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Resumen

El dolor neuropatico se caracteriza por ser una condicidon cronica que surge como
consecuencia de una lesion o disfuncion en el sistema nervioso somatosensorial y
puede producir alteraciones complejas en las funciones cognitivas y emocionales.
La causalidad del dolor neuropatico comunmente incluye una variedad de
condiciones, como infecciones virales, tumores, desordenes metabdlicos, dafio en
el sistema nervioso central o periférico. El tratamiento del dolor neuropatico incluye
una gran variedad de farmacos por ejemplo, antidepresivos triciclicos, inhibidores
de la recaptura de serotonina y noradrenalina, antiepilépticos y algunos agentes
topicos como la capsaicina al 8%. ElI manejo del dolor neuropatico,
lamentablemente, es resistente al tratamiento farmacoldgico y su alivio por lo
general es parcial. Para hacer frente a este problema es necesario proponer nuevas
estrategias terapéuticas con un enfoque alternativo y/o complementario para el
tratamiento de este tipo de dolor. Por lo que resulta relevante, la busqueda, la
evaluacion y la caracterizacion de nuevas moléculas de origen natural y/o sintético
que sean eficaces para un tratamiento adecuado de este tipo de dolor. El [6]-
gingerol es el componente principal del jengibre (Zingiber officinale), el cual
posee propiedades anti-oxidantes, anti-piréticas, anti-nociceptivas y anti-
inflamatorias. El presente proyecto evalud los posibles mecanismos de accion que
subyacen en el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol. Para ello, a los
animales se les ligan los nervios espinales L5-L6 mediante el método descrito por
Kim y Chung en 1992 con la finalidad de generar alodinia mecanica, la cual es una
conducta caracteristica del dolor neuropatico. La alodinia se evalu6 a través del
método de “up-down’, mediante el uso de los filamentos de von Frey. La
administracion intratecal (i.t) de dosis crecientes de [6]-gingerol fue capaz de revertir
la alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales. Ademas, el
efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol fue prevenido por la administracion
i.t del inhibidor de la sintasa del 6xido nitrico (L-NAME 100 pg/rata, i.t), el inhibidor
de la guanilato ciclasa (ODQ 10 pg/rata, i.t) y el bloqueador selectivo de los canales
de K" sensibles a ATP (glibenclamida 50 ug/rata, i.t). Asimismo, la administracion i.t



del antagonista no selectivo de los receptores serotoninérgicos (metiotepina 30
pg/rata, i.t), el antagonista selectivo del receptor 5-HTsa (SB-699551 0.6 ug/rata, i.t),
el antagonista selectivo de los receptores 5-HTg (SB-224289 0.5 pg/rata, i.t), el
antagonista selectivo de los receptores 5-HTip (BRL-15572 0.4 ug/rata, i.t) y el
antagonista selectivo de los receptores 5-HT1a (WAY-100635 0.6 pg/rata, i.t)
bloquearon el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol. Por otra parte, la
administracion i.t de los antagonistas selectivos del canal TRPV1, el AMG 9810 (30
pg/rata, i.t) y el BCTC (100 ug/rata, i.t) bloquearon el efecto anti-alodinico inducido
por el [6]-gingerol. En contra parte, la administracion i.t del antagonista no selectivo
de los receptores opioides (naloxona 50 pg/rata, i.t) no fue capaz de revertir el efecto
anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol. En conjunto, estos datos sugieren que el
efecto anti-alodinico inducido por la administracién de [6]-gingerol es modulado,
mediante la activacion, de la via del 6xido nitrico-GMPc-canales de K* sensibles a
ATP, el sistema serotoninérgico mediante la activacion de los receptores 5-
HT1a1B11D y 54, @Si como por la activacion de los receptores TRPV1, pero no por el
sistema opioidérgico en animales con la cirugia de los nervios espinales L5-L6.
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Abreviaturas

IASP: Asociacion internacional para el Estudio del Dolor
EROS: Especies reactivas de oxigeno

PBN: Fenil-N-t-butilnitrona

DMPO: 5,5-dimetilpirolina-N-oxido

TEMPOL: 4-hidroxi-2,2,6,6-tetra-metil-piperidina-N-oxil
FAP: Fibras aferentes primarias

GRD: Ganglios de la raiz dorsal

NS: Neuronas nociceptivas especificas

SG: Sustancia gris

WDR: Neuronas de amplio rango dinamico
N-NOC: Neuronas no nociceptivas

SP: Sustancia P

CGRP: Péptido relacionado con el gen de la calcitonina
TET: Tracto espino-talamico

TER: Tracto espino-reticular

TEM: Tracto espino-mesencefalico

THT: Tracto hipotalamico

SGPA: Sustancia gris periacueductal

MRV: Médula rostroventromedial

CCA: Corteza del cingulo anterior

T: Talamo

H: Hipotalamo

TNFa: Factor de necrosis tumoral

LIF: Inhibidor de la leucemia

IL-6: Interleucina 6

5-HT: Serotonina

PGE;: Prostaglandina E,

IL1B: Interleucina 1

NGF: Factor de crecimiento neural

ATP: Adenosin trifosfato

H': Protones

TRPV1: Canal vaniloide de potencial transitorio
H1: Receptor de histamina 1

EP: Receptor a prostaglandina E,

B1: Receptor a bradicinina 1

B2: Receptor a bradicinina 2

IL-1-R: Receptor a interleucina 1

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

TrkA: Receptor tirocin cinasa A del factor de crecimiento
neuronal

P.X: Receptor purinérgico 2x

ASIC: Canales iénotroficos sensibles a acido
PKA: Proteina cinasa A

PKC: Proteina cinasa C

TTXr: Canales de sodio resistentes a tetrodotoxina
TTXs: Canales de sodio sensibles a tetrodotoxina
AMPA: Receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico

BDNF: Factor neurotréfico derivado de cerebro
NMDA: Canales N-metil-D-aspartato

NOS: Sintasa de 6xido nitrico

COX: Ciclooxigenasa

MAPK: Proteina cinasa activada por mitoqueno
NO: Oxido nitrico

TrkB: Receptor de tirosina cinasa B del factor neutréfico
derivado del cerebro

mGlur: Receptores metabotrépicos de glutamato

NK1: Receptor de neurocinina 1 de sustancia P
COX-2: Ciclooxigenasa 2

IP3: 1,4,5-inositol trifosfato

GABA: Acido gamma-aminobutirico

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos
H.0,: Peroxido de hidrogeno

0% Superoxido

OH: Radical hidroxilo

AA: Acido araquidénico

LOX: Lipooxigenasa

PLA;: Fosfolipasa A;

GPy: Glutatién peroxidasa

SOD: Superoéxido dismutasa

GC: Guanilato ciclasa

GCS: Guanilato ciclasa soluble

nNOS: Sintasa de 6xido nitrico neuronal
iNOS: Sintasa de 6xido nitrico inducible
eNOS: Sintasa de 6xido nitrico endotelial
NADPH": Nicotinamida adenina fosfato dinucleotido en su
forma reducida

ERN: Especies reactivas de nitrdgeno

BH: Tetrahidrobiopterina

FMN: Flavin mononucleétido

FAD: Flavin adenin dinucledtido

L-Name: N-omega-nitro-L-arginina
Ca’*/CaM: Complejo calcio-calmodulina
GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

K’: Potasio

Kir: Canales de potasio

H:N: Grupo amino

COOH: Grupo carboxilo

KATP: Canales de potasio sensibles a ATP
SUR: Receptores de sulfonilureas

NRD: Nucleo del rafe dorsal

NMR: Nicleo mediano del rafe

ATV: Area tegmental ventral

SN: Sustancia negra

MRV: Médula rostroventral

GTG: Ganglios del trigémino

PIP,: Inositol 4,5 bifosfato

PLC: Fosfolipasa C

DAG: Diacilglicerol

NeuPSIG: Grupo de Interés especial sobre el dolor
neuropatico

DMSO: Dimetil sulfoxido

5-GNT: 5-Guanidilnaltrindol

SNL: Ratas con ligadura de nervios espinales L5-L6
Sham: Ratas falsamente operadas

Naive: Ratas sin tratamiento ni intervencion quirdrgica
i.t: Administracion intratecal

i.p: Administracion intraperitoneal

RTX: Resiniferatoxina
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INTRODUCCION

1. Introduccioén

La asociacion internacional para el estudio del dolor (IASP, por sus siglas en inglés),
define al dolor como una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada
a un dano tisular real o potencial que puede ser descrito en términos de la magnitud
del dafo (Merskey, 1979). El dolor se puede clasificar en dos categorias,
dependiendo de su duracion: dolor fisiolégico (agudo) y dolor patolégico (cronico).
El dolor fisioldgico o nociceptivo es transitorio y ayuda a proteger al organismo de
un dafo tisular, mientras que el dolor patoldgico es persistente e innecesario para
la supervivencia del individuo (Nakagawa y Kaneko, 2010). El dolor patologico es la
consecuencia de un dafo y/o disfuncién del sistema nervioso periférico o central
(dolor neuropatico), de un dano al tejido periférico o inflamacién (dolor inflamatorio)
(Gao y Ji, 2010). Ademas, el dolor patologico se caracteriza por generar respuestas
de dolor espontaneo como alodinia e hiperalgesia.

El dolor neuropatico surge como consecuencia de una lesion o disfuncion del
sistema nervioso somatosensorial y por lo general resulta incbmodo para las
personas que lo padecen disminuyendo drasticamente su calidad de vida. Por este
motivo y con la introduccidn de modelos animales que facilitan el estudio de este
tipo de dolor, es de suma importancia el estudio de los mecanismos fisioldgicos
involucrados en el desarrollo y el mantenimiento del dolor neuropatico. Por lo que
resulta relevante, la busqueda, la evaluacién y la caracterizacion de nuevas
moléculas de origen natural y/o sintético que sean eficaces para el tratamiento
adecuado de este tipo de dolor.

Un mecanismo relevante en la generacién de dolor neuropatico, involucra la
participacion directa de especies reactivas de oxigeno (EROS) a nivel celular y
subcelular (Twining et al., 2004). Se ha demostrado que los agentes anti-oxidantes
producen efecto anti-hiperalgésico y anti-alodinico en modelos animales (Kim et al.,
2004). Por ejempilo, la vitamina E produce anti-nocicepcion en ratas neuropaticas
reduciendo la sensibilizaciéon central inducida por dafio en los nervios periféricos
(Kim et al., 2006). En otro estudio, los agentes anti-oxidantes como la fenil-N-t-
butilnitrona (PBN), el 5,5-dimetilpirolina-N-oxido (DMPO) y el 4-hidroxi-2,2,6,6-tetra-
metil-piperidina-N-oxil (TEMPOL) (Kim et al., 2004; Gao et al., 2007) disminuyen las
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conductas nociceptivas de largo plazo, predominantemente, por mecanismos
espinales, sugiriendo que las EROS pueden estar involucradas en la sensibilizacion
central. Apoyando lo anterior, estudios electrofisiologicos y conductuales indican
que los anti-oxidantes revierten la sensibilizacion central (Kim et al., 2006). En
conjunto, las evidencias aqui expuestas sugieren que las EROS pueden jugar un
papel importante en la sensibilizacion central y asi contribuir en el desarrollo y/o el
mantenimiento del dolor neuropatico. Por otra parte, estudios recientes sugieren
que agentes anti-oxidantes como la manguiferina, la epicatequina, el resveratrol y
la curcumina son capaces de revertir la alodinia mecanica inducida por la ligadura
de los nervios espinales L5-L6 y la constriccion cronica del nervio ciatico (Yu et al.
2014; de Los Monteros-Zuiiga et al., 2016; Lei et al. 2016), asi como, la nocicepcion
inducida por formalina (lzquierdo et al., 2013; Quifionez-Bastidas et al., 2013).
Ademas, se ha propuesto que el efecto anti-nociceptivo inducido por la mangiferina
y la epicatequina se produce a través de la via 6xido nitrico-GMPc-canales de K*
sensibles a ATP (lzquierdo et al., 2013; Quifionez-Bastidas et al., 2013; de Los
Monteros-Zufiiga et al., 2016), el sistema serotoninérgico (Quifionez-Bastidas et al.,
2013; de Los Monteros-Zuiiga et al., 2016) y el sistema opioidérgico (Izquierdo et
al., 2013; Lopez et al., 2013).

La busqueda de nuevas moléculas bioactivas de origen natural ha conducido a la
evaluacion de componentes de especies vegetales medicinales, con fines
terapéuticos. El valor terapéutico, de algunas especies de plantas se debe
principalmente a la presencia de compuestos activos que interaccionan de manera
especifica a nivel molecular en el organismo. Entre los componentes bioactivos de
las plantas se han aislado: flavonoides, alcaloides, fenoles y xantonas (Pal et al.,
2013). Estas moléculas son usualmente reconocidas por su efecto anti-oxidante. En
relacion con las plantas medicinales con potencial efecto anti-oxidante, llama
nuestra atencion, el Jengibre (Zingiber officinale) el cual es considerado una planta
medicinal ampliamente utilizada en la medicina tradicional de varias culturas
alrededor del mundo incluyendo México. Entre las propiedades medicinales mas
relevantes del extracto de jengibre se pueden mencionar el alivio de las nauseas, la

artritis y el dolor (Grant y Lutz, 2000). Las principales entidades quimicas que
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presentan la actividad biolégica del jengibre son el [6]-gingerol, el [8]-gingerol, el
[10]-gingerol y el [6]-shogaol (Shukla y Singh, 2007). El [6]-gingerol es el
componente principal del jengibre, el cual posee propiedades anti-
oxidantes (Aeschbach et al., 1994), anti-piréticas, anti-nociceptivas y anti-
inflamatorias (Young et al., 2005). En apoyo a lo anterior, el [6]-gingerol inhibe las
conductas nociceptivas inducidas por acido acético y/o formalina (Young et al.,
2005). Asimismo, se sabe que el extracto de jengibre reduce el edema de la pata
inducido por carragenina (Mascolo et al., 1989) debido a la supresion de citocinas
pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFa) en ratones (Kim et al.,
2005). Ademas, el [6]-gingerol atenua la produccion de PGE; (Dugasani et al.,
2010), COX-2 via NF-kB (Kim et al., 2005, 2007), asi como la formacion de radicales
libres (Kim et al., 2007; Dugasani et al., 2010), y la formacion de NO en modelos in
vitro e in vivo (Kim et al., 2007). Es ampliamente conocido que, el [6]-gingerol es un
analogo estructural de la capsaicina, la cual es un ligando natural del canal i6nico
TRPV1. Cabe senalar, que el receptor TRPV1 juega un papel importante en la
nocicepcion térmica aguda, inflamacion e hiperalgesia térmica y mecanica (Szallasi
y Blumberg, 1999). En consecuencia, la similitud estructural del [6]-gingerol con
capsaicina sugiere que podria ser un ligando del receptor TRPV1 y potencialmente
ser utilizado para el tratamiento del dolor neuropatico (Gauthier et al., 2013).
Finalmente, estudios recientes demuestran que el [6]-gingerol disminuye la alodinia
mecanica y la hiperalgesia térmica inducida por la ligadura del nervio ciatico
(Gauthier et al., 2013). Por lo tanto, en el presente proyecto se evaluaron los
posibles mecanismos de accidn que subyacen en el efecto anti-alodinico inducido

por el [6]-gingerol en ratas neuropaticas.
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2. Marco teoérico

2.1. Definicion del dolor

La asociacién internacional para el estudio del dolor, define el dolor como una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio tisular real o
potencial que puede ser descrito en términos de la magnitud del dafio (Merskey,
1979). El dolor, aunque indeseable, representa una estrategia adaptativa que nos
permite protegernos de las agresiones del medio exterior; sin embargo, cuando se
pierde la homeostasis de los procesos que lo integran y que lo regulan, éste
sobrepasa su papel benéfico para el organismo para convertirse en una patologia
que por si misma debe ser suprimida, para permitirle al organismo sobrevivir
(Gomezese Ribero et al., 2001). Aunque el dolor se trata, esencialmente, de una
sensacion, éste tiene fuertes componentes cognitivos y emocionales que estan
vinculados o descritos en términos de sufrimiento, ademas de estar asociados con
reflejos motores en respuesta al dano tisular (Woolf, 2004). La mayor parte de los
organos y los sistemas del cuerpo poseen un grupo especial de receptores
sensoriales que tienen la capacidad de diferenciar entre un estimulo inocuo de uno
potencialmente dafino. A ésta capacidad de detectar estimulos nocivos se le

denomina nocicepcion.

2.2. Nocicepciodn

El principal acercamiento en neurofisiologia no ha sido el estudio del dolor del todo,
mas bien el estudio de la nocicepcion (Hoffer, 1989). La nocicepcion no es sinbnimo
de dolor; dicho proceso puede ser necesario para que ocurra el dolor, pero no es
suficiente para que el dolor se presente clinicamente (Turck y Okifuji, 1999). Hay
una diferencia entre el termino nocicepcion y dolor; el primero se refiere a las
manifestaciones neurofisioldgicas generadas por estimulos nocivos mientras que el
segundo involucra la percepcion de un estimulo aversivo, que requiere la capacidad

de abstraccion y la elaboracion de impulsos sensoriales (Almeida y col., 2004).



MARCO TEORICO

El termino nocicepcion se refiere a un proceso fisiolégico que engloba distintos
mecanismos neurales que detectan estimulos nocivos (térmicos, mecanicos o
quimicos). Estos estimulos son detectados por una subpoblacién de fibras
nerviosas periféricas, llamadas nociceptores, los cuales son excitados cuando la
intensidad del estimulo sobrepasa el umbral que lo caracteriza. Por lo tanto, los
nociceptores poseen propiedades biofisicas y moleculares que les permiten
detectar y responder selectivamente a estimulos potencialmente perjudiciales
(Basbaum et al., 2009), permitiendo la supervivencia del individuo. La nocicepcion
comprende 4 procesos: transduccidn, transmision, percepciéon y modulacion
(D’Amours, 1996). La transduccidn es el proceso por el que los estimulos nocivos
son convertidos en una senal eléctrica a nivel de las terminales aferentes primarias,
generando un potencial de accion. La transmision es la propagacion de las senales
eléctricas a lo largo de las vias nociceptivas que participan en el procesamiento del
dolor. La percepcion se presenta cuando la informacion nociceptiva se integra con
factores cognoscitivos y emocionales para la generacion del dolor. Por ultimo, la
modulacion es el proceso por el que la transduccion y la transmision es modificado
a través de diversas influencias naturales, a distintos niveles: ganglio de la raiz

dorsal y médula espinal (D’Amours, 1996).

2.3. Sistema nociceptivo

Tras una estimulacion periférica nociva, la informacién dolorosa se transmite a
través de los nociceptores o fibras aferentes primarias (FAP), a través de las fibras
ApB mielinizadas, las fibras Ad ligeramente mielinizadas y las fibras C no mielinizadas
(Fig. 1). El estimulo nociceptivo viaja hasta llegar al asta dorsal de la médula espinal
donde las neuronas nociceptivas de segundo orden son activadas por
neurotransmisores, tales como glutamato y neuropéptidos que se liberan de las
neuronas aferentes primarias (Ji y Woolf, 2001). Una FAP es una neurona sensorial
primaria que se activa por la presencia de estimulos nocivos, que ponen en peligro
la integridad del individuo, caracterizandose por la presencia de umbrales de
activacion que los distinguen entre otros nervios. Por otra parte los cuerpos
celulares de los nociceptores se encuentran en los ganglios de la raiz dorsal (GRD)
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para el cuerpo y en el ganglio trigémino para la inervacion de la cara, ademas de

presentar una rama axonal periférica y una central, que inerva su 6rgano diana y la

meédula espinal a través de la raiz dorsal, respectivamente (Julius y Basbaum, 2001;

Basbaum et al., 2009). Ademas, estos forman conexiones con neuronas de segundo

orden a través de interneuronas espinales.

Las neuronas nociceptivas se pueden clasificar en tres grupos principales, en base

a criterios anatomicos y funcionales:

Neuronas nociceptivas especificas (NS): Se activan de forma exclusiva
mediante estimulos nocivos de alta intensidad, mediados por fibras C y Ad.
Se encuentran localizadas en las laminas | (zona marginal), Il sustancia gris
(SG), V y VI. Estan involucradas en la codificacion y en la localizacion del
dolor (Le Bars D, 2009).

Neuronas multireceptoras o neuronas de amplio rango dinamico (WDR):
Responden ante estimulos mecanicos, térmicos y quimicos transferidos por
las fibras AJ, C y AB. Las neuronas WDR estan localizadas en las laminas |,
I, IV, V, VI y X del asta dorsal de la médula espinal (Le Bars D, 2009).

Neuronas No Nociceptivas (N-NOC): Son activadas mediante la presencia
de estimulos inocuos, ya sea mecanicos o térmicos de baja intensidad.
También, pueden responder a estimulos propioceptivos transmitidos por las
fibras AD y AB. Estan localizadas principalmente en las laminas |, Il y IV
(Schmidt et al., 1995).
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Figura 1. Neuronas nociceptivas. Tipos de fibras sensoriales dependiendo de su grado de
mielinizacion, tipo de estimulo que la activan, umbral térmico, didametro y tipo de receptor al que se
asocia. Modificado de Julius y Basbaum, 2001.

Las fibras Aa y AR (propionociceptores y mecanorreceotores, respectivamente) son
conocidas como fibras sensoriales no nociceptivas, estas responden a la
estimulacién mecanica inocua, es decir, a un ligero toque, por lo que son capaces
de responder a una gran variedad de estimulos, tanto inocuos como nocivos, ya
sean de tipo quimico, térmico o mecanico, integrando asi estimulos viscerales y
somaticos (Le Bars D, 2009). Ademas, son fibras de gran tamafio (>10 ym) y
presentan una conduccion rapida (30-100 m/s) (Millan, 1999). Las fibras (Ad)
mielinizadas de diametro medio (1-5 ym) y conduccién rapida (5-30 m/s) se
encuentran principalmente en la lamina | del asta dorsal de la médula espinal, son
activados mediante la percepcion de estimulos mecanicos y térmicos, también
conocidas como neuronas nociceptivas polimodales (Basbaum et al., 2009).
Estudios electrofisiologicos han subdividido los nociceptores Ad en dos clases
principales:
e Las fibras Ad tipo | (nociceptores mecanicos de alto umbral) respondenn a
estimulos tanto mecanicos como quimicos, ademas de poseer umbrales de

activacion por calor de alrededor de los 50 °C.
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e Las fibras Ad tipo | poseen un umbral de activacion por estimulos térmicos
mucho mas bajo en comparacion con el tipo |, sin embargo, éste presenta un

umbral mas alto para estimulos mecanicos.

Las fibras C de diametro pequefio (0.4-1.2 um) y conduccion lenta (5-30 m/s) son
fibras no mielinizadas, y al igual, que las fibras aferentes mielinizadas, la mayoria
de las fibras C son de tipo polimodales, es decir, que incluyen una poblacién que es
capaz de activarse mediante la presencia de estimulos térmicos y mecanicos
(Schmidt et al., 1995). Ademas, estas pueden activarse mediante la presencia de
estimulos quimicos como la histamina o capsaicina (Ji y Woolf, 2001; Julius y
Basbaum, 2001; Basbaum et al., 2009; Le Bars D, 2009).

2.4. Clasificacion del dolor

El dolor se ha clasificado en funcion de su intensidad (leve, moderada o severo), de
acuerdo a su cualidad (por la presencia de sensaciones urentes, lancinantes o
quemantes) y de acuerdo a su duracion (transitoria, intermitente o persistente)
(Woolf, 2004). Sin embargo, una clasificacion ampliamente utilizada en la actualidad
es la propuesta por Clifford J. Woolf en el 2010, la cual establece que el dolor puede
ser clasificado segun el mecanismo molecular que lo genera, ya sea dolor

nociceptivo, inflamatorio o patolégico (Woolf, 2000).

2.4.1. Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo (Fig. 2) se produce por la activacion de los nociceptores
mediante estimulos térmicos, mecanicos o quimicos; se presenta como un sistema
de proteccion fisioldgico de alerta temprana, esencial para detectar y minimizar el
contacto con los estimulos perjudiciales o nocivos (Woolf, 2010), actuando sobre un
sistema sensorial de alto umbral llamado sistema nociceptivo (Scholz y Woolf,
2002). Este sistema transmite la informacion desde la periferia hasta llegar al talamo
y finalmente llega al I6bulo parietal de la corteza cerebral en donde la sensacion
dolorosa es percibida (Gao y Ji, 2010). Una vez que se genera el dafio exige una

atencion inmediata, generando una respuesta de retiro ante el estimulo doloroso,
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antes de que se genere un dafio tisular. Por otra parte, el dolor nociceptivo se
presenta como un dafio a evitar, y cuando se activa, el sistema anula la mayor parte

de otras funciones neuronales (Scholz y Woolf, 2002).

Dolor Nociceptivo

Nociceptor *

Nexrons sensorial Adaptativo de alto umbral de

Estimulos - ? < \— dolor, funciona como un
\ sistema de proteccién

Térmicos o
Mecénicos
Quimicos

Médula espinal

Figura 2. Dolor nociceptivo. Se caracteriza por poseer un reflejo autonémico de retiro en respuesta
al dolor, es de tipo adaptativo, de alto umbral de dolor, ademas defuncionar como un sistema de
proteccion y supervivencia. Modificado de Woolf, 2010.

2.4.2. Dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio (Fig.3) se presenta como respuesta a un dafio o a un proceso
de tipo inflamatorio en el tejido lesionado, presentandose un aumento de la
sensibilidad alrededor de la zona inflamada (primario) y en las zonas aledafias no
inflamadas (secundario), esto se genera como resultado de la plasticidad en los
nociceptores periféricos y las vias nociceptivas centrales produciendo una
estimulacién de los nociceptores y la subsecuente activacion del sistema inmune,
liberando multiples mediadores quimicos como serotonina, bredicinina, TNFa, factor
de crecimiento nervioso, interleucinas, ATP entre otros (sopa inflamatoria) y
reclutando células del sistema inmunolégico como mastocitos, granulocitos,
neutrofilos y macréfagos (Huang et al., 2006). Algunos mediadores inflamatorios,
activan directamente los nociceptores generando dolor (Woolf, 2004). El dolor
inflamatorio se caracteriza por ser de tipo adaptativo y funcional, actuando como un
sistema de proteccion, al generar un aumento de la sensibilidad en el sitio del dafo
y en el tejido normal adyacente (Woolf y Salter, 2000), favoreciendo la curacion de

la parte lesionada mediante la creacién de una situacién que desalienta el contacto
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fisico y el movimiento (Woolf, 2010). Por lo general, el dolor inflamatorio desaparece

después de la resolucién de la lesion tisular inicial.

Dolor inflamatorio

Proceso
inflamatorio —» >~

Sintomas de Mastocitos

inflamacién

i Macréfagos Adaptativo, bajo umbral de
periférica Neutrbfilos dolor, protector
Granulocitos

Daifio tisular -

>

Figura 3. Dolor inflamatorio. Se presenta mediante la generaciéon de un dafio tisular o un proceso
inflamatorio, después de haberse generado la lesion se genera un reclutamiento de células del
sistema inmune liberando neurotransmisores y neuromoduladores como serotonina, bradicicnina,
TNFa, factor de crecimiento nervioso, endotelinas, interleucinas, prostaglandinas entre otros, los
cuales van a actuar sobre sus receptores correspondientes, generando potenciales de accion que
viajan a través de las vias nociceptivas hacia el asta dorsal de la médula espinal, haciendo sinapsis
con neuronas de segundo orden, que llevan la informacion nociceptiva hacia los centros
supraespinales. Modificado de Woolf, 2010.

2.4.3. Dolor patolégico

El dolor patoldgico (Fig.4) se divide en dos grandes ramas, la primera comprende al
dolor neuropatico, el cual se define como el dolor que surge en consecuencia directa
de una lesion o enfermedad que afecta al sistema somatosensorial (Jensen et al.,
2011), caracterizandose por ser una afeccion fisiopatolégica generalmente cronica,
que se manifiesta mediante la presencia de signos positivos y negativos
caracteristicos de este tipo de dolor. Los sintomas positivos incluyen; dolor
espontaneo, sensibilizacion anormal (hiperalgesia), dolor producido por una
estimulacién inocua (alodinia) (Huang et al., 2016), sensaciones anormales
caracterizadas por la presencia de dolor punzante, quemante o lancinante
(parestesias) y sensaciones de hormigueo, generalmente en un pie o en una mano
(disestesias) (Vranken, 2009). En contraste, los signos negativos implican; déficits
sensorial (hipoestesia e hipoalgesia) y debilidad en la zona afectada (Vranken,
2009). Por otra parte, el dolor disfuncional se presenta como resultado de un

procesamiento central anormal, en donde no existe la presencia de un estimulo

10



MARCO TEORICO

nocivo identificable, inflamacion o dafio en el sistema nervioso, manifestandose
mediante una respuesta anormal o disfuncion del sistema nervioso, en donde se
genera un aumento de la sensibilidad del sistema sensorial, amplificando los
sintomas y por lo tanto, aumenta la percepcién del dolor (Woolf, 2004). Sin embargo,
los pacientes refieren sentir dolor de tipo espontaneo e hipersensibilidad (Woolf,
2010). La causalidad del dolor disfuncional, comunmente, incluye una diversa
variedad de condiciones y patologias, por ejemplo, fibromialgia, sindrome del
intestino irritable, cistitis intersticial, entre otros (Costigan et al., 2009).

Dolor patologico

Dolor Dafio a nivel SNP PR vk \
Neuropéatico y/0 SNC . h ’
Mal-adaptativo, bajo umbral de dolor
. y refleja un estado de enfermedad del
St “Pm”d sistema nervioso
Hipersensibilidad
dolor
Dolor No existe dafio a nivel
Disfuncional deSNPy/oSNC ~ > % o [ \———————————

Procesamiento
central anormal

Figura 4. Dolor patoldgico. El dolor neuropatico, se presenta como una condicion crénica causada
por una lesion o disfuncion en el sistema nervioso periférico y central. Por otra parte, el dolor
disfuncional surge como resultado de un procesamiento central anormal, en donde no existen dafios
aparentes. Ambos tipos de dolor son de tipo mal adaptativo, de bajo umbral de dolor y reflejan un
estado de enfermedad del sistema nervioso. Modificado de Woolf, 2010.

Hasta el momento, se sugiere que el dolor patolégico surge como consecuencia de
un procesamiento de dolor alterado generado por una lesion o enfermedad que
afecta directamente al SNC y al SNP (Jensen et al., 2011). Se han identificado
diferentes procesos que participan en la generacion y el mantenimiento de los
estados dolorosos: (1) la activacion y la sensibilizacion de los nociceptores
periféricos, también llamada sensibilizacion periférica; (2) la amplificacion de la
sefial nociceptiva a nivel central, conocida como sensibilizacion central; (3) la

activacion de los nociceptores periféricos, que una vez activados transmiten la

11
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informacion nociceptiva hasta los centros supraespinales, conocida como vias
ascendentes del dolor y; (4) la modulacion descendente facilitadora mediada por la
médula rostral ventromedial (MRV). A continuacion, se describen brevemente cada

uno de estos mecanismos.

2.5. Sensibilizacion periférica

Cuando un estimulo nociceptivo produce dafo al tejido se generan cambios
profundos en el ambiente quimico de la fibra aferente primaria (Fig. 5). En primer
lugar, las células dafiadas liberan su contenido intracelular, hay una disminucion del
pH, se reclutan células inflamatorias al sitio del dafo y hay produccion y liberaciéon
de agentes neuroactivos por parte de las células inflamatorias y no inflamatorias,
entre los que se incluyen iones (K™ y H") (Waldmann y Lazdunski, 1998), aminas
(serotonina, histamina) (Dray, 1995), bradicinina (Walter y Chau, 1995),
prostaglandina E, (PGE>) (Bley et al., 1998), purinas (ATP) (Burnstock y Wood,
1996), citocinas (IL-1,IL-6, TNFa) y factores de crecimiento. Estos mediadores
quimicos actuan sobre sus receptores especificos o canales idnicos en la terminal
nociceptiva periférica. Los receptores activados inician cascadas de transduccion
que generan la modulacién postraduccional de las moléculas efectoras y cambios
en la transcripcion de genes (Costigan y Woolf, 2000). Por otra parte, la activacion
de los nociceptores (fibras C y Ad) genera potenciales antidromicos y ortodromicos
que liberan neuropéptidos como la SP y el CGRP (Wall y Devor, 1983). A su vez,
estos péptidos despolarizan las terminales nerviosas vecinas y son responsables
de la vasodilatacion y extravasacion plasmatica, asi como la regulacion y la
secrecion de diversos mediadores inflamatorios de varias células (Costigan y Woolf,
2000). Todos estos cambios disminuyen el umbral de activacion de la terminal
nociceptiva lo que provoca una frecuencia de descarga aumentada con cada

estimulo periférico (Costigan y Woolf, 2000).

12
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Figura 5. Sensibilizacion periférica. El dafio al nervio libera multiples mediadores inflamatorios de
las células inflamatorias y no inflamatorias. Los receptores activados inician cascadas de
transduccion que generan la modulacion post-traduccional de las moléculas efectoras y cambios en
la transcripcion de genes. Como resultado, el umbral de activacién de los receptores y la excitabilidad
de la terminal periférica aumentan, produciendo estados de hipersensibilidad. Abreviaturas: Factor
de necrosis tumoral a (TNFa), inhibidor de la leucemia (LIF), interleucina 6 (IL-6), serotonina (5-HT),
prostaglandina E, (PGE;), interleucina 1B (IL-1B), factor de crecimiento neural (NGF),
adenosintrifosfato (ATP), iones hidrogeno o protones (H"), canal vaniloide de potencial transitorio 1
(TRPV1), receptor a histamina 1 (H,), receptor a prostaglandinas E, (EP), receptores a bradicinina 1
y 2 (B4 y By), receptor a interleucina 1 (IL-1-R), receptor tirocin cinasa A del factor de crecimiento
neuronal (TrkA), receptor purinérgico 2x (P2X), canales idnotréficos sensibles a acido (ASIC),
proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC), canales de sodio resistentes (TTXr) y sensibles
a tetrodotoxina (TTXs). Modificado de Scholz y Woolf, 2002.

2.6. Sensibilizaciéon central

La sensibilizacién central (fig. 6) toma en cuenta los eventos postsinapticos en el
asta dorsal de la médula espinal, considera las propiedades de las neuronas de
segundo orden y las propiedades funcionales de los neurotransmisores
involucrados para explicar el mantenimiento de la hiperalgesia (Dubner y Ruda,
1992). Un estimulo nociceptivo que no produce dafo al tejido, libera glutamato de
las terminales centrales de las fibras aferentes primarias. El glutamato transmite el
impulso nociceptivoa través de los receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA), que genera potenciales postsinapticos excitadores
rapidos que sefalan la duracion, la intensidad y la localizacién del estimulo

periférico nociceptivo y, por ende, sirve como un sistema de advertencia al
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organismo (Woolf y Costigan, 1999). Cuando el estimulo nociceptivo dafa al tejido,
los potenciales generados son mas intensos o sostenidos liberando glutamato,
sustancia P y factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), los cuales a su vez
activan receptores postsinapticos desencadenando una cascada de transduccion
de sefiales (Costigan y Woolf, 2000; Khasabov et al., 2002). En primer lugar, el
glutamato activa a los receptores AMPA que despolarizan las neuronas
postsinapticas. Dicha despolarizacién remueve al ion de magnesio (Mg?*) que
bloquea los canales de N-metil-D-aspartato (NMDA), permitiendo al glutamato
activar a estos receptores y como consecuencia, se incrementa el Ca* intracelular
(Woolf y Salter, 2000). El incremento de Ca®"y la activacién de mdltiples receptores
estimulan la participacion de diversas enzimas como la sintasa de oxido nitrico
(NOS) o la ciclooxigenasa (COX) y multiples cinasas como la proteina cinasa A
(PKA), la proteina cinasa C (PKC) o las proteinas cinasas activadas por mitoqueno
(MAPK) (Woolf y Costigan, 1999). Las proteinas cinasas fosforilan a los receptores
de membrana y los canales idnicos, haciendo mas excitable a la neurona. Por otra
parte, la NOS y la COX sintetizan oOxido nitrico (NO) y prostaglandinas,
respectivamente (Costigan y Woolf, 2000). Ambas sustancias son capaces de
difundir hacia la neurona presinaptica donde producen un incremento de la sefal
nociceptiva. Todos estos cambios incrementan la frecuencia de descarga
espontanea de las neuronas postsinapticas, disminuyen su umbral de activacién por
estimulos periféricos, incrementan la respuesta a los estimulos nociceptivos y
amplifican los campos receptivos (Latremoliere y Woolf, 2009). Por lo tanto, la
sensibilizacion central produce hipersensibilidad al dolor favoreciendo el
mantenimiento de la alodinia y la hiperalgesia.
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Terminal central de una Neurona del asta dorsal
neurona sensorial primaria

BONF

Actividad e Glutamato

Figura 6. Sensibilizacion central. La liberacion de SP, glutamato y el BDNF promueve la activacion
de multiples receptores (NK1, mGLu-R, AMPA-R, NMDA-R y TrkB), produciendo un incremento de
Ca”" intracelular y la liberacion de Ca®* de los almacenes intracelulares. El incremento de Ca®* y Ia
activacion de los multiples receptores estimulan la participacion de diversas enzimas como la sintasa
del NOS o la COX y multiples cinasas (PKA, PKC, MAPK). Las proteinas cinasas fosforilan los
receptores de la membrana y canales idnicos haciendo mas excitable a la neurona. Por otra parte,
la NOS y la COX sintetizan metabolitos como NO y PGE,, respectivamente. Ambas sustancias son
capaces de difundir hacia la neurona presinaptica donde se produce un incremento de la sefal
nociceptiva. Todos estos cambios incrementan la frecuencia de descarga espontanea y disminuyen
el umbral de respuesta permitiendo que las neuronas de segundo orden puedan ser activadas por
potenciales excitatorios postsinapticos que eran inefectivos (sub-umbrales) previamente.
Abreviaturas: Factor neutréfico derivado de cerebro (BDNF), sustancia P (SP), receptor a
prostaglandina E, (EP), receptor de tirosina cinasa B del factor neutroéfico derivado del cerebro (TrkB),
receptor N-metil-D-aspartato de glutamato (NMDA), receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionato de glutamato (AMPA), receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR),
receptor de neurocinina 1 de sustancia P (NKy), prostaglandina E, (PGE;), proteina cinasa C (PKC),
proteina cinasa A (PKA), 1,4,5-inositol trifosfato (IP3), 6xido nitrico (NO), sintasa de 6xido nitrico
(NOS), ciclooxigenasa 2 (COX-2). Modificado de Scholz y Woofl, 2002.

2.7. Vias ascendentes del dolor

Los procesos involucrados en la percepcion del dolor son activados mediante
receptores periféricos que detectan los estimulos nocivos perjudiciales para el
organismo (Julius and Basbaum, 2001) (Fig.7). Una vez que se genera el dano, los
nociceptores, son activados y estos van a transformar el estimulo nocivo en
potenciales de accion (McCleskey y Gold, 1999). Estos potenciales de accion
generan una apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje (N, P/Q y T)
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permitiendo la entrada de Ca** (Mas y Blanch, 2007). Un aumento en la
concentracion de Ca®* intracelular inducen la liberacién de neurotransmisores desde
las neuronas aferentes primarias (McCleskey y Gold, 1999). EI principal
neurotransmisor excitatorio que se libera es el glutamato, aunque también pueden
liberarse otros péptidos como la sustancia P (SP), el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP), la somatostatina entre otros. Estos neurotransmisores
liberados interaccionan con sus respectivos receptores postsinapticos, situados en
las neuronas de segundo orden, que transmiten la informacion nociceptiva (Ren et
al., 1992; Ma y Woolf, 1995). Los axones de las neuronas de segundo orden que
estan participando en la transmision de la sefial dolorosa estan ubicados en distintas
laminas del asta dorsal de la médula espinal, las cuales cruzan y ascienden
contralateralmente hasta alcanzar los centros superiores para formar un tracto
ascendente, aunque también puede realizarse la transmision nociceptiva de forma
ipsilateral. A nivel supraespinal, se encuentran las neuronas de tercer orden que
envian la informacion a las areas somatosensoriales de la corteza cerebral,
incluyendo el tallo cerebral y varias regiones del talamo. Esas regiones que median
los diferentes aspectos de la experiencia del dolor incluyen a la corteza
somatosensorial, la corteza del cingulo anterior y la corteza insular (Fields, 2004).
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Figura 7. Vias ascendentes que participan en la transmisién nociceptiva. Una vez que la informacion
nociceptiva llega a los axones de las neuronas de segundo orden, la informacion cruza y asciende
de forma contralateral a la médula espinal, formando tractos ascendentes que la proyectan al talamo,
a la formacion reticular y al mesencéfalo. Las neuronas del talamo proyectan al cértex cerebral,
region implicada en la percepcion del dolor. Abreviaturas: tracto espino-talamico (TET), tracto espino-
reticular (TER), tracto espino-mesencefalico (TEM), tracto hipotaldmico (THT) y sustancia gris
periacueductal (SGPA). Modificado de Fields, 2004.

2.8. Contribucion facilitadora descendente del dolor mediada por la médula
rostral ventromedial

El dolor puede modularse a través de un complejo sistema de neuronas que se

originan en areas limbicas del cerebro anterior, como la corteza del cingulo anterior,

el hipotalamo y el nucleo central de la amigdala que proyectan la informacion a la

SGPA, la cual se cree es la principal via de salida del sistema limbico (Fig. 8). La

SGPA (controla la transmision del dolor, indirectamente en el asta dorsal de la
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médula espinal a través de la médula rostroventromedial (MRV), contribuyendo de
esta forma a la modulacion de la transmisidn nociceptiva. Estas vias descendentes,
envian mensajes a la médula espinal donde se modula la transmision de las sefales
de dafo al tejido, desde los centros supraespinales. Las vias descendentes tienen
un papel fundamental en la integracion de la sefal nociceptiva a nivel espinal,
ejerciendo una modulacion inhibidora o excitatoria (Millan, 2002; Fields, 2004). La
principal via de modulacién descendente de la informacion nociceptiva es la
formada por el sistema SGPA- MRV. En la MRV se han identificado tres tipos de
neuronas que participan en la modulacion de la informacion nociceptiva, las cuales
incluyen a las células denominadas OFF, células ON y neutrales. Las dos primeras
se activan o se inhiben de manera secuencial por impulsos que provienen de la
SGPA y mandan fibras descendentes que terminan en el asta dorsal de la médula
espinal (Mason y Fields, 1989). Las células ON proyectan la informacion desde la
MRYV al asta dorsal de la médula espinal y responden ante un estimulo nocivo, éstas
ejercen una accion facilitadora (pronocicepcion) y participan en el reflejo de retirada
(Almeida et al., 2004). Por otra parte, las células OFF, también, proyectan
informacion al asta dorsal de la médula espinal, pero de forma contraria a las células
ON, estas ejercen una accion inhibitoria de la transmisién nociceptiva (anti-
nocicepcion) (Fields, 2004). Las células neutrales, aparentemente no estan
relacionadas con el comportamiento nociceptivo, ya que no se activan por estimulos
dolorosos y por lo tanto en condiciones fisiologicas de dolor agudo. Se ha propuesto
que estas células podrian ser reclutadas para convertirse en células ON y OFF
durante el desarrollo de dolor crénico (Miki et al., 2002). Algunas de estas células
son serotoninérgicas, y dada la relevancia de este neurotransmisor en la modulacién
nociceptiva, se ha postulado su posible implicacién en la modulacién del dolor
(Winkler et al., 2006).
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Figura 8. Vias descendentes que participan en la transmision nociceptiva. Este sistema, envia la
informacion a la MRV, SGPA y/o directamente al asta dorsal de la médula espinal, donde puede
ejercer una modulaciéon inhibitoria (verde) o excitatoria (rojo). Abreviaturas: corteza de cingulo
anterior (CCA), talamo (T), hipotalamo (H), sustancia gris periacueductal (SGPA), y médula rostral
ventromedial (MRV). Modificado de Fields, 2004.

El presente proyecto evaluara los posibles mecanismos de accidén, que subyacen

en el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas neuropaticas.

2.9. Dolor Neuropatico

El dolor neuropatico es una afeccion cronica que surge después de la lesion o
disfuncion del sistema nervioso somatosensorial y puede resultar en alteraciones
complejas en las funciones cerebrales, cognitivas y emocionales (Treede et al.,
2008; Jensen et al., 2011; Finnerup et al., 2016). La causalidad del dolor
Neuropatico, comunmente, incluye una diversa variedad de condiciones: 1)
Lesiones en el sistema nervioso periférico (SNP) (trauma mecanico, productos
quimicos, productos neurotdxicos y dolor postquirurgico) (Costigan et al., 2009) y/o
lesiones en el sistema nervioso central (SNC) (esclerosis multiple, lesion de la
meédula espinal, entre otros); 2) En respuesta a infecciones virales (neuralgia post-

herpética); 3) Tumores; 4) Trastornos metabdlicos (diabetes mellitus). El dolor
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neuropatico es un problema clinico importante que frecuentemente presenta
refractariedad al tratamiento farmacolégico, en parte debido, al hecho de que los
mecanismos de accion son pobremente entendidos (Clark et al., 2013). Este dolor,
es de tipo mal adaptativo, comprende la combinacion de sintomas negativos o
déficits sensoriales, tales como la pérdida parcial o total de la sensibilidad y
sintomas positivos incluyendo disestesias y parestesias (Woolf y Mannion, 1999).

El dolor neuropatico se caracteriza por un aumento de la sensibilidad de las
neuronal en el SNP y el SNC (McMahon et al., 2006). La hipersensibilidad de las
neuronas aferentes primarias produce sensibilizacion periférica generando
hiperalgesia primaria, es decir (aumento de la sensibilidad en la region lesionada).
El aumento de la hipersensibilidad neuronal en el SNC produce sensibilizacion
central (Sandkuhler, 2007), generando hiperalgesia secundaria.

El dolor neuropatico es el resultado de la combinacion de diversos procesos
relacionados con la capacidad de reparacion ineficiente y la adaptacion a una lesion
o enfermedad del sistema nervioso. Los mecanismos mas relevantes en el
desarrollo del dolor neuropatico pueden dividirse al menos en tres grupos. El
primero comprende de los cambios en las propiedades electrofisiologicas de la
membrana celular de las neuronas aferentes primarias, que incluyen tanto cambios
en la excitabilidad del nociceptor como cambios en la liberacion de los
neurotransmisores. Asimismo, en éste grupo se presentan cambios en la expresion
geénica en el cuerpo celular neuronal (Basbaum et al., 2009). El segundo grupo de
mecanismos que subyacen al dolor neuropatico esta relacionado con los cambios
en el procesamiento de impulsos en el asta dorsal de la médula espinal. Muchos
investigadores destacan el papel especial de la intensificacion de la transmision
glutamatérgica, la disfuncidn de los sistemas inhibidores descendentes en la médula
espinal, la activacion de la microglia y los cambios en la morfologia neuronal, que
consisten, en el reordenamiento de las uniones sinapticas (Wordliczek et al., 2011).
El tercer grupo incluye trastornos en los niveles mas altos del SNC, tales como el
equilibrio modificado entre la actividad de los sistemas excitatorios ascendentes y
los sistemas inhibitorios descendentes (Attal et al., 2011; Szczudlik et al., 2014).
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2.9.1. Fisiopatologia del dolor neuropatico

Los pacientes con dolor neuropatico refieren la presencia de dolor persistente o
cronico, éste puede manifestarse mediante sensaciones dolorosas estimulo-
dependiente (dolor espontaneo) (Zhuo, 2007) o estimulo-independiente (dolor
lancinante, quemante, ardor o punzante), el cual puede depender de la actividad del
sistema nervioso simpatico (Woolf y Mannion, 1999). Se cree que la actividad
espontanea de las fibras C son las responsables del dolor quemante y la
sensibilizacion de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal. Del mismo
modo, la actividad espontanea en las fiboras A se encuentran directamente
relacionadas con la presencia de parestesias, disestesias y dolor después de
generarse el fendomeno de sensibilizacion central (Zhuo, 2007). Una de las
principales caracteristicas que acompafnan el desarrollo del dolor neuropatico es la
presencia de dolor espontaneo denominado alodinia y puede producirse de dos
maneras: 1) Por la accion de las fibras AR mielinizadas en un sistema nervioso
central alterado, 2) Por una reduccion en el umbral de terminales nociceptivas en la
periféria (Woolf y Mannion, 1999). Otro mecanismo que acompafa el dolor
neuropatico es la hiperalgesia (Woolf y Mannion, 1999).

2.9.2. Tratamiento del dolor neuropatico

El tratamiento del dolor neuropatico sigue siendo un gran reto a pesar de los
avances en los nuevos tratamientos farmacolégicos, debido a que aun no existe un
solo tratamiento que funcione para todas las condiciones y sus mecanismos
subyacentes (Finnerup et al., 2005). Dada la creciente evidencia de tratamientos
efectivos para el tratamiento del dolor neuropatico, es importante que los productos
utilizados, ya sean sintéticos, semisintéticos o naturales, sean eficaces y estén
asociados con una disminucion de los efectos adversos. Lo anterior conduce a la
necesidad de proponer nuevas alternativas terapéuticas basadas en un algoritmo
que aporte pruebas cientificas para tratar las condiciones que subyacen en el dolor
neuropatico.

Las primeras recomendaciones basadas en la evidencia para el manejo

farmacolégico del dolor neuropatico en forma de algoritmo fueron publicadas por
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expertos de la IASP en el 2005 (Finnerup et al., 2005). Ellos analizaron 105 estudios
controlados y evaluaron la eficacia del tratamiento usando medidas tales como el
NNT (numero necesario para tratar) que se traduce como el numero de pacientes
gue necesitan ser tratados para alcanzar un alivio del dolor de al menos 50% en
comparacion con un control en un ensayo clinico. Para lograr un acercamiento hacia
una terapia farmacoldgica exitosa es necesario generar un diagnostico definido,
aunque en la mayoria de los casos no es posible. Con la finalidad de proponer un
tratamiento adecuado se deben de seguir los siguientes criterios: 1) Demostrar la
presencia de dolor con una distribucion neuro-anatomicamente plausible. 2) Contar
con una historia clinica que sugiera una lesion o enfermedad relevante que afecte
al sistema somatosensorial periférico o central. 3) Contar con la presencia de signos
neurologicos negativos o positivos concordantes con la distribucion del dolor en el
examen neurolégico o en las pruebas de confirmacion objetivas (pruebas
sensoriales cuantitativas, pruebas de laboratorio). 4) Demostrar una lesion o
enfermedad relevante, por lo menos con una prueba confirmatoria (Szczudlik et al.,
2014). Utilizando estos criterios, el dolor neuropatico puede clasificarse como;
definido (todos los criterios presentes), probable (1y 2, mas 3 0 4) o posible (1y 2,
sin pruebas confirmatorias de examen neurologico y pruebas de confirmacion)
(Treede et al., 2008; Szczudlik et al., 2014).

Basandose en los criterios anteriormente descritos y en las pruebas clinicas que
deben realizarse para el diagnéstico del dolor neuropatico, el tratamiento primario
debe realizarse de manera inmediata, enfocandose en los sintomas sensoriales
especificos (Zin et al., 2008; Attal et al., 2010). El grupo de interés especial sobre el
dolor neuropatico (NeuPSIG) de la IASP propone las siguientes lineas de
tratamiento para el manejo del dolor neuropatico.

Como primera linea de tratamiento se encuentran los antidepresivos ftriciclicos
(amitriptilina NNT= 1.6), incluyendo a los inhibidores de la recaptura de serotonina
y noradrenalina como la duloxetina (NNT= 6.4) y la velafaxina (NNT= 6.4),
respectivamente. Asimismo, los antiepilépticos actuan uniéndose a las subunidades

proteicas a-2-8 de los canales de Ca®* dependientes de voltaje, por ejemplo la
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gabapentina (NNT=5.04) y la pregabalina (NNT= 5.63) (Hempenstall et al., 2005;
Finnerup et al., 2015). La eficacia de los farmacos utilizados para el tratamiento del
dolor neuropatico es a menudo dependiente de la dosis. Se debe de tener especial
cuidado en las dosis iniciales recomendadas, su valoracion para el aumento o
disminucién de la dosis, las dosis maximas que se pueden emplear, y las
precauciones para evitar la aparicion de reacciones adversas (Szczudlik et al.,
2014). Como segunda linea de tratamiento se proponen a los opioides débiles como
el tramadol (NNT=4.76) (Hempenstall et al., 2005), los parches de capsaicina al 8%
(NNT=4.22) (Hayman y Kam, 2008) y la lidocaina (NNT= 4.4) (Baron et al., 2009;
Hans et al., 2009; Attal, 2012; Chaparro et al., 2012). Los opioides débiles se utilizan
menos frecuentemente, son utilizados en pacientes con dolor neuropatico
moderado o en pacientes de edad avanzada que presentan mayor riesgo de
desarrollar reacciones adversas a los opioides fuertes (Mercadante et al., 2012;
Szczudlik et al., 2014). Por otra parte, la lidocaina topica actua principalmente en
los canales de sodio controlados por voltaje en el nervio dafado, que inician
repetidas excitaciones ectopicas. Por ultimo, los parches de capsaicina al 8% abren
los canales idnicos TRPV1, lo que a su vez, provoca la desfuncionalizacion (atrofia)
de las terminaciones nerviosas primarias tras el dafo mitocondrial reversible
(Szczudlik et al., 2014). Como tercera linea de tratamiento, encontramos a los
opioides fuertes y a la téxina botulinica A (NNT= 1.9) (Finnerup et al., 2015). Los
opioides fuertes recomendados para el tratamiento de dolor neuropatico de
moderado a severo incluyen: morfina, oxicodona (NNT= 4.3), fentanilo, buprenorfina
y metadona (Finnerup et al., 2015). Tipicamente, un opioide se utiliza s6lo o en
combinacion con farmacos de la primera linea de tratamiento (Attal, 2013). Durante
el tratamiento con opiaceos, los posibles efectos adversos (por ejemplo,
constipacién) deben tenerse en cuenta y evitarse. Ademas, el consumo de estos
medicamentos debe ser monitoreado para prevenir la dependencia, cuyo riesgo es
insignificante si se cumple un adecuado régimen de tratamiento (Szczudlik et al.,
2014). La eleccion final del tratamiento farmacologico debe basarse en los
mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes, los efectos inmediatos y de largo plazo,
el costo del tratamiento propuesto, la presencia de comorbilidad y los medicamentos
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concomitantes. Sobre la base de estos elementos, el médico debe establecer un
plan de tratamiento personalizado.

El dolor neuropatico, lamentablemente, es resistente al tratamiento farmacologico y
su alivio por lo general es parcial, esto podria ser explicado en parte por un
diagnostico inexacto en la practica clinica y por el uso de tratamientos poco eficaces
para este padecimiento (Finnerup et al., 2015). Para hacer frente a este problema,
es necesario proponer nuevas estrategias terapéuticas con un enfoque alternativo
y/o complementario para el tratamiento del dolor neuropatico. Por lo que resulta
relevante la busqueda, la caracterizacion y la evaluacion de nuevas moléculas de
tipo natural y sintéticos que sean eficaces para este tipo de dolor. La busqueda de
nuevas moléculas bioactivas de origen natural ha conducido a la evaluacién de

especies vegetales medicinales con fines terapéuticos (Pal et al., 2013).

2.10. Plantas medicinales

Desde hace muchos anos, el empleo de plantas medicinales o extractos ha sido de
gran interés por muchas culturas alrededor del mundo, debido en parte, a su facil
acceso y a los efectos benéficos que producen en el cuerpo humano. El libro chino
sobre las raices y las gramineas "Pen T'Sao", escrito por el emperador Shen Nung
Circa en el afo 2,500 a.C. relata el empleo de 365 plantas medicinales (partes
secas), muchos de los cuales se utilizan hoy en dia, por ejemplo la Rhei rhisoma, el
alcanfor, el Theae folium, el Podophyllum, la gran genciana amarilla, el ginseng, la
hierba jimson, la corteza de canela y la efedra, entre otros (Houghton, 2007; Arora
et al., 2013). Durante mucho tiempo, las plantas medicinales y sus preparados
fueron el principal recurso disponible para el tratamiento de diversas enfermedades
(Huie, 2002).

Se estima que en México existen 23,400 plantas vasculares, de las cuales 3,000
tienen efectos medicinales (Alonso-Castro et al., 2016). Las plantas medicinales son
todas aquellas especies de origen vegetal que contienen en alguno de sus érganos,
principios activos o metabolitos activos, los cuales, al ser administrados en dosis
suficientes, producen efectos curativos o paliativos en las enfermedades que sufren

los humanos o los animales (Silva and Fernandes Junior, 2010). A diferencia de
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otras plantas, las plantas medicinales acumulan y sintetizan sustancias activas de
gran importancia fisiolégica, entre las que destacan: alcaloides, terpenoides,
saponinas, compuestos fenolicos, glucosidos, triterpenos y polisacaridos que son
de alto interés terapéutico (Lovkova et al., 1989).

Las plantas medicinales presentan diversas actividades bioldgicas, por ejemplo:
anti-microbianas, estimulantes, cardiotonicas, analgésicas, diuréticas, anti-
parasitarias, antieméticos, hipotensores, antiulcerosas, anti-colinergicas, anti-

cancerigenas entre otras (Lovkova et al., 2001).

2.11. Jengibre (Zingiber officinale)

El jengibre (Zingiber officinale) pertenece a la familia Zingiberaceae, es originario
del sureste de Asia y se ha cultivado durante miles de afos para agregar sabor a
los alimentos. Ademas, el jengibre es utilizado en gran medida como un remedio
herbolario en la medicina tradicional de diversas culturas al rededor del mundo (Park
y Pezzuto, 2002). La planta de jengibre tiene una raiz en forma de rizoma, los tallos
son erectos, oblicuos y puede crecer entre 30 y 60 cm de altura. El rizoma de
jengibre se consume tipicamente como una pasta fresca, polvo seco, caramelo
(jengibre cristalizado) o para condimentar el t&. En muchos paises, especialmente
en India y China, el jengibre fresco se utiliza para preparar platos de verduras, carne
y como agente aromatizante en bebidas y muchas otras preparaciones alimenticias
(Shukla y Singh, 2007). Asimismo, el tallo o rizoma subterraneo de esta planta se
utiliza en la medicina tradicional de Asia e India (Altman y Marcussen, 2001).
Ademas, el jengibre es empleado en la medicina tradicional China para dolores de
cabeza, nauseas, resfriados (Grant y Lutz, 2000), artritis, condiciones
reumatoloégicas, malestar muscular (Bordia et al., 1997; Langner et al., 1998),
aterosclerosis, migrafias, colesterol alto, ulceras, depresion, propiedades anti-
inflamatorias y anti-oxidantes (Liang, 1992).
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2.11.1. Principales entidades quimicas del jengibre

Las principales entidades quimicas que se pueden encontrar en el jengibre se
pueden dividir en compuestos volatiles y no volatiles (Fig. 9). Los componentes
volatiles del aceite de jengibre consisten principalmente en hidrocarburos
sesquiterpénicos, predominantemente zingebereno (35%), curcute6 (18%) y
farneseno (10%), con cantidades menores de bisaboleno y B-sesquifelandreno. Un
porcentaje menor de al menos 40 hidrocarburos monoterpenoides diferentes estan
presentes en el jengibre, por ejemplo se encuentra el 1,8-cineol, el linalol, el borneol,
el neral y el geraniol como los compuestos mas abundantes (Govindarajan, 1982).
Muchos de estos constituyentes volatiles del aceite contribuyen al aroma y al gusto
distintivo del jengibre (Shukla y Singh, 2007). Por otra parte, los compuestos no
volatiles consisten, principalmente, en gingeroles y shogaoles, siendo los
responsables de generar una sensacion picante en la boca (Shukla y Singh, 2007).
Los gingeroles se presentan como una serie homologa, en donde la unica diferencia
quimica se presenta en la longitud de sus cadenas alquilicas no ramificadas, estos
fueron identificados como los principales componentes activos en el rizoma fresco
del jengibre (Govindarajan, 1982). Por otra parte, los shogaoles se presentan como
la forma deshidratada de los gingeroles, son los constituyentes predominantes en
el jengibre seco (Connell et al., 1969).
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Figura 9. Principales entidades quimicas con actividad bioldgica presentes en el jengibre. Esta
especie contiene componentes bioldgicamente activos, mayoritariamente se presentan como
compuestos no volatiles, como los gingeroles, los shogaoles, los paradoles y la zingerona.
Modificado de Shukla y Singh, 2007.

2.11.2. [6]-gingerol

Se sabe que el [6]-gingerol es un analogo estructural de la capsaicina (Fig.10),
debido a que presentan grupos funcionales similares unidos a su grupo fendlico,
ademas de presentar similitudes en su larga cadena de acilo insaturado
(Viswanadhan et al., 2007). El [6]-gingerol (5S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
3-decanona es el componente principal del rizoma del jengibre y es el responsable
de la sensacién de picor que se percibe al momento de consumirse, mientras que,
el [8]-gingerol, el [10]-gingerol y el [6]-shogaol se encuentran en cantidades
menores. Estudios anteriores, demuestran que el [6]-gingerol posee una gran
variedad de efectos farmacologicos, entre los que destacan, efectos anti-piréticos,
cardioténicos, inhibicion de la actividad motora espontanea, biosintesis de
prostaglandinas, anti-nociceptivas y anti-inflamatorias (Aeschbach et al., 1994;
Young et al., 2005; Gauthier et al., 2013). En la actualidad se sabe que el [6]-gingerol
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presenta una fuerte actividad anti-oxidante, con la subsecuente eliminacién de los

radicales superodxido e hidroxilo (Dugasani et al., 2010; Sagar et al., 2011).

O OH b
Me | = H
= N
HO ~o X
OMe 0
[6]-gingerol Capsaicina

Figura 10. Similitudes estructurales entre el [6]-gingerol y la capsaicina.

2.11.3. Actividad anti-inflamatoria del [6]-gingerol

Estudios anteriores demuestran que la administracion de [6]-gingerol (25 mg/kg y
50 mg/kg) disminuye las conductas nociceptivas (fase Il) generadas por la
administracion de formalina (Young et al., 2005). Ademas, la administracion de [6]-
gingerol (50 mg/kg, 100 mg/kg, 250 mg/kg) reduce el volumen del edema generado
por la administracién de carragenina al 1% (Young et al., 2005). Otro estudio
muestra que el [6]-gingerol disminuye la produccion de la actividad enzimatica de la
sintasa del oxido nitrico inducible (iNOS) mediante la atenuacion de la expresion del
gen iINOS mediada por NF-kB (Aktan et al., 2006). En conjunto, estos datos
siguieren que el [6]-gingerol es capaz de reducir las conductas nociceptivas en

distintos modelos de dolor inflamatorio.

2.11.4. El [6]-gingerol y dolor neuropatico

El [6]-gingerol es un analogo estructural de la capsaicina, debido a que presenta
grupos funcionales similares unidos a su grupo fendlico, ademas de presentar
similitudes en su larga cadena de acilo insaturado (Viswanadhan et al., 2007). Se
sabe que los canales TRPV1, juegan un papel importante en el desarrollo y
mantenimiento del dolor neuropatico. Este canal es activado por diversos agonistas
endoégenos como la capsaicina, ingrediente activo que se encuentra en los chiles

rojos (Caterina y Julius, 2001). Estudios anteriores, proponen que la administracion
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i.t del [6]-gingerol reduce las conductas nociceptivas generadas por la constriccion
cronica del nervio ciatico en ratas (Gauthier et al., 2013). Apoyandose de la hipdtesis
de que los vaniloides naturales pueden ayudar al alivio del dolor neuropatico, debido
a que los canales vaniloides de potencial transitorio (TRPV1) se encuentran
expresados a nivel periférico y central (Guénette et al., 2007; Lionnet et al., 2010).

2.12. Especies reactivas de oxigeno

Un radical libre es una molécula con un electréon no apareado en su 6rbita mas
externa (Walia et al., 2003), por lo tanto, aplicado a un sistema bioldgico, un radical
libre implica que el oxigeno (O2) se encuentra en su forma mas reactiva
denominandose especies reactivas de oxigeno (EROS), estas son moléculas
quimicamente reactivas que contienen O,. Los ejemplos incluyen perdxido de
hidrégeno (H20.), superédxido (O%), radical hidroxilo (OH), éxido nitrico (NO) y
oxigeno molecular (O;). Las EROS son moléculas pequefias y altamente reactivas
que pueden oxidar a las proteinas, los lipidos y al acido desoxirribonucleico (ADN).
Ademas, las EROS participan en la generacidn de otras especies de oxidantes
como los peroxidos y superoxidos etc. Las EROS se encuentran en el organismo
en concentraciones del orden nanomolar o micromolar, éstas son necesarias para
la homeostasis en el organismo, pero en exceso producen efectos perjudiciales
(Grover y Samson, 2016). Las EROS se encuentran en concentraciones normales,
participan en distintas vias de sefalizacion, por ejemplo: 1) La degradacion de
proteinas y organelos celulares a través del lisosoma (Scherz-Shouval y Elazar,
2011). 2) Funcionan como mediadores de la apoptosis en infecciones virales (Li et
al., 2016). Hay muchos tipos diferentes de radicales libres que participan en la
homeostasis en el organismo, pero la produccidon excesiva de las EROS en una
célula puede conducir a la oxidacion de macromoléculas y se ha confirmado que es
responsable de la generacion de mutaciones, envejecimiento y muerte celular
(Reshi et al., 2014). El efecto que estas pueden causar en el organismo y sobre las
funciones depende de la cantidad de las EROS y la cantidad de tiempo que la célula
ha sido expuesta (Li et al., 2016).
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2.12.1. Especies reactivas de oxigeno y dolor

Las EROS estan implicadas en numerosas patologias neurodegenerativas como el
Alzhéimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple y diversas
condiciones de dolor, incluyendo al dolor neuropatico e inflamatorio (Olanow, 1992;
Coyle and Puttfarcken, 1993; Balazs y Leon, 1994; Gerlach et al., 1994; Jenner,
1994; Leweén et al., 2000). La principal fuente de las EROS en el sistema nervioso
es la cadena de transporte de electrones que se lleva a cabo en las membranas
internas de las mitocondrias produciendo ATP y generando fugas de electrones
durante su transporte, esto genera la produccion del anién O%, que posteriormente
se transforma en hidroxilo. En presencia de metales de transicidn tales como hierro
libre, la sobreproduccién de las EROS resulta en la peroxidacion de lipidos,
proteinas y oxidacion de acidos nucleicos (Antolovich et al., 2002). Estudios
recientes sugieren que las EROS estan implicadas en la generacion del dolor,
incluyendo al dolor neuropatico e inflamatorio. En estas condiciones, los niveles de
radicales libres a nivel intracelular aumentan y la eliminacién de estos es importante
para restablecer condiciones fisiologicas normales. Estudios recientes sugieren que
el empleo de compuestos de origen natural con alto potencial anti-oxidante es capaz
de reducir las conductas nociceptivas en diversos modelos de dolor. Por ejemplo, la
administracion de manguferina reduce la alodinia mecanica inducida por la ligadura
de los nervios espinales L5-L6, en un modelo de dolor neuropatico (de Los
Monteros-Zufiiga et al., 2016). Por otra parte, la administracion de resveratrol y
curcumina reducen la alodinia mecanica inducida por la constriccién cronica del
nervio ciatico (Yu et al., 2014; Tao et al., 2016). En conjunto estos estudios
suguieren que los anti-oxidantes de origen vegetal juegan un papel importante en el

desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico.

2.12.2. Estrés oxidativo y dolor neuropatico

El estrés oxidativo se considera un factor predominante en las enfermedades
neurodegenerativas agudas, cronicas y en las lesiones cerebrales traumaticas
(Jenner, 1994; Contestabile, 2001). Bajo condiciones fisiologicas normales, la
produccion de las EROS se encuentra en equilibrio, esto se debe a la activacion de
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diversos mecanismos anti-oxidantes. En contraste, en condiciones anormales, los
niveles de las EROS se elevan hasta el punto que pueden poner en peligro la
integridad funcional y estructural de las células, lo que conduce a un dafio
irreversible (Jenner, 1994; Contestabile, 2001). Existen diversos sistemas de
defensa contra las agresiones generadas por la generacion de las EROS que son
cruciales en las respuestas inflamatorias donde participan en procesos fisioldgicos
como la cascada de acido araquiddnico y la fagocitosis. Ademas, se sabe que la
lesion de un nervio periférico aumenta la produccion de las EROS en la médula
espinal en condiciones de dolor persistente. Estos datos sugieren que las EROS
presentes en la médula espinal, estan implicados en la neuropatia y el dolor
inflamatorio (Kim et al., 2004). Esto se debe a que un aumento de la produccion de
O2 en las mitocondrias media la sensibilizacion de las neuronas del asta dorsal de

la médula espinal y por lo tanto, en el dolor persistente (Lee et al., 2007).

2.12.3. Actividad anti-oxidante del [6]-gingerol

El estrés oxidativo generado por la presencia de las EROS esta ligada a la
fisiopatologia de las diversas enfermedades neurodegenerativas que afectan al
SNC y al SNP (Jenner, 1994; Leweén et al., 2000).

Los anti-oxidantes se pueden encontrar de diversas formas; los anti-oxidantes
enzimaticos se encuentran de manera natural en el organismo (endégenos) como
la glutation peroxidasa (GPx), la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa. Los anti-
oxidantes no enzimaticos (exdégenos) como las vitaminas, polifenoles, flavonoides y
minerales se encuentran presentes en los alimentos. Sin embargo, un exceso de
las EROS provoca un desequilibrio homeostatico entre la generacion de las EROS
y la capacidad anti-oxidante para eliminarlos, dando lugar a un ataque electrofilico
a proteinas, ADN vy lipidos, dando como resultado dafo celular y tisular. Estudios
anteriores demuestran que el [6]-gingerol participa en la eliminacién de las EROS
en fibroblastos derivados de polipos nasales inducidos por TGF-B1 y células de
melanoma murino B16F10, respectivamente (Huang et al., 2011; Park et al., 2012).
Ademas, el [6]-gingerol es capaz de inhibir de manera dosis-dependiente la
produccion de NO e iINOS en macrofagos estimulados con lipopolisacaridos (Park
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et al., 2012). Sugiriendo que el efecto protector del [6]-gingerol frente a las
reacciones de oxidaciéon y nitracion estan mediadas por la generacion de

peroxinitritos (Ippoushi et al., 2003; Dugasani et al., 2010).

2.13. Vias clasicas de modulacién del dolor de los agentes anti-oxidantes

2.13.1.1 Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre altamente permeable a través de las
membranas celulares y es sintetizado por un grupo de enzimas conocidas como
oxido nitrico sintasas (NOS) a partir de la L-arginina, oxigeno y diferentes cofactores
dependiendo del tipo de células donde se lleve a cabo la sintesis (Hobbs and
Ignarro, 1996; Marletta et al., 1998) (Fig. 11). El NO se utiliza, ampliamente, como
una molécula de sefalizacion en las células de todo el cuerpo. Asimismo, el NO es
un importante regulador de diversos procesos biolégicos, incluyendo el tono
vascular, la permeabilidad, la adhesion plaquetaria, la neurotransmision y la
respiracion mitocondrial. Ademas, el NO puede inhibir la adhesion de los leucocitos
y participar en la defensa anti-microbiana, pero también puede tener efectos
deletéreos incluyendo la inhibicion de la funcion enzimatica, la promocion del dafio
al ADN vy la activacion de procesos inflamatorios (Freire et al., 2009; Hollenberg y
Cinel, 2009). EI NO presenta efectos sobre complejos metalicos y radicales alquilo,
incluyendo a la guanilato ciclasa (GC), a los citocromos y radicales lipidicos (Freire
et al., 2009). Ademas, éste actua como segundo mensajero mediante la activacion
de la guanilato ciclasa soluble (GCS) y participa en las vias de transduccion de
sefiales que implican al guanosin monofosfato ciclico (GMPc) (Hollenberg y Cinel,
2009). Actualmente, se han identificado tres miembros de la familia de enzimas del
NOS en los mamiferos: la NOS neuronal (nNOS), la NOS endotelial (eNOS) y la
NOS inducible (iINOS) presentan distintas caracteristicas funcionales y estructurales
(Stuehr et al., 2004). Tanto la actividad de la nNOS (también conocido como Tipo I)
como de la eNOS (Tipo Ill) esta modulada por el complejo Ca**-calmodulina, ambas
isoformas se expresan de forma constitutiva en el cerebro (Alderton et al., 2001).
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Por otra parte, la INOS (Tipo Il) se expresa en respuesta a la presencia de
mediadores inflamatorios y proinflamatorios que actuan sobre macrofagos,
astrocitos y microglia; su funcion es independiente de los niveles intracelulares de
Ca?* (Stuehr y Griffith, 1992). A continuacion, se mencionan las caracteristicas mas
importantes de las distintas isoformas de la NOS:

e La nNOS se expresa de forma constitutiva en neuronas especificas del
cerebro, su actividad enzimatica esta regulada por el complejo Ca?-
calmodulina. La nNOS se expresa en el tejido cerebral, médula espinal, en
ganglios simpaticos y glandulas suprarrenales, en nociceptores y en células
epiteliales de diversos organos (Forstermann et al., 1994). La nNOS juega
un papel importante en la regulacion a largo plazo de la transmision sinaptica
(potenciacién a largo plazo) en el SNC (O’Dell et al., 1991; Schuman y
Madison, 1991).

e LaeNOS se expresa principalmente en células endoteliales, aunque también
se ha detectado en miocitos cardiacos, plaquetas y en ciertas neuronas del
cerebro. Al igual que nNOS, la eNOS es activada por la accién de
calmodulina activada por Ca?*. La actividad de la eNOS aumenta de forma
considerable cuando el Ca®* intracelular aumenta (Férstermann y Li, 2011).

e La iNOS no suele expresarse en las células, pero su expresion puede ser
inducida por la presencia de lipopolisacaridos bacterianos, citocinas y otros
agentes. Una vez expresada, la INOS esta constantemente activa y no es
regulada por Ca’* (Férstermann y Li, 2011).

El NO es una molécula muy estable en concentraciones fisiologicas relativamente
bajas (Garthwaite, 2008) ya que ésta se produce estequiométricamente después de
la conversion de L-arginina en citrulina en un proceso que requiere tanto
nicotinamida adenina fosfato dinucleotido en su forma reducida (NADPH") como de
oxigeno molecular (O2) como co-sustratos, entre otros factores (Moncada et al.,
1989; Marletta et al., 1998). EI NO produce reacciones directas con el organismo,
se produce entre concentraciones bajas de NO y proteinas que contienen hierro,
como la guanilato GC, que juega un papel fundamental en la mayoria de las

acciones fisiologicas que ejerce el NO en el organismo (Wink et al., 2000). Las
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reacciones indirectas ocurren cuando aumentan las concentraciones de NO
generando especies reactivas de oxido de nitrogeno (ERN), un ejemplo de esto es
la generacién del radical oxidante peroxinitrito que puede causar potenciales efectos
nocivos en las células (Wink et al., 2000).
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Figura 11. Sintesis del éxido nitrico (NO). Representacion esquematica que muestra la via sintética
responsable de la produccion de NO a partir de arginina y O, catalizada por la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS). Los cofactores que participan son la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato en su
forma reducida (NADPH"), tetrahidrobiopterina (BH), flavin mononucleétido (FMN), flavin adenin
dinucledtido (FAD). La sintesis de NO puede ser farmacoldgicamente abolida por la accién del éster
metilico de N-omega-nitro-L-arginina (L NAME), un inhibidor tanto de la nNOS como de la eNOS.
Abreviaturas: Calcio/calmodulina (Ca*?/CaM), guanosin monofosfato ciclico (GMPc), guanilato
ciclasa (GC). Modificado de Freire et al., 2009.

EI NO desemperia un papel complejo y diverso en la modulacién del procesamiento
nociceptivo. El NO es una molécula de sefalizacion que desempefa un papel
importante en los estados de dolor agudo (Toriyabe et al., 2004) y crénico (Chen et
al., 2010) tanto a nivel central (Freire et al., 2009) como periférico (Miyamoto et al.,
2009). A nivel central el NO se concentra en el asta dorsal de la médula espinal
donde se deriva de diversas fuentes (incluidas las células gliales). La nNOS es la
forma predominante de la NOS en el asta dorsal, en algunas poblaciones
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neuronales y vasos sanguineos (Freire et al., 2009; Miclescu y Gordh, 2009). En
cuanto a la iINOS existe un cierto desacuerdo si esta isoforma también participa en
la transmisién central del dolor o si se expresa sélo periféricamente durante los
procesos inflamatorios o dolor neuropatico (Freire et al., 2009). La produccion de
NO por la nNOS en el SNC requiere de la afluencia de Ca** a través de la activacion
de los receptores NMDA (Oess et al., 2006; Garthwaite, 2008). El aumento de los
niveles intracelulares de Ca®* desencadena una cascada de eventos que incluyen
la activacion de nNOS, seguido por el aumento de la produccién de NO (Miclescu y
Gordh, 2009). El receptor intracelular para el NO es la guanilato ciclasa soluble
(GCS), su activacion por NO promueve la conversion de ATP en GMPc. La NO-
GMPc es una via de sefializacion que se encuentra presente en las neuronas de la
meédula espinal, implicada en la plasticidad sinaptica como en la sensibilizacion
central (Meller et al., 1992). La estimulacion del GMPc es una de las numerosas
acciones bioldgicas directas de el NO, la actividad de esta molécula de sefializacion
intracelular modula la actividad de muchos objetivos celulares, incluyendo GMPc-
dependiente de proteina quinasa (PKG), canales ionicos y fosfodiesterasas
(Miclescu y Gordh, 2009).

2.13.1.2. Efecto dual del NO

EI NO posee un doble papel en la regulacidn de los procesos nociceptivos, es decir,
puede generar efectos pro-nociceptivos o producir efectos anti-nociceptivos (Cury
et al., 2011). Este efecto se genera tanto a nivel central como periférico. Estudios
anteriores demuestran que la administracion intratecal de 3-morfolinosidonimina
(SIN-1), un donador de NO, produce un doble efecto, dependiente, de la dosis en
un modelo de dolor neuropatico en ratas. Las dosis bajas (0.1-2.0 pg/10 pl)
disminuyen las conductas nociceptivas (anti-nocicepcién), mientras que las dosis
altas (10 y 20 ug/10 pl) aumentan las conductas nociceptivas (pro-nocicepcion)
inducidas por la constriccion crénica del nervio ciatico (Cury et al., 2011). El inhibidor
de la guanilato ciclasa (ODQ) (4 ug/10 pl) bloquea el efecto anti-nociceptivo inducido
por SIN-1. Ademas, se observo la reduccion del efecto pro-nociceptivo inducido por
el SIN-1 (dosis altas) en ratas neuropaticas, lo que indica que ambos efectos (anti-

35



MARCO TEORICO

nocicepcion y pro-nocicepcion) se producen a través de un mecanismo espinal que
implica la activacion de GC (Cury et al.,, 2011). Asimismo, la administracion
intraplantar de dosis bajas (0,1-1 pg/pata) de L-arginina aumenta las respuestas
nociceptivas en la fase Il de la prueba de formalina en ratones, mientras que la
administracion de una dosis alta (10 pg/pata) suprime este efecto nociceptivo (Cury
et al., 2011). Ambas acciones fueron revertidas mediante la administracion de L-
NAME, lo que demuestra que tanto los efectos pro-nociceptivos y anti-nociceptivos
de L-arginina estan mediados por la formacién periférica de NO (Kawabata et al.,
1994). En conjunto, estos datos sugieren que el efecto dual del NO no solo depende
de la dosis de los donadores de NO, sino también del modelo experimental utilizado
(Cury et al., 2011). Asimismo, el efecto anti-nociceptivo y pro-nociceptivo del NO
puede ser el resultado de distintas vias de sefializacion. Ademas, el efecto del NO
depende del tipo, la fase del proceso nociceptivo, los estimulos utilizados (térmicos,
0 mecanicos) y los donadores o inhibidores del NO (dependiendo de la dosis
empleada) podrian generar efectos anti-nociceptivos o pro-nociceptivos (Anbar y
Gratt, 1997; Granados-Soto et al., 1997; Sousa y Prado, 2001; Rocha et al., 2002;
Cury et al., 2011).

2.13.2. Canales de potasio

Los canales de potasio juegan un papel importante en la conformacion de la
excitabilidad y los patrones de disparo de las células (Hille, 2001). Los canales de
potasio se dividen en cuatro clases principales basadas en su estructura: dos,
cuatro, seis y siete dependiendo de los dominios transmembranales (Choe, 2002;
Kuang et al., 2015). Existe una gran diversidad de canales de potasio entre los
cuales tenemos a los que son activados por Ca?*, los que son dependientes de
voltaje, los de poro doble y los canales rectificadores. Debido a que el K™ posee un
potencial de equilibrio negativo en la membrana celular, la apertura de estos canales
estabiliza el potencial de membrana hiperpolarizando a la célula hasta llegar a un
punto cercano al potencial de equilibrio. Por lo tanto, los canales de potasio juegan
un papel importante en el establecimiento del potencial de membrana en reposo y
la duracion de los potenciales de accion. Estos canales también desempefian un
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papel en la frecuencia de disparo repetitiva, por lo tanto, suprimen la excitabilidad
celular (Miller, 2000). Los canales de potasio (Kir) de rectificacion interna, conducen
la corriente rectificadora hacia adentro de la célula, hiperpolarizando asi la
membrana (Hibino et al., 2010). Los canales Kir son cruciales para estabilizar el
potencial de membrana en reposo y regular la excitabilidad en muchos tejidos
(Miller, 2000). Este grupo consta de siete subfamilias: Kir1 a Kir7. Todos los
miembros de la familia de canales Kir tienen la misma estructura basica, la cual
consiste en terminales intracelulares de amino (HzN) y carboxilo (COOH) y dos
segmentos de extension de membrana (M1 y M2) (Hibino et al., 2010).

Los canales de potasio sensibles a adenosin trifostato (KATP) se encuentran
presentes en las neuronas periféricas y centrales, asi como en diversos tejidos
incluyendo, células pancreaticas, el corazén, el musculo esquelético y el musculo
liso vascular, en donde juegan un papel importante en la regulacion de la
excitabilidad de la membrana celular y la liberacion de neurotransmisores (Wu et
al., 2011). Los canales KATP estan compuestos de 8 subunidades proteicas.
Cuatro de estos canales son miembros de la familia Kir rectificadores (Kir 6.1 o Kir
6.2), mientras que los otros 4 pertenecen a la familia de los receptores a sulfonilurea
(SUR1, SUR2a, SUR28 Y SURyc) (Inagaki et al., 1995, 1996). Estudios recientes han
demostrado que las subunidades de los canales KATP, SUR1, SUR2 y Kir 6.2 se
expresan en GRD y en células gliales satelitales después de la axotomia del nervio
periférico, lo que sugiere que la perdida de las corrientes en las que participan los
KATP pueden contribuir a la generacién y al mantenimiento del dolor neuropatico,
debido a un aumento en la excitabilidad de la membrana y al aumento de la
liberacidon de neurotransmisores (Kawano et al., 2009a, 2009b) .

2.13.3. Via del 6xido nitrico-GMP ciclico-Canales de potasio sensibles a ATP y
el dolor

Para que se genere un efecto anti-nociceptivo inducido por el NO es necesario que
se genere GMPc. Varios autores sugieren que existe una estrecha relacion entre la
activacion de la via NO-GMPc y la apertura de canales K™ sensibles a ATP. Esta

sugerencia se basa en datos experimentales que demuestran que los farmacos
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donadores de NO estan mediados por la apertura especifica de KATP (Soares et
al., 2000; Du et al., 2011). Ademas, los agonistas de los KATP, como el nitroprusiato
de sodio y dibutiril-GMPc, potencian el efecto anti-nociceptivo (Alves et al., 2004).
Por otra parte, estudios recientes demuestran que varios farmacos o productos
naturales estimulan la via de L-arginina-NO-GMPc, con la subsecuente activacion
de los KATP (Abacioglu et al., 2001; Lazaro-Ibanez et al., 2001; Déciga-Campos y
Lépez-Murioz, 2004; de Los Monteros-Zufiiga et al., 2016). En conjunto, los datos
anteriores indican que el NO es capaz de generar anti-nocicepcion mediante la
activacion de la via del NO-GMPc generando la apertura de canales de K* sensibles
a ATP con él consiguiente aumento de las corrientes de K*, restableciendo el umbral
del nociceptor activado. La accidén analgésica de el NO depende de la formacion
GMPc, la activacion de PKG, y la consecuente apertura de canales de K™ (Cury et
al., 2011).

2.13.4 Via opioidérgica

Los opiaceos se han utilizado durante miles de afios para el tratamiento del dolor, y
en el siglo pasado se han hecho numerosos avances en el desarrollo y la
investigacion de nuevos opioides y sus derivados. El sistema opioide es critico en
la modulacion del dolor y la anti-nocicepcion (Al-Hasani y Bruchas, 2011). El sistema
opioide esta conformado por una familia de péptidos opioides endogenos que se
encuentran agrupados en tres sub-familias: las endorfinas, las encefalinas y las
dinorfinas (Gutstein et al., 2007). Recientemente, se han identificado otros opioides
endogenos que participan en la modulacion del dolor, por ejemplo la nociceptina y
las endomorfinas, cuya importancia en el tratamiento del dolor aun sigue siendo
estudiada (Bodnar, 2007). Una vez que estos péptidos son sintetizados se
almacenan en vesiculas neuronales y son liberados en el espacio intrasinaptico en
respuesta a un estimulo nervioso (Goicoechea Garcia et al., 2009). Los péptidos
opioides y sus receptores se encuentran expresados a lo largo de todo el circuito
neural nociceptivo, asi como en las regiones criticas del sistema nervioso central,
incluyendo las zonas involucradas con el sistema de recompensa y las estructuras

cerebrales relacionadas con la emocion (Al-Hasani y Bruchas, 2011). Los opioides
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clasicos trabajan uniéndose a receptores opioides que se encuentran,
principalmente, en el SNC y en el tracto gastrointestinal. Existen cuatro receptores
opioides principales: Mu (u), Delta (d), Kappa (k) (Chen et al., 1993; Nicholson,
2003) y el receptor a nociceptina NOP (Mollereau y Mouledous, 2000), con sus
respectivos subtipos (W1, u 2,k 1,k2,k 3,0 1,82y orl 1, respectivamente) (Gutstein
et al., 2007). Los receptores transmembranales de tipo opioide se encuentran
acoplados a las proteinas G que son activados en condiciones naturales por
opioides endogenos (Law et al., 2000). Las diferentes clases de receptores opioides
se encuentran asociadas con distintas respuestas neuroloégicas, con las que
participan en la modulacién del dolor, tanto en el SNC como en el sistema nervioso

periférico (Lomberk et al., 2008).

2.13.4.1. Senalizacién de los receptores opioides

Se ha demostrado que los receptores opioides se encuentran expresados en las
vias descendentes que modulan la transmision nociceptiva, incluyendo a la médula
del locus coeruleus y el area gris periacueductal. Estos receptores son expresados
en estructuras limbicas, corticales y del mesencéfalo (Al-Hasani y Bruchas, 2011).
La activacién de los receptores opioides inhiben directamente las neuronas, que a
su vez inhiben la transmision del dolor en la médula espinal (McNicol et al., 2003;
Ahlbeck, 2011). Los cuatro receptores opioides cuentan con 7 segmentos
transmembranales acoplados a las proteinas G inhibitorias, que después de su
activacion por un ligando, ya sea enddgeno o exdgeno, las subunidades Ga y GBy
se disocian una de otra, y posteriormente actuan sobre varias vias efectoras
intracelulares (Childers et al., 1979). Uno de los aspectos mas relevantes de la
transduccion de sefales via receptor opioide se relaciona con su capacidad para
modular los canales idnicos dependientes de K*y Ca?* (Al-Hasani y Bruchas, 2011).
Este proceso causa hiperpolarizacién celular e inhibe la actividad neuronal ténica.
En varios informes se demuestra que el efecto inhibidor de los opioides sobre la
excitabilidad neural esta mediado por las interacciones de los receptores opioides
con la proteina G regulada hacia el interior del canal de potasio (Kir3) (Torrecilla et
al., 2002, 2008). Cuando estos receptores se activan, se genera una reduccion de
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Ca®" en las corrientes que son sensibles a los bloqueadores de canales tipo P/Q,
tipo N y tipo L (Rusin et al., 1997). La inhibicidn inducida por el receptor opioide esta
mediada por la union de la subunidad GBy generando una disminucion de la
conductancia del Ca*. Se cree que este evento de union reduce la abertura de los
poros del canal (Zamponi y Snutch, 2002). Numerosos informes han demostrado
que los receptores opioides interacttian con los canales Ca?* y los modulan.

2.13.5. Via Serotoninérgica

La serotonina, también conocida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), es un
neurotransmisor de tipo monoamina que es considerado como uno de los
neurotransmisores mas importantes en el cerebro. La 5-HT es sintetizada por las
neuronas de los nucleos de rafé en el mesencéfalo (Hoyer et al., 1994) a partir del
aminoacido triptéfano. El nucleo del rafé contiene la mayoria de las neuronas
serotoninérgicas que inervan el prosencéfalo. Esta region del mesencéfalo se divide
en el nucleo del rafé dorsal (NRD) y el nucleo mediano del rafé (NMR) (van der Kooy
y Hattori, 1980), en donde el NRD se encuentra localizado en la linea media del
tronco encefalico y se subdivide en las regiones rostral y caudal. Por otra parte, el
NMR se encuentra localizado en el extremo rostral al nucleo pontino del rafé. Las
neuronas serotoninérgicas originadas en el nucleo del rafe dorsal y/o en el nucleo
mediano del rafe, inervan las areas del prosencéfalo enviando proyecciones al area
tegmental ventral (ATV) y sustancia nigra (SN), asi como a todo el prosencéfalo
incluyendo a la amigdala, el hipocampo y el hipotalamo. La neurotransmision
serotonérgica regula una amplia gama de procesos fisioldgicos y conductuales
incluyendo, la termorregulacion, la respiracion, la cognicion, la agresion, la
regulacion endodcrina, la alimentacion, el ciclo de suefo-vigilia, la sensibilidad al
dolor, la funcion vascular y la emesis (Lucki, 1998; Roth et al., 2004). La
desregulacion del sistema serotoninérgicos cerebral favorece la aparicion de
trastornos neuropsiquiatricos como la depresion, la ansiedad y la esquizofrenia
(Roth et al., 2004). La serotonina juega un papel fundamental en la nocicepcion
(Bardin, 2011) y en la inflamacion a nivel central y periférico (Zeitz et al., 2002). El
efecto de la 5-HT en la célula depende del tipo de receptor que esta activando y de
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la integracion de la sefal en la red neuronal (Sommer, 2006). Su implicacion en el
procesamiento del dolor es compleja ya que la 5-HT puede inhibir y/o facilitar la
transmision nociceptiva dependiendo del estimulo nociceptivo y la naturaleza de los

receptores de 5-HT que son activados a nivel periférico y central (Millan, 2002).

Hasta la fecha, se han identificado siete familias de receptores serotoninérgicos,
seis de ellas acopladas a proteinas G y una de ellas a un receptor ligado a un canal
ionico. Sus designaciones incluyen 5-HT4 (5-HT1a1e1pi1e/1F, Gi), 5-HT2 (5-HT2a28/2¢,
Gq), 5-HT3 (5-HT3as8/3¢c, canal ionico), 5-HT4 (Gs) 5-HTs (5-HTsass, Gi), 5-HTe (Gs)
y 5-HT7 (Gs) (Millan et al., 2002).

2.13.5.1. Acciones de la 5-HT sobre el SNP

En el SNP, las principales fuentes celulares encargadas de liberar 5-HT son las
plaquetas y los mastocitos. Cuando se presenta una lesion, la concentracion de 5-
HT aumenta rapidamente y su accion depende de los receptores expresados en las
neuronas aferentes que se encuentran en las proximidades. E| ARNm de los
subtipos de receptores 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT2a.c, 5-HT3, 5-HT4 y 5-HT7 se han
detectado en los GRD, lo que sugiere la presencia de todos estos receptores en los
nervios sensoriales periféricos (Pierce et al., 1996; Nicholson et al., 2003; Sommer,
2006). Estudios in vitro demuestran que la 5-HT posee un efecto inhibitorio sobre
las fibras nerviosas periféricas, demostrando que tiene la capacidad de sensibilizar
ectdépicamente las fibras aferentes axotomizadas en ratas, contribuyendo asi a la
sensibilizacion e hiperalgesia periférica (Kessler et al., 1992; Sommer, 2006). Por
otra parte, la activacion de los receptores 5-HTia1/1D y 5-HTsa Se encuentra
estrechamente relacionado con la disminucion de las conductas nociceptivas
(Granados-Soto et al., 2010; Mufoz-Islas et al., 2014). En apoyo a lo anterior, la
administracion de sumatriptan, un agonista 5-HT+gp, reduce la hiperalgesia térmica
en ratones con inflamacién periférica (Bingham et al., 2001). Los datos anteriores
sugieren que la activacion de éstos receptores estan asociados con los efectos anti-
nociceptivos a nivel periférico. En contraste, los receptores serotoninérgicos a nivel

periférico como 5-HToapsoc, 5-HT3 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 promueven efectos pro-
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nociceptivos (Rocha-Gonzalez et al.,, 2009; Godinez-Chaparro et al., 2011;
Cervantes-Duran et al., 2016).

2.13.5.2. Acciones de la 5-HT sobre el SNC

Varios estudios indican que la serotonina modula las respuestas nociceptivas en
roedores. Esta modulacion es compleja ya que la 5-HT puede inhibir y/o facilitar la
transmision nociceptiva dependiendo del sitio y la naturaleza de los receptores 5-
HT (Cervantes-Duran et al., 2013). La creciente evidencia indica que el sistema
descendente serotonérgico esta implicado en la inhibicidn, la facilitacion y la
transmision nociceptiva espinal (Yaksh et al., 1979; Suzuki et al., 2004; Wei et al.,
2010; Millan et al., 2002). La administracion intratecal de 5-HT en la médula espinal
reduce las conductas nociceptivas en las ratas, pero los hallazgos dependen de la
calidad del estimulo, la dosis utilizada y del modelo de dolor empleado (Godinez-
Chaparro et al., 2011; Cervantes-Duran et al., 2013; Mufoz-Islas et al., 2014;
Rocha-Gonzalez et al., 2014). Asimismo, el bloqueo de la sintesis o el agotamiento
de la 5-HT a nivel espinal reduce la alodinia mecanica en diversos modelos de dolor
neuropatico (Wei et al., 2010; Rahman et al., 2006). En contraste, la administracion
intratecal de 5-HT per se genera analgesia (Bradin et al., 2000; Jeong et al., 2004;
Rocha-Gonzalez et al., 2005). En particular, se ha reportado que el receptor 5-HT3
se encuentra asociado con procesos pro-nociceptivos a nivel central (Bravo-
Hernandez et al., 2012). Sin embargo, existe evidencia de que los receptores 5-HT>
(Aira et al., 2010), 5-HT4 (Song et al., 2011), 5-HTs (Jayarajan et al., 2015) y 5-HT7
(Amaya-Castellanos et al., 2011) también contribuyen a la nocicepcion en modelos
de dolor neuropatico de larga duracion. Estudios mas recientes han informado que
los receptores 5-HT,a y 5-HT2s (Aira et al., 2010) a nivel espinal desempefian un
papel pro-nociceptivo. Por el contrario, los receptores 5-HT,a (Pineda-Farias et al.,
2015) y 5-HT,c (Obata et al., 2004) desempefian un papel anti-nociceptivo (Tabla

1).
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2.13.5.3. Receptores serotoninérgicos

Receptor 5-HT,: Esta sub-familia de receptores esta conformada por cinco
miembros, los cuales incluyen al receptor 5-HT1a 5-HT4g, 5-HT1p, 5-HTe ¥
5-HT1r, (Barnes y Sharp, 1999). Los receptores 5-HT1 poseen propiedades
inhibitorias ya que se encuentran acoplados a una proteina Gi, ademas su
activacion induce el cierre de los canales de K" y Ca*, respectivamente
(Rocha-Gonzalez et al., 2009; Jeong et al., 2012). Se ha informado que la
activacion de estos receptores produce anti-nocicepcion al ejercer un efecto
inhibitorio sobre la excitabilidad neuronal tanto a nivel central como periférico
(Granados-Soto et al., 2010; Godinez-Chaparro et al., 2013; Avila-Rojas et
al., 2015).

Receptor 5-HT,: Esta sub-familia de receptores serotoninérgicos esta
conformada por tres miembros, los cuales incluyen al receptor 5-HT2a, 5-HT2s
y 5-HTyc (Alexander et al., 2008). Estos se encuentran acoplados a proteinas
Gq ejerciendo una influencia inhibitoria sobre las corrientes de K™ generando
excitabilidad neuronal (Barnes y Sharp, 1999). Estudios recientes reportan
que los receptores 5-HT2a, 5-HT2s 'y 5-HT2c juegan un papel pro-nociceptivo
en la modulacion de la transmision nociceptiva a nivel espinal (Thibault et al.,
2008; Silveira et al., 2010; Cervantes-Duran et al., 2013)

Receptor 5-HT;: Este receptor es un canal catidnico activado por un ligando,
este pertenece a la superestructura del receptor de nicotina / acido y-
aminobutirico (GABA) (Faerber et al., 2007). El receptor 5-HT3; es un
pentamero constituido por cinco mondmeros que forman un cuerpo cilindrico
que puede permear facilmente pequefios cationes como Na*, K* y Ca?*
(Faerber et al., 2007) generando excitacion neuronal. La activacion de los
receptores 5-HT3 a nivel espinal produce hipersensibilidad dolorosa inducida
por la lesion de nervios periféricos (Oatway et al., 2004; Gu et al., 2011)
generando efectos de tipo pro-nociceptivos (Bravo- Hernandez et al., 2012).
Receptor 5-HT,4: Este miembro de la familia de receptores serotoninérgicos
se encuentra acoplado a una proteina Gs que influye positivamente en la

adenilato ciclasa y, en consecuencia, el aumento del AMPc. A su vez, el
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AMPc activa a la PKA y los canales de sodio que conducen a la
despolarizacion y la nocicepcion (Godinez-Chaparro et al., 2011; Cervantes-
Duran et al., 2013). En apoyo a lo anterior, estudios anteriores reportan que
el receptor 5-HT,4 juega un papel pro-nociceptivo en la modulacion de la
transmision nociceptiva a nivel periférico y central (Song et al., 2011;
Godinez-Chaparro et al., 2012).

Receptor 5-HTs: Este miembro de la super-familia de receptores
serotoninérgicos, comprende dos miembros el 5-HTsa y el 5-HTsg. Estos
receptores se encuentran acoplados a una proteina Gjp que inhibe a la
adenilato ciclasa generando un bloqueo sobre la actividad neuronal
promoviendo conductas anti-nociceptivas a nivel espinal y periférico en
varios modelos de dolor inflamatorio y neuropatico (Cervantes-Duran et al.,
2013; Mufoz-Islas et al., 2014; Avila-Rojas et al., 2015; Vidal-Cantu et al.,
2016).

Receptores 5-HTg: Estos receptores serotoninérgicos se encuentran
acoplados positivamente a adenilato ciclasa aumentando la produccion de
AMPc, generando un aumento de la actividad neuronal (Viguier et al., 2013),
esto genera una despolarizacion y por lo tanto, el desarrollo de conductas
nociceptivas. En apoyo a lo anterior, estudios recientes demuestran que la
activacion del receptor 5-HTs promueve la aparicion de efectos pro-
nociceptivos a nivel periférico y central (Godinez-Chaparro et al.,
2011,2012).

Receptores 5-HT;: Este receptor se encuentra acoplado a una proteina G
estimuladora que influye positivamente en la adenilato ciclasa y en
consecuencia aumenta el AMPc, lo que puede conducir a la despolarizacién
y la nocicepcion (Godinez-Chaparro et al., 2011). Estudios anteriores
demuestran que la activacion de estos receptores serotoninérgicos inducen
efectos pro-nociceptivos a nivel periférico y central (Godinez-Chaparro et al.,
2011,2012; Amaya-Castellanos et al., 2011).
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Tabla 1. Farmacos, modelos experimentales y efectos farmacoldgicos implicados en el efecto pro-

nociceptivo y anti-nociceptivo de los receptores 5-HT.

Farmaco

Via de

Receptor Modelo Efecto Referencia
(antagonista) administracién ]
Way-100635 Intratecal SNL Anti-nociceptivo AV!?'Z%?E et
5-HT1a =
. . . . Granados-Soto
Way-100635 Intratecal Formalina Anti-nociceptivo 'et al., 2010
GR-127935 Intratecal SNL Anti-nociceptivo A"g?@‘g?; et
SHTeno | sp-224280 (5-HT:e) Intratecal Formalina | Anti-nociceptivo | Vidal-Cantd et
BRL-15572 (5-HT1p) P al., 2016
Sarprogrelato Intratecal CClI Pro-nociceptivo Nltanz%aogt al.,
5-HT2a Cervantes-
Ketanserina Intratecal Formalina Pro-nociceptivo Duran et al
2013
. . Pineda-Farias
RS-127445 Intratecal SNL Pro-nociceptivo etal. 2015
5-HT2s Cervantes-
RS-127445 Intratecal Formalina Pro-nociceptivo Duran et al
2013
. . Obata et
RS-102221 Intratecal SNL Pro-nociceptivo al. 2004
5-HT2c Cervantes-
RS-102221 Intratecal Formalina Pro-nociceptivo Duran et al
2013
i . . . Jasmine Siew
Ondansetron Intraperitoneal CClI Pro-nociceptivo etal.2016
5-HT; Bravo-
Ondansetréon Intratecal Formalina Pro-nociceptivo Hernandez et
al., 2012
SDZ-205.557.SDZ Intratecal ccl Pro-nociceptivo (Soggﬁt)a"*
5-HT, Godinez-
GR-125487 Intratecal Formalina Pro-nociceptivo Chaparro et al.,
2012
S Avila-Rojas et
SB-699551 Intratecal SNL Anti-nociceptivo
5.HT al., 2015
-HT5 ~
SB-699551 Intratecal Formalina Anti-nociceptivo Muglo Z;g'f; et
SB-742457 Oral ccl Pro-nociceptivo Jayar;{)afset al.,
5-HTs Godinez-
SB-258585 Intratecal Formalina Pro-nociceptivo Chaparro et al.,
2012
Amaya-
SB-269970 Intratecal SNL Pro-nociceptivo Castellanos et
al., 2011
5-HT ’
! Godinez-
SB-269970 Intratecal Formalina Pro-nociceptivo Chaparro et al.,
2012
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2.13.6. Canales ionicos TRP

Desde la caracterizacion de la super-familia de los canales i6nicos de potencial
transitorio (TRP), estos han sido estudiados y clasificados en base a la homologia
de las secuencias primarias de aminoacidos, debido a la enorme variabilidad
existente en cuanto a selectividad cationica, tipo de ligando, regulacion, funcién, etc.
(Clapham, 2003). Los canales TRP se encuentran clasificados en 6 sub-familias.
Estas sub-familias estan comprendidas por los canales ionicos TRPV (vaniloide),
actualmente conocido como TRPV1, TRPM (melastatina), TRPC (canonica), TRPA
(ankirina), TRPP policistina y TRPML (mucolipina) (Nilius et al., 2007). Son canales
cationicos ubicados en las terminales axonicas de los nociceptores y responden a
una serie de estimulos, incluyendo térmicos (calor o frio), mecanicos y quimicos
(Nilius et al., 2007; Ferrer-Montiel et al., 2012). Estos canales se encargan de
propagar potenciales de accion hacia el asta dorsal de la médula espinal
favoreciendo la activacion de neuronas de segundo orden, que llevan la informacion
hacia centros supraespinales. Los canales TRP han sido relacionados directamente
con el sistema somatosensorial y la sefalizacion del dolor debido a sus diversos
mecanismos de activacion (Basso y Altier, 2016). El canal TRPV1 sigue siendo el
miembro de la familia TRP mas estudiado y mejor caracterizado, debido a que se
ha implicado en una amplia variedad de procesos celulares y fisiolégicos, incluyendo
la deteccion de estimulos nocivos tanto fisicos como quimicos. Actualmente, este
canal sigue siendo estudiado por su gran potencial para el alivio del dolor (Basso y
Altier, 2016).

2.13.6.1. Canal TRPV1

El canal TRPV1 fue clonado en el ano 1997 (Caterina et al., 1997) y fue nombrado
receptor de capsaicina o receptor vaniloide, ya que es activado selectivamente por
la presencia de capsaicina mediante la excitacion de las terminales sensoriales
polimodales (Caterina et al., 1997). La estructura funcional de los canales TRPV1
estd comprendida por un tetramero, cada subunidad consta de seis dominios
transmembranales, residuos hidrofobicos entre el quinto y el sexto dominio que

conforma el poro. El canal TRPV1 presenta en su estructura tres dominios de
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anquirina en el extremo N terminal implicado en la modulacién enddgena por ser el
sitio de union a calmodulina (Lishko et al., 2007). Por otro parte, el canal TRPV1
presenta residuos que pueden ser fosforilados por la presencia de la PKA (Lishko
et al., 2007) y la PKC (Bhave et al., 2003). El canal es activado principalmente por
la capsaicina ingrediente activo que se encuentra en el chile picante (Ferrer-Montiel
et al., 2012), por la resiniferatoxina (RTX) un éster de diterpeno altamente irritante
aislado de Euphorbia resinifera (Caterina et al. 1997), por el calor nocivo (243 °C),
por un pH por debajo de 5,2 (Szallasi y Blumberg, 1989; Ferrer-Montiel et al., 2012)
y diversos agonista provenientes de compuestos naturales, tales como la piperina
encontrada en la pimienta negra, la zingerona que se encuentra mayoritariamente
en el rabano picante, los gingeroles, que son compuestos no volatiles encontrados
en el jengibre crudo y por ultimo los shogaoles que son productos de deshidratacion
de gingeroles (Yang et al.,, 2003; Suh y Oh, 2005). Todos estos compuestos
comparten la similitud de ser altamente lipofilicos y por lo tanto presentan una gran
afinidad por el canal i6nico TRPV1 (Yang et al., 2003). La activacion del canal
TRPV1 permite la entrada de cationes monovalentes vy divalentes,
predominantemente Ca*™, lo que produce una hiperactividad en la terminacion
nociceptiva. Inicialmente, la expresion tisular de los canales TRPV1 es descrita en
una subpoblacion de neuronas del GRD y ganglios del trigémino (TG), en el asta
dorsal de la médula espinal y el nucleo caudal del trigémino espinal mediante
técnicas inmunohistoquimicas y de hibridacion in situ (Caterina y Julius, 2001).
Posteriormente, se determind que el canal TRPV1, también, se encuentra

expresado en neuronas del hipotalamo y en astrocitos (Doly et al., 2004).

2.13.6.2. Canales TRPV1 y su implicacion en el dolor inflamatorio

En la actualidad se ha relacionado al canal TRPV1 con una amplia variedad de
patologias estrechamente ligadas con procesos inflamatorios (Nilius et al., 2007).
Estudios anteriores demuestran que la activacion del canal TRPV1 es inducida por
condiciones inflamatorias, por lo tanto, el umbral de activacion se ve disminuido
(Palazzo et al., 2010). Las reacciones de fosforilacion y desfosforilacion generadas

por la presencia de la PKA y la PKC regulan en mayor medida la actividad del
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receptor y el desarrollo de dolor inflamatorio. La activaciéon del canal TRPV1 durante
la inflamacion es un proceso dinamico que se produce por la combinacién de
ligandos enddgenos, pH bajo y temperatura corporal. Los agentes pro-inflamatorios
como el factor de crecimiento nervioso (FCN), el ATP, la bradicinina, la serotonina,
la histamina, las proteasas y las quimiocinas conducen a la sensibilizacion de
TRPV1 mediante la activacién de la fosfolipasa C (Palazzo et al., 2010). Los
receptores TRPV1 juegan un papel fundamental en el proceso de la nocicepcion.
Estudios realizados con ratones noct out (K.O) que carecen del canal (TRPV1-/-)
disminuyen los procesos de nocicepcion e inflamacion (Caterina et al., 2000;
Caterina y Julius, 2001), apoyando la hipotesis de que el canal TRPV1 es esencial
en el desarrollo y mantenimiento de la hiperalgesia térmica inducida por un dano

tisular (Julius y Basbaum, 2001).

2.13.6.3. Canales TRPV1 y su implicacién en el dolor neuropatico

El FCN aumenta después de una lesion en el nervio periférico y puede regular el
canal TRPV1 en condiciones de dolor neuropatico (Campbell y Meyer, 2006). Por
otra parte, este canal esta regulado positivamente en las neuronas no dafadas y
esta regulado negativamente en las neuronas que se encuentran en el sitio de la
lesion del nervio periférico (Campbell y Meyer, 2006). Ademas, los canales TRPV1
estan poco expresados en las neuronas del GRD en el modelo de la ligadura de los
nervios espinales L5-L6 (Hudson et al., 2001). La regulacion positiva del canal
TRPV1 a nivel periférico y central en condiciones de dolor neuropatico esta
directamente relacionada con el desarrollo de la alodinia mecanica (Campbell and
Meyer, 2006). Una caracteristica de los canales TRPV1 es su sensibilidad a los
mediadores inflamatorios liberados durante la lesion del nervio periférico,
generando una disminucion en el umbral de temperatura después de la exposicion
de las neuronas DRG a moléculas nociceptivas como el FCN, bradicinina y PEGo.
Este proceso de sensibilizacién es un sello del aumento bien definido en la
excitabilidad del nociceptor que subyace al desarrollo de hiperalgesia y alodinia en
condiciones de dolor neuropatico (Lilian Basso et al., 2017). Ademas, la activacion
del canal TRPV1 se encuentra asociada con la presencia de diversas patologias
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como; neuralgia post-herpética, constriccion de nervios periféricos, neuralgia
trigeminal y neuropatia periférica diabética (Cortright y Szallasi 2004, Premkumar
2010, Premkumar y Sikand 2008, Szallasi 2006, Szallasi y Appendino 2004, Szallasi
et al.,, 2007). La contribucién de los canales TRPV1 en el dolor neuropatico ha
creado un interés en el la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el

manejo y/o tratamiento de este tipo de dolor.

49



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. Hipobtesis

El [6]-gingerol es capaz de revertir la alodinia mecanica inducida por la ligadura de
los nervios espinales L5-L6 a través de la activacion de la via NO-GMPc-canales de
K" sensibles a ATP, activacion del canal TRPV1 y la modulacién del sistema
opioidérgico y serotoninérgico.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Investigar el efecto anti-alodinico del tratamiento agudo del [6]-gingerol en ratas con
lesion en los nervios espinales L5-L6. Asi como, evaluar los posibles mecanismos

de accion involucrados en el efecto anti-alodinico inducido por este farmaco.

4.2. Objetivos particulares

1. Analizar el efecto de la administracion intratecal de [6]-gingerol sobre la
alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales L5-L6
(Determinacion del 50% del umbral de retiro de la pata).

1.1. Estandarizar la cirugia de la ligadura de los nervios espinales L5-L6 en
ratas propuesto por Kim y Chung (1992).

1.2. Estandarizar el modelo conductual de up-down para la evaluacion de la
alodinia mecanica mediante la determinacion del 50% del umbral de retiro de

la pata, utilizando los filamentos de von Frey.

1.3. Realizar una curva dosis-respuesta del la administracién intratecal del

[6]-gingerol sobre la alodinia en ratas neuropaticas.
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2. Analizar el posible mecanismo de accion que subyace el efecto anti-alodinico
inducido por [6]-gingerol en ratas con ligadura de los nervios espinales L5-
L6.

2.1. Analizar la participacion de la via del NO-GMPciclico-canales de K*
sensibles a ATP en el efecto anti-alodinico inducido con [6]-gingerol en

animales con dolor neuropatico.

2.1.1. Evaluar el efecto de la administracion del inhibidor de la sintasa del
oxido nitrico (L-NAME, 10-100 pg, i.t.), el inhibidor de la guanilato ciclasa
(ODQ,1-10 pg, i.t.) y el bloqueador de los canales de potasio sensibles a ATP
(glibenclamida, 5-50 g, i.t.) 10 min antes de una dosis eficaz de [6]-gingerol
(i.t.). Inmediatamente después se evaluara el umbral de retiro de la pata a los
10, 30, 60, 120 y 240 min mediante la determinacion del 50% del umbral de

retiro de la pata.

2.2. Analizar la participacion del sistema opioidérgico en el efecto anti-
alodinico inducido con [6]-gingerol en ratas con dolor neuropatico.

2.2.1. Evaluar el efecto de la administracion de naloxona (50 pg/rata, i.t.), de
naltrindol (1-10 ug, i.t.), de 5-GNT (5-50 ug, i.t.) y de CTOP (1.5-15 pg, i.t.)
10 min antes de una dosis eficaz de [6]-gingerol (i.t.) y se evaluara el umbral
de retiro de la pata a los 10, 30, 60, 120 y 240 min posteriores de la
administracion de éste mediante la determinacién del 50% del umbral de
retiro de la pata.

2.3. Analizar la participacion del sistema serotoninérgico a través de la

activacion de los receptores 5-HT4a, 5-HT1g, 5-HT1p y 5-HTsa en el efecto
anti-alodinico inducido con [6]-gingerol en ratas con dolor neuropatico.
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2.3.1. Evaluar el efecto de la administracion de metiotepina (30 mg/rata, i.t.),
de WAY-100635 (0,6-6 mg/rata, i.t.), de SB-224289 (0,5-5 mg/rata i.t.), de
BRL-15572 (0,4-4 mg/rata, i.t.) y de SB-699551 (0,6-6 mg/rata, i.t.) 10 min
antes de una dosis eficaz de [6]-gingerol (i.t.) y se evaluara el umbral de retiro
de la pata a los 10, 30, 60, 120 y 240 min posteriores de la administracion de
éste mediante la determinacién del 50% del umbral de retiro de la pata.

2.4. Analizar la participacion del canal TRPV1 en el efecto anti-alodinico
inducido con [6]-gingerol en ratas con dolor neuropatico.

2.4 1. Evaluar el efecto de la administracion de AMG 9810 (30 mg/ Kg) y de
BCTC (100 mg/ Kg) 10 min antes de la administracion de una dosis eficaz de
[6]-gingerol y se evaluara el umbral de retiro de la pata a los 10, 30, 60, 120
y 240 min posteriores de la administracion de éste mediante la determinacion

del 50% del umbral de retiro de la pata.

2.5. Realizar las pruebas estadisticas mediante el analisis de varianza
(ANOVA) de una o dos vias, seguido de la prueba de Tukey o Bonferroni
segun sea el caso para comparar las diferencias significativas entre los

tratamientos realizados.
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5. Metodologia

5.1. Animales

Los experimentos fueron realizados en ratas hembra de la cepa Wistar, con un peso
de 140 a 160 g que tuvieron acceso libre a agua y alimentos antes de cada
experimento. Los animales fueron facilitados por la Unidad de Produccién y
Experimentacion Animal-Bioterio (UPEAL-Bioterio) de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Xochimilco (Protocolo 123 aprobado por el comité de ética de
la UPEAL). Todos los experimentos fueron realizados siguiendo los Lineamientos y
Estandares para la Investigacion del Dolor Experimental en Animales
(Zimmermann, 1983).

5.2. Farmacos

El [6]-gingerol fue disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO) al 100%. Sin embargo, el
porcentaje maximo de DMSO en cada dosis fue del 10%. La naloxona, la
metiotepina, el 5-guanidilnaltrindol (5-GNT), el CTOP, el Nw-nitro-L-arginina-metil-
éster hidroclorida (L-NAME), el WAY-100635 (N-(2-(4-(2-metoxifenil)-1-
piperazinetil)-N-(2-piridinil) ciclohexanocarboxamida), el BRL 15572 (3- [4- (4-
clorofenil) piperazin-1-il] clorhidrato -1,1-difenil-2-propanolel), el SB 224289 (1'-
metil-5 - [[2 '-metil-4" - (5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il) bifenil-4-il] carbonil] 2,3,6,7
espiro tetrahidro [furo [2,3-f] indol-3,4 'piperidina) fueron disueltos en solucién salina
al 0.9%. La glibenclamida y el AMG 9810 ((2E)-N-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxano-6-
il) -3- [4- (1,1-dimetiletil) fenil] -2-propenamida)) fueron disueltos en DMSO al 5%. El
SB-699551 (N-[2-(dimetilamino)etil]-N-[[40- [[(2-feniletil) amino] metil] [1,10-bifenil] -
4 il] metil] ciclopentano propanamida dihidrocloruro) y el BCTC (4-(3-Chloro-2-
pyridinyl)-N-[4-(1,1-dimeti etil) fenil]-1-piperazinecarboxamide) fueron disueltos en
DMSO al 10%. EI ODQ (1H-(1, 2,4) oxadiazol (4,3-A) quinoxalin-1-ona) fue disuelto
en DMSO al 10%, el naltrindol fue disuelto en tween 20 al 10%. [6]-gingerol, L-
NAME, glibenclamida, WAY-100635, ODQ, BCTC DMSO se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). La naloxona, metiotepina, naltrindol, 5-GNT, CTOP fueron
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adquiridos en Santa Cruz Biotechnology (Paso Robles, CA). El SB 224289, BRL
15572, AMG 9810 y SB-699551 fue adquirido en Tocris Bioscience (Ellisville, MO).

5.3. Modelos experimentales

5.3.1. Cirugia de nervios espinales

En 1992 los investigadores Kim y Chung desarrollaron un modelo de
mononeuropatia inducida por una fuerte ligadura en los nervios espinales L5 y L6
(SNL) (Fig. 12). Este modelo es ampliamente utilizado en el estudio del dolor
neuropatico debido a que es altamente reproducible, las alteraciones en el
comportamiento como la alodinia mecanica, la hiperalgesia térmica y el dolor
espontaneo se presentan a partir de las 24 a 48 h posteriores a la ligadura de los
nervios espinales persistiendo hasta la semana 16. Cabe sefalar que los animales
sometidos a la cirugia presentan un bajo indice de autotomia (Kim y Chung, 1992).
Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina (45/12
mg/Kg, i.p.). Posteriormente, se realiz6 una incision de aproximadamente 2 cm de
diametro a nivel de las crestas iliacas con el proposito de identificar y exponer los
nervios espinales L5-L6 de la médula espinal. Estos se ligaron con sutura de seda
4-0 distal al ganglio de la raiz dorsal. En el grupo de las ratas falsamente operadas
(Sham) los nervios espinales fueron expuestos, pero no se ligaron. Después de
cerrar la incision se les dio un periodo de recuperacion de 14 dias. Las ratas que
presentaron algun tipo de déficit motor fueron descartadas del estudio.
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= | Médula espinal

i Ligaduras apretadas
alrededor de los nervios

espinalesL5 y L6

Figura 12. Ligadura de nervios espinales. Representacion esquematica donde se muestra la ligadura
de los nervios espinales propuesto por Kim y Chung en 1992. Modificado de Jaggi et al., 2011.

5.3.2. Inyeccidn intratecal

La administracion i.t (Fig. 13) de los distintos tratamientos utilizados y del [6]-
gingerol, se realizé mediante el método descrito por Mestre y colaboradores en
1994, donde la administracion se realizé sujetando fuertemente a la rata de la parte
superior a la altura de las patas traseras y la pelvis. Una vez sujetado el animal se
inserta una aguja de calibre 22-G acoplada a una jeringa Hamilton de 25-pL sobre
las vértebras lumbares L5-L6, a través de la cavidad subaracnoidea en la region
donde termina la médula espinal y comienza la cauda equina, esto con la finalidad
de reducir la posibilidad de provocar un dafo sobre la médula. Una vez que la jeringa
esta en la posicidn correcta se procedio a la administracion de los distintos farmacos
en un volumen de 20 pL. Esta es una técnica muy utilizada, debido en parte a las
ventajas que presenta, ya que es muy rapida, no se necesita anestesiar al animal y
posee una gran reproducibilidad en los datos de comportamiento (Mestre et al.,
1994).
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Apofisis
Espinosa

Figura 13. Administracion intratecal. Representacion esquematica en donde se muestra la insercién
de la aguja entre la cavidad subaracnoidea que se encuentra entre las vértebras lumbares L5-L6.
Modificado de Mestre et al.,1994.

5.3.3. Determinacion del 50% del umbral de retiro de la pata

Para la evaluacion de las conductas nociceptivas (alodinia mecanica) inducidas por
la ligadura de los nervios espinales L5-L6 se realiz6 mediante el método descrito
por Chaplan y colaboradores en 1994 (Chaplan et al., 1994),

El 50% del umbral de retiro de la pata se determiné mediante el método de up-down
descrito por Dixon (Dixon, 1965, 1980) y modificado por Chaplan (Chaplan et al.,
1994). Las pruebas de comportamiento se realizaron en grupos independientes de
ratas (n=6), donde se cuantificd la alodinia mecanica en repuesta a los estimulos
generados con los filamentos de von Frey aplicados sobre la superficie plantar de
la extremidad posterior izquierda (Chaplan et al., 1994). Para realizar este
procedimiento, las ratas son colocadas de manera individual en camaras de
observacién de acrilico transparente sobre una superficie de malla metalica 30 min
antes de la evaluacién de la alodinia mecanica para permitirles adaptarse en su
entorno. Los umbrales del 50% de retiro de la pata se midieron usando el paradigma
de ensayo up-down (Chaplan et al., 1994; Dixon, 1965, 1980). Para esto se aplico
un estimulo mecanico con ayuda de los filamentos de von Frey, la fuerza de estos
filamentos comprende desde los 0.4 g hasta llegar a los 15 g. Este estimulo se aplico

durante 10 seg en intervalos de un min. Se comenzé el ensayo con un filamento de
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2g; cuando se produjo una respuesta positiva de retiro de la pata se marco con una
“X” y se procedio a disminuir de manera progresiva al filamento inmediatamente
inferior. Por otra parte, cuando se obtubo una respuesta negativa ante el estimulo
mecanico se marco con una “O” y se procedio a la aplicaciéon de un filamento
inmediatamente superior. Para que una respuesta se tome como positiva tiene que
ocurrir una retirada abrupta de la extremidad, cualquier otro comportamiento distinto
al retiro de la pata se tomo como negativo. La prueba debe realizarse hasta que se
registren seis respuestas iguales una vez que se presente el primer cambio en la
respuesta conductual o hasta que se exceda el valor del filamento de gramaje mas
alto (15 g). Todos los datos obtenidos fueron transformados en valores numéricos

mediante la aplicacion de la siguiente formula:

10(Xf+k8)
50% Umbral = (—)

10000

Donde:
Xf: Valor en unidades logaritmicas del ultimo filamento de Von Frey utilizado.
k: Valor obtenido a partir de las tablas de Dixon (Dixon, 1980).

&: Media de las diferencias entre los puntos fuertes de estimulo en unidades logaritmicas.

Por otra parte, para que los datos experimentales se visualizaran mas facilmente,
asi como, para determinar la dosis necesaria de [6]-gingerol y reducir el 50% de
umbral de retiro de la pata, se decidio graficar el Maximo Efecto Posible (%MEP) de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

%MEP = <(ABC[6]—Gingerol - ABCSNL)>

(ABCspam — ABCsy.)

Donde:

ABC: Area bajo la curva del curso temporal de la disminucién del 50% del umbral de retiro de la pata
comparada con los grupos Sham y SNL. Todos los resultados experimentales se presentan como la
media + el error estandar de los datos obtenidos de 6 animales por grupo.
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Durante el desarrollo del procedimiento experimental se evitdé una estimulacién
mecanica en la regidn donde se encuentran las almohadillas y en cualquier otra
region que no sea la zona plantar de la pata, todo esto con la finalidad de no incurrir
en respuestas falsas positivas ya que estas pueden ser generadas por la activacion
de las fibras AR mielinizadas (Ji y Woolf, 2001). Lo que se buscé en este método
experimental fueron las sensaciones nociceptivas generadas por la activacién de
las fibras Ad y C (Ji y Woolf, 2001).

5.4. Diseino experimental

Con el propdsito de estandarizar la medicion de la alodinia tactil inducida por la
ligadura de los nervios espinales L5-L6. Las ratas se prepararon de acuerdo al
meétodo descrito por Kim y Chung. Posteriormente, se realizé la cirugia (ver cirugia
de nervios espinales) en donde se expusieron y ligaron los nervios espinales L5-L6
de la médula espinal. En el grupo de las ratas falsamente operadas (Sham), los
nervios se expusieron, pero no fueron ligados. Después de cerrar la incisidn, a los
animales se les dio un periodo de recuperacion de 14 dias. Las ratas que
presentaron algun tipo de déficit motor fueron descartadas del estudio.

La alodinia mecanica se evaluo en ratas con lesidn de los nervios espinales L5-L6
como reportan Chaplan et al., en 1994. Se realizé un curso temporal del umbral de
retiro de la pata por el método up-down los dias 1, 3, 5,7, 9, 12 y 14, posterior a la
ligadura de los nervios espinales. Por otra parte, se determino el posible efecto anti-
alodinico del [6]-gingerol en ratas con ligadura de los nervios espinales L5-L6, el dia
14, los animales recibieron dosis crecientes de [6]-gingerol por via i.t (1, 3,6y 10
pg/rata), 10 min antes de evaluar la conducta nociceptiva (alodinia tactil) por el
meétodo up-down. Posteriormente, fue monitoreado el efecto del [6]-gingerol sobre
el umbral de retiro de la pata a los 10, 30, 60, 120 y 240 min posteriores de la
administracion de éste compuesto. Grupos independientes de ratas (n=6) fueron

utilizados para cada condicion experimental.
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5.4.1. Participacién de la via é6xido nitrico-GMP ciclico-canales de K" sensibles
a ATP

Para evaluar si el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en animales que
presentan ligadura de los nervios espinales L5-L6 es mediado por la via éxido
nitrico-GMP ciclico-canales de K sensibles a ATP, se administré el inhibidor de la
sintasa del 6xido nitrico (L-NAME, 10-100 pg, i.t.) (Mixcoatl-Zecuatl et al., 2008), el
inhibidor de la guanilato ciclasa (ODQ,1-10 pg, i.t.) (Mixcoatl-Zecuatl et al., 2008) y
el bloqueador de canales de potasio sensibles a ATP (glibenclamida, 5-50 pg, i.t.)
(Mixcoatl-Zecuatl et al., 2008) 10 min antes de la administracion de una dosis eficaz
del [6]-gingerol y se determind el 50% del umbral de retiro de la pata a los 10, 30,
60, 120 y 240 min posteriores de la administracion de éste compuesto.

5.4.2. Participacion del sistema opioidérgico

Para determinar si el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas
neuropaticas esta mediado por la via opioidérgica, se administré el antagonista no
selectivo de los receptores opioides naloxona (50 pg/rata) (lzquierdo et al., 2013)
10 min antes de la administracion de una dosis eficaz de [6]-gingerol. 10 min
después, se administré el [6]-gingerol y se evalud el 50% del umbral de retiro de la
pata a los 10, 30, 60, 120 y 240 min posteriores de la administracion de éste

compuesto.

5.4.3. Participacion del sistema serotoninérgico

Para determinar si el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas
neuropaticas esta mediado por la via serotoninérgica, los animales fueron
administrados con el antagonista no selectivo de los receptores 5-HT metiotepina
(30 pg/rata) (Izquierdo et al, 2013; Rocha-Gonzalez et al, 2010) 10 min antes de la
administracion de una dosis efectiva de [6]-gingerol (10 pg/rata), que se administro
10 min antes de la evaluacién de la alodinia por el método up-down, ademas, con
el fin de investigar la posible implicacion de los subtipos 5-HT1a/1e/1p Y €l 5-HTsa se
administraron; el antagonista selectivo del receptor 5-HT14, WAY-100635 (0,6-6
ug/rata) (Avila-Rojas et al., 2015); el antagonista selectivo del receptor 5-HT+g, SB-
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224289 (0,5-5 ug/rata) (Godinez-Chaparro et al, 2013); el antagonista selectivo del
receptor 5-HT1p, BRL-15572 (0,4-4 pg/rata) (Godinez-Chaparro et al., 2013) y el
antagonista selectivo del receptor 5-HTsa, SB-699551 (0,6-6 yg/rata) (Mufoz- Islas
et al., 2014). 10 min después de la administracion i.t del [6]-gingerol se evalud el
umbral de retiro de la pata a los 10, 30, 60, 120 y 240 min posteriores de la

administracion de éste.

5.4.4. Participacién del canal TRPV1

Para determinar si el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas
neuropaticas esta mediado por el canal TRPV1 se administraron los antagonistas
selectivos de los canales TRPV1, el AMG 9810 (30 pg/rata) y el BCTC (100 pg/rata)
(Gavva et al., 2005) 10 min antes de la administracion de una dosis eficaz de [6]-
gingerol. 10 min después de la administracion intratecal del [6]-gingerol se evalué el
umbral de retiro de la pata a los 10, 30, 60, 120 y 240 min posteriores de la

administracion de éste.

5.5. Analisis de datos y estadistica

Todos los resultados experimentales se presentaron como la media £ el error
estandar de los datos obtenidos de 6 animales por grupo. Las curvas fueron
construidas a partir del umbral de retiro de la pata en funcion del tiempo. Un
incremento en el umbral de retiro de la pata del 50% fue considerado como un efecto
anti-alodinico. Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias seguido
de la prueba de Tukey o Bonferroni, respectivamente, para comparar las diferencias
entre los tratamientos. Se consider6 que existen diferencias estadisticas cuando se
obtuvo un nivel de significancia P< 0.05.
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Figura 14. Disefio experimental para la evaluacién del efecto anti-alodinico del [6]-gingerol en ratas
neuropaticas.
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6. Resultados

6.1. Estandarizacion de la cirugia de nervios espinales L5-L6, asi como el
modelo conductual de up-down

La ligadura de los nervios espinales L5-L6 redujo el 50% del umbral de retiro de la
pata en la pata ipsilateral, comparado con los animales falsamente operados
(Sham), lo cual es indicativo de la induccion de la alodinia mecanica (Fig. 15).
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Figura 15 . Curso temporal del efecto anti-alodinico observado en ratas con la ligadura de los nervios
espinales L5-L6 (SNL) comparados con las ratas falsamente operadas (Sham) y las ratas sin
tratamiento (Naive). El umbral de retiro de la pata se evalud los dias 1, 3, 5, 7, 9, 12 y 14 dias
posteriores a la cirugia. Los datos se expresan como la media + E.E. de 6 animales por grupo. *P <
0,05 frente al grupo Sham determinado mediante una ANOVA de dos vias seguido por la prueba de
Bonferroni.

62



RESULTADOS

6.2. Efecto de la administracion intratecal de [6]-gingerol sobre la alodinia
mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales L5-L6

La administracion intratecal (Fig. 16A y B) de dosis crecientes de [6]-gingerol (1-10
pg/rata), pero no del vehiculo, incrementa el umbral de retiro de la pata de manera
dosis-dependiente en ratas neuropaticas. La administracion intratecal de una dosis
efectiva de gabapentina (100 ug/rata), utilizada como control positivo, revirtié la
alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales L5-L6. Cabe
sefalar que la dosis de 10 upg/rata de [6]-gingerol produjo el 86% de efecto anti-
alodinico maximo (%MEP) comparado con gabapentina (62%) (Fig. 16B). El %MEP
producido por la administracion intratecal de [6]-gingerol se observo 60 min después
de la administracion y éste dismunuy6 gradualmente hasta los 240 min (Fig. 15A).

SNL <@ Sham
A -9- GBP -~ [6}-gingerol (10 pgirata) B

50% del umbral de retiro de la pata (g)

15 30 80 120 240 Naive Sham SNL 1 3 6 10 100
Tiempo (min)

[6]-gingerol (ugirata)

GBP
(ugirata)

Figura 16. Curso temporal del efecto anti-alodinico inducido por la administracién intratecal de [6]-
gingerol en ratas sometidas a la ligadura de los nervios espinales L5-L6 (SNL). EI umbral de retiro
de la pata fue determinado 14 dias después de la cirugia. Las barras muestran el maximo efecto
posible (% MEP) (B). Los datos se expresan como la media + E.E. de 6 animales por grupo. *P <
0,05 frente al grupo SNL y *P < 0,05 vs al grupo Sham determinado por una ANOVA de una via
seguido por la prueba de Tukey. *P < 0,05 vs al grupo SNL, determinado por una ANOVA de dos
vias seguido por una prueba de Bonferroni. Abreviaturas: GBP: gabapentina.
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6.3. Efecto del L-NAME, ODQ y glibenclamida sobre el efecto anti-alodinico
inducido por el [6]-gingerol en ratas neuropaticas

El pre-tratamiento intratecal con L-NAME (100 pg/rata, Fig. 17Ay B, P <0,05), ODQ
(10 pglrata, Fig. 17C y D, P < 0,05) o glibenclamida (50 pg/rata, Fig. 17Ey F, P <
0,05) previene, significativamente, el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-
gingerol (10 pg/rata) en ratas neuropaticas. La administracion de L-NAME, ODQ y
glibenclamida, per se, no modifico la alodinia mecanica inducida por la ligadura de
los nervios espinales L5-L6.
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Figura 17. Curso temporal del pre-tratamiento intratecal con L-NAME (A y B), ODQ (Cy D) y
glibenclamida (E y F); sobre el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas sometidas a
la ligadura de los nervios espinales L5-L6 (SNL). Los datos se expresan como la media + E.E. de 6
animales por grupo. El umbral de retiro de la pata fue determinado 14 dias después de la cirugia.
Las barras muestran el maximo efecto posible (% MPE). *P < 0,05 vs al grupo SNL y < *P<0,05vs
al grupo Sham y AP < 0,05 vs al grupo de [6]-gingerol, determinado por una ANOVA de una via
seguido por la prueba de Tukey. *P < 0,05 vs al grupo SNL y BpP<0,05vsal grupo de [6]-gingerol
determinado por una ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Bonferroni.
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6.4. Efecto de la naloxona sobre el efecto anti-alédico inducido el [6]-gingerol
en ratas neuropaticas

El pre-tratamiento intratecal con naloxona (50 pg/rata, Fig. 18A y B, P < 0,05) no
produjo ningun cambio en el efecto anti-alodinico inducido por la administracion
intratecal de [6]-gingerol (10 pg/rata) en ratas neuropaticas. Ademas, la
administracion de naloxona, per se, no modificé la alodinia mecanica inducida por

la ligadura de los nervios espinales L5-L6 (Fig. 18B).
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Figura 18. Curso temporal del pre-tratamiento intratecal con naloxona (A y B); sobre el efecto anti-
alodinico inducido por la administracion del [6]-gingerol en ratas sometidas a la ligadura de los
nervios espinales L5-L6 (SNL). El umbral de retiro de la pata fue determinado 14 dias después de la
cirugia. Los datos se expresan como la media + E.E. de 6 animales por grupo. Las barras muestran
el maximo efecto posible (% MPE). *P < 0,05 vs al grupo SNL y *P'< 0,05 vs al grupo Sham

determinado por una ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey. *P < 0,05 vs al grupo SNL
determinado por una ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Bonferroni.
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6.5. Efecto de AMG 9810 y BCTC sobre el efecto anti-alodinico inducido por el
[6]-gingerol en ratas neuropaticas

El pre-tratamiento intratecal con AMG 9810 (30 pg/rata, Fig. 19Ay B, P < 0,05) y
BCTC (100 pg/rata, Fig. 19C y D, P < 0,05) previno el efecto anti-alodinico inducido
por el [6]-gingerol (10 pg/rata) en ratas neuropaticas. La administracion de AMG
9810 y BCTC, per se, no modifico la alodinia mecanica inducida por la ligadura de
los nervios espinales L5-L6.
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Figura 19. Curso temporal del pre-tratamiento intratecal con AMG 9810 (Ay C) y BCTC (B y D);
sobre el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas sometidas a la ligadura de los
nervios espinales L5-L6 (SNL). Los datos se expresan como la media + E.E. de 6 animales por grupo.
El umbral de retiro de la pata fue determinado 14 dias después de la cirugia. Las barras muestran el
maximo efecto posible (% MPE). *P < 0,05 vs al grupo SNL y < *P < 0,05 vs al grupo Sham y Ap <
0,05 vs al grupo de [6]-gingerol, determinado por una ANOVA de una via seguido por la prueba de
Tukey. *P < 0,05 vs al grupo SNL y BpP <0,05 vs al grupo de [6]-gingerol determinado por una
ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Bonferroni.
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6.6. Efecto de la metiotepina, WAY-100635, SB-224289, BRL-15572 y SB-
699551 sobre el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas
neuropaticas

El pre-tratamiento intratecal con metiotepina (30 pg/rata, Fig. 20A y B, P < 0,05),
WAY-100635 (6 pg/rata, Fig. 21Ay B, P < 0,05), SB- 224289 (5 pg/rata, Fig. 21Cy
D, P =<0,05), BRL-15572 (4 ug/rata, Fig. 21E y F, P <0,05) y SB-699551 (6 ug/rata,
Fig. 21G y H, P < 0,05) previene significativamente el efecto anti-alodinico inducido
por el [6]-gingerol (10 pg/rata) en ratas neuropaticas. La administracion de
metiotepina, WAY-100635, SB- 224289, BRL-15572 y SB-699551, per se, no
modificé la alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales L5-
L6 (Fig. 19B, Fig. 21B, D, F y H).
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Figura 20. Curso temporal del pre-tratamiento intratecal con metiotepina (A y B) sobre el efecto anti-
alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas sometidas a la ligadura de los nervios espinales L5-L6
(SNL). Los datos se expresan como la media + E.E. de 6 animales por grupo. El umbral de retiro de
la pata fue determinado 14 dias después de la cirugia. Las barras muestran el maximo efecto posible
(% MPE). *P < 0,05 vs al grupo SNL y < *P < 0,05 vs al grupo Sham y AP < 0,05 vs al grupo de [6]-
gingerol, determinado por una ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey. *P < 0,05 vs al
grupo SNL y Bp <0,05vsal grupo de [6]-gingerol determinado por una ANOVA de dos vias seguido
por una prueba de Bonferroni.
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Figura 21. Curso temporal del pre-tratamiento intratecal con WAY-100635 (A y B), BRL-15572 (C y
D), SB-699551 (E y F) y SB-224289 (G y H) sobre el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol
en ratas sometidas a la ligadura de los nervios espinales L5-L6 (SNL). Los datos se expresan como
la media + E.E. de 6 animales por grupo. El umbral de retiro de la pata fue determinado 14 dias
después de la cirugia. Las barras muestran el maximo efecto posible (% MPE). *P < 0,05 vs al grupo
SNLy < *P < 0,05 vs al grupo Sham y AP < 0,05 vs al grupo de [6]-gingerol determinado por una
ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey. *P < 0,05 vs al grupo SNL y Bp < 0,05 vs al
grupo de [6]-gingerol determinado por una ANOVA de dos vias seguido por una prueba de
Bonferroni.
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7. Discusion

La ligadura de los nervios espinales L5-L6 produjo conductas nociceptivas (alodinia
mecanica) de largo plazo en la pata izquierda (ipsilateral) (Kim y Chung, 1992). En
nuestro estudio, las conductas nociceptivas se observaron desde el dia 1 hasta el
dia 14 posteriores a la cirugia. La evaluacion conductual sugiere que las ratas SNL
presentan alodinia mecanica, esto se observd como el levantamiento de la pata
ipsilateral de forma violenta tras la estimulacién con un filamento de von Frey menor
o igual a 4 g. Por otra parte, los grupos de ratas Sham y Naive no muestran senales
de alodinia mecanica después de la estimulacion con los filamentos de von Frey,
esto sugiere que la cirugia, per se, no genera dolor neuropatico (alodinia mecanica).
Por lo tanto, estos datos sugieren que la ligadura de los nervios espinales L5-L6
desarrolla alodinia mecanica de largo plazo concordando con lo reportado por Kim
y Chung en 1992 (Kim y Chung, 1992). Cabe sefalar que, ninguna de las ratas
sometidas al procedimiento quirurgico mostro déficit motor ni sefiales de autotomia.
Asi mismo, se puede decir que el modelo de dolor neuropatico empleado en nuestro

estudio es reproducible en nuestras manos.

En el presente estudio se demostré que la administracion i.t de [6]-gingerol reduce
de manera dosis-dependiente la alodinia mecanica generada por la ligadura de los
nervios espinales L5-L6. Los datos obtenidos muestran que la administracion de
una dosis efectiva de [6]-gingerol (10 pg/rata) es capaz de aumentar el umbral de
retiro de la pata (86%), alcanzando valores similares a los obtenidos en los grupos
Sham (97%) y Naive (92%). En apoyo a lo anterior, estudios recientes demuestran
que la administracion i.t de [6]-gingerol disminuye la alodinia mecanica y la
hiperalgesia térmica inducida por la ligadura del nervio ciatico (Gauthier et al., 2013).
En conjunto, estos datos sugieren que el [6]-gingerol disminuye la alodinia mecanica
inducida por la lesién de un nervio periférico de forma similar a la administracion i.t
de una dosis de 100 pg/rata de gabapentina (62%), el cual es un farmaco
antiepiléptico de primera linea ampliamente utilizado en el tratamiento del dolor
neuropatico a nivel de la clinica (Mixcoatl-Zecuatl et al., 2004; Finnerup et al., 2015).
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7.1. Posible participacion de la via del NO-GMP-ciclico canales de K*
sensibles a ATP en el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol

Estudios anteriores, han demostrado que algunos compuestos de origen vegetal
reducen de forma significativa (dependiente de la dosis) las conductas nociceptivas
generadas por la presencia de dolor neuropatico a través de la via del NO-
GMPciclico-canales de K sensibles a ATP (Mixcoatl-Zecuatl et al., 2006; Izquierdo
et al., 2013; Quifionez-Bastidas et al., 2013; de Los Monteros-Zuiiga et al., 2016).
Por lo tanto, se evalud la participacion de esta via en el efecto anti-alodinico
generado por el [6]-gingerol. Se observé que la administracion i.t del pre-tratamiento
con el inhibidor no selectivo de la sintasa del 6xido nitrico (L-NAME) (Gibson et al.,
1990) y el inhibidor de la guanilato ciclasa (ODQ) (Moro et al., 1996) previenen de
forma significativa el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol. Por lo tanto,
los datos obtenidos sugieren que el efecto anti-alodinico del [6]-gingerol es
modulado a través de la via NO-GMP ciclico. Del mismo modo, la administracion i.t
del pre-tratamiento con glibenclamida (bloqueador de los canales de K* sensibles a
ATP) (Edwards y Weston, 1993; Mixcoatl-Zecuatl et al., 2006) previene de manera
significativa el efecto anti-alodinico generado por el [6]-gingerol. En conjunto, estos
datos sugieren que el [6]-gingerol produce su efecto anti-alodinico al favorecer la
via NO-GMPc canales de K* sensibles al ATP.

Nuestros datos estan de acuerdo con reportes que demuestran que el NO estimula
los canales de K" sensibles a ATP en neuronas del GRD de ratas axotomizadas,
probablemente, favoreciendo la hiperpolarizacion y anti-nocicepcion (Kawano et al.,
2009). Ademas, inhibidores selectivos y no selectivos de la sintasa del oxido nitrico
disminuyen la alodinia mecanica y fria, asi como la hiperalgesia térmica en ratas
neuropaticas (Meller et al., 1992; Yoon et al., 1998; Mabuchi et al., 2003; De Alba et
al., 2006; Chacur et al., 2010). En contraste, el NO media las conductas nociceptivas
inducidas por el dolor neuropatico en la médula espinal (Meller y Gebhart, 1993).
Ademas, el [6]-gingerol inhibe la produccién de NO en células RAW 264.7
estimuladas con LPS (Dugasani et al., 2010). Las diferencias pueden deberse a las
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condiciones experimentales. Cabe senalar que el NO puede tener un efecto dual
sobre el procesamiento nociceptivo en la médula espinal (Cury et al., 2011). En este
sentido, Las dosis bajas de SIN-1 reducen la alodinia mecanica inducida por la
ligadura del nervio ciatico, mientras que las dosis mas altas aumentan la alodinia
mecanica o no tienen ningun efecto (Sousa y Prado, 2001). Las discrepancias
pueden deberse a las diferencias en las dosis de donantes de NO, el modelo de
dolor utilizado para la evaluacion y al tipo de animales de experimentacion utilizados

en los diferentes estudios (Cury et al., 2011).

7.2. Posible participacion de la via opioidérgica en el efecto anti-alodinico
inducido por el [6]-gingerol

La administracion i.t del pre-tratamiento con naloxona (50 pg/rata) (Izquierdo et al.,
2013) no fue capaz de prevenir el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol
en ratas neuropaticas. La falta de efecto no puede atribuirse a la dosis administrada
de naloxona debido a que diversos reportes demuestran que la administracion de
50 pg/rata de naloxona bloquea a los receptores opioidérgicos (Doi y Jurna, 1982;
Thomas et al., 1992; Zahn et al., 1997). Ademas, se ha demostrado que la naloxona
es un antagonista no selectivo de los receptores opioides y, K, y ® (Codd et al, 1995).
Por lo tanto, los datos obtenidos bajo nuestro modelo experimental sugieren que los
receptores opioides no participan en el efecto anti-alodinico inducido por la
administracion de [6]-gingerol a nivel espinal.

La falta de efecto del sistema opioidérgico en el dolor neuropatico se puede deber
a los siguientes factores:

1) Debido a una alteracion y reduccion en el numero de receptores opioides
como resultado de una degeneracion de las neuronas aferentes primarias
causada por la lesion en el nervio dafiado (Ossipov et al., 1996; Courteix et
al., 2004).

2) Debido a una alteracion en la transduccion de sefiales como resultado de un
mal acoplamiento con las proteinas Gi (Stevens et al., 1991; Zhang et al.,
1998).
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3) Debido a la desensibilizacion de los receptores opioides mediante la
activacion constante de los receptores NMDA (Arden et al., 1995).

4) Debido a una reduccioén en el efecto de los receptores opioides debido a la
sobreproduccion de NO (Reis et al., 2000).

5) Debido a la generacion del fenomeno de tolerancia (Hoffmann y Wiesenfeld-
Hallin, 1994; Stanfa et al., 1994; Mao et al., 1995).

6) En condiciones patolégicas la colecistocinina puede activar directa o
indirectamente las neuronas de la MRV facilitadoras del dolor a través de los
receptores CCK2 (Zhang et al., 2009).

7.3. Posible participacion de la via serotoninérgica en el efecto anti-alodinico
del [6]-gingerol

En contraste con la naloxona, el pre-tratamiento i.t con metiotepina, antagonista no
selectivo de los receptores serotoninérgicos, bloquea significativamente el efecto
anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas neuropaticas. Dado que la
metiotepina muestra una alta afinidad por los subtipos de receptores 5-HT 1257
(Hoyer et al., 1994). Nuestros datos sugieren que el sistema serotoninérgico
participa en el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol en ratas con la
ligadura de los nervios espinales L5-L6. La implicacion del sistema serotoninérgico
en el procesamiento del dolor es compleja ya que la 5-HT puede inhibir y/o facilitar
la transmisién nociceptiva dependiendo del tipo de estimulo nociceptivo y la
naturaleza de los receptores de 5-HT expresados a nivel periférico y central (Millan,
2002). Se sabe que la MRV es un componente importante del sistema modulador
descendente que constituye un mecanismo importante en el control de la
transmision nociceptiva a nivel espinal (Basbaum y Fields, 1984, Millner, 2002,
Dubnery Ren, 2004). Por lo tanto, la activacion ténica de las influencias facilitadoras
desendentes esta estrechamente relacionada con la la hiperexcitabilidad neuronal
en el SNC en modelos animales de dolor persistente, lo que contribuye
significativamente en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia en presencia de
estados de dolor cronico después de generarse una lesion en nervios periféricos
(Porreca Et al., 2002, Suzuki et al., 2004, Ren y Dubner, 2002, 2007). Se ha
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observado que la administracion i.t de 5-HT, per se, sobre la médula espinal revierte
la alodinia mecanica en ratas con ligadura de los nervios espinales (Bardin et al.,
1997; Sanchez et al., 2005). El efecto anti-alodinico de la 5-HT se ha atribuido a la
activacion de los receptores 5-HT4;5 (Mufioz-Islas et al., 2014; Avila-Rojas et al.,
2015). En contraste, los receptores 5-HT,7 se han asociado con efectos pro-
nociceptivos (Amaya-Castelanos et al., 2011; Bardin et al., 1997; Meuser et al.,
2002; Thibault et al., 2008; Nakai et al., 2010). Aunque estos datos no concuerdan
con lo reportado con (Brenchat et al., 2010; Li et al., 2014). En consecuencia,
nuestros datos sugieren que el [6]-gingerol reduce la alodinia mecanica por
activacion de los receptores espinales 5-HT1 y 5-HTs. Nosotros encontramos que
los antagonistas selectivos 5-HT1a (WAY-100635, Laporte et al., 1994), 5-HT g (SB-
224289, Gaster et al., 1998), 5-HT+p (BRL-15572, Hagan et al., 1997) y 5-HTsa (SB-
699551, Corbett et al., 2005) son capaces de revertir la alodinia mecanica inducida
por la administracion i.t. de [6]-gingerol en ratas neuropaticas. Por lo tanto, nuestros
datos sugieren que el pre-tratamiento i.t. con [6]-gingerol podria ejercer su efecto
anti-alodinico via la activacion de los receptores 5-HT1a/18/10 Y 5-HTsa, generando
una hiperpolarizacion de la membrana, evitando asi el envio de la sefal nociceptiva

y, por lo tanto, una disminucion en la sensacion dolorosa en ratas.

7.4. Posible participaciéon del canal TRPV1 en el efecto anti-alodinico inducido
por el [6]-gingerol

Por ultimo, se observo que el pre-tratamiento i.t. con los bloqueadores selectivos
del canal TRPV1, el AMG 9810 y el BCTC (Gavva et al., 2005; Kanai et al., 2007)
previenen significativamente el efecto anti-alodinico inducido por el [6]-gingerol.
Teniendo en cuenta, que el [6]-gingerol es un analogo estructural de la capsaicina
(Gauthieret al., 2013) y recientemente se demostré que es un agonista del receptor
TRPV1 (Ohbuchi et al., 2016). Esta informacion nos hace suponer que el [6]-gingerol
pudiera ejercer su efecto anti-alodinico via mecanismos muy parecidos a los
producidos por capsaicina. Estudios recientes demuestran que la administracion i.t.
de capsaicina atenua la hiperalgesia térmica en ratas neuropaticas, modelo CCI
(Zhang K, 2014). El efecto anti-alodinico dinducido por capsaicina pudiera expliarse
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via la desensibilizacion y/o internalizacién del canal TRPV1 (De Petrocellis et al.,
2001; Prescott y Julius, 2003) por los siguientes mecanismos:

1) La fosforilacién inducida mediante la participacion de algunas quinasas
incluyendo la PKA (De Petrocellis et al., 2001; Rathee et al., 2002; Vlachova et al.,
2003), la PKC (Premkumar et al.,, 2004; Varga et al., 2006) y la quinasa I
dependiente del complejo generado por calcio calmodulina (CaMKIl) (Jung et al.,
2004). Estas quinasas generan fosforilaciones que sensibilizan las respuestas del
canal TRPV1 a los diversos agonistas que lo activan.

2) El inositol 4,5 bifosfato (PIP,) fue propuesto inicialmente como un modulador

inhibitorio de la actividad de TRPV1. La activacion de receptores metabotropicos
activa a la fosfolipasa C (PLC) que usa a PIP, como sustrato y lo hidroliza

produciendo diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Esta hidrdlisis de PIP,

conduciria a la activacion de TRPV1 (Chuang et al., 2001). Se ha propuesto que la
desensibilizacidon del canal se debe principalmente al agotamiento de los niveles de
PIP, en la membrana celular (Prescott y Julius, 2003), esto genera como

consecuencia la sensibilizacion del canal TRPV1 por PIP2, por una respuesta
dependiente de la concentracion del estimulo aplicado (Lukacs et al., 2007). Sin
embargo, se necesitan realizar mas estudios que ayuden a dilusidar el posible

mecanismo por el cual el [6]-gingerol ejerce su efecto anti-alodinico via TRPV1.

Al parecer el [6]-gingerol induce anti-nocicepcion a través de la activacion de los
receptores serotoninérgicos 5-HT1a/1e/1D y 54, @si como via la activacion NO-GMPc-
canales de K" sensibles a ATP. Es probable que el [6]-gingerol pueda activar todas
estas vias por la estimulacion de un blanco en comun. Cabe sefialar que los
receptores 5-HT1a/1e/1D y 54 €StAN acoplados negativamente a la adenilato ciclasa
(proteina Gi/o) y su activacion abre y cierra canales de K* y Ca®*, respectivamente,
resultando en hiperpolarizacién y consecuentemente produce anti-nocicepcion
(Rocha-Gonzalez et al., 2009; Jeong et al., 2012). Ademas, se sabe que la
subunidad By de los receptores acoplados a una proteina Gi promueve la activacion
de la via de sefalizacion PI3K/ PI3Ky que consecuentemente, estimula la via NO-
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GMPc-Canales de K* sensibles a ATP (Cunha et al., 2009,2012). Esta via puede
causar la hiperpolarizacién de neuronas nociceptivas. Por lo tanto, es posible
especular que el [6]-gingerol pueda ejercer su efecto anti-alodinico a través de la
activacion inicial de la proteina Gi y de manera directa o indirecta promueva la
activacion via la NO-GMPc-Canales de K' sensibles a ATP. Sin embargo, es

necesario realizar mas experimentos que nos ayuden a sustentar esta hipotesis.
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1.

8. Conclusiones

La administracion intratecal de [6]-gingerol reduce de manera dosis-
dependiente la alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios

espinales L5-L6.

. La administracion intratecal de una dosis de 10ug/rata de [6]-gingerol es capaz

de reducir la alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales
L5-L6 incluso de forma superior a la gabapentina, un farmaco anti-epiléptico de
primera linea ampliamente utilizado a nivel de clinica para el tratamiento del

dolor neuropatico.

El efecto anti-alodinico del [6]-gingerol puedes estar mediado por la
participacion de la via del NO-GMPc-canales de K* sensibles a ATP, el sistema
serotoninérgico implicando la activacion de los receptores 5-HT 1a1B8 /1Dy 54 @
nivel central. Por otra parte, los datos también sugieren la posible participacion
de los canales TRPV1 para generar su efecto anti-nociceptivo. Por ultimo, se
descarta la participacion del sistema opioidérgico en el efecto anti-alodinico

inducido por el [6]-gingerol en ratas neuropaticas.
En conjunto, todas las evidencias anteriores expuestas sugieren que el [6]-

gingerol puede ser un buen candidato para el manejo y tratamiento del dolor

neuropatico.
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