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RESUMEN

IBT Ismael A Rodriguez Rodriguez Fecha de Graduacion: Agosto 2018

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Determinacion de la frecuencia alélica y genotipica de los
polimorfismos A3813G y A4895G del gen CNR1 y su asociacién con el efecto analgésico
del paracetamol en una poblacién del noreste de México

Numero de péaginas: 110 Candidato al grado de Maestria en
Ciencias con Orientacién en Farmacia

Propésito y Método del Estudio: El dolor es una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada con un dafo tisular, real o potencial, o descrita en términos de
dicho dano. Debido a que el dolor es una experiencia subjetiva, diversos sistemas tienen
la capacidad de modularlo, entre estos se encuentran el opioide, adrenérgico, colinérgico
y gabaergico. Recientemente se ha encontrado evidencia de que el sistema
endocannabinoide también participa en la modulacién del dolor. El objetivo de este
estudio fue investigar la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos A3813G y
A4895G del gen que codifica para el receptor cannabinoide tipo 1 (CNR1) y su
asociacion con la respuesta analgésica del paracetamol en una poblacién del noreste de
México. Se invito a participar a 200 individuos sanos no emparentados. La
genotipificacion de los polimorfismos fue por la técnica RFLP mientras que la tolerancia
al dolor se evalué con la prueba Cold Pressure test. La frecuencia alélica del
polimorfismo A4895G fue de 0.59 y 0.41 para el alelo A y G respectivamente, mientras
que la frecuencia genotipica fue de 38, 111 y 9 para los genotipos AA, AA y GG
respectivamente. La muestra no se encontré en equilibrio con Hardy-Weinberg. Por otro
lado, la frecuencia alélica del polimorfismo A3813G fue de 0.93 y 0.07 para el alelo A 'y
G respectivamente, mientras que la frecuencia genotipica fue de 173, 26 y 1 para los
genotipos AA, AG y GG respectivamente. La muestra se encontr6 en equilibrio con
Hardy-Weinberg. No se observo una diferencia en la tolerancia al dolor entre los alelos
ni entre los genotipos. Contribuciones y Conclusiones: Los polimorfismos A3813G y
A4895G del gen que codifica para el receptor cannabinoide tipo 1 no estan asociados
con la tolerancia del dolor.

Dr Omar Gonzalez Santiago
Director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Definicion y clasificacion del dolor

La Asociacion Internacional del Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en
inglés) en 1986, define al dolor como “una experiencia sensorial y emocional no
placentera asociada con un dafo tisular, real o potencial, o descrita en términos
de dicho dafno”. El dolor se puede clasificar en base a su fisiopatologia

(nociceptivo o neuropatico) y su duracion (agudo o crénico).

1.1.1 Segun su fisiopatologia

El dolor se clasifica en nociceptivo y neuropatico. El primero resulta del
dano tisular real o de estimulos que generan dafio en los tejidos?. En el segundo,
la principal caracteristica es que las fibras nerviosas se encuentran dafadas
resultando en una alteracién del balance entre las sefales sensoriales dolorosas

y no dolorosas?.



1.1.2 Segun el tiempo de duracion

El dolor se clasifica en agudo y crénico, el agudo ha sido definido como “dolor de
apariencia reciente y de probable duracién limitada, que usualmente tiene una
relacion causal y temporal a la lesién o la enfermedad™. El crénico ha sido
definido como “un dolor continuo con duracidn mayor a 12 semanas o que

persiste como consecuencia de una lesion*.

1.2 Epidemiologia del dolor

La prevalencia del dolor es afectada por diversos factores como el método
de recoleccion de datos, las caracteristicas demograficas de la poblacion
estudiada o la variacién geografica® €. Representa un problema clinico, social y

econdémico.

En México el 91 % de la poblacion experimenta dolor y el 85 % de las
personas reportaron un impacto negativo en actividades laborales y sociales®, en
la poblacion asiatica la prevalencia del dolor cronico varia del 7.1 al 90.8 % entre
los adultos®, mientras que en Europa el rango se encuentra entre el 2 y 50 %’.
Los estudios en Espana han determinado que el dolor crénico es mas comun en
mujeres (31.4 %) que en hombres (14.8 %) y en la poblacién mayor a los 65 afos
(39.5 %) en comparacién con la poblacién joven (8.5 %) y el estudio a nivel
nacional realizado en el 2015 reportd una prevalencia del 16.6 %, de los cuales

2



el 50 % de los sujetos reportd limitaciones en sus actividades diarias, el 30 %
reportd depresion o ansiedad y el 47.2 % reporté que el dolor también afectaba

su vida familiar®.

La estimacién mas reciente del impacto financiero en Europa es de 200
billones de Euros por afo y en Estados Unidos de América es de 150 billones de
délares por ano®. Los factores sociodemograficos asociados con el dolor crénico

se describen en la Tabla 1.

TABLA 1

Factores sociodemograficos asociados a la prevalencia del dolor cronico™

Factores sociodemograficos

asociados al dolor cronico Efecto sobre la prevalencia Referencia
Género femenino Se reporta mayor intensidad y menor 10
tolerancia.
Edad adulta Se reporta que la prevalencia se eleva con la 8 11
edad.
La prevalencia del dolor crénico se relaciona
Bajo nivel socioeconémico de manera inversamente proporcional a 12

mejores condiciones socioeconémicas.

La variacion geografica y cultural afecta la

prevalencia de dolor crénico.

El impacto del dolor crénico sobre las

actividades diarias se ve influenciado por 14

factores de riesgo laboral.

La evidencia reportada sugiere que el dolor

Historial de abuso o violencia €s mas comun en personas que reportar un

interpersonal historial de abuso o violencia a cualquier
edad.

Base geografica y cultural 13

Estatus laboral y factores de
ocupacion

15

1.3 Fisiopatologia del dolor

Los organismos perciben dolor a través de un proceso conocido como

nocicepcioén, el cual consiste en cuatro pasos casi simultaneos: transduccioén,



transmision, modulacién y percepcion'® 7. El proceso general se puede apreciar

en la Figura 1.

PERCEPCION
Cortex somatosensorial

Cerebro
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Materia gris periacueductal
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! . f - ks

‘\(l( \Tnnnsms:ﬁﬂ
Médula ‘ n
espinal

MNeuronas del
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Figura 1. Fisiopatologia del dolor. En color rojo pueden apreciarse las vias ascendentes
y en color azul las vias descendentes del dolor'®.
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1.3.1 Transduccion

Es el proceso por el cual el estimulo nociceptivo es convertido a una sefal
eléctrica en los nociceptores, su activacion es llevada a cabo a través de
mediadores que actuan sobre receptores especificos o canales idnicos de la
membrana, generando como resultado una modificacion de su permeabilidad
ionica y la génesis de impulsos nerviosos que viajan al sistema nervioso central

(SNC)16: 17,

1.3.2 Transmisioén

Es el proceso por el cual los estimulos nociceptivos son transportados a
través de las fibras C o fibras A — & al asta dorsal de la médula espinal, donde se
liberan los neurotransmisores del dolor: glutamato, sustancia P y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (PRGC)'", la liberacién de estos
neurotransmisores activan las neuronas de segundo orden, las cuales pueden
ser de 3 tipos: neuronas con proyeccién supraespinal, propioespinales o
interneuronas modulares inhibitorias o excitatorias'®. Las caracteristicas de las

fibras nociceptivas son resumidas en la Tabla 2.



TABLA 2

Caracteristicas de las fibras nerviosas conductoras del estimulo nociceptivo®

Fibras

. . Velocidad (m/s) Diametro (um)
nociceptivas
Fibras A-0 Mielinicas 4-30 1-5
Fibras C Amielinicas 04-2 0-3-1.5

1.3.3 Modulacién

El sistema de modulacion se conforma de neuronas dentro de la superficie
de la médula espinal y tractos neurales descendentes, su activacién involucra la
liberacidén de neurotransmisores los cuales son capaces de disminuir la liberacién
de neurotransmisores excitatorios'®. Como sistemas moduladores se encuentran
las proyecciones de fibras centripetas de grueso calibre (periféricas), y las
descendentes desde niveles superiores encefalicos como la sustancia gris
periacueductal (PAG, por sus siglas en inglés) y el bulbo rostral ventromedial
(RVM, por sus siglas en inglés). Los sistemas inhibitorios mejor conocidos son:

los opioides, el a-adrenérgico, el colinérgico y el gabaérgico'®.

1.3.4 Percepcién

Es el resultado final de la sefnal nociceptiva en regiones especificas de la
corteza cerebral: corteza somatosensorial primaria, secundaria, opérculo

parietal, insula, corteza cingular anterior, corteza pre frontal’®.



1.4 Evaluacion del dolor

Con la finalidad de medir objetivamente el dolor se han creado distintas
escalas, sus caracteristicas y ejemplos son explicadas detalladamente en la
Tabla 3. Los datos de la tabla fueron obtenidos del reporte presentado durante
la reunion de expertos en la evaluacion y diagnéstico del dolor de la Universidad

de Salamanca®.

La escala analogico visual (VAS) ha sido ampliamente utilizada para la
recoleccion de datos al utilizar el modelo de dolor experimental Cold Pressor Task
(CPT); en esta prueba la escala va de 0 (ausencia de dolor) hasta 10 (dolor

extremo)?%-2'. Un ejemplo de la escala analdgica visual se muestra en la Figura

Sin dolor Maximo dolor

]
1cm

Figura 2. Escala VAS usada en la descripcién del dolor



Metodologia

Evaluacion
verbal del dolor

TABLA 3

Metodologias empleadas en la cuantificacion del dolor9-20

Técnica

Uso y aplicacién de mnemotécnicas
para evaluar el dolor en sujetos.

Ejemplo \
La mnemotecnia: A.L.I.C.1.A.

A.- Aparicion

L.- Localizacién

l.- Intensidad

C.- Caracteristicas

.- Irradiacién

A.- Agravantes y atenuantes

Autoinformes

Técnicas que intentan valorar los datos
subjetivos de los sujetos y transformarlos
en datos cuantitativos. Puede ser
unidimensional (intensidad del dolor) y

multidimensional (incluye los
componentes sensorial, afectivo y
cognitivo).

Técnicas unidimensionales:
a) Escalas verbales
b) Escalas numéricas
¢) Escala analégico visual
d) Escalas gréficas

Técnicas multidimensionales:
a) Cuestionario del dolor de
McGill (MPQ)
b) Test de Latineen
c) Cuestionario de Nottingham
d) Test de Karnofsky

Auto-registros

Son procedimientos donde el sujeto
registra la aparicion de ciertas
conductas.

Diario del dolor, escala de Branca-
Vaona y el indicador del patrén de
actividad

Valoracién
fisiolégica

Se basa en los cambios fisioldgicos que
produce el dolor en la homeostasis del
cuerpo humano.

Estudio de las
autonoémicas:
a) Termografia.

respuestas

Estudios neurofisioldgicos:

a) Electromiografia, electro
neurografia
b) Potenciales evocados

somato sensoriales.

Estudios bioquimicos:
a) Determinacién plasmatica de

cortisol.
b) Determinacién en liquido
cefalorraquideo (LCR) de

opioides endogenos.

(Villoria, C. 2007)°



1.5 Tratamiento del dolor

El dolor puede ser tratado por métodos farmacologicos y no

farmacoldgicos?®?.

1.5.1 Terapia no farmacolégica

Tiene como objetivo tratar las dimensiones: afectiva, cognitiva vy
sociocultural del dolor?3. Los tratamientos de tipo no farmacoldgico se dividen en:
terapias periféricas, estimulacién nerviosa eléctrica transcutanea (TENS),
tratamiento caliente-frio, acupuntura, ejercicio, posicionamiento, descanso,
masaje, hidroterapia, terapias cognitivo-conductuales (relajacién, distraccién,
meditacién, yoga, hipnosis, terapia de comportamiento), otros (reflexologia,

tratamiento herbal, aromaterapia, terapia musical)?3.

1.5.2 Terapia farmacoldgica

Los analgésicos se dividen en tres grupos: no opiaceos (el paracetamol,
los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs): ibuprofeno y naproxeno sédico, y
los salicilatos: acido acetilsalicilico (aspirina), acido salicilico, diflunisal, salicilato

de magnesio y el &cido benzoico, los cuales son miembros de los AINEs),



opiaceos (morfina, fentanilo, oxicodona, meperidina, metadona) y adyuvantes

(carbamazepina, gabapentina, lidocaina). La organizacion mundial de la salud

(OMS) ha propuesto la “escalera del dolor’?* la cual se muestra en la Figura 3.

Los mecanismos de accion de los farmacos utilizados en el tratamiento

farmacoldgico del dolor son descritos de manera detallada en la Tabla 4.

No opiaceo +
opiaceo potente
+ adyuvante

Figura 3. Escalera del tratamiento farmacolégico del dolor propuesto por la OMS24

TABLA 4

Mecanismos de accion de los farmacos y adyuvantes empleados en la terapia

Tipo Ejemplos

Paracetamol

No

farmacoldgica del dolor

Mecanismo de accion
Su mecanismo no se encuentra del todo claro; sin
embargo, se sabe que activa las vias serotoninérgicas de
descenso del dolor; ademas uno de sus metabolitos, el
AM404 inhibe la recaptacion de anandamida,
incrementando la activacion del receptor CB1 en la
membrana post-sinaptica

Ref

25

opiaceos

AINEs

La inhibicion de enzima ciclooxigenasa (COX),
especificamente la isoforma 2 (COX-2), provocando la
subsecuente inhibicion de la sintesis de prostaglandinas,
especificamente PGE2, asociada a la aparicion de
sintomas clasicos de inflamacién: enrojecimiento,
hinchazén y dolor.

26, 27

Morfina
Fentanilo
Opiaceos Oxicodona
Meperidina
Metadona

Los opioides producen su efecto a nivel celular por medio
de la activacion de receptores opioides: mu (p), delta () y
kappa (k), esto ocasiona el cierre de canales de calcio
sensibles al voltaje y la estimulacion del flujo de potasio
generando una hiperpolarizacién y reduccién de adenosina
ciclica, provocando la disminucién de la excitabilidad
neuronal y deteniendo el paso de impulsos nociceptivos
ascendentes.

28
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TABLA 4

(Continuacion)

Tipo Ejemplos Mecanismo de accion Ref
El mecanismo de accion de estos farmacos se asocia a
Antiepilépticos cambios de expresion de las subunidades de canales de 29
calcio y sodio; sin embargo, no esta del todo claro.
Bloguea los canales de sodio inhibiendo la despolarizacion
Carbamazepina Y ademas intensifica la liberacion de GABA, ademas 30
P suprimen la liberacion de Glutamato, inhibiendo asi la via
de ascenso del dolor.
Se encuentra posicionado como un bloqueador arquetipico
Fenitoina de los canales de sodio, al igual que la carbamazepina, 31
inhibiendo la despolarizacion y produciendo asi anti
nocicepcion.
Ambos farmacos actdan bloqueando los canales de calcio
Gabapentina y suprimiendo la liberacién de Glutamato, evitando asi el 30
Pregabalina ascenso del dolor. La Gabapentina ademas bloquea los
canales de sodio, inhibiendo la despolarizacion.
Son un grupo de farmacos que incluyen una gran variedad
Antidepresivos de agentes quimicos, caracterizados por su estructura y / 30
0 mecanismo farmacolégico.
Triciclicos
TCA . - L .
_( CArsn)itri tilina Inhiben la recaptacién de norepinefrina, serotonina y
i Amoxgpina acetilcolina en la membrana presinaptica, lo cual 30
Adyuvantes - Doxepina incrementa el nivel de serotonina en el espacio sinaptico.
Inhibidores de la
monoamina
Xi . . . .
?Mf\gﬁg) Inhiben la actividad de la monoamina oxidasa, lo cual
- Furazolidona incrementa los niveles de serotonina en el espacio 30
sinaptico.
- Sulfato de P
fenelzina
- Nialamida
Inhibidores
lectiv I . . L
select O?,de 4 Elevan los niveles de serotonina y norepinefrina en el
recaptacion de S o a di ibilidad
serotonina y espacio sinaptico, ademas incrementan la disponibilida;
L de norepinefrina supra espinal, lo cual se piensa que
norepinefrina 30

(SNRiIs)
Venlafaxina
Milnacipran
Duloxetina

incrementa la activacion de receptores opioides
endogenos, bloqueadores de canales de sodio e
inhibidores de receptores N-metil-D-aspartato, entre otros.
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1.5.2.1 Paracetamol
El paracetamol es utilizando debido a sus caracteristicas analgésicas,
antipiréticas y su amplio perfil de seguridad, sin embargo, su mecanismo de

accion aun no se ha comprendido completamente®2.

Existen varios mecanismos moleculares previamente propuestos por
diversos grupos de investigacion, los cuales implican la participacidén de diversos
sistemas periféricos y centrales, entre ellos la inhibicién de las ciclooxigenasas,
la activacion de las vias de descenso serotoninérgicas, las vias opioides, la
inhibicion de la produccion de éxido nitrico y la activacion de los canales TRPAT

por sus metabolitos a nivel espinal®3.

Recientemente ha sido determinado que una de las vias mas importantes
a través de las cuales este farmaco ejerce su funcidén analgésica se encuentra
relacionada con el sistema endocannabinoide, a partir de su metabolizaciéon a
nivel central®3, donde interviene con la recaptacion y degradaciéon de la

anandamida3*.

El metabolito N-araquidonoilfenolamina (AM404) del paracetamol es
producido tanto en el cerebro como en la médula espinal luego de la
desacetilacion de su amina primaria (p-aminofenol) y su posterior conjugacion
con la enzima FAAH; posee una alta afinidad por el receptor TRPV1 y una baja
afinidad por el receptor CB1. De acuerdo a la literatura reportada, desemperia

una funcion importante en el mecanismo por el cual el paracetamol produce
12



analgesia, debido a que inhibe al transportador de membrana de la anandamida
(AMT), incrementando asi los niveles de este endocannabinoide enddgeno y de

esta manera potenciando la activacion del receptor CB13°.

El paracetamol es absorbido en el tracto gastrointestinal en humanos y su
biodisponibilidad se ha estimado de 63 — 89 %; su velocidad de absorcion es
independiente de la dosis y posee una vida media en plasma de 2.7 minutos. El
volumen de distribuciéon se ha reportado de 0.7 — 1.0 kg' y su vida media se
encuentra alrededor de las 2 horas; su metabolizacion ocurre principalmente en
el higado, siendo este conjugado con los acidos glucurdnico (60 %) y sulfurico
(835 %) o cisteina (3 %), para ser eliminado a través de la orina luego de un
periodo de 24 horas (90 — 100 %). So6lo una pequeia cantidad del farmaco es
metabolizado por el citocromo P-450 para dar lugar a N-acetil-p-amino-
benzoquinonaimina (NAPQI), el cual es responsable de producir falla hepatica en
los casos mas severos®®. El grado de eficacia del paracetamol es equiparable
con los estandares equivalentes de los AINEs tanto para el tratamiento de dolor
cénico y agudo; su uso concomitante con opioides y otros analgésicos reduce
efectos secundarios, incrementa su eficacia y mejora la satisfaccion del

paciente?’.

La dosis autorizada del paracetamol es la misma para todas las vias de
administracion en adultos con un peso mayor a los 50 kg (es decir, 1 g hasta por

cuatro veces al dia), requiriéndose un tiempo de reposo de 4 horas entre cada
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administracion y de 6 h para aquellos pacientes que presenten insuficiencia renal

(depuracion de creatinina < 30 ml min-")2,

1.6 El sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide es un regulador homeostatico de la actividad
de los neurotransmisores®® y su funcién juega un rol importante en la memoria,
regulacion del dolor, estado de animo, sistema de recompensa cerebral, adiccién,
procesos metabdlicos como la lipdlisis, el metabolismo de la glucosa y el balance

energético®.

1.6.1 Descubrimiento

El hallazgo de este sistema se encuentra relacionado al de los
fitocannabinoides por Raphael Mechoulam y Gaoni en 19644, luego se observo
la relacién de estos compuestos con la inhibicién de la acumulacion del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), posteriormente se identificaron los receptores
cannabinoides: tipo 1 (CB1) por Gerard et al., 19914 y Matsuda et al., 1990%* y

tipo 2 (CB2) por Munro, 199343,

El primer ligando enddgeno del sistema endocannabinoide, el
araquidonoil-etanolamina, anadamida o AEA, fue encontrado en cerebro

porcino*, seguido de la 2-araquidonoilglicerol o 2-AG*5#¢, ambos son derivados
14



del acido araquiddnico (AA)*’. AEA posee una mayor afinidad que 2-AG*’ sobre

CB1.

1.6.2 Elementos que lo conforman

Estos son resumidos en la Tabla 5.

TABLA S

Elementos del sistema endocannabinoide3®

Funcion Molécula
Receptores cannabinoides CB1yCB2
Ligandos endégenos AEA y 2-AG

Precursor biosintético de la N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina (NAPE)
anandamida

Enzima biosintética de anandamida Fosfolipasa D selectiva para NAPE
Precursor biosintético de 2-AG Diacilglicerol (DAG) con AA en la posicion 2
Enzima biosintética de 2-AG Diacilglicerol lipasa (DGL)

Degradacion de la anandamida Amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH)
Degradacion de 2-AG Monoacilglicerol lipasa (MAGL)

Una similitud estructural entre AEA y 2-AG es un AA conjugado a una
molécula adicional en el acido carboxilico (etanolamina y glicerol,
respectivamente)*’, dichas estructuras se muestran en la Figura 4. Debido a su
caracter lipidico, su accién es de tipo paracrina (célula a célula) o autocrina

(misma célula)*.
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Figura 4. Estructura quimica de los ligandos endégenos AEA (a) y 2-AG (b)

1.6.3 Los receptores cannabinoides

Se conforman de un polipéptido con siete regiones transmembranales a-
hélice, un extremo N-terminal glicosilado y un extremo C-terminal intracelular
(véase Figura 5); se encuentran acoplados a proteinas G, principalmente Gi/o.
El receptor CB1 esta expresado principalmente en la region post sinaptica, donde
media la liberacién y recaptacion de varios neurotransmisores, también ha sido
observado en tejidos metabdlicamente relevantes como el higado, el musculo
esquelético, el tejido adiposo y pancreas. CB2 se expresa principalmente en
sistemas periféricos, en células del sistema inmune y afectan la liberacion de
mensajeros quimicos, se ha encontrado ademas en: cerebro, tejido adiposo,
musculo esquelético y el pancreas®. La estructura tridimensional del receptor

CB1 se muestra en la Figura 6.
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Extracelular 1
o0

Intracelular

sNP

Figura 5. Representaciéon esquematica de un receptor acoplado a proteinas G#°

Figura 6. Representacion tridimensional del receptor CB150.51.52

1.6.4 Senalizacibn mediada por receptores cannabinoides

Su activacién desencadena la inhibicion de la adenilil ciclasa, por lo que el
nivel de AMPc celular disminuye. El receptor CB1 esta también acoplado a
canales idnicos de Ca?* y K*%3. Las rutas de sefalizacién de los receptores

cannabinoides se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Rutas de senalizacién activadas por el receptor CB153

1.6.5 Potencial terapéutico ligado a los receptores cannabinoides

Las condiciones a las que han sido ligadas son las siguientes®*: obesidad,
desordenes metabdlicos, anorexia, dolor e inflamacién, neurotoxicidad,
esclerosis multiple, desordenes de movimiento como la enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington y el sindrome de Taurette, enfermedad de
Alzheimer, epilepsia, ansiedad y depresién, esquizofrenia, insomnio, adiccién a
las drogas y al alcohol, nduseas, enfermedades cardiovasculares, asma, cancer,
glaucoma vy retinopatia, hepatitis y cirrosis, enfermedad de inflamacion del
intestino, artritis y osteoporosis. Existe gran cantidad de evidencia que relaciona
al sistema endocannabinoide en el fendbmeno nociceptivo, haciéndolo un

importante objetivo de estudio.
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1.6.6 El sistema endocannabinoide en el fendbmeno nociceptivo

La evidencia se resume en la Tabla 6.

TABLA 6

Evidencia de la regulacién de la nocicepcion efectuada por el sistema endocannabinoide en
modelos animales de rata y ratén555

Agente I\allr?idn? :I) Prueba de dolor Modelo de dolor Resultados
AEA Rata Alodinia térmica Inflamatorio, Disminucion de

agudo/inflamatorio  hiperalgesia

Inhibicién de las
2-AG Ratén TCC Agudo/inflamatorio  citocinas
proinflamatorias

AEA/2-AG Rata T,CC. - a_lodmla Neuropatico Antinocicepcion
térmica/mecéanica
UR8597 (inhibidor de . TCC -  alodinia - Atenuacion de la
FAAH) Raton 4 micasirio Neuropatico alodinia
OL135 (inhibidor de . LTL - alodinia Atenuacion de la
FAAH) + AEA2-AG  1AON  ocanica Agudo alodinia
A9-THC Rata Alodinia térmica Agudo Antinocicepcién
SPC Rata Lesién parcial del Neuropatico Antinocicepcién

nervio ciatico prolongada

TCC, traumatismo craneal cerrado; LTL, lesién térmica leve; SPC, estimulacién de la médula
espinal.

Su efecto analgésico en modelos de dolor (mecénico, térmico y quimico)
ha sido previamente comprobado, siendo similar al de los opioides, inclusive se
han observado mejores resultados en modelos de dolor crénico (inflamatorio y

neuropatico)®°.

Los endocannabinoides regulan la liberacion de varios neurotransmisores

como GABA y glutamato®, a través de un proceso conocido como
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despolarizacién inducida por la supresion de la inhibicion (DSI, por sus siglas en
inglés), de esta forma el sistema endocannabinoide desinhibe y potencia las vias
descendientes del dolor, las cuales incluyen las neuronas localizadas en PAG y
RVM, y se encuentran proyectadas en el asta dorsal de la médula espinal®®. La
analgesia regulada por este sistema es dependiente de la activacién de los
receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR) y receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA)%7.

El proceso de senalizacion del sistema endocannabinoide comienza con
la activacion de los receptores metabotropicos de glutamato (mGluR), lo cual
dispara la activacion de la ruta fosfolipasa C (PLC) y DGL en donde se produce
2-AG a través de la degradacion de DAG por la enzima DGL- a; posterior a su
sintesis 2-AG sale a través de un receptor no identificado y activa el receptor
CB1, accediendo finalmente a la neurona presinptica a través de un receptor
desconocido para ser degradada por la enzima MGL, dando como producto una

molécula de acido araquiddnico y una de glicerol.

La metabolizacion de AEA es llevada a cabo por la enzima FAAH,
produciendo una molécula de acido araquidénico y una de etanolamina. La
activacion del receptor CB1 detiene el flujo de Ca?* al interior de la neurona
presindptica y asi evita la salida de moléculas como el glutamato o GABAS8. Este

mecanismo se muestra detalladamente en la Figura 8.
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Figura 8. Mecanismo de sefalizacion del sistema endocannabinoide en el SNC

1.6.7 El sistema endocannabinoide y el metabolismo energético

La primera evidencia existente de la relacién entre este sistema con el
metabolismo fue observada en la India 5000 AC., donde la marihuana se utilizaba
como terapia contra la falta de apetito®®, desde entonces se han estudiado los
mecanismos de regulacién de energia en el cuerpo humano y ahora se sabe que
existen varias regiones centrales involucradas y cuya actividad se encuentra
mediada por la activacién o bloqueo del receptor CB1. Entre ellas estan: el nicleo
accumbens, area relacionada al grado de motivacion de ingesta de alimentos, la

via mesolimbica, regidn encargada de los sistemas de recompensa activados por
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alimentos considerados como “ricos o deliciosos”, el sistema limbico, region
donde ocurre la interaccién entre endocannabinoides, leptina y la Hormona
Concentradora de Melanocortina (HCM), cuya sobre estimulacién produce la

sensacion de hambre, entre otras®S.

El bloqueo del receptor CB1 ocasiona una reduccion en la ingesta de
alimentos y una pérdida de peso significativa, mientras que su sobre activacion
produce efectos contrarios y una sobre estimulacion de la liberacion de AEA y 2-
AG; su presencia en tejidos periféricos, como el musculo, el pancreas y el tejido
adiposo indica que interviene en procesos de homeostasis de la energia. La
desregulacion de este sistema puede ocasionar tolerancia a la glucosay /o la
insulina, asi como acelerar la produccion de acidos grasos monoinsaturados® y
finalmente ocasionar una “tormenta metabdlica” sistémica que conlleva a la

patogénesis de hiperglicemia y dislipidemia®".

1.7 Genética del dolor

La eficacia del tratamiento farmacolégico del dolor presenta variabilidad
entre individuos debido a la mutabilidad genética de los mecanismos
involucrados en el proceso nociceptivo®2. Los genes y algunos polimorfismos

involucrados en la percepcion y modulacion del dolor se muestran en la Tabla 7.
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TABLA 7.

Genes y sus polimorfismos asociados a la modulacion y percepcién del dolors3. 8. 64, 65,66, 67

Funcion

Genes asociados al dolor

Polimorfismos

especifica
) TRPV1:1585V, rs8065080
Transduccién Calor: TRPVT, (C/T)
Frio: TRPM8, TRPA1 TRPAT1: G38218A (MRNA)
OPRD1:T921C,
OPRK1: rs6473799 (A/G)
OPRM1: A118G
Central: OPRD1/K1/M1, CNR1, CNR1:rs806378 (C/T)
Modulacién Periférica: COX-2, TNF, COX-2: rs2383515 (G/T),
Microglia: P2RX7 rs2206593 (A/G)
TNF: G-308A
P2RX7:rs1718125 (A/G)
SCN10A: T3218C
Conduccién Canales de Na*: SCN10A, SCN9A SCNIA: C3496T
Canales de K*: KCNQ KCNQ: No se encontrd
literatura.
. Receptores de neurotransmisores: GRIA3: T-1952C
Transmision GRIA3, TACR1
sinaptica Canales de Ca2+: CACNA1A CACNAT1A: Thre98Thr
1.7.1 Polimorfismo

Es la ocurrencia de alelos multiples en un locus, donde al menos dos alelos
aparecen con una frecuencia > 1%, los mas frecuentes son los polimorfismos de

nucleétido sencillo (SNP, por sus siglas en inglés)®:.

1.7.2 Implicaciones genéticas del gen CNR1 en el dolor

La variacion genética del receptor CNR1 ha sido asociado a la modulacion
de la percepcion del dolor crénico en diversas enfermedades: sindrome del colon
irritable®®, migrana®® y fibromialgia’.
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1.8 Genética de los desdordenes metabolicos

El término “sindrome metabdlico” fue propuesto por la OMS en 1998 para
identificar al conjunto de factores de riesgo cardiovascular, entre ellos: obesidad
abdominal, hipertensién, dislipidemia e intolerancia a la glucosa en una misma

persona’!. La misma OMS establecié los componentes de este sindrome:

a) Hipertension definida como tratamiento antihipertensivo y / o presion
arterial > 160 / 90 mm Hg.

b) Dislipidemia definida como triglicéridos en plasma elevados (> 1.7
mmol / L) y / o0 bajas concentraciones de colesterol HDL (< 0.9 mmol /
L en hombres, < 1.0 mmol / L en mujeres).

c) Obesidad definida como alto indice de Masa Corporal (IMC) (> 30) y /
o indice cintura/cadera elevado (0 a 90 en hombres, 0 a 85 en mujeres).

d) Microalbuminuria (excrecion urinaria de albumina durante la noche a

una velocidad > 20 mg / min.

Para que una persona padezca el sindrome metabdlico debera por lo
menos presentar dos de las caracteristicas previamente mencionadas y ademas
una de las caracteristicas siguientes:

a) Presentar diabetes tipo 2 o intolerancia a la glucosa

b) Presentar resistencia a la insulina
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En la Tabla 8 se muestran los distintos factores de riesgo cardiovasculares
y aquellos que forman parte del conjunto de factores presentes en el sindrome
metabdlico, la prevalencia a nivel mundial reportada en diversas investigaciones

y su componente de heredabilidad o atribucién a factores genéticos expresado

o/ 71,72,73,74,75,76,77
en % )

TABLA 8.
Prevalencia y % de heredabilidad reportadas para los factores que componen el sindrome
metabdlico
Factor de riesgo Prevalencia reportada % de heredabilidad
(%)
Resistencia a la insulina 20 — 40 20 - 45
Hipertension 31 40 - 50
Bajo nivel de colesterol HDL 55.4 — 67.6 40 - 60
Dislipidemia 35.5 20 -43
Microalbuminuria 39 30
Grasa corporal 13* 40
Obesidad abdominal 60

*Este valor indica la prevalencia de personas obesas en el mundo reportada por la OMS para el 201678,

1.8.1 El gen CNRT1 en la homeostasis energética

Las variantes genéticas en este gen han demostrado ser de gran
relevancia debido a su asociacidn con diversos factores y medidas

antropomeétricas relacionados a la obesidad.

La evidencia existente sugiere que la variabilidad del gen CNR1 que
codifica para el receptor CB1 contribuye claramente a la aparicion de desordenes
relacionados a esta afeccion’®, haciéndole al igual que al dolor un importante

objeto de estudio.
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1.9 Localizacién y caracterizacion del gen CNR1

Se encuentra en el cromosoma 6, especificamente en la banda
citogenética 614 — q15 y es transcrito de la banda negativa (orientacién 3’ a 5’).
El gen contiene 4 exones, la regidn codificante se encuentra en el extremo 5’ del

exon 4. Su medida es de 26, 882 pares de bases?.

El polimorfismo A3813G (rs12720071), ocurre en la posicion 88141462 del
cromosoma 6, presenta un cambio de adenina a guanina en la posicién 3813 de
la secuencia codificante del receptor CB1. No se tiene mucha informacién al
respecto del cambio de la secuencia de aminoacidos. Los posibles genotipos

pueden ser: A/A, A/G y G/G8'.

El polimorfismo A4895G (rs806368), ocurre en la posicion 88140381 del
cromosoma 6, presenta un cambio de adenina a guanina en la posicion 4895 de
la secuencia codificante del receptor CB1. No se conoce el efecto sobre la
secuencia de aminoacidos. Los posibles genotipos pueden ser A/A, A/G, G/G®2.
La representacion gréfica de la localizacién de los polimorfismos se muestra en

la Figura 9.
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L 1 1 L1 |
Exon 4 Exon 3 Exon 2 Exon 1

rs12720071 (A3813G)
rs806368 (A4895G)

Figura 9. Representacién de la localizacién de los polimorfismos A3813G y A4895G en el gen
CNR1 en el exdn 4. La regién que codifica al receptor se ha sefialado en color azul oscuro.

1.10 Antecedentes

Hasta el momento, no se ha reportado una asociacion de los polimorfismos
estudiados en la presente investigacion y el dolor. Los antecedentes existentes

son presentados a continuacién:

En el 2007, Russo® y colaboradores llevaron a cabo un estudio en una
poblacion italiana y otra inglesa y encontraron que el alelo A3813G de CNR1

estaba asociado con un aumento en la circunferencia de la cintura.

En el 2010, Bordicchia® y colaboradores llevaron a cabo un estudio en
280 pacientes que presentaban obesidad e hipertensiéon y encontraron que los
pacientes con el polimorfismo A3813G del CNR1 tenian una menor prevalencia

del sindrome metabdlico.
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De Luis y colaboradores®, en el 2010, condujeron un estudio con 60
pacientes diabéticos y observaron que no habia una asociacion significativa entre
el polimorfismo G1359A del gen CNR1 y el factor de riesgo cardiovascular, la

ingesta alimentaria y la concentracion de adipocitos.

En el 2010, Storr® y colaboradores realizaron un estudio con 579 sujetos
y observaron que los individuos con el homocigoto A/A del polimorfismo G1359A
de gen CNR1 eran mas susceptibles a padecer colitis ulcerosa mientras que los
individuos con el homocigoto G/G eran mas susceptibles a padecer la

enfermedad de Crohn.

Milewicz® y colaboradores, en el afio 2011, llevaron a cabo un estudio en
Polonia para determinar si la variaciéon genética del gen CNR1 podria tener un
efecto en la distribucién de grasa o en desordenes metabdlicas en mujeres
postmenopausicas, encontraron que el alelo A3813G no se asociaba con una alta
masa corporal; sin embargo, se relacionaba con un mayor depdsito de grasa

androide.

Tayel®” y colaboradores, en el 2013 realizaron un estudio en 95 sujetos y
encontraron que el genotipo G/G del polimorfismo G1359A del gen CNR1 se
encontraba asociado a la enfermedad de la arteria coronaria y a diabetes mellitus

tipo 2.
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Lenarcik® y colaboradores, en el 2014, llevaron a cabo un estudio en
Polonia con 298 mujeres y los polimorfismos del gen CNR71 (A4895G,
rs12720071, rs1049353, rs806381, rs10485170 y rs6454674), encontraron que
el genotipo G/G del polimorfismo rs10485170 se asociaba al padecimiento del

sindrome de ovario poliquistico.

De Luis® y colaboradores, en el 2014, llevaron un estudio con 86
pacientes que presentaban diabetes mellitus tipo 2 y obesidad, encontraron una
asociacién del alelo A del polimorfismo G1359A con el incremento de resistencia
a insulina seguida de la pérdida de peso por el uso de liraglutida en pacientes
obesos con diabetes mellitus tipo 2, ademas, aquellos que no portaban este alelo,

mostraron mejora en niveles de colesterol luego de la pérdida de peso.

Ignatowska®® y colaboradores, en el 2015, sintetizaron y estudiaron el
compuesto ZCZ011, observaron que el mismo aumenta la accién de los
agonistas ortostéricos CP55, 940 y AEA potenciando su union al receptor CB1
en modelos in vivo e in vitro, ademas observaron que su administracion produce
un efecto antinociceptivo en el modelo de lesidn nerviosa de constriccion cronica

de dolor neuropatico y el modelo de carragenina de dolor inflamatorio.

GlaxoSmithKline Consumer Healthcare Holdings Limited (GSK) y Voltaren
condujeron un estudio sobre el impacto y la prevalencia del dolor a nivel mundial,

el cual consider6 una muestra de 7000 adultos provenientes de 4 continentes y
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14 diferentes paises, concluyeron que por lo menos un 88 % de la poblacion
mundial experimenta dolor corporal y 8 de cada 10 personas dicen ser afectadas

en su vida diaria de manera negativa®.

En el 2016°", De Luis y colaboradores, estudiaron la relacién del
polimorfismo G1359A con la ingesta de macronutrientes en mujeres con
obesidad y encontraron que los niveles de triglicéridos y lipoproteinas de alta
densidad (HDL) eran mas altos en los portadores del alelo A que los niveles de

los no portadores.

En el 2016%, Marumatsu y colaboradores, reportaron que el perfil de
concentracion — tiempo del metabolito AM404 es equiparable al perfil de todos
los demas metabolitos del paracetamol, asi como de la concentracion de este

farmaco en la sangre.

En el 20179, Saliba y colaboradores reportaron que el AM404 inhibe la
sintesis de prostaglandina Ez, F2 y D2; ademas observaron la reduccién reversible

de la actividad de COX-1 y COX-2 en cultivos de células microgliales.

Sharma y colaboradores®, en el 2017, demostraron por primera vez la

conversion de paracetamol al metabolito AM404 y observaron su presencia en

fluido cerebroespinal en humanos.
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En el 2018, Klinger-Grantz®®> y colaboradores, demostraron que el
metabolito AM404 produce antihiperalgesia dosis dependiente a través de la

activacion indirecta de receptores CB1 localizados en el RVM.

1.11 Justificacion

El dolor es un grave problema, su prevalencia segun reportes recientes
indican que el 88 % de la poblacién lo padecen, los costos generados y su
impacto negativo sobre la sociedad supera aquellos generados por el cancer, la

diabetes y las enfermedades cardiovasculares.

Segun la evidencia, el ECS se asocia al dolor; sin embargo, no existen

reportes de asociacion de los polimorfismos del CNR1 antes mencionados con la

modulacién del dolor a través del efecto analgésico del paracetamol.

1.12 Hipétesis

Los polimorfismos A3813G y A4895G del receptor cannabinoide

tipo 1 (CB1) se asocian con la repuesta analgésica del paracetamol en una

poblacion del noreste de México.
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Hipétesis nula: Los polimorfismos A3813G y A4895G del receptor
cannabinoide tipo 1 (CB1) no se asocian con la repuesta analgésica del

paracetamol en una poblacién del noreste de México.

1.13 Objetivos

1.13.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos A3813G
y A4895G del gen que codifica para el receptor cannabinoide tipo 1 (CNR1) y su
asociacién con la repuesta analgésica del paracetamol en una poblacion del

noreste de México.

1.13.2 Objetivos especificos

¢ Reclutar sujetos y obtener su consentimiento informado.

e Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
A3813G y A4895G en voluntarios sanos.

o Establecer la correlacion entre los polimorfismos previamente

mencionados y el efecto analgésico del paracetamol.
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Asociar las variantes alélicas del gen receptor cannabinoide tipo 1 (CNR1)
con la variacion del efecto analgésico del paracetamol en una poblacién
del noreste de México.

Evaluar la percepcion del dolor a través de la prueba CPT a voluntarios
sanos que ingirieron paracetamol.

Asociar las variantes polimérficas con los resultados del analisis

bioquimico.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia general

La metodologia general de este proyecto de investigacion se muestra en

la Figura 10.

( \ ( \
1.-Reclutamiento 1.1.-Obtencidn de 1.2.-Analisis 1.3.-Extraccion de
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Figura 10. Metodologia general de la investigacién

34



2.2 Ubicacion

El trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Ingenieria
Genética y Gendmica que se encuentra dentro de las instalaciones de la Division
de Estudios de posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn, la prueba CPT, el analisis de lipidos y el ensayo clinico
se llevaron a cabo en el Laboratorio de Andlisis Clinicos “QFB. Iris Guajardo

Guajardo”.

2.3 Equipo

El condensado del equipo requerido para este proyecto y su localizacién

se muestran en la Tabla 9.

TABLA9

Lista de equipo empleado y su localizacion

Material Localizaciéon

MiniPCR
Microcentrifuga

Vortex

Céamara de electroforesis

Fotodocumentador Laboratorio de Ingenieria Genética y
Balanza analitica Gendmica

Micropipetas (10, 200 y 1000 pL)
Tubos Eppendorf (1.5 mL)

Celdas para Espectrofotdmetro UV-Vis
Cépsulas de paracetamol (500 mg)

Analizador Automatico de Quimica Sanguinea Laboratorio de Analisis Clinicos QFB.
Iris Guajardo Guajardo de la Facultad
de Ciencias Quimicas, UANL.

Contenedor para prueba CPT
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2.4 Metodologia

2.4.1 Reclutamiento de sujetos

Se llevd a cabo un muestreo aleatorio simple con 200 voluntarios de la

Facultad de Ciencias Quimicas para el reporte de frecuencias alélicas y

genotipicas, de los cuales, solo aquellos que cumplieron con los criterios

mostrados a continuacion fueron seleccionados para realizar la prueba CPT y el

estudio clinico:

2.4.2 Criterios de inclusion

e Hombres y mujeres entre 18 y 35 arnos.

e Firmaron un consentimiento informado.

e Se encontraban en buen estado de salud.

2.4.3 Criterios de exclusion.

¢ Presentaban un padecimiento de sindrome doloroso (ej. dolor de cabeza).

e Consumieron farmacos 1 semana previa al estudio.
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e Consumieron productos con cafeina y paracetamol 24 horas previas al
estudio y durante el estudio (ej. t€, chocolate, etc.) o cualquier farmaco que
interfiera en la percepcion de dolor.

e Consumieron alimentos 1 hora previo al estudio.

2.4.4 Aspectos éticos

El estudio se llevé a cabo bajo los lineamientos de la Declaracién de
Helsinki de 1964. Los derechos y la confidencialidad de los voluntarios fueron

respetados bajo un consentimiento informado.

2.4.5 Obtencion de muestras y analisis bioquimico

La obtencién de muestras y su analisis fueron realizados por el personal
del Laboratorio de Analisis Clinicos QFB. Iris Guajardo Guajardo de la Facultad
de Ciencias Quimicas, UANL. Los datos fueron entregados directamente al

encargado del proyecto para su posterior analisis.

2.4.6 Evaluacién del dolor en frio a través de la prueba CPT

El procedimiento que se sigui6 fue el siguiente:
1. El sujeto se presenté al laboratorio donde se llevd a cabo la prueba.
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2. Se dieron las instrucciones generales de la prueba.

3. El sujeto firmo el consentimiento informado.

4. El sujeto lleno la encuesta de evaluacion del estado de animo (EVEA).

5. El sujeto introdujo la mano no dominante en un recipiente con agua cuya
temperatura se encontraba dentro del rango de 0 a 4 °C.

6. El sujeto report6 los parametros de umbral y tolerancia de dolor de manera
verbal. Se entiende como umbral al momento en el que el sujeto comienza a
experimentar dolor y como tolerancia al momento en el que el sujeto ya no
puede soportar ese dolor. Ambos resultados fueron registrados con un
segundero. Cada voluntario reportd la cantidad de dolor percibida al retirar la

mano del agua fria a través de la escala VAS.

2.4.7 Extraccién de ADN de sangre periférica

Se extrajeron aproximadamente 4 mL de sangre periférica y se colocaron
en un vacutainer, posteriormente este se centrifugé durante 10 min a 13,200 rpm
para extraer el botdn leucocitario, el cual se deposité en un tubo eppendorf de
1.5 mL. El tubo eppendorf se centrifugd durante 10 min a 13,200 rpm y se extrajo
por segunda ocasion el boton leucocitario, posteriormente se llevé a cabo la
ruptura celular con TSNT (tritén, SDS, NaCl y Tris-HCI), para lo cual se agregaron

350 pL de este buffer y se aplico vortex durante 10 s.
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Luego de la ruptura celular se llevo a cabo el procedimiento de extraccion
y purificacién, para lo cual se utilizd la metodologia de fenol — cloroformo, para
esto fueron agregados 250 pL de fenol y 150 uL de cloroformo a la solucién y se
aplico vortex durante 10 s y posteriormente fueron agregados 200 pL de buffer
TE (tris — EDTA), se aplico vortex durante 1 s y se centrifugd durante 11 min a

13,200 rpm.

El procedimiento de fenol — cloroformo se repitié y finalmente se extrajo el
sobrenadante, el cual fue colocado en un tubo eppendorf nuevo, se agregé 1 mL
de etanol absoluto frio (4 °C) y la solucién fue mezclada por inversion e incubada
a—20 °C durante 1 h, posteriormente se centrifugd durante 11 min a 13,200 rpm,
se decanto previniendo desechar el ovillo de ADN y se agregaron 500 pL de

etanol al 75 % para realizar un lavado y remover las proteinas restantes.

Finalmente, la solucion fue centrifugada durante 6 min a 13,200 rpm, el

etanol restante fue evaporado y el ADN se resuspendié en 200 pL de agua MQ 'y

se almacend a — 20 °C para procedimientos posteriores.
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2.4.8 Determinacidn de frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos

A3813G y A4895G en voluntarios sanos

La determinacién de frecuencias alélicas y genotipicas se realiz6 a partir
de la metodologia PCR — RFLP y el procedimiento general fue el siguiente:

1. Amplificacién de fragmentos por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

2. Electroforesis en gel de agarosa de la muestra amplificada.

3. Digestion enzimética de las muestras.

4. Genotipificaciébn de las muestras por electroforesis en gel de agarosa y
analisis de los polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccidon
(RFLP).

5. Conteo directo de los resultados para determinar frecuencias alélicas y

genotipicas.

PCR®. Se coloc6 una placa de 96 pocillos en un cubo de hielo como soporte para
los tubos de 0.2 mL, se agregaron los siguientes reactivos de PCR en el siguiente
orden: agua estéril, buffer, desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP’s), MgClz,
primers y ADN, para cada muestra se gener6 un control negativo a través de la
introduccién de los reactivos, sélo que el ADN no es afadido a la reaccién; se
utilizé agua estéril para completar a 25 pL y se anadié la enzima Tag DNA
polimerasa a la mezcla de reaccién, para asegurar una mezcla homogénea se

realiz6 un mezclado con la micropipeta de al menos 10 veces. Al finalizar la
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reaccion se procedid a colocar los tubos a -20 °C para posteriormente realizar la

digestion enzimatica segun el fragmento amplificado.

En la Tabla 10 se muestran las cantidades y concentraciones utilizadas
para preparar la mezcla de reaccién. La configuracion del programa en el
termociclador que se utilizd para cada polimorfismo es descrita en la Tabla 11 y

en la Tabla 12 se muestran los primers utilizados para cada polimorfismo.

TABLA 10

Cantidades en pL para preparar la mezcla de reaccion para la PCR

Elemento de la mezcla de reaccion Cantidad (pL) Concentracion
Agua estéril 13 -
Buffer 2.5 10 X
dNTP’s 2.5 200 uM
MgCl2 1 15 mM
Primer Forward 0.5 20 — 50 pmol
Primer Reverse 0.5 20 — 50 pmol
ADN Tagq polimerasa 1 05-25U
ADN 4 1000 ng
Total 25 -

TABLA 11

Configuracién del programa utilizado en el termociclador para cada fragmento de cada
polimorfismo

Polimorfismo Ciclos Perfil térmico Tiempo Temp(t%‘;atura
1 Desnaturalizacién 3 min 95
inicial
35 Desnaturalizacion 30s 95
A3813G 35 Alineamiento 30s 58
35 Extension 30s 72
1 Extension final 10 min 72
1 Desnaturalizacién 3 min 95
inicial
35 Desnaturalizacion 30s 95
A4835G 35 Alineamiento 30s 58
35 Extension 30s 72
1 Extension final 10 min 72
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TABLA 12

Secuencia de primers utilizados

Polimorfismo Primers Referencia
5'-GATGAAGGCTCAGGGTGCTAGAGG

A3813G 5 -TAGTGCTGTCAGCCCCATTGTCCC 63

5-GAGACCACCCATATCATGCACACA

A4895G 5- AACTCTGATCCCCAGTAGGCCTAG 63

Electroforesis en gel de agarosa. Se colocé la muestra, la cual contiene el

buffer de carga y un colorante en uno de los pocillos del gel, cuya concentracion
se ajustd al 2%% y se aplicaron 120 voltios durante 30 minutos, posteriormente
se visualizé el ADN utilizando un transiluminador con luz ultravioleta, y se

fotodocumentaron las bandas obtenidas.

Digestion enzimatica®. Se prepar6 la mezcla de reaccion para la digestion

del ADN generado en la PCR colocando: agua estéril libre de DNAsas, buffer,
producto de la PCR, enzima de restriccion y un control negativo, el cual no
contenia ADN. Se incubaron los tubos de reaccién por 16 horas a 37 °C. La

preparacién de la digestién se muestra en la Tabla 13.

TABLA 13

Elementos y cantidades de la mezcla de reaccién para la digestion enzimatica

Agua estéril 1.5
Buffer 1.5
ADN producto de PCR 10

Enzima 0.5
Total 13.5
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Andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién. El

analisis de los fragmentos generados se realizé a través de una electroforesis en
gel de agarosa (3 — 5 %). Las bandas esperadas, asi como la enzima utilizada

para la digestidn se describen en la Tabla 14.

TABLA 14
Bandas esperadas para cada polimorfismo y la enzima empleada en la digestion

Polimorfismo Enzima Bandas esperadas (pb
A:233 + 144
A3813G Hinfl G: 347
A/G: 233, 144 + 347
G:271 +75
A4895G Fokl A: 346
A/G: 271, 75 + 346

2.4.9 Andlisis estadistico

La determinacién de frecuencias alélicas se realizé por conteo directo. Las
frecuencias genotipicas esperadas se calcularon por el método Hardy-Weinberg,
la prueba de bondad de ajuste ji cuadrada (Xi?), t-student, ANOVA y Tukey o
Duncan como andlisis post-hoc. La asociacion de los polimorfismos con la
variacion en la percepcién del dolor se observé a través de pruebas t-student y

una regresion logistica ajustada.

2.4.10 Estudio clinico doble ciego controlado por placebo

Para el estudio clinico se involucraron un total de 14 sujetos, de los cuales

7 poseian el genotipo A/A 'y 7 el genotipo A/G del polimorfismo A3813G. A cada
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uno de los sujetos se les asign6 dos dias distintos para llevar a cabo el ensayo,
el cual consistio en la administracion de 1 g de paracetamol o placebo de manera
separada; con la finalidad de evitar un sesgo en los resultados, la persona
encargada de la administracién y asignacién de las capsulas a ingerir solo
contaba con numeros de folio asignados a cada tipo: paracetamol (A) y placebo
(B). La descripcion grafica del procedimiento del estudio clinico se muestra en la

Figura 11.

La administracidn del farmaco o el placebo se realiz6 en t = 0 en todas las
ocasiones, cada prueba CPT fue realizada por triplicado, con un tiempo de 1 min

de descanso entre cada una.

t =30 min
t=0min t=15min ‘ t=1h t=2h
Dia1 | T T +
CPTO CPT1 CPT 2 CPT3 CPT4
Administracion
de placebo o farmaco
t =30 min
t=0min t=15min ‘ t=1h t=2h
Dia 2 l T T + +
CPTO CPT1 CPT 2 CPT3 CPT4

Administracion
de placebo o farmaco

Figura 11. Representacién del procedimiento llevado a cabo durante el estudio clinico
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2.4.11 Estudio del efecto genotipico del polimorfismo A3813G sobre la

funcionalidad terapéutica del paracetamol

El andlisis del efecto de los genotipos del polimorfismo A3813G sobre la
funcionalidad del efecto terapéutico del paracetamol se analiz6 por medio de

pruebas t-student.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de la muestra

Se reclutaron 200 individuos de los cuales un 58 % correspondieron al
sexo femenino y 42 % al sexo masculino. El rango de edades se encontr6 entre
18 y 26 anos. En la Tabla 15. Se muestran datos generales de la poblacion

estudiada.

TABLA 15

Datos generales de la poblacién estudiada

Variable Xts

Edad (anos) 18.36 + 1.28
Peso (KQg) 68.17 £ 18.08
Estatura (m) 1.66 + 0.09

IMC (kg/m?3) 24.37 +5.79

3.2 Analisis bioquimico

En la Tabla 16 se describe la estadistica descriptiva (valores minimos,

maximos, X, s y errores estandar (SEx) de los resultados obtenidos del analisis
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bioquimico de las muestras de sangre periférica, asi como sus valores de

referencia, los cuales han sido proveidos por el laboratorio.

TABLA 16

Estadistica descriptiva de los resultados del analisis bioquimico

Parametro

Referencia

mg / dL

(mg /dL)

CT 95.00 254.00  159.61+30.92  2.27 140 — 200
HDL 25.00 111.00 __ 57.37£1575 ___ 1.16 3070
LDL 23.00 168.00 __ 86.95£28.95 __ 2.13 <150
TG 30.00 927.00 __ 87.63+73.06 536 <150
VLDL 6.00 62.00 16.68 £8.423___ 0.619 6-30
Indice 0.300 4.50 1,64 +0.79 0.05 1.0-3.2
aterogenico

CT/ HDL 1.50 6.60 2.94 £ 0.91 0.06 <44

3.3 Determinacion de frecuencias alélicas y genotipicas

Se extrajeron y purificaron 200 muestras de ADN, la presencia de ADN
gendémico se comprobd por electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 12.).
La banda correspondiente a ADN genomico pudo ser observada en las 200

muestras.

Banda de
ADN gendém o

Figura 12. Banda correspondiente a ADN genémico
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3.3.1 Polimorfismo A4895G

La amplificacion de este polimorfismo resulta en una banda de 346
pb, la cual fue observada por electroforesis en gel de agarosa al 2 %
(véase Figura 13.). El resultado del corte enzimatico aparece en la Figura
14, la banda de 75 pb aparece al tener bandas de 346 pb y 271 pb, pero

en algunos casos es dificil de apreciar debido a su corta longitud.

900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100pb

Figura 13. Amplificacién del fragmento de 346 pb para el polimorfismo A4895G

e —— S— S— s C—

Figura 14. Digestion del fragmento con Fokl/
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3.3.2 Polimorfismo A3813G

La amplificacién de este polimorfismo resulta en una banda de 347 pb, la
cual fue apreciada en electroforesis de gel de agarosa al 2 % (véase Figura 15.).

El resultado del corte enzimatico del fragmento aparece en la Figura 16.

Figura 15. Amplificacién del fragmento de 347 pb correspondiente al polimorfismo A3813G

Figura 16. Digestion del fragmento con Hinfl
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3.3.3 Frecuencia alélica, genotipica y prueba de bondad de ajuste

La frecuencia alélica para cada polimorfismo, asi como la frecuencia
genotipica y el resultado de la prueba de bondad de ajuste se muestran en la

Tabla 17.

TABLA 17

Analisis de la frecuencia alélica, genotipica y prueba de bondad de ajuste del nimero de
muestra estudiada

. Prueba
Numero . .
de Frecuencia Frecuencia de

alélica genotipica bondad
muesta " " deajuste

Conclusion

Polimorfismo

No se encuentra
en equilibrio de

A4895G 158 059 041 38 111 o 3257 u cdTRN0
< 0.05).
Se encuentra en
A3813G 200 093 007 173 26 1 00004 Squillbrio de HW

(x2 < 3.841, p >
0.05).

*HW (Hardey-Weinberg)

3.4 Valoracion del estado de animo a través de la encuesta EVEA

Los resultados de la EVEA de los 74 sujetos de estudio se muestran en la
Figura 17, dicha encuesta se aplicd antes de la ejecucién de la prueba CPT con
el fin de evaluar el estado de 4nimo de cada sujeto al momento de realizar la
prueba de resistencia al frio. En esta figura se observa que el estado de animo
predominante fue la alegria (X: 5.22, s: 2.09) y el menos predominante fue la

Hostilidad (X: 2.53, s: 2.41).
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En la Tabla 18 se muestra la estadistica descriptiva correspondiente a los
resultados de la encuesta EVEA. Para determinar si existia una diferencia
significativa entre las medias resultantes de los cuatro estados de animo se

realiz6 un ANOVA de un solo factor.

Los resultados del ANOVA indicaron que las medias son diferentes entre
si (p <0.001) y la prueba de Tukey determin6é que la media correspondiente a la
alegria es diferente, a todas las demas (p < 0.004 en todos los casos) al igual
que la correspondiente a la ansiedad (p < 0.012 en todos los casos); sin embargo,
las medias de depresion y hostilidad no son diferentes entre si (p > 0.05). El
ANOVA se muestra en la Tabla 19 y las pruebas simultaneas de Tukey para

diferencias de las medias aparecen en la Tabla 20.

=
o

O B N W b U1 O N 00 ©
—_—

Ansiedad Depresion Hostilidad Alegria

Figura 17. Resultados de la encuesta de valoracién del estado de animo (escala del 1 “nulo” al
10 “elevado”)
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TABLA 18

Estadistica descriptiva de los datos de la encuesta EVEA

Estado de N Min Max Xts
animo
Ansiedad 0 10 3.97 +2.25
Depresion 74 0 9.5 2.83 +2.20
Hostilidad 0 9.5 2.53 + 2.41
Alegria 1.25 10 5.22 + 2.09
TABLA 19

Analisis de varianza de las medias correspondientes a los cuatro estados de animo

Fuente SC. Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 330.4 110.132 21.84 < 0.001
Error 292 1472.5 5.043
Total 195 1802.9

TABLA 20

Pruebas simultdneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia EE de
Diferencia de niveles de las diferencia Valor t Valor p ajustado
medias

Depresién - Ansiedad -1.131 0.369 -3.06 0.012
Hostilidad - Ansiedad -1.431 0.369 -3.88 0.001
Alegria - Ansiedad 1.252 0.369 -3.39 0.004
Hostilidad - Depresién -0.300 0.369 -0.81 0.848
Alegria - Depresion 2.383 0.369 6.45 < 0.001
Alegria - Hostilidad 2.683 0.369 7.27 < 0.001

3.5 Prueba CPT de resistencia al frio

Los valores de la media y la desviacion estandar resultantes en la prueba
CPT del umbral, tolerancia y la escala VAS se describen en la Tabla 21. El total

de sujetos involucrados fue de 74. El andlisis de acuerdo al género reveld que no
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existe diferencia significativa en los valores percibidos de dolor entre hombres (n

= 30) ni mujeres (n = 44) (p > 0.05), estos resultados se muestran en la Tabla 22.

TABLA 21

X = s del umbral, tolerancia y la escala VAS obtenidos durante la prueba CPT

Variable X * s de la muestra

Umbral (s) 44.9 £ 49.1

Tolerancia (s) 104.2 £77.6

VAS 79+1.8
TABLA 22

Andlisis del dolor inducido de acuerdo al género

Variable Género Valor p
Género MaEcuIino Ferlwenino
X+ S X+ S
Umbral (s) 45,72 + 50.27 49.49 + 55.29 0.766
Tolerancia (s) 100.45 + 68.448 131.88 + 119.74 0.078
VAS 66.33 + 22.28 64.25 + 24.68 0.707

3.6 Relacion del polimorfismo A3813G con el dolor

La relacién del polimorfismo A3813G con el umbral, tolerancia y la escala
VAS del dolor se analiz6 a través de la prueba t-student. El genotipo GG no fue
considerado para el andlisis debido a su baja prevalencia. Los resultados se
muestran en la Tabla 23. Los resultados de la prueba t-student indican que no
existe diferencia significativa observable (p > 0.05) entre los grupos A/A 'y A/G

para cada parametro.
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TABLA 23

Resultados para el umbral, la tolerancia y la escala VAS

Parametro - Estadistico de prueba
A/A A/G Valor p
Umbral 42.24 +47.25 62.8 + 63.7 0.096
Tolerancia 104.5+79.4 165 + 148 0.138
VAS 7.98 +1.78 7.35+2.24 0.306

3.7 Relacion del polimorfismo A3813G con los parametros bioquimicos

analizados

Se realiz6 una t-student para analizar si existian diferencias significativas
entre las medias de los genotipos para cada parametro bioquimico, los resultados

son mostrados en la Tabla 24.

Se observa que las diferencias entre las medias de los genotipos para los

parametros: HDL, TG y VLDL son significativas (p < 0.05).

TABLA 24

Resultados de la t-student entre las medias de los genotipos A/A y A/G obtenidas del analisis
bioquimico

Parametro Estadistico de prueba
A/A A/G p

CT 161.1 £ 30.8 150.9 £ 29.7 0.134

HDL 57.94 + 16.397 53.30 £ 9.99 0.033

LDL 86.83 + 29.23 84.13 £ 25.85 0.648

TG 85.26 * 39.69 67.13 £ 30.13 0.007

VLDL 17.13 + 8.64 13.43 +6.03 0.007

Indice 1.65 £ 0.81 1,63 £ 0.633 0.896

aterogénico

CT /HDL 2.95+0.94 2.9+0.70 0.751
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3.8 Regresion logistica ajustada

La regresién logistica se aplic6 para conocer el impacto de los
polimorfismos y las covariables del estado de animo (ansiedad, depresion,
hostilidad y alegria) en los parametros analizados del dolor; Los valores p para
las variables empleadas en el modelo se muestran en la Tabla 25 para el
polimorfismo A3813G y en la Tabla 26 para el polimorfismo A4895G. Estos
resultados indican que los factores no tienen una relacién significativa con los

parametros estudiados del dolor (p > 0.05).

TABLA 25

Valores p obtenidos de la regresion logistica para el polimorfismo A3813G

Factores Valor p

Umbral Tolerancia VAS
Ansiedad 0.120 0.069 0.224
Depresion 0.059 0.471 0.192
Hostilidad 0.069 0.142 0.259
Alegria 0.220 0.356 0.233
A3813G 0.182 0.520 0.245

TABLA 26

Valores p obtenidos de la regresion logistica para el polimorfismo A3813G

Umbral Tolerancia VAS
Ansiedad 0.065 0.072 0.054
Depresién 0.438 0.911 0.765
Hostilidad 0.050 0.331 0.480
Alegria 0.444 0.530 0.353
A4895G 0.291 0.454 0.285
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3.9 Resultados del estudio clinico

En el estudio clinico fueron tomados en cuenta un total de 14 sujetos, 7 de
los cuales poseian el genotipo A/A'y 7 el genotipo A/G del polimorfismo A3813G.
Los resultados obtenidos en este ensayo clinico se muestran en la Tabla 27 y
sus representaciones graficas aparecen en la Figura 18 (paracetamol) y Figura
19 (placebo). La diferencia del umbral entre ambos genotipos (35.23 y 30.00 de
A/A 'y A/G, respectivamente) es significativa en la prueba CPT realizada a los 15

minutos (p < 0.05).

TABLA 27

Resultados del ensayo clinico

b A/A A/G p A/A AG p
Xts Xts Xts Xts

0 20.11 £18.41 24.01 £15.25 0.66 | 20.2 +£25.68 179+454 0.82

15 35.23+41.65 30.00+19.64 0.76 | 17.1 £9.63 35 +18.86 0.03

Umbral 30 34.26 £29.53 41.61+34.32 0.65| 29.2+40.10 50.5+41.56 0.32
60 30.70 £24.90 36.69+32.31 0.68 | 28 +38.17 28.4+14.02 0.98

120 31.66+21.17 28.59+2243 0.81 | 30.8+43.57 28.4+19.35 0.89

0 38.07 £27.24 55.29+30.54 0.25| 39.9+46.77 50.2+40.83 0.65

15 54.71 £44.09 76.68+52.53 0.38 | 40.8+27.06 72.9+45.18 0.09

Tolerancia 30 62.88 +44.85 74.56 £+44.03 0.61 46 +48.34 68.6 +38.76 0.33
60 62.83 £43.83 78.92+50.34 051 | 45.3+43.32 63.3+40.95 0.41

120 57.77 £46.56  70.26 +56.80 0.64 | 45.9+48.03 62.6 +41.18 0.48

0 7.46 £1.42 6.86 = 1.41 0.41 7.6 +1.00 7.5+0.74 0.8

15 7.50 £1.47 6.29 £ 1.53 0.13 7.6+1.14 7.4+1.10 0.71

VAS 30 6.89 £1.75 6.48 £1.89 0.66 7.2+1.80 7.2 +0.96 0.94
60 6.89 +1.94 6.14 £2.26 0.49 7.4 +1.71 7+1.14 0.6

120 7.07 £1.95 6.52 £1.70 0.56 7.4 +1.83 6.9 +1.34 0.58
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Figura 18. Representacion grafica del (a) Umbral, (b) la Tolerancia y (c) VAS registrados luego
de la administracion de paracetamol para los genotipos A/A 'y A/G.
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Figura 19. Representacion gréfica del (a) Umbral, (b) la Tolerancia y (c) VAS registrados luego
de la administracion de placebo para los genotipos A/A 'y A/G.
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CAPITULO 4

DISCUSION

A través de este proyecto de investigacidn se estudio la relacion de dos
polimorfismos del gen CNR1 que codifica para el receptor CB1 (A3813G y
A4895G) con el dolor y sus posibles implicaciones en el requerimiento de

analgésicos de una poblacion del noreste de México.

Se encontr6 que el polimorfismo A4895G muestra una desviacion
significativa del equilibrio de Hardy - Weinberg por lo cual fue excluido en los
andlisis posteriores; la frecuencia del alelo G del polimorfismo A3813G result6 de
0.07 y de 0.93 para el alelo A, este resultado coincide con los publicados por Ho
y colaboradores (2011), donde reportan que la frecuencia del alelo G de 0.077
en una poblacién caucasica®, ademas, Krebs y colaboradores (2011) reportan
una frecuencia para del alelo G de 0.1'% en una poblacién de origen caucasico.
Russo y colaboradores (2007) realizaron el estudio de dos poblaciones europeas
independientes y encontraron una frecuencia para el alelo A de 0.89y 0.90 y para
el alelo G de 0.1 y 0.11 respectivamente’'. Jaeger y colaboradores (2008)
encontraron que la frecuencia del alelo G para este polimorfismo es de 0.11 y

para el alelo A es de 0.89'%2,
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Los resultados indican una frecuencia similar a la poblacién caucésica,
pero se puede observar una reduccion del 30 % en la frecuencia del alelo G en

la poblacion estudiada en comparacion con la poblacién europea.

La prueba de dolor (CPT) nos permitié analizar tres parametros relevantes
relacionados a la nocicepcion en cada voluntario: el umbral, que es la minima
sensacion de dolor que un sujeto es capaz de identificar a partir de un estimulo,
la tolerancia, que es maxima cantidad de dolor que un sujeto es capaz de soportar
y la percepcion, que es el grado de dolor que un sujeto piensa experimentar de
acuerdo a experiencias previas. Estos parametros varian de individuo a individuo

dependiendo de factores genéticos y sociales'%,

Una cantidad considerable de estudios que llevan a cabo el analisis de
estos parametros a partir de la misma metodologia han sido publicados; sin
embargo, es dificil realizar una comparacion de sus resultados con los obtenidos
en este proyecto de investigacion, debido a las diferentes variables empleadas,
tanto en el protocolo de la prueba CPT asi como en la seleccidén de sujetos de
estudio, puesto que a partir de los resultados se sabe que el género'®, la
concentracion de estrégeno en la sangre'%®, el consumo de alimentos'%®, |a altura
en mujeres'?’, edad'® y la calidad de suefo'%9, entre otros, son factores que

afectan los resultados de la prueba de manera significativa.
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A diferencia de lo reportado en la literatura, los resultados obtenidos en
esta investigacion indican que no existen diferencias significativas entre los
valores de dolor inducido en hombres y mujeres, por lo que se podria determinar
que ambos poseen valores similares de umbral, tolerancia y percepcion.
Investigaciones previas han encontrado que el género masculino posee valores
de umbral y tolerancia mayores a los del género femenino'%4, debido a diversas
razones, entre ellas la motivacidén o represion del dolor debido a una influencia
socio — cultural y psicoldgica, por otra parte, la cantidad de dolor percibido en el
género femenino se ve alterado de acuerdo a las concentraciones de estrégeno
en la sangre; sin embargo, este dato no fue considerado para este estudio y no

es posible determinar su efecto sobre los resultados obtenidos.

Uno de los motivos por los cuales no se ha encontrado una diferencia
significativa en los valores reportados por ambos géneros es que previo al estudio
se menciond la importancia del reporte correcto de los parametros requeridos del
dolor, eliminando asi la variable de presidn socio - cultural y evitando el posible

sesgo de los datos.

Los resultados de la prueba t-student sugieren que no existe una diferencia

significativa (p > 0.05) entre las medias de los genotipos AA y AG para cada

parametro del dolor, probablemente debido a que este fendmeno se encuentra
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regulado por diversos genes en diferentes alelos a través de distintos loci y sus

combinaciones; en muchas ocasiones su efecto individual es débil'10.

Estos resultados no implican que el gen CNR71 no interviene en la
nocicepcion, puesto que los estudios acerca del tema son limitados®®. Se ha
demostrado que varios de los SNP’s presentes en el gen CNR1 se encuentran
en desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés), entre ellos los SNP’s
A4895G, A3813G y G1359A, lo cual indica que son heredados juntos con mayor

frecuencia, sugiriendo un efecto sinérgico'".

En la encuesta EVEA se obtuvieron resultados que indican que los sujetos
presentaban alegria como el estado de animo predominante, con una media
superior a 5. Estos datos corroboran la idea de que los estados positivos son
frecuentes y caracteristicos de las personas normales, tal como ha sido
mencionado en la literatura''2. La ansiedad tuvo el segundo resultado mas alto,
lo cual se debidé muy probablemente a que los voluntarios se encontraban a punto
de realizar una prueba en donde experimentarian un dolor controlado, tal y como
se les explico al momento de su llegada al laboratorio, incrementando como
consecuencia los valores de ansiedad. Tanto la depresion y la hostilidad fueron
aquellos estados de animo con las medias mas bajas, obteniendo la depresion
un valor ligeramente mayor a la hostilidad, pero sin llegar a ser una diferencia
significativa (p > 0.05), indicando una probable relacién entre ambos estados de

animo, dando lugar a emociones complejas’'s.
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En la regresion lineal ajustada, se observo que ni las covariables ni el
polimorfismo tienen un impacto significativo en la percepcion de dolor, en
contraste con la evidencia existente, la cual establece que el estado de animo de
una persona altera la forma en la que el dolor es percibido, y el estado de animo
de los individuos se ve modificado de igual forma por factores ambientales,

geneéticos y sociales.

Es probable que la diferencia de la frecuencia del alelo G entre la poblacién
estudiada y la poblacién europea no explique la diferencia en la percepcion del
dolor entre las mismas; sin embargo, esta podria explicar el riesgo de padecer
otras afecciones relacionadas al SNC, ya que este ha sido asociado a la
reduccidn de la materia blanca en el SNC y el incremento del riesgo de padecer

esquizofrenia®®.

En el ensayo clinico no se observaron diferencias significativas (p > 0.05)
en el umbral, la tolerancia y VAS del dolor luego de la administracion de
paracetamol a sujetos con los genotipos A/A y A/G del polimorfismo A3813G,
esto confirma los resultados previamente obtenidos, en donde no se ha
encontrado una asociacion entre este SNP y el dolor, ademas, estos mismos
resultados se obtienen en la regresién lineal ajustada, en donde ninguna de las
covariables, incluyendo el polimorfismo, presentan una asociacién significativa (p

> 0.05, en todos los casos).
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Luego de la administracion del placebo existe una diferencia significativa
(p < 0.05) en los valores de tolerancia obtenidos en la prueba CPT realizada a
los 15 minutos, pero al observar las representaciones graficas correspondientes
al umbral, es posible observar que esta diferencia significativa ha resultado
debido a factores externos que no han sido cuantificados en este estudio, puesto
gue no es posible observar una linea de tendencia definida, como lo es posible
con las representaciones graficas de los valores resultantes de la administracion
del analgésico, en donde incluso la linea de tendencia observada es equiparable
con las caracteristicas farmacocinéticas de este farmaco, el cual genera su efecto
en los primeros 40 minutos, con un efecto maximo luego de 1 hora de

administracion, el cual se prolonga durante 4 — 6 horas''“.

Otros grupos de investigacion han estudiado el efecto placebo sobre la
percepcion de la intensidad del dolor, estos lo han relacionado a la diferencia
entre los resultados de dolor anticipado vs dolor percibido reportado por cada
sujeto, lo cual ha sido asociado a la activacion del nacleo accumbens y el sistema

dopaminérgico en esta regién15.

De acuerdo a la prueba t-student realizada a los parametros bioquimicos
se observa que existe una clara asociacién entre el polimorfismo A3813G y los
valores elevados de colesterol HDL (p = 0.033), triglicéridos (p = 0.007) y VLDL

(p = 0.007).
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El genotipo homocigoto A/A se asocia con mayores valores de colesterol
HDL (57.94 vs 53.30 mg / dL) mientras que el genotipo heterocigoto A/G se
asocia con menores valores de triglicéridos (67.13 vs 85.26 mg / dL) y VLDL
(13.43 vs 17.13 mg / dL); el alelo G ha sido previamente relacionado al aumento
del espesor del pliegue cutaneo subescapular y el incremento en la circunferencia
de la cintura®, asi como con un alto depésito de grasa androide®?, lo cual

concuerda con nuestros resultados.

A pesar de la poca evidencia existente de las variantes polimorficas del
gen CNRT1 y su relacién con los fenotipos especificos del dolor''®, este ha sido
reportado como uno de los mas importantes en la regulacién del padecimiento
doloroso, en este caso, la falta de significancia se debe posiblemente a las
limitaciones del estudio, ya que no se ha podido comprobar el mecanismo por el
cual los SNP’s considerados intervienen en este complejo proceso fisiologico y
sus interacciones con otros elementos funcionales del sistema

endocannabinoide.

La presencia de SNP’s en la regién 3'UTR podrian ocasionar una
modificaciéon en la expresion del receptor CB1, como resultado de la alteracion
de la secuencia de anclaje a miRNA’s, modificacion de sefales de poliadenilacién
o disminucién de la eficiencia de traduccion, lo cual ocasiona una disminucién de
la regulacion de su expresién y por tanto un incremento en la concentracion del

receptor CB1 en la membrana''7- 118 119,
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Chiarlone y colaboradores demostraron a través de varios sistemas in vitro
e in vivo que la sefalizacion de la activacion del receptor CB1 se ve alterada por
el miRNA let-7d, asi como miR-124, el cual se encuentra ligado al sistema
opioide; sin embargo, este cambio en la sefializacion ocurre debido a su efecto
sobre el mMRNA que codifica las proteinas que regulan su expresion, en vez de

afectar directamente el mMRNA que codifica para el receptor en si'2°.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

El calculo de equilibrio de Hardy — Weinberg y X2 determinaron que el
polimorfismo A4895G no se encontraba en equilibrio, por otro lado, el
polimorfismo A3813G si. La frecuencia alélica del polimorfismo A3813G resultd
serde 0.93 para el alelo Ay 0.07 para el alelo G y su frecuencia genotipica resulté

de 173 para el genotipo A/A, 26 para el genotipo A/G y 1 para el genotipo G/G.

La prueba t-student realizada entre los genotipos A/A y A/G del
polimorfismo A3813G determind que no existe una diferencia significativa entre
los mismos para los parametros estudiados del dolor (tolerancia, umbral y VAS),
ademas se encontré que el género no tiene una relacion significativa con ninguno

de los parametros del dolor.

La prueba t-student realizada entre los genotipos A/A y A/G del
polimorfismo A3813G determind que este polimorfismo se encuentra asociado a
los valores de: HDL, triglicéridos y VLDL, con una significancia del 5 %, de

acuerdo a los resultados obtenidos del analisis bioquimico.
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El analisis de la encuesta EVEA mostré que los voluntarios poseian un
grado elevado de alegria al momento de realizar la prueba CPT, seguido de la

ansiedad y finalmente la hostilidad y la depresion.

La regresion lineal ajustada para el polimorfismo A4895G no mostré una
relacion significativa entre este, los diversos estados de animo y los parametros
estudiados del dolor; los mismos resultados fueron obtenidos para el

polimorfismo A3813G.

El estudio clinico demostr6 que no existe una alteracidn significativa del

efecto terapéutico del paracetamol asociado al polimorfismo A3813G.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Es imprescindible continuar con el estudio de los polimorfismos que
conforman el gen CNR1 y aquellos genes que participan en este proceso
fisiolégico; en estudios posteriores es necesario el uso de herramientas de
medicion del dolor y del estado de animo con un mayor nivel de confiabilidad y el
empleo de técnicas que permitan observar cambios a nivel molecular los cambios
en la funcion, estabilidad y especificidad que ocurren en los elementos del
sistema endocannabinoide en presencia de variantes polimérficas. Una
asociacién mas clara entre los factores genéticos de este sistema, sus variantes
polimoérficas y la interaccion con factores externos como el estado de animo
permite el desarrollo de farmacos con mayor potencia, selectividad, menos
efectos secundarios e incluso la practica de la medicina personalizada en el

tratamiento de los diversos tipos de dolor.
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