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1. INTRODUCCION

La lesién medular se refiere a un dafio en la médula espinal gue afecta las funciones motoras,
sensitivas y autonomas del cuerpo. Este tipo de lesion puede causar dolor y afectar los
sistemas urinario e intestinal, entre otros problemas, los cuales pueden persistir durante toda
la vida del paciente (Rodriguez et al., 2020). Las principales causas de lesiones medulares
son accidentes de transito, caidas y violencia. Se estima que entre el 20% y 30% de las
personas con lesiones medulares experimentan sintomas de depresion. (OMS, 2013)

La hiperalgesia se define como una intensificacién del dolor en respuesta a un estimulo
doloroso. Esta respuesta aumentada es mediada por los receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA), cuya activacion puede provocar alteraciones en el sistema sensorial y llevar a una
excitacion neuronal, manifestandose como un dolor anormal, relacionado con la hiperalgesia
(Collins et al., 2010). En contraste, la alodinia se refiere a la respuesta dolorosa ante estimulos
gue normalmente no son dolorosos, lo que indica una sensibilidad anémala al dolor provocada
por estimulos inofensivos (Yam, 2018).

La depresion puede dificultar la realizacion de diversas actividades. Los sintomas depresivos
estan relacionados con la actividad de los receptores de dopamina (Humo, 2019). Por otro
lado, los receptores NMDA, que son receptores de glutamato, se han estudiado en relacion
con la depresion y el dolor neuropatico debido a su papel en la regulacion de este ultimo
(Dean, 2017).

El 6xido nitrico se produce cuando los receptores NMDA son activados por el éxido nitrico-
sintetasa. Este compuesto puede atravesar membranas celulares, y se ha demostrado que la
inyeccion intratecal de donantes de Oxido nitrico provoca una respuesta de hiperalgesia. Por
el contrario, los inhibidores de la sintesis de 0xido nitrico pueden prevenir esta respuesta, lo
gue sugiere que el 6xido nitrico juega un papel en la modulacion de la sensibilidad
termoalgésica (Neira et al., 2004).

La gabapentina es un farmaco de primera linea recomendado para el tratamiento del dolor
neuropatico. (Russo, et al. 2023) Actua en el sitio a2-A1 del canal de calcio controlado por
voltaje, situado en cerebro y médula espinal, a su vez, actia aumentando la sintesis y
acumulacion de &acido-y-aminobutirico (GABA), inhibiendo la GABA-transaminasa y
disminuyendo la liberacibn de monoaminas: dopamina, norepinefrina y serotonina. Se ha
demostrado también su interaccion con los receptores NMDA, proteina C y citocinas

inflamatorias (Garg, 2017).



El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto anti-hiperalgésico de la gabapentina
respecto a la asociacion que tiene con el 6xido nitrico en un modelo de lesion traumatica de
médula espinal en rata utilizando la determinacién de nitritos y nitratos por el método de
Griess.

2. MARCO TEORICO

2.1 LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL (LTME)

La lesibn medular es un proceso en el cual se ve afectada la médula espinal, dando como
resultado una alteraciéon en las funciones motoras, sensitivas y autbnomas, las cuales se ven
reflejadas por debajo del sitio de la lesion. La pérdida funcional y de independencia de la
persona, conlleva complicaciones secundarias como dolor, afeccion del sistema urinario,
intestinal, entre otras, que permaneceran a lo largo de su vida (Rodriguez et al., 2020). De
acuerdo con la OMS, las principales causas de lesiones medulares son los accidentes de
transito, las caidas y la violencia. Entre el 20% y 30 % de las personas que tienen una lesion
medular presentan sintomas depresivos mayores que el resto de la poblacion en general, asi
mismo, los tratamientos que se requieren son mucho mas costosos en comparacion a otras.
De acuerdo con una estimacion de la OMS en el 2012 se tuvo conocimiento de que cada afio
entre 250.000 y 500.00 sufren al menos una lesion medular. (OMS,2013).

2.2 TIPOS DE DOLOR

De acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudios de Dolor (IASP) se define como
dolor a la experiencia sensorial y emocional desagradable que esta asociada a una lesion
real o potencial (Pérez, 2020). EIl dolor es una alerta para detectar estimulos nocivos o
dafiinos, es un sistema de proteccion fisiol6gico (Woolf,2010). Los tipos de dolor son: 1) Dolor
nociceptivo: es representado por la lesion tisular, debido a los estimulos de los receptores, es
decir, al dolor fisiolégico se presenta como un sistema de proteccion temprana, 2) Dolor
inflamatorio: Es representado por un proceso de infeccion o inflamatorio en donde se activara
el mecanismo inmunoldgico, asi como la presencia del aumento de la sensibilidad sensorial
después de un dafio irreversible, es un sistema de proteccion para favorecer a una curacion
en la parte dafiada y, 3) Dolor patolégico: Se refiere al dolor generado por una enfermedad o
una lesién que afecta al sistema nervioso central y al sistema nervioso periférico
(Woolf,2010).

2.3 HIPERALGESIA Y ALODINIA
La hiperalgesia se refiere al aumento de dolor con respecto a un estimulo doloroso de forma
ascendente. De acuerdo con estudios el receptor NMDA es quien genera estas respuestas

aumentadas, debido a su activacion puede ocasionar anomalias en el sistema sensorial y



ocasionar la excitacion neuronal en la cual se puede presentar manifestar anormales de dolor,
como referencia a la hiperalgesia. (Collins et al., 2010). Mientras que la alodinia es la
respuesta con respecto a estimulos no dolorosos, es decir, el resultado a la sensibilidad al
dolor que es producida por estimulos constantes no dolorosos. (Yam,2018)

2.4 GABAPENTINA

La gabapentina es un farmaco de primera linea recomendado para el tratamiento del dolor
neuropatico. (Russo, et al. 2023) Actua en el sitio a2-A1 del canal de calcio controlado por
voltaje, situado en cerebro y médula espinal, a su vez, actia aumentando la sintesis y
acumulacion de &cido-y-aminobutirico (GABA), inhibiendo la GABA-transaminasa y
disminuyendo la liberacibn de monoaminas: dopamina, norepinefrina y serotonina. Se ha
demostrado también su interaccidon con los receptores NMDA, proteina C y citocinas
inflamatorias (Garg, 2017). Gabapentina presenta una amplia serie de efectos secundarios,
entre estos se incluyen somnolencia, mareos, alteraciones visuales y disminucién en la
capacidad de reaccion, estos efectos secundarios han ocasionado que los pacientes tengan
un mal apego a su tratamiento, ya que se ha reportado que les resulta dificil realizar sus

actividades diarias. A su vez, se han documentado también efectos adversos como vértigo,

2.5 OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico es producido por una activacion de los receptores NMDA con el 6xido nitrico-
sintetasa, tiene la facilidad de atravesar las membranas y por ende su vida media es corta,
existen estudios que han demostrado mediante una inyeccion intratecal de donantes de 6xido
nitrico inducen a una respuesta hiperalgesia, por el contrario, los inhibidores de la sintesis del
oxido nitrico previenen la hiperalgesia, esto se demostr6 mediante una inyeccion intratecal de
antagonistas de glutamato. Por lo tanto, el 6xido nitrico modula la sensibilidad termoalgésica
(Neira et al., 2004).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La lesion traumatica de médula espinal (LTME) genera dolor neuropético que afecta
severamente la calidad de vida de los pacientes. Aunque la gabapentina es ampliamente
utilizada para el tratamiento del dolor neuropatico, se desconoce el mecanismo especifico por
el cual podria modular los niveles de éxido nitrico (NO) y su relacién con el efecto anti-
hiperalgésico en la LTME.

Este estudio es importante ya que la gabapentina, al inhibir los canales de calcio presinapticos

y reducir la liberacion de neurotransmisores excitatorios, podria tener un mecanismo de



accion relacionado con la modulacién del éxido nitrico. Comprender esta interaccion permitiria
optimizar su uso terapéutico y potencialmente desarrollar tratamientos mas efectivos para el

dolor neuropatico post-LTME.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto anti-hiperalgésico de la gabapentina y su asociacion con las
concentraciones de 6xido nitrico en un modelo de lesion traumatica de la médula espinal en
rata

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Registrar las respuestas conductuales de hiperalgesia, alodinia en ratas con LTME en
tratamiento con gabapentina, vehiculo y fluoxetina como farmaco de referencia en depresion
incluyendo ratas sanas

4.2.2. Evaluar el efecto anti-hiperalgésico y antialodinico de la gabapentina en ratas con LTME

mediante su preferencia a sacarosa

5. MATERIAL Y METODO

5.1 DISENO EXPERIMENTAL

Las pruebas se realizaron con ratas hembra de la cepa Wistar de 200 a 250 gramos de peso,
a las cuales se les practicé una LTME a nivel de la 122 vértebra toracica, con una intensidad
de lesién leve de 6.25 mm, con la finalidad de desarrollar un dafio sin afectar las funciones
motoras. Esto con la finalidad de generar dafio en el tejido nervioso que desarrolle
hiperalgesia la cual fueron evaluadas con filamentos de Von Frey. Los animales fueron
distribuidos de forma aleatoria en los siguientes grupos: Naive (ratas sanas), un grupo sham
(solo laminectomia), un grupo vehiculo (con LTME vy tratado con el vehiculo del tratamiento)
y un grupo de amantadina (con LTME) a dosis de 50 mg/kg (Mata-Bermudez et al., 2021). El
tratamiento se inici6 a los 14 dias después de la LTME y se administr6 30 min antes de cada

evaluacion, durante los 21,28 y 35 dias posteriores.

5.2 REACTIVOS Y FARMACOS

Se utilizd6 gabapentina disuelta en solucion salina fisiologica al 0.9% para su posterior
administracion intraperitoneal para la evaluacion conductual hiperalgesia de las ratas.

Para la deteccion de los niveles de 6xido nitrico se utilizé: acido clorhidrico (solucién acuosa
1M), solucion saturada de cloruro de vanadio Ill, solucidon de diclorhidrato de N(1-naftil)
etilendiamina, solucion de sulfanilamida, estandar de nitratos 10 mM, solucion de buffer de

fosfatos y solucion de sulfato de Zinc.



5.4 PRUEBAS CONDUCTUALES

5.4.1 INDUCCION DE HIPERALGESIA

Para esta prueba se utilizo la cuantificacién de las respuestas que el animal presento, de
acuerdo al levantamiento de las extremidades posteriores ante un estimulo mecanico, este
estimulo se aplicé con ayuda de los filamentos de Von Frey, utilizando el filamento de 15
gramos, el cual se aplicé sobre la superficie plantar posterior del animal con intervalo de 3
segundos por 10 veces (O-Arciniega et al., 2009) dandonos un retiro inmediato de la pata
COmMoO una respuesta positiva, en esta prueba los animales estuvieron en una cadmara de
acrilico individualmente sobre una superficie de maya metalica. Se llevé a cabo a los 14,
21,28 y 35 dias posterior a la LTME

5.4.2 INDUCCION DE ALODINIA

En la prueba de alodinia se tuvieron a los animales en las mismas condiciones para la prueba
de hiperalgesia, se buscé un estimulo de la superficie plantar posterior con ayuda de los
filamentos de Von Frey (Chaplan et al., 1994). En esta prueba se aplicaron estimulos de forma
ascendente, es decir, de 2 a 15 gramos, comenzando en la superficie posterior izquierda y
finalizando con el lado derecho. En este método se aplicaron estimulos comenzando con el
filamento de 2 gramos hasta obtener una respuesta positiva, es decir, tener un levantamiento
de la parte posterior del animal, hasta obtener 6 respuestas una vez presentada la primera

respuesta positiva. Se llevé acabé a los 14, 21,28 y 35 dias posterior a la LTME

5.5 DETERMINACION DE NITRATOS Y NITRITOS (NOx)

La determinacién de nitratos y nitritos (NOx) por el método de Griess es una técnica utilizada
para cuantificar los metabolitos estables derivados del 6xido nitrico (NO) (Tenorio et al.,
2005).

5.5.1. Preparacion de soluciones.

5.5.1.1. Acido Clorhidrico, solucién acuosa 1 M.

Se adicion6 4.1 mL de &cido clorhidrico a 37.5 % en un matraz aforado de 50 mL, y se llevé
al aforo con agua desionizada.

5.5.1.2 Solucion Saturada de Cloruro de Vanadio Il (Sol. VCI3).

Se colocaron 400 mg de Cloruro de vanadio en un matraz aforado de 50 mL y se llevo al
aforo con solucion acuosa HCl 1 M (numeral 1.1).

NOTA: Preparar al momento de ser utilizado y guardar de la luz.

5.5.1.3 Solucién de Diclorhidrato de N(1-naftil) etilendiamina (Sol. NEDD-2HCI) 0.1 %

Se colocaron 10 mg de NEDD-2HCI en un matraz aforado de 10 mL, y se llevé al aforo con

agua desionizada.



5.5.1.4. Solucion de Sulfanilamida (Sol. SULF) 2%

Se pesaron 200 mg de SULF. En un matraz aforado de 10 mL se colocé 1 mL de agua
desionizada y se anadié 500 yL de acido clorhidrico (HCI) 37.5 %. Posteriormente, gotear
agua desionizada hasta llenar % partes de la perilla del matraz y se adiciono 200 mg de
sulfanilamida, solubilizando completamente solido antes de llevar al aforo con agua
desionizada.

5.5.1.5 Estandar de nitratos 10 mM.

Se pes6 0.0212 g de nitrato de sodio, y se llevé al aforo en un matraz aforado de 25 mL.
5.5.1.6 Estandar de nitratos 1mM

Se tomo una alicuota de 500 uL del estandar 10 mM (numeral 1.5), colocandolos en un matraz
volumétrico de 5 mL y aforar con agua desionizada.

5.5.1.7. Solucién de Buffer de Fosfato (PBS pH=7.4).

En un vaso de precipitado de 1000 mL se afiadié 900 mL de agua desionizada y se agrego:
8.0 gr de Cloruro de Sodio, 0.2 gr de fosfato monobasico de Potasio, 2.9 gr de fosfato dibasico
de sodio dodecahidratado y 0.2 gr de cloruro de potasio. Se realiz6 el ajuste de pH a 7.4y se
aforo con agua desionizada en un matraz volumétrico de 1 L.

NOTA: Revisar la hidratacion de Fosfato monobasico de Potasio y realizar el ajuste de peso
en caso de ser necesario.

NOTA: Revisar la hidratacion de Fosfato Dibasico de Sodio y realizar el ajuste de peso en
caso de ser necesario.

5.5.1.8. Solucién de Sulfato de Zinc (Sol. ZnSO4-7H20) [1 M].

Se afadié 0.3702 g de ZnSO4-7H20 en un matraz aforado de 2 mL. Se agito hasta que la
solucion pase de ser blanca a muy ligeramente turbia y sin sedimentos 0 grumos.

NOTA: Verifique la hidratacion de Sulfato de Zinc y realice el ajuste de peso de ser necesario.
En caso de utilizar la sal monohidratada (ZnSO4-H20), pesar 0.8969gr para 5 mL de solucion.
5.5.1.9. Mezcla Reactiva de Griess.

En un recipiente se preparé una mezcla en una proporcion 50 % (Sol. VCI3): 25 % (Sol.
NEDD-2HCI) :25 % (Sol. SULF), suficiente para el numero de muestras a analizar.

NOTA: La mezcla reactiva debera prepararse en el momento de utilizarse, es decir, las
muestras deberan estar cargadas en la placa de lectura antes de preparar. A continuacion,

se agregard la mezcla reactiva a cada pozo de lectura.

5.6. Preparacion de la Curva de Calibracion.
5.6.1 Curva de Calibracion para desproteinizacion con Sulfato de Zinc.
A partir de (SE 10,000) se realizaron las diluciones para los puntos de concentracién conocida

de la curva de calibracién como se indica en la siguiente tabla.



Concentracion conocida (uM) Vol. (SE 10,000) (uL) Vol. Aforo (uL)
25 12.5 5,000
5 25 5,000
10 50 5,000
20 100 5,000
40 200 5,000
80 400 5,000
160 800 5,000
320 1600 5,000

A partir de cada estandar, se tomaron 285 L y se adicionaron 15 uL de (Sol. ZnSO4-
7H20).

Se dejaron reposar durante 10 minutos y se centrifugaron a 14,000 rpm a 4 °C por 10
minutos

Se tomaron 100 pL del sobrenadante y se colocaron en la placa de poliestireno de 96
pozos.

Posteriormente se afiadieron 200 uL de Mezcla Reactiva de Griess en el pozo de la
placa.

Finalmente se colocaron en el lector de UV y se procedié a una incubaciéon de 30
minutos durante 37 °C con tapa o pelicula de parafilm para evitar pérdida de volumen.

La placa se ley6 a una longitud de onda de 540 nm.

5.7 Tratamiento de tejidos.

Se multiplico el peso del tejido en gramos por 20 y el resultado nos indico la cantidad
gue se afadi6 de Buffer PBS (pH=7.4) dada en mL.

A continuacion, se homogenizo sobre hielo en Homogenizador Ultrasénico a amplitud
del 40 % hasta homogeneidad del contenido.

A 285 pL de homogenado se adiciono 15 uL de (Sol. ZnS04-7H20) y se dejé reposar
a temperatura ambiente 10 minutos.

Se centrifugd a 14,000 rpm a 4 °C por 10 minutos.

Se tomé 100 uL del sobrenadante y se depositaron en una placa de lectura de UV
Se agreg6 200 pL de la Mezcla Reactiva de Griess.

Se colocé la placa en el lector de placas-UV y se incub6 por 30 minutos durante 37
°C con tapa o pelicula de parafilm para evitar pérdida de volumen.

Finalmente se leyé la placa a una longitud de onda de 540 nm.



5.8. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando el programa SPSS 21.0 de estadistica. Para
determinar la distribucion normal y la homogeneidad de varianzas, se aplicaron las pruebas
de Kolmogorov-Smirnov y de Levene respectivamente, con base en esto se utilizé una
ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc de Dunnet. Los resultados fueron
expresados como el promedio + error estandar y fueron estadisticamente significativos con

una p < 0.05.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la prueba conductual de alodinia e hiperalgesia se obtuvieron los resultados que se
muestran en las figuras 1y 2.

En donde se muestra la diferencia entre el Area Bajo la Curva (ABC) del efecto antialodinico
y anti-hiperalgésico. Los datos obtenidos demostraron que la hipersensibilidad, se va
desarrollando de manera significativa después de LTME, manteniéndose durante todo el
periodo de observacién, con relaciéon a los animales con tratamiento de gabapentina se
observo una reduccién en comparacion con el grupo control que Unicamente fue tratado con

vehiculo.

Respecto a la evaluacion del efecto de la gabapentina sobre la alodinia, en las ratas Naivé se
observo un valor promedio de 63.97, en el grupo Sham (solo con laminectomia) de 61.42, en
las ratas lesionadas y tratadas con el vehiculo el valor fue de 136.61, mientras que el grupo

LTME y tratado con gabapentina el valor promedio fue de 105.00 + 16 ES (figura 1).

Se observa que Nivé y Sham tienen menor ABC a diferencia del grupo Alodinia, lo que indica
gue a mayor valor de ABC existe una mayor interaccion con el farmaco, por lo tanto, menor

reflejo en la conducta dolorosa, de acuerdo con lo reportado por Chaplan et al., 1994

Con respecto al efecto anti-hiperalgésico se obtuvieron los valores promedio de 106.06,
112.09, 52.98 y 59.20 + 11 SE, para los grupos Nive, Sham, vehiculo y gabapentina
respectivamente. Chaplan et al., (1994) mencionan que la determinacion de este efecto
aumenta significativamente en los grupos a los cuales no se les administré el farmaco. Asi
como se muestra en la figura 2, el ABC del efecto anti-hiperalgésico es menor en el grupo

administrado con gabapentina respecto a los grupos Sham y Nive.
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Figura 1. Grafica en la que se muestran los resultados de la evaluacion del efecto anti-

hiperalgésico y de la gabapentina en ratas con lesién traumatica de la medula espinal. Los
valores corresponden al area bajo la curva del de los grupos Nivel (sanos), Sham (solo con
laminectomia), Vehiculo (ratas con Lesion traumatica de la médula espinal y tratados con
vehiculo) y Gabapentina (ratas con Lesién traumatica de la médula espinal y tratados con

Gabapentina). ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett.
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Figura 2. Gréfica en la que se muestran los resultados de la evaluacion del efecto anti-
hiperalgésico de la gabapentina en ratas con lesion traumética de la medula espinal. Los
valores corresponden al area bajo la curva del de los grupos Nivel (sanos), Sham (solo con
laminectomia), Vehiculo (ratas con Lesion traumatica de la médula espinal y tratados con
vehiculo) y Gabapentina (ratas con Lesién traumatica de la médula espinal y tratados con

Gabapentina) ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett.

Para la evaluacién de éxido nitrico se obtuvo el resultado que se muestra en la figura 3.

En el grupo Nive el valor obtenido es 0.22, en el grupo Sham se obtuvo 0.29, en los grupos
de gabapentina y vehiculo se observan los valores 0.11 y 0.10 similares entre ellos. Esto
indica que los grupos a los cuales no se les administro el farmaco, tienen mayores niveles de
oxido nitrico, por lo tanto, son mas susceptibles a presentar depresién. Como lo menciona
Garcia M.C., 1997 el 6xido nitrico produce efectos tanto inhibitorios como excitatorios sobre
la actividad predicanglionar simpéatica relacionada con el control de la presion arterial, pero

no relacionada con la depresion.
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Figura 3. Grafica en la que se muestran los resultados los niveles de 6xido nitrico por efecto
del tratamiento con gabapentina en ratas con lesién trauméatica de la medula espinal. Los
valores corresponden al area bajo la curva del de los grupos Nivel (sanos), Sham (solo con
laminectomia), Vehiculo (ratas con Lesion traumatica de la médula espinal y tratados con
vehiculo) y Gabapentina (ratas con Lesién traumatica de la médula espinal y tratados con

Gabapentina). Los resultados estan dados en uM de Nitritos y Nitratos/mg de tejido fresco.

ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett.

7. CONCLUSIONES

1. En este estudio se demuestra que, la LTME a una intensidad leve a nivel de T12
produce respuestas conductuales de hiperalgesia y Alodinia en ratas, sin embargo al

administrar el tratamiento a partir del dia 14, el dolor disminuye en ellas.

2. Los niveles de oxido nitrico no son significativos para las conductas estimulo
dependientes anti-hiperalgésico y antialodinico después de que las ratas hayan

sufrido una LTME.
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