en esto
podemos distinguir cuatro tipos de dolor, el dolor nociceptivo, el dolor inflamatorio, el dolor
neuropatico y el dolor disfuncional (16). El dolor nociceptivo, también conocido como
fisioldgico, es aquel dolor producido por la activacion de los nociceptores como
consecuencia de una lesion en un tejido no neuronal. Este tipo de dolor actia como un
mecanismo de defensa para salvaguardar la integridad del individuo. Esta funcion protectora
es especifica y se debe en parte al alto umbral de activacion de los nociceptores, que se
activan solamente por estimulos nocivos (estimulos de intensidad alta). Otra de las
caracteristicas del dolor nociceptivo es ser adaptativo, es decir, que produce respuestas del
sistema endocrino (p. ej. secrecion de corticosterona) y del sistema nervioso autonomo (p. €j.
respuestas simpaticas) que generan conductas de proteccion, como mantenerse en estado de
alerta, posturas de resguardo y respuestas de retirada y/o huida (12). Los mecanismos

fisiolgicos del dolor nociceptivo se han descrito previamente en el proceso de nocicepcion.

El dolor inflamatorio se produce por la activacion de los nociceptores por mediadores
proinflamatorios liberados como consecuencia de una lesion tisular o un proceso infeccioso.
Cuando un estimulo nocivo produce una lesion tisular, las células dafiadas liberan moléculas
conocidas como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), iones (H*, Na™y K*), ATP
y prostaglandinas, principalmente PGE, entre otras. Todas estas sustancias se conocen como
sopa inflamatoria y actan en receptores especificos localizados en los nociceptores, células
inmunitarias residentes y células relacionadas al sistema inmunol6gico, como los
queratinocitos y las células endoteliales (17). La activacion de estos receptores promueve la
liberacion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y aminas vasoactivas (p. ej. histamina,
bradicinina y prostaglandinas) que amplifican la respuesta inmunoldgica al reclutar células
inmunitarias plasmaticas, como células cebadas, macrofagos, neutrofilos y linfocitos. La
activacion de los nociceptores lleva a la activacion de vias de sefializacion intracelular que
conducen a la activacion, fosforilacion y sobreexpresion de canales ionicos en el nociceptor.
Esto permite la entrada de cationes al interior del nociceptor y favorece la despolarizacién de
la membrana, lo que resulta en un potencial de accion (18). Existe una relacion estrecha entre
el sistema nociceptivo y el sistema inmunoldgico, pues ambos sistemas actlan de manera

coordinada para favorecer la sanacion de la lesion y la recuperacion de la funcion de la zona
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afectada. Sin embargo, si el dolor inflamatorio no se controla, pierde su funcion protectora y
adaptativa, convirtiéndose en una condicién de dolor patolégico, como ocurre en
enfermedades como la artritis reumatoide, la osteoartritis y el lupus eritematoso sistémico
(19) (Figura 4).
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Figura 4. Dolor inflamatorio. Tras la lesion tisular producida por un estimulo nocivo (1), se liberan DAMPs y
mediadores proinflamatorios que activan a los receptores ubicados en el nociceptor y las células inmunolégicas
residentes. Estas células liberan sustancias vasodilatadoras que promueven la migracion y extravasacion de
células inmunitarias (2), que liberan mediadores inflamatorios (3) que activan a sus receptores de membrana
localizados en la terminacion periférica de los nociceptores (4), activando vias intracelulares que resultan en la
generacion un potencial de accion (5). A su vez, los nociceptores liberan neuropéptidos como SP y CGRP que
favorecen la vasodilatacion y la extravasacion plasmatica de mas células inflamatorias que contribuyen
amplificando el proceso inflamatorio (inflamacién neurogénica) y perpettan el dolor (6). Modificada de Pinho-
Ribeiro, 201718,

El dolor neuropatico, es otro tipo de dolor patoldgico, que se produce por una lesién o
enfermedad que afecte las estructuras del sistema nervioso somatosensorial, ocasionando
alteraciones en el procesamiento de la informacion nociceptiva (20). Dicha lesion puede ser
producida por traumatismos (p. €j. transeccion nerviosa, hernias discales), enfermedades

metabolicas (p. ej. neuropatia diabética, mielopatia por deficiencia de vitamina B12),
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procesos infecciosos (p. ej. neuropatia post-herpética, neuropatia por VIH) y enfermedades

autoinmunes (p. ej. esclerosis multiple, sindrome de Guillain-Barré), entre otras (21).

La fisiopatologia del dolor neuropatico comprende una gran cantidad de mecanismos
moleculares tanto a nivel periférico como central dado que la lesion neuronal produce una
alteracion estructural y funcional persistente. Entre los mecanismos mas estudiados resaltan
1) la sensibilizacion periférica, 2) la degeneracion Walleriana, 3) el aumento de la
sefializacion mediada por el receptor NMDA, 4) la activacion de la microglia y 5) la
desinhibicion que en conjunto contribuyen a la sensibilizacion del SNC (Figura 5). Por una
parte, los remanentes proximales de las fibras lesionadas sobreexpresan diversos tipos de
canales catioénicos como por ejemplo canales de Na* activados por voltaje (VGSC), en
particular los subtipos Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9 y los canales Ca?*, mientras que la funcion
de canales de K* dependientes de voltaje, en especial Kv2.1 disminuye, lo que resulta en una
disminucion del umbral de activacion y genera potenciales de accion ectopicos (22). Por otro
lado, la lesion neuronal provoca un aumento de la infiltracion de células inmunitarias al sitio
de la lesion que liberan mediadores proinflamatorios que contribuyen a la sensibilizacion
periférica de las fibras intactas adyacentes al sitio de la lesion. La sensibilizacion periférica
se define como una disminucién del umbral de activacion de los nociceptores, un aumento
de la magnitud de la respuesta ante estimulos nocivos y actividad esponténea. Las fibras C y
Ad intactas sobreexpresan canales cationicos selectivos como los receptores de potencial
transitorio vaniloide 1 (TRPV1). Los TRPV1 se activan por protones, es decir cuando el pH
del medio es acido (~pH 6.0 0 menor) y por el aumento de la temperatura corporal (>43°C)
(23). Ademas, los mediadores proinflamatorios liberados favorecen la sensibilizacion de
estos. De igual forma, las células de Schwann adyacentes a las fibras lesionadas secretan
neurotrofinas como el factor de crecimiento neuronal (NGF) y el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF), y metaloproteasas de la matriz (MMPs) que contribuyen a la
remodelacion, la supervivencia y la diferenciacion celular para reparar el tejido neuronal
lesionado, sin embargo, esto tambien produce patrones de comunicacion neuronal aberrantes
y alteran el fenotipo de las fibras AP haciendo que proyecten sus terminales centrales hacia
la lamina Il en lugar de proyectarse hacia ldminas no nociceptivas de la médula espinal (p.

ej. las laminas I11/1V) (22). Por otra parte, incrementan las aferencias del sistema nervioso
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simpatico hacia el ganglio de la raiz dorsal, dando como resultado un aumento en la actividad

espontanea y evocada de los nociceptores y mecanorreceptores (12).

Adicional a la sensibilizacion periférica, a nivel central también se produce un proceso de
sensibilizacion. Algunos de los mecanismos que contribuyen a este proceso son 1) las
alteraciones en la permeabilidad del Ca?*, como consecuencia de la sobreexpresion de
VGCC, y 2) la fosforilacion de los receptores glutamatérgicos AMPA y NMDA, a nivel de
la terminacion central de los nociceptores y de las neuronas de segundo orden, que
incrementa la frecuencia de los potenciales de accion post-sinapticos. En este escenario,
también contribuye la microglia. Estas células son los macrofagos del sistema nervioso
central y al ocurrir una lesion tisular pasan de su estado quiescente a su estado activado. En
el estado activado la microglia a través de distintas vias de sefializacion intracelular como la
via de la proteina kinasa activada por mitogéno p38 fosforilado (p-p38 MAPK) liberan
mediadores proinflamatorios (p. ej. TNF-o, IL-1p y BDNF) que a su vez activan a sus

receptores en la membrana de los nociceptores y generan potenciales de accion (22).

Otro mecanismo importante que contribuye a la fisiopatologia del dolor neuropatico es la
alteracion de la actividad de las vias descendentes inhibitorias. La pérdida de la inhibicion
descendente se debe en parte a muerte de las interneuronas GABAérgicas y la alteracion de
la expresion de los canales de ClI". Ademas, se presentan alteraciones de las vias descendentes
noradrenérgicas, mientras que las vias descendentes serotoninérgicas que facilitan la
transmision nociceptiva incrementan su actividad. También se producen cambios adaptativos
en estructuras corticolimbicas y somatosensoriales (p. ej. el tadlamo, la corteza
somatosensorial y la amigdala) que alteran la percepcién del dolor (12). Los mecanismos
fisiopatoldgicos se encuentran representados en la Figura 5.
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Figura 5. Dolor neuropatico. La fisiopatologia del dolor neuropatico se compone de varios mecanismos: 1)
Sensibilizacion periférica, caracterizada por un incremento de la excitabilidad de los nociceptores y una
disminucion de su umbral de activacién; 2) Degeneracion Walleriana que se produce secundaria a la lesion y
produce una desestructuracién del axén y su vaina de mielina; 3) Aumento en la sefializacion mediada por
NMDA, que incrementa el influjo de Ca?* a las neuronas de segundo orden favoreciendo su excitabilidad; 4)
Activacion de la microglia que en estas condiciones libera mediadores proinflamatorios y neutrofinas que
activan a sus receptores de membrana; y 5) Desinhibicion, cuando la funcién de los receptores de GABA y
glicina se altera, ocasionando la salida de CI- que resulta en la despolarizacion de las neuronas de segundo
orden. ATP: Adenosin trifosfato, BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro, CCL2: Quimiocina 2,
CCR2/CX3CR1: Receptores de quimiocinas, CGRP: Péptido relacionada con el gen de calcitonina, GABA:
Acido gama-aminobutirico, Gly: Glicina, FKN: Fractalkina, IL-1p: Interleucina 1p, IL-6: Interleucina 6, KKC2:
Simportador de cloruro de potasio, MMP: Metaloproteinasa de matriz, NK1-R: Receptor de neurokinina 1, NO:
Oxido nitrico, p-p38 MAPK: Protein kinasa activada por mitogeno p38 fosforilado, PG: Prostaglandina, SP:
Sustancia P, TNFa: Factor de necrosis tumoral o, TNF-R: Receptor de TNF, trkB: Tirosin kinasa B, TRPV1:
Receptor de potencial transitorio vaniloide 1. Modificado de Rosenberger, 20202,
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Por ultimo, dentro del dolor patoldgico cronico también se incluye el dolor disfuncional, el
cual se presenta cuando no existe ningdn estimulo nocivo, proceso inflamatorio o dafio al
sistema somatosensorial identificable, por lo tanto, los mecanismos fisiopatolégicos que
subyacen el dolor disfuncional no se conocen con detalle en la actualidad. Algunas
condiciones patologicas que se incluyen en este tipo de dolor son la fibromialgia, el sindrome

de intestino irritable y el dolor vesical (19).

1.1.2.2. Clasificacién anatomica del dolor

El sistema de clasificacion anatomica describe la region o area especifica del cuerpo en donde
el dolor se percibe, con base en lo anterior el dolor puede ser somatico o visceral (15). El
dolor soméatico es el dolor localizado en la piel y estructuras que componen el sistema
musculoesquelético como el hueso, el musculo, las articulaciones, los tendones y los
ligamentos. Se caracteriza por ser bien localizado, debido en parte a la abundante cantidad
de fibras sensoriales presenten en la piel. Cabe mencionar que gran parte del conocimiento
que existe actualmente acerca de los mecanismos moleculares que subyacen el dolor derivan
de estudios experimentales enfocados a la evaluacion del dolor somatico (24). Por otra parte,
el dolor visceral se localiza en las visceras huecas como aquellas que componen los sistemas
cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal y genitourinario (25). El dolor visceral es
resultado de la activacién mecénica o quimica de los nociceptores debido a la compresion,
distencion u obstruccion de las visceras huecas (26). Debido a que las estructuras somaticas
y viscerales estan inervadas por fibras aferentes comunes que convergen en el asta dorsal de
la médula espinal, es comun que el dolor producido en una viscera se refleje en una region
cutanea. Tal es el caso del dolor presente en la apendicitis aguda, secundario a la distencion
del apéndice cecal que es referido como dolor cutéaneo en el cuadrante inferior derecho del

abdomen, fendmeno conocido como dolor referido (27).

1.1.2.3. Clasificacion del dolor por temporalidad

De acuerdo a su temporalidad, el dolor puede dividirse en agudo y crénico. Esta clasificacion
se usa con frecuencia en el ambito clinico ya que es Util para la seleccion del tratamiento. El
dolor agudo o dolor nociceptivo se ha descrito con anterioridad. Sin embargo, cabe resaltar

que este tipo de dolor desaparece una vez que el estimulo nocivo que lo inicio también
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desaparece o bien cuando se ha reparado el tejido lesionado. Debido a esto se dice que el
dolor agudo es reversible y de corta duracion. Desde el punto de vista clinico en la mayoria

de los casos esto se da en un periodo de tiempo menor o igual a tres meses.

Sin embargo, el dolor agudo cuando es de alta intensidad se asocia al sufrimiento y limita las
actividades fisicas de forma temporal. Con la finalidad de mejorar los criterios clinicos del
diagndstico y por ende su tratamiento, se ha propuesto una clasificacion del dolor agudo

basada en el mecanismo causal.

Por una parte, tenemos el dolor quirtrgico, en donde el dolor predomina durante el tiempo
que dure la intervencién quirargica por lo que frecuentemente estos procedimientos se
realizan bajo anestesia. Sin embargo, en el periodo postquirargico se anticipa la presencia de
dolor de diferente intensidad, que depende del tipo de procedimiento quirdrgico realizado.
En éste caso, el tratamiento del dolor puede ser preventivo, sin embargo, a pesar del avance
en el manejo del dolor peri y postoperatorio, mas del 50% de los pacientes presenta dolor
severo después de la cirugia (28). Dentro de esta categoria se incluyen todos los tipos de

intervenciones quirdrgicas (p. ej. cirugia general, cirugia dental).

Por otra parte esta el dolor no quirdrgico. Dentro de esta categoria se encuentran condiciones
patoldgicas con distintos tipos de mecanismos causantes del dolor, como el dolor ocasionado
por traumatismos, por isquemia, el visceral, y el musculoesquelético (29). Sin embargo,
cuando el dolor persiste mas alla del periodo normal de reparacion tisular, se convierte en

dolor crénico.

Al dolor crénico también se le conoce como dolor patoldgico. Este carece de la funcion
protectora y adaptativa del dolor agudo. Genera un estado de alerta persistente que conduce
a conductas de tipo depresién, como desesperanza, anhedonia e impotencia, pues el individuo
se encuentra en una situacion dolorosa de la que no puede escapar (30). Desde un punto de
vista clinico, el dolor se considera cronico cuando perdura mas de tres meses. No se sabe con
certeza los mecanismos que participan en la evolucion del dolor agudo a dolor crénico, sin
embargo, se ha establecido la participacion de mecanismos neuronales como la
sensibilizacion periférica y central. La sensibilizacién del sistema nervioso genera
manifestaciones clinicas caracteristicas del dolor crénico que incluyen el dolor espontaneo

(no provocado por un estimulo nocivo extrinseco), la hiperalgesia (incremento de la
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intensidad del dolor provocado por un estimulo nocivo) y la alodinia (dolor provocado por

un estimulo inocuo) (12).

Actualmente existe un debate en el ambito médico referente a si el dolor crénico es un

sintoma o una enfermedad en si mismo. Esta discrepancia en algunas circunstancias dificulta

el diagndstico y por ende el tratamiento. Debido a lo anterior, la IASP en el 2019 creo un

grupo de trabajo con la finalidad de establecer una clasificacion de los diferentes sindromes

de dolor crénico que sea Util también en la practica clinica. Derivado de este trabajo, se llegd

al consenso de que el dolor crénico puede ser un sintoma acompafiante de una entidad

patoldgica cronica, o bien ser una enfermedad per se. Con base en lo anterior se clasifico al

dolor cronico en dos principales grupos de sindromes:

Sindromes de dolor cronico primario: En estos sindromes se considera que el dolor
es la enfermedad per se, y por lo tanto se debe tratar como tal. Se caracterizan por la
presencia de dolor, en una 0 mas regiones anatdmicas, que persiste por mas de tres
meses, de forma constante o episodica. Otra caracteristica importante es que su
etiologia no esta relacionada por la presencia de otra condicion patoldgica. En esta
categoria encontramos los sindromes de dolor crdnico generalizado, el sindrome
regional complejo, el dolor orofacial o craneal primario, el dolor visceral primario y
el dolor musculoesquelético primario (31).

Sindromes de dolor crdnico secundarios: En estas condiciones, el dolor es el sintoma
cardinal principal y debilitante que resulta como consecuencia de la presencia de otra
patologia cronica. El diagnostico se establece a partir de cuando el dolor se vuelve un
problema por si mismo, el cual puede continuar aun cuando la enfermedad de base
tenga un adecuado tratamiento. Ejemplos de sindromes de dolor crénico secundario
son el dolor oncolégico, el dolor posquirdrgico, el postraumatico, el neuropatico, el
orofacial y craneal secundario, el visceral secundario y el musculoesquelético

secundario (32).

1.1.3. El dolor como un problema de salud publica

El dolor tanto en su condicién fisiolégica como un sistema protector, como en su condicion

patoldgica donde evoluciona hasta convertirse en una enfermedad por si mismo, es una causa
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importante de discapacidad y sufrimiento, pues impacta negativamente en la calidad de vida

de los individuos que lo padecen (33).

De acuerdo al Estudio Global de Carga de Enfermedades, Lesiones y Factores de riesgo
(GBD, por sus siglas en inglés) que recopila los datos de prevalencia, incidencia y afos
vividos con discapacidad (YLD, por sus siglas en inglés) de las principales enfermedades no
fatales que disminuyen la calidad de vida de la poblacién mundial, se encontré que entre
2007 a 2017 las tres principales causas de discapacidad en el mundo son los sindromes
dolorosos lumbalgia y sindromes de dolor craneal con una prevalencia de 17.5% y 15.4%,
respectivamente) y los desordenes depresivos, que fungen como factores de riesgo que

empeoran y perpetdan el proceso doloroso (con una prevalencia de 14.3% e) (34).

A nivel nacional, existen algunos datos de la prevalencia de los sindromes de dolor. De 1990
a 2010, dentro de las diez primeras causas de morbilidad en México se encontraron sindromes
de dolor cronico (p. ej. lumbalgia, dolor de cuello, migrafia, osteoartritis) y enfermedades
que empeoran y perpetlan las condiciones dolorosas (p. ej. depresion mayor, diabetes
mellitus, trastornos de ansiedad) (35). En el caso del dolor agudo, se estima que un 80% de
las personas que se someten a cirugia en México presentan dolor postoperatorio de intensidad
moderada relacionado a un esquema analgésico insuficiente (36). Por otra parte, se ha
documentado que de los ingresos en los servicios de urgencias en nuestro pais, el 90%
corresponde a sindromes de dolor agudo asociado a traumatismos. Sin embargo, hasta el 86%
de los egresos continuaran presentando dolor, lo que los hace propensos a desarrollar

sindromes de dolor crénico (37).

1.1.4. Tratamiento farmacolégico del dolor

Debido a que el dolor es una de las causas principales de discapacidad y sufrimiento, su
tratamiento se ha convertido en una prioridad del sistema de salud a nivel mundial. En este
contexto, la Asamblea Mundial de la Salud establecié que “es un deber ético de los
profesionales de la salud aliviar el dolor y el sufrimiento”. Las pautas del tratamiento del
dolor recomiendan un abordaje multidisciplinario que incluye estrategias farmacologicas, de
rehabilitacion fisica, terapias cognitivo-conductuales, intervencion quirtrgica y tratamientos
alternativos sugiriendo que debe ser implementado y facilitado a la sociedad por los servicios
nacionales de salud pablica. En este mismo contexto, es deber de los sistemas de salud, asi
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como de sus lineas de investigacion, el proveer de opciones terapéuticas mas eficaces y
seguras (38). A continuacion, se describen las estrategias farmacoldgicas empleadas para
mitigar el dolor.

Una de las primeras guias para el tratamiento farmacologico del dolor fue la escalera
analgesica de la OMS. Esta herramienta se disefio con la finalidad de ayudar a seleccionar el
tratamiento analgésico més adecuado para pacientes con dolor oncolégico. Sin embargo, hoy
en dia se utiliza para el manejo terapéutico de la mayoria de las condiciones dolorosas. La
eleccion del tratamiento depende de la intensidad del dolor que manifieste el paciente (leve,
moderado y severo). La base del tratamiento en la escalera analgésica son los analgésicos
convencionales, es decir, los opioides y analgésicos anti-inflamatorios no esteroideos
(AAINEsS), ya sea solos o0 en combinacion. Adicionalmente, también contempla el uso de
coadyuvantes. Estos son farmacos cuya principal indicacion terapéutica es otra diferente del
dolor, pero ejercen un efecto analgésico en sindromes dolorosos. Algunos ejemplos son los
anticonvulsivantes en el tratamiento del dolor neuropético y los glucocorticoides en el

tratamiento del dolor inflamatorio (39).

Desde su primera version publicada en 1986, la escalera analgésica de la OMS ha sufrido
modificaciones con la finalidad de resolver sus limitaciones y controversias. En la actualidad,
consta de cuatro escalones de tratamiento de acuerdo al nivel de dolor. EI primer escalén
corresponde al tratamiento del dolor de intensidad leve que se basa en el uso de AAINEs,
solos o combinados con coadyuvantes. EIl segundo escaldn corresponde al tratamiento de
dolor moderado en donde se recomienda el uso de opioides débiles, solos 0 combinados con
los farmacos del primer escalon. En el tercer escalon se indica el tratamiento para el dolor de
intensidad severa que corresponde al uso de opioides fuertes, solos o asociados con farmacos
del primer escaldn. Por Gltimo, el cuarto escalon corresponde al tratamiento de los pacientes
qgue no se han beneficiado del tratamiento con opioides o presentan efectos adversos
intolerables y por lo tanto, el dolor severo persiste. En este escalon se incluyen técnicas
intervencionistas, como la neuromodulacion, las intervenciones quirdrgicas y las
combinaciones farmacol6gicas (40). A continuacién se describen los farmacos

convencionales para el tratamiento del dolor.
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1.1.4.1. Analgésicos anti-inflamatorios no esteroideos

Los analgésicos anti-inflamatorios no esteroideos (AAINES) son una familia extensa de
farmacos de estructura quimica diversa y que se caracterizan por sus efectos analgésicos,
anti-inflamatorios y antipiréticos. Debido a lo anterior son la familia de farmacos mas
prescrita alrededor del mundo (41). Sn embargo, también pueden ser adquiridos sin receta

médica.
A. Clasificacion

Tradicionalmente los AAINEs se clasifican de acuerdo con su estructura quimicas. La
estructura quimica de los AAINEs tipicos consiste en un radical acido unido a un grupo
funcional aromatico plano. De acuerdo a su radical &cido se clasifican en derivados del &cido
salicilico, del &cido acetico, del acido endlico, del &cido antranilico y del &cido propidnico.
Actualmente, con el avance del conocimiento de su mecanismo de accidn, se ha propuesto
una nueva clasificacion de los AAINEs basada en la selectividad de la inhibicion de las
isoformas de la enzima ciclooxigenasa (COX). La COX también se conoce también como
prostaglandina-endoperoxido sintasa (PGHS) y es la enzima encargada de sintetizar
prostanoides. Estos son mediadores proinflamatorios importantes en la inflamacion y el dolor
(42). Con base en lo anterior, los AAINEs se clasifican en preferentemente selectivos por

COX-1, no selectivos y preferentemente selectivos por COX-2 (Tabla 2) (41).

Tabla 2. Clasificacion de los AAINEs. Modificada de Brune, 20154,

Preferentemente selectivos por No selectivos Preferentemente selectivos por

COX-1 COX-2

e Acido acetilsalicilico e Indometacina e Meloxicam

o Ketoprofeno e Piroxicam e Diclofenaco

e Naproxeno e Lornoxicam ¢ Nimesulida

e Ibuprofeno e Etodolaco o Celecoxib

e Ketorolaco e Valdecoxib

e Acido salicilico e Etodolaco

e Acetaminofén e Rofecoxib

e  Flurbiprofeno e Etoricoxib

e Nabumetona e Lumiracoxib

B. Mecanismo de accion

Su mecanismo de accidn se basa en la inhibicion reversible (o irreversible en el caso de los

salicilatos) de las isoformas 1 y/o 2 de las COX a nivel periférico y/o central. Los AAINES
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bloquean el sitio activo de ciclooxigenasa de las enzimas lo que impide que el acido
araquidonico entre y actué como sustrato para la sintesis de prostanoides (p. ej.
prostaglandinas y tromboxanos), principalmente de la PGE>, que es el principal prostanoide
involucrado en el proceso nociceptivo en ambos niveles. A continuacion se describen las
funciones de la PGE; en el proceso nociceptivo y como la inhibicion de su sintesis genera

analgesia.
¢ Inhibicion de la sintesis de PGE; a nivel periférico

A nivel periférico, después de un estimulo nocivo aumenta la expresion de COX-2 que resulta
en un aumento de la sintesis de PGE>, la cual activa a sus receptores acoplados a proteinas
Gus Y Goq (receptores EP1-4) localizados en la membrana de los nociceptores (43). Estos
receptores activan las vias de sefializacion intracelular de la proteina kinasa C (PKC) y la
proteina kinasa A (PKA). PKA y PKC fosforilan canales cationicos como los receptores de
potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1), los canales de sodio resistentes a tetrodotoxina
(TTX-R Na*), los canales purinérgicos P2X3 y los canales de Ca?* tipo T, lo que resulta en
una ganancia de funcién, una mayor entrada iones que despolarizan al nociceptor y por ende
la generacion de potenciales de accion. Por otra parte, la PGE, también incrementa la
sensibilidad de los nociceptores a otras sustancias pronociceptivas, como la bradicinina o la
capsaicina (44). Por lo tanto la inhibicion en la sintesis de PGE; a nivel periférico, inhibe la

generacion y la propagacion del potencial de accion en los nociceptores (Figura 6 A).
e Inhibicion de la sintesis de PGE: a nivel central

A nivel de la terminacion central del nociceptor, la PGE; incrementa el influjo de Ca?*, lo
que resulta en un aumento de la liberacién de neurotransmisores excitatorios como el
glutamato, la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP). Mientras
que a nivel post-sinaptico, la activacion de los receptores EP2 fosforila a los receptores
AMPA, NMDA, NK1 vy el receptor de CGRP, lo que resulta en el influjo de cationes el
interior de la neurona de segundo orden. Por otra parte, la PGE> también puede interferir con
la funcion las vias descendentes inhibitorias al bloquear al receptor del neurotransmisor
inhibitorio glicina (44). De esta manera, al inhibir la sintesis de PGE2 a nivel central se
bloquea la transmisién de la informacion nociceptiva entre los nociceptores y las neuronas

de segundo orden, y favorece la inhibicion descendente (Figura 6 B).
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Figura 6. Mecanismo de accion de los AAINEs. Los AAINEs ejercen sus efectos farmacolégicos a través de la
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, principalmente de la PGE, a nivel periférico (Panel A) y central
(Panel B). A nivel periférico, la inhibicion de la COX-2 impide que la PGE; actue sobre sus receptores EP1-4
y active canales catidnicos que despolaricen la membrana y resulten en un potencial de accion. También impide
gue aumente la sensibilizacién de los nociceptores por otras sustancias como la bradicinina. A nivel central, la
inhibicion de la COX-2 previene que la PGE; actla sobre sus receptores EP2 lo que favorece un aumento de la
liberacion de neurotransmisores, la activacién de canales catiénicos y la inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores inhibitorios como glicina. Todo lo anterior contribuye al efecto analgésico y antiinflamatorio
caracteristico de este grupo de farmacos. Modificado de Chen, 2013%.

C. Usos clinicos

Los AAINEs se utilizan principalmente en el tratamiento de pacientes que padecen de
condiciones dolorosas que cursan con inflamacion, como la artritis reumatoide, la
osteoartritis, el dolor posquirdrgico y la dismenorrea (42). Por su efecto antipirético son la

primera eleccion farmacologica en el tratamiento de la fiebre.

Ademas de sus efectos farmacologicos principales, algunos miembros de la familia de los
AAINESs poseen otros efectos terapéuticos que amplian su gama de usos clinicos. Tal es el
caso de la Indometacina y el Ibuprofeno que forman parte del tratamiento para la correccién
del conducto arterioso persistente (45), o el Acido acetilsalicilico que es un pilar importante
en la prevencién primaria de pacientes con riesgo cardiovascular elevado por su efecto como

antiagregante plaquetario (46).
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D. Efectos adversos

Los AAINEs tienen una amplia gama de usos clinicos en condiciones de dolor agudo, para
los cuales su uso a corto plazo es relativamente seguro, sin embargo, cuando se utiliza por
periodos prolongados como es el caso de sindromes dolorosos cronicos, presentan efectos
adversos que dificultan la adherencia al tratamiento. Por otra parte, al ser farmacos de venta
libre, es frecuente que la poblacion general los consuma sin consultar previamente a un
meédico, lo que frecuentemente conlleva a incrementar la frecuencia de estos efectos
adversos. En el caso de los inhibidores preferentemente selectivos por COX-1, sus
principales efectos adversos se presentan a nivel gastrointestinal y renal; mientras que con
los preferentemente selectivos por COX-2, sus principales efectos adversos son a nivel
cardiovascular (47). En la Tabla 3 se recopilan algunos de los principales efectos adversos
de los AAINEs.

Tabla 3. Principales efectos adversos de los AAINES sobre érganos y sistemas. Modificada de Cazacu, 2015%".

Organo o sistema Efectos adversos
Sistema nervioso Cefalea, tinnitus, mareo, meningitis aséptica
Cardiovascular Retencion de fluidos, hipertension, edema, taquiarritmia atrial o

ventricular, infarto agudo al miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva

Gastrointestinal Dolor abdominal, dispepsia, nduseas, vomito, gastritis erosiva, Ulcera
duodenal, ulcera gastrica, hemorragia

Hematoldgico Trombocitopenia, neutropenia, anemia aplésica

Higado Alteracion de la funcién hepética, insuficiencia hepética

Pulmonar Hiperreactividad bronquial

Piel Urticaria, prurito, reacciones de hipersensibilidad, sindrome de Reye
Renal Insuficiencia renal, hiperkalemia, proteinuria

Osteomuscular Retardo en la reparacion tendén-hueso

1.1.4.2. Opioides

Los opioides son la familia de farmacos analgésicos mas potentes que existen actualmente.

Inicialmente estos farmacos se obtuvieron del extracto del opio (Papaver somniferum) y
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posteriormente se sintetizaron nuevas moléculas con caracteristicas farmacoldgicas similares

a estos.

A. Clasificacion

De acuerdo a su origen, los opioides se clasifican en opioides naturales (p. ej. Morfina y
Tebaina), semisintéticos (p. ej. Heroina, Hidromorfina, Dehidromorfina) y sintéticos (p. ej.
Nalbufina, Metadona, Fentanilo) (48). Otra clasificacion de los opioides se basa en su
potencia analgésica. Los que presentan mayor potencia analgesica se denominan opioides
fuertes (p. ej. Morfina, Fentanilo) y a menor potencia se consideran opioides débiles (p. ej.
Tramadol, Codeina). Esta clasificacion resulta importante pues existe una correlacion
positiva entre el riesgo de producir adiccion y tolerancia, y la potencia analgésica. Cabe
destacar que tanto el riesgo de producir adiccidn tanto como el desarrollo de tolerancia son
los principales efectos adversos que limitan su uso cronico. Los opioides también pueden
clasificarse de acuerdo a su actividad intrinseca, es decir, el efecto que producen tras unirse
a sus receptores opioides en agonistas puros, agonistas parciales, agonistas/antagonistas y
antagonistas. Mientras que los agonistas puros producen una eficacia méxima al unirse a su
receptor, los agonistas parciales producen una eficacia parcial tras unirse a su receptor. Por
otra parte los antagonistas se unen a su receptor opioide sin producir efecto, y previenen la
union de otros agonistas opioides (49) (Figura 7).
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Figura 7. Clasificacién de los opioides por su actividad intrinseca y potencia. De acuerdo a su actividad
intrinseca, los opioides pueden actuar como agonistas parciales, agonistas puros, agonistas/antagonistas y
antagonistas. A su vez de acuerdo a su potencia, estos mismos pueden clasificarse en débiles y fuertes
respectivamente. Modificado de Williams, 2008°.

B. Mecanismo de accion

Los opioides ya sea naturales o sintéticos acttan sobre los receptores del sistema de opioides
enddgenos o receptores opioides denominados MOR, KOR, DOR y ORL. Los receptores
opioides, principalmente el receptor MOR, se expresan ampliamente en el sistema nervioso
periférico y central, (p. €j. en los nociceptores, en el ganglio de la raiz dorsal, en la lamina Il
del asta dorsal de la médula espinal, la SGPA, la RVM, el locus coeruleus, etc.) (48) asi como
en otros sistemas como el sistema nervioso entérico, el musculo liso del tracto gastrointestinal
(50) y el musculo cardiaco (51). La amplia distribucion de los receptores en el organismo,
explica la diversidad de efectos farmacologicos, el gran potencial terapéutico de estos
farmacos y a su vez, la amplia gama de efectos adversos que presentan y que frecuentemente

limitan su uso.
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Los receptores opioides son receptores acoplados a proteinas G inhibitorias (Gailo). A nivel
presinaptico la activacion de los receptores opioides en los nociceptores produce una
disminucion de los niveles intracelulares de Ca?* a través de dos mecanismos. Por un lado,
la subunidad G; inhibe la actividad de la adenilato ciclasa, lo que resulta en una disminucion
de la sintesis de AMPc, mientras que por otra parte la subunidad Gg, inhibe la apertura de los
VGCC de tipo N, P/Q y L. En conjunto, esto ocasiona la disminucién de la liberacion de
neurotransmisores y se interrumpa la transmision de la informacion nociceptiva. A nivel post-
sinaptico, por un mecanismo mediado por su subunidad Gg,, los opioides activan a los canales
rectificadores de potasio (GIRK) lo que resulta en hiperpolarizacion de las neuronas de

segundo orden, impidiendo asi la generacion de potenciales de accion (52).

El efecto analgésico que ejercen los opioides no solo depende de su capacidad para inhibir
directamente a las neuronas, sino que ademas son capaces de actuar indirectamente a traves
de la activacion de las vias descendentes inhibitorias. La activacion de los receptores MOR
de las neuronas GABAGérgicas que se localizan en la regién mesencefélica de la SGPA,
bloguea la liberacion del neurotransmisor inhibitorio GABA, permitiendo que las neuronas
de la SGPA que se proyectan hacia el asta dorsal de la médula espinal activen la liberacién
de noradrenalina y serotonina, lo que atenda la activacion de las neuronas de segundo orden.
(53, 54) (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de accién de los opioides. Los opioides ejercen su efecto analgésico a través de la
activacion de sus receptores, principalmente el receptor MOR, distribuido en el sistema somatosensorial a nivel
periférico y central. A nivel presinaptico, la activacion de MOR inhibe canales de Ca?* impidiendo la liberacion
de neurotransmisores, mientras que a nivel post-sinaptico activa canales rectificadores de K* provocando la
hiperpolarizacion de la membrana. A nivel central, en las neuronas GABAérgicas de la SGPA, la activacion de
MOR impide la liberacion de GABA, permitiendo la activacion de las proyecciones de NA y 5-HT de las vias
descendentes inhibitorias. Modificado de Brunton, 20075

Ademas del efecto que tienen los opioides sobre la transmision y la modulacién del dolor,
también se ha demostrado que son capaces de alterar la percepcion de la experiencia dolorosa.
Estudios clinicos han demostrado que los pacientes que reciben tratamiento con Morfina
refieren que si bien, la sensacion dolorosa aun esta presente, la aversion afectiva al dolor
disminuye (55). Esto se debe en parte a la accion que los opioides ejercen en sitios
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importantes para el procesamiento afectivo como la region cortical, subcortical, limbica y
rostral (52).

C. Usos clinicos

El principal uso clinico de estos farmacos es la analgesia, siendo actualmente la base del
tratamiento del dolor oncolégico (56), aunque también pueden ser utilizados en el tratamiento
del dolor agudo de intensidad moderada a severa (37). Ademas, los opioides débiles se
consideran la segunda linea de tratamiento en pacientes con sindromes de dolor cronico,como
el dolor neuropatico (57). Por otra parte, su efecto sobre la motilidad intestinal se ha
aprovechado para el tratamiento del sindrome del intestino irritable, tanto en su variedad con
predominio de diarrea como con predominio de constipacion, en donde las principales

opciones terapéuticas son la Loperamida y la Eluxadolina, respectivamente (58).

A nivel del sistema cardiopulmonar, la Morfina ha demostrado tener un efecto farmacolégico
dual en el tratamiento del infarto agudo al miocardio, donde ademas de aliviar el dolor de
intensidad severa provocado por la angina de pecho, mejora la funcién miocéardica y reduce
la respuesta inflamatoria provocada por la isquemia (51). Ademas, su uso a dosis apropiadas

ayuda a revertir la disnea y a mejorar la frecuencia respiratoria (59).

D. Efectos adversos

La amplia distribucion de receptores opioides también contribuye a la gran diversidad de
efectos adversos que presentan, lo cual limita su uso cronico (48). Entre sus efectos adversos
destaca el riesgo de producir adiccién, tolerancia y dependencia después de su administracion
cronica. Este hecho ocasiono la “crisis de los opioides” en Estados Unidos lo que limito el
acceso a estos farmacos (48). Actualmente, se han desarrollado nuevos esquemas de
tratamiento utilizando opioides, de tal manera que se mantenga su eficacia analgésica con un
menor riesgo de desarrollar adiccion (60). En la tabla 4 se ejemplifican algunos de los

principales efectos adversos de los opioides.
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Tabla 4. Principales efectos adversos de los opioides en 6rganos y sistemas. Modificado de Pasternak, 20134,

Organo o sistema Efectos adversos

Sistema nervioso Delirio, sedacion, mioclonus, convulsiones, hiperfagia, hiperalgesia,
miosis, incoordinacién motora, tolerancia, dependencia, adiccion,
sindrome de abstinencia, depresién respiratoria, alteraciones del suefio,
déficit de memoria

Endocrinolégico Hipogonadismo, aumento en la secrecion de la hormona del crecimiento,
aumento de peso, anorexia, hiperprolactinemia

Gastrointestinal Nauseas, vOmito, constipacion, reflujo esofagico, estasis biliar,
disminucion de la absorcion intestinal

Genitourinario Retencion urinaria, disfuncion sexual
Piel Urticaria, prurito, enrojecimiento
Hematoldgico Inmunosupresion

En la actualidad las aproximaciones farmacologicas con analgésicos convencionales han sido
un pilar importante en el tratamiento del dolor, sin embargo, no han logrado resolver el
problema por completo. Esto se debe en parte a que su eficacia analgésica es limitada y a
que su uso se ve limitado por sus efectos adversos que pueden culminar en complicaciones
que deterioren aun mas la calidad de vida de los pacientes. Es por ello que es primordial
buscar nuevas opciones farmacologicas mas eficaces y seguras que complementen o

reemplacen los tratamientos actuales.

1.1.5. Modelos animales de dolor

Los modelos animales de dolor tienen el objetivo de intentar reproducir situaciones clinicas
o fisiopatoldgicas que permitan estudiar alternativas terapéuticas que puedan ser empleadas
en la clinica o ampliar el conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos de las condiciones

dolorosas (61). Para ello, los modelos deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

e Debe tener utilidad clinica: Debe reproducir condiciones dolorosas presentes en la
practica clinica o aspectos concretos de dichas condiciones, haciendo que los
resultados obtenidos experimentalmente puedan extrapolarse a la clinica.

e Debe ser reproducible: Para asegurar la veracidad de sus resultados, permitiendo la

comparacion de distintos tratamientos.
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Debe ser cuantificable: La mayoria de los modelos de dolor en animales evaltan el
proceso nociceptivo midiendo respuestas conductuales. En algunos modelos se
evalla midiendo la latencia de una respuesta de retirada, que se producen como
consecuencia de la aplicacion de un estimulo nocivo de naturaleza térmica, quimica
0 eléctrica. La respuesta de retirada se produce como consecuencia de la activacion
de un arco reflejo generado a nivel medular. Ejemplos de modelos en donde se evalta
el dolor mediante latencias de respuesta son el tail-flick y el de la placa caliente. En
ambos modelos la respuesta se induce aplicando un estimulo térmico nocivo (48 —
55°C) (62). En otros modelos la intensidad del dolor se mide cuantificando una
conducta especifica (conducta nociceptiva) que se produce por la aplicacion de un
estimulo nocivo. En la mayoria de los casos se trata de una sustancia quimica irritante
que activa los nociceptores en el sitio de la inyeccion. Ejemplos de estos son los
modelos de dolor inflamatorio como el modelo de estiramiento abdominal inducido
por acido acetico y el modelo de la formalina. Asi también, existen modelos de dolor
inducidos por la lesion de nervios. En estos la intensidad del dolor se evalla
induciendo una respuesta de retirada a través de la aplicacion de estimulos mecénicos
como por ejemplo los filamentos de von Frey. La aplicacion de estimulos mecanicos
de fuerza conocidos permite evidenciar estados de hipersensibilidad al dolor,
fendmenos mejor conocidos como alodinia e hiperalgesia.

Debe ser validado: Para ello, se debe poner a prueba un tratamiento con eficacia
analgésica reconocida experimentalmente o en la clinica, que logre revertir las

conductas nociceptivas generadas por el modelo (61).

A continuacién se describen algunos de los modelos de dolor en animales que han sido
aprobados por el Plan de Estudios Béasico para la Educacion Profesional en Dolor, publicado
por la IASP (63).

1.1.5.1. Modelo de estiramiento abdominal

El modelo de estiramiento abdominal es bien aceptado como un modelo de dolor visceral,
asi como de dolor inflamatorio, por lo que es ampliamente utilizado como evaluacion
preliminar de la actividad antinociceptiva de farmacos con potencial efecto analgésico y/o

anti-inflamatorio (64). En este modelo el dolor se induce mediante la inyeccion
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intraperitoneal de soluciones diluidas de sustancias quimicas que irritan las membranas
serosas del peritoneo. Algunas de las sustancias més utilizadas son acido acético y 2-fenil-
1,4-benzoquinona (65, 66). Cualquiera de estas sustancias produce inmediatamente después
de la inyeccion una conducta nociceptiva caracteristica conocida como estiramiento
abdominal o “writhing”. El estiramiento abdominal se describe como el arqueamiento de la
espalda, acompariado de hiperextension de las extremidades pélvicas y de contraccion de la
musculatura abdominal (65). Durante la evaluacion conductual, se cuantifica el nimero de
estiramientos abdominales por un periodo de 30 minutos. En este periodo se produce un
numero de estiramientos significativos en comparacion con animales inyectados con solucion
salina. Cada estiramiento se considera una respuesta positiva. Con base en lo anterior, la una
disminucion del nimero de estiramientos abdominales en respuesta al tratamiento con un

compuesto de prueba se interpreta como efecto analgésico (66).

En este modelo se ha descrito que los estiramientos abdominales se producen debido a que
la administracion de &cido acético induce un proceso inflamatorio agudo, tanto en la cavidad
abdominal, secundario a la activacion de las enzimas COX que sintetizan prostanoides (p. €j.
PGE>, PGF,, y lipoxigenasas) que activan a sus receptores de membrana en las terminaciones
periféricas de los nociceptores (66); como a nivel medular, donde el incremento en la
liberacion de quimiocinas activa las vias intrinsecas de MAPK y PI3K que resultan en la
activacion de las células de la microglia (67). Otro mecanismo que subyace el dolor visceral
en el modelo de estiramiento abdominal es la participacion del sistema nervioso simpatico a
través de la activacion de los receptores adrenérgicos, pues la administracion intraperitoneal
de sus agonistas (p. ej. dopamina y tiramina) induce estiramientos abdominales que se
revierten con antagonistas de adrenérgicos (p. €j. B-bloqueadores) (68, 69). Adicionalmente,
también se ha observado la participacion de los receptores P2X3 pues la administracion de
antagonistas de estos receptores disminuye significativamente la cantidad de estiramientos
abdominales (70).

Los estiramientos abdominales también se inhiben con farmacos analgesicos y coadyuvantes
como AAINEs, opioides, antagonistas de receptores dopaminérgicos, antihistaminicos,

relajantes musculares, inhibidores de la monoaminoxidasa y neurolépticos.
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Las ventajas del modelo de estiramiento abdominal recaen en que es un modelo sencillo,
rapido, replicable, que no requiere de equipamiento especial y que produce conductas
nociceptivas faciles de reconocer. Es un modelo con gran sensibilidad para detectar farmacos
potencialmente analgésicos. Sin embargo, carece de especificidad debido a la gran cantidad
de mecanismos que lo producen. Por lo tanto, sus resultados se deben asociar a modelos

cuyos mecanismos moleculares sean mas especificos (64).

1.1.5.2. Modelo de formalina

El modelo de la formalina es uno de los modelos de dolor inflamatorio méas empleados en la
busqueda de nuevos analgésicos. En este modelo el dolor se induce por la inyeccion
subcutanea de una solucion diluida de formalina (0.5 — 10%) en el dorso de la pata posterior
de la rata o el raton (64). Esta bien caracterizado que la inyeccion de formalina en roedores
produce diversas conductas nociceptivas caracteristicas que incluyen lamida, mordida y
sacudida de la pata inyectada. Una caracteristica del modelo es que el curso temporal de las
conductas nociceptivas presenta un patron bifasico (71). La primera fase o fase | ocurre desde
el momento de la inyeccion y dura aproximadamente 5 minutos. Desde un punto de vista
molecular existe evidencia que sugiere que las conductas en esta fase se producen por la
generacion de potenciales de accion en los nociceptores a través de la activacion directa de
los canales TRPV1 y TRPAL (72). A nivel central, la sensibilizacion es resultado de la
liberacion de la sustancia P y bradicinina (73). Esta primera fase puede ser inhibida con
anestésicos locales, opioides y AAINEs como el acido acetilsalicilico y el paracetamol (71).
Después de la fase I, se produce una interfase en donde se observa la inhibicién de las
conductas nociceptivas. La interfase, ocurre entre los 5 y 10 minutos post-inyeccion de
formalina. No esta claro cuéles son los mecanismos responsables de esta inhibicion. Sin
embargo, algunos reportes sugieren que se debe a la activacién de las vias inhibitorias
mediadas por la activacion del sistema de opioides enddgenos (74), la activacion de
receptores GABAA (75) y al bloqueo de canales de sodio dependientes de voltaje (76). Por
ultimo, la fase Il inicia 15 minutos después de la inyeccion de la formalina y perdura por al
menos 40 min en ratdn y una hora en rata. En esta fase las conductas nociceptivas se producen
debido al proceso inflamatorio inducido por formalina y que genera sensibilizacion periférica

y central. La sensibilizacion periférica se produce como consecuencia de la liberacién de
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mediadores proinflamatorios del tejido dafiado, de las células inmunitarias residentes, de las
células inflamatorias que son reclutadas al sitio de la lesion y de los nociceptores (77). La
segunda fase puede ser inhibida de manera dosis-dependiente por opioides, AAINEs,

corticoesteroides y gabapentinoides (71).

El modelo de la formalina posee ciertas ventajas. La inyeccion de formalina genera conductas
nociceptivas robustas y continuas, que generan un patron bifasico caracteristico, con
mecanismos moleculares distintivos de cada fase lo que ayuda a identificar el mecanismo de
accion de los tratamientos evaluados (64). Sin embargo, una de sus desventajas es que solo
permite la evaluacion de la piel lampifia del dorso de la pata posterior, ya que se ha
comprobado que la inyeccion de formalina en un sitio anatomico diferente, altera la

intensidad y el patron de respuesta (78).

1.1.5.3. Modelos de dolor neuropético

Los modelos de dolor neuropéatico se producen por lesion directa del sistema nervioso
somatosensorial ya sea en rata o raton. La lesion de los nervios periféricos o de estructuras
del sistema nervioso central resulta en sintomas similares a los que se presentan en los
sindromes de dolor crénico en humano y que incluyen dolor espontaneo, alodinia e
hiperalgesia (79). La lesion puede ser producida por diferentes métodos, como por ejemplo
la axotomia o la compresion parcial o total de estructuras del sistema nervioso central o de
nervios periféricos, por condiciones metabdlicas (diabetes) o infecciosas (neurotoxinas) o

por la administracion de farmacos empleados en la quimioterapia (80).

En particular los modelos que se producen por lesion de los nervios periféricos utilizan como
sitio de lesion el nervio ciatico. Este nervio es de facil acceso porque se localiza en las
extremidades posteriores. En la mayoria de los casos la lesion se realiza de forma unilateral,
por lo que la pata contralateral puede ser utilizada como control. Ademas cabe resaltar que
la lesion del nervio ciatico puede llevarse a cabo a través de la seccion o la constriccién del
nervio ciatico o de una o varias de sus ramas, lo que da lugar a varios modelos (79). Entre
estos, el modelo de axotomia parcial del nervio ciatico o SNI (por sus siglas en inglés, Spared

nerve injury) que es uno de los mas empleados.
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1.1.5.4. Modelo de axotomia parcial del nervio ciatico

Este modelo se produce por la lesidn parcial del nervio ciético que consiste en la ligadura y
axotomia de 2 de las 3 ramas terminales del nervio ciatico, los nervios tibial y peroneal
comun, dejando intacto el nervio sural (81), lo que produce alodinia mecéanica cronica,
hipersensibilidad al frio y dolor espontaneo (82), asi como conductas tipo ansiedad y

depresion (83).

La alodinia mecanica se detecta desde etapas tempranas después de la axotomia y perdura
por periodos largos de tiempo (al menos seis meses en rata y 30 dias en raton) (84, 85). La
alodinia mecanica se produce por diversos mecanismos moleculares como la activacion de
fibras C y mecanorreceptores AB que conducen a sensibilizacion central. Los nociceptores
lesionados transmiten informacion nociceptiva hacia interneuronas de amplio rango (WDR,
por sus siglas en inglés) que se sensibilizan y activan en direccion ortodromica y antidrémica
a los mecanorreceptores y a otros nociceptores (86, 87). La sensibilizacidn central producida
en el modelo de la axotomia parcial del nervio cidtico se presenta en parte por la activacion
de los receptores AMPA (88).

Por otro lado, estudios recientes muestran que las células inmunitarias también participan en
la produccion de alodinia mecanica. Esto mediante la activacidn de la microglia que una vez
activada libera BDNF quien a su vez, activa a su receptor trkB (89). Esto resulta en un
aumento de las concentraciones intracelulares de Ca®* en las neuronas de segundo orden.
Ademas se ha observado que la axotomia del nervio ciatico favorece el incremento en la
produccidn de quimiocinas como CCL2, CCL3 y CX3CL1, quienes promueven la migracion

de células Natural killer al sitio de la lesion (90).

Es importante mencionar que al ser un modelo de dolor neuropético la alodinia mecéanica
puede disminuirse por farmacos utilizados en la terapéutica del dolor neuropatico como los
antiepilépticos Gabapentina y Carbamacepina, el antidepresivo triciclico Amitriptilina, el
inhibidor de la recaptura de serotonina y norepinefrina Duloxetina, el opioide debil
Tramadol, entre otros. Sin embargo, los AAINEs muestran poca o nula eficacia (91, 92).

El modelo de la axotomia parcial del nervio ciatico posee la ventaja de reproducir conductas
nociceptivas como la alodinia mecéanica presentes en pacientes con sindromes de dolor

neuropatico, que se mantienen por periodos prolongados de tiempo. El procedimiento es
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relativamente mas facil que otros modelos de lesion nerviosa, es altamente reproducible y no
limita la actividad diaria de los animales, como la ingesta de alimentos y el movimiento de
los animales, lo que nos permite evaluar a los animales libremente reduciendo el estrés.
Aunado a ello, también permite evaluar los cambios neurofisiolégicos que ocurren en las
terminales periféricas del nervio sural intacto adyacente al sitio de la lesion. Ademas, no
genera autotomia como se observa en otros modelos, como el modelo de transeccién del

nervio ciatico (83).

Por otra parte, algunas de las desventajas que produce el modelo de SNI es que la lesion
nerviosa producida por la axotomia es tan severa, que ocasiona degeneracion de los axones
intactos adyacentes al sitio de la lesion después de un periodo prolongado de tiempo, lo que
limita el nimero de terminaciones periféricas intactas, que resulta en dificultad para la

evaluacion (79).

El modelo de dolor en animales ideal seria aquel que reprodujera todos los mecanismos
fisiopatoldgicos que subyacen el dolor. Sin embargo, los diferentes tipos de dolor difieren en
sus mecanismos y por ende también en su sensibilidad a diferentes tratamientos
farmacoldgicos, por lo tanto es necesario que la evaluacion de farmacos con potencial efecto
analgesico se realice en distintos modelos de dolor en animales que ayuden a reproducir
diferentes condiciones dolorosas para discernir en cuales modelos tiene efecto y en cuales
no. Dichos resultados pueden ayudar a inferir cual es el probable mecanismo de accién de

dichos farmacos y como su efecto analgésico pudiese extrapolarse a la préactica clinica.

1.2. Antecedentes especificos

1.2.1. a-Aminofosfonatos

Los acidos a-aminofosfonicos y sus esteres, los a-aminofosfonatos, son compuestos
orgénicos que fueron descubiertos en los seres vivos alrededor de los afios 40°s (93). Los
acidos a-aminofosfonicos son considerados los andlogos isostéricos mas importantes de los
a-aminoacidos, donde el grupo carboxilico plano [CO2H] es sustituido por el grupo fosfonico
tetrahédrico [P(O)(OH).] de mayor demanda estérica. Recientemente se han convertido en
compuestos de gran interés en la investigacion de la quimica organica y en el desarrollo de

nuevos farmacos (94) (Figura 9).
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NH, NH,
(1) o-Aminoacido (2) a-Aminofosfonato

Figura 9. Estructura quimica de los a-aminoacidos naturales y los a-aminofosfonatos. Los a-aminofosfonatos
se obtienen de la sustitucion isostérica del grupo carboxilo (azul) del a-aminoacido (1) por el grupo fosfénico
(rojo) dando como resultado un a-aminofosfonato (2). Modificado de Ordofiez, 2015%.

El grupo fosfonico es altamente nucleofilico, mas acido, tetraédrico y con un mayor volumen
estérico en comparacion con su analogo el acido carboxilo, ademas presenta un eje de
simetria C3 y el enlace = entre el fosforo (P) y el oxigeno (O) es mas débil que el enlace entre
carbono (C) y oxigeno (O) aumentando la probabilidad de la formacién del enlace P-O en el
grupo fosfonico en comparacion a la del enlace C-O en el grupo carboxilico. Por otro lado,
el grupo fosfonato a diferencia del grupo fosfato es resistente a la hidrélisis por enzimas
fosfatasas involucradas en la escision de grupos fosfato, lo que favorece su estabilidad en el

organismo.

1.2.2. La importancia de los acidos a-aminofosfonicos en el desarrollo de nuevos

farmacos

Actualmente existen diversos &cidos a-aminofosfonicos y ésteres fosfonicos que han
mostrado poseer una gran variedad de actividades biologicas prometedoras, lo que ha
aumentado el interés en distintas areas comerciales, que van desde la agroquimica hasta la
medicina. En este contexto, el potencial bioldgico de los &cidos a-aminofosfonicos y sus
ésteres han despertado gran interés para el desarrollo de nuevos farmacos.

En consecuencia, en los ultimos afios se incremento la investigacion en el estudio de nuevas
metodologias para la sintesis racémica y enantioselectiva de este tipo de compuestos. Desde
el punto de vista quimico, este andamiaje ofrece diversas posibilidades de modificacion
estructural que han resultado en un gran nimero de a-aminofosfonatos de relevancia quimica

y que difieren entre si en su estructura quimica: 1) heterociclos o 2) anillos aromaticos como
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furano, antraceo, tiofeno, pirazol, imidazol y piridina, dando como resultado en una amplia
gama de a-aminofosfonatos, por lo que utilizando como criterio de clasificacion su estructura
quimica, estos compuestos se agrupan en los siguientes subgrupos: acidos a-

aminofosfonicos, acidos fosfinicos, péptidos fosfonicos, fosfonatos y los bifosfonatos (94).

Uno de los métodos de sintesis de a-aminofosfonatos mas empleados es el método de
Kabachnik-Fields. Esta es una reaccion tricomponente que involucra: (1) un compuesto con
un grupo carbonilo, ya sea un aldehido o una cetona, que se une a un complejo formado por
(2) un amino y (3) un diacilfosfonato, que da como producto un a-aminofosfonato (4) (95).

Dicho proceso se ejemplifica en la Figura 10.

'8 0)
0 [ RA—NH N\ _-OR
|(l + R3>—NH, + H—P—OR* — \C/P
~TN o -~ 4
R R C|)R4 R \Rz Or
(D @) 3) (4)

Figura 10. Método de Kabachnik-Fields. Modificado de Naydenova, 2010%.

1.2.3. Potencial bioldgico de los a-aminofosfonatos

Los a-aminofosfonatos son moléculas con un gran potencial bioactivo debido a su similitud
con los a-aminoacidos naturales. En concordancia multiples estudios in vivo e in vitro
sugieren que algunos tipos de a-aminofosfonatos actian como agentes citotoxicos,

antibacterianos, antioxidantes, antivirales y antifingicos.

Por otro lado, a nivel del sistema nervioso, se determing el efecto neuroprotector in vitro de
un a-aminofosfonato, denominado EAB-318, a través de la evaluacion de su actividad como
antagonista de los receptores NMDA. El ensayo de union con radioligandos demostrd que
EAB-318 es capaz de inhibir la union de glutamato al receptor NMDA con una ICso de 7.9
nM. A traves de estudios de electrofisiologia en cultivos de neuronas del hipocampo de rata,
se demostré que el compuesto EAB-318 inhibe la despolarizacién neuronal con valores de
ICs0 de 69 nM. Al incrementar las concentraciones de radioligando, la curva dosis-respuesta

del compuesto se desplaza hacia la derecha, demostrando asi que su mecanismo de accion es
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a traves del antagonismo competitivo. Su actividad neuroprotectora se corroboro en un
ensayo de neurotoxicidad inducida con NMDA en retina de pollo. EI compuesto demostro su
efecto neuroprotector en concentraciones entre 100- (96) (Tabla 5).

Tabla 5. Compuesto EAB-318. a-aminofosfonato con efecto neuroprotector en un modelo in vitro. Modificado
de Sun, 2004°.

ICso efecto neuroprotector

Estructura quimica Nombre quimico
(nM)

HO,C .
’ (R-a-amino-5-cloro-1-

N unll\lNH2
fosfonometil)-1H-
@ ) ( I : . 100 - 300
N benzimidazol-2-propanpoico

|\ cido hidroclorhidrico)

ClI

En la misma linea cabe destacar que la actividad biologica mas prometedora de los a-
aminofosfonatos en medicina es la disminucion de la actividad de diversas enzimas. En este
contexto existen numerosos reportes que indican que los a-aminofosfonatos tienen la
capacidad de actuar como potentes inhibidores enzimaticos. Esto se debe en parte a las
caracteristicas estructurales y electronicas del andamiaje N-C-P y a su tamafio. Estas dos
caracteristicas les permite actuar como inhibidores enzimaticos mediante diferentes
mecanismos: 1) actuando como sustitutos de sus analogos en la formacion de péptidos, 2)
actuando como falsos sustratos o 3) bloqueando el sitio activo de la enzima. La combinacién
de estas caracteristicas junto con la adicién de sustituye+ntes que estan dirigidos a mejorar
la afinidad por el sitio activo provee la posibilidad de crear inhibidores enziméticos de todas
las clases; estructuralmente diversas, efectivos y selectivos. Ejemplos de aminofosfonatos
con efecto terapéutico es el antihipertensivo fosinopril que inhibe metaloproteasas como la
Enzima Convertidora de Angiotensina | (ECA). LA ECA desempefia un papel importante en
la fisiopatologia de la hipertension arterial, razon por la cual el fosinopril actualmente se
encuentra entre el arsenal de medicamentos disponibles para el tratamiento de la hipertension
(97). Asimismo, también se han sintetizado o-aminofosfonatos que pueden inhibir
potentemente enzimas como la glutamina sintetasa, importante en la infeccion por
tuberculosis (98); la ureasa, esencial en el metabolismo de bacterias y protozoarios (99); o la
proteasa VIH-1 del virus del VIH (100). En conjunto, la evidencia anterior muestra que estos
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compuestos representan una nueva terapéutica potencial para el tratamiento de diversas

enfermedades.

1.2.4. Actividad anti-inflamatoria y antinociceptiva de los a-aminofosfonatos

Dentro de la amplia gama de actividades biologicas de los a-aminofosfonatos, existe
evidencia que sugiere que estos compuestos también poseen actividad sobre el sistema
inmunologico y el sistema nervioso, lo que sugiere que pudieran tener el potencial de modular
el proceso inflamatorio y la nocicepcion. En relacion a esto, existen estudios que muestran
que algunos tipos de a-aminofosfonatos poseen actividad anti-inflamatoria. Por ejemplo en
el 2011, se evaluo in vivo el efecto anti-inflamatorio de los a-aminofosfonatos 4a, 4b y 4c
sintetizados por el grupo de Abdou (101). El efecto de estos compuestos fue evaluado a una
dosis de 50 mg/kg, en el modelo de edema plantar inducido con carragenina en rata (Tabla
6). Se encontrd que los compuestos 4a y 4b inhibieron el edema plantar inducido por

carragenina en un 80 y 84.1%, respectivamente.

Tabla 6. Compuestos 4a, 4b y 4c. a-aminofosfonatos con efecto anti-inflamatorio en un modelo in vivo.
Modificado de Abdou, 2011,

% de efecto
Nombre quimico anti-
inflamatorio

Sustituyent

Estructura quimica e

Dimetil  [3-(benzofuran-2-
il)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-
4aR=Me | (3-ciano-4,5,6,7- 84.1%
N tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-
0 g CN il-amino) metilfosfonato
/ \ Dietil [3-(benzofuran-2-il)-
y O N~ 1-fenil-1H-pirazol-4-il]-(3-
/ 4b R=Et | ciano-4,5,6,7- 80%
/ - S tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-
‘ il-amino) metilfosfonato
\N Diisopropil [3-(benzofuran-
/ 2-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]
P 4c R=i-Pr | (3-ciano-4,5,6,7- 15.7%
tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-
il-amino)metilfosfonato

N

H,

En otro estudio, se sintetizaron otros 3 nuevos o-aminofosfonatos denominados 19a-c, a los
que también se les evalud su efecto anti-inflamatorio en el modelo de edema plantar inducido

con carragenina en rata. Los compuestos se inyectaron por via subcutanea a una dosis de 100
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mg/kg. Se encontrdé que los compuestos 19a, 19b y 19c mostraron efecto anti-inflamatorio
significativo de 88.5%, 89.5% y 49.9%, respectivamente. Adicionalmente a estos
compuestos se les evalto el efecto antinociceptivo. Para esto se utilizd un modelo de dolor
visceral, el modelo de estiramiento abdominal inducido con p-benzoquinona. Los tres
compuestos fueron administrados por via intraperitoneal a una dosis de 100 mg/kg. Los
resultados mostraron que los tres compuestos disminuyeron el nimero de estiramientos
abdominales lo que indica que poseen un efecto antinociceptivo. De manera puntual los
compuestos 19a, 19b y 19c disminuyeron el nimero de estiramientos abdominales en un
74.8%, 73.5% y 51.4%, respectivamente (102) (Tabla 7).

Tabla 7. Compuestos 19a, 19b y 19¢. a-aminofosfonatos con efecto anti-inflamatorio y analgésico en modelos
in vivo. Modificado de Abdou, 201312,

% de efecto
Estructura quimica Sustituyentes Nombre quimico anti-
inflamatorio

% de efecto
analgésico

Etil 5-(dimetoxifosforil)-
7-metil-1-fenil-5-
19a (fenilamino)-1,5-
R8 = Me dihidropirazolo[4,3-
d][1,3]oxazina-3-
carboxilato
Etil 5-(dietoxifosforil)-7-
o metil-1-fenil-5-
Ft0,C \\mom 19b (fenilamino)-1,5-
N 2 R8 = Et dihidropirazolo[4,3-
it WLNHP]‘ d][1.3] oxazina-3-
N\ 5 carboxilato
NN Etil 5-
/ (diisopropoxifosforil)-7-
Me 19¢ metil-1-fenil-5-
RS = i-Pr (fenilamino)-1,5- 49.9% 51.4%
dihidropirazolo-[4,3-
d][1,3] oxazina-3-
carboxilato

88.5% 74.8%

89.5% 73.5%

En este mismo sentido en el 2018 el grupo de investigacion del Dr. Ordofiez del Centro de
Investigaciones Quimicas de la Universidad Autdnoma del Estado de Morelos, realizé la
sintesis de una nueva seria de a-aminofosfonatos. Estos compuestos son analogos fosfonicos
del aminoacido serina o fosfoserinas a-metiladas que se sintetizaron a través del método de
Kabachnik-Fields (103). Esta reaccion permitio obtener una serie de 10 compuestos cuya

estructura, nombre quimico y clave se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8. Estructura quimica de las fosfoserinas a-metiladas. Modificado de Romero-Estudillo, 2018,

Fosfoserinas a-metiladas

Estructuras quimicas

)
2-Benzilamino-2-dimetoxifosforil propil acetato H |
N P(OMe),
K
AcO Me
2-Dimetoxifosforil-2-4-metoxibenzil amino propil MeO 0
H
acetato (1B) I H,l OMe),
Aco—><Me
. . L ) . . . o]
3,4-Dimetoxifenetil amino-2-dimetoxifosforil propil H [
MeO N P(OMe)
2
acetato (1C) J<
AcO Me
MeO

2-Cicloheximetil amino-2-dimetoxifosforil propil
acetato (1D)

g Hﬁone):

AcOD J<ME

2-Alilamino-2-dimetoxifosforil propil acetato (1E)

0
.
N (OMe)
Me Ziiﬁ
OAc

2-Dimetoxifosforil-2-S-1-feniletil amino propil
acetato (1F)

0
H I
N P(OMe),

HOJ<I\/IG
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Tabla 8. Continuacion

Fosfoserinas a-metiladas Estructuras quimicas
0
I I o MeO B
Dimetil 2-benzilamino-1-hidroxipropano-2-1- N (OMe);
fosfonato (2A) HO —Xie
MeQ
0
Dimetil 2-3,4-dimetoxifenetil amino-1- E |IF|"lOZ\[eJ:
hidroxipropano-2-1-fosfonato (2B)
Me Me
OH
I

Dimetil 1-hidroxi-2-S-1-feniletil amino propano-2- E .
1 P(OMe)s

: A (oM<

il-fosfonato (2C)
AcO Me
0
2-Dimetoxifosforil-2-hidroxipropil acetato /a- HO &L@ME%
hidroximetilfosfonato (3)
AcO Me

A todas estas fosfoserinas a-metiladas se les evalu6 su efecto anti-inflamatorio, por via topica
en un modelo murino de inflamacion auricular inducida con tetradecanoilforbol 13-acetato
(TPA), en un rango de dosis de 0.1 a 10 mg/oreja. Se encontrd que los 10 compuestos
mostraron efecto anti-inflamatorio significativo. Cabe destacar que los compuestos
1A>1C>1F>2C>2B>1D presentaron una eficacia anti-inflamatoria maxima mayor al 90% y
que no es estadisticamente diferente del control positivo Indometacina. Es importante resaltar
que si bien todos poseen eficacia, la potencia con la que producen dicho efecto es menor a la
observada con Indometacina, como lo evidencian los valores de dosis efectiva 50 (DEso)
(Tabla 9) (103).
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Tabla 9. Eficacia maxima, DEs y potencia relativa de una serie de fosfoserinas a-metiladas. Modificado de
Romero-Estudillo, 20183,

Fosfoserina a- Eficacia maxima DEso Potencia
metilada (%) (mg/oreja) relativa

Indometacina 99.3+2.0 0.49 1.0

1F 96.1+£2.3™ 0.73 0.67

1D 93.0+1.6™ 0.95 0.50

2B 94.6 +2.0™ 1.00 0.48

2C 95.6+3.1™ 1.05 0.46

1C 97.0+3.2™ 1.29 0.37

1A 97.6 £1.4™ 1.46 0.33

1E 743 +35" 1.68 0.28

1B 66.1£9.4" 1.73 0.29

2A 81.6 £6.5" 3.63 0.13

3 472+75" 10.14 0.04

Con base en el importante efecto anti-inflamatorio observado con estos compuestos, se
decidio estudiar cbmo podrian estar ejerciendo este efecto. Para ello se evalu6 el efecto de
los cuatro compuestos mas efectivos (1A, 1C, 1D y 1F) en el nimero de monocitos y
neutrofilos presentes en sangre periférica durante el proceso inflamatorio inducido por TPA.
Se observo que los cuatro compuestos disminuyeron de manera significativa el nimero de
neutrofilos en un porcentaje de 63 £ 1.6, 62.6 £ 3.7, 62.9 £ 3.3 y 46.7 £ 5.9, respectivamente,
con respecto al grupo tratado con vehiculo, mientras que la Indometacina disminuyé el
nimero de monocitos en un 57.7 + 2.1%. En el caso de los monocitos, los cuatro compuestos
disminuyeron el nimero de monocitos en un rango entre 18.9 £ 3.9 a 34.1 + 8.2%. Estos
resultados sugieren que los compuestos 1A, 1C, 1D y 1F poseen un efecto inmunomodulador
(103).

Dado que esta serie de fosfoserinas a-metiladas poseen un importante efecto anti-
inflamatorio ¢ inmunomodulador, en conjunto con el hecho de que algunos tipos de a-

aminofosfonatos afectan la neurotransmision glutamatérgica sugiere que estos compuestos
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pudieran tener también efectos en el procesamiento del dolor en condiciones que cursan con

inflamacion.

1.2.5. Toxicidad

Los nuevos compuestos son analogos de moléculas encontradas de manera natural en
organismos Vivos, no obstante, es importante investigar sus posibles efectos toxicos, pues
como hemos mencionado previamente, estos compuestos poseen actividad citotoxica. En este
sentido, se han realizado estudios para evaluar la induccién de aberraciones cromosomales
por 11 a-aminofosfonatos. Se encontrd que 9 de estos compuestos presentan efectos
genotoxicos moderados, que derivan en la ruptura o fragmentacion del cromosoma, o en la
fusion de sus centrdmeros y teldémeros. Sin embargo, también se comprobd que los a-
aminofosfonatos presentan cierta selectividad celular, pues tienden a acumularse en mayor

medida en células de estirpe tumoral que en células normales (95).

Por otro lado, es importante mencionar que se realizé también un estudio preliminar de
toxicidad aguda de las fosfoserinas a-metiladas y se observé que los compuestos 1A, 1B, 1C,
1D, 1E y 1F administrados por via oral presentan dosis letales 50 (DLso) a una dosis Unica
mayor de 2000 mg/kg. Con base a los criterios de la Organizacion Europea para la
Cooperacion y el Desarrollo Economico (OECD, por sus siglas en inglés), los compuestos
de la generacion 1 se consideran inofensivos cuando se administran en una dosis Unica por
via oral. Sin embargo, eso no los exenta de presentar efectos secundarios como piloereccion,

aislamiento social, respuesta exagerada de alerta y paralisis flacida (103).
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2. JUSTIFICACION

El dolor, tanto en su condicion fisiologica como patologica, representa un problema
importante de salud a nivel global, pues es la primera causa de morbilidad y sufrimiento en
el mundo. Es por ello que la evaluacion y la actualizacion de las estrategias terapéuticas para
mitigar el dolor es una prioridad para los servicios de salud. A pesar de la amplia gama de
aproximaciones terapéuticas actuales, de las que destaca la terapia farmacoldgica, ninguna
de estas logra una resolucion completa del dolor. Este problema se puede adjudicar a la baja
eficacia de los analgésicos convencionales y a que los efectos adversos que producen pueden
empeorar la calidad de vida de los pacientes, limitando su uso a largo plazo. Por todo lo
anterior es de suma importancia encontrar nuevas opciones terapéuticas eficaces y seguras,
con la finalidad de complementar o reemplazar las terapéuticas actuales empleadas en el
manejo del dolor. En este contexto, una de las moléculas que han atraido el interés como
potenciales farmacos por su alto potencial bioactivo son los a-aminofosfonatos, que son
analogos isostéricos de los a-aminoacidos naturales. En 2018, el grupo de trabajo del Dr.
Ordofiez del Centro de Investigaciones Quimicas sintetiz6 una serie de a-aminofosfonatos,
que son analogos fosfénicos del aminoacido serina, también llamados fosfoserinas a-
metiladas. Estos compuestos demostraron tener un efecto anti-inflamatorio prometedor
similares a los obtenidos con el farmaco control, Indometacina, que pertenece a la familia de
los AAINEs por lo que podria esperarse que estos compuestos también posean efecto
analgésico. Ademas, en un estudio preliminar de toxicidad aguda, dichos compuestos
demostraron ser inofensivos a una dosis Gnica mayor de 2000 mg/kg, p.o., de acuerdo a los
criterios de la OECD. Es por ello, que el objetivo del presente proyecto fue evaluar el efecto
antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas en tres modelos animales de dolor: un modelo

de dolor visceral, uno de dolor inflamatorio y uno de dolor neuropatico.
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3. HIPOTESIS

Las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 2B y 2C disminuiran las conductas
nociceptivas en un modelo de dolor visceral, en un modelo de dolor inflamatorio y en un

modelo de dolor neuropético.
4, OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas o-metiladas en tres modelos

animales de dolor.

4.2. Objetivos particulares

1. Determinar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1B, 1C, 1D,
1E, 1F, 2B y 2C en un modelo de dolor visceral.

2. Determinar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F
en un modelo de dolor inflamatorio.

3. Determinar el efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F

en un modelo de dolor neuropatico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 con un peso corporal de 25-35 g. para los
modelos de estiramiento abdominal, de la formalina, y ratones hembras de la misma cepa y
peso corporal para el modelo de dolor neuropético. Los ratones se mantuvieron con libre
acceso a agua y alimento, en un ciclo de luz/oscuridad de 12 por 12 horas. Todos los
experimentos se realizaron bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio) (104). El protocolo fue aprobado por el comité para el cuidado y uso de animales
de la Facultad de Medicina de la UAEM (CCUAL-FM-UAEM). Al finalizar los
experimentos, los ratones fueron sacrificados por asfixia con CO2 bajo los lineamientos de la
NOM-033-Z00-2014 (Métodos para dar muerte a los animales domésticos y silvestres)
(105).

5.2. Farmacos y sustancias utilizadas

Para el modelo de estiramiento abdominal se utiliz6 &cido acético glacial al 0.6%
(Mallinckrodt Chemicals No. Lote G41D57), mientras que para el modelo de formalina se
utilizé formaldehido al 1, 2.5 y 5% (J.T. Baker No. Lote VV22C13). Por otro lado, como
control positivo se utilizd Diclofenaco sddico (Arrioli Organics No. Lote 05/1502/0086B)
para el modelo de estiramiento abdominal y para el modelo de formalina; y Gabapentina
(Sigma-Aldrich No. Lote LRAA5714) para el modelo de dolor neuropatico. Las fosfoserinas
a-metilados evaluadas fueron proporcionadas por el Dr. Ivdn Omar Romero, del Centro de
Investigaciones Quimicas, su nombre quimico y clave empleada es: 2-Benzilamino-2-
dimetoxifosforil propil acetato (1A), 2-Dimetoxifosforil-2-4-metoxibenzil amino propil
acetato (1B), 3,4-Dimetoxifenetil amino-2-dimetoxifosforil propil acetato (1C), 2-
Ciclohexilmetil  amino-2-dimetoxifosforil ~ propil — acetato (1D), 2-Alilamino-2-
dimetoxifosforil propil acetato (1E), 2-Dimetoxifosforil-2-S-1-feniletil amino propil acetato
(1F), Dimetil 2-3,4-dimetoxifenetil amino-1-hidroxipropano-2-il-fosfonato (2B) y Dimetil 1-

hidroxi-2-S-1-feniletil amino propano-2-il-fosfonato (2C). Las disoluciones de
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formaldehido, el acido acetico y todos los farmacos fueron disueltos en solucién salina 0.9%

y fueron preparados el dia del experimento.

5.3.  Evaluacion del efecto antinociceptivo y analgésico de las fosfoserinas a-

metiladas

Con la finalidad de determinar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas se
emplearon tres modelos animales de dolor. Un modelo de dolor visceral, un modelo de dolor
inflamatorio y un modelo de dolor neuropético. A continuacion se describe la estrategia

experimental empleada en cada modelo.

5.3.1. Modelo de estiramiento abdominal

Para estudiar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas en un modelo de dolor
visceral, se utilizo el modelo de estiramiento abdominal. Para cumplir con este objetivo, cada
raton se coloco en una caja de acrilico transparente cubierta con una rejilla y se les permitio
un periodo de adaptacion de 15 minutos. Posteriormente se retird al raton de la caja para
realizar la administracion por via intraperitoneal, como pretratamiento, de los diferentes
tratamientos: vehiculo o control negativo (solucién salina 0.9%; 0.1 mL/10 g de peso
corporal); control positivo (Diclofenaco sédico a las dosis de 0.3, 1, 3, 10 y 30 mg/kg); vy las
fosfoserinas a-metiladas 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 2B y 2C en un rango de dosis que abarca
de 0.1 a 30 mg/kg e inmediatamente el ratdn se regresé a la caja de acrilico. Quince minutos
después de la administracion del correspondiente pretratamiento, se retird nuevamente al
raton de la caja para realizar la inyeccion intraperitoneal de &cido acético al 0.6% (0.1 mL/10
g de peso) (106, 107). Inmediatamente se regreso al ratdn a la caja de acrilico y se inicio la
evaluacion conductual. La evaluacion consistio en la cuantificacion del nimero de
estiramientos abdominales en intervalos de 5 minutos por un periodo de 30 minutos (Figura
11). Se consider6 como un estiramiento abdominal al arqueamiento de la espalda con
hiperextension de las extremidades pélvicas y la contraccion de la musculatura abdominal,
de acuerdo a la definicion de Siegmund (65). En este modelo, una disminucion significativa
del nimero de estiramientos abdominales como consecuencia de la administracion del

tratamiento se interpreté como efecto antinociceptivo. Posteriormente a partir del nimero
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total de estiramientos se calculd el porcentaje de efecto antinociceptivo con la siguiente

férmula:

Numero total de estiramientos abdominales

% Efecto antinociceptivo = 100 — —
f p X del nimero total de estiramientos

abdominales del control negativo

El porcentaje de efecto antinociceptivo se utilizé para construir las curvas dosis-respuesta del
porcentaje de efecto analgésico de los compuestos con la finalidad de obtener la dosis

efectiva 30 y la eficacia maxima.

Tratamientos

Acido acético 0.6%
A . ;
Control negativo Tratamiento (0.1 mL/ 10 g, i.p.)

Solucion salina 0.9%
(0.1 mL/10 g, i.p.) )
| |

( Fosfoserinas a-metiladas )

Ratones CD1 )
2535 ¢ 1A,B,C,D,E,F; 2B,C [-15 | [o]5 10 15]20]25]30] Tiempo
B 0.03,0.1,0.3, 1, 3, Cuantificacion de estiramientos  (min)
(n=6-8)
o 10’ 30 mg/kg J | Vehiculo g
~ 401 @ Compuesto 10 { Control positivo

) Control positivo

30
20
10

[

r T T T T T . T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 10 05 00 0.5 1.0
Tiempo (min) Log de la dosis

.gs @ Compuesto
Control positivo .

Diclofenaco 0.3, 1, 3, 10,
30 mg/kg

Nimero de estiramientos
% Efecto antinocicept
s

Figura 11. Disefio experimental de la evaluacion del efecto antinociceptivo de las diferentes fosfoserinas o-
metiladas en el modelo de estiramiento abdominal inducido por 4cido acético.

5.3.2. Modelo de formalina

Para determinar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas en un modelo de
dolor inflamatorio se utilizé el modelo de formalina. Tomando en cuenta que el modelo no
estaba implementado en el laboratorio, en primera instancia se implemento y estandarizo el
modelo en nuestras condiciones experimentales. Para esto inicialmente se determind cuél

concentracion de formalina produce conductas nociceptivas de manera mas robusta y en la
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magnitud suficiente para evaluar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas.
Para esto, cada raton fue colocado en un cilindro de acrilico transparente de 30 cm de
didmetro y 30 cm de altura, el cual eta rodeado de espejos de 30 x 30 cm con la finalidad de
poder observar al raton en todo momento. Una vez en el cilindro a los ratones se les permitio
un periodo de adaptacion de 20 minutos para disminuir el estrés. Posteriormente, el raton fue
retirado del cilindro para realizar bajo condiciones de anestesia ligera (Isoflurano inhalado)
la administracién subcutanea en el dorso de la pata posterior derecha de las diferentes
concentraciones de formalina (1%, 2.5% y 5%) en un volumen de 20 plL/pata (108).
Inmediatamente después el raton fue puesto nuevamente en el cilindro y se inicié la
cuantificacion de la conducta nociceptiva de lamida y mordida de la pata inyectada. Esto
consiste en medir el tiempo (en segundos) que el ratdén pasa lamiendo o mordiendo la pata
inyectada, en intervalos de 5 minutos durante un periodo de 40 minutos (Figura 12). En este
modelo la disminucién del tiempo que el animal pasa lamiendo la extremidad inyectada tras

la administracion del tratamiento se interpreté como efecto antinociceptivo.

* Vehiculo: Solucion salina 0.9%
* Formalina 1,2.5y 5%
- (20 pL/pata, s.c.)

~ Cide
“_‘
Aclimatacion
Ratones CD1 —— ———— 5 .
2535 ¢ -20 0|5 [10[15]|20 2530 Tiempo
(n=16) Cuantificacion de conductas de dolor (min)

Conductas:
Tiempo de lamida/mordida de pata
ipsilateral (seg)

Figura 12. Disefio experimental de la caracterizacion del modelo de dolor inflamatorio inducido por formalina.
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Una vez que se selecciono la concentracion de formalina adecuada, con esta concentracion
se indujo dolor en los animales en donde se evalu6 el potencial efecto antinociceptivo de las
fosfoserinas a-metiladas. Para cumplir con este objetivo en primer lugar se realizé la
administracion como pretratamiento, de dosis crecientes (3, 10, 30, 100, 300 y 1000 pg/pata)
de cada una de las fosfoserinas a-metiladas por via subcutanea 20 minutos antes del inicio
de la evaluacion conductual. Adicionalmente se evalué como control negativo solucion salina
0.9% (20 pL/pata, veh) y, como control positivo Diclofenaco (10, 30 y 100 pg/pata) (Figura
13).

Tratamientos
s N . Formalina 2.5%,
Control negativo Tratamiento 20 pL/pata, s.c.

Solucién salina 0.9%
(20 pL/pata, s.c.)
J

fFosfoserinas a-metiladas\ l |

Rat;;gﬁj (g3D1 IA.D.E, F 20] lo]s |1.0 [15] 20 |.25 | 30 | 35|40|T(i;11;1n[;o
(n=6) 3, 10, 30, 100, 300, 1000 Tiempo de lamida (seg)
\ ug/pata, s.c. ) n
Iy ™
Control positivo
Diclofenaco

10, 30, 100 pg/pata, s.c.

Figura 13. Disefio experimental de la evaluacion del efecto antinociceptivo de las diferentes fosfoserinas a-
metiladas en el modelo de dolor inflamatorio inducido por formalina.

5.3.3. Modelo de dolor neuropético inducido por la axotomia parcial del nervio ciatico

Para evaluar el efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas en un modelo de dolor
neuropatico, se utilizo el modelo de axotomia parcial del nervio ciatico (SNI, por sus siglas
en inglés). Este se realizé segun el protocolo descrito por Shields (109). De forma breve, los
ratones fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina/Xilacina (100/10 mg/kg, i.p.). Una
vez anestesiados, se realizd tricotomia de la extremidad posterior izquierda y se aplico
asepsia en la region. Después usando como referencia la cabeza femoral se realizd una

incision de aproximadamente 1 cm de longitud, en direccidn caudal a la extremidad para
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exponer el biceps femoral y el vasto lateral. Inmediatamente se realizé sobre el musculo un
corte transversal a la incision en piel y se separaron los musculos para exponer las ramas
terminales del nervio ciatico: sural, peroneal y tibial. Se ligaron las ramas peroneal vy tibial
con seda 6-0 para realizar el corte de las ramas por debajo de la ligadura y cuidando de no
dafar la rama sural. Después se suturd el plano muscular con catgut 5-0 y se verifico la
hemostasia, para proceder a suturar la piel. Por ultimo, se realiz6 asepsia de la herida
quirdrgica con merthiolate y los animales se regresaron a su caja habitacion para su

recuperacion de la anestesia.

5.3.4. Medicion de la alodinia mecanica

Esté bien establecido que la axotomia parcial del nervio ciatico produce alodinia mecénica
desde etapas tempranas después de la cirugia y que perdura por semanas e incluso meses
después de la axotomia. En este proyecto para cuantificar la alodinia mecanica producida por
la axotomia parcial del nervio ciatico se utilizé el método de up-down descrito por Chaplan,
utilizando para esto filamentos de von Frey, los cuales estan calibrados en un rango de fuerza
de 0.007 a3.24 g.

Para la evaluacion del efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas, 14 dias después
de la cirugia, los ratones se colocaron en cajas de acrilico transparente sobre una malla
metalica que permite tener acceso a las extremidades posteriores del raton. A cada animal se
le permitié un periodo de aclimatacion de 20 minutos para adaptarse al ambiente.
Transcurrido este tiempo se inicia la aplicacion de los filamentos de von Frey siguiendo el
método up-down. El método consiste en aplicar un filamento a la vez durante 3 segundos en
la superficie plantar de la extremidad ipsilateral, empezando con el filamento de 0.06 g. La
estimulacion con este filamento puede resultar en una respuesta de retirada de la pata
(respuesta positiva) o ninguna respuesta (respuesta negativa). Si la respuesta fue negativa, se
aplica el siguiente estimulo con el siguiente filamento de mayor fuerza, sin embargo, si la
respuesta fue positiva el siguiente estimulo se produce aplicando el siguiente filamento de
menor fuerza. Se continua asi hasta identificar la primera respuesta positiva, y posterior a
esta se realizaron otras cuatro mediciones consecutivas, hasta obtener un patron de cinco
respuestas. Finalmente, el patron de respuestas obtenido se utiliza para calcular el 50% de

umbral de retiro mediante la siguiente férmula:
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50% umbral de retiro = [(10~((Xf + x8))/10,000
Donde:

e Xf: Valor del ultimo filamento utilizado (en valor logaritmico).

e «: Valor asignado para el patron de respuestas positivo/negativo de acuerdo a la tabla
de Chaplan.

e &: La diferencia entre la fuerza de los estimulos (mayor y menor) (en valor

logaritmico).

Cabe destacar que los valores menores o iguales a 0.4 g. en el 50% de umbral de retiro indican
la presencia de alodinia mecanica, es decir, una respuesta exagerada ante un estimulo que
normalmente no es nocivo. En esta prueba el incremento de los valores de 50% de umbral de

retiro por arriba de 0.4 g se interpretan como efecto antialodinico (110).

En este modelo, el efecto analgésico de las fosfoserinas a-metiladas se determiné el dia 14
post-axotomia debido a que estudios previos indican que para este dia, la alodinia ya esta
bien establecida (109). El dia del experimento inicialmente se midio el valor basal del 50%
de umbral de retiro para confirmar que todos los ratones presentaran alodinia. Posteriormente
a grupos de 6-8 animales se les administré por via intraperitoneal (0.1 mL/10 g) los diferentes
tratamientos: vehiculo (solucién salina 0.9%), como control positivo Gabapentina (30-300
mg/kg) y las diferentes fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F en un rango de dosis de 10
a 600 mg/kg. Inmediatamente después de la administracion de los tratamientos, se realizé la
evaluacion del 50% de umbral de retiro a las 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5y 6 horas. Con los valores
de umbral de retiro se construyeron los cursos temporales del efecto antialodinico y se calcul6
el area bajo la curva (ABC) por el método de los trapezoides (111). Con los datos de ABC se
calculd el % de efecto y posteriormente se construyeron las curvas dosis respuesta del efecto
antialodinico, para determinar pardmetros como dosis efectiva 30, eficacia maxima vy

potencia relativa (Figura 14).
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Figura 14. Disefio experimental de la evaluacion del efecto antinociceptivo de las diferentes fosfoserinas a-
metiladas en el modelo de dolor neuropético inducido por la axotomia parcial del nervio ciéatico.

5.4. Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como el promedio de 6-8 animales * el error estandar de la media
(e.e.m.). El calculo del area bajo la curva (ABC) se realizd mediante el método de los
trapezoides a partir de los cursos temporales del efecto antialodinico vs tiempo del modelo
de dolor neuropatico (111). Para determinar si existian diferencias estadisticas se realiz6
analisis de varianza de (ANOVA) de una via seguido de la prueba de Dunnett para comparar
mas de dos grupos experimentales de un mismo tratamiento, y ANOVA de dos vias seguido
de la prueba de Bonferroni o de Tuckey cuando se compararon grupos con dos factores
(dosis, tiempo). Se considero que existe una diferencia estadisticamente significativa cuando

el valor de p fue menor a 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1B, 1C, 1D, 1E,

1F, 2B y 2C en un modelo de dolor visceral

Para determinar si las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 2B y 2C poseen
efecto antinociceptivo en un modelo de dolor visceral, se utilizé el modelo de estiramiento
abdominal inducido por la inyeccidn intraperitoneal (i.p.) de acido acético al 0.6%. Para esto
inicialmente se caracterizo el curso temporal del nimero de estiramientos abdominales que
se producen después de la inyeccion de acido acético al 0.6% o de solucion salina fisiologica
(SSF). Se observd que la inyeccion intraperitoneal de &cido acético al 0.6% produjo
estiramientos abdominales que se presentaron inmediatamente después de la inyeccién. Estos
aumentaron de forma gradual hasta alcanzar su pico maximo entre los 10 y 15 minutos post-
inyeccion. A partir de este punto el nimero de estiramientos empez6 a disminuir
gradualmente, sin embargo, no llegaron al valor basal. Cabe mencionar que estos se
mantuvieron presentes durante los 30 minutos que durd la evaluacion. En contraste, la
inyeccion i.p. de SSF produjo un promedio de 3 estiramientos abdominales durante los
primeros 10 min y posteriormente siguieron disminuyendo hasta desaparecer totalmente a
los 20 min post-inyeccion (Figura 15 A). De forma global la inyeccion i.p. de acido acético
produjo en promedio 120.74 + 4.7 estiramientos abdominales en un periodo de 30 min,
mientras que la SSF produjo en promedio 8.6 + 1.3 estiramientos abdominales (Figura 15 B).
Estos resultados indican que los estiramientos abdominales se producen principalmente por

accion del acido acético y no por la inyeccion per se, o la SSF.
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Figura 15. Caracterizacion de la conducta nociceptiva de estiramientos abdominales producidos por la
administracion intraperitoneal de &cido acético al 0.6%. En A se muestra el curso temporal del nimero de
estiramientos abdominales y en B el nimero total de estiramientos abdominales en un periodo de 30 minutos.
Cada punto o barra representa X + SEM (n = 6). *p < 0.05, ***p < 0.001 por ANOVA de dos vias seguida por
una post hoc de Bonferroni (curso temporal) o prueba t de student (grafica de barras).

Por otra parte, con la finalidad de validar el modelo se emple6 como control positivo
Diclofenaco. Este farmaco pertenece al grupo de los AAINES y se utiliza ampliamente en la
terapéutica del dolor agudo y crénico (41). Se observd que el pre-tratamiento (-15 min)
intraperitoneal con Diclofenaco sodico (0.3, 1, 3, 10 y 30 mg/kg) disminuyd el nimero de
estiramientos abdominales de manera dependiente de la dosis en todos los intervalos de
tiempo evaluados (Figura 16 A). En la gréfica de barras se observa que la disminucion del
nimero de estiramientos abdominales inducida por Diclofenaco fue estadisticamente
significativa a partir de la dosis de 1 mg/kg y hasta la dosis de 30 mg/kg. El efecto
antinociceptivo maximo o eficacia maxima de Diclofenaco se produjo con la dosis de 30
mg/kg y fue de 87.5 + 2.7% (Figura 16 B). Estos resultados muestran que los estiramientos
abdominales inducidos por acido acético disminuyen por el tratamiento con AAINESs. Debido
a que en este modelo el Diclofenaco produce su mayor efecto antinociceptivo a la dosis de
30 mg/kg, se utilizara esta dosis para comparar con el efecto producido por las fosfoserinas

a-metiladas.
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Figura 16. Efecto antinociceptivo de Diclofenaco en el modelo de estiramiento abdominal. En A se muestra el
efecto del Diclofenaco en el curso temporal de los estiramientos abdominales inducidos por &cido acético. En
B se muestra el efecto de éste fa&rmaco en el nimero total de estiramientos abdominales. Cada punto o barra
representa X + SEM (n = 8). *p < 0.05, ***p < 0.001 estadisticamente significativo con respecto al vehiculo,
por ANOVA de una via seguido de una post-hoc de Dunnet. VEH: Vehiculo, DIC: Diclofenaco, i.p.:
intraperitoneal.

Una vez estandarizado el modelo, se realizo la evaluacion de las fosfoserinas a-metiladas 1A,
1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 2B y 2C para determinar si producen efecto antinociceptivo en el modelo
de estiramiento abdominal. Para esto, los compuestos fueron administrados en dosis
crecientes (0.1 — 10 mg/kg, i.p.) como pre-tratamiento, es decir 15 minutos antes de la
inyeccion de &cido acético. En la gréaficas de la figura 17 se observa que las fosfoserinas a-
metiladas 1A (0.1, 0.3, 1, 3y 10 mg/kg), 1B (0.3, 1, 3y 10 mg/kg) y 1C (0.03,0.1,0.3,1y
10 mg/kg) disminuyeron el namero de estiramientos abdominales en todos los intervalos de
tiempo evaluados (Figura 17 A, C, E). Cuando los datos se presentan como el nimero total
de estiramientos se puede observar que el efecto antinociceptivo de los compuestos 1Ay 1C
fue dependiente de la dosis y estadisticamente significativo para 1A a partir de la dosis de
0.3 mg/kg y para 1C a partir de la dosis de 0.1 mg/kg. Es importante notar que las fosfoserinas
a-metiladas 1A y 1C alcanzaron su mayor efecto a las dosis de 10 y 30 mg/kg,
respectivamente (Figura 17 B y F). En contraste el efecto antinociceptivo del compuesto 1B
no fue dependiente de la dosis, dado que las dosis de 1, 10 y 30 mg/kg produjeron un efecto

antinociceptivo similar (aproximadamente 35%) (Figura 17 C y D).
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Figura 17. Efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1B y 1C en el modelo de estiramiento
abdominal. En los paneles A, C, y E se muestran los cursos temporales de los estiramientos abdominales. En
B, D, y F los datos se muestran como el nimero total de estiramientos observados en un periodo de 30 minutos.
Cada punto o barra representa X + SEM (n = 6-8/dosis). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 significativo
comparado con el vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de un post-hoc de Dunnett. VEH: Vehiculo, DIC:
Diclofenaco, i.p.: intraperitoneal, ns: no significativo.
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De forma similar el pre-tratamiento con las fosfoserinas a-metiladas 1D (0.3, 1, 3, 10 y 30
mg/kg), 1E (0.03, 0.1, 1, 3y 10 mg/kg) y 1F (0.03, 0.1, 0.3, 1, 3 y 10 mg/kg) disminuyd el
namero de estiramientos abdominales en todos los intervalos de tiempo evaluados (Figura
18 A, C, E). En las graficas de barras se observa que esta disminucion fue estadisticamente
significativa para 1D a partir de la dosis de 1 mg/kg, para 1E a partir de 0.03 mg/kg y para
1F a partir de 0.3 mg/kg. El efecto méaximo observado se produjo con la dosis de 30 mg/kg
de 1D y 1E, mientras que el de 1F se observo a la dosis de 10 mg/kg (Figura 18 B, D, F).

68



40+ 4 Vehiculo 4 DIC 30 mokg
o 4 10 0.1 mgikg 40 10 3 makg w = 1204
= O 1D 1 makg CF 1010 molkg %g
@ o 307 O 10 30 mglkg S 904 ey AR
7 E 204 2B 60
i) g @ m
[l o £
© @ 101 °E 30
% E E EE 3
m i
0- 0-
I T T T T T T T T T T
0 5 M0 15 20 25 30 3 10 30 30
Tiempo post-inyeccion (min) 1D DIC
mg/ka, Lp
4 Vehiculo A DIC 30 mgikg
404
o 0 & 1E 0.1 mgkg @& 1E 3 mgikg w g 120+
2 @ 1E1mgkg @ 1E 10 mgikg 25
E 8 30+ @ 1E 30 mgikg “.E-' © 90+ xas
m k1) *kk
E = E L]
55 52 o0
= c FEE eww
88 SE a4
: =
g g E k&K
[ i
O._
0 5 10 15 20 25 30 VEH 01 1 3 10 30 30
Tiempo post-inyeccion (min) 1E DIC
markg, i.p.
40+ 4 Vehicuo 4 DIC 30 mg/kg
w O 1F 0.1 mgikyg O 1F 1 makg w 1204
g 4 1F 0.3 mgkg @ 1F 3mg'ky *g
D g 301 £+ 1F 10 mgikg L B 904
E g 204 %- g &0
» o w8
T W 0 T @ 30
o o
= z
- 0-
0 5 10 15 20 25 30 VEH 01 03 1 3
Tiempo post-inyeccion (min) 1F

mg/kg, ip.

Figura 18. Efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1D, 1E y 1F en el modelo de estiramiento
abdominal. En los paneles A, C, y E se muestran los cursos temporales de los estiramientos abdominales. En
B, D, y F los datos se muestran como el nimero total de estiramientos observados en un periodo de 30 minutos.
Cada punto o barra representa X + SEM (n = 6-8/dosis). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 significativo
comparado con el vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de un post-hoc de Dunnett. VEH: Vehiculo, DIC:
Diclofenaco, i.p.: intraperitoneal, ns: no significativo.
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Finalmente, las fosfoserinas a-metiladas 2B (0.03, 0.1, 1, 3y 10 mg/kg) y 2C (0.1, 0.3, 1, 3
y 10 mg/kg) disminuyeron de manera dosis dependiente el nimero de estiramientos
abdominales en todos los intervalos de tiempo evaluados (Figura 19 Ay C). En la gréafica de
barras se observa que esta disminucion fue estadisticamente significativa para 2B a partir de
la dosis de 0.03 mg/kg y para 2C a partir de 0.1 mg/kg. Tanto 2B como 2C alcanzaron su
efecto antinociceptivo maximo a la dosis de 10 mg/kg (Figura 19 B y D). Nuestros resultados
muestran que todas las fosfoserinas o-metiladas evaluadas presentaron un efecto

antinociceptivo en un rango de dosis que va de 0.03 a 30 mg/kg en el modelo de estiramiento

abdominal.
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Figura 19. Efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 2B y 2C en el modelo de estiramiento
abdominal. En los paneles A 'y C se muestran los cursos temporales de los estiramientos abdominales. En B y
D los datos se muestran como el nimero total de estiramientos observados en un periodo de 30 minutos. Cada
punto o barra representa X + SEM (n = 6-8/dosis). *p < 0.05, ***p < 0.001 significativo comparado con el
vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de un post-hoc de Dunnett. VEH: Vehiculo, DIC: Diclofenaco, i.p.:
intraperitoneal, ns: no significativo.
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Adicionalmente, a partir del nimero total de estiramientos abdominales se calculo el % de
efecto antinociceptivo con la finalidad de construir la curva dosis-respuesta (CDR) de las
diferentes fosfoserinas a-metiladas. A partir de la CDR, se calcularon los pardmetros de
eficacia o efecto maximo (Emax) y potencia (DEso) (Tabla 10). Encontramos que si bien todas
las fosfoserinas a-metiladas poseen efecto antinociceptivo, ninguna posee un efecto maximo
mayor al que produjo el Diclofenaco. Cabe mencionar que los efectos presentados por los
compuestos 1B y 1D no fueron dependientes de la dosis por lo cual no se pudo obtener la
DE3o, en comparacion con el resto de las fosfoserinas a-metiladas evaluadas. En la figura 20
se muestra la CDR de los cuatro compuestos que presentaron la mayor eficacia maxima y
que se encuentra en rango que va de 46.5% a 67.8%. Estos resultados nos indican que las
fosfoserinas a-metiladas se comportan como agonistas parciales en el modelo de estiramiento

abdominal.
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Figura 20. Curva dosis respuesta de las fosfoserinas a-metiladas 1E, 2B, 1F y 1C en el modelo de estiramiento
abdominal. Cada punto representa X + SEM (n = 6-8/dosis). Emax: Eficacia maxima, DEszo: Dosis efectiva 30.

En la tabla 10 se muestra un resumen de los parametros calculados a partir de la CDR de cada
una de las fosfoserinas a-metiladas: eficacia maximay DEzo. Se observa que las fosfoserinas
a-metiladas que muestran la mayor eficacia méxima fueron 1E y 2B con un efecto méximo
de 67.8 + 3.5% y 61.1 + 5.3%, respectivamente. El analisis estadistico por prueba de t de
student de los grupos tratados con las dosis que producen estos efectos no mostro diferencias

estadisticamente significativas, indicando que ambas fosfoserinas a-metiladas son
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equiefectivas. De forma global el orden de eficacia de las fosfoserinas a-metiladas, en orden
decreciente fue Diclofenaco>1E=2B>1C=1F=1B=2C=1A>1D.

En cuanto a la potencia (DE3o) se observd que las fosfoserinas a-metiladas mas potentes
fueron 1E y 2B y la menos potente fue 1D. Cabe destacar que las fosfoserinas a-metiladas
1E y 2B fueron mas potentes que el Diclofenaco. El orden de potencia en orden decreciente
fue 2B>1E>1C>Diclofenaco>2C>1F>1A.

Tabla 10. Eficacia y potencia de las fosfoserinas a-metiladas en el modelo de dolor visceral.

Fosfoserinas a-metiladas E. a (% efecto) DE,, (ma/kg) Intervalo de confianza
(mg/kg)

Diclofenaco 87.5+27 0.57 0.29-1.12
1E 67.8+35 0.13 0.05-0.33
2B 61.1+53 0.10 0.06 - 0.15
1C 483+6 0.51 0.32-0.83
1F 465+7.3 0.72 0.38-1.38
1B 444+ 44 ND -
2C 435+3.2 0.62 0.25-1.52
1A 423145 0.90 0.41-1.96
1D 35.7+75 ND -

En conjunto, todos estos resultados demuestran que las fosfoserinas a-metiladas evaluadas
poseen un efecto antinociceptivo moderado en un modelo de dolor visceral, y que las
fosfoserinas a-metiladas mas prometedoras para continuar siendo evaluados son 1E, 2B, 1C
y 1F.

6.2. Efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F en

un modelo de dolor inflamatorio

Para determinar si las fosfoserinas a-metiladas poseen efecto antinociceptivo en un modelo
de dolor inflamatorio, se utiliz6 el modelo de la formalina. Por disponibilidad de los
compuestos, solamente se evaluaron los compuestos 1A, 1D, 1E y 1F. Para cumplir con este

objetivo inicialmente se caracterizo el curso temporal de la conducta nociceptiva de “licking”
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o lamida de la pata inyectada con concentraciones crecientes de formalina (1, 2.5 y 5%). Lo
anterior se realiz6 con la finalidad de determinar que concentracion de formalina produce la
conducta de licking con una magnitud suficiente que nos permita evaluar el efecto
antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas de interés. Se observo que la administracion
subcutanea de formalina en el dorso de la pata posterior derecha a las concentraciones de 1%,
2.5% y 5% produjo la conducta nociceptiva de lamida de pata. Esta conducta se observo
inmediatamente después de la inyeccion de formalina y persistié por al menos 40 minutos.
La conducta de lamida de la pata inyectada presentd un patron bifésico. La fase | se observé
de los 0 a los 10 minutos en donde se observé un pico maximo a los 5 minutos post-inyeccion.
Cabe mencionar que entre los 10 y 15 minutos post-inyeccion se observd una disminucion
significativa del tiempo de lamida, a este periodo se le conoce como interfase. Posteriormente
la conducta de lamida incremento gradualmente alcanzando un pico maximo entre los 25 y
30 minutos post-inyeccion, y persistio hasta los 40 min post-inyeccion, a lo que se le
denomina fase Il (Figura 21 A). Cuando los datos se presentan como el tiempo total de lamida
de pata de la fase | y de la fase Il, se observo que la fase | presentd un tiempo de lamida
mucho menor en comparacion con la fase Il. Ademas cabe mencionar que en la fase | se
observa un efecto dependiente de la concentracion, mientras que en la fase Il el efecto
dependiente de la concentracién solo se observé cuando se inyect6 formalinaal 1y al 2.5%,
mientras que la concentracion de 5% produjo un efecto similar a las concentraciones
anteriores pero con mayor variabilidad (Figura 21 B). Con base en estos resultados se decidio
utilizar la concentracion de formalina de 2.5% para evaluar el posible efecto antinociceptivo

de las fosfoserinas a-metiladas.

Para validar el modelo, se empled como control positivo Diclofenaco. Este farmaco pertenece
al grupo de los AAINES y esta reportado que posee efecto analgésico en el modelo de dolor
inflamatorio (66). Se observo que el pre-tratamiento (-20 min) subcutaneo con Diclofenaco
sodico a la dosis de 10, 30 0 100 pg/pata no modifica el tiempo de lamida de pata durante la
fase 1. En contraste, en la fase Il se observo que el Diclofenaco disminuyé de forma
dependiente de la dosis el tiempo de lamida, siendo el efecto antinociceptivo estadisticamente
significativo a las dosis de 30 y 100 pg/pata (Figura 21 C y D). Debido a que el mayor efecto
antinociceptivo de Diclofenaco, en este modelo, se observo con la dosis de 100 pg/pata, se

utilizo esta dosis para comparar con el efecto de las fosfoserinas a-metiladas evaluadas.

74



>
w

801 320"
2 Formalina 1% w | Fase Il |
Sy 4+ Formalina 2.5% P T
© 604 < Formalina 5% E 240 ]
e kS T T
ALY %
o 404 © 160
T o Fase |
(@] (=] I |
[ At I 1
E 20 8. 804
= 5
|_
0- 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 1 25 5 1 25 5
Tiempo post-formalina (min) Concentracidn de formalina (%)
. . 3204 Fase Il
g0l * Wehiculo @ DIC 100 ng/pata w I |
w < DIC 10 pg/pata g _—
@ DIC 30 ng/pata = _ ]
5 ol ngp % 240 T ...
£
£ -
~ 1601
- 40] T -
o ] Fasel
a ° I I
qtn 20 g_ B0+
= ©
|_
0- HE I |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 VEH 10 30 100 VEH 10 30 100
Tiempo post-formalina (min} DIC (ug/pata) DIC (ug/pata)

Figura 21. Estandarizacion y validacion del modelo de formalina. En el panel A se muestra el curso temporal
de la conducta nociceptiva de lamida de la pata inyectada inducida por la inyeccion de concentraciones
crecientes de formalina (1, 2.5 y 5%). En el panel C se muestra el efecto de Diclofenaco (s.c.) en el tiempo de
lamida. En los paneles B y D los datos se muestran como el tiempo total de lamida durante la fase 1 (0 — 10
min) y durante la fase 11 (15 — 40 min). Cada punto o barra representa X + SEM (n = 8/dosis). ***p < 0.001
comparado con el vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de una post-hoc de Dunnett. VEH: Vehiculo, DIC:
Diclofenaco.

Para determinar si las fosfoserinas o-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F poseen efecto
antinociceptivo en el modelo de formalina, se evaluaron dosis crecientes de cada una de las
fosfoserinas a-metiladas (0.003 — 1 mg/pata) las cuales fueron administradas como pre-

tratamiento por via subcutanea (-20 min) antes de la inyeccion de formalina al 2.5%.

Se observo que el pre-tratamiento subcutaneo, a las dosis evaluadas de las fosfoserinas a-

metiladas 1A, 1D, 1E y 1F no modificd de manera significativa el tiempo de lamida durante
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la fase | de la prueba de la formalina (Figuras 22 y 23). En contraste en la fase 1l se observo
que la fosfoserina 1A disminuyd el tiempo de lamida, siendo estadisticamente significativo
a las dosis de 0.1, 0.3 y 1 mg/pata. Sin embargo, es importante destacar que el efecto
antinociceptivo observado no fue dependiente de la dosis ya que en las tres dosis previamente
mencionadas el efecto fue de aproximadamente el 35% (Figura 22 A y B). De la misma
manera, se observo que el pre-tratamiento con dosis crecientes de las fosfoserinas 1D, 1E y
1F disminuyo el tiempo de lamida durante la fase 11 de la prueba de la formalina alcanzando
un efecto maximo aproximadamente a los 25 minutos después de la inyeccion de formalina
(Figuras 22 y 23). Cuando los datos se presentan como el tiempo total de lamida durante la
fase Il, se observd que el efecto de estas tres fosfoserinas fue dependiente de la dosis. El
efecto antinociceptivo de la fosfoserina 1D fue estadisticamente significativo a las dosis de
0.1y 1 mg/pata, mientras que su efecto antinociceptivo maximo se observé con la dosis de 1
mg/pata (Figura 22 C y D). En el caso de la fosfoserina 1E, su efecto antinociceptivo fue
estadisticamente significativo a las dosis de 0.1, 0.3 y 1 mg/pata, y su efecto antinociceptivo
maximo se presento a las dosis de 0.3 mg/pata (Figura 23 A'y B). Por otro lado, la fosfoserina
1F presento un efecto antinociceptivo estadisticamente significativo a partir de la dosis de
0.01 mg/pata, y su efecto antinociceptivo maximo se observé a la dosis de 0.1 mg/pata
(Figura23 Cy D).
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Figura 22. Efecto antinociceptivo de las fosfoserinas 1A y 1D en el modelo de dolor inducido por
formalina. En los paneles A y C se muestran el efecto de las fosfoserinas en el curso temporal del tiempo
de lamida. En los paneles B y D los datos se muestran como el tiempo total de lamida de la fase Il. Cada
punto o barra representa X + SEM (n = 6/dosis). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 significativo
comparado con el vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de una post hoc de Dunnett. VEH: Vehiculo,
DIC: Diclofenaco.
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Figura 23. Efecto antinociceptivo de las fosfoserinas 1E y 1F en el modelo de dolor inducido por formalina. En
los paneles Ay C se muestran el efecto de las fosfoserinas en el curso temporal del tiempo de lamida. En los
paneles B y D los datos se muestran como el tiempo total de lamida de la fase 11. Cada punto o barra representa
X + SEM (n = 6/dosis). **p < 0.01, ***p < 0.001 significativo comparado con el vehiculo, por ANOVA de
una via, seguido de una post hoc de Dunnett. VEH: Vehiculo, DIC: Diclofenaco.

Por Gltimo, el tiempo de lamida se utilizé para calcular el % de efecto antinociceptivo y para
construir la CDR del % de efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E
y 1F. Este andlisis mostro que las cuatro fosfoserinas a-metiladas evaluadas poseen efecto
antinociceptivo, siendo las fosfoserinas 1E y 1F las que mostraron un efecto antinociceptivo
méaximo evaluado similar al de Diclofenaco (Figura 24 C y D). Las demés fosfoserinas
presentaron un efecto maximo por debajo del que se consigue con Diclofenaco (Figura 24 A

y B). Esto demuestra que las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F tienen efectividad en
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el tratamiento del dolor inflamatorio inducido por la inyeccion subcutanea de formalina al

2.5%, en especial las fosfoserinas 1F y 1E.
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Figura 24. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1Ey 1F en
el modelo de la formalina en raton. Cada punto representa X + SEM (n = 6/dosis). DE30: Dosis efectiva 30.
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En la tabla 11 se muestra un resumen de los parametros de eficacia maxima y DEszg de
Diclofenaco y de las fosfoserinas a-metiladas evaluadas. Estos resultados muestran que las
fosfoserinas a-metiladas mas eficaces fueron 1F (59.7 £ 7.9%) y 1E (53.9 £ 3.7%), siendo
igual de eficaces que el control positivo (54.5 £+ 4.8%). ElI menos eficaz es el 1D (33.7 £
9.1%). En cuanto a la potencia (DEso) se observé que la fosfoserina mas potente fue 1F,
nuevamente siendo mas potente que Diclofenaco, y el menos potente fue 1A. El orden de
potencia en orden decreciente fue 1F>1D>Diclofenaco>1E.

Tabla 11. Eficacia y potencia de las fosfoserinas a-metiladas en el modelo de dolor inflamatorio.

a-aminofosfonato E o (% efecto) DE,, Intervalo de confianza (mg/pata)
(mg/pata)
1F 59.7+7.9 0.02 0.01-0.03
Diclofenaco 545+48 0.03 0.02-0.06
1E 53937 0.11 0.02 - 0.65
1A 36.1+4.1 No aplica -
1D 33.7+£91 0.2 0.01-3.26

6.3. Efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1Ey 1F en un

modelo de dolor neuropético

Para determinar si las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F poseen efecto antialodinico
en un modelo de dolor neuropatico, se utilizé el modelo de dolor neuropatico inducido por
axotomia parcial del nervio ciatico. Para esto se utilizaron ratones con 14 dias post-axotomia.
Se selecciond este tiempo debido a que en nuestras condiciones experimentales se ha
establecido que los ratones muestran alodinia marcada (112). Inicialmente, se determind si
el vehiculo (solucion salina 0.9%) afectaba los valores del 50% de umbral de retiro de las
patas posteriores de los ratones medido cada hora durante un periodo de 6 horas. Se observé
que la pata posterior ipsilateral presentd valores de 50% de umbral de retiro menores a 0.4 ¢
(alodinia), mientras que la pata contralateral mostrd valores de 50% de umbral de retiro
superiores a 0.8 g (considerado normal), durante todo el periodo de evaluacién (Figura 25
A). En la gréfica de barras se muestran los resultados expresados como el Area Bajo la Curva
(ABC), en donde se observa que el ABC de la pata ipsilateral fue significativamente menor
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(0.73 £ 0.06) en comparacion con el ABC de la pata contralateral (6.84 + 0.26) (Figura 25
B). Estos resultados muestran que la alodinia inducida por axotomia parcial del nervio ciatico
no se modifica con la administracion del vehiculo o la medicion durante un intervalo de 6

horas.
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Figura 25. Efecto del vehiculo en el curso temporal de la alodinia mecénica inducida por axotomia parcial del
nervio ciatico. En el panel A se muestra el curso temporal del 50% de umbral de retiro después de la
administracion del vehiculo. En el panel B los datos se expresan como el area bajo la curva (ABC) calculada a
partir del curso temporal. Cada punto o barra representa X + SEM (n = 8). IL: Ipsilateral, CL: Contralateral,
i.p.: intraperitoneal.

Para validar nuestro modelo, se utiliz6 como control positivo la Gabapentina, farmaco que
se encuentra en la primera linea en el tratamiento del dolor neuropatico en el &mbito clinico.
Se observé que el tratamiento intraperitoneal con Gabapentina (54.7, 100 y 300 mg/kg) en el
dia 14 post-axotomia, increment6 de manera dosis-dependiente el 50% de umbral de retiro
de la pata ipsilateral, a partir de la hora 1 post-tratamiento. El efecto antialodinico maximo
se presentd a la hora 3 post-tratamiento. A partir de este punto, el 50% de umbral de retiro
disminuyd hasta alcanzar valores basales a la hora 6, excepto con la dosis de 600 mg/kg
(Figura 26 A). En contraste, el 50% de umbral de retiro de la pata contralateral no se modificd
con el tratamiento con Gabapentina en ninguno de los tiempos evaluados. Cuando los
resultados se muestran como ABC se observo que el efecto antialodinico de Gabapentina fue

dependiente de la dosis y estadisticamente significativo a partir de la dosis de 54.7 mg/kg y
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hasta la dosis de 300 mg/kg. El efecto antialodinico maximo se produjo con la dosis de 300
mg/kg (Figura 26 B). Estos resultados demuestran que la alodinia mecénica inducida por
axotomia parcial del nervio cidtico disminuye con el tratamiento con Gabapentina, farmaco

de primera linea en el tratamiento del dolor neuropatico en humanos.
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Figura 26. Efecto antialodinico de Gabapentina en el modelo de dolor neuropético inducido por axotomia
parcial del nervio ciatico. En el panel A se muestra el efecto de Gabapentina en el curso temporal de la alodinia
mecanica. En el panel B los datos se expresan como el area bajo la curva (ABC) calculada a partir de los cursos
temporales. Cada punto o barra representa X + SEM (n = 8/dosis). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
significativo comparado con el vehiculo, por ANOVA de dos vias, seguido de una post hoc de Tuckey (curso
temporal) o por ANOVA de una via, seguido de una post hoc de Dunnett (graficas de barras). IL: Ipsilateral,
CL.: Contralateral, GBP: Gabapentina, i.p.: intraperitoneal, ns: no significativo.

Para determinar si las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F poseen efecto antialodinico
en el modelo de dolor neuropatico inducido por axotomia parcial del nervio ciatico, se
administraron estos compuestos en un rango de dosis que va de 1 a 600 mg/kg, el dia 14 post-
axotomia y se evaluo su efecto en los valores de 50% de umbral de retiro. Los resultados
mostraron que la fosfoserina 1A posee un efecto antialodinico muy bajo en comparacion con
la Gabapentina, a una dosis alta (300 mg/kg) en donde se observo una eficacia de tan solo el
15.4 + 2.2% (Figura 27 A 'y B), por lo que puede considerarse que esta fosfoserina no tiene
potencial para el tratamiento del dolor neuropatico. En contraste la fosfoserina 1D mostré un
efecto antialodinico dependiente de la dosis. El efecto antialodinico inicid 30 min post-
administracion y alcanzo un pico maximo una hora post-tratamiento. Sin embargo el efecto
solo se mantiene por aproximadamente 3 horas con la dosis de 600 mg/kg (Figura 27 C). El

analisis de ABC evidencia mejor el efecto dependiente de la dosis y se observa que el efecto
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fue estadisticamente significativo a partir de la dosis de 300 y hasta la dosis de 600 mg/kg,

dosis a la que se observo su efecto maximo (60.1 + 5.2%) (Figura 27 D). Sin embargo, es

importante mencionar que el compuesto 1D a dicha dosis presentd efectos adversos

importantes durante los primeros 20 minutos post-administracion. Los efectos adversos

observados fueron pérdida de la coordinacion motora, erguimiento de la cola, convulsiones

tonico-clonicas y sedacion.
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Figura 27. Efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas 1A y 1D en el modelo de dolor neuropético
inducido por axotomia parcial del nervio ciatico. En los paneles A 'y C se muestran los cursos temporales de la
alodinia mecénica. En los paneles B y D los datos se muestran como el area bajo la curva (ABC) calculada a
partir de los cursos temporales. Cada punto o barra representa X + SEM (n = 8/dosis). *p < 0.05, ***p < 0.001
significativo comparado con el vehiculo, por ANOVA de dos vias, seguido de una post hoc d Tuckey (curso
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temporal) o por ANOVA de una via, seguido de una post hoc de Dunnett (gréaficas de barras). IL: Ipsilateral,
CL: Contralateral, GBP: Gabapentina, i.p.: intraperitoneal, ns: no significativo.

En cuanto al compuesto 1E también se observo un efecto antialodinico. Esto se evidencio a
través del incremento significativo del 50% de umbral de retiro de la pata ipsilateral de
manera estadisticamente significativa como resultado de la administracion de las diferentes
dosis de 1E. El efecto antialodinico se observo a partir de la 0.5 horas post-administracion,
mientras que el efecto maximo se observé entre las 1 — 1.5 horas post-tratamiento. Al igual
que con 1D, el efecto antialodinico fue de corta duracion (aproximadamente 3 horas) (Figura
28 A). En el andlisis de ABC se observo que el efecto antialodinico es dependiente de la dosis
y que es estadisticamente significativo a todas las dosis evaluadas (Figura 28 B). Finalmente,
la fosfoserina 1F también mostro un efecto antialodinico moderado, con un curso temporal
similar al que produjo la fosfoserina 1E. Sin embargo, el analisis de ABC mostré que 1F
mostro un efecto antialodinico dependiente de la dosis y estadisticamente significativo desde
la dosis de 1 mg/kg y hasta la dosis de 300 mg/kg. Cabe destacar que el efecto antialodinico
producido por las dosis de 300 y 600 mg/kg fue igual, lo cual indica que se alcanzé la eficacia
méaxima (Figura 28 C y D). Cabe resaltar que la fosfoserina 1F a las dosis de 300 y 600
mg/kg, presento efectos adversos en los primeros 15 minutos después de su administracion,
como pérdida de la coordinacién motora, erguimiento de la cola y sedacion.
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Figura 28. Efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas 1E y 1F en el modelo de dolor neuropético
inducido por axotomia parcial del nervio ciético. En los paneles A y C se muestran los cursos temporales de la
alodinia mecénica. En los paneles B y D los datos se muestran como el &rea bajo la curva (ABC) calculada a
partir de los cursos temporales. Cada punto o barra representa X + SEM (n = 8/dosis). **p < 0.01, ***p < 0.001
significativo comparado con el vehiculo, por ANOVA de dos vias, seguido de una post hoc d Tuckey (curso
temporal) o por ANOVA de una via, seguido de una post hoc de Dunnett (graficas de barras). IL: Ipsilateral,
CL: Contralateral, GBP: Gabapentina, i.p.: intraperitoneal, ns: no significativo.

Finalmente, con los datos de ABC se realiz6 el célculo del % de efecto antialodinico para
construir la CDR de Gabapentina y de las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1D, 1E y 1F. Las
CDR muestran claramente que la eficacia del compuesto 1A es menor al 20%, lo que lo
descarta como una fosfoserina con un efecto antialodinico prometedor. La eficacia maxima
alcanzada por las fosfoserinas 1D, 1E y 1F fue de 60.1 £ 5.2%, 44.0 + 4.5% y 39.2 + 4.5%,

respectivamente. En cuanto a la potencia, para 1A no es posible calcularse, mientras que la
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DE3zo de 1D, 1E y 1F fue de 116.1 mg/kg, 58.8 mg/kg y 28.13 mg/kg, respectivamente (Figura

29).
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Figura 29. Curvas dosis respuesta del efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas 12, 1D, 1E y 1F en el
modelo de dolor neuropatico inducido por axotomia parcial del nervio ciatico. Cada punto representa X + SEM

(n = 8/dosis).
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En cuanto a la potencia (DEazo) se observd que la fosfoserina a-metilada méas potente fue 1E,
y la menos potente fue 1D. En el caso de las fosfoserinas 1F y 1A, no fue posible calcular la
DE30 ya que su eficacia m&xima no era mayor a 30% o porque no se formaba una CDR. El

orden de potencia en orden decreciente fue 1E>Gabapentina>1D.

En conjunto estos resultados sugieren que el compuesto 1D es un candidato para seguir

estudiandose como potencial candidato para el tratamiento del dolor neuropatico.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se evaluo el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas en
tres modelos de dolor en ratones, con el objetivo de determinar cuéles de estas fosfoserinas
mostraban tener un efecto antinociceptivo prometedor para continuar con su estudio como
potenciales farmacos analgésicos que puedan complementar o reemplazar las terapéuticas

actuales para el tratamiento del dolor.

7.1. Modelo de dolor visceral

El dolor visceral es aquel que se localiza en las visceras huecas como resultado de la
activacion mecanica o quimica de los nociceptores, resultado de la compresion, distencion y
obstruccion de las visceras (25). Existen sindromes de dolor visceral de temporalidad aguda
(p. €j. el dolor por apendicitis aguda o colecistitis aguda) y de temporalidad crénica (p. €j. el
sindrome de intestino irritable), por lo que puede manifestarse tanto como una urgencia
médica como una condicién crénica incapacitante (29, 32). En el presente estudio se
implement6 y validé un modelo de dolor visceral conocido como modelo de estiramiento
abdominal, en donde el dolor se localiza principalmente en las visceras que se encuentran en
la cavidad peritoneal (p. ej. membranas serosas del peritoneo, el mesenterio, el intestino
delgado y el intestino grueso) (64). El dolor en este modelo es inducido por la inyeccién
intraperitoneal de acido acético al 0.6%, que produce de manera inmediata una respuesta
nociceptiva caracteristica conocida como estiramiento abdominal, que perdura por al menos
30 minutos (65). Este modelo es fécil de replicar, ya que el procedimiento es facil de realizar,
no requiere de equipamiento especializado y es rapido, a diferencia de otros modelos de dolor
visceral como el de distencion rectal, que requiere del uso de electromiografia para evaluar

las respuestas visceromotoras (113).

El dolor visceral inducido por la inyeccion de acido acético se manifiesta a traves de
estiramientos abdominales. Por ello la cuantificacion del ndmero de estiramientos
abdominales se utiliza para evaluar los mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen el dolor
visceral y el potencial antinociceptivo de nuevos farmacos (66). Con base en lo anterior en
el presente utiliz6 para determinar el efecto de las fosfoserinas a-metiladas en el dolor

visceral. En nuestras condiciones experimentales, la inyeccion intraperitoneal de &cido
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acetico al 0.6%, pero no la de solucion salina, produjo un incremento estadisticamente
significativo de estiramientos abdominales en un periodo de 30 minutos. Dichos resultados
concuerdan con lo reportado en la literatura, en donde se ha que el &cido acético produce un
promedio de entre 32.5 y 44.83 estiramientos abdominales en un rango de tiempo entre 10 y
20 minutos (107, 114). Por otro lado, se ha observado que los estiramientos abdominales
pueden disminuirse con farmacos que se encuentran entre las alternativas terapéuticas del
manejo del dolor en la préctica clinica como como los AAINES y los opioides (115, 116).
Sin embargo, también se inhiben con coadyuvantes como los antagonistas adrenérgicos (69),
los antagonistas de receptores dopaminérgicos, los antihistaminicos, los relajantes

musculares, los inhibidores de la monoaminoxidasa y los neurolépticos (116).

De acuerdo con lo anterior, para validar el modelo en nuestras condiciones experimentales
se evalud el efecto antinociceptivo del Diclofenaco sédico, un farmaco perteneciente a la
familia de los AAINES que ha demostrado tener eficacia antinociceptiva en este modelo. Este
farmaco ejerce su efecto antinociceptivo a través de la inhibicién de las enzimas
ciclooxigenasas (44). Se observé que el pre-tratamiento (-15 min) con Diclofenaco (30
mg/kg, i.p.) disminuyé el nimero de estiramientos abdominales con una eficacia de 87.5 +
2.7%, resultado congruente con estudios previos que muestran que el Diclofenaco posee
efecto antinociceptivo con una eficacia maxima en un rango entre 52 a 92% en el modelo de
estiramiento abdominal (117, 118). Estos resultados muestran que en nuestras condiciones

experimentales los estiramientos inducidos por acido acético se inhiben por AINES.

Por otro lado es importante mencionar que existe evidencia que sugiere que el dolor visceral
inducido por acido acético es a través de sensibilizacion periférica y central. A la
sensibilizacion periférica contribuyen también la activacion y la migracion de las células
inmunitarias (p. ej. macrofagos y células cebadas) y la liberacion de mediadores
proinflamatorios (p. ej. TNF-a e IL-1B) en la cavidad peritoneal (119). Otros mecanismos
relacionados con la generacion de estiramientos abdominales son el incremento de la
concentracion de aminas simpaticomimeticas y noradrenalina (69) y la activacion de
receptores P2X3 (70). A nivel central, la activacién de las vias de sefializacion p-p38 MAPK
en las células de la microglia genera conductas nociceptivas en este modelo (67). Por ende,

si un farmaco genera un efecto antinociceptivo en el modelo de estiramiento abdominal, es

89



posible sugerir que su mecanismo de accion podria interferir con alguno de estos mecanismos

moleculares.

7.2. Modelo de la formalina

El dolor inflamatorio se produce por la activacion de los nociceptores por mediadores
proinflamatorios, liberados de manera aguda después de una lesion tisular o de manera
cronica en patologias con un componente autoinmune, como la osteoartritis y la artritis
reumatoide (18), patologias que presentan una gran prevalencia en nuestro pais (35). En el
presente estudio se implementd y validé un modelo de dolor inflamatorio conocido como el
modelo de la formalina, en donde el dolor se induce a través de la inyeccién subcutanea de
una solucion diluida de formalina en el dorso de la pata posterior del roedor (64). En este
modelo la formalina genera conductas nociceptivas como la lamida, mordida y sacudida de
la pata inyectada, que presentan un curso temporal bifasico (120). Sin embargo, en raton la
conducta mas robusta es la conducta de lamida de la pata inyectada. Esta conducta
nociceptiva presento un patron bifasico La fase | que representa el dolor nociceptivo y la fase
I1 que representa el dolor inflamatorio. Ambas fases presentan mecanismos fisiopatoldgicos

caracteristicos (71).

Estudios electrofisioldgicos y farmacoldgicos han demostrado que la primera fase del
modelo de formalina se produce por la activacién directa de los canales TRPALl y TRPV1
(119), presentes en las fibras C y Ad (121), sin embargo existen estudios que confirman que
el dolor inflamatorio ocasionado por la inyeccién de formalina persiste adn sin las fibras C
(122), por lo que se propone que la fase | pudiese estar regulada por otros mecanismos, tales
como la activacion de la liberacion por la sustancia P y bradicinina (73). Mientras que la
segunda fase se genera y se mantiene por el proceso inflamatorio producido por la activacién
de células inmunitarias que liberan mediadores proinflamatorios (p. ej. histamina, serotonina,

prostaglandinas y bradicinina) (77).

El patrén bifasico de las conductas nociceptivas del modelo de la formalina traduce que el
raton presenta dolor nociceptivo y dolor inflamatorio, por lo tanto, la cuantificacion del
tiempo de las conductas, en este caso, del tiempo de lamida de pata, es Gtil para el estudio de
los mecanismos fisiopatoldgicos de ambos tipos de dolor como para la evaluacion de

farmacos con efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio. Con base en lo anterior, en el
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presente estudio se caracterizd y validd el curso temporal del modelo de la formalina.
Inicialmente se evaluaron distintas concentraciones de formalina (1, 2.5 y 5%), para
determinar cudl de ellas producia conductas nociceptivas de manera mas robusta y con la
magnitud suficiente para evaluar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas o-metiladas.
De acuerdo a nuestros resultados, el efecto nociceptivo de la formalina fue dependiente de la
concentracion en la fase I, sin embargo en la fase Il el efecto solo fue dependiente de la
concentracion con las dosis de 1 y 2.5%, ya que la concentracion de 5% presento mayor
variabilidad. Dichos resultados concuerdan con los estudios de Sufka y colaboradores, y
Murray y colaboradores, ambos en 1988, en donde se observa que la concentracion de
formalina de 5% presenta mayor variabilidad del tiempo de lamida de pata en comparacion
a otras concentraciones (120, 123).

En estudios preclinicos previos se ha demostrado que la fase | del modelo de la formalina
puede ser inhibida con barbituricos (p. ej. Pentobarbital (124), opioides (p. ej. Morfina (125))
y AAINES (p. e]. Acido acetilsalicilico (126)), mientras que la fase 11 es inhibida por opioides
(p €j. Morfina (125)), AAINEs (p. ej. Acido acetilsalicilico (126) e Indometacina (73)),
corticoides (p. ej. Dexametasona (127)) y gabapentinoides (p. ej. Gabapentina (128) . Es por
ello que se decidio validar el efecto del Diclofenaco en el modelo de formalina con nuestras
condiciones experimentales. Los resultados muestran que el pre-tratamiento con Diclofenaco
administrado por via subcutanea no presenta efecto antinociceptivo en la fase I, pero si en la
fase I1, en donde presenta una eficacia maxima de 54.5 + 4.8%. Dichos resultados concuerdan
con lo reportado en estudios anteriores donde se demuestra que farmacos pertenecientes a la
familia de los AAINEs, como la Indometacina y el Acido acetilsalicilico, disminuyen de
manera significativa el tiempo de lamida de pata en la fase Il del modelo (73). Estos

resultados, confirman que el dolor inducido por formalina puede ser revertido con AAINES.

7.3.  Modelo de dolor neuropético

El dolor neuropatico se genera por una lesion o disfuncion de alguna de las estructuras del
sistema nervioso central o periférico (129). Representa una condicion de dolor patolégico de
etiologia muy variada (21), que se manifiesta con mayor prevalencia como una patologia
clasificada como dolor crénico secundario que conlleva a la discapacidad (32), debido en

parte a su dificil manejo (39). En el presente estudio se utilizo el modelo de dolor neuropatico
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inducido por la axotomia parcial del nervio ciatico, previamente implementado vy
caracterizado en nuestro laboratorio (112) (81). En este modelo la axotomia produce
conductas nociceptivas que asemejan a los sintomas que presentan los pacientes con dolor
neuropatico, como alodinia mecanica, hipersensibilidad al frio, dolor espontaneo (82), asi
como conductas de tipo ansiedad y depresion (83), por ende es un modelo ampliamente
validado para la evaluacion de farmacos con potencial efecto antialodinico. De acuerdo a los
resultados de nuestro laboratorio, la axotomia parcial del nervio cidtico produjo una
disminucion del 50% de umbral de retiro en valores menores a 0.4 g, lo que se traduce como
alodinia. La alodinia fue unilateral y se observé desde el dia 7 y hasta el dia 14 post-
axotomia. Estos resultados coinciden con lo reportado previamente en la caracterizacién de
dicho modelo en nuestro laboratorio, en donde la alodinia se estableci6 desde el dia 4 post-
axotomia y se mantuvo hasta por 42 dias (112). Para validar este modelo en nuestras
condiciones experimentales se evalud el efecto antialodinico de la Gabapentina, un
anticonvulsivante perteneciente usado como tratamiento de primera linea para el manejo del
dolor neuropatico, cuyo mecanismo de accion es bloquear los canales de Ca®* a través de su
unién con la subunidad a25, (92). En nuestras condiciones experimentales, la Gabapentina
presento un efecto antialodinico dependiente de la dosis, alcanzando una eficacia maxima a
la dosis de 300 mg/kg. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente en otros
modelos animales de dolor neuropéatico como el realizado por Erichsen y colaboradores en
el 2002, en donde Gabapentina demostré tener efecto antialodinico en el modelo SNI
evaluado en ratas (85). Ademas confirma el la eficacia de la Gabapentina en el tratamiento
del dolor neuropético en humanos (91, 92) .Por lo anterior, podemos considerar que el
modelo de la axotomia parcial del nervio ciatico bajo nuestras condiciones experimentales,
genera conductas nociceptivas parecidas a las que se presentan en pacientes con dolor
neuropatico, las cuales pueden ser revertidas por farmacos de primera linea para el

tratamiento de esta patologia.

En este modelo de dolor neuropéatico el dolor cronico se produce traves de multiples
mecanismos fisiopatoldgicos, que afectan tanto al sistema nervioso periférico como central,
como lo son la activacion ortodrémica y antidromica de fibras C y AB (86), la activacion de

receptores AMPA en las neuronas de segundo orden (88), la activacién de la microglia en la
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médula espinal (89) y la activacion y migracion de células Natural killer hacia el sitio de la
lesion (90).

7.4.  Efecto antinociceptivo y antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas

El dolor representa la primera causa de sufrimiento y discapacidad, lo que lo convierte en un
problema importante de salud publica (34), por lo que se han disefiado distintas estrategias
terapéuticas, como el tratamiento farmacoldgico, que intentan mitigar el dolor (38), sin
embargo, hasta el momento la terapia farmacoldgica actual no alivia completamente el dolor,
debido a la baja eficacia que presentan o a los efectos adversos que interfieren con el
adecuado apego al tratamiento (130). Por ello es necesario buscar nuevas opciones
farmacoldgicas que sustituyan o complementen la terapia farmacoldgica actual, tal es el caso
de los a-aminofosfonatos, andlogos isostéricos de los a-aminoacidos naturales que han
presentado una amplia gama de biodiversidades, entre las que destacan para nuestro estudio
su efecto como inhibidores enzimaticos (95), neuroprotectores (96), anti-inflamatorios (101,
102) y analgésicos (102). Debido a lo anterior, se decidio evaluar el efecto antinociceptivo
de la serie de compuestos a-aminofosfonatos derivados de serina o fosfoserinas a-metiladas
(103) en los modelos de dolor visceral, dolor inflamatorio y dolor neuropatico descritos

previamente.

Los resultados de dichas evaluaciones mostraron que las fosfoserinas a-metiladas presentan
efecto antinociceptivo moderado en los tres modelos de dolor. En el modelo de dolor visceral
las fosfoserinas con mayor eficacia antinociceptiva fueron 1E y 2B, con una eficacia maxima
mayor a 50%, sin embargo no fueron mas eficaces que Diclofenaco. En términos de potencia,
las fosfoserinas 1E, 2B y 1C fueron més potentes que el control positivo. Por otro lado, en el
modelo de dolor inflamatorio, la fosfoserinas 1F demostré ser mas eficaz y potente que
Diclofenaco, con una eficacia maxima casi del 60% en la fase 11 del modelo, mientras que la
fosfoserina 1E presento una eficacia maxima mayor al 50% en la fase I1. En ambos modelos,
las fosfoserinas no produjeron efectos adversos visibles. Este estudio no es el primero en
donde se observa el efecto anti-inflamatorio y antinociceptivo de compuestos tipo o-
aminofosfonato. Previamente Abdou y colaboradores en el 2013, sintetizaron y evaluaron
tres compuestos de la familia de los aminofosfonatos que también poseen efecto

antinflamatorio y antinociceptivo (102), y con los resultados de Assenov y colaboradores,
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donde demostraron el efecto antinociceptivo de un a-aminofosfonato derivado de valina en

el modelo de formalina (131).

Teniendo en cuenta que tanto el modelo de estiramiento abdominal como el de la formalina
existe un componente inflamatorio es posible que las fosfoserinas a-metiladas ya
mencionadas pudiesen estar llevando a cabo su efecto antinociceptivo a través de la
intervencion con el proceso inflamatorio. Esto se refuerza por el hecho de que el Diclofenaco,
un AAINE, posee efecto antinociceptivo en ambos modelos, ademés de poseer efecto
antiinflamatorio, y cuyo mecanismo incluye disminuir la inflamacion a través de inhibir la
sintesis de prostaglandinas (41). Adicionalmente, en un estudio previo observamos que estos
compuestos poseen efecto antiinflamatorio en un modelo de dolor edema auricular en raton,
en donde se observo que estos compuesto producen sus efectos a través de modificar el
influjo de células inflamatorias como neutréfilos y monocitos al sitio de la inflamacion (103,
132). Esto resultados en conjunto sugieren que los compuestos evaluados podrian poseer un
mecanismo de accion similar al de los AAINES. Sin embargo, se requieren de experimentos
adicionales para corroborar esta hip6tesis y tampoco se pueden descartar otros posibles
mecanismos de accion como la bloqueo de la actividad de canales idnicos o la inhibicién de

la liberacion de neurotransmisores.

Por otra parte, en el modelo de dolor neuropatico, la fosfoserina 1D (600 mg/kg) tuvo una
eficacia maxima mayor a la de Gabapentina a la dosis de 100 mg/kg, sin embargo, produjo
una serie de efectos adversos como incoordinacion motora, sedacién y convulsiones ténico-
clonicas. Cabe resaltar que durante el curso temporal, las fosfoserinas presentaron un pico
maximo del efecto antialodinico mas temprano que la Gabapentina. Dicho patrén coincide
con el efecto antialodinico que presentan los antagonistas adrenérgicos en el modelo de dolor
neuropatico en humanos, en donde el alivio del dolor se produce en cuestion de minutos (12).
Por otro lado, es importante resaltar la actividad de los a-aminofosfonatos como
neuroprotectores, por ejemplo el compuesto EAB-318, que inhibe la union de glutamato con
su receptor NMDA (96), un receptor estrechamente involucrado con el desarrollo y el
mantenimiento del dolor neuropatico (22). Aunado a ello, no podemos descartar que el efecto
antialodinico de las fosfoserinas se produzca por algin otro mecanismo involucrado en el
dolor neuropatico, a través del blogueo de la activacion de la microglia (89), la inhibicion de

la facilitacion descendente (11) o la liberacion de opioides endogenos (133).

94



Por ultimo, cabe destacar que fue en este modelo donde se observaron efectos adversos que
nos podrian sugerir cuéles son los posibles tejidos diana de las fosfoserinas a-metiladas.
Dentro de los primeros 15 minutos después de la administracion intraperitoneal de las
fosfoserinas a-metiladas, principalmente la fosfoserina 1D, los animales presentaron
incoordinacion motora, lo cual sugiere que las fosfoserinas pudiesen ejercer su accién sobre
estructuras encargadas de la actividad motriz y el equilibrio, como el cerebelo, el ganglio
basal y la corteza motora (134). Al mismo tiempo, los animales también presentaron
erguimiento de la cola, efecto secundario caracteristico del uso de opioides (135), por lo que
cabe la posibilidad de que pudiesen estar activando al sistema de receptores opioides,
principalmente el receptor MOR, en el sistema nervioso central. Aproximadamente a partir
de los 20 minutos después de la administracion de las fosfoserinas, los animales presentaron
convulsiones tonico-clénicas, convulsiones tonico-clonicas y sedacién, con lo que se puede
inferir que las fosfoserinas estén ejerciendo sus efectos en estructuras del sistema nervioso
cuya funcion se encuentra alterada en estados epilépticos, como el hipocampo, el talamo, la
amigdala y la corteza entrorrinal (136). La presencia de efectos adversos en este modelo
podria estar relacionado con el hecho de que el efecto antialodinico de 1D se observé a dosis
mucho mayores que las empleadas en los otros dos modelos, pero también sugiere que a dosis
altas estos compuestos actuan a nivel del sistema nervioso central. Con base en lo anterior es

de gran relevancia estudiar a detalle el perfil de efectos adversos de estos compuestos
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8. CONCLUSIONES

En conclusién, las fosfoserinas a-metiladas 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 2B y 2C mostraron
tener efecto antinociceptivo moderado en el modelo de estiramiento abdominal inducido por
la inyeccion intraperitoneal de &cido acético al 0.6%. En este modelo las fosfoserinas 1E, 2B,

1C y 1F son las mas prometedoras para seguirse evaluando.

Por otro lado, las fosfoserinas 1A, 1D, 1E y 1F también un efecto antinociceptivo moderado
en la fase 11 del modelo de dolor inflamatorio inducido formalina, siendo la fosfoserinas 1F

mas eficaz que el control positivo, tras su administracion por via subcuténea.

Por dltimo, las fosfoserinas 1D, 1E y 1F mostraron un efecto antialodinico en el modelo de
dolor neuropatico inducido por la axotomia parcial de nervio ciatico. Siendo la 1D la mas

efectiva.

En conjunto, estos resultados demuestran que las fosfoserinas a-metiladas son compuestos

prometedor para seguirse evaluando como potenciales agentes analgésicos.
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. PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto antinociceptivo de las fosfoserinas a-metiladas 1B, 1C, 2By 2C en
el modelo de la formalina.

e Evaluar el efecto antialodinico de las fosfoserinas a-metiladas 1B, 1C, 2By 2C en el
modelo de dolor neuropatico inducido por la axotomia parcial del nervio ciético.

e Evaluar el efecto del tratamiento cronico con las fosfoserinas a-metiladas mas
efectivas en modelos de dolor cronico para corroborar su utilidad en tratamientos a
largo plazo.

e Determinar el mecanismo de accion a través del cual las fosfoserinas a-metiladas
ejercen su efecto antinociceptivo y antialodinico.

e Evaluar la toxicidad aguda y cronica de las fosfoserinas a-metiladas mas activas con
la finalidad de determinar su DL50, asi como caracterizar su perfil de efectos adversos

no letales.
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 12 de marzo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Evaluacion del efecto antinociceptivo de fosfoserinas a-
metiladas en roedores”, que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular
me proporciond la alumna Jessica Raquel Rodriguez Gil. Le comunico que su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Juan José Acevedo Fernandez

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.
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amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 12 de marzo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Evaluacién del efecto antinociceptivo de fosfoserinas a-
metiladas en roedores”, que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular
me proporciond la alumna Jessica Raquel Rodriguez Gil. Le comunico que su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. José Mario Ordoénez Palacios

Calle Leferos esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México. 3 |'
Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx ‘ 51'_- |
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Cuernavaca, Mor., 12 de marzo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Evaluacion del efecto antinociceptivo de fosfoserinas a-
metiladas en roedores”, que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular
me proporciond la alumna Jessica Raquel Rodriguez Gil. Le comunico que su contenido
es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacidn a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. lIvan Omar Romero Estudillo

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 o jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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