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Resumen

Palabras clave: Pramipexol, antialodinico y antiperalgésico, NFkB.

En el presente proyecto se evalué el efecto antialodinico y antihiperalgésico inducido por
pramipexol (PPX) en un modelo de dolor inflamatorio en ratas, asi como el efecto
antinociceptivo de PPX en la prueba aguda de formalina. Para ello, a los animales se les
administro formalina al 1% en el dorso de la extremidad trasera derecha de las ratas con la
finalidad de generar respuestas nociceptivas a corto plazo (agudo), y generar respuestas
de largo plazo como la alodinia y la hiperalgesia mecénica secundarias. La prueba de la
formalina aguda consiste en la cuantificacion del nimero de sacudidas de la extremidad
trasera derecha durante 1 min, cada 5 min, hasta completar 60 min de evaluacion. En este
contexto, el pre-tratamiento intraperitoneal (i.p.) de dosis crecientes de PPX redujo
significativamente (1 y 3 mg/Kg) las respuestas de sacudida de la extremidad trasera
derecha en la fase Il, pero no en la fase |. Posteriormente, a estos mismos animales se les
evaluo la alodinia con el filamento de von Frey de 1 g, mientras que la hiperalgesia se evalué
con el filamento de 26 g. El pre-tratamiento con PPX (0.1, 1y 3 mg/Kg) disminuyé el nUmero
de respuestas de retiro de la extremidad trasera tanto con el flamento de von Frey de 1 g
como con el de 26 g en la pata ipsilateral y contralateral. Por otra parte, el post-tratamiento
i.p. con PPX redujo significativamente la alodinia y la hiperalgesia mecanica secundarias
inducidas por formalina. Estos datos nos indican que PPX disminuye las respuestas
nociceptivas inducidas con formalina, ademas que el pre- y post-tratamiento con PPX

previene y/o revierte el desarrollo de alodinia e hiperalgesia mecanica secundaria.

Asimismo, con la finalidad de identificar el mecanismo responsable que subyace el efecto
antinociceptivo inducido por PPX. En el presente trabajo se determind la posible interaccion
de PPX con NFkB a través de un Docking molecular, presentando una energia de unién de
(-5.1 Kcal/mol, Vina), (43.4 CHEMPLP, 35.74 GoldScore, GOLD), (-5.6 Kcal/mol, AutoDock
4.2), siendo los residuos VAL 91, GLY 117, GLY 44, GLN 119, SER 42, ALA 43, ARG 41,
ARG 35 donde se presentan dichas interacciones. Ademas, el post-tratamiento i.p con PPX
disminuy6 la expresion de NFkB-p65, en la porcion ipsilateral de la zona (L4-L6) de la
médula espinal, realizado por Western Blot. En conjunto, estos resultados sugieren que
PPX podria estar mediando los efectos antinociceptivos, antialodinicos y antihiperalgésicos

a través de su interaccién con la via de NFkB-p65.
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1. INTRODUCCION

Las respuestas de dolor, como alodinia e hiperalgesia, ante estimulos térmicos o
mecanicos son comunes después del dafio tisular o de un proceso inflamatorio. La
hiperalgesia se define como el incremento en la sensibilidad a los estimulos
dolorosos y la alodinia se define como una sensacion dolorosa provocada por los
estimulos inocuos (Woolf, 2011). El tratamiento farmacolégico disponible para la
alodinia y la hiperalgesia, generalmente, es inadecuado y reduce temporalmente los
sintomas; ademas, de producir efectos secundarios de consideracién. Por lo tanto,
es importante la busqueda de tratamientos efectivos que ayuden al manejo
terapéutico adecuado de la alodinia y la hiperalgesia, lo que ha llevado a la
exploracion de nuevas alternativas farmacoldgicas y al reposicionamiento de
farmacos ya existentes como el pramipexol (PPX).

El PPX es un agonista dopaminérgico D2/D3 que ha demostrado tener efecto anti-
inflamatorio en modelos animales de inflamacion (Sadeghi et al., 2017). Ademas, el
PPX produce actividad antialodinica y antihiperalgésica en animales con la
enfermedad de Parkinson (Romero-Sanchez et al.,2020). Sin embargo, aun no se
conocen los mecanismos que subyacen el efecto antialodinico y antihiperalgésico
inducidos por éste. En consecuencia, el presente proyecto se enfocé en dilucidar la
participacion de la via NFKB en el efecto antialodinico y antihiperalgésico inducido
por PPX en ratas administradas con formalina. Nuestros resultados sugieren que el
pre-tratamiento sistémico agudo con PPX previene el desarrollo de conductas
nociceptivas inducidas por formalina, asi como el desarrollo de alodinia e
hiperalgesia secundarias de largo plazo. Asimismo, el post-tratamiento sistémico
con PPX demostro revertir la alodinia y la hiperalgesia mecanica secundaria de largo
plazo. Posteriormente, exploramos la participacion de la via NFkB en el efecto
antialodinico y antihiperalgésico inducido por PPX. Nuestros hallazgos aportan
informacion sobre las interacciones de NFKB-p65 con PPX por acoplamiento
molecular. Asimismo, se observo que PPX, pero no el vehiculo, es capaz de reducir
la expresion de NFKB-p65 en ratas administradas con formalina al 1%, sugiriendo
gue el efecto antialodinico y antihiperalgésico inducidos por PPX son mediados, al

menos en parte, a través de su interaccion con NFKB-p65.
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2. MARCOTEORICO

2.1. Definiciéon del dolor

El dolor es definido por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP,
por sus siglas en inglés), como una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada con una lesion histica real o potencial, que se describe en términos de
dicho dafio (Raja et al., 2020). El dolor no solo involucra el proceso fisiolégico como
lo es la participacion de los receptores especificos llamados nociceptores, sino
también, involucra una serie de componentes afectivos y emocionales los cuales,
en conjunto, crean la experiencia del dolor. Lo que hace al dolor una experiencia
compleja y Unica para cada individuo (Garcia-Andreu & Garcia-Andreu, 2017). El
dolor es un proceso importante para la supervivencia del individuo, ya que

constituye un sistema de alarma ante dafios potenciales para el organismo.

2.2. Incidencia

El dolor es un problema frecuente en la sociedad, estudios recientes sugieren que
aproximadamente 20% de los adultos sufren dolor en todo el mundo (Goldberg &
McGee, 2011), tan solo el dolor cronico afecta alrededor del 25 al 29% de la
poblaciéon en general a nivel mundial, y cada afio cerca de un 10% son

diagnosticados con dolor crénico (Covarrubias et al., 2010)

Se estima que individuos con dolor crénico de moderado a severo, suelen perder
en promedio 8 dias de trabajo cada 6 meses, y 22% pierden al menos 10 dias
laborables, lo que involucra serias pérdidas en la productividad laboral y econdmica
(Dieleman et al., 2008).

En Estados Unidos de Norte América, el Informe Anual de Costos del 2010 reportoé
que el costo anual de la atencidon del dolor es de 560-635 mil millones de dolares,
mucho mayor que el costo anual de enfermedades del corazon (309 millones de
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dolares), cancer (243 millones de ddlares) y diabetes (188 millones de doélares). En
el caso de México, los costos de la atencidon médica por dolor corresponden al 3%
del producto interno bruto, lo cual es mayor que el costo por enfermedades

cardiovasculares y cancer juntas (Covarrubias-Gémez et al., 2010).

2.3. Proceso de nocicepcion

El dolor es una experiencia compleja que involucra una serie de factores como la
transduccion de estimulos ambientales, el procesamiento cognitivo, y el
componente emocional, los cuales son resultado de multiples mecanismos del SNC
y SNP (Julius & Basbaum, 2020). La funcién del sistema de nocicepcion es proteger
al organismo de dafios potenciales del medio ambiente con la finalidad de detectar,
localizar e identificar estimulos nocivos que amenacen la integridad del tejido
(Zegarra, 2005).

La nocicepcién involucra una serie de procesos neuronales fundamentales en el
procesamiento del dolor, como lo es la transduccién; siendo el proceso mediante
el cual un estimulo doloroso se convierte en una sefial eléctrica a través de las fibras
aferentes primarias, para ello se requiere de la activacibn de nociceptores
especificos localizados en los tejidos, y generando potenciales de accién
(Rodriguez & Granados, 2020). Los nociceptores son neuronas que se activan
frente a estimulos nocivos, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos a lo
largo del organismo. La transmision es un proceso donde se lleva a cabo la
propagacion de las sefiales eléctricas a través de las vias nociceptivas involucradas
en el procesamiento del dolor, que van desde la periferia hasta la corteza
somatosensorial. La modulacion es el proceso por el cual se alteran las sefales
dolorosas, inhibiendo o amplificando el estimulo nocivo, y puede ocurrir en distintos
niveles como lo es el ganglio de la raiz dorsal (GRD) y la médula espinal.
Finalmente, la percepcidon que es la decodificacion de las sefales eléctricas, y se
presenta cuando la informacion nociceptiva se integra con factores cognitivos y

emocionales creando asi la experiencia del dolor (Rodriguez & Granados, 2020).
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2.4. Sistema nociceptivo

Después de que se presenta un estimulo nocivo este es detectado por medio de los
nociceptores, los cuales presentan umbrales o sensibilidad caracteristica que los
distingue de otras fibras aferentes primarias sensoriales.

De manera general, los nociceptores son clasificados en tres grupos funcionales

segun sus caracteristicas anatémicas y funcionales (Julius & Basbaum, 2020).

Fibras Aa y AB: Son fibras no nociceptivas con cuerpos celulares de diametro
grande, de conduccion rapida las cuales detectan estimulos inocuos, por lo cual

estas no participan en la generacion del dolor.

Fibras Ad: son fibras ligeramente mielinizadas, con un diametro de 1.5 ym, con
velocidad de conduccion rapida de aproximadamente 4-30 m/s, las cuales conducen

sefales de corta latencia que generan respuestas rapidas.

Fibras C: son fibras amielinicas de diametro pequefio de 0.3-1.5 um, su velocidad
de conduccién es lenta de aproximadamente 0.4 a 2 m/s, las fibras C son capaces
de transmitir estimulos nociceptivos térmicos, mecanicos y quimicos (nociceptores
polimodales), que transmiten sensaciones de dolor de tipo quemante y de

persistencia mas larga (Romera et al., 2000).

2.5. Clasificacion del dolor

El dolor puede ser clasificado de distintas maneras, de acuerdo a su duracion,

intensidad, o por su origen (Puebla, 2005).

Segun su duracion, el dolor puede dividirse en dolor agudo el cual se encuentra
limitado en su persistencia a través del tiempo, este tipo de dolor suele persistir
durante el proceso de recuperacién del tejido; dolor crénico es aquel que tiene una

duracion ilimitada y suele llamarse cronico cuando persiste durante mas de tres
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meses, este tipo de dolor tiene una duracién que va més alla de la reparacion tisular.
Generalmente, el dolor cronico suele ser secundario a cambios fisiopatologicos que
se producen en el sistema nociceptivo, a diferencia del dolor agudo que suele ser
un sintoma de una enfermedad, el dolor cronico constituye una enfermedad en si
(Velasco, 2014). Aunado a esto los pacientes con dolor cronico, frecuentemente
suelen padecer otras comorbilidades como lo son alteraciones del suefio y ansiedad
(Romera et al., 2000).

Por su localizacion, el dolor puede ser descrito como dolor somatico; el cual se
produce por la excitacion anormal de los nociceptores superficiales o profundos; y
dolor visceral originado por el dafio o lesién de los 6rganos internos (Zegarra,
2007).

Por su intensidad: Puede ser descrito como, leve, moderado y severo, para ello se
han creado diversas escalas para medir el dolor, permitiendo su cuantificacién de
manera cualitativa (Puebla, 2005).

A pesar de las clasificaciones existentes, Woolf en 2010 clasificé el dolor de acuerdo
con su origen neurofisiolégico, descrito de la siguiente manera; nociceptivo,

inflamatorio, neuropatico y disfuncional (Figura 1).

Dolor

I
I \ \

Nociceptivo il Inflamatorio il Neuropatico il Disfuncional

Proteccion Patologico

Figura 1. Clasificacion del dolor segin Woolf, 2010. El dolor fisiolégico protector puede dividirse en

nociceptivo e inflamatorio. Sin embargo, el dolor patolégico puede ser neuropético o disfuncional.
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2.6. Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo se presenta a partir de un estimulo ya sea de tipo térmico,
quimico o mecanico. El dolor nociceptivo evita el dafio en el tejido a causa de un
estimulo nocivo del medio ambiente (Woolf, 2010). Los mecanismos moleculares
incluyen la participacion de las neuronas sensoriales primarias que detectan los
estimulos, en un proceso denominado nocicepcion. Este sistema finalmente lleva a
cabo la transmision de la informacion desde la periferia hasta llegar a centros supra

espinales en donde se lleva a cabo la modulacion del dolor (Figura 2) (Gao & Ji,
2010).

'\< Téalamo

Estimulo

Figura 2. Dolor nociceptivo. El dolor nociceptivo se puede presentar por estimulos térmicos,
guimicos o mecanicos los cuales, al activar sus receptores especificos producen potenciales de
accion transmitiendo la sefial a través de las fibras aferentes primarias hasta la asta dorsal de la
médula espinal, activando neuronas de segundo orden que hacen conexién con centros supra

espinales en donde se lleva a cabo la modulacién y percepcion del dolor. GRD: Ganglio de la raiz
dorsal. Imagen realizada en BioRender.
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2.7. Dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio es de tipo adaptativo y confiere proteccion, éste se presenta
por la activacion del sistema inmune en respuesta a un dafio en el tejido o a un
proceso infeccioso. El dolor inflamatorio se caracteriza por presentar un aumento
en la sensibilidad sensorial asi como de promover la recuperacion del area
lesionada mediante la generacion de hipersensibilidad al dolor en la zona lesionada,
lo que reduce el riesgo adicional de dafio (Woolf, 2010). Después de presentarse
algun dafio en el tejido se lleva a cabo el reclutamiento de células del sistema
inmunoldégico como macrofagos y células cebadas que liberan moléculas como
leucotrienos, bradicininas, serotonina, histamina, acetil colina, tromboxanos,
sustancia P en el sitio de la lesion. Estas moléculas son importantes para el
desarrollo del dolor, por ejemplo las prostaglandinas son mediadores locales o
cofactores que aumentan la sensibilidad de las terminaciones nerviosas (Garcia
Fajardo et al., 2001). Dichas sustancias al interactuar con sus receptores
especificos generan potenciales de accion los cuales se transmiten a través de las
fibras aferentes primarias, pasando por GRD, médula espinal, hasta llegar a centros
supra espinales a través de las fibras aferentes secundarias, generando asi

respuestas caracteristicas del dolor inflamatorio (Figura 3) (Romera et al., 2000).
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Figura 3. Dolor inflamatorio. Después de que se produce una lesion se liberan mediadores de la
inflamacion, a partir de células del sistema inmunolégico, los cuales se unen a sus receptores
especificos generando potenciales de accién, propagdndose a través de las fibras aferentes
primarias y secundarias, hasta llegar a centros supra espinales donde es percibido el dolor. GRD:

Ganglio de la raiz dorsal. Imagen realizada en BioRender.

2.8. Dolor disfuncional

El dolor disfuncional es aquel que surge como consecuencia del funcionamiento
anormal del sistema nervioso. El dolor disfuncional puede presentarse en
condiciones en donde no hay dafo en el SNC, SNP, o un proceso inflamatorio
(Costigan & Woolf, 2000). Este tipo de dolor suele generar un aumento en la
sensibilidad del sistema sensorial teniendo mayor percepcion de dolor, a pesar de
no presentarse algun estimulo causal de dolor, los pacientes suelen referir dolor
espontaneo e hipersensibilidad (Figura 4). Las afecciones que provocan dolor
disfuncional incluyen fibromialgia, sindrome de intestino irritable, cefalea de tipo
tensional, cistitis intersticial entre otros sindromes en los que existe dolor sustancial
desagradable (Woolf, 2010).
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2.9. Dolor neuropatico

El dolor neuropatico es una afeccion crénica que surge como consecuencia de una
lesion o disfuncion del sistema nervioso somatosensorial (Figura 4), el cual puede
generar alteraciones cognitivas y emocionales, debido a que los pacientes suelen
presentar otras comorbilidades como son depresion, ansiedad y trastornos del

suefo (Velasco, 2014).

El dolor neuropatico puede tener diversas causas, entre ellas: 1) Dafio directo en el
sistema nervioso central como lo es la esclerosis multiple, la enfermedad de
Parkinson (EP), lesion en la médula espinal, entre otras, 2) Daflo en el sistema
nervioso periférico a causa de un traumatismo o accidente que origine una lesién
periférica 0 después de un procedimiento quirdrgico, 3) A causa de alguna
enfermedad metabdlica, como la Diabetes Mellitus, 4) A causa de alguna patologia
viral por ejemplo varicela, herpes, virus de inmunodeficiencia humana (VIH), o por

alguna neurotoxina como el alcohol, la quimioterapia (Velasco, 2014).

El dolor neuropéatico se caracteriza por presentar areas consistentes y
circunstancias de maximo dolor asociado con signos sensitivos positivos o
negativos y/o sintomas espontaneos caracteristicos del dolor neuropatico como
dolor quemante, lacinizante dolor espontaneo los cuales suelen presentar bajo

umbral al dolor (Gémez-Barrios & Tortorici, 2009).

Los sintomas negativos indican un deficit sensorial y los positivos indican respuestas

neurosensoriales anormales.

e Sintomas positivos: Surgen como la respuesta a fenomenos neuroplasticos
gue ocurren al danarse las fibras aferentes, los cuales pueden ser
espontaneos o evocados. Espontaneos como lo es el dolor persistente,
guemante, intermitente o lacinante. Las disestesias que son sensaciones
anormales desagradables y parestesias que son sensaciones anormales no
desagradables como la sensacion de hormigueo. Dentro de los sintomas
evocados se encuentra la alodinia y la hiperalgesia que son signos

sensoriales (Velasco, 2014).
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e Sintomas negativos: estos son el primer indicio de dafio en el sistema
somatosensorial, que se manifiestan con pérdida de la sensibilida, los cuales
pueden variar dependiendo a que nivel fue generado dicho dafio, que puede
ser en la transduccion, la transmision o la conduccion sensorial de una fibra
dafiada (Velasco, 2014).

Frecuentemente el dolor neuropatico se encuentra asociado con signos sensoriales

como la alodinia y la hiperalgesia (Colloca et al., 2017).

2.10. Alodinia e hiperalgesia

La alodinia y la hiperalgesia suelen presentarse en varios tipos de dolor como en el

inflamatorio, neuropatico y disfuncional (Beiske et al., 2009).

La alodinia es cuando se presenta una respuesta dolorosa frente a estimulos que
habitualmente no se percibian como nocivos y la hiperalgesia es una respuesta
incrementada frente a un estimulo normalmente doloroso, y éstas pueden
presentarse como primarias cuando se dan cerca del area lesionada y secundarias

cuando se encuentran en un sitio distinto al tejido lesionado (Woolf, 2010).

2.11. Alodinia e hiperalgesia secundaria

Las areas de hipersensibilidad producidas por una lesidbn se caracterizan por
presentar un aumento en la sensibilidad de las neuronas del SNC y SNP, en donde
la hipersensibilidad generada en las fibras aferentes primarias produce
sensibilizacion periférica generando alodinia e hiperalgesia primaria que se
presenta en el sitio de la lesién y el aumento en la hipersensibilidad neuronal del
SNC produce alodinia e hiperalgesia secundaria, en areas adyacentes o remotas al
sitio de la lesién a causa de la sensibilizacion central, favoreciendo el desarrollo y/o

el mantenimiento de alodinia e hiperalgesia secundarias (Ji & Woolf, 2001).
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Se ha sugerido que la hiperalgesia secundaria es la consecuencia de un
procesamiento de dolor alterado mediado por el SNC como resultado de la actividad
incrementada procedente del sitio del dafio. Se han identificado diferentes procesos
en la generacion y el mantenimiento de los estados hiperalgésicos: 1) la activacion
y sensibilizacion de los nociceptores periféricos también llamada sensibilizacién
periférica; 2) la amplificacion de la sefial nociceptiva a nivel central, conocida como
sensibilizacion central; 3) la activacion de los receptores sensoriales de bajo umbral
de las é&reas periféricas no dafladas que pueden dar origen a los reflejos de raiz
dorsal y provocar sensaciones dolorosas y estados de hiperalgesia secundaria y; 4)
la modulacion descendente facilitadora mediada por la médula rostral ventromedial
(RVM) (Godinez-Chaparro et al., 2011).

Dolor
espontaneo
Bajo umbral
al dolor
Alodini Sin dafio en sistema
\ oainia. € nervioso central o
hiperalgesia periférico

\:f/\\

Figura 4. Dolor neuropético y dolor disfuncional. El dolor neuropatico se produce por la lesién en el
SNC o SNP. El dolor disfuncional se presenta en condiciones en donde no existe algun dafio en SNC
0 SNP. Tanto el dolor neuropético como disfuncional se caracterizan por presentar dolor de tipo

espontaneo de bajo umbral al dolor y alodinia e hiperalgesia. Imagen realizada en BioRender.
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2.12. Tratamiento farmacolégico para el dolor

Es importante una adecuada valoracion en cada paciente de la sintomatologia que

acompafan las sensaciones dolorosas como la alodinia y la hiperalgesia, esto con

la finalidad de determinar las causas del dolor y por consiguiente poder brindar un

esquema farmacoldgico adecuado. Por lo tanto, es imperativo contar con

tratamientos efectivos que ayuden a mejorar la calidad de vida del paciente.

De manera general el tratamiento y los esquemas para el dolor pueden dividirse en:

Analgésicos no esteroideos: Algunos de los farmacos mas empleados para tratar el

dolor moderado a leve son:

Anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), en donde se encuentra el &cido
acetilsalicilico, que suelen emplearse con mayor frecuencia, el mecanismo
principal de los AINES es a través de la inhibicion de las enzimas
ciclooxigenasas, las cuales son enzimas importantes para que el acido
araquiddnico sea transformado en prostaglandinas (PG) (Garcia-Andreu &
Garcia-Andreu, 2017). Estos farmacos suelen emplearse para el dolor
nociceptivo y el dolor inflamatorio.

Analgésicos opioides: De manera general los analgésicos opioides suelen
ser complementados con AINES cuando no se obtiene suficiente alivio con
estos solos, su mecanismo suele ser mediante la interaccidn con receptores
enddgenos, principalmente mu, kappa y delta, los cuales se encuentran
acoplados a proteinas Gi, disminuyendo asi la produccion de adenosin mono
fosfato ciclico (AMPc); ademas promueven la apertura de canales de potasio

y cierre de canales de sodio (Garcia-Andreu, 2017).
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Antidepresivos triciclicos,

Inhibidores selectivos de la
recaptacion de 5-HT y NA

Los analgésicos Parches de lidocaina

opioides

Gabapentinoides y capsaicina

Figura 5. Farmacos empleados en el tratamiento de alodinia e hiperalgesia.

2.13. Tratamiento farmacoldgico para la alodinia y la hiperalgesia

Actualmente, suelen emplearse diferentes lineas de tratamiento para el manejo de
la alodinia y la hiperalgesia, en la primera linea se encuentran los antidepresivos
triciclicos (TCAs) como la desipramina y los inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina y norepinefrina (SSNRIs) como duloxetina y venfalaxina. Asimismo,
suelen emplearse anticonvulsivos como la pregabalina y la gabapentina, los cuales
se unen a subunidades de los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Finnerup
et al., 2015). Dentro de la segunda linea de tratamiento se utilizan los analgésicos
opioides débiles como el tramadol, y los opioides fuertes como codeina, morfina,
oxicodona, fentanilo, metadona, y estos suelen emplearse solos 0 en combinacién
con algun farmaco de la primera linea de tratamiento. Es importante que durante el
uso de alguno de estos tratamientos se lleve a cabo un monitoreo adecuado del
paciente con la finalidad de evitar la dependencia y el desarrollo de efectos adversos
(Dworkin et al., 2007). En la tercera linea suelen emplearse antidepresivos
selectivos de la recaptura de serotonina (SSRIs) como citalopram y paroxetina.
También suelen utilizarse la metilexina, antagonista de receptores NMDA; parches
de lidocaina (Figura 5), los cuales actuan por medio de los canales de sodio
dependientes de voltaje; y la capsaicina topica que se emplea generalmente al 8%,
la cual actla a través de los canales vainilloide de potencial transitorio miembro 1
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(TRPV1) (Colloca et al., 2017).

Para poder brindar un tratamiento farmacologico que de mejores resultados para el
paciente es importante llevar a cabo una evaluacion adecuada y completa
considerando la sintomatologia, causas, monitoreo constante de la respuesta a los
tratamientos, comorbilidades, y basado en estas caracteristicas establecer un plan
de tratamiento personalizado. Asimismo, en el uso de tratamientos para el dolor es
importante el manejo adecuado de las dosis empleadas en estos pacientes, esto
con la finalidad de tener efectos farmacoldgicos favorables y evitar reacciones

adversas (Tena Blanco, 2014).

Sin embargo, a pesar de los tratamientos y alternativas farmacologicas existentes
en la actualidad aun no se cuenta con un tratamiento adecuado. En consecuencia,
se tienen grandes retos para el tratamiento efectivo de la alodinia y la hiperalgesia,
debido a que el dafio en el sistema somatosensorial puede ser causado por una
variedad de desérdenes, como la enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple,
la diabetes mellitus (Jensen et al., 2011), entre otros. Lo que ha llevado a la
basqueda de moléculas ya sea de origen natural o sintético que coadyuven al alivio

de los sintomas caracteristicos del dolor.

2.14. Dopamina

La dopamina (DA) es un neurotransmisor catecolaminérgico del SNC, que se
sintetiza en las neuronas dopaminérgicas y participa en la regulacion de diversas
funciones como la conducta motora, la memoria, la afectividad y la sensacion de
recompensa, asi como en la comunicacion neuroendocrina. La dopamina se
sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina, y se han identificado cinco tipos de
receptores dopaminérgicos, todos estos acoplados a proteinas G y divididos en dos
familias de receptores; D1 (subtipos D1y Ds) que estimulan la sintesis de AMPc, que
es un segundo mensajero intracelular; y D2 (D2, D3 y D4) que inhiben la sintesis del

AMPc, activan canales de K*y reducen la entrada de calcio a través de los canales
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dependientes de voltaje. Estos receptores se encuentran distribuidos ampliamente
a través del SNC (Bahena et al, 2000).

Dopamina

HO

NH
HO 2

Figura 6. Molécula de dopamina.

La dopamina (Figura 6) tiene un papel importante en la regulacion de varios

sistemas, asi como sobre los efectos inmunomoduladores de las células inmunes

periféricas, como lo es la modulacion de la fagocitosis, la quimiotaxis y la produccion

de especies reactivas del oxigeno y las citocinas en leucocitos como granulocitos,

macrofagos, células dendriticas, células naturales killer (NK), y linfocitos T (Wenisch
et al, 1996; Arreola et al, 2016).

2.15. Vias dopaminérgicas

Dentro del SNC, el sistema dopaminérgico mesencefalico se subdivide en cuatro

areas, y cada una de ellas posee funciones altamente especificas, estas se dividen

en:

Nigroestriado: se origina en la zona compacta de la sustancia negra y
extiende sus fibras al estriado dorsal (nacleo caudado y putamen); el sistema
nigroestrial desempefia un papel esencial en el control de los movimientos
motores voluntarios (Arriaga et al., 2007).

Mesolimbico: Sus vias van del area tegmental ventral (ATV) y se proyectan
al nucleo accumbens y la amigdala.

Mesocortical: Esta via también se origina en el ATV y se proyecta hacia la
corteza cerebral, los sistemas dopaminérgicos mesocorticales vy
mesolimbicos estan involucrados en las emociones basadas en el medio

ambiente, incluyendo la motivacion y el desanimo (Arriaga et al., 2007).
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2.16. La dopaminay la cascada inflamatoria

La dopamina tiene un papel importante en la regulacion de varios sistemas, asi
como sobre los efectos inmunomoduladores de las células inmunes periféricas,
como lo es la modulacion de la fagocitosis, la quimiotaxis y la produccion de
especies reactivas del oxigeno, y citocinas en leucocitos como granulocitos,
macrofagos, células dendriticas, células natural killer (NK), y linfocitos T (Wenisch
et al, 1996; Arreola et al, 2016).

Asi mismo, se ha determinado la participacion de las células gliales en la respuesta
inflamatoria en defensa del SNC. La microglia se activa facilmente frente a
estimuladores inmunolégicos como la endotoxina bacteriana lipopolisacéarido (LPS),
secretando varios factores inflamatorios que incluyen citocinas proinflamatorias que
pueden inducir el desarrollo de dafio neuronal en diversas condiciones

neuropatolégicas como lo es la Enfermedad de Parkinson (Yoshioka et al., 2020).

Dentro de estos hallazgos se ha visualizado la importancia funcional de la DA sobre
el sistema inmunitario, lo que apoya la teoria de la presencia de sus receptores en
las células inmunitarias, por lo que se puede correlacionar su participacion en la
inflamacion (Sadeghi et al., 2017). Estudios recientemente indican que la dopamina
es capaz de atenuar la expresion de citocinas inducidas por LPS al inhibir la
translocacion nuclear de Kappa B (NF-KB) p65, a través de la formacion de

dopamina quinona en células gliales (Yoshioka et al., 2020).

La presencia de material extrafio o de una lesion tisular induce la activacion de
diversos mecanismos de la respuesta inmunoldgica con la finalidad de proteger al
organismo de un dafio. Entre estos procesos se estimula la activacion de los
macrofagos, los cuales desencadenan una respuesta de reclutamiento de
neutrofilos, basofilos y eosindfilos, los que ejercen efectos amplificadores,
provocando la activacion y la liberacion de mediadores quimicos como:
leucotrienos, bradicininas, serotonina, histamina, iones potasio, interleucina, TNF-

a, acetilcolina, tromboxanos, sustancia P y factor activante de plaquetas. Los cuales,
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también son importantes en el desarrollo y el mantenimiento del dolor (Guerrero et
al, 2006).

En la médula espinal, los nociceptores liberan mensajes a través de la liberacién de
neurotransmisores del dolor como el glutamato, la sustancia P y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (PRGC). Algunos mediadores quimicos
producen activacion de nociceptores por medio de potenciales de accion y otros los
sensibilizan, por ello la importancia de conocer los mediadores implicados y su
participacion en la cascada inflamatoria (Latremoliere & Woolf, 2009).

En la actualidad se conocen una serie de mediadores que participan en la

sefalizacion de la cascada inflamatoria, entre ellos uno de los mas importantes es

el factor nuclear Kappa B (NFKB).

2.17. Via del NFkB
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Figura 7. Via de sefializacion de la familia del factor nuclear kappa B (NFkB). NFKB es un
heterodimero (p50/p65), el cual, es secuestrado en el citoplasma por proteinas inhibitorias de NFkB
(IkBs). La estimulacion de la cascada activa la sefializacién de las proteinas cinasas (IKK). La
fosforilacion de NFkB (IkB-a), una proteina inhibitoria, por IKK es una sefial para que IkB-a pueda
ser ubiquitinizado y degradado por la proteasoma. Una vez que NFkB se encuentra libre puede
translocarse al nucleo, en donde las subunidades de NFkB (p50/p65) pueden unirse a sus genes
dianay activar la transcripcion de una variedad de genes que codifican para diversas sustancian que
regulan la proliferacién y la supervivencia de las células, responsables de la de respuesta inflamatoria

y la respuesta del sistema inmune. Imagen realizada en BioRender.

La familia del factor nuclear kB (NFkB) es un complejo proteico importante en el
control de la inmunidad innata y adaptativa. Las proteinas de NFkB se encuentran
presentes en el citoplasma y estdn asociadas a proteinas inhibitorias que se
conocen como inhibidores NFkB (IkB) (Kumar et al., 2004). Después de la activacion
del factor por medio de inductores, las proteinas IkB se fosforila, ubiquitiza v,
posteriormente, son degradas por el proteosoma (Figura 7). La degradacion de IkB
permite que las proteinas NFkB se transloquen al nlcleo y se unan a sus sitios de
unién de ADN para regular la transcripcién de un gran numero de genes, incluidos
péptidos antimicrobianos, citocinas, quimiocinas, proteinas de respuesta al estrés 'y
proteinas anti-apoptoticas (Li & Verma, 2002). La actividad de este factor es
importante para la supervivencia y el desarrollo de la respuesta inmune normal,
también, la actividad constitutiva de este complejo se ha asociado con
enfermedades inflamatorias.

Las proteinas de NFkB se pueden dividir en diferentes miembros de esta familia que
incluye RelA (p65), NFKB1 (p50;p105), NFB2 (p52; p100), c-Rel, y RelB (Kumar et
al., 2004).

Estas proteinas estan formadas por una regién N-Terminal de 300 aminoacidos
estructuralmente conservada, que contiene dos dominios de dimerizacién,
localizacion nuclear y unién al ADN. Las proteinas C-Rel, RelB y RelA tienen un

dominio de transactivacion no homélogo carboxi terminal, lo que activa la
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transcripcion de sitios de union a NFKB en genes diana, mientras que las Rel, tales
como el homodimero p50 carecen de este; sin embargo, presentan sitios de
consenso de NFkB en el ADN, por lo que funcionan como represores de la

transcripcion (Li & Verma, 2002)

La principal forma activa de NFkB es un heterodimero de la subunidad p65 asociada
con la subunidad p50 o p52. Siendo p65 y p50 quienes se expresan ampliamente

en varios tipos celulares.

Asimismo, el NFkB regula una serie de funciones, entre las cuales se encuentra su
participacion en la transmision de informacién sinaptica al nacleo, y que influye en
un gran nimero de genes importantes para la accion SNC, como aquellos que
codifican para neuropéptidos, proteina precursora B-amieloide, INOS, COX-2,
Complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase |, citocinas proinflamatorias

como IL-6, IL-13, TNF-a y quimiocinas (Kumar et al., 2004).

2.17.1. Citocinas

Las citocinas son una familia de péptidos producidos en fluidos corporales y por
tejidos durante la inflamacion. Estas moléculas regulan la funcion y la comunicacion
intracelular, estas pueden inducir la diferenciacién celular, la quimiotaxis y la
secrecion de inmunoglobulinas (Matek et al., 2007). Ademas, las citocinas tienen la
capacidad de activar a las fibras sensoriales primarias de tipo C y Aé. En la sintesis
de estas pueden intervenir tres vias, la via plasmatica, la tisular y la plasma/tejido
independiente. En donde en la Ultima se observa en mastocitos y basdfilos (Garcia
Fajardo et al., 2001). Las citocinas puedes dividirse como proinflamatorias y anti-

inflamatorias, entre las que tenemos:

e |L-1: es una citocina de accion proinflamatoria, que se sintetiza generalmente
en las células mononucleares y macrofagos, la cual actiia como pirégeno y

media la activacion de células T-helper (Barros de Oliveira et al., 2011).
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IL-2: Citocina proinflamatoria que se sintetiza en los linfocitos T
colaboradores y es activada por la cascada inflamatoria, dicha activacion
produce la liberacion de factores de crecimiento y estimula la sintesis de
interferon, liberacion de IL-1, TNF-a y B (Barros de Oliveira et al., 2011).

IL-4: Es una citocina anti-inflamatoria, producida por los linfocitos T,
mastocitos y basofilos, ayuda a la diferenciacion celular de los linfocitos B, la

cual ayuda a disminuir la sintesis de citocinas (Barros de Oliveira et al., 2011).

IL-6: es una citocina que puede ser de tipo proinflamatoria y anti-inflamatoria,
producida por los monocitos, macrofagos, células endoteliales y fibroblasto,
desencadena la produccion de IL-1, esta interleucina actiia como pirdégeno,
activa la sintesis de inmunoglobulinas, asi como la activacion de proteinas

de fase aguda (Barros de Oliveira et al., 2011).

IL-8: Esta es una citocina proinflamatoria, producida por mastocitos,
macréfagos, células endoteliales y fibroblastos, este es un activador

qguimiotactico y activador de neutréfilos (Garcia Fajardo et al., 2001).

TNF-a: Este factor es una citocina proinflamatoria, no glicosilada, producida
principalmente por monocitos, macréfagos, y linfocitos T, se encuentra en el
peritoneo, tejido esplénico, neuronas y células gliales, desempefiando
funciones importantes tanto en la hiperalgesia inflamatoria como en la

neuropatica (Barros de Oliveira et al., 2011).

Las principales citocinas que actuan en la respuesta inflamatoria son: IL-1, TNF-q,

IL-8, IL-6 e interferones. En diferentes estudios se ha descrito, el ambiente quimico

post trauma lleva a la migracion de leucocitos asociados a la inflamacion y es

responsable de la segregacién de mediadores quimicos que generan dolor. Sin

embargo, estudios sugieren que la respuesta inflamatoria en la generacion de dolor

no se encuentra limitada solo por la migraciéon de leucocitos. Por lo que se cree que
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la participacion de las citocinas proinflamatorias influye en el proceso noxico, y
pueden originarse en células inmunoldgicas, neuronales y gliales, tanto en SNC
como en SNP, lo cual puede desencadenar efectos a corto y largo plazo. Los efectos
a corto y largo plazo se pueden presentar por medio de una eventual hiper
excitabilidad cronica, alteraciones en la expresion de nociceptores, procesamiento
anormal de sefales noxicas y exacerbacion de los procesos del dolor, tales efectos
causados directamente por las citocinas o mediados por estas (Barros de Oliveira
et al., 2011).

3. ANTECEDENTES

La dopamina desempefia un papel importante en la memoria, el movimiento y la
sensacion de recompensa. También, se ha demostrado que la dopamina juega un
papel fundamental en el procesamiento del dolor y la analgesia. Niveles bajos de
dopamina contribuyen probablemente a los sintomas dolorosos presentados por
pacientes con la enfermedad de Parkinson (Peng et al., 2006). Asimismo, la
neurotransmision dopaminérgica anormal, y juega un papel importante en
condiciones dolorosas como fibromialgia y neuropatia diabética (Ferrarini et al.,
2022).

Estudios recientes han demostrado la importancia funcional de la dopamina sobre
el sistema inmunoldgico, lo que apoya la presencia de receptores DOPAmMinérgicos
en las células del sistema inmune, sugiriendo su participacion en la inflamacion
(Sadeghi et al., 2017). Ademés, estudios recientes indican que la dopamina quinona
es capaz de atenuar la expresion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6)
inducidas por la endotoxina bacteriana lipopolisacarido (LPS), al inhibir la
translocacion de NFkB p65 en cultivo de células microgliales BV-2 de raton
(Yoshioka et al., 2020). Estos datos sugieren la participacion de la dopamina en la
modulacién del dolor, y la posible participacion de agonistas de la dopamina en la

modulacién del dolor.
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3.1. Pramipexol

La participacion de la DA en distintas patologias ha resultado de gran interés en el
campo de las neurociencias. Por lo cual, se han estudiado diversos farmacos
agonistas de la DA, como el PPX, un farmaco no ergadlico, agonista dopaminérgico
de los receptores D2/D3, con mayor selectividad a los receptores D3, que es
empleado como tratamiento de varios sintomas de la enfermedad de Parkinson

como el temblor, rigidez y bradicinesia (Sadeghi et al., 2017).
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Figura 8. Estructura quimica de pramipexol
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El PPX (Figura 8) fue aprobado por la FDA en 1997 y en 2006 se recomendd su uso
para el tratamiento del sindrome de piernas inquietas (SPI). Estudios recientes
demuestran que el PPX tiene efectos neuro protectores sobre la degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas (Edwards et al., 2022).

3.2. Pramipexol y su participacion en la nocicepcion

Estudios realizados por Sadeghi y colaboradores (2017) demuestran propiedades
anti-inflamatorias de PPX, un agonista dopaminérgico D2/D3, empleado en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. El pretratamiento con PPX (0.1y 1
mg/Kg) reduce la inflamacion inducida por el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA), carragenina y formalina (Sadeghi et al., 2017). Cabe sefialar, que el efecto
anti-inflamatorio inducido por PPX es superior al mostrado por indometacina (10
mg/Kg) en estos mismos modelos animales de inflamacion (Sadeghi et al., 2017).
Asimismo, estudios realizados por Romero-Sanchez y colaboradores (2019) indican
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que la administracion sistémica de PPX revierte la alodinia y la hiperalgesia inducida
por la lesion unilateral de la Sustancia Negra de la pars compacta (SNpc) en ratas
(modelo animal de la enfermedad de Parkinson). En conjunto, estas evidencias

sugieren que el PPX podria resultar util para el alivio de la alodinia y la hiperalgesia.

Ademas, se ha demostrado que PPX reduce la produccion de citocinas
proinflamatorias como, IL-1p3, IL-6, y TNF-a (Rocha et al., 2018). Los hallazgos antes
descritos sugieren que el PPX podria resultar efectivo para mitigar procesos
antinociceptivos y antinflamatorios. Sin embargo, adn no se conocen los

mecanismos de accion responsables de inducir estos efectos.

Recientemente, se ha sugerido que el efecto anti-inflamatorio de PPX podria ser
mediado a través de los componentes de la cascada inflamatoria de NFkB, ya que
se ha visto que en enfermedades generadas por un dafio en el SNC o SNP, se
presenta un aumento en los niveles de citocinas proinflamatorias. Un ejemplo de lo
anterior es, la adicion de PPX (200 ng/mL) en muestras de pacientes con la
enfermedad de Parkinson, donde disminuyen los niveles de citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-1p, IL-6 (Rocha et al., 2018). En esta misma linea,
se ha demostrado que la inhibicidn transgénica de NFkB es capaz de atenuar el
dolor y la respuesta inflamatoria después de una lesién por constriccion cronica
(CCI) del nervio ciatico (Fu et al.,, 2010). Aunado a lo anterior, Sakaue y
colaboradores (2001) reportan que la activacién de NFkB esta implicada en el inicio
y el desarrollo del dolor neuropatico y demostraron que una sola inyeccion
endoneurial de un sefuelo que bloquea a NFkB en el sitio de lesidn nerviosa reduce
tanto la activacion de NFkB como la expresién de NTF-qa, IL-1B, IL-6, IFN-y, INOS
en el ganglio de la raiz dorsal lesionado. Ademas, Sakaue y colaboradores (2001)
demostraron, que la administracion de un sefiuelo de NFkB alivia la hiperalgesia
térmica por al menos dos semanas posteriores a su administracion (Sakaue et al.,
2001). En conjunto, estos datos sugieren que los efectos antinociceptivos inducidos
por PPX podria ser mediados a través de la via NFkB. Sin embargo, hasta el

momento, no existe evidencia contundente que sustente esta hipétesis.
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4. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor es un problema frecuente en la sociedad, tan solo el dolor crénico afecta,
aproximadamente, del 25 al 29% de la poblacion a nivel mundial (Covarrubias et al.,
2010). Asimismo, el dolor de tipo patolégico (neuropatico, disfuncional, y
ocasionalmente, inflamatorio) se encuentra asociado con un aumento en la
prescripcién de medicamentos y a la busqueda de atencion médica por parte del
paciente. Quien padece estos tipos de dolor suelen experimentar un conjunto de
sintomas como sensacion de ardor, alodinia e hiperalgesia, tales sintomas suelen
ser persistentes y tienden a volverse crénicos con el paso del tiempo, y estos
sintomas no suelen ser mitigados con los analgésicos comunes (Colloca et al.,
2017). Tan solo en México los costos a la atencion de los problemas del dolor
corresponden al 3% del producto interno bruto, lo cual es mayor que el costo por
enfermedades cardiovasculares y cancer juntas (El universal, 2017). Por ello, es
importante la busqueda de tratamientos efectivos que ayuden al manejo terapéutico
adecuado del dolor patologico, lo que ha llevado a la exploracién de nuevas
alternativas farmacoldgicas y al reposicionamiento de farmacos ya existentes como
el PPX, que ha demostrado tener efectos anti-inflamatorios y con potenciales
propiedades antialodinicas y antihiperalgésicas (Romero-Sanchez et al., 2020;
Sadeghi et al., 2017). Estos hallazgos sugieren que el PPX podria resultar util para
el tratamiento de la alodinia y la hiperalgesia. Sin embargo, aun no se conocen los
mecanismos de accion que subyacen el potencial efecto antialodinico vy

antihiperalgésico inducido por PPX.

5. HIPOTESIS

El efecto antialodinico y antihiperalgésico inducido por pramipexol es mediado por
la via NFkB-p65.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la posible participacion de la via de NFkB-p65 en el efecto antialodinico y

antihiperalgésico inducido por pramipexol.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto antinoceptivo inducido por la administracion aguda de
pramipexol en la prueba de formalina.

e Elucidar el posible efecto antialodinico y antihiperalgésico inducido por la
administracion intraperitoneal de pramipexol en los fendmenos de alodinia e
hiperalgesia secundaria inducidas por formalina.

¢ Identificar la interaccion de pramipexol con la via NFKB-p65 como posible
mecanismo de accién responsable de inducir el efecto antialodinico y

antihiperalgésico.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar de peso aproximado de 180-200 g, utilizando 5
grupos con una n = 6. Los animales se obtuvieron del Bioterio Unidad de Produccién
y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la UAM—Xochimilco, los
cuales permanecieron bajo condiciones de luz/oscuridad 12:12 h, a 22 + 1°C, con
acceso libre a agua y alimento. Al finalizar los experimentos las ratas fueron
sacrificadas en una cdmara de CO2. Se sigui6 el protocolo previamente aprobado
por el Comité Institucional de Cuidado de Animales de la UAM-Xochimilco y de

acuerdo con las Guias para la Experimentacion Animal de la Asociacion
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Internacional para el Estudio del Dolor (IASP). Todos los procedimientos con
animales se realizaron de acuerdo con el Consejo Mexicano para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

8.2. Farmacos

El PPX fue obtenido en Sigma Aldrich, St Louis USA, y se prepararon usando como
vehiculo solucion salina al 0.9%. El formaldehido se obtuvo de Fisher Scientific,

Madrid Espafia.

8.3. Prueba de formalina aguda

El dolor agudo fue inducido por medio de la administracion de 50 uL de formalina al
1%. Las ratas fueron inmovilizadas brevemente manteniendo visible la extremidad
trasera derecha y se llevo a cabo la administracion de 50 pL de solucion salina o
formalina al 1% subcutanea (s.c) en la superficie del dorso de la extremidad trasera
utilizando una aguja de calibre 30 (Fu et al., 2001). Inmediatamente después de
administrar la formalina se cuantifico la conducta dolorosa como el niumero de
sacudidas de la extremidad trasera inyectada registradas en un lapso de 60 min,

evaluando durante 1 min cada 5 min.

8.4. Induccion de alodinia e hiperalgesia secundaria de largo plazo

La alodinia y la hiperalgesia fueron inducidas con formalina al 1% (50 pL). Tras la
administracion de la formalina en el dorso de la exremidad trasera derecha, como
se describié anteriormente, y se llevo a cabo la evaluacion de la alodinia y la
hiperalgesia por el método de retiro de la pata (Wheeler-Aceto & Cowan, 1991), seis

dias después de la administracion de formalina.
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8.5. Prueba de formalina aguda

Para la prueba de la formalina aguda (Dubuisson & Dennis, 1977), las ratas se
colocaron en cilindros de plexiglas durante 20 min con la finalidad de ambientarse
al entorno. Después de este periodo, se administré por via i.p cada tratamiento
segun fuera el caso para cada grupo y 30 min después se administro via subcutanea

50 uL de formalina al 1% en el dorso de la extremidad posterior derecha.

Posteriormente, las ratas se colocaron en el cilindro y se cuantifico la conducta
dolorosa como el nimero de sacudidas que se presentaron en la extremidad trasera
inyectada en intervalos de 1 min cada 5 min, hasta completar un tiempo de
evaluacion de 60 min (Wheeler-Aceto & Cowan, 1991). La disminucion en el nimero
de sacudidas se consider6 como antinocicepcion. Los experimentos se llevaron a

cabo a una temperatura de 25 °C = 1°C (Dubuisson & Dennis, 1977).

8.6. Evaluacién de alodinia e hiperalgesia secundaria inducida por
formalina
La alodinia y la hiperalgesia mecéanica secundaria inducida por la formalina se
evaluaron mediante el método de retiro de la pata. Las ratas se colocaron en
camaras de observacion de plexiglas con fondo de malla de alambre, permitiendo
el acceso a las extremidades traseras y se dejaron durante 15 min para que se
aclimataran al medio ambiente antes de iniciar la prueba (Fu et al., 2001; Wheeler-
Aceto & Cowan, 1991). Inicialmente se registraron mediciones de la linea base, y
fueron empleados los filamentos de von Frey (Touch test sensory evaluator),
utilizando las fuerzas de flexién de 10 milinewtons (mN) (1 g) para alodinia y 250
mN (26 g) para hiperalgesia (Fu et al., 2001), aplicando 10 veces la prueba en la
superficie plantar de ambas extremidades evitando las almohadillas de la
extremidades traseras, la cual, es una regién con menos sensibilidad y se registro
cada vez que se presentd respuesta de retirada de la pata. Se completaron tres

ensayos para obtener un namero promedio de estas respuestas.
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En condiciones normales, los filamentos mas finos en este caso 10 mN, estimulan
las fibras AR (mecanorreceptores de bajo umbral), por lo tanto, no causa respuesta
de retirada de la pata, sin embargo, la presencia de estas respuestas en las ratas
indica alodinia. Por otro lado, los filamentos mas gruesos podria estimular las fibras
nociceptivas Ad o incluso fibras C (mecanorreceptores de alto umbral) en este caso
el uso del filamento de 250 nM es considerado como un estimulo nocivo, teniendo
respuestas de hiperalgesia (Tena Blanco, 2014). El método de formalina es capaz
de generar respuestas al dolor alteradas como la alodinia y la hiperalgesia frente a
estimulos mecénicos y térmicos, que son comunes después de una lesion tisular,
los cuales pueden desarrollarse como respuestas primarias, asi como respuestas
secundarias (Colloca et al., 2017), por lo que para fines del experimento se
considerara la alodinia y la hiperalgesia secundaria, ya que la evaluacién con los
filamentos de von Frey seran realizados en sitios diferentes de la administracion de

la formalina.

8.7. Extraccion de tejido

Para la extraccion de la médula, las ratas fueron sedadas con isoflurano via
respiratoria (VET One, Pasadena, USA) y una sobredosis de pentobarbital sédico
(80 mgl/kg, i.p) (PiSA farmacéutica, México) y sacrificadas por decapitacion.
Posteriormente, se expuso la columna vertebral para extraer la médula. Se conservo
la zona lumbar L4-L6, esta se dividio en la porcion ipsilateral (IL) y contralateral (CL)

y se colocaron en tubos eppendorf y se resguardaron en ultracongelacién (-70°C).

8.8. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas se coloco la porcion medular L4-L6 en tubos cristal
para su homogenizacion. Posteriormente, se coloco 1 mL de buffer de lisis y 40 pL
de inhibidor de proteasas (Complete, Roche), una vez que se homogeneizo el tejido
en el homogeneizador de vidrio se colocé la muestra en tubos eppendorf de 1.5 mL

y se centrifugd durante 15 min a 15,000 r.p.m. Posteriormente, se recolecto el
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sobrenadante y se almacenoé en alicuotas de 250 pL a -70°C. La cuantificacion de
proteinas se llevé a cabo por el método de Lowry bajo (Walker, 1996) y se midio la
absorbancia de las muestra en espectrofotdmetro (Beckman Coulter, USA) a 500

nm.

8.9. Determinacién de NFkB por WB

Para realizar el WB se utilizé un gel de acrilamida al 10%, y se emplearon 20 ug de
proteina de cada muestra, y un carril con 6 uL de marcador, respectivamente. La
electroforesis se llevo a cabo durante 1 h a 150 V (Volts) con una fuente de poder
Bio-Rad (California, USA). La transferencia se realizé utilizando una membrana de
PDVF (fluoruro de polivildeno) en condiciones humedas durante 1 h a 100 V, una
vez completa la transferencia se realizd el bloqueo de la membrana utilizando
albumina al 5% (Merk, Darmstadt, Alemania) durante 2 h. Al término de este
periodo, se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno utilizando TBS-Tween 20 al
0.1%, y mas tarde se incubaron las membranas con el anticuerpo primario NFkB
p65 (Ab16502, Abcam, Cambridge, UK) en una dilucién (1:2000) y Actina (Ab1801,
Abcam, Cambridge, UK) en una dilucién (1:500), en PBS-albumina 3% durante toda
la noche a 4°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con TBS-Tween 20 al 0.1%
de la membrana y se incubo con el anticuerpo secundario anti-Rabbit IgG
peroxidasa producido en cabra (A0545,Sigma Aldrich, St Louis, USA) en dilucién
(1:40,000) durante 2 h. Finalmente se realizaron 3 lavados con TBS-Tween 20 al
0.1% y se reveldé la membrana con Immobilon (Merck, Darmstadt, Alemania) a
diferentes tiempos de exposicion utilizando un fotodocumentador de ChemiDocXR
(Bio-Rad, California, USA).

8.10. Acoplamiento molecular (docking)

La molécula de PPX se dibuj6é en 2D mediante ChemDraw empleando la paqueteria

de ChemOffice 2020 (PerkinElmer informatics). Posteriormente, se llevd a cabo una
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optimizacién de geometria para obtener la molécula en 3D con Chem3D empleando

el método de parametrizacion semiempirico 3 (PM3) (Persson et al., 2018).

Se obtuvo la molécula diana de NFkB (1nfi) en 3D en formato .pdb de la base de
datos Protein Data Bank (Berman et al., 2002). Posteriormente, se removieron las
moléculas de agua y el ligando, obteniéndose solo las cadenas de interés por medio
de The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 (Schrodinger, LLC), y la
molécula de NFkB fue minimizada mediante la plataforma de Yasara biosciences
(Krieger et al., 2008).

El ligando PPX y la diana NFkB obtenidos y minimizados se transformaron en
formato .pdbqgt mediante AutoDockTools 1.5.6 (Morris et al., 2009).

Para determinar las interacciones y los sitios de union entre PPX y las proteinas
diana se llevé a cabo un docking ciego con el programa AutoDock Vina empleando
los pardmetros predeterminados con una exhaustividad de 100 (Morris et al., 2009).
Los resultados obtenidos se analizaron empleando los programas Discovery Studio
2019 y PyMOL (Schrdadinger, LLC). Posteriormente, se empled Gold 2020.3.2, para
realizar un docking dirigido sobre las coordenadas obtenidas en el paso anterior (x=
-20.4, y=84.073, z=122.4), en un radio de esfera de 10 Z\(Jones et al., 1997), este
docking se realizé mediante el uso del algoritmo genético Lamarckiano (LGA), y se
utilizaron los parametros predeterminados a excepcion del nimero de corridas, el
cual se aumenté a 100. Asimismo, se realiz6 un docking dirigido empleando
AutoDock 4.2, con un tamario de caja de 40 Ax40Ax40A, enun espacio de 0.375
A (x=-20.32, y=85.357, z=119.706) empleando el algoritmo genético, realizando 100
corridas.
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9. DISENO EXPERIMENTAL

Para determinar el efecto antinociceptivo inducido por la administracion aguda de
PPX en la prueba de formalina las ratas fueron administradas con vehiculo (solucion
salina 0.9% i.p.), PPX (0.1, 1 y 3 mg/Kg i.p.) 30 min antes de iniciar la prueba.
Posteriormente, las ratas fueron administradas con formalina al 1% en el dorso de
la extremidad trasera y se evaluaron las respuestas de retiro de la extremidad
trasera inyectada en intervalos de 1 min, cada 5 min, durante 60 min. Al finalizar el
experimento, las ratas fueron colocadas en sus cajas y se resguardaron hasta el dia
de su evaluacion. Para determinar si el pre-tratamiento con PPX es capaz de
prevenir el desarrollo de la alodinia y la hiperalgesia secundaria, 6 dias después de
la administracion con formalina 1%, a los mismos grupos de ratas utilizados en la
prueba aguda de formalina se les evalud la alodinia y la hiperalgesia secundaria por
el método de retiro de la extremidad trasera.

Por otro lado, para determinar si el post-tratamiento con PPX era capaz de revertir
las conductas nociceptivas de alodinia e hiperalgesia inducidas por formalina. En
primera instancia, a los animales se les evalu6 la alodinia y la hiperalgesia inicial,
previo al experimento, esto con la finalidad de descartar aquellas ratas que
presenten estas caracteristicas de dolor. Aquellas ratas que no presentaron alodinia

o hiperalgesia inicial se distribuyeron en 5 grupos con una n = 6.

Para determinar si el PPX es capaz de revertir la alodinia y la hiperalgesia
secundaria inducida por formalina, las ratas fueron administradas con vehiculo
(solucién salina 0.9% i.p.), PPX (0.1, 1, 2 y 3 mg/Kg i.p) 6 dias después de la
administracion de la formalina al 1%. Posteriormente, la alodinia y la hiperalgesia
se evaluaron por el método de retiro de la pata durante 0, 1, 2 y 4 horas después de

la administracioén i.p. del vehiculo o PPX (Figura 9).

Una vez concluido el tiempo de evaluacion las ratas fueron sedadas con isofluorano
y decapitadas para extraer la zona lumbar L4-L6 derecha e izquierda y se

resguardaron a -70°C para su posterior procesamiento.
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Finalmente, para determinar si PPX puede interaccionar con la via NFkB-p65 como
posible mecanismo de accion responsable de inducir el efecto antialodinico y
antihiperalgésico. En primera instancia, se exploro la posible interaccién entre NFkB
con PPX por acoplamiento molecular. Posteriormente, la zona lumbar L4-L6
ipsilateral a la inyeccion con formalina de animales tratados con PPX (1 y 3 mg/Kg),
formalina, naive, previamente resguardada fueron homogenizadas y las proteinas
se cuantificaron por el método de Lowry. Mas tarde, se determiné la expresion de

NFkB por western blot (WB).

Administracién de tratamientos por cada grupo

NAIVE sin administracién de formalina
VEH se administré solucién salina

. g ALbienTucién de ratas en sitio de evaluacién
@ Evaluacién de alodinia e hiperalgésia

A Induccién de alodinia e hiperalgésia secundaria
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Figura 9. Cronograma de actividades para determinar la capacidad de pramipexol para revertir los

fendmenos de alodinia e hiperalgesia secundaria inducidos por formalina al 1%.

9.1. Disefo estadistico

Los datos de la conducta nociceptiva aguda inducida por formalina se expresaron
como el area bajo la curva del nimero de sacudidas de la pata presentadas en 1 h
contra el tiempo. El area bajo la curva se calculé6 mediante la regla de los

trapezoides. Los datos de alodinia e hiperalgesia mecanica secundarias de largo
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plazo inducidas por formalina estan expresados como el promedio del niumero de
respuestas de retiro de la pata de tres ensayos. Cada ensayo consistié en la
aplicacion de 10 estimulos con los filamentos de von Frey de 1 0 26 g. Cada ensayo
se realizé en la pata ipsilateral y contralateral el dia 6 después de la inyeccién de
formalina para los grupos con pre-tratamiento, y el dia 6 después de la inyeccién de
formalina para las ratas de los grupos post-tratamiento. En todos los casos, los
datos son el promedio (n=6) £ error estandar.

Las diferencias estadisticas entre los grupos se determinaron por analisis de
varianza de una via seguido de la prueba de Tukey. Una P < 0.05 se consideré

significativa.

10. RESULTADOS

10.1. Efecto antinociceptivo inducido por la administracién aguda de

pramipexol en la prueba de formalina

La administracién de formalina al 1% en el dorso de la pata trasera derecha con
solucion salina como pre-tratamiento i.p indujo un patron tipico de respuesta de
retiro de la pata (Figura 10A). La fase uno comenzd inmediatamente despues de la
administracion de formalina y se presenté una disminucién de las respuestas
nociceptivas en los primeros 5 min. Entre los 5-10 min se presentd un periodo
quiascente. La fase dos comenzé a los 15 min y permanecio hasta los 60 min. La
administracion sistemica de PPX (1 y 3 mg/Kg, i.p.) redujo, significativamente, las
respuestas nociceptivas inducidas por formalina durante la fase dos (Figura 10B).
En contraste, el PPX no redujo las respuestas de sacudida de la pata inducidas por
formalina en la fase uno. El maximo efecto antinociceptivo producido por PPX (3

mg/Kg, i.p.) con la dosis mas alta fue de 56%.
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10.2. Desarrollo de alodinia e hiperalgesia mecénica secundaria de
largo plazo inducidas por formalina

La aplicacion de un filamento de von Frey de 1 g (estimulo inocuo) en animales sin
tratar (Naive) no produjo respuesta de retiro de la extremidad trasera. Por otra parte,
cuando a estos animales se les aplico el flamento de von Frey de 26 g (estimulo
nocivo) respondieron en una ocasion (Figura 10D). La inyeccién de formalina al 1%,
en el dorso de la pata trasera derecha produjo alodinia e hiperalgesia secundaria
tanto en la pata IL como en la pata CL (Figura 10C y 10D). Esto se observé como
un aumento en el nimero de respuestas de retiro de la extremidad trasera tras la

aplicacion de los filamentos de von Frey 1y 26 g, respectivamente.

10.1. Efecto del pre-tratamiento con PPX sobre la alodinia y la
hiperalgesia secundaria de largo plazo inducidas por formalina

El pre-tratamiento sistémico -30 min antes de la inyeccion de formalina al 1%, con
PPX (0.1, 1 y 3 mg/Kg, i.p.) (Figura 10C) previno significativamente (P < 0.05) el
desarrollo de la alodinia mecanica secundaria en ambas extremidades traseras. Por
otra parte, el pre-tratamiento con PPX en las dosis de 1y 3 mg/Kg, i.p., pero no la
dosis de 0.1 mg/Kg (Figura 10D), disminuyeron significativamente el desarrollo de
la hiperalgesia secundaria tanto en la pata IL como en la CL. Cabe resaltar que el
efecto antinociceptivo fue similar en la pata ipsilateral y contralateral.
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Figura 10. Curso temporal (A) y area bajo de curva (B) pre-tratamiento intraperitoneal con pramipexol
sobre las respuestas nociceptivas inducidas por formalina al 1%en ratas administradas con formalina
al 1%. Respuesta de retiro de la pata (C y D), alodinia (C) e hiperalgesia (D) fueron determinadas 6
dias después de la administracién de formalina. Los datos se presentan como la media + E.E de 6
animales por grupo. Naive #P < 0.05 vs grupos de formalina. Formalina *P < 0.05 vs grupos de PPX,
determinado por una ANOVA de una via, seguido por una prueba de Tukey. IL: Ipsilateral, CL:

Contralateral, N: Naive, F: Formalina, PPX: Pramipexol.
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10.2. Desarrollo de alodinia e hiperalgesia mecanica secundaria de
largo plazo inducida por formalina

El dia 6 después a la administracion de formalina 1%, la aplicacion de un filamento
de von Frey de 1 g (estimulo inocuo) en animales sin tratar (Naive) no produjo
respuesta de retiro de la pata (11A). Por otra parte, cuando a estos animales se les
aplico el filamento de von Frey de 26 g (estimulo nocivo) respondieron en
aproximadamente dos ocasiones (Figura 11C). La inyeccion de formalina al 1%, en
el dorso de la pata trasera derecha produjo alodinia e hiperalgesia mecanica
secundaria tanto en la pata IL como en la pata CL (Figura 11A y 11C). Esto se
observd como un aumento en el nimero de respuestas de retiro de la pata tras la
aplicacion de los filamentos de von Frey de 1 y 26 g, respectivamente,

manteniendose a lo largo del curso temporal de 4 h.

10.3. Efecto del post-tratamiento con PPX sobre la alodinia y la
hiperalgesia secundaria de largo plazo inducidas por formalina

El post-tratamiento sistémico, 6 dias después a la administracion de formalina al
1%, con PPX (1, 2 y 3 mg/Kg) revirti6 la alodinia y la hiperalgesia mecanica
secundaria en el curso temporal evaluado durante 4 h (Figura 11Ay 11C). El mayor
efecto antialodinico y antihiperalgésico se presenté a las 4 h con la administracion
de PPX 3 mg/Kg i.p. tanto en la pata ipsilateral como la contralateral. Los efectos
antinociceptivos se observan de manera més clara en el area bajo la curva (ABC)
(Figura 11B y 11D). El PPX revierte de manera significativa (P < 0.05) la alodinia
mecanica secundaria en las dosis de 1, 2 y 3 mg/Kg i.p., presentando mejor efecto
antialodinico la dosis de 3 mg/Kg i.p. (Figura 11B), dichas respuestas se observan

de manera similar en ambas patas.

Por otra parte, el post-tratamiento con PPX (2 y 3 mg/Kg) revirtié la hiperalgesia

mecanica secundaria de manera significativa (P < 0.05), presentando mejores
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efectos la dosis de 3 mg/Kg, tanto en la pata ipsilateral como en la contralateral
(Figura 11C).
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Figura 11. Curso temporal (Ay C) y area bajo de curva (B y D) del post-tratamiento intra peritoneal
con pramipexol sobre el efecto antialodinico en ratas administradas con formalina al 1%. Los datos
se presentan como la media + E.E de 6 animales por grupo. La respuesta de retiro de la pata fue
determinada 6 dias después de la administracion de formalina al 1%. Naive #P < 0.05 vs grupos de
formalina. Formalina *P < 0.05 vs grupos de PPX, determinado por una ANOVA de una via, seguido

por una prueba de Tukey. IL: Ipsilateral, CL: Contralateral, N: Naive, F: Formalina, PPX: Pramipexol.
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10.4. Acoplamiento molecular NFKB-PPX

En el ensayo de acoplamiento molecular de NFkB-PPX (Tabla 1), en Vina se obtuvo

un valor de -5.1 Kcal/mol, para el Docking ciego. El acoplamiento arrojo

interacciones con los aminod&cidos glicina (GLY) 44, y serina (SER) 47 teniendo
uniones por medio de puentes de hidrégeno; GLY 117, GLY 92y arginina (ARG) 41
por fuerzas de Van der Waals; valina (VAL) 91 por medio de enlaces pi-sigma y pi-
alquil (Figura 12B). El acoplamiento de NFkB-PPX present6 union preferente a la
cadena C de NFkB, la cual corresponde al dominio de p65.

El acoplamiento molecular de NFKB-PPX en el programa Gold 2020.3.2 obtuvo un
ChemPLP de 43.4 y Goldscore de 35.74, en AutoDock 4.2 se obtuvo un valor de -
5.6 Kcal/mol (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados del acoplamiento molecular de PPX con NFkB por Vina, Gold y AutoDock.

Vina Gold AutoDock 4.2

-5.1 43.4 35.74 -5.6

B)
ARG

Interactions ca1

|:| van der Wadls - PiSigma.
[l Conventonal HydrogenBond [ Akl
.
-
.

|:] Pi-Donor Hydrogen Bond :] Pi-Alyl

Figura 12. Acoplamiento molecular. A) ElI Acoplamiento NFKB-PPX muestra interacciones con los
residuos de aminoacidos VAL 91, GLY 117, GLY 44, GLN 119, SER 42, ALA 43, ARG 41, ARG 35,

resultados obtenidos en PymoL. B) Interacciones de residuos de aminoacidos entre NFKB-PPX
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obtenidos en Discovery Studio, se muestran interacciones de puente de hidrogeno, Van der Waals,

pi-sigma, alquilo, pi-alquilo.

11.5.1. Deteccién de la proteina NFkB-p65 por Western blot

La proteina NFkB-p65 fue detectada en muestras de la médula espinal con post-
tratamiento sistémico con PPX (1 y 3 mg/Kg), 6 dias después a la administracion de
formalina al 1%. Se observa la expresion de NFkB (Figura 16 A) y Actina (Figura 16
B) realizada por WB. Se observo que la administracion de formalina al 1%, pero no
en ratas naive, incrementa la expresion de NFkB-p65 (Figura 13 C). En contraste,
el PPX inhibio la expresién de la subunidad p65 en la zona lumbar L4-L6 de ratas

administradas con formalina (Figura 13 C).

F 1%
PPX  PPX

Naive Vehiculo F 1% 1 mg/Kg 3 mg/Kg

A) NkB-p65
) P ———— —

B) Actina PSR

NFkB-p65
C)
2.5 .
— mm Naive
o
S 2.0 Vehiculo
o = Formalina 1%
S 1.5
e Bm PPX 1 mg/Kg
< 1.0 EE PPX 3 mg/Kg
s
o 0.5+
a
0.0-
N V F 1 3
mg/Kg
PPX

Figura 13. Efecto de PPX sobre NFkB-p65. Deteccion de NFkB-p65 en los grupos Naive, vehiculo,
formalina al 1% y con tratamiento con pramipexol (PPX) 1y 3 mg/Kg (A). Se muestra actina como
control de carga (B). Densidad 6ptica (DO) obtenida por imageJ (National Institutes of Health) (C).
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11. DISCUSION

12.1. La administracion de formalina al 1% induce alodinia e
hiperalgesia mecanica secundaria

La inyeccion de formalina al 1% produjo conductas nociceptivas agudas (1 h), asi
como alodinia e hiperalgesia mecanica secundaria de largo plazo (6 dias) en ambas
extremidades traseras. Estudios previos demuestran que la inyeccion de formalina
al 10, 5, 1y 0.5% produce conductas nociceptivas tanto agudas (Godinez-Chaparro
et al., 2011) como de largo plazo (Cadet et al., 1993; Fu et al., 2001; Godinez-
Chaparro et al., 2011; Vierck et al., 2008; Wu et al., 2001). En nuestro trabajo, la
alodinia y la hiperalgesia mecanicas secundaria se observaron a partir del dia 1y
hasta el dia 6, obteniendo valores similares en intensidad y duracién a los
reportados en la literatura (Ambriz-Tututi et al., 2009; Godinez-Chaparro etal., 2011;
Vierck et al., 2008). Por lo tanto, nuestro estudio confirma que la inyeccion de
formalina al 1% desarrolla alodinia e hiperalgesia mecénica secundarias de largo

plazo tanto en la pata ipsilateral como contralateral.

La administraciéon de formalina facilita el desarrollo de alodinia e hiperalgesia
secundaria bilateral. Este resultado sugiere que la aplicacion de un estimulo
nociceptivo en la periferia promueve el desarrollo de conductas nociceptivas
contralaterales. Estudios previos, sustentan la evidencia, que la inyeccion de
sustancias quimicas como el CFA (Coadyuvante de Freud), la carragenina, la
sustancia P, el CGRP y la formalina promueven el desarrollo de nocicepciéon en
sitios contralaterales (Godinez-Chaparro et al., 2011; Shenker et al., 2003).
Asimismo, estudios demuestran que la lesién de los nervios periféricos y/o la lesion
en el SNC promueven el desarrollo de respuestas nociceptivas contralaterales
(Romero-Sanchez et al., 2020; Wall & Devor, 1983). Ademas, las concentraciones
administradas de formalina juegan un papel importante en el desarrollo de
respuestas nociceptivas bilaterales. Ejemplo de ello, es la administraciéon s.c. de
dosis altas de CGRP (300 pmol), pero no las dosis bajas (75 y 150 pmol), generan
edema en la pata contralateral de la rata (Lundeberg, 1993). Asi también se ha
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demostrado que la formalina al 1% o mas, produce respuestas nociceptivas tanto
en la pata ipsilateral como contralateral (Ambriz-Tututi et al., 2009; Godinez-
Chaparro et al., 2011; Vierck et al., 2008). Estos datos nos indican que la intensidad
del estimulo generado juega un papel importante en el desarrollo de las respuestas
nociceptivas y bilaterales.

12.2. Efecto del PPX en la nocicepcién aguda, y en el desarrollo de la
alodinia e hiperalgesia de largo plazo

El pre-tratamiento (-30 min) con PPX, pero no el vehiculo, disminuy6 el nimero de
respuestas de sacudidas de la pata en la fase II, pero no en la fase | de la prueba
de formalina. Ademas, el pre-tratamiento con PPX redujo las respuestas de retiro
de la pata con los filamentos de 1 g y 26 g tanto en la pata IL como en la CL. Estos
datos sugieren que el PPX es capaz de prevenir el desarrollo de conductas
nociceptivas agudas, asi como el desarrollo de alodinia e hiperalgesia secundarias
de largo plazo inducidos por formalina. El pre-tratamiento agudo con PPX no ha sido
utilizado previamente en estudios de dolor inflamatorio. No obstante, Sadeghi y
colaboradores (2017) reportaron que el pre-tratamiento intraperitoneal agudo con
PPX (0.5 y 1 mg/Kg) disminuyé la inflamacion inducida por TPA, carragenina y
formalina (Sadeghi et al., 2017). Ademas, el pre-tratamiento intraperitoneal cronico
(14 dias) con PPX (1 y 5 mg/Kg) redujo la hiperalgesia mecanica y térmica inducida
por un modelo de fibromialgia (Pereida et al., 2021). En conjunto, estos resultados
sugieren que el pre-tratamiento sistémico agudo con PPX previene el desarrollo de

conductas nociceptivas.

12.3. Efecto del post-tratamiento sistémico con PPX sobre la alodinia y
la hiperalgesia mecanica secundaria de largo plazo

El post-tratamiento con PPX (1, 2 y 3 mg/Kg), 6 dias después de la administracion

de formalina, redujo las respuestas de sacudida de la extremidad trasera generadas
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con los filamentos de von Frey de 1 gy 26 g en la pata IL y CL. Nuestros datos
sugieren que el PPX revierte la alodinia y la hiperalgesia mecanica secundarias de
largo plazo inducidas por formalina. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado
por Edwards y colaboradores (2022) que reportaron que el post-tratamiento
subcutdneo agudo y sub-agudo (4 dias) con PPX (1 mg/Kg) disminuy6 la
hiperalgesia mecanica inducida por CFA, en un modelo de dolor inflamatorio
(Edwards et al., 2022). Asimismo, el post-tratamiento intraperitoneal con PPX (1
mg/Kg) redujo la hipersensibilidad a un estimulo térmico nocivo en ratas con la
enfermedad de Parkinson (Cao et al., 2016). En esta misma linea, Romero-Sanchez
y colaboradores (2020), demostraron que el post-tratamiento subcutaneo agudo y
sub-agudo (10 dias) con PPX (0.3 y 3 mg/Kg) mitigo la alodinia y la hiperalgesia
mecénica secundaria, en un modelo de la enfermedad de Parkinson (Romero-
Sanchez et al., 2020). Por otro lado, el tratamiento oral con PPX (4.5 mg, 14
semanas) disminuyd significativamente el dolor en pacientes con fibromialgia
(Holman & Myers, 2005). En conjunto, estos resultados sugieren que el post-
tratamiento sistémico con PPX es capaz de revertir la alodinia y la hiperalgesia
inducidas en diferentes tipos de dolor (infamatorio y neuropéatico) en modelos

animales y en pacientes.

12.4. Acoplamiento molecular de NFkB-PPX

El acoplamiento molecular de NFkB-PPX presentd una energia de union de 5.1
Kcal/mol en Vina (evalla la energia de union entre farmaco y molécula diana), con
una unién preferente a la cadena C, correspondiendo a la subunidad p65 de NFkB.
En el acoplamiento dirigido se obtuvo con Gold un CHEMPLP (evalla la unién entre
el farmaco con molécula diana) de 43.4, mientras que con GoldScore (evalla que
tan optima es la pose en la que se une el farmaco) se obtuvo un 35.74, y en
AutoDock 4.2 (evalGa la energia de union entre farmaco y molécula diana), se
obtuvo un valor de -5.6 Kcal/mol. Estos datos sugieren que PPX puede interaccionar

con NFkB, especificamente con la subunidad p65. Ademas, varias interacciones
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fueron observadas (VAL 91, GLY 117, GLY 44, GLN 119, SER 42, ALA 43, ARG
41, ARG 35). Cabe sefialar que no se tiene un farmaco co-cristalizado previamente
a NFkB, por lo cual no se tiene un valor de referencia, sin embargo, estos resultados
sugieren las posibles interacciones entre NFkB y PPX, y a partir de esto podria
inhibir la consiguiente cascada de sefializacion de NFkB. Para respaldar lo anterior,
analizamos la expresion de NFkB-p65 en la médula espinal de ratas con alodinia e

hiperalgesia mecanica secundaria inducidas por formalina, tratadas con PPX.

12.5. Efecto de PPX sobre la expresion de NFkKB-p65

El post-tratamiento sistémico, 6 dias después a la administracion de formalina al
1%, con PPX disminuy0 la expresion de NFkB-p65. Estos datos sugieren que PPX,
un agonista de los receptores D2/D3, revierte la alodinia y la hiperalgesia mecanica
secundaria inducida por formalina afectando la expresién de NFkB-p65. Estudios
han demostrado que NFkB, un factor importante en la sefializacion de la cascada
inflamatoria juega un papel fundamental en el desarrollo de alodinia e hiperalgesia
mecanica (K. Lee et al., 2004; Rocha et al., 2018; Sakaue et al., 2001). Ademas, la
administracion de oligodesoxinucleotido (ODN), un sefiuelo de NFkB, revirtio la
alodinia mecénica y la hiperalgesia térmica inducida por la administracion de CFA
(K. Lee et al., 2004) y, disminuy0 la expresion de NFkB, por consiguiente redujo el
MRNA de TNF-q, IL-1p, IL6, IFN-y y INOS (Sakaue et al., 2001). Es ampliamente
conocido que, TNF-a, IL-1B, IL6 e INOS son mediadores proinflamatorios, que se
producen via NFkB, y estas citocinas han sido implicadas en el desarrollo y
mantenimiento del dolor (Koch et al., 2007; Zhu, 2009). Ademas, los procesos
inflamatorios y neuroinflamatorios desencadenados por alguna patologia, dafio o
lesion en SNC y/o SNP, producen una serie de respuestas que conducen al dafio
neuronal al favorecer la accion y el aumento de mediadores inflamatorios, como el
TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 e interferén-y (IFN-y) (H. Lee et al., 2017; Rocha et al.,
2018; Sadeghi et al., 2017; Villoslada & Genain, 2004). Finalmente, cabe sefalar
qgue, Rocha y colaboradores (2018) reportaron que la adicion de PPX (200 ng/mL)
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en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con la enfermedad de
Parkinson, redujo significativamente la expresiéon de citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-1p, IL6, IL-12 e IL-8). En conjunto, estos resultados nos sugieren que los
efectos antialodinicos y antihiperalgésicos inducidos por PPX podrian ser mediados,

al menos en parte, a través de su interaccion con NFkB-p65.

12. CONCLUSIONES

e En el presente se estudio demostro, por primera vez, que el pre-tratamiento
intraperitoneal con PPX reduce las conductas nociceptivas inducidas por
formalina en la fase Il. Ademas, el pre y post-tratamiento intraperitoneal de
PPX es capaz de disminuir la alodinia y la hiperalgesia secundaria inducidas
por formalina. Estos datos sugieren que el PPX, al poseer efectos
antinociceptivos, antialodinicos y antihiperalgésicos, podria ser una
herramienta farmacoldgica util para el tratamiento del dolor agudo y de largo

plazo.

e Ademas, se establecio la posible interaccion de PPX con NFkB-p65 como
posible mecanismo de accion responsable de inducir el efecto antialodinico
y antihiperalgésico. Esta evidencia se deriva de: 1) la capacidad de PPX de
interaccionar con la subunidad p65 de NFkB; 2) la habilidad de PPX de inhibir
la expresion de NFkB en la médula espinal de animales administrados con
formalina. Esta evidencia sugiere que el PPX podria inhibir a NFkB y con ello
prevenir el desarrollo y el mantenimiento de la alodinia y la hiperalgesia

secundaria de largo plazo inducidas por formalina.
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