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RESUMEN

La enoxaparina es un anticoagulante que ha demostrado actividad antiinflamatoria en
diversos modelos experimentales, EI modelo inflamatorio de quemadura con agua
caliente simula con precision situaciones clinicas en el humano. Se propuso evaluar el
efecto de enoxaparina sobre parametros inflamatorios, hemostaticos y de nocicepcion
en un modelo animal de inflamacion por quemadura. La inflamacién se indujo
sumergiendo la pata de la rata en agua a 60° C durante 60 segundos. Se determind area
del edema mediante fotografia digital ortogonal, recuento de leucocitos y plaquetas;
concentracion plasmatica de proteina C reactiva (PCR) y complejo trombina-
antitrombina (TAT) mediante ensayo inmunoenzimatico, fibrindégeno (Fg) por método
gravimétrico, nitritos y actividad de fosfatasa acida resistente a fluoruro (FRAP) en
suero y asta dorsal medular (ADM) mediante reaccion de Griess y método cinético,
respectivamente; actividad motora por medicién de desplazamiento e hiperalgesia
térmica mediante prueba de plato caliente. Se obtuvo valores maximos de edema, PCR
y TAT a 4 horas post-quemadura; nitritos séricos, nitritos y FRAP en ADM ipsilateral
a 6 horas post-quemadura; Fg a 12 horas post-quemadura y leucocitos a 24 horas-
postquemadura, mientras que se obtuvo menor latencia y desplazamiento a 4 horas
post-quemadura. La enoxaparina disminuy6 edema (-32,1%), recuento de leucocitos (-
32,9%), concentracion plasmatica de PCR (-37,9%), TAT (-66,7%) y Fg (-8%);
concentracion de nitritos (-30,6%) y FRAP (-56,9%) en ADM ipsilateral. Ademas,
increment6 la latencia (+95,9%), atenuando la hiperalgesia térmica y restaurd la
actividad motora (+27,5%) en inflamacion. Enoxaparina tiene efectos antiinflamatorios
y antinociceptivos, y puede ser empleada como farmaco coadyuvante en tratamiento
de quemaduras.

Palabras clave: Inflamacion, Coagulacion, Nocicepcidn. Enoxaparina, Edema, Modelo
animal de quemadura.
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ABSTRACT

Enoxaparin is an anticoagulant that has shown anti-inflammatory activity in various
experimental model. The inflammatory model of burn with hot water accurately
simulates clinical situations in humans. It was evaluated the effect of enoxaparin on
inflammatory, hemostatic and nociception parameters in animal model of inflammation
by burn. Inflammation was induced by submersing the rat hind paw in water at 60 °C
for 60 seconds. The edema area was determined by orthogonal digital photography,
leukocyte and platelet counts were determined; C-reactive protein (CRP) and
thrombin-antithrombin complex (TAT) levels were estimated by immunosorbent
assay, fibrinogen (Fg) by the gravimetric method, nitrites and fluoride-resistant acid
phosphatase activity (FRAP) serum and spinal dorsal horn (ADM) by Griess reaction
and kinetic method, respectively; motor activity by displacement measurement and
thermal hyperalgesia by hot plate test. Maximum values of edema, CRP and TAT were
obtained at 4 hours post-burn; serum nitrites, nitrites and FRAP in ipsilateral ADM at
6 hours post-burn; Fg at 12 hours post-burn and leukocytes at 24 hours post-burn; while
lower latency and displacement were obtanined at 4 hours post-burn. Enoxaparin
decreased edema (-32.1%), white blood cell count (-32.9%), CRP (-37.9%), TAT (-
66.7%) and Fg plasma levels (-8%); nitrites (-30.6%) and FRAP levels (-56.9%) in
ipsilateral ADM. In addition, it was increased latency (+ 95.9%), attenuating thermal
hyperalgesia and restored motor activity (+ 27.5%) in inflammation. Enoxaparin
should be considered as a potential adjuvant drug for the treatment of burns.

Key words: Inflammation, coagulation, nociception. enoxaparin, edema, animal model
of burn.
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1. INTRODUCCION

La inflamacion se define como un conjunto de respuestas que incluyen la
participacion de factores solubles, cambios en la permeabilidad vascular, migracién de
leucocitos y activacion de redes neuronales nociceptivas (Millan, 1999; Muller, 2002;
Eblen-Zajjur, 2005 a,b). Estos cambios en el flujo sanguineo y la permeabilidad
vascular producen los signos clasicos de la inflamacion: tumor, rubor, calor, dolor y

pérdida de funcion de tejidos (Campos, 2012).

La respuesta inflamatoria inducida por agentes exdgenos (fisicos, quimicos y/o
mecanicos) o enddgenos (virus, bacterias, hongos y/o parasitos) esta constituida por
una compleja red de interacciones moleculares y celulares dirigida a facilitar el retorno
a la homeostasis fisiologica y la reparacion del tejido afectado. Sin embargo, cuando el
tejido no es restaurado, la inflamacidn se convierte en una condicion crénica que dafia
los tejidos circundantes, siendo el sustrato para la activacion de vias nociceptivas que
desencadenan respuestas que perpettan el dolor, aun resuelta la lesion inicial (Millan
1999; Eblen-Zajjur 2005 a,b). De hecho, durante las respuestas inmunes inflamatorias
cronicas, el dafio y la regeneracion del tejido proceden de forma simultanea,

conduciendo a un grave deterioro en la zona afectada (Mitchell y Cotran, 2003).

Los mecanismos inflamatorios son mediados por citocinas, polipéptidos de bajo y
alto peso molecular, que actian regulando la inmunidad y el equilibrio homeostatico,
mediante complejas interacciones entre células endoteliales, células sanguineas,
liberacion de neurotransmisores excitatorios, activacion de cadenas enzimaticas,
sistema de coagulacion y fibrinolisis cuyos efectos pueden ser inhibidos y/o

estimulados por otras citocinas, hormonas, antagonistas de receptores de citocinas y



receptores circulantes (Grignani y Maiolo, 2000; Licastro et al., 2005; Bosco et al.,
2011). En efecto, ante una adecuada estimulacion exdgena o endégena, son secretadas
citocinas proinflamatorias: Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa), Interleucina-1 (IL-
1) e Interleucina-6 (IL-6); cuyos efectos son inhibidos por la secrecion de citocinas
antiinflamatorias: Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 14 (IL-14) e Interleucina 13 (IL-
13); que ademas, atendan la activacion de algunas funciones efectoras de linfocitos T
y fagocitos mononucleares (Carrillo y Gonzalez, 2002; Lio, 2004; Licastro et al., 2005;
Bosco et al., 2011; Liou et al., 2011).

La respuesta inflamatoria se compone de eventos locales y/o sistémicos. Los
eventos locales se caracterizan por la activacion de las células inflamatorias como:
células asesinas naturales (Natural Killer, NK), neutrdfilos, macréfagos, que en
conjunto con la secrecion de citocinas proinflamatorias, mediadores vasoactivos
[serotonina (5HT), histamina (HT)], fibrinopéptidos, sustancia P, cininas, productos de
degradacion de fibrina), activacion de componentes del complemento (C3a, C4a, C5a),
conllevan a la vasodilatacion, incremento de la permeabilidad vascular y la expresion
de moléculas de adhesidn celular: selectinas, integrinas, moléculas de adhesion celular
vascular (VCAM), moléculas de adhesion vascular intercelular (ICAM), favoreciendo
la transmigracion endotelial de las células inflamatorias al sitio de la lesion (Flérez,
2003; Goldsby et al., 2004; Parham, 2006).

Por su parte, los efectos sistemicos favorecen el desarrollo de la respuesta de fase
aguda caracterizada por leucocitosis, fiebre, anorexia, somnolencia, sintesis de
proteinas de fase aguda como Proteina C Reactiva (PCR) y Fibrindgeno (Fg), entre
otras (Cecilliani et al., 2002; Licastro et al., 2005).

Diversos estudios han demostrado que existe una estrecha interrelacién entre la
inflamacion y la coagulacién, siendo ambos procesos mecanismos de defensa, ya que

la respuesta inflamatoria puede inducir la activacion del sistema de la coagulacion y



viceversa, conllevando a un ciclo cerrado de efecto-respuesta (Levi y Van der Poll,
2010).

Una de las vias mediante la cual la inflamacion activa el proceso de coagulacion
es a través de la generacion de trombina, mediada por la expresion del factor tisular
(FT) en diferentes células como: monocitos, macréfagos y células endoteliales (Levi et
al., 2003; Levi et al., 2012).

Por otra parte, estudios han demostrado que el factor X activado (FXa) y trombina
tienen efectos proinflamatorios mediados por la activacion de los receptores activados
por proteasas (PAR Protease Activated Receptor). PAR-1 y PAR-2 son activados por
FXa mientras que, PAR-1, PAR-3 y PAR-4 son activados por trombina (Derian et al.,
2002; Coughlin, 2005; Popovic et al., 2012). A través de la activacion de sus
receptores, la trombina induce expresion de P-selectina (células endoteliales),
quimiotaxis (monocitos y neutréfilos), expresion de moléculas de adhesion
(leucocitos), secrecion de IL-1pB, IL-6, IL-8 (células endoteliales), proliferacion y
activacion celular (monocitos y linfocitos) (Bizios et al., 1986; McEver, 1992; Johnson
et al., 1998), mientras que FXa actia como inductor de la expresion de IL-6, 1L-8,
proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1 Monocyte Chemoattactant Protein-1)
(fibroblastos, células endoteliales y monocitos) y adicionalmente induce la expresion

de moléculas de adhesion (monocitos) (Spronk et al., 2014).

Mediante la modulacién de citocinas proinflamatorias y la activacién directa de
receptores PAR-1, PAR-2 y PAR-4, localizados en neuronas del sistema nervioso
central y periférico, tanto FXa como trombina pueden mediar la respuesta al dolor
como resultado de la sensibilizacion de fibras nerviosas tipo C (mielinicas) y/o fibras
Ad (amielinicas), capaces de liberar neuropéptidos que no s6lo son neurotransmisores
del dolor sino que también intervienen como mediadores inflamatorios (Asfaha et al.,
2002; Zegarska et al., 2006; Dale y Vergnolle, 2008).



En tal sentido, cuando ocurre un proceso inflamatorio, las células lesionadas y
perilesionadas generan IL-1B, IL-2, IL-8; factor de necrosis tumoral a (TNFa), IL-6,
factores troficos y quimiotéacticos como el factor de crecimiento neural (NGF, Neuronal
Growth Factor, por sus siglas en inglés), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF,
Fibroblast Growth Factor, por sus siglas en inglés) y neurotrofinas (NTz y NTa),
promoviendo la respuesta inmune con mayor secrecion de citocinas proinflamatorias. En
el aferente primario, estos mediadores activan la enzima 6xido nitrico sintetasa neuronal
(nNOS neuronal Nitric Oxide Synthase), incrementando la concentracién de éxido nitrico
(NO Nitric Oxide), un neurotransmisor que promueve la produccién de bradicinina (BK)
(polipéptido con propiedades vasodilatadoras, proalgésicas y proinflamatorias), mediante
la apertura de canales de calcio y sodio, liberacion de neurotransmisores excitatorios e
incremento de prostaglandinas (PG). Por su parte, IL-1B, TNFa e IL-6, NGF y PGE;
promueven el incremento en la concentracién de calcio idnico libre intracelular, el cual se
une a moléculas fijadoras de calcio como calmodulina (CaM) formando el complejo
CaM-Ca que activa la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS inducible Nitric
Oxide Synthase) elevando la concentracion de NO, prolongando asi los efectos

proinflamatorios y nociceptivos (Eblen-Zajjur, 2005 a,b).

En la patogénesis del dolor participan neuronas sensoriales primarias,
interneuronas y células gliales. La activacion glial también promueve la expresion de
citocinas proinflamatorias como la IL-1a y la IL-1 durante los procesos inflamatorios
agudos periféricos. Del mismo modo, es probable la activacion de la cascada del
complemento, a través de los factores C3 principalmente, C1, C1g, C3d y C9; tal como
se ha demostrado en estudios inmunocitoquimicos en modelos de inflamacion
periférica (Sweitzer et al., 1999; De Leo y Yezierski, 2001; Winters et al., 2005).

El dolor se clasifica en dos categorias: dolor patoldgico (neuropatico y funcional)
y dolor adaptativo (inflamatorio y nociceptivo) (Millan, 1999; Woolf, 2004). La

estimulacion nociceptiva activa un conjunto de mecanismos que conllevan a la



expresion y supresion de receptores en las astas dorsales de la médula espinal (ADM)
y liberacion de sustancias neuroactivas como la enzima: Fosfatasa acida resistente a
fluoruro (FRAP Fluoride resistant acid phosphatase), la cual se considera un marcador
de integridad de neuronas y fibras aferentes primarios nociceptivos y cuya actividad se
asocia a la intensidad de la funcidn aferente nociceptiva (Glykys et al., 2003;
Czaplinski et al., 2005). Ademas, existen cambios electrofisiologicos y bioquimicos
que sugieren una respuesta asimétrica de las redes neuronales de ambas ADM
caracterizada por una menor expresion de proteinas, menor magnitud y duracion de la
respuesta contralateral respecto de la ipsilateral (Ruda et al., 1988; Eblen-Zajjur y
Sandkdhler, 1997; Koltzenburg et al., 1999; Shenker et al., 2003; Glykys et al., 2003;
Bosco et al., 2011).

Las lesiones por quemadura generan dolor nociceptivo asociado a inflamacién
local y/o sistémica, y las causadas por liquidos calientes son las mas frecuentes en nifios
y ancianos, induciendo hiperalgesia mecanica y térmica, elevados niveles plasmaticos
de catecolaminas y citocinas proinflamatorias; originando un estado de
hiperinflamacion (Jeschke et al., 2007; Summer et al., 2007; Abdullahi et al., 2014).
Una vez producida una lesién por quemadura, la activacion del proceso inflamatorio
y/o de coagulacion conlleva también al inicio de diversos sistemas de regulacion para
disminuir la generacion de trombina, sus efectos locales y sistémicos. Ejemplo de ello
lo constituyen los sistemas anticoagulantes fisiologicos: Inhibidor de la via del Factor
Tisular (TFPI, Tissue Factor Pathway Inhibitor, por sus siglas en inglés), sistema de la
proteina C (PC) y/o antitrombina Il (ATIII), entre otros (Strukova, 2006; Paramo et
al., 2009).

La ATIIL, es una a-glicoproteina producida en células endoteliales del higado,
rifidn y pulmoén (Harker, 1994; Diaz y Almagro, 2001); In vivo, es el principal inhibidor
plasmatico de FXa, trombina y otras proteasas de la coagulacién (FI1Xa, FXla, FXlla,

calicreinay complejo FV1la-FT), regulando la generacion de trombina. El sitio reactivo



de ATIII (RCL Reactive Center Loop), que es reconocido como sustrato por el sitio
catalitico de las proteasas, se encuentra parcialmente inaccesible en su estructura, no
obstante, en presencia de heparina como cofactor, la ATIII cambia su conformacion
estructural, exponiendo su RCL. Este efecto depende de una secuencia pentasacarida
presente en la heparina, que se une principalmente a residuos de lisina y arginina
presentes en el RCL de la ATIII, favoreciendo la actividad inhibitoria de la serpina, e
inactivando los efectos de las proteasas (Huntington, 2003; Di Nisio et al., 2005;
Gomez et al., 2005; Castaiion, 2008; Levy et al., 2016).

La heparina no fraccionada (HNF), forma parte de la familia de polisacéaridos
sulfatados conocidos como glicosaminoglicanos que interactdan con proteasas,
moléculas de sefializacidon extracelular (quimiocinas y factores de crecimiento) y
proteinas de unién en la membrana lipidica. La HNF ha sido aislada a partir de fuentes
animales (intestino de cerdo y pulmén de vacuno) y es utilizada como terapia
antitrombdtica (Li et al., 2008; Xianxiang, 2010).

A partir de la degradacion enzimatica o hidrdlisis parcial de HNF se sintetizan las
heparinas de bajo peso molecular (HBPM), inhibidores de FXa y trombina, que
contienen el pentasacarido de alta afinidad a ATIII y se emplean en el tratamiento de
alteraciones tromboembolicas (Gray et al., 2008; Garcia et al., 2012). Las HBPM
presentan mayor actividad catalitica anti-FXa/anti-Flla, mejores propiedades
farmacocinéticas y farmacodindmicas que HNF (Dotan et al., 2001; Duboscq et al.,
2013). Adicionalmente ha sido demostrado su efecto antiinflamatorio a partir de
diversos modelos experimentales de inflamacion (Yan et al, 2017) in vitro, por
activacion de células mononucleares humanas con lipopolisacarido (LPS) (Gori et al.,
2004) e in vivo en ratas por inflamacion intraperitoneal inducida por TNFa (Salas et
al., 2000), pleuritis inducida por A-carragenina (Ceccarelli et al., 2009) y edema

inducido por A-carragenina en ratones (Posadas et al., 2004).



Un férmaco anticoagulante comunmente empleado en el tratamiento
antitrombdtico es la enoxaparina, una HBPM que in vitro, ha demostrado elevada
actividad anti-FXa y debil actividad antitrombinica. Asimismo, se le atribuye actividad
antiinflamatoria, demostrado en modelos experimentales inflamatorios in vivo en ratas:
colitis inducida por &cido sulfonico-dinitrobenceno (Dotan et al., 2001) y dafio
endotelial inducido por LPS (Iba et al, 2012).

Entre los modelos experimentales inflamatorios, la inyeccion intraplantar de A
carragenina, ha sido comunmente empleado para evaluar el efecto de farmacos (Cicala
et al., 2007; Vésquez et al., 2015); sin embargo, éste modelo dista mucho de la
respuesta clinica en el humano, es por ello, que se han implementado otros modelos
experimentales en animales, como el de quemadura con agua caliente (Torres et al.,
2016), mediante el cual se ha inducido respuesta inflamatoria local y sistémica,
evidenciada por edema, cambios morfolégicos y metabdlicos en tejido nervioso e
incremento de mediadores asociados a neuroinflamacion (Hamasaki et al., 2017);
ademas, ha permitido evaluar la conducta nociceptiva y el efecto de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos sobre la expresion de proteinas en asta dorsal medular
de la rata (Wang et al., 2011; Bosco et al., 2011).

En virtud de que el modelo inflamatorio por quemadura con agua caliente simula
adecuadamente las alteraciones fisiopatoldgicas, celulares, moleculares presentes en el
humano y la enoxaparina presenta alta biodisponibilidad y predecible dosis-respuesta.
Se propuso evaluar el efecto de enoxaparina sobre parametros inflamatorios,
hemostaticos y de nocicepcién en un modelo animal de inflamacion por quemadura en
la rata. Ello permitiria considerar el pretratamiento con dicho inhibidor para mejorar el
estado hiperinflamatorio e hiperalgésico presente en pacientes con lesiones por

guemadura.



1.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto de enoxaparina sobre parametros inflamatorios, hemostaticos y de

nocicepcion en un modelo animal de inflamacidn por quemadura.

1.2 Objetivos especificos.

v

Determinar el curso temporal del edema inducido por quemadura en ratas

Determinar parametros inflamatorios: Contaje total de leucocitos, concentracion
plasméatica de proteina C reactiva, nitritos en suero y asta dorsal medular; e
indice nitritos asta dorsal medular ipsilateral/contralateral.

Determinar parametros hemostaticos: Contaje total de plaguetas, concentracion

plasmaética de fibrinégeno y complejo trombina-antitrombina.

Determinar parametros nociceptivos: Actividad de fosfatasa acida resistente a
fluoruro en suero y asta dorsal medular, indice de la enzima en asta dorsal
medular ipsilateral/contralateral, variacion en la actividad motora y umbral

nociceptivo térmico.

Determinar el efecto de enoxaparina sobre el edema.

v Determinar el efecto de enoxaparina sobre pardmetros inflamatorios: Contaje

total de leucocitos, concentracién plasmatica de proteina C reactiva,
concentracion de nitritos en suero y asta dorsal medular; y sobre el indice

nitritos ADM ipsilateral/contralateral.



v Determinar el efecto de enoxaparina sobre parametros hemostaticos: Contaje
total de plaquetas, concentracion plasmatica de fibrindgeno y complejo

trombina-antitrombina.

v Determinar el efecto de enoxaparina sobre parametros nociceptivos: Actividad
de fosfatasa acida resistente a fluoruro en suero y asta dorsal medular, indice de
la enzima en asta dorsal medular ipsilateral/contralateral, actividad motora y

umbral nociceptivo térmico.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes de la investigacion.

2.1.1 Modelos inflamatorios in vivo.

Wang et al. (2011), estudiaron la conducta nociceptiva en ratas jovenes en un
modelo de lesion por quemadura con agua caliente en ratas. La induccién inflamatoria
produjo edema local, formacion de ampollas y ulceracion en el area lesionada; ademas
de hiperalgesia térmica y disminucion de la expresion de iNOS y nNOS en asta dorsal
medular. Por otra parte, la administracion de dextrometorfano un antagonista de
receptores N-metil-D- aspartato (NMDA\) atenu0 la hiperalgesia térmica y expresion
de nNOS en asta dorsal medular ipsilateral. Concluyeron que probablemente la via
NMDA es importante para la conducta antinociceptiva en el modelo presentado
demostrando que el modelo de quemadura con agua caliente permite explorar los

mecanismos de lesiones por quemadura.

Al respecto, Bosco et al. (2011), estudiaron el efecto de la indometacina sobre la
expresion de proteinas y del canal de sodio Nav1.3 en asta dorsal medular de ratas,
inducido por inflamacion periférica aguda inducida con agua caliente. Demostraron
que la inflamacién incrementd la concentracion de proteinas totales en el asta dorsal
ipsilateral y la redujo en la contralateral. Ademas, la indometacina disminuyo la
expresion de proteinas en inflamacion e inhibio proteinas constitutivas ipsilaterales en
el grupo sin inflamacion; concluyendo, que se produce una respuesta diferencial de
cada asta dorsal medular ante un estimulo nocivo y la participacion de las

ciclooxigenasas en el proceso de expresion proteica.
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Por su parte, Vasquez et al. (2015), evaluaron los cambios sistémicos inducidos
por inyeccién intraplantar de carragenina en ratas. Observaron respuesta inflamatoria
caracterizada por edema, deposicion de fibrina, infiltracion leucocitaria, incremento en
la expresion de FT, IL-6, IL-1B, y TNFa en tejido de la pata y pulmonar; ademas de
hiperalgesia térmica e incremento de proteinas de fase aguda (PCR y Fg). Concluyeron

que la inyeccidn de carragenina induce una respuesta inflamatoria sistémica.

Por otro lado, Torres et al. (2016), evaluaron parametros inflamatorios locales y
sistémicos, posteriores a la induccion inflamatoria por quemadura periférica con agua
caliente en ratas. Encontraron que dicho modelo induce edema local, leucocitosis y
fibrinogenemia. Concluyeron que el modelo animal de quemadura inducido por agua

a 60 °C por 60 segundos (seg.) incita la respuesta inflamatoria sistémica.

2.1.2 Efecto de HBPM e inhibidores de trombina en modelos de inflamacién aguda

in vivo.

Dotan et al. (2001), evaluaron el efecto de la administracién subcutanea de HNF y
enoxaparina en un modelo de colitis inducida con &cido sulfonico dinitrobenceno y
yodoacetamida en ratas. Los investigadores demostraron que dosis no anticoagulantes
de enoxaparina (80 pg.Kg?') y HNF (200 U.Kg?) atenuaron significativamente la
severidad de la colitis por disminucion de la lesion en el area de la mucosa. Asimismo,
demostraron disminucion en la actividad de NOS, mieloperoxidasa y en los niveles
plasmaticos de TNFa. Concluyeron, que dosis bajas de enoxaparina y HNF mejoran la
severidad de la colitis y este efecto antiinflamatorio es independiente de las propiedades

anticoagulantes.

Por su parte, Xia et al. (2004), empleando dalteparina, otra HBPM, evaluaron el
efecto de ésta sobre la expresion de P-selectina en plaquetas, niveles plasmaticos de

IL-8 y expresion de TNFa en la mucosa colonica, mediante un modelo de colitis en
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ratas, inducida por acido sulfonico trinitrobenceno. Se encontrd que el tratamiento con
dalteparina disminuyo significativamente la inflamacion coldnica y la produccion de
IL-8, no obstante, la expresion de P-selectina y la concentracion de TNFa no mostraron
diferencias significativas. Concluyeron, que dalteparina tiene efecto antiinflamatorio,
posiblemente relacionado con la inhibicién de IL-8 pero no con la expresion de P-

selectina.

Asimismo, Ceccarelli et al. (2009), evaluaron los efectos antiinflamatorios de
K5NOSepiLMW, un derivado semisintético de heparina con bajo peso molecular en
un modelo de inflamacidn aguda inducida por inyeccion intraperitoneal de carragenina
en ratas. Se encontré que KSNOSepiLMW atenud el infiltrado leucocitario tanto a nivel
pulmonar como en exudado pleural, inhibio la actividad de INOSy COX; y disminuyo
la generacion de IL-1B y TNFa. Concluyeron que KSNOSepiLMW podria ser usado a

futuro como posible medicamento antiinflamatorio.

Finalmente, Navarro (2010), evalud la influencia del pretratamiento de inhibidores
de trombina (hirudina, dipetarudina, PEG-hirudina, PEG-dipetarudina y argatroban) en
el modelo de inflamacion aguda, inducido por administracion intraplantar de
carragenina en la rata; demostrando que los inhibidores de trombina disminuyen el
edema local, leucocitosis, concentracion de complejo TAT, PCR e hiperalgesia
térmica. La hirudina, PEG-hirudina y la PEG dipetarudina disminuyeron
significativamente la expresion de IL-1p ¢ IL-6 y la dipetarudina, s6lo IL-1B. Sus
resultados sostienen que la trombina y los PARS intervienen de manera importante en
los mecanismos de inflamacion aguda y demuestran que el pretratamiento con

inhibidores directos de trombina tiene efectos antiinflamatorios y antihiperalgésicos.
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2.2 Bases tedricas.

2.2.1. Inflamacion.

La inflamacién constituye una respuesta fisioldgica multifactorial a diversos
estimulos, como infecciones, lesién tisular y a la presencia de agentes fisicos o
quimicos exogenos. Entre los principales efectos de la respuesta inflamatoria se
incluyen la migracion de leucocitos a través del endotelio hacia el sitio de lesion,
incremento en la permeabilidad vascular a macromoléculas, incremento del aporte
sanguineo local, reduccion la velocidad del flujo sanguineo, lo que conlleva a la
manifestacion de los signos y sintomas caracteristicos (dolor, calor, rubor y tumor). En
general la reaccién inflamatoria aguda tiene un inicio rapido y se establece por poco
tiempo, ademas se acompafia de una respuesta generalizada que se conoce como
reaccion de fase aguda y se caracteriza por alteracién rapida de las concentraciones de
varias proteinas plasmaticas (Cicala y Cirino, 1998; Roitt et al., 2000; Sanchez y
Talamas, 2002; Pier et al., 2004; Ferrero-Milliani et al., 2006).

2.2.1.1. Mediadores de la respuesta inflamatoria.

En las reacciones inflamatorias actian quimiocinas, productos de sistemas
enzimaticos y mediadores vasoactivos, entre otros. Las aminas vasoactivas y los
productos del sistema de cinina, modulan las respuestas inmediatas. En respuesta a
agentes exdgenos y/o enddgenos, se libera gran variedad de mediadores (derivados del
complemento, lipidos, citocinas, y enzimas proteoliticas) (Roitt et al., 2000; Florez,
2003; Goldsby et al., 2004).

La libreracion temprana de quimiocinas favorece la quimiotaxis y extravasacion
de leucocitos hacia los sitios de lesion. Ejemplo de ello, son MCP-1 y el factor

inhibitorio de la migracion de macrofagos (MIF Macrophage Inhibitory Factor),
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quienes aumentan la expresion de moléculas de adhesion celular y activan genes que
inducen la sintesis de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 ¢ IFNYy)
(Goldberg, 2009).

TNFa induce la secrecion de factores estimulantes de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF, Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, por sus
siglas en inglés) en células endoteliales y macréfagos. Estos CSF estimulan la
hematopoyesis y causan aumento transitorio de la produccién de leucocitos (Kindt et
al., 2007). Ademas, promueve el reclutamiento de neutréfilos y monocitos, induce la
secrecion de PAF en células endoteliales y activa el mecanismo de coagulacion por
induccion de la expresion de FT sobre células endoteliales, neutréfilos y monocitos,
favoreciendo la generacién de trombina y formacion de fibrina en el sitio de
inflamacion (Imamura et al., 2002; Parham, 2006). Adicionalmente, estimula la
liberacion de IL-8, IL-1 e IL-6 por los macréfagos, actia como pirdgeno e incrementa
la sintesis de proteinas hepaticas que inician la respuesta de fase aguda (Pier et al.,
2004).

La sintesis de IL-1 es inducida por TNFa, IFNy y por la unién de células
presentadores de antigenos a linfocitos T CD4*. Dos formas de IL-1 han sido descritas:
IL-Ta e IL-1pB. IL-1P es sintetizada principalmente por monocitos, macréfagos y células
dendriticas, entre otras. Esta citocina induce e incrementa la expresion de: IL-2,
fosfolipasa A2, COX2, moléculas de adhesion, ademas, estimula la produccion de IL-8
y secrecion de IL-6 (Dianarello, 2000; Parham, 2006; Enciso y Arroyo, 2011).

Por su parte, IL-6 es sintetizada por monocitos, células endoteliales, fibroblastos,
células adiposas en respuesta a IL-1 y TNFa, y funciona como un activador autocrino,
paracrino y endocrino de la inflamacién, favorece la sintesis de inmunoglobulinas,
estimula la proliferacion de linfocitos T y la actividad de las células NK. También,

induce un estado protrombotico al incrementar la expresion de FT (células endoteliales
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y monocitos), sintesis de factor VIII (FVIII) y von Willebrand (FYW), incrementar la
produccién plaquetaria, la maduracion y proliferacion de megacariocitos (Xing et al.,
1998; Kerr et al., 2001; Kindt et al., 2007; Moilanen, 2014).

Con el fin de que los leucocitos circulantes ingresen en el tejido inflamado o en los
organos linfoides periféricos, el endotelio vascular y los leucocitos expresan las
Ilamadas moléculas de adhesion celular (CAM), que les permite a estos ultimos
adherirse y pasar entre las células que revisten el endotelio en un proceso que se
denomina extravasacion. Ademas, las CAM potencian las interacciones funcionales
entre las células del sistema inmune (linfocitos T helper con células presentadoras de
antigenos), linfocitos T helper con células B y linfocitos T citoliticos con células
blanco. Las CAM pertenecen a cuatro familias de proteinas: selectinas, mucina,

integrinas e inmunoglobulinas (Kindt et al., 2007).

2.2.1.2. Sistemas enzimaticos plasmaticos.

Varios sistemas enzimaticos plasmaticos son importantes en la homeostasis y el
control de la inflamacion: el sistema de la cinina, el sistema del complemento (actla
como enlace entre el sistema inmunitario y los fenémenos inflamatorios), el sistema de

la coagulacién y el sistema fibrinolitico.

El sistema de la cinina genera los mediadores bradicinina y lisilbradicinina
(kalidina). La bradicinina es un nonapéptido con poderosas propiedades vasoactivas,
la cual dilata las vénulas, aumenta la permeabilidad vascular e induce la contraccién de
la musculatura lisa. La bradicinina se produce tras la activacion del factor de Hageman
(XI1) del sistema de la coagulacion sanguinea, mientras que la kalidina es generada tras
la activacion del sistema fibrinolitico (plasmina) o por la accién de enzimas liberadas
por tejidos dafados (Roitt et al., 2000).
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Por otra parte, poblaciones celulares como mastocitos, basofilos y plaquetas son
importantes fuentes de mediadores vasoactivos como HT y 5HT, que producen
vasodilatacion y aumentan la permeabilidad vascular. Los mastocitos a su vez son
fuente de mediadores inflamatorios de reaccion lenta como leucotrienos,
prostaglandinas y tromboxanos. Las plaquetas también pueden ser activadas por el
sistema inmunitario, ya sea por inmunocomplejos o factor activador de plaquetas (PAF
Platelet Activator Factor) producido por neutrofilos, baséfilos y macrofagos (Roitt et
al., 2000).

La activacion del complemento por las vias clésica y alternativa resulta en la
formacion de diversos productos que actlan como importante mediadores
inflamatorios. La fijacion de las anafilotoxinas C3a y C5a a receptores de la membrana
de mastocitos tisulares induce su degranulacién con liberacion de HT. Ademas, C3a,
C5ay C5b67 actlian en conjunto para promover la adhesion de monocitos y neutréfilos
a las células del endotelio, su extravasacion y migracion hacia el sitio de activacion del

complemento en los tejidos (Kindt et al., 2007).

Algunos mediadores inflamatorios como 5HT, bradicinina, y eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos o leucotrienos) son responsables de inducir dolor,
motivado a la sensibilizacion de neuronas aferentes primarias especializadas, en cuyo
terminal periférico se ubican los nociceptores (Cicala y Cirino, 1998; Millan; 1999;
Parada et al., 2001; Sanchez y Talamas 2002; Rittner et al., 2005; Inoue et al., 2009;
Vergnolle, 2009).

2.2.1.3. Extravasacion de leucocitos en la reaccion inflamatoria.
Para que los leucocitos sean extravasados y puedan migrar al sitio de lesion es

necesario que reconozcan y se adhieran firmemente al endotelio activado, evitando ser

movilizados por el flujo sanguineo. Este proceso consta de varias etapas: 1)
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rodamiento, mediado por selectinas; 2) activacion por el estimulo quimioatrayente; 3)
paro y adhesion, y 4) migracion transendotelial (Figura 1) (Davis et al., 2003; Goldsby
et al., 2004; Kindt et al., 2007).

Leucocito

N2 \ Flujo sanguineo

1 2 3 4

Rodamiento —» Activacion —» Adnesion  ___ ~ Migracion

firme transendotelial
Leucocite  PSGL-1 £ Macit
+ J Activacion ¥ +
Plaqueta P-Selectina regulacion GPlba

Figura 1. Etapas de la extravasacion leucocitaria en la inflamacion (Tomado de
Inoue et al., 2011).

Los neutréfilos suelen ser el primer tipo celular en unirse al endotelio. Una vez
activado el endotelio, favorece la liberacién de selectina P, movilizada a la superficie
celular por el leucotrieno Bs, C5a e HT a partir de los cuerpos de Weibel-Palade de las
celulas endoteliales. Los neutréfilos expresan selectina L y moléculas de adherencia
celular similares a lamucina (PSGL-1 P-Selectin Glicoprotein Ligand-1 o tetrasacarido
sialilo de Lewis? y sialilo de Lewis*) para mediar el rodamiento sobre el endotelio.
Simultaneamente, los neutrofilos son activados por quimioatrayentes desde la
superficie de las células endoteliales o secretados por células que intervienen en la
reaccion inflamatoria: quimiocinas como IL-8, la proteina inflamatoria de macréfagos

(MIP-1B, Macrophage Inflamatory Protein-18), el PAF, los productos de
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desdoblamiento del complemento C5a, C3a y C5b67 y diversos péptidos de N-formilo,
actuan sobre los neutrofilos y disparan una sefial activadora mediada por proteinas G,
que produce un cambio en la configuracion de las integrinas en la membrana del
neutrdfilo incrementando su afinidad por ICAM vy facilitando su adherencia a las
células endoteliales, cuyo resultado es la fijacion firme del neutrofilo al endotelio y asi
deja de rodar (Davis et al., 2003; Florez, 2003; Goldsby et al., 2004; Kindt et al., 2007).
Una vez adheridos al endotelio, los neutréfilos comienzan el proceso de transmigracion
deslizandose entre dos células endoteliales vecinas (diapédesis), alcanzando la
membrana basal y secretando proteasas que la degradan, llegando de esta manera a la
zona inflamada o lesionada (Parham, 2006). Los neutrofilos pueden ingerir, destruir y
digerir los agentes patdgenos invasores por la liberacion del contenido toxico de sus
granulos (peroxido de hidrogeno, superdxido y radicales hidrdxilo) y especies reactivas
de nitrégeno (proteinasa 3, catepsina G y elastasa), liberan mediadores como MIP-1a
y MIP-1p (Davis et al., 2003; Flérez, 2003); y pueden expresar FT, lo que le atribuye
efectos procoagulantes y un nexo importante entre inflamacion y coagulacion
(Imamura et al., 2002).

Los monocitos periféricos llegan al sitio de lesion después de los neutréfilos. Esto
se debe al tiempo que tarda el endotelio en aumentar la expresion de VCAM-1 e ICAM-
1. El rodamiento es mediado por selectina L y las integrinas (VLA-4), las cuales son
activadas por MCP-1. La transmigracion endotelial es mediada por interacciones en las
que intervienen la molecula 1 de adhesion a plaquetas (PECAM-1 Platelet and
Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) y la molécula 1 de union y adhesion a células
(JAM-1 Junctional Adhesion Molecule 1). Los monocitos son atraidos a la zona
lesionada por fragmentos peptidicos bacterianos y fragmentos del complemento. En los
tejidos los monocitos se transforman en macréfagos que una vez activados, secretan
IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa, fagocitan detritos tisulares y células muertas; tras procesar el
antigeno, lo presentan a los linfocitos para la formacion de inmunoglobulinas (Flérez,
2003; Goldshy et al., 2004; Parham, 2006; Kindt et al., 2007).
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2.2.1.4 Biomarcadores de inflamacion y nocicepcion.

2.2.1.4.1 Oxido nitrico (NO).

Es un radical libre de 30 Daltons, con moderada reactividad y una vida media de
2-6 seg., que cumple mdltiples funciones regulatorias organo-especificas. NO es
sintetizado a partir del aminoacido L-arginina por una familia de enzimas: sintasas de
oxido nitrico (NOSs). La oxidacion de un nitrégeno terminal de L-arginina produce
NO vy L-citrulina. Tres isoformas de sintasas han sido identificadas: Dos formas
constitutivas, nNOS y sintetasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS endothelial Nitric
Oxide Synthase), y una tercera isoforma iNOS. La sintesis de NO por las isoformas
constitutivas es baja (nanomolar) y esta controlada por agentes que movilizan Ca**, e
inhibida por antagonistas de calmodulina, mientras que iNOS sintetiza NO en altas
concentraciones (micromolares), manteniéndose elevada por horas (h) o dias, siendo
inducida por productos bacterianos y citocinas proinflamatorias (IL-1 y TNFa), no
obstante, esta isoforma es regulada por inhibidores de la transcripcion de ADN, de la
sintesis de proteinas (actomicina D y cicloheximida); y por citocinas antiinflamatorias
(IL-4 e IL-13) (Coleman, 2002; Kolios et al., 2004).

NO puede interactuar directamente con proteinas o radicales organicos libres que
contienen metales. In vivo, la interaccion directa de ON con la enzima guanilato ciclasa
favorece la formacion de cGMP a partir de GTP. cGMP tiene importante funcion
regulatoria sobre el tono vascular, la inhibicion de la agregacion plaquetaria y la
adhesion leucocitaria. La interaccién de NO con el anion superdxido (O2) sirve de
proteccion a las enzimas que contienen hem, relacionadas con la sintesis de
prostaglandinas (ciclooxigenasas). NO tiene efecto antioxidante al disminuir la

produccién de especies como el radical hidroxilo (OH") (Kolios et al., 2004).



20

En el sistema nervioso central (SNC), NO interviene en la regulacién del flujo
sanguineo cerebral, contrarestando la vasoconstriccion y permitiendo un aporte
constante de flujo sanguineo. La nNOS se encuentra altamente difundida en la corteza
cerebral, hipocampo y nucleo estriado; y la isoforma endotelial es sintetizada en
respuesta al estrés mecénico que produce el flujo sanguineo sobre la pared del
endotelio. NO actla como neurotransmisor que no se almacena en vesiculas ni posee
receptores especificos de membrana e interviene en procesos de plasticidad neuronal,
aprendizaje y memoria. La concentracion de NO se incrementa en periodos de isquemia
por efecto de iINOS, la cual se expresa en la microglia y otras células inflamatorias.
Ademas, en respuesta a la inflamacion, NO inhibe los complejos enzimaticos | y Il de
la cadena de transporte mitocondrial, aumenta el consumo de oxigeno, la formacién de
peroxinitrilo y de dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD nicotinamide adenine
dinucleotide). Por otra parte, la liberacion de sustancias relacionadas con la
fisiopatologia nociceptiva, como la sustancia P (SP), estimula la produccion de NO, el
cual actia como un mediador inhibitorio o excitatorio del estimulo doloroso
(Benavides y Pinzon, 2008).

2.2.1.4.2 Proteina C reactiva (PCR).

Es una proteina de fase aguda compuesta por cinco polipéptidos idénticos que se
mantienen unidos entre si por uniones no covalentes. La proteina C reactiva se fija a
gran variedad de microorganismos y activa el complemento dando como resultado
depdsito de opsonina C3b sobre la superficie de los gérmenes. Las células fagociticas
que expresan el receptor C3b, pueden fagocitar con facilidad los agentes patdgenos
cubiertos por la opsonina. (Pepys y Hirschfield, 2003; Kindt et al., 2007). En humanos,
la concentracion de esta molécula es muy usada como marcador bioquimico no
especifico de inflamacién y su medicion contribuye a monitorear la respuesta a

tratamientos de antiinflamatorios (Giffen et al., 2003; Pepys y Hirschfiel, 2003), ya que
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los niveles séricos de PCR incrementan significativamente después de un dafio tisular

o0 de una infeccion (Padilla et al., 2003).

Muchos efectos de la fase aguda se deben a la accion combinada de IL-1, TNFo, e
IL-6. Cada una de estas citocinas actua sobre el hipotdlamo para inducir una reaccion
febril y el incremento de proteinas de fase aguda por los hepatocitos (Kindt et al.,
2007).

2.2.1.4.3 Fibrindgeno (Fg).

Es una glicoproteina circulante con alto peso molecular (340 kDa), la cual es
sintetizada en el higado en respuesta a la estimulacién de la IL-6, tiene una estructura
simétrica de forma alargada con tres pares de cadenas polipeptidicas (Aa, Bp, y) unidas
por puentes disulfuros. Tiene una vida media aproximada de 100 h y con una
concentracion plasmatica entre 200 y 400 mg.dL. Se presenta en forma soluble y por
accion de la trombina se transforma en fibrina la cual es insoluble, siendo esta
transformacion el principal papel de Fg en el proceso de coagulacion, donde se le
conoce como factor I. De esta manera, el Fg forma parte del proceso de coagulacion
sanguinea al intervenir en su fase final. El catabolismo de esta proteina esta mediado
por la plasmina, que actla sobre el Fg y la fibrina, generando productos de degradacion
(FDP, Fibrinogen Degradation Product, por sus siglas en inglés), estos ultimos
estimulan en los macr6fagos la produccién de 1L-6 que trae como consecuencia un

incremento en la sintesis hepatica de Fg (Espinosa, 2002; Guo et al., 2009).

La concentracion de esta proteina de fase aguda aumenta de 2 a 20 veces como
resultado de una respuesta inflamatoria (agresiones fisicas, quimicas, infecciones
bacterianas o virales, parasitos y neoplasias, estado post-operatorio y embarazo); estos
niveles se mantienen elevados durante 3-5 dias, retornando a su valor basal una vez

que cesa el estimulo (Espinosa, 2002).
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Ademas de su papel en la trombosis, el Fg tiene un nimero importante de otras
funciones que establecen su posible participacion en la génesis y progresion de la
enfermedad vascular tales como: a) Regulacion de la proliferacion, quimiotaxis y
adhesion celular, al infiltrar la pared muscular de una arteria con disfuncion endotelial,
favoreciendo la proliferacion de células musculares lisas y ademaés, la fibrina y los
péptidos derivados de esta proteina pueden provocar una desorganizacion de las
monocapas de las células endoteliales y estimular la migracion y la proliferacion de las
células vasculares; b) Incremento de la vasoconstriccion en los sitios de lesion en la
pared vascular, ya que niveles elevados de Fg inducen la formacién de trombos
murales rigidos, fuertemente adheridos y pocos susceptibles a la accion de la
fibrindlisis enddgena; ¢) Estimulacion de la agregacion plaquetaria; donde el Fg sirve
como un mecanismo hemostatico primario cuando ocurre el dafio vascular, en este
sentido, las plaquetas circulan en un medio rico en fibrin6geno pero no se enlazan a él,
a no ser que se produzca su activacion, donde la glicoproteina Ilb/1lla actia como
receptor del Fg. Una vez que ocurre la union de las plaquetas al Fg se promueve la

agregacion y la formacion del tapon plaquetario (Espinosa 2002; Toros et al., 2005).

2.2.1.4.4 Fosfatasa acida resistente a fluoruro (FRAP).

En general, las neuronas nociceptivas (sensibles al dolor), se clasifican en
peptidérgicas y nopeptidérgicas, difiriendo molecularmente, anatémicamente y
funcionalmente. FRAP es una enzima considerada marcador de neuronas
nopeptidérgicas del ganglio de la raiz dorsal (DRG Dorsal Root Ganglion, por sus
siglas en inglés). FRAP es expresada en la mayoria de neuronas nopeptidérgicas y un
subgrupo de neuronas peptidérgicas, especificamente en células y terminaciones de
axones de neuronas nopeptidérgicas isolectina B4 positivas (IBs*) y en menor
proporcidn en neuronas peptidérgicas del DRG que contienen el péptido relacionado
con el gen de calcitonina (CGRP™) (Taylor y Zylka, 2010).
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Tiamina monofosfatasa (TMPasa) o FRAP presenta una estructura similar a la
isoforma transmembrana de fosfatasa &cida prostatica (PAP) (Quintero et al., 2007;
Zylka et al. 2008). En ratas, ratones y humanos, PAP es expresada como una proteina
secretada o proteina transmembrana tipo 1 con un dominio catalitico extracelular
(Quintero et al., 2007; Roiko et al., 1990). La isoforma secretora ha sido empleada
como marcador diagndstico de cancer prostatico (Quintero et al., 2007). La
identificacion molecular de PAP/FRAP ha permitido dilucidar su funcién en circuitos

nociceptivos.

2.2.2 Sistema de la coagulacién.

La hemostasia se define como el conjunto de mecanismos fisioldgicos y de defensa
que mantienen la fluidez de la sangre e integridad vascular. La coagulacion de la sangre
estd mediada por componentes celulares y proteinas plasméticas. En respuesta a una
lesion vascular, las plaquetas circulantes se adhieren, agregan, y proporcionan los
fosfolipidos de la superficie celular para el ensamblaje de complejos enzimaticos de la
coagulacion sanguinea, los cuales estan constituidos por: una proteasa de serina, un
cofactor no enzimatico, iones de calcio y fosfolipidos de membrana de una variedad de
células (plaquetas, células endoteliales, fibroblastos y monocitos) (Mann et al., 1990;
Allen et al., 2000; Rosenberg, 2001; Hoffman, 2003).

El mecanismo de activacion de la coagulacién se divide en hemostasia primaria y

secundaria:
2.2.2.1 Hemostasia primaria.
Se inicia con la activacién del endotelio, se describen dos formas de activacion:

Dafio fisico del endotelio con pérdida de la solucion de continuidad del mismo

exponiendo elementos subendoteliales y por activacion del endotelio sin dafio fisico.
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La hemostasia primaria se caracteriza principalmente por la agregacion plaquetaria e
interaccion de los componentes tisulares, las proteinas plasmaticas y sus receptores.
Después de presentarse el dafio vascular, las plaquetas inician una serie de reacciones
(rodamiento, adhesion, secrecién) dependientes de elementos relacionados con la
activacion endotelial, como son: colageno, factor von Willebrand (FVW), P-selectina,
E-selectina e integrinas, entre otros. Las plaquetas sufren cambios morfoldgicos, como
aumento de su superficie, expresion de receptores y previo a la etapa de secrecion se
genera una union mas estable con el endotelio mediado por la integrina GPIb-V-IX. En
la etapa de secrecion, la plaqueta libera tromboxano A2, ADP, calcio y 5HT contenidos
en sus granulos densos; se inicia la agregacion y reclutamiento de mayor nimero de
plaquetas, ademas, de la contraccion del musculo liso de los vasos sanguineos. Otro
producto de los granulos alfa, es la fibronectina, la cual se secreta después de la
estimulacion plaquetaria por la trombina o el colageno, y facilita la union entre las
plaquetas y diversas proteinas (Frenette y Wagner, 1996; Tello et al., 2011).

2.2.2.2. Hemostasia secundaria.

Corresponde a la activacién de la cascada de la coagulacion. Los factores de la
coagulacién son proteinas presentes en la sangre, se sintetizan en su mayoria en el
higado, con excepcion del factor tisular (FT). Estos factores circulan bajo condiciones
fisiologicas en forma inactiva (cimdgenos) que son convertidos a enzimas activas por
ruptura de uniones peptidicas y tienen una vida media que varia entre minutos y dias
(Tabla.1) (Roberts et al., 2001; Izaguirre, 2005, Guerrero y Lépez, 2015).

2.2.2.3 Modelo celular de la hemostasia.

De acuerdo a este modelo, el proceso de la hemostasia secundaria se realiza sobre

una superficie celular, siendo activado por el complejo FVIIa/FT, con la participacién
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de diversas células: fibroblastos, monocitos, células endoteliales y plaquetas (Hoffman

y Monroe, 2001; Guerrero y Lépez, 2015).

Tabla 1. Caracteristicas de los factores de coagulacion.

Factores Vida media Concentraciones
en plasma (horas) plasmaticas (ug.mL'l)

Fibrindgeno 72-120 2000-4000
Protrombina 60-70 100-150
\V 12-16 5-10
VII 3-6 0,5
VIII 8-12 0,1
IX 18-24 4-5
X 30-40 8-10
XI 52 5
Xl 60 30
Proteina C 6 4-5
Proteina S 42 25
Factor Tisular
Trombomodulina
Antitrombina 72 150-400
Inhibidor de la via
del Factor Tisular 0,1

Tomado de Roberts et al., 2004.

La coagulacién se produce en tres etapas simultaneas e interrelacionadas (Figura
2), la fase de iniciacion, que tiene lugar a nivel de células que expresan FT y conlleva
la generacidon de los factores Xa, 1Xa y pequefias cantidades de trombina. La fase de
amplificacion se traslada a la superficie de las plaquetas, que son activadas por la
trombina generada y acumulan factores y cofactores en su superficie, permitiendo el
ensamblaje necesario para que tengan lugar las reacciones enzimaticas. Finalmente, en
la fase de propagacion, las proteasas se combinan con los cofactores en la superficie

plaquetaria, promoviendo la generacion de grandes cantidades de trombina que
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favorecen la formacion de fibrina y su ulterior polimerizacién para constituir un

coagulo (Paramo et al., 2009).

INICIACION
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Otras células
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~
FT-Fvila X

Va Fibrindgeno . Fibwina
TAFI ?XII la

TROMBINA
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Figura 2. Modelo Celular de la Hemostasia (Tomado de Paramo et al., 2009).

a) Fase de Iniciacion.

El inicio del proceso de coagulacion in vivo tiene lugar a nivel de células
endoteliales, fibroblastos, células musculares lisas, monocitos/macrofagos entre otras;
que expresan FT, una glicoproteina de transmembrana (42 kDa) codificada por un gen
localizado en el cromosoma 1 (p21-p22), que da lugar a una proteina de 263 residuos
de aminoacidos, constituida por un dominio extracelular de 219 aminoéacidos, una
region transmembrana de 23 aminoacidos y un dominio intracelular de 21 aminoacidos.
FT es el Gnico factor de la coagulacion que normalmente no esta presente en la sangre
y su sintesis se encuentra bajo control transcripcional, activandose en respuesta a
trauma, inflamacién y estimulos hormonales (Diaz y Almagro, 2001; Carrillo et al.,
2007; Breitenstein et al., 2010).
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Durante el proceso hemostatico que tiene lugar tras la lesion vascular, se produce
el contacto de la sangre circulante con el subendotelio, lo que favorece la union del FT
con el Factor VI circulante y su posterior activacion. EI complejo “tenasa extrinseco”
(FT/VIla, iones calcio y fosfolipidos) genera més factor Vlla y activa los factores IX y
X (Figura 3). El factor Xa se combina en la superficie celular con el factor Va para
producir cantidades limitadas de trombina, pero suficiente para activar a los factores

FVIII, FV y FXI que se ensamblan en la superficie plaquetaria para promover ulteriores

reacciones en la siguiente fase (Oliver et al., 1999; Mackman et al., 2007; Paramo et

@\‘\‘ Trombina

al., 2009)

Figura 3. Activacion de FX y FIX a partir de FT/FVIla (Tomado de Roberts et al.,
2004).

b) Fase de amplificacion.

Tanto el factor Xa como el factor IXa formados activan a su vez al factor Vlla, lo
cual constituye un mecanismo de amplificacion. El factor Xa formado, ya sea de forma
rapida por el complejo factor VIIa/FT, o de forma mas lenta pero continua por el

complejo factor 1Xa/Vllla, activa a la protrombina en presencia de factor Va,
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fosfolipidos y calcio, lo cual fomenta una mayor generacion de trombina. Por otra parte,
el dafio vascular favorece el contacto de las plaguetas, las cuales se adhieren a la matriz
subendotelial, siendo activadas en lugares donde se ha expuesto FT; los factores Va 'y
VIlla se unen a éstas y son responsables del anclaje de sus respectivas proteasas, lo
cual permite la expresion de la actividad coagulante (Diaz y Almagro, 2001; Paramo
et al., 2009).

c) Fase de propagacion.

Durante esta fase, el complejo “tenasa intrinseco” (VIIla, IXa, Ca*™ y fospolipidos)
cataliza la conversion de factor Xa, mientras que el complejo “protrombinasa” (Xa, Va,
Ca** y fosfolipidos) cataliza a nivel de la superficie plaquetaria, la conversion de
protrombina en grandes cantidades de trombina, necesarias para la formacion de un
coadgulo estable de fibrina (Mann et al., 2003; Paramo et al., 2009). La trombina
generada condiciona la escision proteolitica del fibrindgeno y la formacion de
monomero de fibrina que se polimeriza para consolidar el inestable codgulo inicial de
plaquetas en un coagulo firme y organizado de fibrina. La trombina a su vez activa al
factor XIII, lo que da mayor estabilidad al coagulo, la fase de propagacion también se
caracteriza por la activacion del sistema de retroalimentacion negativa a través de la
activacion de la antitrombina 111, sistema de proteina C/S y del inhibidor de la via del
FT (Mann et al., 2003; Carrillo et al., 2007; Paramo et al., 2009).

2.2.3 Fibrinélisis.

La fibrinolisis constituye un mecanismo esencial para eliminar los coagulos de
fibrina durante el proceso de cicatrizacion, asi como remover los coagulos
intravasculares e impedir la trombosis. La activacion y regulacién de la fibrinolisis
ocurre por multiples proteinas resultando en la generacion de plasmina efector final del

sistema, que degrada la fibrina en productos de degradacion (PDF) y dimero D. La
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plasmina es producida a partir de un precursor inactivo, el plasmindgeno, por accion
de dos activadores del plasmindgeno: activador tisular (t-PA) y activador tipo urocinasa
(u-PA), este ultimo se une a un receptor celular: receptor del activador tipo urocinasa
del plasmindgeno (UPAR), resultando en una mayor activacion de plasminégeno y cuya

funcién principal es la induccion de la proteolisis pericelular.

tPA es el mas potente activador de plasmindgeno en plasmay el principal regulador
de la fibrinolisis. Después de la estimulacion (trombina, oclusién venosa, ejercicio
fisico), el tPA es liberado localmente en la circulacion a partir de las células
endoteliales. La activacion del plasmindgeno mediada por tPA es facilitada por una
superficie de fibrina, que restringe la fibrindlisis al sitio de formacion de trombos.
Ademas, una vez unido a la fibrina, el tPA esta protegido del inhibidor del activador

del plasmindgeno-1 (PAI-1), su principal inhibidor en plasma.

Por otro lado, a2-antiplasmina es el principal inhibidor fisioldgico de la plasmina;
sin embargo, la plasmina esta parcialmente protegida de la actividad inhibitoria cuando
la enzima esta unida a la fibrina. Durante la formacion de trombos, a2-antiplasmina se
une a la fibrina por accion del factor Xllla, facilitando la inhibicion local de la

fibrindlisis.

Otro componente importante del sistema fibrinolitico es el inhibidor de la
fibrindlisis activable por trombina (TAFI), que conecta directamente la coagulacion y
la fibrindlisis. TAFI se activa por la trombina, pero su activacidn es mas de 1000 veces
mayor por el complejo trombina - trombomodulina (TM). TAFI activado remueve
residuos de lisina carboxilo-terminal, reduciendo la union del plasmindgeno y tPA al
coagulo de fibrina y ulterior lisis del coagulo (Figura 4) (Cesarman y Hajjar, 2005;
Nesheim y Bajzar, 2005; Rijken y Lijnen, 2009; Scaldaferri et al., 2011).
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AP- Activadores del plasminogeno

PAl-1: Inhibidor aclivadores del plasminogeno
a2-AP: a2-antiplasmina

TAFL: Inhibidor fibrinclitico activado por trombina
POF. Productos de degradacion del fibrindgeno
DD. Dimero D

Figura 4. Sistema Fibrinolitico (Tomado de Paramo et al., 2009).

2.2.4 Mecanismos de Regulacion de la Coagulacién.

Con la finalidad de mantener un equilibrio hemostatico, el sistema de la
coagulacién debe ser regulado, evitando la generacion de excesivas cantidades de
trombina. Esto es posible, por la accion de sistemas anticoagulantes naturales,
presentes a nivel del endotelio vascular, siendo los méas importantes TFPI, ATIII, PCy
proteina S (PS) (Figura 5). EI TFPI forma un complejo cuaternario con FT/FVII y FXa
impidiendo la fase inicial de la coagulacion, mientras que ATIII inhibe la actividad de
proteasas (Xa, 1Xa, Xla, Xlla y trombina). El sistema de la PC y PS se activa a nivel
del endotelio por trombina, en presencia de un receptor endotelial, TM. La proteina C
circulante se une al receptor endotelial de PC (EPCR, por sus siglas en inglés). El
complejo formado por estas proteinas permite la rapida conversion de PC en proteina
C activada (APC Activated Protein C, por sus siglas en inglés) que, conjuntamente con
PS como cofactor, inhibe los factores Va y Vllla, disminuyendo la generacion de
trombina, ademéas de poseer otras propiedades anticoagulantes y antiinflamatorias
(Esmon, 2003; Dahlback, 2005).
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Figura 5. Mecanismos que regulan la coagulacion. A) El complejo trombina-TM-
EPCR, que transforma PC en PCa y junto a PS inactiva a FVa y FVIlla. B) La ATIII
que inhibe a trombina, FIXa y FXa en presencia de heparina. C) EI TFPI que inhibe al
complejo FT-FVIla-FXa (Tomado de Guerrero y Lépez, 2015)

a) Inhibidor de la Via del factor tisular (TFPI).

Otro mecanismo de inhibicion de la coagulacion estd regulado por TFPI, un
inhibidor enddgeno de la via extrinseca de la coagulacion (TF/FV1Ia), su accion esta
relacionada con la presencia de FXa y esta constituido por tres dominios inhibidores
de proteasa de tipo Kunitz. El primer dominio Kunitz reacciona con el sitio activo de

FVIla en el complejo TF/ Vlla, mientras el segundo dominio Kunitz reacciona con el
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sitio activo de FXa. Una vez formado el complejo TFPI/ Xa, este se une con mayor
afinidad a TF/VIla resultando en la formacidn de un complejo tetramolecular TF/VIla
- TFPI/Xa (Figura 6).

(ak o

—
T SR S

Figura 6. Representacion esquematica de la via extrinseca de la coagulacion: FVII
unido a FT se convierte rapidamente en su forma activada (FVIla). FVIla se une a FX,
que se convierte en su forma activa (FXa). Varias proteasas de coagulacion (Vlla, 1Xa),
amplifican el proceso de activacion. TFPI modula la actividad de FT/FVlla. En
presencia de FXa, se forma un complejo que, a su vez, se une con alta afinidad a
FT/VIla causando asi, la formacion e inhibicion del complejo tetra-molecular FT/VIla
ITFPI/Xa (Tomado de Petrillo et al., 2010).

b) Antitrombina 111 (ATIII).

La ATIII, es una a-glicoproteina de un peso molecular de 58 kDa, miembro de la
familia de las Serpinas, producida en las células endoteliales del higado, rifién y
pulmon, se encuentra en una concentracion plasmatica de 150 pg/mL, ademas, se puede

encontrar en algunos espacios extravasculares. Esta glicoproteina inactiva a la trombina
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en forma irreversible formando un complejo estequiométrico 1:1 (complejo TAT), a
través de la interaccion del residuo de serina 195 del centro activo de la trombina con

el residuo de arginina 393 de la ATIII.

La formacion del complejo TAT ocurre a una velocidad relativamente lenta en
ausencia de heparina; sin embargo, cuando el polisacarido esta presente, se une
simultaneamente al exositio 1l de la trombina y a la ATIII, induciendo un cambio
conformacional en esta proteina, que le permite su union a la proteasa. Una vez
formado este complejo, la heparina se disocia del mismo, y se une con otras moléculas

de ATIII, y el complejo trombina- ATIII es eliminado de la circulacion.

Varias enzimas del mecanismo de la coagulacion son inactivadas por AT (FXlla,
FXla, FIXa, FXa y FVIla), inclusive otras proteasas de serina que no pertenecen al
sistema de la coagulacion, como plasmina, C1sy tripsina. Este proceso ocurre de forma
similar a lo descrito anteriormente para la trombina, lo que hace del mecanismo ATIII-
heparina la via principal de neutralizacion de la mayoria de los factores activados,
excepto el factor Xlla, en el cual el mecanismo principal de inhibicién lo lleva a cabo
el inhibidor del componente C1 del complemento (Harker, 1994; Diaz y Almagro,
2001; Di Nisio et al., 2005; Gomez et al., 2005; Paramo et al., 2009).

c) El cofactor 11 de heparina (HCII).

Es otro miembro de la familia de inhibidores de proteasas de serina conocidas
como serpinas con un peso molecular de 65,6 kilodaltons (kDa). EI HCII es sintetizado
por los hepatocitos y secretado en circulacion sanguinea a una concentracion de
aproximadamente 1 pM. Esta serpina inactiva selectivamente a la trombina en
presencia de heparina o dermatan sulfato. La trombina reconoce la union peptidica
Ilamada P1-P1' la cual en el HCII esta constituida por Leusss-Serass y asi la trombina

queda unida en un complejo 1:1 altamente estable, donde la proteasa estd inactiva
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(Rossi et al., 1999; Aihara et al., 2009). El inhibidor HCII se une a heparina con mas
baja afinidad que la ATIII, pero la velocidad a la cual neutraliza la trombina es similar
a lade ATIII en concentraciones saturantes de heparina. La especificidad de HCII esta
restringida a la trombina y el sulfato de dermatano (Rossi et al., 1999; Diaz y Almagro,
2001; Aihara et al., 2009).

d) El sistema de la proteina C (PC).

La via de PC esté constituida por una glicoproteina integral de membrana: TM,
EPCR y dos proteinas plasméticas vitamina K dependientes: el zim6geno de PC y el
cofactor de proteina S. Luego de la escision del dodecapéptido del enlace N-terminal
de la cadena ligera de PC por el complejo trombina-TM, el zimogeno PC es convertido
en APC. La PC per se es un pobre sustrato para trombina, pero la unién alostérica
trombina-TM incrementa en gran magnitud la interaccién trombina-PC y la

subsecuente conversion del zimdgeno PC a su forma proteoliticamente activa APC.

El grado de activacion por el complejo trombina-TM es mas eficiente cuando el
zimégeno PC se encuentra unido a EPCR, incrementando la interaccion con la
trombina. El grado de activacion de PC in vivo, esta vinculado a la biodisponibilidad
de PC, trombina y la densidad de moléculas de TM y EPCR expresado en células
endoteliales. La actividad anticoagulante de la via de PC incluye la protedlisis de APC
sobre FVa y FVllla, efecto potenciado por la Proteina S; limitando de este modo la
generacion de trombina. Ademas, inactiva directamente al inhibidor del activador
plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), favoreciendo asi la fibrindlisis (Ferndndez y Borrasca,
1992; Diaz y Almagro, 2001; Gomez et al., 2005; Scaldaferri et al., 2011).

Entre otros inhibidores involucrados en la coagulacion se encuentran: la a2-
macroglobulina que actia como un inhibidor trombina en ausencia de heparina, la al-

anti-tripsina, la cual inhibe al FXIa, plasmina y APC. El inhibidor del componente C1
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del complemento (C1 esterasa), el cual también inhibe a FXlla, FXla y plasmina
(Fernandez y Borrasca, 1992; Sala et al., 1993).

2.2.5 Trombina

La trombina es una proteasa de serina (miembro de la familia de la tripsina),
sintetizada en el higado que circula en plasma como cimdgeno inactivo, siendo el
producto de activacién de la protrombina, una glicoproteina de 70 kDa, que pierde por
completo dominios importantes de su estructura, una vez activada por el complejo
protrombinasa. La protrombina es escindida por FXa en el sitio Argso, generando el
intermediario meizotrombina que posteriormente es escindido en el sitio Argor
generando la trombina (35 kDa) y el fragmento 1.2 (Davie y Kulman, 2006). Por otra
parte, la escision de los dominios de protrombina permite a la trombina la exposicion
del sitio activo y regiones de unién a aniones, denominadas exositios | y Il, ricos en
residuos bésicos que interactlan electrostaticamente con grupos cargados
negativamente de otras moléculas y que son cruciales para extender el alcance y
especificidad de las acciones de la proteasa, ademas de facilitar su union a sustratos e
inhibidores (Figura 7).

Estructuralmente, la molécula de trombina activa esta constituida por una cadena
ligera o cadena A de 49 residuos de aminoacidos, unida por un enlace disulfuro a una
cadena pesada o cadena B de 259 residuos. La cadena B tiene el sitio catalitico
constituido por la triada: Sigs, Hs7, D1go (Lane et al., 2005; Crawley et al., 2007).
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Exositio 11
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/

&~ Exositio 1

Figura 7. Activacion de la protrombina en trombina. La protrombina se activa como
parte del complejo de protrombinasa a meizotrombina por escision en Argszo. La region
Glay los dominios K1 y K2 dominios se escinden en Argz71, permitiendo la formacion
de trombina, la cual presenta 3 regiones funcionalmente accesibles: el sitio activo y los

exositios | y Il (Tomado de Lane et al., 2005).

La trombina interviene en diversos procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos
(coagulacion sanguinea, anticoagulacion, fibrindlisis, regulacion del tono vascular,
proliferacion celular, inflamacion, reparacion de tejidos y otros procesos inducidos por
dafo endotelial) (Strukova, 2000; Borissoff et al., 2009). En efecto a través de la
activacion de receptores, la trombina media importantes efectos en el endotelio:
induccioén de la expresion de moléculas de adhesion como P- selectina (CD62P), E-
selectina (CD62E) e ICAM-1 (CD54), que participan de manera coordinada para el
rodamiento de leucocitos al sitio de lesion; también induce la sintesis y liberacion de
citocinas y factores de crecimiento que incluyen IL-1, IL-6, IL-8 y MCP-1 que actlian
como quimioatrayentes para la activacion periférica de leucocitos. Todas estas acciones
a nivel endotelial indican que la trombina favorece los procesos coordinados que

facilitan la transmigracién de leucocitos desde la sangre al espacio extravascular.
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Las acciones extravasculares de trombina incluyen la activacion de fibroblastos
tisulares, monocitos/macréfagos y mastocitos; ademas de promover la activacion,
adhesion y agregacion plaquetaria y estimular la proliferacion de células musculares
lisas y fibroblastos, siendo un enlace entre el proceso inflamatorio y el mecanismo de
la coagulacién (Derian et al., 2002).

2.2.6 Factor Xa.

El factor X es una proteina vitamina K dependiente sintetizada en el higado que
circula como zimdgeno inactivo y es activado a FXa por el complejo FT/FVII/FXa. o
FIXa/FVIlla. FXa pertenece a la familia de las serina proteasas que activa la trombina
a partir de la protrombina. FXa circulante es una molécula constituida por cadenas
polipeptidicas ligeras y pesadas unidas por un enlace simple de disulfuro. EI extremo
N-terminal de la cadena ligera (residuos 1-39) es un dominio Gla, rico en acido v-
carboxiglutamico modificado que interactia con fosfolipidos de membrana. El
dominio Gla esta seguido por una serie de residuos hidréfobos (residuos 40-45), y dos
repeticiones de dominios similares al factor de crecimiento epidérmico (EGF). La
cadena pesada de FXa contiene el sitio cataliticamente activo de serina proteasa
(residuo de 254 aminoéacidos). Residuos de His57, Asp102 y Ser195, forman una triada
catalitica en el sitio activo de union al sustrato. La activacion del FX a FXa implica la
escision de un péptido sencillo del extremo N-terminal de la cadena catalitica (Bauer
et al., 1989; Mann et al., 1990; Faure et al., 2007; Chattopadhyay et al., 2009).

Diversos efectos proinflamatorios han sido atribuidos a FXa, demostrando ser
agente mitogenico de células musculares lisas y promover la respuesta inflamatoria en
células endoteliales, incluyendo la sintesis de NO. Ademas, induce respuestas pro-
inflamatorias y deposicion de factor de crecimiento de tejido conectivo, activacion del
factor nuclear kappa-B (NF-kB Nuclear Factor kB), liberacion de IL-6, IL-8 y MCP-1

en las células endoteliales y fibroblastos. Asimismo, FXa promueve la expresion, de
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E-selectina, ICAM 1 y VCAM-1 en células endoteliales, lo que resulta en un
incremento en la adhesion de leucocitos (Borensztajn et al., 2009; Scaldaferri et al.,
2011). En sinergia con TNFa, FXa induce la expresion de FT a través de la inhibicion
de sus reguladores negativos: el inhibidor del factor kappa B alfa (IkBa) y la proteina
3 inducida por TNFo (TNFAIP3) (Borensztajn et al., 2009; Hezi-Yamit et al., 2005).
La mayoria de estas respuestas son mediadas a través de la activacién de PAR-2,
aunque algunos estudios muestran participacion de PAR-1. Por otra parte, FXa también
afecta a células del sistema inmune induciendo la secrecion de IL-2 por los linfocitos
(Scaldaferri et al., 2011). Finalmente, existe evidencia de que FXa puede mediar
respuestas inflamatorias in vivo, ya que induce la formacion de edema cuando es

inyectado via subcutanea en la pata de la rata (Cirino et al. 1997).

El hecho de que FXa constituye la via comudn del sistema de la coagulacién y que
una molécula de FXa cataliza la formacion de aproximadamente 1000 moléculas de
trombina, lo hace un objetivo importante para el disefio de farmacos antitrombaticos.
Los inhibidores del factor Xa pueden actuar directa o indirectamente. Los indirectos
son analogos sintéticos de la secuencia pentasacarida que media la interaccion de la
heparina con ATIII, mientras que los inhibidores directos de FXa, bloquean la

interaccidn de éste con su sustrato en una proporcion de 1:1. (Hirsh et al., 2005).

2.2.6.1 Inhibidores directos de FXa.

El otamixaban es un potente inhibidor directo sintético, y altamente selectivo para
FXa que se administra por via intravenosa (i.v.), con una vida media de 30 minutos y
un rapido inicio y desaparicion de la accion anticoagulante. La principal via de
eliminacion de otamixaban es biliar (71%, como metabolito reducido) y orina (25%,
como otamixaban). El metabolismo reductor se produce presumiblemente en el tracto
gastrointestinal (Hinder et al., 2006; Guertin y Choi, 2007).
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Por su parte, EP217609 es un anticoagulante sintético parenteral de accion dual
que combina un inhibidor indirecto de FXa (pentasacarido de union a la ATII), un
inhibidor directo de trombina (peptidomimético derivado del a-NAPAP) y una
molécula de biotina. La vida media en ratas es de 2,9 h y la biodisponibilidad tras
administracion subcuténea (s.c.) es del 100% y se elimina parcialmente via renal en
forma inalterada (Petitou et al., 2009; Gomez-Outes et al., 2011).

Tanogitran (BIBT 986) es un farmaco sintético de 542 Da que inhibe de manera
directa, especifica y reversible a FXa (Ki 26 nM) y trombina (Ki 2,7 nM) y ha mostrado
una potente accién anticoagulante en modelos preclinicos de trombosis venosa en ratas

y conejos, con una vida media de eliminacion de 12 h (Graefe- Mody et al., 2006).

Otros inhibidores de FXa incluyen a Rivaroxaban, el cual bloquea FXa tanto en su
forma libre como la unida al complejo protrombinasa, Las concentraciones maximas
en plasma se alcanzan rapidamente entre 2,5 a 4 h después de la administracion oral,
presentando una vida media de 7-11 h, 2/3 del farmaco se metaboliza por el higado y

una tercera parte es eliminada via renal sin alteracion.

Apixaban es un inhibidor directo de FXa libre y FXa unido al complejo
protrombinasa, se administra por via oral, siendo rapidamente absorbido por el tracto
gastrointestinal, alcanzando una concentracién plasmatica maxima a las 3 h tras la
administracion, con una vida media de 8-14 h, ademés es metabolizado en higado con
baja excrecion renal y mayor eliminacion fecal (70%). Por su parte, Edoxaban es un
inhibidor directo reversible de FXa, que se absorbe rapidamente con una buena
biodisponibilidad, una vida media de 8-10 h, y de eliminacion renal (Turpie, 2007;
Gomez-Outes et al., 2011).

Existen inhibidores naturales de FXa como Orgaran, un danaparoide sodico

constituido por una mezcla de glicosaminoglicanos sulfatados de bajo peso molecular
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(sulfato de heparano, de dermatano y de condroitina) aislado de la mucosa intestinal
del cerdo y con actividad antiXa/lla >20. El péptido anticoagulante de garrapata (TAP
Tick anticoagulant peptide, por sus siglas en inglés) es un inhibidor de FXa proveniente
de la garrapata Ornithodoros moubata, eficaz en la prevencién de las reoclusiones de
las coronarias post-trombolisis en animales. lgualmente, la antistasina, péptido

anticoagulante de la sanguijuela Haementaria officinalis (Fontenay, 2007).

2.2.6.2 Inhibidores indirectos de FXa.

2.2.6.2.1 Heparina no fraccionada (HNF).

La heparina no fraccionada (HNF), es una molécula compuesta por una mezcla
heterogénea de glucosaminoglicanos ramificados, presenta actividad anticoagulante y
propiedades farmacocinéticas heterogéneas. Sus rangos de peso molecular varian
aproximadamente entre 3.000 y 30.000 Da con un promedio de 15.000 (45 cadenas de
monosacaridos), siendo su principal accién anticoagulante mediada por la interaccion
heparina/ATIII1, debido a que, se une a sitios de lisina en la ATI1II a través de una Unica
unidad de glucosamina que contiene una secuencia pentasacarida, esta interaccion
genera un cambio conformacional en la ATIII, que favorece la exposicion del residuo
Argsez y favoreciendo a la vez, su interaccion con la trombina, formandose de esta
manera el complejo heparina-trombina-ATIIl, de manera que la heparina se une
simultdneamente al exositio 1l de la trombina y a la ATIII (Hirsh y Raschke, 2004; Di
Nisio et al., 2005; Gomez et al., 2005; Paramo et al., 2009).

El complejo heparina/ATIII inactiva a trombina, FXa, FI1Xa, FXla, y FXlla; siendo
la trombina y FXa mas sensibles a la inhibicion por dicho complejo. La heparina inhibe
la trombina uniéndose a ambas proteinas: a la enzima de coagulacion (a través de efecto
inespecifico de cargas) y a la ATIII mediante el pentasacarido de alta afinidad; mientras

que, la inhibicién de FXa requiere solamente la union de la heparina al pentasacarido
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mencionado. En consecuencia, moléculas de heparina con menos de 18 sacéridos
pierden la capacidad de unirse simultaneamente a la trombina y ATIII y no son capaces
de catalizar la inhibicion de trombina. En contraste, fragmentos pequefios de heparina
que contienen el pentasacarido de alta afinidad catalizan la inhibicién de FXa por
ATIIIL

Es conocido otro mecanismo anticoagulante de la heparina (independiente de
ATIIl y HCII) que consiste en la modulacion de la generacion de FXa. Dicho
mecanismo carga-dependiente es mediado por la union de heparina a FIXa y requiere
de altas dosis de polisacaridos sulfatados para producir efecto anticoagulante.

Las dos vias principales de administracion de heparina no fraccionada (HNF) son,
la infusion i.v. y la inyeccion s.c. La dosis inicial s.c. debe ser de aproximadamente
10% mayor que la dosis habitual i.v. para superar la reducida biodisponibilidad.
Cuando la heparina es administrada via s.c. en una dosis de 35000 unidades més de 24
h (divididas en dos dosis) el retraso del efecto anticoagulante es de 1 h y el maximo

nivel plasmatico se obtiene aproximadamente en 3 h.

Cabe destacar, que una vez que HNF circula en plasma, puede unirse a células
endoteliales y macrofagos, lo que disminuye su concentracion y altera su
farmacocinética. Ademas, tiene la capacidad de unirse a proteinas plasmaéticas,
reduciendo su actividad anticoagulante y contribuyendo de esta forma con la
variabilidad de la respuesta en pacientes con alteraciones tromboembdlicas y al

fendmeno in vitro de resistencia a la heparina (Hirsh y Raschke, 2004).

Por otra parte, es conocido el efecto de HNF sobre las plagquetas, uniéndose al
factor de Von Willebrand (VWF) e inhibiendo la funcion plaquetaria dependiente de
ese factor. Adicionalmente, HNF puede unirse al factor plaquetario 4 (FP4) formando

el complejo HNF/FP4, que puede ser reconocido por autoanticuerpos, induciendo una
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reaccion inmunoldgica. Finalmente, HNF per se, induce agregacion plaquetaria,
conllevando a trombocitopenia, activacion plaquetaria y/o trombosis. (Hirsh y
Raschke, 2004; Castelli et al., 2007).

El aclaramiento de HNF se realiza mediante la combinacion de dos mecanismos,
uno rapido saturable y otro méas lento. La fase saturable es mediada por la unién de
HNF a receptores expresados en células endoteliales y macrofagos donde ocurre su
despolimerizacion, mientras que la fase lenta no saturable contempla su eliminacion
via renal (Hirsh y Raschke, 2004).

A partir de la HNF se han preparado las heparinas de bajo peso molecular (HBPM),
mediante métodos enzimaticos o quimicos (Tabla 2), tales como: despolimerizacion
con acido nitroso (dalteparina, nadroparina, reviparina), degradacion enzimatica
(tinzaparina) o benzilaciéon seguida de hidrdlisis alcalina (enoxaparina) (Xianxiang,
2010).

Tabla 2. Métodos de obtencién de heparinas de bajo peso molecular (HBMP).

HBPM Método de obtencion

Dalteparina Despolimerizacion con &cido nitrico + cromatografia de

intercambio i6nico (gel filtracidn)

Enoxaparina Benzilacion + despolimerizacion alcalina

Nadroparina Despolimerizacion con &cido nitrico + precipitacion con
etanol

Tinzaparina Despolimerizacion enzimética con heparinasa

Bemiparina Despolimerizacion beta eliminacion medio no acuoso

HBPM= Heparinas de bajo peso molecular
Tomado de Fernandez, 2002
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2.2.6.2.2 Heparinas de bajo peso molecular (HBPM).

Las HBPM son glucosaminoglicanos polisulfatados cuyo peso molecular equivale
a un tercio del peso molecular de HNF, con un promedio entre 4.000 y 5.000 Da
(aproximadamentel5 unidades de monosacéaridos por molécula), con un rango de 2.000
a 9.000 Da (Tabla 3). En comparacién con HNF, las HBPM tienen una menor
capacidad para inactivar la trombina debido a que los fragmentos mas pequefios no se
pueden enlazar simultaneamente a ATIIl y trombina, no obstante, presentan mejor

actividad anticoagulante anti-FXa (Hirsh y Raschke, 2004).

Tabla 3. Pesos moleculares medios y distribucion de fragmentos de HBMP

HBMP Peso molecular ~ Rango de pesos

medio (daltons)  moleculares (%0)

Dalteparina 5.700 2.000 - 9.000 (90%)
Enoxaparina 4.500 2.000 - 8.000 (68%)
Nadroparina 4.300 2.000 — 8.000 (75 — 95%)
Tinzaparina 6.500 2.000 — 8.000 (60 — 72%)
Bemiparina 3.600 2.000 — 6.000 (50 — 75%)
HNF 15.000 2.000 — 8000 (< 15%)

HBPM= Heparinas de bajo peso molecular
Tomado de Fernandez, 2002.

Por otro lado, las HBPM presentan menos capacidad de unirse a proteinas
plasmaticas, permitiendo predecir la relacion dosis-respuesta. Otra propiedad, es la baja
incidencia de union a células endoteliales y macrofagos, lo que incrementa su vida

media en plasma con respecto a HNF, ademas, se unen con menos afinidad a las
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plaquetas y PF4, lo que explica en parte, la baja incidencia de trombocitopenia inducida

por heparina (TIH).

Al igual que HNF, las HBPM tienen efecto anticoagulante sobre ATIII, cuya
interaccion es mediada por la secuencia Unica de pentasacérido (Figura 8). Debido a
que es requerido un minimo de 18 sacaridos de longitud de la cadena (incluyendo el
pentasacarido) para la formacion del complejo ternario entre la heparina, trombina y
ATIII, s6lo 25 a 50% de las especies de HBPM que presentan una longitud de cadena
mayor que el numero critico, inactivan la trombina. Por el contrario, todas las cadenas
de HBPM que contienen el pentasacarido de alta afinidad catalizan la inactivacion de
FXa (Figura 9).

A. Pentasacdrido presente en la heparina natural
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Figura 8. Estructuras moleculares de la secuencia pentasacarido presente en la
heparina y sus derivados sintéticos. La heparina se compone de residuos alternos de
hexosamina (D-glucosamina) y acido hexurénico (&cido-L-idurénico o -D é&cido-

glucurédnico), unidos por enlaces glucosidicos (1,4). (Tomado de Ma et al., 2007).
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Figura 9. Mecanismo de inhibicion del factor Xa por el pentasacarido de heparina.
La secuencia pentasacarida presente en la heparina, se une principalmente al sitio
reactivo de ATIII, produciendo un cambio conformacional en la estructura, que
favorece la actividad inhibitoria de la serpina, e inactiva los efectos de la proteasa
(Tomado de Carretero, 2006).

Debido a que practicamente todas las moléculas de HNF contienen por lo menos
18 unidades de sacéridos, presentan actividad anti-Xa/anti-lla con relacién 1:1,
mientras que, las preparaciones comerciales de HBPM presentan actividad anti-
Xalanti-lla variable, dependiendo de su peso molecular, desde una relacion 2:1 hasta
4:1 (Tabla 4).

Estudios previos han demostrado una biodisponibilidad de HBPM cercana al 100%
cuando es administrada a dosis bajas via s.c, con un pico anti-FXa entre 3 a 5 h después
de la inyeccion y una dosis-respuesta mas predecible. Ademas, la vida media de
eliminacion de HBPM es més larga (3 a 6 h después de la inyeccidn s.c) y no depende
de la dosis, al compararla con HNF. Por otra parte, el pico plasmatico anti-FXa varia
entre las preparaciones individuales de HBPM dados en la misma dosis debido a las
variaciones en la farmacocinética, no obstante, después de una dosis terapéutica de

HBPM ajustada al peso y administrada via s.c., la actividad anti-FXa presenta un pico
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en aproximadamente 4 h, y este es el tiempo recomendado para realizar el seguimiento
de ensayos (Hirsh y Raschke, 2004).

Tabla 4. Relacion de pesos moleculares y accidon antitrombética/anticoagulante de

las heparinas de bajo peso molecular.

HBPM Rango de pesos % Relacion
moleculares (2.000 - 6.000 Anti Xa/anti lla
(daltons) daltons)
Dalteparina 2.000 —9.000 56% 2,3:1
Enoxaparina 3.000 — 8.000 64% 3,3:1
Nadroparina 2.000 — 8000 65% 3,0:1
Tinzaparina 3.000 - 6.000 42% 1,9:1
Bemiparina 3.000 - 4.200 75% 8:1

HBPM= Heparinas de bajo peso molecular.
Tomado de Fernandez, 2002.

Los dos productos mas utilizados en cardiopatia isquémica son la dalteparina y la
enoxaparina. La dosis de dalteparina es 120 U/12 h via s.c. y la de enoxaparina es 1
mg/Kg/12 h. Debido al efecto anticoagulante estable, el tratamiento no se controla.
Ambas deben ajustarse (a la mitad de la dosis) en pacientes con insuficiencia renal
(debido a que su eliminacion es por esta via), edad avanzada y coadministracion con

farmacos antiinflamatorios no esteroideos (Arzamendi et al., 2006).

Diversos estudios coinciden en que, ademas del efecto anticoagulante, HNF vy
HBPM, también presentan propiedades antiinflamatorias, demostrado a través de
modelos de inflamacion animal y celular. HNF disminuye el reclutamiento de
neutrofilos inducido por LPS, los niveles plasmaticos de TNFa, IL-1, complejo TAT,

ademas, inhibe la formacién de trombos, la deposicion de fibrina, expresion de TNFa,
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IL-1B y transcripcion de genes que codifican para FT (Ding et al., 2011). Otros estudios
sefialan que ambas; HNF y HBPM son potentes inhibidores de la activacion del
complemento y expresion de moléculas de adhesion como P y L-selectinas. Otras
propiedades antiinflamatorias de la heparina incluyen la inhibicién de proteasas
cationicas de neutréfilos, elastasa de leucocitos humanos y catepsina G, tanto in vitro
como in vivo. En células endoteliales, inhibe la activacion y translocacion de NF-kB.
Adicionalmente, HNF y HBPM son capaces de inhibir in vitro la angiogénesis inducida
por el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), la interaccion de los productos
finales de glicacion avanzada (AGEs Advanced Glycation End product) con el receptor
de productos de glicacion avanzada (RAGE Receptor for Advanced Glycation End
products), y bloquear la sefializacion proinflamatoria y profibrética que conduce a
nefropatia en modelos animales experimentales de diabetes e insuficiencia renal. Sin
embargo, HNF y HBPM no se han empleado comunmente como terapia anti-
inflamatoria debido al riesgo de hemorragia (Rao et al., 2010; Xianxiang, 2010).

2.2.6.2.2.3 Enoxaparina

La enoxaparina, es una HBPM que se obtiene por despolimerizacion alcalina del
éster bencilico de heparina a partir de la mucosa intestinal porcina, presentando un peso
molecular de 4.500 Da aproximadamente (3.500-5.500) (Figura 10). En sistema
purificado in vitro, posee una actividad anti-FXa elevada (alrededor de 100 Ul/mg) y
una débil actividad anti-Flla o antitrombinica (aproximadamente 28 Ul/mg), siendo la
relacién entre estas dos actividades de 3.6, aproximadamente. Ademas de su actividad
anti-Xa/lla, se han identificado més propiedades antitromboticas y antiinflamatorias en
individuos sanos y pacientes, asi como en modelos no clinicos. Esto incluye la
inhibicién de ATIII dependiente de otros factores de coagulacion como FVlla, la
induccion de la liberacién de TFPI, asi como, una reduccion en la liberacion de VWF

desde endotelio vascular a la circulacion sanguinea (AEMPS, 2014).
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Figura 10. Estructura quimica de enoxaparina. La estructura de enoxaparina se
caracteriza por un grupo &cido 2-O-sulfo-4-enepiranosuronico en el extremo no
reductor; un grupo 2-N, 6-O-disulfo-D-glucosamina en el extremo reductor de la
cadena y aproximadamente 20% de la estructura de la enoxaparina contiene un

derivado 1,6 anhidro en este extremo. (Tomado de Xu et al., 2015).

La determinacién de la actividad farmacocinética anti-Xa y anti-1la se efectda por
método amidolitico validado, con substratos especificos y un estandar de enoxaparina
calibrado frente al patrén internacional LMWHL1 (por sus siglas en inglés Low
Molecular Weight Heparin 1%%) del NIBSC (por sus siglas en inglés National Institute
for Biological Standars and Control). En humanos, la biodisponibilidad de
enoxaparina, basada en la actividad anti-Xa, es cercana al 100% tras la inyeccion s.c.,
observando una actividad maxima 3-5 h. después, y alcanzando 0,2; 0,4; 1,0y 1,3 Ul
anti-Xa/mL, tras la administracion s.c. Gnica de 20 mg (2000 Ul), 40 mg (4000 Ul) 1
mg/Kg (100 UI/Kg) y 1,5 mg/Kg (150 Ul), respectivamente. Por otra parte, la actividad
plasmatica anti-lla, tras la administracion s.c., es aproximadamente 10 veces menor
que la actividad anti-Xa, observando el maximo de actividad anti-Ila de 3 a 4 h después

de la administracion y alcanzando 0,13 Ul/mL y 0,19 Ul/mL tras la administracion
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repetida de 1 mg/Kg dos veces al dia y, 1.5 mg/Kg una vez al dia, respectivamente
(AEMPS, 2014).

La enoxaparina sodica se metaboliza en el higado por desulfatacion y/o
despolimerizacién, su eliminacion parece ser monofésica con una vida media de 4 h
aproximadamente tras una Unica dosis, y de 7 h tras una dosificacion repetida. La
eliminacion de la enoxaparina y sus metabolitos sucede por via renal y biliar. El
aclaramiento renal de fragmentos activos representa aproximadamente el 10% de la
dosis administrada, y el total de la excrecion renal de los fragmentos activos y no
activos representa aproximadamente el 40% de la dosis administrada (AEMPS, 2014).

2.2.6.2.3 Heparinas de ultra-bajo peso molecular (HUBPM).

La semuloparina, es una HUBPM de 2.400 Da, con predominio de actividad anti-
FXa (relacién anti-Xa:anti-l1la >30) y una vida media entre 11 y 22 h que permite la
administracion s.c. una vez al dia. Se obtiene por despolimerizacion de la heparina de
la mucosa intestinal del cerdo. En un modelo de trombosis venosa en ratas,
semuloparina mostr6é una actividad antitrombotica comparable a la de enoxaparina,
pero a dosis inferiores (Dubruc et al., 2009; OMS, 2009; Viskov et al., 2009;
Eikelboom y Weitz, 2010).

El fondaparinux sddico, un analogo sintético de la secuencia de pentasacaridos
presente en HNF y HBPM, es un inhibidor indirecto y selectivo de FXa, por union a
ATIII (Hirsh et al., 2005; Mainez y Moya, 2006). Fondaparinux no tiene efecto sobre
las plaquetas, tiempo de sangrado o actividad fibrinolitica. A dosis fija s.c., presenta
una respuesta anticoagulante predecible, sin necesidad de monitorizacion, siendo su
vida media de eliminacion entre 17 y 21 h exclusivamente renal (64% al 77%) (Hirsh
et al., 2005; Mainez y Moya, 2006; De Lisa et al., 2011).
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Idraparinux, es un derivado hipermetilado del fondaparinux que se une con mayor
afinidad a ATIII por su mayor carga negativa, lo que se traduce en una vida media
prolongada entre 80 y 130 h, permitiendo su administracion una vez por semana. Se
absorbe casi por completo después de su inyeccion por via s.c., la concentracion
plasmatica maxima se alcanza a las 4 h después de la administracion y se excreta via

renal.

Idrabiotaparinux (idraparinux biotinilado), es un pentasacarido sintético de accion
prolongada. Muestra propiedades anticoagulantes similares a las de idraparinux pero
se diferencia por su unién con la biotina, de manera que el efecto anticoagulante de
idrabiotaparinux puede ser rapidamente neutralizado después de la perfusion
intravenosa i.v. de avidina, un antidoto derivado de la proteina de huevo (Paty et al.,
2010).

2.2.7 Receptores activados por proteasas (PARS).

El efecto de trombina y factores Vlla y Xa sobre las células es mediado por su
interaccion con receptores de superficie celular acoplados a proteina G o receptores
activados por proteasas (PAR, Proteinase-Activated Receptor, por sus siglas en inglés),
los cuales han sido localizados en células endoteliales, plaquetas, fibroblastos, células
musculares lisas, monocitos, osteoblastos, neuronas, células gliales, y mastocitos. Se
han identificado 4 tipos (PAR 1 a 4), de los cuales, s6lo los PAR 1, 3 y 4 son activados
por trombina, mientras que el PAR 2, es activado por el complejo FT/FVIla, FXa y
tripsina. La activacion de estos receptores ocurre cuando la proteasa de serina reconoce y
escinde una secuencia en el extremo N-terminal (dominio extracelular) del receptor
desenmascarando un nuevo extremo N-terminal, que actia como ligando activando al
receptor (Figura 11) (Dugina et al., 2002; Vergnolle et al., 2002).



51

Proteasa

Q.ﬁ

PAR,: NATLOPR/SFLLRNPNOK YEPFWEDEEKNES. . . Escision de
PAR,: NRESKGR/SLIGK VDG TSHVTGKGVTVETVES. .. 2
PAR,: KPTLPK/TFRGAPPNSFEEFPFSALEGWTGA... S€cClencia
PAR,: SLPAPR/IGY PGQVCANDSDTLELPDSS. .......... ligando

$33388334411
1333333393)!

$5338353451!
133333333333
. |

PAR,: SFLLRNPNOKYEPFWEDEEKNES. .

Pan SLSEDSTMNTIEVIATWS. - Secuencia ligando
PAR,: GYPGQVCANDSOTLELPOSS. ... revelada
autoactivacion
35353413311 §353553553%%

Acoplamiento a proteinas G y seiializacion

Figura 11. Mecanismo de autoactivacion de los receptores activados por proteasas
(PARs): Tras la escision proteolitica del extremo N-terminal (NH3*) del PAR por
trombina, tripsina o triptasa (dependiendo del subtipo del receptor), se expone un nuevo
resto N-terminal (*NH3") y se desenmascara la secuencia que autoactiva el receptor
acoplado a proteina G. TM1: primer domino transmembranar. TM7: séptimo dominio
transmembrana. COO-: grupo carboxiterminal (Tomado de Ramachandran y
Hollenberg, 2008).
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a) Receptor activado por proteasas-1 (PAR-1).

PAR-1 es el prototipo de la familia de receptores heptahelicoidales acoplados a
proteina G (GPCRs), que es activado por protedlisis via N-terminal por proteasas de
serina (APC, tripsina, triptasa, plasmina, catepsina G, FXa, trombina). La trombina
(activador fisiologico de PAR-1) se acopla a dos sitios en el residuo N-terminal de
PAR-1. La interaccion inicial es entre el sitio de reconocimiento de unién a anion de la
trombina (Exositio 1) y una superficie de hirudina cargada negativamente en PAR-1
(DK51YEPF55). Esta interaccion de alta afinidad induce un cambio conformacional
que facilita la unién de trombina a PAR-1 por escision de la secuencia
(LDPR412S42FLLRN). En consecuencia, queda expuesto un nuevo péptido N-
terminal: NSFLLRN (secuencia humana) que actGa como ligando activador del

receptor que inicia la sefializacion intracelular (Coughlin, 2000; Dugina et al., 2002).

Cabe destacar que PAR-1 no es activado exclusivamente por trombina, sino
también, por otras proteasas de serina (FVIla, FXa, ACP), ademas, su clivaje no
conduce necesariamente a la activacion del receptor, sino que pueden producirse
escisiones no productivas en los sitios de corte del ligando del receptor, conllevando a
qgue no haya activacion proteolitica del receptor (permaneciendo estructuralmente
intacto); sugiriendo un mecanismo de regulacion (ademas de los mecanismos de
fosforilacion, internalizacion y desensibilizacion) para finalizar la sefializacion. Un
ejemplo de ello es la catepsina G, una proteasa liberada por los neutréfilos activados,
aunque puede activar PAR-1 en sistemas heter6logos, la sobreexpresion de escisién no

productiva parece predominar fisiol6gicamente (Molino et al., 1995).

Los efectos de la activacion de PAR-1 han sido demostrados en diversos estudios
tanto in vivo como in vitro: La estimulacién de monocitos con trombina a través de
PAR-1 conlleva a un incremento en la expresiéon de MCP-1, adicionalmente la

trombina puede modular la liberacion de IL-6, proteina basica plaquetaria y FP4 por
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parte de monocitos. La activacion de PAR-1 en leucocitos incrementa el rodamiento y
adhesion de estos al endotelio. En pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino,
PAR-1 es sobreexpresado en células del colon e induce respuesta inflamatoria mediada
por linfocitos T y B, ademaés, la activacion de PAR-1 resulta ser exacerbada y
prolongada en modelos de inflamacion col6nica inducida por &cido trinitrobenceno
sulfonico (TNBS). La activacion de PAR-1 es fundamental en el desarrollo de lesion
pulmonar en modelo animal de instilacion intratecal con bleomicina, en el que ratones
con deficiencia de PAR-1 mostraron una significativa atenuacion de células
inflamatorias (Shpacovitch et al., 2008). PAR-1 también se expresa en nervios
sensoriales aferentes (fibras C y 8) del sistema nervioso periférico. In vivo, la activacion
de este receptor resulta en la liberacion de SP y CGRP, que median el edema. Ademas,
en tejido cerebeloso, el exceso de trombina, via PAR-1 incrementa la

neuroexcitabilidad y el dafio neuronal posterior a una lesion (Garcia et al., 2010).

Por otra parte, los efectos antiinflamatorios de PAR-1 han sido descritos, en un
modelo de artritis inducida por albimina sérica bovina metilada (BSA Bovine Serum
Albumin, por sus siglas en inglés), la activacion de PAR-1 en ratones, redujo
significativamente la severidad de artritis y los niveles plasmaticos de 1gG
(Shpacovitch et al., 2008).

Es importante acotar que, la activacion de PAR-1 por FXa difiere de la
estimulacion con trombina en la cinética de escision y la actividad requerida de la
enzima para escindir PAR-1. La activacion por trombina muestra una cinética mas
rapida para inducir la union de NF-kB y posteriormente la respuesta de los genes a la
proteasa. Tanto PAR-1 como PAR-3 tienen una secuencia de hirudina que muestran
alta complementariedad con el exositio | de la trombina; esto favorece el
reconocimiento de PAR-1 por la trombina. Debido a que el exositio | de union al
sustrato de FXa es acidico, la unién de FXa a la regién de hirudina de PAR-1 es poco

probable, por lo tanto, FXa no puede interactuar con PAR-1 con la misma afinidad que
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lo hace la trombina. En consecuencia, solo una porcion de PAR-1 es susceptible a
escision via FXa. Sin embargo, a diferencia de la trombina, puede unirse a la membrana
celular a través de su extremo amino-terminal con dominio Gla. La induccion de genes
via PAR-1 requiere una concentracion de FXa en un rango de 10 -100 nM, muy similar
a la requerida para la activacion mediada por PAR-2 en fibroblastos. Por lo tanto,
parece que el componente principal para la sefializacion es la localizacion de FXa en
la superficie celular préxima al receptor y no la secuencia de reconocimiento especifica

del sitio de escision en el PAR respectivo (Riewald et al., 2001).

b) Receptor activado por proteasas 2 (PAR-2).

PAR-2, es el Unico PAR que no es activado por trombina, es escindido y activado
por tripsina, triptasa de mastocitos, FVIla y FXa. La escision de PAR-2 en el péptido
de union N-terminal R* —-S* es responsable de la activacion proteolitica e iniciacion
de sefializacion del receptor. Péptidos sintéticos son capaces de escindir y activar PAR-
2. Una glicosilacién unida al extremo N-terminal de PAR-2 parece regular la
sefializacion por triptasa pero no por tripsina u otro péptido agonista, indicando que las
modificaciones post-traduccionales pueden conferir especificidad. Ademas, la
presencia de cofactores en la superficie celular puede orientar la proteasa y modular
alostéricamente su actividad a favor del clivaje de PAR-2. FVIla puede activar PAR-2
directamente en el complejo FT/FVlla o indirectamente a través de la generacion de
FXa, siendo mas eficiente al formarse el complejo ternario FT/FVIla/FXa. La union de
FT/FVIla a su receptor celular puede inducir la produccion de diversas citocinas y
factores de crecimiento, ademas, incrementa la respuesta inflamatoria (produccién de
especies reactivas del oxigeno, expresion de moléculas del complejo de
histocompatibilidad de clase 11 y moléculas de adhesion celular) en macréfagos,
favorece la infiltracion de neutréfilos y la expresion de TNFa e IL-1f8 (Arora et al.,

2007; Levi et al., 2012).
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La estimulacion de neutréfilos humanos con agonistas de PAR-2 (tc-LICRLO-NH>
o tripsina), incrementa la motilidad de estas células en superficies de colageno, ademas,
agonistas de PAR-2 incrementan la expresion de L-selectina en la superficie celular de
neutrofilos humanos, lo que sugiere que PAR-2 podria intervenir en la migracion de
neutrdfilos a través de la matriz extracelular. Sin embargo, se ha sefialado que la
estimulacion simultanea de neutrofilos y células endoteliales humanas con proteasas
(tripsina, triptasa) via PAR-2, reduce la migracion transendotelial de granulocitos y
prolonga la vida de neutréfilos in vitro. Asimismo, agonistas de PAR-2, incrementan
la expresion del antigeno de macrofagos (Mac-1 Macrophage-1 antigen) e integrina
VLA-4 (Very Late Antigen -4 por sus siglas en inglés), y estimulan la liberacion de IL-
1B, IL-8 e IL-6 por neutréfilos (Shpacovitch et al., 2008)

La mediacion de PAR-2 en el dolor ha sido estudiada en modelos animales. La
activacion del receptor en fibras C amielinicas del nervio safeno, incrementa la
respuesta a estimulos térmicos y disminuye el umbral de activacion necesario para la
respuesta al dolor. La activacién de PAR-2 por liberacion de SP o neurokinina-1 en
neuronas espinales favorece la sensibilizacion y respuesta hiperalgésica por estimulo

périférico (Garcia et al., 2010)

c) Receptor activado por proteasas-3 (PAR-3).

PAR-3 fue descrito en ratones deficientes de PAR-1, cuyas plaquetas fueron activadas
por trombina y presenta una secuencia consenso para el exositio | de la proteasa. En
humanos es expresado en médula 6sea, corazon, cerebro, placenta, higado, pancreas, timo,
intestino delgado, estdmago, nédulos linfaticos y traquea, mientras que en ratones, es
expresado en megacariocitos y plaquetas (Derian et al., 2002). Se conoce poco acerca de
este receptor, debido a la deficiencia de un agonista selectivo, lo que ha limitado las

investigaciones sobre sus funciones. Sin embargo, se ha demostrado que, en plaquetas
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humanas no se expresa, lo que sugiere que PAR-3 no presenta una accion importante, en

contraste con las plaquetas de ratones (Steinhoff et al., 2005).

d) Receptor activado por proteasas-4 (PAR-4).

PAR-4 es activado por trombina, catepsina G, FXa y tripsina (Derian et al., 2002;
Dale y Vergnolle, 2008). Se ha demostrado que la activacion de PAR-4 induce
reclutamiento de granulocitos, favoreciendo el rodamiento y adhesion de leucocitos a la
pared vascular y edema por incremento en la permeabilidad vascular, mediante la
liberacion de cininas activas de las células endoteliales y de neutrofilos, que se unen y
activan receptores B2, favoreciendo la respuesta inflamatoria (Vergnolle, 2009). A su vez,
PAR-4 ha sido implicado en la activacion de plaquetas mediada por trombina, mediante
la activacion de G113y Gg. Por otra parte, este receptor es expresado por neuronas de
DRG que liberan SP y CGRP, por lo cual al activarse puede participar en la respuesta

nociceptiva (Dale y Vergnolle, 2008).

2.2.8 Dolor y transmisién nociceptiva.

La sensacion de dolor constituye un elemento crucial en la proteccion de los seres
vivos contra dafio a los tejidos por estimulos mecanicos, quimicos y térmicos. La
estimulacion nociva provoca una serie de cambios fisioldgicos en el organismo
disefiados para minimizar el riesgo de dafio. A nivel de conducta, generalmente ocurre
una retirada del sitio estimulado, aparte de la conducta motora tal como: ataque o huida
y actividad autondmica caracterizada por cambios en la respiracién, frecuencia

cardiaca y presion sanguinea (Hunt y Bester, 2005; Yoshimura y Furue, 2006).

La Asociacion Internacional para el estudio del dolor lo define como “una
experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a una lesion tisular actual o

potencial”. El dolor se divide en dos categorias: dolor patoldgico (neuropatico y
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funcional) y adaptativo (inflamatorio y nociceptivo), contribuyendo este ultimo a la
supervivencia del organismo protegiéndolo de dafios o promoviendo la recuperacion
posterior a una lesion (Gebhart, 2000; Woolf, 2004).

El dolor nociceptivo se define como una sensacién fisioldgica vital y transitoria en
respuesta a un estimulo nocivo. La nocicepcion se refiere Unicamente al mecanismo
por el cual se genera el dolor nociceptivo, e involucra los mecanismos de transduccion
(convierte el estimulo nocivo, ya sea mecanico, térmico o0 quimico en una sefial
eléctrica), conduccion (paso del estimulo desde las terminales periféricas a la médula
espinal y a centros supraespinales), transmisién (transferencia sinaptica a neuronas
dentro de laminas especificas del asta dorsal) y percepcion (integracion de los tres
anteriores, creando la “experiencia dolorosa) (Woolf, 2004; Kidd y Urban, 2001;
Torregrosa, 1994).

Para que el dolor se origine es necesaria la activacion de nociceptores, los cuales
son terminaciones nerviosas libres de las fibras C y Ad que constituyen las neuronas
aferentes de primer orden. Los nociceptores son muy heterogéneos, estos se diferencian
en el neurotransmisor que liberan, los receptores y canales idnicos que expresan para
los diferentes mediadores del dolor, en su velocidad de conduccidn, sus propiedades de
respuesta ante un estimulo nocivo y su capacidad de sensibilizarse durante el dafio y/o
inflamacién (Torregrosa, 1994; McCleskey y Gold, 1999; Stucky et al., 2001).

Con relacion a las fibras aferentes, las fibras Ad son de dos tipos I y 11, estas fibras
tienen axones ligeramente mielinizados, lo que hace que la velocidad de conduccion
sea rapida (5-30 m/s), tienen un diametro de 1-5 pum, con un campo receptivo pequefio
y canales idnicos especificos de alto umbral que son activados por estimulos térmicos
0 mecanicos de alta intensidad; estas fibras median el dolor pasajero y punzante. Las
fibras de tipo Il responden a estimulos térmicos nocivos de 40-45 °C y son sensibles a

capsaicina. El incremento paulatino de la temperatura provoca un aumento en la
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respuesta de estas fibras. En cambio, las fibras tipo | responden a temperaturas mayores
de 52-56 ° C y son insensibles a capsaicina (Hunt y Mantyh, 2001; Steeland et al.,
2006).

Por otra parte, las fibras C tienen axones sin mielina con un diametro de 0,25- 5
UM y su conduccion es lenta (0,5-2 m/s), tienen un campo receptivo mayor al de las
fibras Ad; median el dolor quemante y representan aproximadamente 70% de todos los
nociceptores. Estas fibras son polimodales, es decir, son activadas por estimulos
mecénicos, térmicos y quimicos. Las sustancias quimicas que estimulan a las fibras C
son producto de un dafio celular inducido por la cascada inflamatoria y mediadores
inmunoldgicos. La fibras polimodales han sido divididas en dos grupos en base a su
contenido de péptidos 0 FRAP, y en base al sitio donde terminan en la médula espinal
(Hunt y Mantyh, 2001). Un grupo de fibras C contiene una variedad de neuropéptidos
que incluye SP, CGRP y expresa el receptor trkA de alta afinidad para el factor de
crecimiento nervioso (Stucky et al., 2001; Kidd y Urban, 2001; Giordano, 2005). Estas
neuronas se proyectan hacia la region mas externa del ADM (lamina | y lamina Il
externa) y terminan en las neuronas espinales que se proyectan hacia el tdlamo. Las
fibras identificadas por el contenido de FRAP no expresan SP o trkA, contienen pocos
neuropéptidos pero expresan un grupo de carbohidratos superficiales que se unen
selectivamente a 1B4 (Bennett et al., 1998; Julius y Basbaum, 2001; Molliver et al.,
2005). Las neuronas 1B positivas median el dolor neuropético, mientras que las 1B4
negativas responden a calor y quimicos nocivos (bajo pH y 5HT) e incrementan su
concentracion durante la inflamacion, lo que sugiere que son mediadoras del dolor
inflamatorio (Snider y McMahon, 1998; Stucky y Lewin, 1999; Stucky et al., 2001;
Nelson et al., 2005).

Una vez producido el estimulo, es transmitido a través de los aferentes hacia la

sustancia gelatinosa del ADM, las fibras Ad terminan en las ldminas I, I y Ila, mientras

que las fibras C en la ,II, 111 y V (Giordano, 2005).
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La via ascendente del dolor continGa con las neuronas de primer orden, las cuales
hacen sinapsis con las de segundo orden, formando el tracto espinotalamico
transmitiendo los estimulos dolorosos al nucleo del tAlamo ventroposterior (nucleo
medial ventroposterior (VPM) vy el nucleo lateral ventroposterior (VPL), donde se
integran los impulsos dolorosos del talamo. En esta region las neuronas de segundo
orden hacen sinapsis con las de tercer orden, las cuales transmiten el impulso hacia la
corteza cerebral, donde ocurre la interpretacion subjetiva (Rang et al., 2000;
Wickenden et al., 2004; Woolf, 2004).

La percepcion del estimulo doloroso en la corteza cerebral provoca que se active
la via descendente, la cual es inhibitoria y controla el impulso en el asta dorsal. Una
parte importante de este sistema es la materia gris periacueductal (PAG, por sus siglas
en inglés), la cual recibe proyecciones del hipotdlamo, la corteza y el tdlamo. A partir
de PAG se proyectan neuronas hacia la parte baja del tallo cerebral en la médula
rostroventromedial (RVM), especificamente al nucleo de raphe magnus (NRM, por sus
siglas en inglés) y de ahi se transmite el impulso por las fibras del corddn dorsolateral
de la médula espinal que forma conexiones sinapticas sobre las interneuronas del
ADM, las cuales inhiben la descarga de las neuronas espinotalamicas (Stamford, 1995;
Rang et al., 2000; Hunt y Mantyh, 2001).

Los principales neurotransmisores implicados en el control descendente del dolor
son la 5-HT, noradrenalina (NA) y opioides enddgenos B-endorfina y dinorfina. La
médula RVM cuenta con neuronas gque contienen 5-HT en el NRM, éstas se proyectan
al ADM vy al activarse producen antinocicepcion, mientras que el principal nucleo
noradrenérgico es el locus coeruleous (LC). En lo que respecta a los opioides, los
receptores | y K Se relacionan con el control descendente del dolor, ambos receptores
se expresan mayormente en el LC, y DNR; ademas, los receptores p también son

expresados en la porcion caudal de la materia PAG (Stamford, 1995).
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Para que se genere el dolor nociceptivo es necesario que se produzcan cambios de
permeabilidad en los canales idnicos expresados por los nociceptores. Los principales
canales responsables de las corrientes entrantes en la membrana de los nociceptores
son los canales de sodio (Nav) y los de calcio (Cav), mientras que la transmision de la
corriente saliente se realiza a través de los canales de potasio (Ky); siendo todos estos,

voltaje dependiente (Yunjong et al., 2005).

2.2.9 Mecanismos inflamatorios asociados a la nocicepcion

Al presentarse una lesion tisular, las células lesionadas e indemnes circundantes,
generan la secrecion de IL-1pB, IL-2, IL-8, TNFa e IL-6, reduciendo el umbral de
descarga en el aferente primario tanto para estimulos mecanicos como quimicos.
Ademas son liberados factores tréficos y quimiotéacticos, como NGF, factor neural
derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) y neurotrofinas (NTzy NTa), los
cuales promueven la respuesta inmune al incrementar a su vez la secrecion de citocinas
proinflamatorias que determinan en parte las manifestaciones tempranas del proceso
inflamatorio. Adicionalmente, NGF interviene sobre la funcidon nociceptiva
provocando hiperalgesia térmica y mecéanica (Shu y Mendell, 1999; Eblen-Zajjur, 2005
a,b).

Por otra parte, los factores proinflamatorios incrementan la liberacion de
neurotransmisores como el glutamato, SP, HT catecolaminas y péptidos opiaceos
enddgenos gue intervienen en la modulacion de la sefial nociceptiva; ademas, inducen
incremento de la actividad de COXz, incrementando los niveles de PGE; que induce

sensibilizacion de los aferentes primarios.

Las citocinas proinflamatorias pueden activar los aferentes primarios a través del

incremento en la actividad de nNOS, que aumenta la concentracion de NO,
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promoviendo la generacién intracelular de GMPc y la actividad de proteinquinasa C
(PKC), favoreciendo la despolarizacion celular por apertura de canales de calcio y

sodio, y consecuente efecto nociceptivo.

El NO promueve la produccion de Bradicinina (Bk), la cual activa a PKC e induce
apertura de canales ionotrépicos para calcio y sodio, aumenta la liberacion de
glutamato, SP, IL-2, y CGRP, e induce la expresion de COX: y sintesis de PGE>, lo
cual induce a vasodilatacion, eritema, fiebre y mayor sensibilizacion de aferentes

primarios.

Por su parte, IL-1p, TNFa, IL-6, leucotrieno B4 (LTB4), NGF y PGE; aumentan la
concentracion de calcio ionico intracelular por apertura de canales de calcio de la
membrana celular y/o mediante el incremento de la sintesis de inositol trifosfato (1P3)
que conlleva a la liberacién de calcio a partir de los depositos intracelulares. El calcio
se une a la calmodulina (CM) formando el complejo CaM/Ca que incrementa la
actividad de iNOS, manteniendo abiertos los canales de calcio y sodio, y por ende la
despolarizacion celular. Por el contrario, la calcineurina (CN) otra molécula de fijacion
de calcio y las fosfatasas inhiben la accién de la PKC sobre los canales idnicos de

membrana induciendo un efecto antinociceptivo.

La persistencia en el incremento de calcio intracelular y activacion de PKC
promueve la activacién de factores de transcripcion y protooncogenes (CREB, C-fos,
Jun-D y Kroxs-24), que inducen la expresion de canales de calcio y sodio voltaje-
dependiente y el consecuente efecto despolarizante. Adicionalmente, los fosfolipidos,
lipopolisacaridos, IL-1B, TNFa y PGE2 generados en el sitio de lesion, actuan en el
hipotalamo induciendo la aparicion de manifestaciones clinicas tales como: fiebre,

apatia y astenia (Eblen-Zajjur, 2005 a,b).
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2.2.10 Mecanismos inflamatorios asociados a las quemaduras.

Las quemaduras son lesiones de tejidos vivos resultantes de la exposicidn a agentes
fisicos y/o quimicos que traen como consecuencia procesos inflamatorios
generalizados, generando un estado hiperdindmico e hipermetabolico caracterizado por
fallas en la distribucion de la circulacion e isquemia tisular que de persistir puede
generar finalmente una falla multiorganica. Dicho proceso es mediado, entre otros
factores por citocinas proinflamatorias, tales como TNFa la cual causa liberacion de
neutréfilos de la médula désea, marginacion de los mismos y activacién de los
macrofagos para liberar oxidantes y secretar otras citocinas. Por su parte, IL-1 aumenta
la proliferacion de células T e induce la produccién de GM-CSF por la médula ésea
(Alfaro, 2003).

Por su parte, los macrofagos activados degradan al &cido araquidonico, cuyos
catabolitos forman mediadores quimicos (leucotrienos, prostaglandinas y lipoxinas)
que favorecen la vasodilatacion, la activacion de neutréfilos y su transmigracion al sitio
de la lesion, con el efecto adverso de trasvasacion de plasma y consiguiente
hipovolemia. Asimismo, incrementan la produccién enzimas liticas y radicales libres
de oxigeno (anion superdxido, Oz y peroxido), que inducen la formacion de i6n
hidroxido (OH"), que favorece la permeabilidad vascular, altera la funcion de los lipidos
de la pared celular, la actividad fagocitica de macrdfagos, el metabolismo del acido
araquidénico y la estructura del ARN y ADN; originando mayor dafio (Cuenca et al.,
2001; Alfaro, 2003).

La fase temprana de la quemadura se caracteriza por leucocitosis, elevacion
plasmatica de PCR y catecolaminas. Ademas, se activa la cascada de complemento con
reducciéon de C3, C4, C5, disminucion de proteinas totales, albumina, fibronectina,

IgG, IgA, IgM y o2-macroglobulinas. La activacion de C3, C5 y secrecion de IgE
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promueve la liberacion de mediadores inflamatorios, especies reactivas del oxigeno y
enzimas a partir de células endoteliales, mastocitos, macrofagos y plaquetas. También
se produce activacion de los mecanismos de coagulacién y fibrindlisis con tendencia a
hipercoagulabilidad. Las PGE1, PGE2, PGFa estimulan la coagulacion liberando 5HT
de las plaquetas, formando polipéptidos vasoactivos (cininas), via factor XII. Todo esto
conjuntamente con la liberacion de HT incrementa la permeabilidad microvascular y
el estado inflamatorio (Alfaro, 2003).

Durante el proceso inflamatorio, mediadores como TNFa, IL-1 e IL-2 también
inducen la formacion de nitritos y nitratos, potentes vasodilatadores que impiden la
agregacion plaquetaria, e interactGan con radicales libres de oxigeno en la lisis de los
tejidos dafiados. Por su parte, IL-3 e IL-5 estimulan la activacion de los linfocitos, 1L-
4 interactta con el factor de estimulacion de colonias de granulocitos (G-CSF), IL-6
regula la secrecién de otras citocinas proinflamatorias y activacion de linfocitos B.
Finalmente IL-8 tiene efecto quimiotactico sobre los granulocitos y activa su funcién
bactericida (Cuenca et al., 2001).

Una vez que el tejido quemado se ha lisado y fagocitado, se producen factores de
crecimiento a partir de células endoteliales, queratinocitos, macrofagos y plaquetas.
Los factores de crecimiento se liberan en forma de cascada, iniciando factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de los
queratinocitos, factor de crecimiento epitelial, de factor de crecimiento derivado
endotelial. Todos estos intervienen en la reparacion de la quemadura, incrementando
la mitosis en los queratinocitos y otras células epidérmicas, con la subsiguiente
epitelizacion, o bien en la angiogénesis y fibroplasia, con el cierre de las heridas
(Cuenca et al., 2001; Alfaro, 2003).
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2.2.11 Interaccion entre inflamacion, coagulacion y dolor.

Existe evidencia que los sistemas de inflamacidn y coagulacion interaccionan entre
si, puesto que, vias moleculares que contribuyen a la inflamacidn, inducen activacion
de la coagulacion y existen diversos puntos de enlace (células endoteliales, plaquetas

y trombina) que los conectan (Cicala y Cirino, 1998; Gonzalez, 2006; Levi et al., 2012).

En las reacciones inflamatorias, la formacion y deposicion de fibrina es una
caracteristica comun, indicando activacion del sistema de la coagulacion y generacion de
trombina en el sitio de la inflamacién (Cirino et al., 1996). En tal sentido, las células que
expresan FT no estan en contacto directo con la sangre; sin embargo, cuando la
integridad de la pared de los vasos sanguineos es interrumpida por una lesion, FT entra
en contacto con la sangre y se expresa en células endoteliales activadas y/o células
sanguineas, activando el sistema de coagulacion y generando trombina (Strukova,
2000; Steinhoff et al., 2005). Adicionalmente, se ha demostrado que el bloqueo de la
actividad de FT inhibe completamente la inflamacion inducida por la generacion de
trombina en modelos experimentales de endotoxemia y bacteremia, demostrando asi,

su importancia para la interaccion entre ambos sistemas (Levi et al., 2012).

Por su parte, la trombina estimula la actividad de células sanguineas y vasculares
(plaguetas, monocitos, células endoteliales, linfocitos T, células musculares lisas y
mastocitos). Ademas, trombina induce adhesion, agregacion plaquetaria en el sitio de la
lesion vascular y posterior degranulacion (liberacion de ADP, tromboxano Az, 5HT,
factor de crecimiento derivado de plaquetas y factor de crecimiento transformador B),
lo cual, favorece la expresion de CD40L y P-selectina, para asi mediar su adherencia a
células endoteliales y leucocitos. Al mismo tiempo, las plaquetas aportan una superficie
procoagulante que permite amplificar la generacién de trombina (Strukova, 2000;
Steinhoff et al., 2005; Levi, 2010).
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Cabe destacar, que la trombina al inducir la liberacion de sustancias vasoactivas
(5HT de plaquetas e HT de mastocitos), incrementa la permeabilidad vascular,
favoreciendo a su vez, la aparicion del edema e influjo de células inflamatorias;
constituyendo un evento importante para la génesis de la inflamacion y el dolor (Cirino et
al., 1996; Levi y Van der Poll, 2010). Asimismo, esta proteasa de serina induce la
expresion de MCP-1, P y E-selectinas, ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales;
promoviendo la adhesion de leucocitos al endotelio y facilitando su trasmigracion
endotelial (Déry et al., 1998; Rahman et al., 2002; Levi y van der Poll, 2005; Borissoff et
al., 2009).

Por otra parte, procesos inflamatorios como sepsis, se caracterizan por una funcién
deficiente del sistema de la PC, debido a disminucion de la concentracion plasmatica
de PC y PS, disminucién de la expresion de TM y regulacion negativa de EPCR,
aunado a ello, la actividad de ATIII se encuentra disminuida favoreciendo el estado

procoagulante (Viles-Gonzalez et al., 2005; Levi, 2010; Levi y van der Poll, 2010).

Por lo antes expuesto, en el proceso inflamatorio existe un estado de
hipercoagulacidn causado por alteracion en la regulacion de la trombogénesis, debido
a un incremento en la generacion de trombina, disminucién en la actividad de los
sistemas anticoagulantes, incremento en la actividad procoagulante del endotelio y de
células sanguineas, como resultado de la expresion inducida del FT (Strukova, 2006;
Levi y Van der Poll, 2010).

Existe evidencia que TNFo, IL-1p e IL6 presentan propiedades hiperalgésicas
como mediadores del dolor inflamatorio y neuropatico, debido a que inducen liberacion
de sustancias algesicas (prostaglandinas, NO, factor de crecimiento de nervios y
bradicininas). (Cunha et al., 2005; Rittner et al., 2005) y sus receptores se encuentran
expresados en el DRG y trigeminal, que dan lugar a fibras Ad y fibras C. En los

terminales periféricos de estas fibras se ubican los receptores de alto umbral o
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nociceptores, donde se traduce la informacién nociva de los estimulos que

posteriormente se propaga a la médula espinal y al cerebro. (Rittner et al., 2005).

En tal sentido, la trombina, puede mediar la respuesta al dolor por modulacion de
citocinas proinflamatorias y directamente por activacion de receptores PARS, ya que
estos se encuentran en neuronas del SNC y sistema nervioso periférico (SNP) (Dale y
Vergnolle; 2008). En efecto, la activacion de PARs se ha relacionado con el desarrollo
y alteraciones de la memoria, enfermedades neurodegenerativas y de vias
dopaminérgicas. Asimismo, el desarrollo de agonistas selectivos para PAR-1
(TFRIFD), PAR-2 (SLIGKV) y PAR-4 (AYPGKEF) ha permitido evaluar los efectos de
su activacion en la inflamacion neurogénica, percepcion de dolor, sensacién de prurito

y regeneracion de nervios (Garcia et al., 2010; Noorbakhsh et al., 2003).

La activacion de PAR-1 y PAR-2 se ha asociado a inflamacion neurogenica en
SNP, caracterizada por vasodilatacion, edema, pérdida de proteinas, adhesion de
leucocitos y sensibilidad al dolor (Vergnolle et al., 2001a). Ambos receptores son
expresados en aferentes nociceptivos (fibras C y Ad) (Ossovskaya y Bunnett, 2004;
Saito y Bunnett, 2005) y su activacion in vivo conlleva a la liberacion de neuropéptidos
(SP y CGRP) (Green etal., 2000; De Garavillaetal., 2001). Por otra parte, la activacion
de PAR-1 con péptidos agonistas (AP) selectivos, induce analgesia mecanica y térmica,
no obstante, tras la inyeccién intraplantar de trombina en la rata, se reproduce el efecto
analgeésico ante el estimulo mecénico; pero no ante el estimulo térmico, obteniendo una
respuesta hiperalgésica (Asfaha et al., 2002). Este efecto se atribuye a que trombina
activa no sélo PAR-1 sino también PAR-4 (Gao et al., 2002). Aunque la activacion de
PAR-4 conlleva a analgesia en respuesta a estimulacion térmica y mecanica; este
receptor también es activado por catepsina G y tripsina, de ahi que, sus efectos
inhibitorios sobre la transmision nocicptiva dependa del tipo de proteasa liberada en la
proximidad de los nervios sensoriales (Kahn et al., 1998; Kataoka et al., 2003), ya que

PAR-4 ejerce efectos inhibitorios directamente sobre neuronas sensoriales, a diferencia
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de PAR-1 cuya activacion en estas neuronas promueve la liberacion de neuropéptidos
pro-nociceptivos (CGRP y SP) (Asfaha et al.,2007).

2.3. Sistema de Variables e Indicadores.

Variable

Dimension

Indicador

Meétodo

emadura inducida por inmersion de la pata trasera de ratas

en agua a 60°C durante 60 seg.

Edema

Porcentaje de
incremento del &rea
de la pata inflamada
respecto a la no
inflamada.

Fotografias
ortogonales
procesadas
mediante software.

a) Leucocitos vy
plaquetas

b) Proteina C
reactiva, Fg,
Complejo TAT,
nitritos y FRAP

a) Cuantificacion del
ndmero total de
células.

b)Concentraciones y
Actividad enzimética

a)Contaje en
camara de
Newbauer

b)Quimicos de
punto final,

cinéticos, ELISA

a) Actividad motora

b)Umbral
nociceptivo térmico

a) Porcentaje de
desplazamiento con
respecto a la linea de
base.

b) Medicion del
tiempo de latencia de
la respuesta ante el
estimulo térmico

a)Video procesado
con
Software

b)Plancha caliente

Indice nitritos y Relacion de Calculos
o FRAP concentraciones 'y matematicos
€ en ADM actividad enzimatica
S ipsilateral/contralater en ADM ipsi vy
S al contralateral
Q.
(3} >
o o

Independiente: Efecto de enoxaparina

Intervinientes: Temperatura y tiempo de induccion de la inflamacion, tiempo post-
quemadura, dosis del farmaco.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio y tipo de investigacion.

En la presente investigacion, se aplicé un disefio experimental, ya que, las variables
fueron manipuladas intencionalmente por el investigador en condiciones controladas,
se evalué el efecto de la variable independiente (enoxaparina) sobre variables
dependientes, manteniendo la confiabilidad interna de los resultados con el empleo de
controles en cada uno de los procedimientos experimentales. Ademas el estudio se
caracterizd por ser descriptivo- explicativo, al evaluar y describir el efecto producido
por el farmaco (causa) sobre diversas variables.

El desarrollo experimental de la investigacion se realizd en el Laboratorio de
Neurofisiologia del Centro de Biofisica y Neuriociencia (CBN) de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo Campus Barbula y en el Instituto

Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

3.2 Unidades experimentales.

Las unidades experimentales fueron constituidas por ratas (Rattus norvegicus)
adultos machos de la cepa de Sprague Dawley con una masa corporal comprendida
entre 350 y 400 g, debido a que los niveles hormonales presentan escasas variaciones,
en comparacion a ratas hembras (Wizemann y Pardue, 2001). Dichos ejemplares fueron
provistos por el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad de Carabobo (Campus Barbula) y mantenidos en condiciones de

temperatura controlada (22-25°C) con un ciclo de luz-oscuridad de 12h:12h, con
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alimento y agua ad libitum. Todos los experimentos se realizaron entre 08:00 y 12:00
h, para reducir las variaciones circadianas de los parametros estudiados (Eblen-Zajjur
et al., 2015). Se establecio que una (01) unidad experimental corresponde a una (01)
rata, escogidas a partir de una seleccion controlada y de acuerdo al marco referencial,
criterios de inclusion y disefio experimental; hasta completar un total de 78 unidades
experimentales (n=6 por grupo de estudio) y sustentar la validez del analisis estadistico.
El manejo de los animales se realizo, evitando en lo posible el sufrimiento de los
mismos, segun consta en dictamen de bioética Nro. CPBBUC-012-2018-DIC-VH,
codigo BASNJIKG de fecha 06-03-2018 y siguiendo los lineamientos establecidos por
Guide for the care and use or laboratory animals del National Institute of Health (2011)
y la Ley Venezolana para la Proteccion de la Fauna Domeéstica Libre y en Cautiverio
(2010).

3.2.1 Disefio experimental de la investigacion.

Los ensayos fueron disefiados en dos series. Una primera serie incluyd 5 grupos de
6 animales cada uno, para un total de 30 unidades experimentales que se les determind
el curso temporal de los marcadores (inflamacion, hemostéticos y de nocicepcion)
antes y luego de 4, 6, 12 y 24 h de inducir la quemadura, con la finalidad de conocer el
tiempo en que cada pardmetro inflamatorio alcanzé su maximo valor y evaluar
posteriormente el efecto de las diferentes dosis de enoxaparina: 01 grupo control de
ratas sin inflamar S, constituido por animales (n=6) a los cuales se les sumergio la pata
posterior izquierda hasta el nivel de la rodilla en agua a temperatura ambiente durante
60 seg. y 04 grupos experimentales de animales inflamados a los cuales se les realiz6
el mismo procedimiento pero con agua a temperatura de 600 C durante 60 seg., con

medicion de parametros a diferentes tiempos.
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Posteriormente, se realizé una segunda serie de experimentos que incluyo6 8 grupos

de 6 animales cada uno, para un total de 48 unidades experimentales que se les

determind los parametros anteriormente mencionados:

v

v

01 grupo control de animales sin inflamar SI (n=6)

04 grupos experimentales de animales inflamados pretratados con enoxaparina
a diferentes dosis 0,01; 0,02; 0,04 y 0,08 mg.Kg-1 de peso, (n=6 por dosis),

administrada via s.c. 3 h antes de la induccién inflamatoria,

01 grupo control (antiinflamatorio de referencia) con inflamacién, constituido
por animales (n=6) pretratados con indometacina a dosis 4 mg.Kg-1 de peso,

administrada via i.p., 30 minutos antes de inducir la quemadura

01 grupo control (vehiculo sin inflamacién), constituido por animales sin
inflamar (n=6) pretratados con solucion salina estéril 0,85% (vehiculo de la
HBPM vy del antiinflamatorio de referencia) administrada via s.c., 3 h antes de
sumergir la pata posterior izquierda en agua a temperatura ambiente durante 60

seg.

01 grupo control (vehiculo con inflamacion), constituido por animales
inflamados (n=6) pretratados con solucion salina estéril 0,85% (vehiculo de la
HBPM y de indometacina) administrada via s.c., 3 h antes de inducir la

inflamacion.

3.2.1.2 Administracion de las drogas.

El protocolo de administracion de drogas que se describe a continuacion se emple6

para cada uno de los experimentos que se realizaron en esta investigacion. Para ello, la
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enoxaparina se disolvio en solucién salina y se aplicé via s.c. 3 h antes de inducir la
quemadura, esto debido a que es el tiempo necesario para que ésta alcance su maximo
efecto sanguineo (Hirsh y Raschke, 2004). Las dosis de enoxaparina oscilaron entre
0,01y 0,08 mg.Kg™ de peso. La seleccion de las dosis se hizo de acuerdo a lo reportado
en la literatura (Dotan et al., 2001). La indometacina se empleé como droga anti-
inflamatoria de referencia, a dosis 4 mg.Kg* de peso. (Bosco et al., 2011), esta se
disolvié en solucion salina y se administro via i.p., 30 minutos antes de inducir la
quemadura. Es importante sefialar, que este anti-inflamatorio inhibe de manera no
selectiva a las enzimas ciclooxigenasas COX: y COXa, las cuales se encuentran
involucradas en la sintesis de prostaglandinas, quienes son mediadores importantes en

la respuesta inflamatoria (Vanegas y Schaible, 2001; EI-Shenawy et al., 2002).

3.3 Procedimiento Experimental.

3.3.1. Determinacion del curso temporal del edema inducido por quemadura en

ratas. Efecto de enoxaparina sobre el edema.

Las ratas de cada grupo se anestesiaron administrando tiopental sédico (60 mg.Kg-
! de peso) via i.p., y posteriormente se les administré 0,25 mg de atropina via s.c., para
disminuir las secreciones respiratorias (Eblen-Zajjur y Sandkuhler, 1997). Para inducir
el proceso inflamatorio, se verificé la ausencia de reflejos (corneal, y retirada de la cola
y pata ante el estimulo doloroso), al grupo de animales experimentales inflamados se
les introdujo la pata posterior izquierda a la altura de la rodilla en agua a 60°C durante
60 seg. y para el grupo de animales sin inflamacion SI se realizé un procedimiento
similar, pero en agua a temperatura temperatura ambiente (Torres et al., 2016). Para
mantener la temperatura corporal constante (37 °C), los animales se colocaron sobre
una manta eléctrica alimentada con corriente continua, regulada mediante
retroalimentacion, y un sensor colorrectal permiti6 monitorear la temperatura y

controlar el funcionamiento de la manta eléctrica (Bosco et al., 2011).
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El area de inflamacion de la pata del animal fue medida de manera secuencial antes
y luego de 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura, mediante fotografia digital ortogonal (planos
dorso-plantar y lateral de la pata estimulada). Estas fotografias en formato bitmap
(.bmp) se procesaron mediante el programa Image J version 1.50i (NIH, 2016), con la
herramienta de medicidn de areas a través de los contornos de la imagen de la pata. El
area total inflamada se determind mediante la suma de las superficies de la pata en
ambos planos, expresada como pixeles? que se calibro mediante una superficie de area
conocida en el mismo campo fotografico, para su conversion a mm?. La intensidad del
edema se calculé como porcentaje (%) de incremento de la superficie de la pata,
inducido por la quemadura en cada intervalo de tiempo. Las superficies de las patas de
las ratas sin inflamacién se consideraron como 100%. El tiempo (h) donde se obtuvo
la mayor area de inflamacion (edema), se empled para evaluar el efecto de enoxaparina
(n=6 por dosis) o indometacina (n=6). De la misma manera, se determind el area de la
pata en ratas pre-tratadas con el vehiculo de los farmacos antes y después de inducir la
reaccion inflamatoria (n=6 por grupo), con el fin de descartar una posible alteracion

del pardmetro por parte del vehiculo.

3.3.2 Obtencion de muestra de sangre.

Para la determinacion de parametros bioquimicos relacionados al proceso
inflamatorio, tanto en el grupo control SI como en el resto de los grupos
experimentales, se extrajo muestras de sangre por puncién cardiaca. Para ello, las ratas
se anestesiaron previamente con tiopental de sodio a una dosis de 60 mg.Kg-1 de peso.
Parte de la sangre obtenida se mezcld con citrato de sodio al 3,2% p/v en una proporcion
1:9 (citrato: sangre); esta sangre con anticoagulante se emple0 para obtener el contaje
total de leucocitos y el recuento plaquetario, y posteriormente se centrifugd a 1500 g
durante 15 minutos para obtener plasma y determinar las concentraciones plasmaticas

de complejo TAT y Fg. La sangre restante se coloco en tubo sin anticoagulante y para
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obtener el suero y determinar la concentracion sérica de PCR, nitritos y la actividad de
FRAP.

3.3.3. Laminectomia.

El procedimiento quirdrgico de laminectomia, se realizé inmediatamente antes de
la puncion cardiaca, colocando al animal en posicién de decubito prono, iniciando con
una incision en la linea media dorsal a nivel de la region lumbar. Seguidamente, se
retird el tejido muscular hasta exponer la columna vertebral. A continuacion se
retiraron los procesos vertebrales, y luego se accedio a la columna usando un corta
cuticula, evitando el contacto directo de los instrumentos con la médula para no lesionar
el tejido. Al observar la médula espinal se perfundié con solucién fisiologica NaCl (0,9
%) a fin de evitar su desecacion y /o variaciones fisioldgicas que eventualmente podian
interferir en los componentes de interés. Finalmente, se procedid a seccionar y extraer
la region medular comprendida entre la vértebra T8 y L5, cortando con un bisturi a
nivel del metdmero T8, el metamero L5 y las raices asociadas a este segmento de la

meédula espinal (Czaplinski et al., 2005).

Inmediatamente después de la laminectomia, se coloco la médula espinal sobre una
lamina de aluminio dentro de un criostato a -30 °C, y con un bisturi se procedio a
realizar cortes transversales de 1 mm de grosor. Posteriormente, se realiz6 el
reconocimiento del ADM, identificando ipsi y contralateral, a partir de las cuales se
obtuvieron las muestras correspondientes mediante punches de 1 mm de diametro.
Dichos fragmentos se conservaron en 1 mL de tampon Tris HCI, pH 8,0 (Tris base 50
mM, EDTA 10 mM; Tritén X-100 1%, NaF 0,1%) con la finalidad de proteger el tejido,
inhibir las proteasas liberadas por el seccionamiento realizado al retirar la region
lumbar e inactivar las fosfatasas acidas sensibles al fluoruro, dejando activas las

resistentes al fluoruro. Cada muestra se mantuvo por separado y finalmente se
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refrigeraron a -10 °C hasta su procesamiento, en no mas de 48 h posteriores a la

extraccion.

3.3.3.1. Preparacion de homogenatos de astas dorsales medulares.

Para obtener los homogenatos de ambas ADM, se procedié a homogenizar las
fracciones mediante un émbolo de tefloén, aplicando 7 empujes del émbolo y
sumergiendo el mismo en agua con hielo para evitar la desnaturalizacion de proteinas
por la generacién de calor durante el proceso. Los homogenatos se emplearon para
determinar la la concentracion de nitritos y actividad de FRAP en ambas ADM.

3.3.4 Determinacion de parametros inflamatorios. Efecto de enoxaparina sobre

parametros inflamatorios.

3.3.4.1 Contaje total de leucocitos.

El contaje total de leucocitos se realiz6 siguiendo las modificaciones de Ramirez
et al. (2013) del protocolo para el recuento de leucocitos disefiado originalmente por
Turk (Puga y Villaldea, 1930). Para ello se diluyeron 20 pL de sangre en 0,38 L de
liquido de Turk y se empled la camara de Neubauer para el recuento en microscopio
Optico a 40x de aumento, dicho procedimiento fue realizado en el grupo de ratas Sl y
el resto de los grupos experimentales, antes y 4, 6, 12, 24 h post-quemadura (n= 6 por
grupo). El tiempo (h) donde se alcanzo6 el mayor recuento de cada parametro, se empleo
para evaluar el efecto de enoxaparina (n=6 por dosis) o indometacina (n=6).
Adicionalmente, se determind el contaje de leucocitos en ratas pre-tratadas con el
vehiculo de los farmacos antes y despues de inducir la reaccién inflamatoria (n=6 por
grupo), con el fin de descartar una posible alteracion del parametro por parte del

vehiculo.
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3.3.4.2 Determinacion de proteina C reactiva (PCR).

La concentracion sérica de PCR se determind mediante un estuche de ensayo
inmunoenzimatico especifico para PCR de rata, de acuerdo al protocolo recomendado
por los fabricantes. En este ensayo, 100 pL de la muestra de suero previamente diluida
en una proporcion 1:4.000 con el tampon diluyente (Tris- pH 7.4 0,05% Tween 20), se
incubd por 30 minutos a temperatura ambiente en una placa de poliestireno de 96 pozos
previamente sensibilizada con el anticuerpo anti-PCR. Después, se removieron las
proteinas del suero no unidas al anticuerpo anti-PCR por lavados con el tampon Tris-
pH 7.4 0,05% Tween 20. Posteriormente, se adicion6 100 uL del anticuerpo anti-PCR
de rata conjugado a peroxidasa de rabano diluido 1:100. Otro paso de lavado fue
realizado antes de adicionar 100 pL del sustrato cromogénico peroxidasa de urea y 3,
3", 5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB), se incubd protegido de la luz por 5 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se agregd en cada pozo 100 pL de la solucion de acido
fosforico para detener la reaccion. Finalmente, se determind la absorbancia del
contenido de cada pozo a 450 nm, en un lector de microplacas (Bioteck multiplaque
reader, modelo 250C, USA). Para cuantificar la concentracion de PCR en suero, se
realiz6 una curva de calibracion empleando estandares de diferentes concentraciones
de PCR (4; 8; 14; 20; 26,7; 33,2 ng.mL™).

La determinacion de esta proteina de fase aguda se realizo en el grupo de ratas Sl
y el resto de los grupos experimentales antes y 4, 6, 12, 24 h posterior a la induccion
de la quemadura (n= 6 por grupo). El tiempo (h) donde se alcanzd la mayor
concentracion de este reactante de fase aguda, fue empleado para evaluar el efecto de
enoxaparina (n=6 por dosis) o indometacina (n=6). Adicionalmente, se determind el
nivel sérico de PCR en los grupos de ratas Sl e inflamadas pre-tratadas con el vehiculo
de los farmacos (n=6 por grupo), con el fin de descartar una posible alteracion sobre la

concentracion de esta proteina por parte del vehiculo.
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3.3.4.3 Determinacion de nitritos en suero y asta dorsal medular. Indice de nitritos

en ADM ipsilateral/contralateral.

Se realizo la determinacion de nitritos en sangre y asta dorsal medular como
cuantificacion indirecta de la concentracion de NO a través del ensayo de Griess (Green
et al., 1982), basado en la cantidad de nitrito generado, mediante el estuche comercial
colorimétrico de Griess (INC Biomedicals®). Para reducir los nitratos a nitritos a 500
puL de muestra se le agrego6 una alicuota de zinc metalico en polvo, se dejo reposar la
mezcla durante 1 h 45 minutos agitando cada 30 minutos, y posteriormente, se
centrifugd a 1500 g durante 10 minutos. El procedimiento consistio en agregar en un
tubo de ensayo 300 pL del sobrenadante en una solucién de 2600 uL de agua
desionizada y 1000 pL del reactivo de Griess. Posteriormente, se incubd la mezcla de
reaccion durante 30 minutos a temperatura ambiente y se midié la absorbancia a 540
nm en espectrofotometro digital (MICROLAB 300®). La concentracion de nitritos en
suero y ADM se determind mediante curvas de calibracion con estandares NaNO- a
diferentes concentraciones (1; 2; 4; 8; 10; 15 umol.L y 10; 20; 40; 80; 100 umol.L™,

respectivamente).

Reaccion quimica:
c-nafiil-
) etilendiamina Complejo
Acido sulfanilico + NO? e Sal dediazonio . azoderivado
(560 nm)

El indice nitritos ADM ipsi/contralateral, se obtuvo dividiendo la actividad
enzimatica en ADM ipsilateral entre la contralateral. La determinacion de este
parametro se realizd en el grupo de ratas Sl y el resto de los grupos experimentales
antes y 4, 6, 12, 24 h posterior a la induccion de la quemadura (n= 6 por grupo). El
tiempo (h) donde se alcanz6 la mayor concentracion de este marcador, fue empleado

para evaluar el efecto de enoxaparina (n=6 por dosis) o indometacina (n=6).
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Adicionalmente, se determind la concentracion de nitritos en los grupos de ratas Sl e
inflamadas pre-tratadas con el vehiculo de los farmacos (n=6 por grupo), con el fin de
descartar una posible alteracion sobre la concentracion del marcador por parte del

vehiculo.

3.3.5 Determinacion de parametros hemostaticos. Efecto de enoxaparina sobre

parametros hemostaticos.

3.3.5.1 Contaje total de plaquetas.

Para el recuento plaquetario se empled el método manual directo de Brecher y
Conkrite, el cual se basa en la determinacion de plaquetas en camara de Neubauer, tras
dilucion de la sangre (1/100) con oxalato de amonio (C2HsN204) al 1% (Fragachan,
1984). Dicho procedimiento fue realizado en muestras del grupo de ratas Sl y el resto
de los grupos experimentales, antes y 4, 6, 12, 24 h post-quemadura (n= 6 por grupo).
Este procedimiento se hizo con el fin de obtener el valor maximo en sangre y
posteriormente, evaluar el efecto de enoxaparina (n=6 por dosis) o indometacina (n=
6).

3.3.5.2 Determinacion de fibrindgeno (Fg).

La concentracion plasmatica de Fg se determind mediante el método gravimétrico
descrito por Ingram, G.1.C. (1952). A 250 pL de cada muestra de plasma, se le adiciono
750 pL de solucion de CaCl2 50 mM, 250 pL de trombina humana 100 UlI/mL y 250
pL de NaCl 0,9%. Luego, a cada muestra se le colocé una varilla de vidrio y se incubo
a 37 °C durante 1 hora. Terminado el tiempo de incubacion, se recolecto la malla de
fibrina dandole vuelta y haciéndole presion a la varilla de vidrio sobre la pared del tubo
de ensayo (12x75) y se colocd sobre papel de filtro. Posteriormente, la malla de fibrina

se lavo 3 veces con solucion NaCl 0,9% vy se coloco en otro tubo de ensayo con 1 mL
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de NaOH al 3%, se incubd 1 hora a 37 °C. Una vez disuelto el codgulo, se determino
la concentracion de Fg a través de la reaccion de Biuret, agregando 500 uL de la
solucion reactivo de trabajo de Biuret y 250 uL de la muestra correspondiente. Se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos y se leyeron las absorbancias en
espectrofotdmetro a 546 nm contra el blanco reactivo. Para cuantificar la concentracion
plasmatica de Fg se realiz6 una curva de calibracion utilizando estandares de Fg de

diferentes concentraciones (1.5, 3, 6, 9, 12 mg.mL™).

La determinacion de este marcador se realizo en el grupo de ratas Sl y el resto de
los grupos experimentales antes y 4, 6, 12, 24 h posterior a la induccion de la
guemadura (n= 6 por grupo). El tiempo (h) donde se alcanzé la mayor concentracién
de este reactante de fase aguda, fue empleado para evaluar el efecto de enoxaparina
(n=6 por dosis) o indometacina (n=6). Adicionalmente, se determind el la plasmética
de Fg en los grupos de ratas Sl e inflamadas pre-tratadas con el vehiculo de los
farmacos (n=6 por grupo), con el fin de descartar una posible alteracion sobre la

concentracion de esta proteina por parte del vehiculo.

3.3.5.3 Determinacion del complejo trombina/antitrombina (TAT).

La concentracion de este complejo fue empleada como marcador de generacion de
trombina. Para ello, se utiliz6 un estuche de ensayo inmunoenzimatico especifico para
el complejo TAT humano, el cual reacciona también con el complejo TAT de rata. En
esta prueba, se utilizaron placas inmulon 4 (Dynatech Laboratories Inc, USA), las
cuales se sensibilizaron con un anticuerpo policlonal de anti-trombina, el cual se diluy6
previamente 1:100 con el tampon carbonato 50 mM e inmediatamente se adiciono 100
ML en cada pozo de la placa. Se incubo toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente, se vacid el contenido de la placa, se le adicion6é a cada pozo 150 pL del
tampon de bloqueo salino fosfato-albimina bovina sérica (PBS-BSA 2% p/v) y se dejé

incubando por 90 minutos a temperatura ambiente. Luego, se descartara la solucion
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blogueadora de la placa y se procedera a realizar 3 lavados con el tampén de lavado
(NaCl 136 mM, Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,46 mM, KCI 2,68 mM, Tween 20 0,1%,
pH 7,4). Posteriormente, se adicion0 en cada pozo de la microplaca sensibilizada, 100
pL de las muestras de plasma (libre de hemolisis), previamente diluidas en una
proporcion 1:4 con el tampon diluyente (HEPES 23 mM, NaCl 25 mM, BSA 37 mM,
pH 7,2). Se incubd durante 2 h a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados con el
tampon de lavado con el fin de eliminar el material no unido. Luego, se adicion0 a cada
pozo de la microplaca 100 uL del anticuerpo secundario anti-ATIHI conjugado a
peroxidasa, previamente diluido 1:100 con el diluyente del conjugado (provisto por la
casa comercial) y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizd
nuevamente 3 lavados para remover el anticuerpo conjugado no unido. La reaccion se
revel6 usando peroxido de hidrogeno en presencia del cromdgeno orto-fenilendiamina
(OPD), después de 15 minutos se detuvo la reaccion con 50 ulL de H2SO4 2,5 M y la
intensidad del color producido se cuantificd a 490 nm usando un lector de microplacas
(Bioteck multiplaque reader, modelo 250C, USA). La concentracion de complejo TAT
presente en las muestras se calcul6 mediante curva de calibracion realizada con

estandares de diferentes concentraciones de complejo TAT humano (0,2; 0,7; 2; 6; 10
pg.L D).

La determinacion de TAT se realizo6 en el grupo de ratas Sl y el resto de los grupos
experimentales antes y 4, 6, 12, 24 h posterior a la induccion de la quemadura (n= 6
por grupo). El tiempo (h) donde se alcanzé la mayor concentracion del complejo, fue
empleado para evaluar el efecto de enoxaparina (n=6 por dosis) o indometacina (n=6).
Adicionalmente, se determind la concentracion plasmatica de TAT en los grupos de
ratas Sl e inflamadas pre-tratadas con el vehiculo de los farmacos (n=6 por grupo), con
el fin de descartar una posible alteracion sobre la concentracion del marcador por parte

del vehiculo.
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3.3.6 Determinacion de parametros nociceptivos. Efecto de enoxaparina sobre

parametros nociceptivos.

3.3.6.1 Determinacion de fosfasata acida resistente a fluoruro (FRAP) en sueroy
asta dorsal medular (ADM). Indice de FRAP en ADM ipsilateral/contralateral.

La cuantificacion de FRAP en sangre y asta dorsal, se realizé utilizando el método
cinético para FRAP (INVELAB®). El protocolo para su determinacion consistio en
agregar en tubo de ensayo 1 mL del reactivo (6-naftilfosfato 3 mM, rojo estable TR 1
mM, éacido citrico 20 mM, citrato de sodio 60 mM, pH 5,3) y 100 pL de la muestra
correspondiente, luego se incubd a 37° C durante 5 minutos y se midid la absorbancia
a 405 nm. La actividad enzimatica (U.L™) se determind considerando la siguiente

ecuacion:

[FRAP]=A Abs/min x 106 x Volr (1,1)/ AMC (12,9x 103) x P (1,0) x Vm (0,1) =U/L
Donde:

Volr: volumen total de reaccion en mL

AMC: Absortividad Molar del Complejo 6-naftol rojo estable TR a 405 nm.

P: Paso de la luz en cm.

Vm: volumen de la muestra en mL

Reaccion quimica:

FRAP
Naftilfosfato + H20 e Naftol + Fosfato inorganico
(405 nm)

El indice FRAP ADM ipsi/contralateral, se obtuvo dividiendo la actividad
enzimatica en ADM ipsilateral entre la contralateral. La determinacidn de esta enzima

se realizd en el grupo de ratas Sl y el resto de los grupos experimentales en ADM y
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suero, antes y 4, 6, 12, 24 h posterior a la induccion de la quemadura (n= 6 por grupo).
El tiempo (h) donde se alcanzo la mayor concentracion de esta enzima, fue empleado

para evaluar el efecto de enoxaparina (n=6 por dosis) o indometacina (n=6).

Adicionalmente, se determind la actividad de FRAP en los grupos de ratas Sl e
inflamadas pre-tratadas con el vehiculo de los farmacos (n=6 por grupo), con el fin de
descartar una posible alteracion sobre la concentracion de la enzima por parte del

vehiculo.

3.3.6.1.1 Determinacion de proteinas totales y calibracion.

Para corregir posibles variaciones en la masa de las muestras tomadas durante el
ponchado de ADM, se determind la concentracion de proteinas totales (PT) mediante
el método de Bradford (Bradford, 1976). Para su determinacion se adicion6 500 pL del
reactivo de Bradford y 50 pL del homogenato. Posteriormente, se incubd la mezcla
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia a 595 nm en el
espectrofotdmetro. La concentracion de PT se cuantific6 mediante una curva de
calibracién con estandares de BSA de diferentes concentraciones (0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1
mg.mL™). Posteriormente, se dividid las concentraciones de nitritos y FRAP de cada
muestra entre su propia concentracion de PT, cuyo resultado es una medicion directa

de la cantidad de tejido tomado, lo cual corrige el error de muestreo.
3.3.6.2 Pruebas conductuales.
Para evaluar el efecto nociceptivo ocasionado por el proceso inflamatorio, asi

como, el posible efecto anti-hiperalgésico de la enoxaparina, se realizaron las

siguientes pruebas conductuales:
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3.3.6.2.1 Determinacion de la variacion en la actividad motora.

Se determind la distancia total recorrida (Svensson y Thieme, 1969), en un
ambiente constituido por una jaula de acero inoxidable con dimensiones 55 x 40 x 15
cm con piso homogéneo de hojuelas de arroz en la cual se coloco cada rata, realizando
las grabaciones de sus desplazamientos en este ambiente mediante una camara digital
Olimpus Stylus 1010 con 5 megapixels de resolucién. Las imagenes fotogréaficas se
realizaron cada 30 seg. durante 10 minutos y se procesaron de manera semiautomatica
mediante el programa Tracker®. Se calcul6 el porcentaje de actividad motora
considerando como referencia de 100% la distancia total recorrida por los animales del
grupo control. El tiempo (h) donde se obtuvo la menor actividad motora (menor
porcentaje de distancia recorrida), fue empleado para evaluar el efecto de enoxaparina

(n=6 por dosis) o indometacina (n=6).

3.3.6.2.2 Determinacion del umbral nociceptivo térmico. Evaluacién de la

hiperalgesia térmica.

La hiperalgesia térmica, se evalu6 utilizando la prueba de plato caliente segun el
método descrito por Eddy y Leimbach, 1953. Para efectuar esta prueba, el animal se
colocé en una placa de metal recubierta con teflon precalentada a una temperatura de
50°C (Hot Plate 39D, IITC) y se midi6 el tiempo que transcurrié entre el contacto de
las patas con la superficie caliente hasta que el animal desplegd la conducta
nocidefensiva de lamido o de retirada de la pata de la superficie caliente. A este valor
temporal en seg. se le conoce como latencia de la respuesta, cuyo valor se determind
en el grupo de ratas Sl y el resto de los grupos experimentales antes y 4, 6, 12, 24 h
posterior a la induccion de la quemadura (n= 6 por grupo). El tiempo (h) donde se
obtuvo el menor valor de umbral nociceptivo térmico (menor latencia) fue empleado
para evaluar el efecto de enoxaparina (n=6 por dosis) o indometacina (n=6). Cuando el

animal tardd hasta 30 seg. sin respuesta se retiro de la plancha caliente. En promedio,



83

un animal sin inflamacion suele retirar la pata de la superficie caliente
aproximadamente a los 12 seg. VValores superiores a los de la linea base estan asociados
a antinocicepcion, mientras que valores inferiores a los basales reflejan un estado de
hiperalgesia. Es importante sefialar, que esta prueba conductual requiere una funcion

motora indemne en el animal para poder validar los resultados.

3.4 Analisis estadistico.

Los datos se representaron como la mediana + percentiles 25-75 como medidas de
tendencia central y de dispersion. Las comparaciones entre los grupos se realizaron
mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney y para evaluar las diferencias
entre maltiples grupos se empled la prueba de Kruskall-Wallis. Para el analisis
estadistico se empled el programa estadistico PAST version v3.14 (Hammer et al.,
2001). Se establecié como nivel de significancia estadistica un valor de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Curso temporal del edema inducido por quemadura en ratas.

En la Figura 12, se observa la evolucion del area de la pata posterior izquierda de
las ratas pertenecientes tanto al grupo control SI como en los grupos sometidos a la
quemadura por inmersion en agua caliente. En el grupo control Sl se obtuvo un valor
de 888,65 mm2 (820,95-935,90) (100%). En el grupo correspondiente a 4 h post-
quemadura se observo edema con un valor maximo del area de la pata [1466,03 mm?
(1415,08-1500,60) (164,9%)] e incremento de 0,6 veces respecto al grupo control Sl,
manteniéndose elevado durante 6, 12 y 24 h post-quemadura [1377,83 mm? (1308,79-
1447,27) (155,1%); 1350,16 mm? (1247,21-1460,74) (151,9%) y 1302,70 mm?
(1247,58-1375,42) (146,6%); respectivamente (p<0,05)]. El tiempo correspondiente a
4 h post-quemadura se emple6 como referencia para evaluar el efecto anti-inflamatorio
del inhibidor del factor Xa.

4.2 Efecto de enoxaparina sobre el edema.

Al comparar el area de la pata inflamada entre los grupos pretratados con el
inhibidor de FXa y el grupo de animales inflamados pretratados con solucion salina se
encontré diferencia estadisticamente significativa. Se pudo observar efecto
antiedematogénico con una respuesta dosis-dependiente a 0,02; 0,04 y 0,08 mg.Kg*
[1288,91 mm? (1197,20-1389,50) (145%); 1074,22 mm? (970,78-1159,54) (120,9%) y
980,22 mm? (945,58-1154,02) (110,3%), respectivamente vs 1444,38 mm? (1393,59-
1543,54) (162,5%) (p<0,05)], disminuyendo el edema 10,8%; 25,6% y 32,1%),

respectivamente.
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La indometacina, también redujo significativamente el edema [1039,27 mm?
(945,58-1154,02) (116,9%) vs 1444,38 mm? (1393,59-1543,54) (162,5%) (p<0,01)],

con un efecto similar a dosis de 0,04 mg.Kg* de enoxaparina (Figura 13).
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Figura 12. Area de la pata trasera después de la inmersion en agua a temperatura
ambiente (grupo control SI, tridngulos abiertos) o agua a 60°C por 60 seg. (grupos
con inflamacion, cuadros cerrados) medidos previamente (Al, antes de inflamar)
yalas4, 6,12y 24 h post-quemadura. Los valores representan la mediana y Pzs - P75
(*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas no inflamadas); n.s. no significativo; n=6

por grupo.

Por otra parte, el grupo control de ratas inflamadas pretratadas con solucién salina,
no mostrd variacion en el area del edema en comparacion con el grupo de animales
inflamados sin el vehiculo 1444,38 mm? (1393,59-1543,54) vs 1457,50 mm? (1381,11-
1534,86) (p>0,05)] (datos no mostrados).
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Figura 13. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre el edema 4 h después
de inducir la quemadura. Se evalud el porcentaje del area de la pata en ratas control
Sl, ratas inflamadas pretratadas con solucidn salina (barras blancas), ratas inflamadas
pretratadas con enoxaparina (barras grises) e indometacina (barra negra). Los valores
representan la mediana y P2s - P7s (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con

inflamacion); n.s. no significativo; n=6 por grupo.
4.3 Contaje total de leucocitos en sangre periférica.

En la Figura 14 se muestra que el contaje de leucocitos en animales inflamados a
las 6 y 24 h post-quemadura [6,7 x 10°. uL? (6,4-7,3) y 7,9 x 10% pL* (7,6-8,2)]
incremento significativamente en comparacion con el grupo control SI [(5,4 x 103, uL-
1 (4,9-5,6) (p<0,05)]. No se observé incremento significativo del contaje de leucocitos
alas 4 y 12 h post-quemadura. Se obtuvo un valor maximo de esta variable a las 24 h
post-inflamacidn, con un incremento de leucocitos de 47,2% respecto al grupo control.

Este tiempo se empled como referencia para evaluar el efecto de enoxaparina.
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Figura 14. Contaje de leucocitos en sangre total luego de la inmersion de la pata
trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, triangulos abiertos) o
agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacion, cuadros cerrados) medidos
previamente (Al, antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los
valores representan la mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas

no inflamadas); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
4.4 Efecto de enoxaparina sobre el contaje total de leucocitos en sangre periférica.

En la Figura 15, se muestra un descenso progresivo significativo del recuento
leucocitario en animales inflamados pretratados con enoxaparina a dosis 0,02; 0,04 y
0,08 mg.Kg* al compararlos con el grupo de animales inflamados pretratados con
solucion salina [7,1 x 103 pL(6,6-7,5); 6,3 x 10%. uL* (5,9-6,8) y 5,5 x 103. uL (5,3-
6,0), respectivamente vs 8,2 x 10%. uL? (7,8-8,4) (p<0,05)]. Los porcentajes de
descenso del recuento leucocitario en dichos grupos experimentales, respecto al grupo
inflamado pretratado son solucion salina fueron 13,4%, 23,2% y 32,9%
respectivamente, siendo la dosis de 0,08 mg.Kg? la que tuvo el mayor efecto
antiinflamatorio. El pretratamiento con indometacina también disminuyo

significativamente el contaje de leucocitos, respecto al grupo de animales inflamados
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pretratados con solucion salina [6,2 x 10%. uL* (5,8-6,6) vs 8,2 x 10°. L (7,8-8,4)
(p<0,05)].
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Figura 15. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre el recuento de
leucocitos en sangre periférica 24 h después de inducir la quemadura. Se evalud
en ratas control Sl, ratas inflamadas pretratadas con solucidn salina (barras blancas),
ratas inflamadas pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra
negra). Los valores representan la mediana y P2s - P7s (*p <0,05; **p <0,01;***p

<0,001 vs salina con inflamacidn); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.

Por otro lado, el recuento leucocitario en animales inflamados pretratados con
solucion salina, no varié al compararlo con el grupo de animales inflamados sin
pretratamiento alguno [8,2 x 10%. uL* (7,8-8,4) vs 7,9 x 10, pL? (7,6-8,2) (p>0,05)]

(datos no mostrados).
4.5 Concentracion plasmatica de PCR.
Al evaluar el curso temporal de la concentracion plasmatica de PCR, se produjo un

aumento significativo de este reactante de fase aguda a las 4 [170,09 ng.mL* (159,22-
183,25)], 6 [112,37 ng.mL™* (105,08-117,67)] y 12 h post-quemadura [117,68 ng.mL™
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(109,61-128,73)], respecto al grupo control SI [85,84 ng.mL™ (79,95-91,18) (p<0,05)].
Sin embargo, a 24 h post-quemadura no hubo variacion significativa de este marcador
inflamatorio. La concentracion maxima de este biomarcador de inflamacion se alcanzo
a 4 h post-quemadura, duplicando el valor del grupo control. Los grupos de animales
inflamados correspondientes a 6 y 12 h post-quemadura, mostraron también
incremento en los valores de PCR de 30,9% y 37,1% respectivamente, al comparar con
el valor obtenido en el grupo control SI (Figura 16). El efecto de enoxaparina sobre

esta proteina se evalud a 4 h post-quemadura.
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Figura 16. Concentracion sérica de PCR luego de la inmersién de la pata trasera
en agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, tridngulos abiertos) o agua a
60°C por 60 seg. (grupos con inflamacién, cuadros cerrados) medidos
previamente (Al, antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los
valores representan la mediana y P2s - P7s (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas

no inflamadas); n.s, no significativo; n= 6 por grupo.
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4.6 Efecto de enoxaparina sobre la concentracion plasmatica de PCR.

La Figura 17, muestra el efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre la
concentracion de PCR a 4 h post-quemadura, se observa que las dosis 0,04 [127,54
ng.mL? (117,15-132,97)] y 0,08 mg.Kg? [111,06 ng.mL? (105,51-119,88)] del
inhibidor de FXa disminuyeron significativamente los valores séricos de PCR, respecto
al grupo inflamado pretratado con solucion salina [178,85 ng.mL™ (167,14-187,40)
(p<0,05)]. Las dosis del inhibidor de FXa 0,04 y 0,08 mg.Kg™, disminuyeron la
concentracion de PCR 28,7% y 37,9% respectivamente. Asimismo, el pretratamiento
con indometacina redujo significativamente (46%) la concentracion de PCR, respecto
al grupo inflamado pretratado con el vehiculo [96,51 ng.mL™ (91,01-105,25) vs 178,85
ng.mL? (167,14-187,40) (p<0,05)].

Cabe destacar que los valores de PCR en animales inflamados pretratados con
solucion salina, fueron estadisticamente similares a los obtenidos en el grupo inflamado
sin pretratamiento [178,85 ng.mL? (167,14-187,40) vs 170,09 ng.mL? (159,22-
183,25) (p>0,05)], demostrando que el vehiculo no tiene efecto alguno sobre la

concentracion de este marcador inflamatorio (datos no mostrados).
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Figura 17. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre la concentracion de
proteina C reactiva, 4 h después de inducir la quemadura. Se evalud en ratas control
S|, ratas inflamadas pretratadas con solucién salina (barras blancas), ratas inflamadas
pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra). Los valores
representan la mediana y P2s - P7s (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con

inflamacion); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
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4.7 Concentracion de nitritos en suero, asta dorsal medular e indice nitritos ADM

ipsilateral/contralateral en ratas con o sin inflamacion inducida.

En la Figura 18A, se muestra un incremento significativo en la concentracion
plasmatica de nitritos a4 h [8,55 uM (8,35-9,25) (17,1%)] y a 6 h [8,74 uM (8,14-9,40)
(19,7%)] en comparacion con los valores obtenidos en el grupo control SI [7,30 uM

(7,00-7,55) (p<0,01)]

En la Figura 18B se puede observar un incremento significativo de 23,4% en la
concentracion de nitritos en asta dorsal medular ipsilateral en el grupo experimental
correspondiente a 6 h post-quemadura, al comparar con el grupo al que no se le indujo
la quemadura [60,18 uM.mg prot.mL*? (55,68-66,55) vs 48,78 uM.mg prot.mL*
(40,27-53,66) (p<0,05)], mientras que en el resto de los grupos experimentales no hubo
variacion de la variable respecto al grupo control SI. Considerando estos resultados, se
evalud el efecto de enoxaparina sobre la concentracion de nitritos en suero y asta dorsal

ipsilateral a las 6 h post-quemadura.

La concentracién de nitritos en asta dorsal medular contralateral de animales
inflamados no varid significativamente al comparar con el grupo control Sl (Figura

18C), por lo tanto, no se evalud el efecto de enoxaparina sobre la variable en este tejido.
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Figura 18. Concentracion de nitritos en suero (A), asta dorsal medular (ADM)
ipsilateral (B) y asta dorsal medular (ADM) contralateral (C), luego de la
inmersion de la pata trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control SI,
tridngulos abiertos) o agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacién, cuadros
cerrados) medidos previamente (Al, antes de inflamar) y alas 4, 6, 12 y 24 h post-
guemadura. Los valores representan la mediana y Pzs - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p

<0,001 vs ratas no inflamadas); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
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En la Figura 19, se observa un incremento significativo (34,6%) del indice nitritos
ADM ipsilateral/contralateral en el grupo experimental correspondiente a 6 h post-
quemadura, comparado con el grupo control SI [(1,4 (1,19-1,47) vs 1,04 (0,90-1,35);
(p<0,05)], no obstante, en el resto de los tiempos no hubo variacion del indice ADM
ipsilateral/contralateral entre los grupos de estudio.
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Figura 19. indice nitritos ADM ipsilateral/contralateral luego de la inmersion de
la pata trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, triangulos
abiertos) o agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacion, cuadros cerrados)
medidos previamente (Al, antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-
guemadura. Los valores representan la mediana y Pas - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p

<0,001 vs ratas no inflamadas); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
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4.8 Efecto de enoxaparina sobre la concentracion de nitritos en suero, asta dorsal

medular e indice nitritos ADM ipsilateral/contralateral.

En la Figura 20A, se puede observar que en animales pretratados con el inhibidor
de FXa no vari6 de manera significativa la concentracion sérica de nitritos respecto del
grupo inflamado pretratado con solucién salina. Sin embargo, en el grupo de animales
pretratados con indometacina, disminuy6 significativamente este marcador [7,78 uM
(7,60-8,00) vs 8,55 uM (8,37-8,56) (p<0,05)].

Por otra parte, la administracion del inhibidor disminuyd progresivamente los
valores de nitritos en asta dorsal ipsilateral de animales inflamados, siendo la dosis de
0,08 mg.Kg* la que mostré una reduccion significativa de la concentracion (30,6%),
respecto al grupo inflamado pretratado con solucién salina [44,56 pM.mg prot.mL™*
(42,02-50,10) vs 64,22 pM.mg prot.mL* (60,63-69,08) (p<0,05)]. La administracion
de indometacina no tuvo efecto alguno sobre los niveles del marcador en este

compartimiento (Figura 20B).
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Figura 20. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre la concentracion de
nitritos en suero (A) y asta dorsal medular (ADM) ipsilateral (B), 6 h después de
inducir la guemadura. Se evalu6 en ratas control Sl, ratas inflamadas pretratadas con
solucidn salina (barras blancas), ratas inflamadas pretratadas con enoxaparina (barrras
grises) e indometacina (barra negra). Los valores representan la mediana y Ps - P75 (*p
<0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con inflamacion); n.s. no significativo; n= 6
por grupo.
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En la Figura 21, se observa que en el indice de nitritos ADM
ipsilateral/contralateral en el grupo de animales inflamados pretratados con solucion
salina, se obtuvo un valor de 1,48 (1,35-1,61) y no hubo diferencias significativas al

comparar con el grupo de animales inflamados pretratados con los farmacos (p>0,05).
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Figura 21. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre el indice nitritos ADM
ipsilateral/contralateral, 6 h después de inducir la quemadura. Se evalu6 en ratas
control Sl, ratas inflamadas pretratadas con solucion salina (barras blancas), ratas
inflamadas pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra).
Los valores representan la mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs

salina con inflamacién); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.

4.9 Contaje total de plaquetas en sangre periférica.

El recuento plaquetario en las ratas controles sin inflamacion fue de 460 x 103, L
1 (403-518). Este valor no se modificd estadisticamente en los grupos con inflamacion
en cada uno de los tiempos post-quemadura (p>0,05), por lo tanto, no se evalud el

efecto de enoxaparina o indometacina sobre esta variable (Figura 22).
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Figura 22. Contaje de plaquetas en sangre total luego de la inmersion de la pata

trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, triangulos abiertos) o

agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacion, cuadros cerrados) medidos

previamente (Al, antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los

valores representan la mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas

no inflamadas); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
4.10 Concentracién plasmatica de Fg.

En la Figura 23, se observa un incremento significativo en la concentracion
plasmatica de Fg a partir de 6 h post-quemadura [3,69 mg.mL™ (3,47-3,90) (81,8%)],
alcanzando un valor maximo a 12 h [5,30 mg.mL? (5,14-5,49) (161,1%)] y
manteniéndose elevado 24 h posterior a la quemadura [4,9 mg.mL™ (4,77-4,98)
(141,4%)], al comparar con el grupo control Sl [2,03 mg.mL™? (1,81-2,23) (p<0,05)].
El intervalo de 12 h post-quemadura, se empled como referencia para evaluar el efecto
del inhibidor de FXa.
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Figura 23. Concentracion plasmatica de Fg luego de la inmersion de la pata
trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, triAngulos abiertos) o
agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacion, cuadros cerrados) medidos
previamente (Al, antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los
valores representan la mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas

no inflamadas); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
4.11 Efecto de enoxaparina sobre la concentracion plasmatica de Fg.

En la Figura 24, se observa que enoxaparina a dosis 0,01, 0,02 y 0,04 mg-Kg? e
indometacina no produjeron modificacion de la fibrinogenemia en los grupos
inflamados. Sin embargo, la dosis 0,08 mg.Kg™? del inhibidor de FXa, disminuyd
significativamente los valores de fibrindgeno (8%), en comparacion con el grupo
control inflamado pretratado con solucion salina [4,92 mg.mL™* (4,74-5,06) vs 5,35
mg.mL™* (5,22-5,52) (p<0,05)].

Es oportuno mencionar que los valores de Fg en animales inflamados pretratados
con solucion salina, no mostraron modificacion respecto a los obtenidos en el grupo
inflamado sin pretratamiento [5,35 mg.mL? (5,22-5,52) vs 5,30 mg.mL* (5,14-5,49)
(p>0,05)] (datos no mostrados).
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Figura 24. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre la concentracion de
Fg, 12 h después de inducir la quemadura. Se evalud en ratas control Sl, ratas
inflamadas pretratadas con solucion salina (barras blancas), ratas inflamadas
pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra). Los valores
representan la mediana y P2s - P7s (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con

inflamacion); n.s. no significativo; n=6 por grupo.

4.12 Concentracion plasmatica de complejo TAT.

Como puede observarse en la Figura 25, los grupos de ratas correspondientes a 4
y 6 h post-quemadura, presentaron valores de TAT significativamente méas elevados
que los animales sin inflamacion Sl [2,65 pg.L™ (2,23-2,72) y 1,00 pg.L* (0,76-1,16)
respectivamente vs 0,68 pg.L™ (0,63-0,72) (p<0,05)], alcanzando su valor maximo a
las 4 h posterior a la quemadura, con incremento de 289,7%, respecto al valor del
control. Por lo tanto, este tiempo fue empleado como referencia para evaluar el efecto
del farmaco. El resto de los grupos correspondientes a 12 y 24 h post-quemadura, no
registraron modificacion alguna en la concentracion de TAT al compararlos con el

control SI.
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Figura 25. Concentracion plasmatica de TAT luego de la inmersién de la pata
trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, triangulos abiertos) o
agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacién, cuadros cerrados) medidos
previamente (Al, antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los
valores representan la mediana y P2s - P7s (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas

no inflamadas); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
4.13 Efecto de enoxaparina sobre la concentracion plasmatica de complejo TAT.

El pretratamiento con enoxaparina a dosis 0,02; 0,04 y 0,08 mg.Kg, origin6 un
descenso progresivo y significativo de la concentracion de complejo TAT a 4 h post-
quemadura, respecto a las ratas pretratadas con solucion salina e inflamadas [1,92 pg.L"
1(1,83-2,06); 1,56 pg.L* (1,32-1,69) y 0,84 pg.L™* (0,73-0,96) respectivamente vs 2,52
pg.L? (2,33-2,74) (p<0,05)]; disminuyendo los valores plasmaticos de TAT 23,8%,
30,1% y 66,7% respectivamente. El pretratamiento con indometacina no modificé los

valores de TAT al comparar los grupos de estudio (Figura 26).
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Sobre este particular, el grupo inflamado pretratado con solucion salina, no
presento variacion en los valores de TAT al comparar con el grupo inflamado sin
pretratamiento [2,52 pg.L™ (2,33-2,74) vs 2,65 pg.L? (2,23-2,72) (p>0,05)] (datos no

mostrados).
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Figura 26.- Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre la concentracion de
TAT, 4 h después de inducir la quemadura. Se evalud en ratas control Sl, ratas
inflamadas pretratadas con solucion salina (barras blancas), ratas inflamadas
pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra). Los valores
representan la mediana y Pas - P75 (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con

inflamacion); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
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4.14 Actividad de FRAP en suero y ADM. Indice FRAP ADM

ipsilateral/contralateral.

En la Figura 27A se observa que el valor sérico de FRAP en el grupo control SI
fue 2,24 U.L (1,70-2,54) y no hubo variacion significativa al comparar con los grupos
experimentales inflamados (p>0.05). Es por ello que, no se evalud el efecto de

enoxaparina o indometacina sobre este marcador sérico.

Los valores de FRAP se incrementaron significativamente en ADM ipsilateral en
los grupos correspondientes a 6 y 12 h post-quemadura (208,6% y 99,2%,
respectivamente), al comparar con el grupo control SI [3,61 U.Lt.mg prot. (3,23-3,95)
y 2,33 U.LY.mg prot. (2,19-2,52) respectivamente vs 1,17 U.L"t.mg prot. (0,96-1,35)
(p<0,05)] (Figura 27B). Para evaluar el efecto de enoxaparina sobre la actividad de
FRAP en ADM ipsilateral se emple6 el tiempo correspondiente a 6 h post-quemadura.

Se obtuvo un valor de FRAP 1,18 U.L1mg prot. (1,04-1,43) en ADM
contralateral, el cual no se modificé significativamente al comparar con los grupos
inflamados (p>0.05) (Figura 27C), por lo tanto, no se evalud el efecto de enoxaparina

0 indometacina sobre el marcador en este compartimiento.
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Figura 27. Actividad de FRAP en suero (A), asta dorsal medular (ADM)
ipsilateral (B) y asta dorsal medular (ADM) contralateral (C), luego de la
inmersion de la pata trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control SI,
tridngulos abiertos) o agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacién, cuadros
cerrados) medidos previamente (Al, antes de inflamar) y alas 4, 6, 12 y 24 h post-
guemadura. Los valores representan la mediana y P2s - P7s. (*p <0,05; **p <0,01;

***p <0,001 vs ratas no inflamadas); n.s. no significativo; n= 6 por grupo.
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La Figura 28, muestra un incremento significativo de la actividad de FRAP en
ADM ipsilateral en comparacion a la actividad de esta enzima en ADM contralateral a
6 h [3,61 mM.mg prot.mL? (3,23-3,95) vs 1,32 mM.mg prot.mL? (1,24-1,40)
(173,5%)] y 12 h post-quemadura [2,33 mM.mg prot.mL* (2,19-2,52) vs 1,21 mM.mg
prot.mL (1,09-1,42) (92,6%) (p<0,01)].

4,5 -
4
35
3
25
2
1,5
1
0,5

0 T T T T T T T T T T T 1
Al 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

FRAP ADM
U.L-' .mg prot.mL-1)

Tiempo (horas)

Figura 28. Actividad de FRAP en ADM ipsilateral (cuadros cerrados) y ADM
contralateral (triangulos abiertos) en ratas con inflamacion inducida por
inmersion de la pata trasera en agua a 60°C por 60 seg., medida previamente (Al,
antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los valores representan
la mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas no inflamadas); n.s.

no significativo; n= 6 por grupo.

En la Figura 29, se observa un incremento significativo del indice FRAP ADM
ipsilateral/contralateral en los grupos de animales inflamados correspondientes a 6 y
12 h post-quemadura, respecto al grupo control SI [(2,9 (2,28-3,66) vs 0,92 (0,76-1,03)
y 1,95 (1,71-2,3) vs 0,91 (0,74-1,08), respectivamente (p<0,01)]. No obstante, en el

resto de los tiempos no hubo variacion del indice entre los grupos de estudio
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Figura 29. indice FRAP ADM ipsilateral/contralateral luego de la inmersion de
la pata trasera en agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, triangulos
abiertos) o agua a 60°C por 60 seg. (grupos con inflamacion, cuadros cerrados)
medidos previamente (Al, antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-
guemadura. Los valores representan la mediana y Pas - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p

<0,001 vs ratas no inflamadas); n.s, no significativo; n= 6 por grupo.

4.15 Efecto de enoxaparina sobre la actividad de FRAP en ADM ipsilateral.

La Figura 30, muestra que el pretratamiento de enoxaparina a dosis 0,02; 0,04; 0,08
mg.Kg? e indometacina redujeron progresivamente la actividad de FRAP en ADM
ipsilateral en animales inflamados en comparacion con el grupo inflamado pretratado
con solucidn salina [3,19 U.L"Y.mg prot. (3,10-3,32) (15,8%,); 2,57 U.L1.mg prot.
(2,25-2,82) (32,2%,); 1,63 U.L"Y.mg prot. (1,48-1,84) (57%) y 1,62 U.L"Y.mg prot.
(1,38-1,95) (57,3%), respectivamente vs 3,79 U.L1.mg prot. (3,35-3,94) (p<0,05)]. La

dosis de enoxaparina 0,08 mg.Kg™ tuvo efecto similar al antiinflamatorio de referencia.
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Figura 30. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre la actividad de FRAP
en ADM ipsilateral 6 h después de inducir la quemadura. Se evalué en ratas control
Sl, ratas inflamadas pretratadas con solucion salina (barras blancas), ratas inflamadas
pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra). Los valores
representan la mediana y Pas - P75 (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con

inflamacion); n.s. no significativo; n=6 por grupo.

En la Figura 31, se observa que el pretratamiento con enoxaparina a dosis 0,08
mg.Kg? e indometacina, produjeron descenso significativo del indice FRAP ADM
ipsilateral/contralateral (57,8% y 57,5%, respectivamente) al comparar con el grupo de
animales inflamados pretratados con solucién salina [1,86 (1,56-2,43); 1,21 (1,13-1,43)
y 1,22 (0,95-1,65) respectivamente vs 2,87 (2,29-3,44) (p<0,05)]. Cabe destacar que el
pretratamiento con enoxaparina a 0,08 mg.Kg™ e indometacina, alcanzaron valores de
indice FRAP ADM ipsilateral/contralateral, similares al grupo de animales Sl [1,02
(0,79-1,14)].

Por otra parte, los resultados obtenidos evidencian que la actividad de FRAP en
ADM ipsilateral no se modificé en animales inflamados pretratados con solucion
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salina, al comparar con ratas inflamadas sin pretratamiento alguno [1,67 U.L™*.mg prot.
(1,52-2,18) vs 1,80 U.L 1. mg prot. (1,35-2.07) (p>0,05)] (datos no mostrados).
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Figura 31. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre el indice FRAP ADM
ipsilateral/contralateral 6 h después de inducir la quemadura. Se evalué en ratas
control Sl, ratas inflamadas pretratadas con solucion salina (barras blancas), ratas
inflamadas pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra).
Los valores representan la mediana y P2s - P7s (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs

salina con inflamacién); n.s, no significativo; n= 6 por grupo.

4.16 Variacion en la actividad motora.

Al evaluar la actividad motora, se observa que todos los grupos experimentales
post-quemadura, mostraron significativamente menor distancia recorrida al comparar
con el grupo control SI; siendo el grupo correspondiente a 4 h post-quemadura, el que
presentd menor porcentaje de desplazamiento (54,3%; p<0,01). La reduccion de la
actividad motora a 6 h fue de 62,1%, a 12 h 67,8% y 24 h post-quemadura 63,5%
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(p<0,01), respecto al valor sin inflamacion Sl. De acuerdo con estos resultados, se
empled el tiempo correspondiente a 4 horas post-quemadura para evaluar el efecto de

enoxaparina sobre la variable (Figura 32).
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Figura 32. Actividad motora luego de la inmersion de la pata trasera en agua a
temperatura ambiente (grupo control Sl, triangulos abiertos) o agua a 60°C por
60 seg. (grupos con inflamacién, cuadros cerrados) medidos previamente (Al,
antes de inflamar) y a las 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los valores representan
la mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas no inflamadas); n.s,

no significativo; n= 6 por grupo.

4.17 Efecto de enoxaparina sobre la actividad motora.

Como se muestra en la Figura 33, el pretratamiento con el inhibidor de FXa a dosis
0,04; 0,08 mg.Kg* e indometacina, restablecieron significativamente la actividad
motora en el grupo de ratas inflamadas, al comparar con el grupo inflamado pretratado
con solucion salina (66,3%; 73,5% y 84,2%, respectivamente vs 46% p<0,01). La dosis
de enoxaparina 0,08 mg.Kg? tuvo mayor efectividad sobre la actividad motora,
incrementando el desplazamiento 27,5%, respecto a los animales inflamados

pretratados con solucion salina, mientras que la indometacina lo incrementé 38,2%.
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Por otro lado, el valor de porcentaje de distancia recorrida en animales sin inflamar,
pretratados con enoxaparina a dosis de 0,08 mg.Kg™ e indometacina a dosis de 4
mg.Kg?, no se modifico, al compararlo con el de referencia, demostrando que en
ausencia de inflamacién, las drogas administradas no tienen efecto sobre la actividad

motora (91,8% y 95,9% respectivamente vs 100%) (p>0,05) (datos no mostrados).
Es importante sefialar, que la actividad motora no vario en animales inflamados

pretratados con solucion salina, al comparar con el valor de ratas inflamadas sin
pretratamiento (46,04% vs 54,26%; p>0,05) (datos no mostrados).
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Figura 33. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre la actividad motora, 4
h después de inducir la quemadura. Se evalu6 en ratas control Sl, ratas inflamadas
pretratadas con solucion salina (barras blancas), ratas inflamadas pretratadas con
enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra). Los valores representan la
mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con inflamacion); n.s,

no significativo; n= 6 por grupo.
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4.18 Umbral nociceptivo térmico.

Al evaluar la sensibilidad al dolor tras el estimulo térmico, se obtuvo un valor de
latencia de 11,95 seg. (11,78-12,43) en el grupo control sin inflamacion, mientras que
todos los grupos de animales inflamados 4, 6, 12 y 24 h postquemadura, mostraron
reduccidn significativa del umbral nociceptivo térmico [5,60 seg. (5,23-6,08) (53,1%);
8,85 seg. (7,93-9,13) (25,9%;); 9,60 seg. (9,38-10,08) (19,7%); 9,40 seg. (9,23-9,63)
(21,3%,), respectivamente] (p<0,01), al comparar con el valor del control SI (Figura
34). El tiempo de 4 h post-quemadura fue empleado como referencia para evaluar el

efecto de enoxaparina.

Latencia en plancha
caliente (seg.)
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Figura 34. Umbral nociceptivo térmico luego de la inmersion de la pata trasera en
agua a temperatura ambiente (grupo control Sl, tridngulos abiertos) o agua a
60°C por 60 seg. (grupos con inflamacion, cuadros cerrados) medidos
previamente (Al)y alas 4, 6, 12 y 24 h post-quemadura. Los valores representan la
mediana y P2s - P75 (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 vs ratas no inflamadas); n.s, no

significativo; n= 6 por grupo.
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4.19 Efecto de enoxaparina sobre el umbral nociceptivo térmico

En la Figura 35, se muestra que las dosis 0,02; 0,04; 0,08 mg.Kg* del inhibidor de
FXa y el antiinflamatorio de referencia, incrementaron de forma progresiva y
significativa el valor de latencia en ratas inflamadas, respecto al grupo control
inflamado pretratado con solucion salina [6,45 seg. (6,18-6,78); 8,50 seg. (8,20-8,75);
9,5 seg. (9,18-9,63) y 10,70 seg. (10,43-11,10) vs 4,85 seg. (4,68-5,25) (p<0,05)],
restaurando el umbral térmico 33%; 75,3%; 95,9% y 120,6%, respectivamente en
comparacion al grupo inflamado pretratado con el vehiculo. No obstante, ningun
tratamiento logro restituir el umbral térmico a valores de latencia similares al de

animales sin inflamacion.

Por otra parte, el valor de latencia en animales sin inflamar pretratados con
enoxaparina 0,08 mg.Kg! e indometacina 4 mg.Kg?, no vari6 significativamente
respecto al grupo de animales sin inflamar sin pretratamiento alguno, quedando en
evidencia que en condiciones basales, sin inflamacion, los farmacos no tienen efecto
sobre el umbral térmico [12,15 seg. (11,95-12,33) y 12,00 seg. (11,85-12,20) vs 11,95
seg. (11,78-12,43) (p>0,05)] (datos no mostrados).
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Figura 35. Efecto del pretratamiento de enoxaparina sobre el umbral nociceptivo
térmico 4 h después de inducir la quemadura. Se evalu6 en ratas control Sl, ratas
inflamadas pretratadas con solucion salina (barras blancas), ratas inflamadas
pretratadas con enoxaparina (barrras grises) e indometacina (barra negra). Los valores
representan la mediana y Pas - P75 (*p <0,05; **p <0,01;***p <0,001 vs salina con

inflamacion); n.s, no significativo; n=6 por grupo.
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5. DISCUSION

Los datos del presente estudio demuestran que el pretratamiento con enoxaparina
en ratas inflamadas post-quemadura tuvo efecto antiinflamatorio de tipo local
(disminucion de edema), sistémico (disminucion de leucocitos, PCR, Fg, TAT) y
antinociceptivo (disminucion de ON, FRAP, de la hiperalgesia y restauracion de la
actividad locomotora).

La respuesta inflamatoria local conlleva a la aparicion de edema como
consecuencia del incremento de la permeabilidad vascular, ocasionado por la liberacion
de aminas vasoactivas (HT y 5HT) y de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-
6), producto de la degranulacion de mastocitos y/o plaquetas (Moilanen, 2014;
Christoffersen et al., 2015).

Al evaluar el area del edema post-quemadura, se obtuvo un valor maximo a las 4
h, lo cual representa un incremento de 65% respecto al grupo control, manteniéndose
elevado hasta las 24 h post-quemadura. Estos resultados concuerdan con otros estudios
donde se aplicé este mismo modelo inflamatorio (Torres et al., 2016) y mediante el
modelo de A carragenina (Cicala et al., 2007; Véasquez et al., 2015). Tanto el
pretratamiento con enoxaparina a dosis de 0,02; 0,04 y 0,08 mg.Kg? como el de
indometacina, disminuyeron el edema post-quemadura (10,8%; 25,6%; 32,1% Yy
28,1%, respectivamente), sugiriendo que uno de los mecanismos inflamatorios que
favorece la aparicion del edema en el modelo de quemadura, es mediado via enzima
ciclooxigenasa en sus isoformas (COX; y COXz). Al respecto, estudios sefialan que
FXa ejerce sus efectos edematogénicos mediados via PAR-1 (Kawabata et al., 1999),

y que la inyeccion subplantar de FXa en la rata promueve el reclutamiento de
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mastocitos y consiguiente degranulacion y liberaciébn de aminas vasoactivas;
conllevando a la aparicion del edema, lo cual es inhibido por la administracion de
antagonistas de HT/5HT (Cirino et al., 1997). Por otra parte, existe evidencia de que
FXa, induce la liberacién de mediadores inflamatorios (IL-6, IL-8 y MCP-1) en
fibroblastos, células mononucleares y endoteliales, los cuales son conocidos
iniciadores de la coagulacion por promover la expresion de FT (Borensztajn et al.,
2008; Esmon, 2008; Spronk et al., 2014); y en el caso especifico de IL-6, promover la
activacion de mastocitos (Hu et al., 1997; Kinoshita et al., 1999). Una posible hipotesis
del efecto de enoxaparina sobre el edema, es la disminucion en la secrecion de IL-6 e
IL-8, producto de la inhibicion de FXa, lo que incide negativamente sobre la
degranulacién de mastocitos y consecuente liberacion de HT. Otro posible mecanismo
indirecto reside en el bloqueo de generacion de trombina, que conlleva a reduccion de
la actividad celular inflamatoria que ejerce ésta proteasa (Vicci et al., 2015; Ellinghaus
et al., 2016), especificamente en la liberacién de HT y 5HT a partir de mastocitos y
plaquetas, respectivamente; y la sintesis de prostaciclina PGl en células endoteliales
(Licari y Kovacic, 2009), dando como resultado, relajacion de células musculares lisas
vasculares, disminucion de la permeabilidad vascular y de la vasodilatacion; y por
consiguiente, del edema.

Una de las manifestaciones sistémicas observadas en respuesta a la quemadura es
el incremento del contaje total de leucocitos, el cual presentdé dos momentos de
elevacion durante el curso temporal: el primero a las 6 h y otro con un valor méximo a
las 24 h posterior a la quemadura. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Torres et al. (2016), quienes observaron leucocitosis en ratas a las 24 h post-quemadura
en respuesta a la induccion inflamatoria. En previo estudio realizado por Navarro
(2010), tambien se observo elevacion temporal de leucocitos en sangre periférica, pero
con un valor maximo del recuento leucocitario a las 12 h post-inflamacion, mediante
el modelo de inyeccion intraplantar con carragenina, mientras que Cicala et al. (2007),
no observaron variacion en el contaje de leucocitos a las 3 y 24 h posteriores al estimulo

inflamatorio mediante el mismo modelo. La respuesta inflamatoria a carragenina se
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caracteriza por migracion celular, fundamentalmente de polimorfonucleares (PMN),
los cuales se acumulan en circulacién a las 4 h de iniciado el proceso inflamatorio y
alcanzan un valor maximo entre 18-24 h post-inflamacion, por efecto de IL-1 y TNFa.,
cuya liberacion es mediada por la sintesis de prostaglandinas PGE> y PGF. (Mufioz,
2014). La leucocitosis observada en el presente estudio, podria deberse al paso de estos
elementos celulares desde el pool marginal (6 h) o a partir del compartimiento de

almacenamiento medular al espacio vascular (24 h).

Los datos presentados en este estudio demostraron que el pretratamiento con
diferentes dosis de enoxaparina, tuvo efecto dosis-respuesta, reduciendo el recuento de
leucocitos hasta 32,2%, con la méaxima dosis empleada (0,08 mg.Kg?). Previos
estudios demostraron un efecto similar de KSNOSepiLMW, un derivado de heparina
de bajo peso molecular, cuyo pretratamiento disminuy6 el nGmero de PMN en un
modelo de pleuritis inducido por carragenina. (Ceccarelli et al., 2009). Navarro (2010),
demostro que inhibidores de trombina (hirudina, dipetarudina, PEG-hirudina y PEG-
dipetarudina) disminuyeron la leucocitosis inducida por inyeccion intraplantar de
carragenina. Por su parte, Santos et al. (2014), demostraron que HNF a bajas dosis,
disminuye el nimero de PMN circulantes en un modelo experimental de peritonitis en
ratas, inducida por la inyeccién intraperitoneal de tioglicolato, mientras que, Iba et al.
(2012), en un modelo inflamatorio inducido por administracion de LPS en la rata,
observaron que el nimero de leucocitos adherentes en endotelio fue suprimido por

enoxaparina, lo que se tradujo en una disminucion del dafio endotelial.

El efecto antiinflamatorio de las HBPM esta relacionado con su capacidad de
interferir con casi todas las etapas de la transmigracion de leucocitos, incluyendo
rodamiento sobre el endotelio inflamado, activacion de quimiocinas unidas al endotelio
y adherencia de leucocitos activados al endotelio (Wan et al., 2001). Las HBPM se
unen a selectinas P y L, las cuales favorecen las interacciones tempranas entre el

endotelio y leucocitos durante el rodamiento de estos. (Dotan, et al., 2001). Asimismo,
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interactian con moléculas integrinas de adhesion tales como Mac-1 y quimiocinas,
impidiendo la adhesion firme de leucocitos al endotelio y su activacion (Yan et al.,
2017).

El pretratamiento con enoxaparina, disminuyo la leucocitosis asociada al proceso
inflamatorio, sugiriendo que FXa, trombina y PARS, intervienen en la etapa de
reclutamiento y migracién de leucocitos, como consecuencia de la injuria tisular. Por
otra parte, la indometacina empleada como antiinflamatorio de referencia, también
redujo la leucocitosis, sugiriendo que interviene mas de un mecanismo, incluyendo la
actividad de COX y que mediadores inflamatorios tales como: PGE2, TNFa e IL-1,

pueden ser los efectores finales de ambas vias.

La secrecion de mediadores inflamatorios favorece la respuesta inflamatoria
sistémica, caracterizada por la sintesis de reactantes de fase aguda. En el presente
estudio, la concentracion plasmatica de PCR en ratas inflamadas se incrementé hasta 2
veces, respecto al grupo control, con un valor maximo a las 4 h posterior a la
guemadura. Estos resultados coinciden con lo reportado por Abbas et al. (2014),
quienes encontraron incremento de PCR hasta 2,3 veces por encima del valor basal, a
las 4 h post-inflamacion y por Vasquez et al. (2015) a partir de las 2 h post-inflamacion,
con un valor maximo entre las 4 y 12 h post-carragenina. Es bien conocido, que
posterior a un estimulo inflamatorio y bajo el control transcripcional de IL-6, la PCR
es sintetizada por los hepatocitos (Pepys y Hirschfield, 2003) siendo capaz de inducir
la expresion de FT en la superficie celular (Cermak et al., 1993; Wu et al., 2008; Chen
etal., 2009), suprimir la expresion de TM y PC, e incrementar la expresion PAI-1 (Nan
et al.,, 2005; Chen et al., 2008), favoreciendo la activacion del sistema de la
coagulacion. Por otra parte, estudios han demostrado que la inhibicion de IL-6 abroga
completamente la generacion de trombina a partir de FT (Levi, 2010), estableciendo

un enlace cerrado entre inflamacion y coagulacién.
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El pretratamiento con enoxaparina disminuy6 37,9% la concentracion plasmatica
de PCR en los animales inflamados, con valores cercanos a los animales sin inflamar
y maximo efecto a una dosis de 0,08 mg.Kg™. Al respecto, estudios clinicos han
demostrado las propiedades antiinflamatorias de heparina, suprimiendo los niveles de
IL-6 y PCR en pacientes con trombosis venosa y alteraciones cardiacas (Roumen-
Klappe et al., 2002; Nasiripour et al., 2014). En contraposicion a lo anterior,
Dalteparina (inhibidor de FXa de bajo peso molecular), no mostro efecto sobre la
concentracion plasmatica de PCR en modelo de endotoxemia (Derhaschnig et al.,
2003), atribuido a las bajas dosis del inductor LPS. Asimismo, otros estudios
demostraron que el inhibidor de la via de factor tisular TFPI (inhibidor del FXa), no
mitiga la liberacion de IL-8 y PCR, inducida por LPS (de Jonge et al., 2001),
evidenciando que no todos los inhibidores de FXa muestran accion antinflamatoria,
probablemente por diferencias en su estructura molecular y la afinidad por sus ligandos.
Considerando que, existe evidencia que la enoxaparina inhibe la expresion del factor
de transcripcién NF-KB (Manduteanu et al., 2003) y que tanto IL-6 como TNFa son
inductores de la sintesis de PCR, es probable en nuestro estudio, que la enoxaparina
suprima la expresion de citocinas proinflamatorias como TNFa e IL-6, por inhibicién
de FXa o indirectamente mediante disminucion de la generacion de trombina (Spronk
etal., 2014).

El éxido nitrico es un mediador reactivo multifuncional que puede actuar como
vasodilatador, neurotransmisor y efector molecular de células inmunes. Dada la corta
vida media en circulacién, los niveles de NO son estimados indirectamente por la

determinacion de sus metabolitos (Kleinbongard et al., 2003; Alusik et al., 2008).

Los datos del presente estudio demuestran que tras la induccion inflamatoria hubo
incremento de la concentracion nitritos en suero y ADM ipsilateral a la guemadura, con
un valor maximo a las 6 h post-quemadura; siendo esta concentracion una medida

indirecta de la concentracion NO y actividad de NOS. En otros estudios, el tiempo de
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medicion de dichas variables depende del modelo inflamatorio, de la farmacocinética
de las drogas a evaluar y de la ubicacion tisular de los parametros. Los resultados
presentados coinciden con lo reportado por Vane et al. (1994), en un modelo de
inflamacién aguda inducida por la administracion de coadyuvante de Freund’s (CFA)
en ratones, observando incremento de la actividad de iINOS en homogenatos de biopsia
de piel, con un valor maximo a las 6 h siguientes a la induccion inflamatoria, mientras
que Ostiirk et al. (2006), observaron incremento de los niveles de nitritos en suero de
ratas (119,6 %), 4 h después de la inyeccion de LPS y Ceccarelli et al. (2009),
reportaron incremento en la expresion de iNOS en tejido pulmonar y la concentracion
de nitritos en exudado pleural de ratas, 4 h después de la administracion de carragenina.
Por su parte, Dotan et al. (2001), demostraron elevacion de la actividad de NOS en
mucosa colonica con un pico maximo a los 3 dias siguientes a la induccién inflamatoria
mediante un modelo de colitis, y resulta interesante que en modelos de artritis en ratas
se produce una elevada generacion de nitritos en liquido peritoneal, la cual es
exacerbada por la administracion de L-arginina pero inhibida por nitro-arginina- L-
metil-ester (L-NAME) (lalenti et al., 1993), quedando demostrado en estos ensayos
que NOS es activada bajo condiciones inflamatorias, que NO es un marcador de
inflamacion y que la concentracion de nitritos es una medida de la sintesis de NO

durante la inflamacioén.

En general, la sintesis de NO como producto de la actividad de NOS constitutiva,
se asocia a efectos antiinflamatorios, mediados a través de la sintesis de GMPc, siendo
un efectivo vasodilatador, ademas, de suprimir la proliferacion de células T, la
actividad y quimiotaxis de monocitos, la adhesion y migracion de PMN, inhibir la
sintesis de IL-6 y PGE> por parte de macrofagos, inhibir la liberacion de factor
activador de plaquetas e HT por mastocitos (Stichtenoth y Frolich, 1998),
traduciéndose en disminucion de la permeabilidad vascular, disminucién de la
transmigracién leucocitaria y de la agregacion plaquetaria, entre otros. Sin embargo,

en modelos animales, bajo estimulos inflamatorios como LPS, se incrementa la
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expresion de iNOS en PMN y macrofagos activados, incrementando la sintesis de NO
de forma continua, méas de 1000 veces superior a la sintetizada por cNOS (Bishop et
al., 1997; Mebazaa et al., 2001; Hernandez et al., 2002; Virdis et al., 2005; Osturk et
al., 2006); asimismo, NO activa tanto a COX1 y COXz (Salvemini, 1997), promoviendo
la sintesis de prostanoides, originando la liberacién de citocinas proinflamatorias y

conllevando a un ciclo cerrado de inflamacion.

La evolucion inflamatoria producto de quemaduras cutaneas conlleva a
disrregulacion de iNOS, con sintesis de NO y elevacion de la concentracion plasmatica
de NO2-NO3, lo que ha sido asociado a fallo multiorganico en pacientes quemados
(Paulsen et al., 1998), en cuyos casos, el tratamiento con drogas antiinflamatorias no
esteroideas, inhibidores selectivos de COX-2 e inhibidores de NOS perjudica la
recuperacion de las lesiones (Shin et al., 2005; Takeuchi et al., 2006); de ahi que, las
HBPM ofrecen beneficios terapéuticos con un menor riesgo de hemorragia,
demostrado en enfermedades inflamatorias y tratamiento local de quemaduras
(Troshev y Dimitrov, 2001; Lakshmi et al., 2011). No obstante, en el presente estudio
no se encontrd efecto de enoxaparina sobre la concentracion plasmatica de nitritos,
contrario a lo planteado en trabajos previos, donde la aplicacién de enoxaparina
disminuyd la actividad de iNOS en homogenatos de tejido coldnico, posterior a colitis
inducida por administracion de acido sulfénico dinitrobenceno (DNBS) (Dotan et al.,
2001), probablemente por el modelo inflamatorio y muestra empleados. Otro estudio
previo reportd que el derivado de heparina KSNOSepiLMW disminuy6 la expresion
de iNOS en tejido pulmonar y la concentracion de nitritos en exudado pleural en un
modelo de pleuritis inducida por carragenina (Ceccarelli et al., 2009); mientras que
enoxaparina disminuyo la expresion de iNOS en tejido de heridas y la concentracion
plasmatica de NO2-NOgz en pacientes quemados (Lakshmi et al., 2011), las causas de
tal diferencia con el presente estudio pueden obedecer al tiempo de evolucion de la

guemadura, la dosis empleada del farmaco y la frecuencia en su administracion.
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Un hallazgo del presente estudio fue el incremento de 23,4% en la concentracion
de nitritos en asta dorsal ipsilateral a la inflamacion a las 6 h post-quemadura, respecto
a sus niveles basales y de 32,1% respecto al asta dorsal contralateral a la inflamacion.
Estudios previos han demostrado que nNOS es expresada constitutivamente en
neuronas de la I&mina Il, en fibras plexo de las laminas | y 1l del ADM y en menor
proporcion en neuronas de DRG (Valtschanoff, et al., 1992; Ruscheweyh et al., 2006).
Las neuronas que expresan nNOS en el ADM son interneuronas inhibitorias
GABAérgicas (Valtschanoff, et al., 1992; Bernardi et al., 1995), las cuales son
reguladas positivamente durante el dolor evocado por estimulos inflamatorios
(inyeccion intraplantar de formalina, zymosan o CFA), mientras que los aferentes
primarios nNOS positivos en DRG, son neuronas excitatorias peptidérgicas que
contienen CGRP y SP (Schmidtko et al., 2009).

Las vias de sefializacién en el ADM contribuyen a la sensibilizacion ante el dolor
(Woolf, 2004; D’Mello y Dickenson, 2008) y en particular NO y GMPc son
importantes mediadores en el procesamiento nociceptivo, puesto que la administracion
intratecal (i.t.) de L-NAME y N-monometil-L-arginina (L-NMMA) (inhibidores
inespecificos de las 3 isoformas de NOS conllevan a inhibicion de la sintesis de NO en
médula espinal y reduccion de la respuesta nociceptiva en modelos animales de dolor
inflamatorio y neuropatico (Meller y Gebhart, 1993; Luo y Cizkova, 2000; Woolf,
2004). Por otra parte, ensayos con inhibidores selectivos de NOS y en ratones
genéticamente deficientes de NOS, demostraron que, durante el desarrollo del dolor
inflamatorio nNOS es la isoforma mas importante para la sintesis de NO en la médula
espinal (Tao et al., 2004; Boettger et al., 2007), seguida de la isoforma inducible iNOS
que puede contribuir con el procesamiento del dolor inflamatorio; mientras que la
eNOS, no esta involucrada en el procesamiento del dolor (Tao et al., 2004; Schmidtko
et al., 2009). La contribucion de NO en la sensibilizacion al dolor ha sido confirmada
por el hecho que, la inhibicion de tetrahidrobiopterina (BH4), un cofactor esencial para

la sintesis de NO a partir de NOS, atenua el dolor inflamatorio y neuropatico en
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roedores. Ademas, el polimorfismo del gen que codifica para GTP ciclohidrolasa
(GCHL1), enzima limitante para la sintesis de BH4, est4 asociado con reduccion de la
sensibilidad en experimentos de hiperalgesia inflamatoria en humanos (Tegeder et al.,
2006). Los datos del presente estudio suponen que vias nociceptivas asociadas a la
liberacion de NO en ADM intervienen en la sensibilizacion al dolor inducido por la
quemadura, hecho que contraviene lo reportado por Wang et al. (2011), quienes
encontraron reduccion de la expresion de iINOS y nNOS en ADM ipsilateral mediante
un modelo de quemadura, lo que puede atribuirse al tiempo empleado para la medicién
de las variables (7 dias posterior a la quemadura), suficiente para la activacion de los
mecanismos de retroalimentacion negativa de la expresion de NOS.

El presente estudio demostrd que el pretratamiento con enoxaparina a la maxima
dosis empleada (0,08 mg.Kg™) redujo 30,61% la concentracion de nitritos en ADM
ipsilateral a las 6 h post-quemadura, siendo éste el primer reporte del efecto del farmaco
sobre esta variable en ADM, mediante el modelo de quemadura. La enoxaparina exhibe
efectividad en la inhibicion de la sintesis de NO, asociada a un menor nimero de
oligosacaridos heterogéneos presentes en su estructura, a diferencia de otras HBMP.
En tal sentido, fondaparinux un derivado sintético que s6lo contiene la secuencia
pentasacarida, esencial para su actividad anticoagulante, no es capaz de inhibir la
sintesis de NO, sugiriendo que el efecto antiinflamatorio asociado a la disminucion de
la sintesis de NO es independiente de la actividad anticoagulante regulada por la
secuencia de union a ATIII (Shastri et al., 2013, Yan et al., 2017). Por otra parte, los
mecanismos inhibitorios de enoxaparina, pudieran estar asociados a la modulacion de
la actividad de quinasas pronociceptivas, liberacién de neurotransmisores espinales y
activacion de la via GMPc mediados por NO, tal y como se ha demostrado en otros

modelos inflamatorios (Chacur et al., 2010).

Como parte de los mecanismos de coagulacion, la activacion de FXa conlleva

a la generacion de trombina, cuyos efectos hemostaticos incluyen la activacion y
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agregacion plaquetaria (Vicci et al., 2015). En este estudio, a diferencia del recuento
de leucocitos, el contaje total de plaquetas en sangre no sufrié modificacion en animales
a los que se les indujo la quemadura, en comparacion con animales no inflamados.
Nuestros datos concuerdan con lo descrito por Cicala, et al. (2007), donde no se
observa variacion en el nimero de plaquetas circulantes a las 3 y 24 h post-inflamacion
y por Navarro (2010), quien no encontré6 cambios en el nimero de plaquetas durante
las 96 h siguientes a la induccion inflamatoria; ambas mediante inyeccion intraplantar
de carragenina; asimismo, Torres, et al. (2016), no observaron cambios en el recuento
plaquetario durante 24 h posterior a la quemadura, en un modelo similar al empleado
en el presente estudio; sugiriendo que los eventos inflamatorios inducidos por la
guemadura, al igual que carragenina, involucran las funciones de agregacion
plaquetaria mas que un incremento en el nimero de plaquetas circulantes, tal y como
ha sido demostrado en otros ensayos, empleando ADP como agonista de la agregacion
plaquetaria (Cicala et al., 2007). No obstante, estudios clinicos realixados por
Tsujimoto, et al. (2016), demostraron que rivaroxaban no reduce la agregacion
plaquetaria inducida por colageno (Tsujimoto et al., 2016); por lo tanto, resulta
importante evaluar dicha funcién mediante el modelo inflamatorio de quemadura y

posteriormente el efecto de otros inhibidores de FXa, incluyendo enoxaparina.

El Fg es una proteina de fase aguda, cuya concentracion plasmatica se incrementa
bajo condiciones inflamatorias y tiene un rol importante en los mecanismos de
coagulacion para la formacion de fibrina por unién de la trombina; asi como también,
inductor de la agregacion plaquetaria y de la expresion de FT, promoviendo la aparicion
de enfermedades tromboticas y constituyendo un enlace entre la inflamacion y
hemostasia (Ernst, 1993; Hernandez et al., 2000; La Greca, 2012; Foley y Conway,
2016). En el presente estudio, se obtuvo un incremento de Fg de 2,6 veces en animales
inflamados, respecto al grupo control, con un valor maximo a las 12 h post-quemadura.
Ello concuerda con los estudios de Torres et al. (2016), a partir del modelo de

quemadura y de Cicala et al. (2007) por el modelo de inflamacion inducida por
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carragenina. Por su parte, VVasquez et al. (2015) reportaron hiperfibrinogenemia desde
las 8 h post-inflamacion, con un pico a las 36 h post-carragenina, a diferencia del
presente estudio, cuyo incremento se inicid mas temprano (6 h post-quemadura); no
obstante, en el estudio de Vésquez et al. (2015), el incremento de Fg en animales
inflamados fue de 2,9 veces, muy similar a lo obtenido en nuestro estudio. La causa de
hiperfibrinogenemia, probablemente se deba a incremento en la sintesis y secrecion de
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6) que inducen una mayor secrecion
hepatica de ésta proteina (Vicci et al., 2015). En el presente estudio, el pretratamiento
con enoxaparina a dosis de 0,08 mg.Kg? suprimi6 la fibrinogenemia (8%); mientras
que la indometacina no tuvo efecto alguno, lo que sugiere que la via de las
ciclooxigenasas no interviene directamente sobre la elevacion de Fg, pero si al menos,
por efecto de enoxaparina sobre la reduccion en la generacidn de trombina y sus efectos
proinflamatorios. Estudios in vivo mediante otros modelos inflamatorios demostraron
que la administracion de enoxaparina y dalteparina suprimen la respuesta inflamatoria
por disminucidn de la concentracion plasmética de TNFa (Dotan et al., 2001; Tsukada,
et al., 2003). Sin embargo, estudios en pacientes con sindrome coronario agudo (SCA)
(Vila et al., 2001) y en modelos de endotoxemia en ratas (Iba y Takayama, 2009; Iba
et al., 2012), reportaron que el tratamiento con enoxaparina no atenud el incremento de
los niveles plasmaticos de Fg. La discrepancia con este estudio puede estar relacionada
con la persistencia de disfuncion endotelial, en el caso del SCA y la exacerbada
respuesta inflamatoria en la endotoxemia, las cuales no fueron atenuadas por la
administracion del farmaco. Considerando lo antes planteado, la modulacion de la
expresion de TNF-o, mediado por trombina, es un mecanismo mediante el cual la

enoxaparina puede regular la sintesis de Fg, reduciendo la respuesta inflamatoria.

El complejo TAT es un marcador de actividad de trombina (Ten Cate y Hemker,
2016), comunmente empleado para evaluar el grado de activacion del sistema de la
coagulacién, especialmente en estudios de coagulacion intravascular diseminada (CID)

y sepsis (Koyama et al., 2014). Los niveles de este biomarcador se incrementaron 3,9
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veces en animales inflamados, respecto al grupo de animales sin inflamacion, con un
valor maximo a las 4 h post-quemadura, siendo éste el primer reporte que demuestra
generacion de trombina inducida a partir del modelo de quemadura; aunque mediante
el modelo de endotoxemia con LPS se ha reportado incremento de TAT a las 3 h post-
induccion inflamatoria (Iba et al., 2012). Por otra parte, en un modelo de isquemia
cerebral, se demostrd elevacion de TAT en tejido cerebral (aproximadamente 10 veces,
respecto al control), a las 24 h posteriores al evento isquémico (Dittmeier et al., 2016);
la discrepancia de éste ultimo con nuestros resultados podria deberse al modelo y tipo

de muestra empleados.

El pretratamiento con enoxaparina a dosis de 0,08 mg.Kg™* disminuyd 66,7% la
concentracion plasmatica de TAT a las 4 h post-quemadura. Estos datos son similares
a los reportados por Iba y Takayama, (2009) e Iba et al. (2012), quienes emplearon un
modelo de endotoxemia con LPS, agregando que la administracion de enoxaparina fue
via i.v. y posterior al estimulo inflamatorio. Por su parte, Perzborn et al. (2014),
evidenciaron que bajas dosis de rivaroxaban (0,1 mg.Kg™?) disminuyé 9 veces (88,9%),
los niveles plasmaticos de TAT, en un modelo in vivo de hipercoagulabilidad inducido
por FT en la rata, pero a diferencia del presente estudio, el farmaco fue administrado
via i.v. Al respecto, Dittmeier et al. (2016) sefialaron que el tratamiento oral con
rivaroxaban (12 mg.Kg?), antes y durante la induccion de isquemia cerebral disminuyo
1,7 veces (39,4%) la concentracion de TAT en tejido cerebral. Estos hechos plantean,
que el tratamiento con inhibidores directos de FXa, disminuyen la generacion de
trombina posterior a la induccion de un proceso inflamatorio, reduciendo a su vez, los

efectos celulares proinflamatorios de FXa y trombina.

La enzima FRAP es una glicoproteina sintetizada en células epiteliales secretorias
de la glandula prostatica (Vihko et al., 1978; Graddis et al., 2011) y su estructura ha
sido caracterizada para varias especies, mostrando 80% en homologia de secuencia con

la rata y conservacion del sitio activo entre las especies de mamiferos (Hassan et al.,
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2010; Muniyan et al., 2013). Al determinar la actividad sérica de FRAP en animales
inflamados, no se encontré6 modificacion respecto a los que no se les indujo la
quemadura. Este resultado puede atribuirse a que la determinacion de FRAP en suero
no se relaciona con procesos inflamatorios, sino que, se ha empleado como indicador
diagndstico de céancer prostatico (Muniyan et al., 2013). FRAP también ha sido
expresada en tejido no prostatico (neuronas de DRG, sustancia gelatinosa del ADM y
neuronas del ADM cervical, toracica y lumbar) (Kantner y Kirby, 1982; Bosco et al.,
2010; Sosa et al., 2013), es por ello que, se determind los cambios en la actividad de
FRAP en ADM, generados por un proceso inflamatorio unilateral, a partir de un

estimulo térmico nocivo.

Los datos obtenidos sugieren que en condiciones basales, la actividad de FRAP es
similar tanto en ADM izquierda como en ADM derecha, posiblemente por la baja
actividad de aferentes nociceptivos en ambas astas dorsales, no obstante, en
condiciones inflamatorias, se encontr6 un incremento de 208,6% (6 h post-quemadura)
y 99,2% (12 h post-quemadura) en la actividad enzimatica de FRAP en el ADM
ipsilateral a la lesion inflamatoria, respecto a su actividad basal, y de 173,5% y 92,6%
respectivamente, en relacion al ADM contralateral a la inflamacion, constituyendo
evidencia de su participacion en el proceso nociceptivo medular y confirmando que
esta enzima es un marcador medular funcional de la actividad sensorial en los
mecanismos nociceptivos, lo que coincide con el estudio de Glykys et al. (2003)
quienes mediante analisis histoquimico reportaron incremento de la actividad de FRAP
a las 8 h posteriores a la induccion inflamatoria de ADM a través de un modelo de
guemadura similar al empleado en el presente estudio, sugiriendo incremento de la
actividad de aferentes nociceptivos, especificamente, activacion de fibras C. Este
efecto ha sido también apreciado para las fosfatasas totales en la sustancia gelatinosa
reportandose un aumento en su actividad luego de 4 h de la induccién de dolor con

formalina al 5 % de acuerdo a lo sefialado por Kantner y Kirby (1982).



127

Esto reconoce la participacion de FRAP en los mecanismos nociceptivos no sélo
en las astas dorsales sino también en la sustancia blanca dorsal posterior de la médula
espinal. En tal sentido, estudios realizados en ratones genéticamente deficientes de
FRAP han reportado incremento de hiperalgesia en modelos animales de dolor
inflamatorio y mas importante aiin se ha mostrado que la inyeccién intratecal de FRAP
produce efectos antinociceptivos mucho mas potentes que morfina, atenuando la
alodinia mecanica inducida en modelo de cancer dseo, cuyo efecto es mediado por la
liberacion de adenosina (Zylka et al., 2008; Chen et al., 2013), un metabolito normal,
pero especialmente andxico del ATP que ha mostrado tener un efecto inhibitorio sobre
la excitacion del nociceptor, especialmente sobre la amplitud y la frecuencia de los
potenciales postsinapticos excitatorios (Lao et al., 2001; Eblén-Zajjur, 2005a), por
consiguiente, FRAP se considera un efectivo analgésico en el tratamiento del dolor

inflamatorio.

De acuerdo a esta conceptualizacién, el presente trabajo demuestra la primera
evidencia del efecto antinociceptivo de un inhibidor de FXa, puesto que el
pretratamiento con enoxaparina disminuyo la actividad de FRAP en ADM ipsilateral a
la quemadura. En relacion a esto, se ha demostrado que SNC expresa varias proteasas
de serina (protrombina y FXa) (Dihanich et al., 1991, Yamada y Nagai, 1996), lo que
hace posible la formacion de trombina en SNC en areas que expresan FXa (Fang et al.,
2003). La trombina no sélo interviene en el sistema de la coagulacion mediante escision
de fibrindgeno en fibrina sino que también inicia cascadas de sefializacion celular
activando PARs, los cuales son expresados en neuronas aferentes primarios (Zhu et al.,
2005, Dale y Vegnolle, 2008; Garcia et al., 2010). La trombina activa PAR-1, PAR-3
y PAR-4 (Vergnolle et al., 2001a). PAR-1 estd presente en SNC en desarrollo y
maduro, SNP y DRG (Niclou et al., 1994; Weinstein et al., 1995; Niclou et al., 1998).
Su activaciébn en SNC esta relacionada con la activacion glial y respuestas
inflamatorias, activacion y proliferacion de astrocitos con produccion de citocinas

proinflamatorias y modulacion de la actividad sensorial (Smith y Winkelstein, 2017).
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Al respecto Narita et al. (2005) evaluaron el papel del binomio trombina/PAR-1 a partir
de la aplicacion intratecal de trombina, lo que indujo hiperalgesia térmica y alodinia
tactil, efectos que fueron abolidos por el pretratamiento intratecal con hirudina, un
inhibidor directo de trombina, demostrando asi el efecto de la proteasa sobre los
mecanismos de nocicepcion. Si bien es cierto, PAR-2 no es activado por trombina, si
es activado por tripsina, triptasa y los factores de la coagulacion Vila 'y Xa (Cenac et
al., 2003; Chen et al., 2011; Rothmeier y Ruf, 2012), siendo expresado en neuronas
sensoriales, cuya activacion estimula la liberacion de SP y CGRP en tejidos periféericos
y sensibiliza neuronas de DRG (Steinhoff et al., 2000). En tal sentido, existe evidencia
de que PAR-2 interviene funcionalmente en los mecanismos periféricos asociados al
dolor (Steinhoff et al., 2000; Hoogerwerf et al., 2001), mediado en parte por
sensibilizacion del receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1) (Hoogerwerf
et al., 2001; Kawabata et al., 2001; Amadesi et al., 2004) y también por estimulacion
de la liberacion de SP y CGRP en los terminales de las neuronas aferentes (Steinhoff,
et al., 2000; Vergnolle et al., 2001b; Grant et al., 2007), disminuyendo el umbral
nociceptivo; ademas, el blogueo de receptores espinales de PAR-2 y TRPV1 atentan
el dolor neuropético, debido a la disminucion de la liberacion de SP y CRGP en la
superficie del ADM (Chen et al., 2015). Todas estas evidencias soportan la nocion de
gue PAR-2 interviene favoreciendo la transmision nociceptiva. Por otro lado, la
indometacina, agente antinflamatorio, también mostré efecto antinociceptivo al
disminuir la actividad de FRAP en ADM ipsilateral a la inflamacion, de manera
proporcional a la accién de enoxaparina. En tal sentido, estudios indican que la
hiperalgesia producida por la activacion de PAR-2 es mediada centralmente por PGs y
la supresidn sistémica de COX por administracion subcutanea de indometacina abroga
completamente la respuesta hiperalgésica a agonistas de PAR-2 (Takasaki et al., 2001;
Vergnolle et al., 2001a; Bao et al., 2014).

Considerando lo antes planteado, es probable que tanto FXa como inductor de
PAR-2 y trombina de PAR-1 promuevan la transmision nociceptiva en el modelo de

guemadura empleado en este estudio, ya que la enoxaparina inhibe FXa e
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indirectamente la generacion de trombina, resultando en inhibicion de la actividad de
FRAP en ADM.

El dolor es parte de los signos clasicos de inflamacion, caracterizados por eventos
mediados quimicamente, tales como: cambios en el flujo vascular local y la
permeabilidad, infiltrado de leucocitos y liberacion de sustancias algégenas (Dawes et
al., 2013). Con la finalidad de evaluar la respuesta nocidefensiva ante el estimulo
térmico, se determin0 la latencia de retirada de la pata, observando que la induccién de
la quemadura en la pata de la rata produjo hiperalgesia, disminuyendo el umbral de
sensibilidad, en comparacion con ratas a las que no se les indujo la quemadura
periférica. Los datos obtenidos en este estudio concuerdan con el pico de hiperalgesia
reportado por trabajos previos a partir de la estimulacion intraplantar con carragenina,
Hargreaves et al. (1988), demostraron que esta manifestacion nocidefensiva tiene un
pico a 2-3 h y se mantiene durante 8 h siguientes a la inyeccion de carragenina, siendo
confirmado por Vasquez et al. (2015), quienes mediante el mismo modelo inflamatorio
obtuvieron resultados similares, pero la hiperalgesia se extendio durante 12 h posterior
a la induccion inflamatoria, no obstante, en el presente estudio la reduccién de la
latencia de retirada de la pata ante el estimulo térmico en animales inflamados, se
mantuvo durante 24 h posterior a la quemadura, probablemente porque el estimulo
nocivo con agua caliente resulta ser mas agresivo e induce una respuesta inflamatoria
de mayor proporcién. Otro ensayo realizado mediante el modelo de quemadura con
agua caliente demostrd hiperalgesia térmica que se hizo evidente a los 2 dias post-
guemadura, persistiendo durante 14 dias, pero a diferencia del presente estudio, se
indujo a una mayor temperatura (85 °C) y menor tiempo de exposicion (12 seg,) (Wang
et al., 2011); mientras que, Fowler et al. (2014), reportaron un pico de hiperalgesia
térmica a las 72 h a partir de un modelo de quemadura por soldadura en la pata de la
rata, siendo evidente durante 2 semanas posterior a la inflamacion; la discrepancia con
el presente estudio puede deberse a que la lesion infringida se indujo a una mayor

temperatura (100 °C) y el curso temporal de evaluacién fue mas prolongado.



130

La respuesta temprana al dafio tisular como el producido por la quemadura, es
mediada por patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs, por sus siglas en inglés),
los cuales son moléculas enddgenas liberadas en respuesta al dafio (ATP, IL-1a, acido
arico, proteinas de alta movilidad). Los DAMPs activan el sistema inmunoldgico
mediante la unién a receptores, principalmente de tipo Toll (TLRs), dando lugar a la
transcripcion de genes que codifican para citocinas proinflamatorias (Newton y Dixit,
2012; Walker et al, 2014) y liberacion de factores quimiotacticos (CXCL1), factores
troficos (BDNF), PGs y sustancias vasoactivas (HT y 5-HT); los cuales promueven la

sensibilizacion de neuronas aferentes primarios para la aparicion del dolor.

La accidn de citocinas y activacion del endotelio inducen a su vez la quimiotaxis y
activacion de células proinflamatorias (neutrofilos y macréfagos), con consecuente
liberacion de TNFa, IL-1p ¢ IL-6 que contribuyen a la reduccién del umbral de
descarga en el aferente primario promoviendo su sensibilizacion, ademas, aumentan la
liberacion de aminoacidos excitatorios como glutamato y SP, e incrementan la
actividad de COXz, favoreciendo la sintesis de PGE2, que tiene efectos sensibilizadores
periféricos y desencadena potenciales de accion centripeta u ortodromica de los
nociceptores (Eblén-Zajjur, 2005a; Oliveira, 2014; Kawahara et al., 2015; Oliveira et
al., 2016).

Por otra parte, BDNF y NGF promueven la sensibilizacion periférica por
activacion de microglia y modulan la expresién de otros mediadores inflamatorios
(Oliveira et al., 2016). Asimismo, la liberacion de SP, bradiquinina (BK), PGs, ATP e
HT, conllevan a la activacion de la fosfolipasa C (PLC) con el consiguiente incremento
de [Ca™] potenciado por la permeabilizacion de la membrana a neurotransmisores
excitatorios y al sodio, causando despolarizacion de la celula. Adicionalmente, la PLC
disminuye la permeabilidad de la membrana neuronal al potasio originando mayor
despolarizacion, mientras que 5HT, CGRP, HT y PG incrementan la actividad de la

adenilato ciclasa, aumentando los niveles de AMPc intracelular, lo que despolariza la
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neurona debido a la reduccion en la permeabilidad al potasio y aumento en la
permeabilidad al sodio (Eblén-Zajjur, 2005a; Oliveira et al., 2016). La despolarizacién
generada por las maltiples vias incrementa la excitabilidad neuronal y disminuye el

umbral de dolor, evidenciado por la hiperalgesia.

Con la finalidad de evaluar la accion de ciertos farmacos sobre el dolor, se han
empleado pruebas conductuales, tales como: la hiperalgesia térmica; en el presente
estudio se encontrd que la enoxaparina revirtio la reduccion del umbral nociceptivo
inducido por la quemadura en los animales inflamados. Estos resultados coinciden con
los estudios de Navarro (2010), quien demostrdé que el tratamiento con diferentes
inhibidores de trombina tuvo efecto antihiperalgésico en un modelo inflamatorio
inducido por la inyeccion intraplantar de carragenina en la pata de la rata, lo que se
atribuye en parte, a la falta de activacion de receptores PARS, puesto que la trombina
induce la respuesta neuroinflamatoria a partir de la activacion de PAR-1 y PAR-4,
ademas PAR-2 puede ser activado por FXa, promoviendo la liberacion de
neuromoduladores (SP y CGRP) en los aferentes primarios, con la consiguiente
sensibilizacion periférica, que origina reduccion del umbral de activacion térmico y
posterior sensibilizacion central a nivel de neuronas sensoriales medulares;
evidenciado por hiperalgesia térmica, entre otras manifestaciones (Green et al., 2000;
de Garavilla et al., 2001; Latremoliere y Woolf, 2009; Seybold, 2009).

Por su parte Wang et al. (2011), postulan que los mecanismos nociceptivos estan
asociados a la via de NMDA, principales receptores de las proyecciones de fibras C
aferentes (Liu et al., 1994), cuya activacion es favorecida por trombina via PAR-1
(Gingrich et al., 2000) y por la liberacion de neuromoduladores como SP y BDGF,
conllevando al incremento del flujo de Ca*?, la excitabilidad neuronal y reduccion del
umbral de activacién (Meldrun, 2000; Keller et al., 2007; Basbaum, et al., 2009),
efectos que fueron atenuados por la administracion de dextrometorfano, un antagonista

de NMDA, que redujo efectivamente la hiperalgesia térmica y atenuo la expresion de
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vias inflamatorias (receptor-1 de NMDA, PKC, nNOS e iNOS) en ratas lesionadas por

quemadura.

El dolor inflamatorio influye sobre la conducta motora en los animales en términos
de actividad general y sobre el funcionamiento de una particular conducta locomotora
(Whittaker y Howarth, 2014). En modelos experimentales animales, la novedad de un
ambiente a campo abierto es un incentivo para que estos lo exploren, de manera que,
es concebible que la deambulacion en dicho ambiente sirva como un estimulo mecanico
y ante una situacion nociva que origine la sensacion de dolor, conlleve a la
autoproteccion del animal, discapacidad locomotora y reduccion de la conducta

exploratoria, siendo susceptible de ser cuantificado objetivamente.

La actividad exploratoria ha sido empleada experimentalmente para evaluar la
nocicepcion ante una lesion tisular o nerviosa, observandose reduccion de la misma en
modelos de dolor en roedores: pancreatitis aguda (Houghton et al., 1997), dolor
inducido por lesion en médula espinal (Mills et al., 2001), artritis inducida por
monoiodoacetato (Nagase et al., 2012) y CFA (Matson et al., 2007), dolor post-
quirdrgico por laparotomia (Martin et al., 2004). En el presente estudio se evidencio
discapacidad motora en los animales inflamados a partir de 4 h posterior a la
guemadura, extendiéndose durante 24 h post-quemadura, evidenciado por disminucion
de 46,7% en la distancia total recorrida, respecto a los animales sin induccién
inflamatoria. Estos datos concuerdan con los estudios de Zhu et al. (2012), quienes
demostraron reduccion significativa de la actividad locomotora a partir de 2 h posterior
a la inflamacion, en un modelo de discapacidad inducido por inyeccion intraplantar de
carragenina en la pata de la rata, encontrando disminucion en la actividad horizontal,
vertical y distancia recorrida, acompafiado de hiperalgesia térmica. De igual forma,
coinciden con los estudios de Zhu et al. (2015), quienes demostraron reduccion de la
actividad exploratoria de ratas en un campo abierto, evidenciado por disminucién en la

distancia recorrida a las 6 h, posterior al estimulo nocivo inducido por inyeccion
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intraplantar de CFA; esto sugiere que la induccién inflamatoria por quemadura
empleada en el presente estudio, puede ser considerada un modelo alternativo para el

estudio de la nocicepcion.

Sobre la base de lo anterior y segun lo revisado en la literatura, el presente estudio
representa la primera evidencia de que la aplicacion previa del inhibidor de FXa
revierte parcialmente el efecto discapacitante de la quemadura en los animales
inflamados, incrementando el desplazamiento exploratorio, que se evidencid por una
mayor distancia recorrida. Con relacion a esto, se han realizado trabajos previos a partir
de los modelos de inyeccion intraplantar con CFA y carragenina, en los que la
administracion de antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) tales como: diclofenac,
ibuprofeno y celecoxib, mostraron revertir los efectos de CFA y carragenina sobre la
actividad exploratoria, incrementando la distancia recorrida, actividad horizontal y
vertical; mientras que la administracion de gabapentina y duloxetina, farmacos
cominmente empleados en el tratamiento de dolor neuropatico y depresion,
respectivamente, no mostraron ningun efecto sobre la pérdida de actividad locomotora
inducida por la inflamacién (Joshi et al., 2006; Zhu et al., 2012; Zhu et al., 2015). Sin
embargo, la concurrencia del dolor y la depresion en el contexto de inflamacidn sugiere
mecanismos neuroinmunes, puesto que, comparten sintomas asociados a la llamada
“conducta de enfermedad”; caracterizada principalmente por fiebre, aislamiento social,
anorexia, debilidad muscular y fatiga (Kroenke et al., 2009; McCusker y Kelley, 2013;
Walker et al., 2014).

En tal sentido, Bonsall et al. (2015), demostraron que la administracion
intraventricular y periférica de IL-1B disminuye de forma dosis dependiente, la
actividad locomotora en ratones, lo cual, no fue modificado por el pretratamiento con
el analgésico buprenorfina; sosteniendo la tesis de que la pérdida de actividad
locomotora inducida por IL-1B, no depende de la sensibilizacion al dolor, sino de

fatiga, caracterizada por letargia y falta de motivacion del animal para realizar la
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actividad fisica; sustentada en la voluntad del animal de marchar en la rueda. Por lo
expuesto, es posible que la disminucion del edema local, por efecto de enoxaparina
solo explique en parte la recuperacion parcial de la actividad motora, sugiriendo otros

mecanismos asociados a componentes afectivos y depresivos.

Por el contrario, Cobos et al. (2012), refieren que en ratones, la conducta
locomotora de no marchar en la rueda, esta asociada al dolor mas que a la inflamacion
per se, puesto que un analgésico no antiinflamatorio como morfina, restaura la voluntad
de marchar, atenuada por la administracion de CFA. Asimismo, la inyeccion
intraplantar de CFA, disminuy6 la voluntad de realizar actividad locomotora en
ratones; esta conducta sugiere que la supresion voluntaria de la marcha en la rueda es
una medida del dolor evocado a partir de la extremidad afectada, mas que el
procesamiento supraespinal del dolor, el cual es independiente del sitio de inflamacion
(Grace et al.,, 2014), tal y como se demostrd6 mediante un modelo animal de
hepatectomia parcial, donde no se encontr6 diferencias en la actividad locomotora al

comparar los animales inflamados y el grupo control (Tubbs et al., 2011).

Considerando lo antes planteado, los resultados del presente estudio demuestran
que el modelo inflamatorio de quemadura con agua caliente es efectivo para la
evaluacion de nuevos farmacos antiinflamatorios y/o antinociceptivos; y que el
blogueo de FXa por una heparina de bajo peso molecular como la enoxaparina atenta
en parte, los cambios hemostaticos, inflamatorios y nociceptivos inducidos a partir del
modelo inflamatorio. De ahi que, los inhibidores de FXa pueden ser empleados como
coadyuvantes en el tratamiento de procesos inflamatorios agudos asociados a

alteraciones trombaticas.
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6. CONCLUSIONES

- ElI modelo experimental inflamatorio de quemadura con agua caliente induce
respuesta inflamatoria tanto local, evidenciada por la aparicion del edema; como
también sistémica, al originar cambios en los niveles de leucocitos, nitritos en suero y
ADM ipsilateral; ademas de activar la respuesta de fase aguda, evidenciada por

cambios en la concentracion de proteina C reactiva y fibrindgeno.

- El contaje plaquetario no es afectado por la induccion inflamatoria mediante el
modelo de quemadura con agua caliente. No obstante, se activa el mecanismo de la
coagulacién, con consiguiente generacion de trombina, evidenciado por elevacion de

los niveles de complejo TAT.

- El modelo de quemadura con agua caliente es eficaz para evaluar los mecanismos
nocieptivos, puesto que origino variacion en la actividad de FRAP en ADM ipsilateral

a la guemadura y redujo la actividad motora y umbral nociceptivo térmico.

- La enoxaparina mostrd efecto antiinflamatorio local, antiedematogénico, con
respuesta dosis-dependiente y efecto antiinflamatorio sistémico, disminuyendo el
recuento leucocitario, niveles plasméticos de PCR vy fibrindgeno, y nitritos en ADM

ipsilateral.
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- La enoxaparina tiene efecto antihemostatico, no solo por reduccién de la
fibrinogenemia sino también de la generacion de trombina, evidenciada por

disminucion de complejo TAT.

- El inhibidor de FXa previene la hiperalgesia termica, demostrado por disminucion en
la actividad de FRAP en ADM ipsilateral a la quemadura y la restauracion de la

actividad motora y umbral nociceptivo térmico.
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7. RECOMENDACIONES

- Evaluar el efecto del inhibidor de FXa mediante un estudio similar pero administrarlo

posterior a la quemadura.

- Comparar el efecto de enoxaparina e inhibidores de trombina a partir del mismo
modelo inflamatorio, para determinar el aporte real individual del inhibidor de FXa

sobre los parametros estudiados.

- Evaluar el efecto de enoxaparina, empleando agonistas e inhibidores de PAR-1 y
PAR-2 en tejido de la pata, 6rganos y ADM, con el fin de dilucidar si ambos receptores
intervienen como mediadores en los mecanismos inflamatorios y nociceptivos a partir

del modelo inflamatorio ensayado.

- Aplicar el modelo de quemadura con agua caliente para evaluar el efecto de
inhibidores orales de FXa, otras HBMP y HUBPM sobre los pardmetros estudiados

- Realizar ensayos de adhesion y agregacion plaquetaria en el mismo modelo
inflamatorio y de obtener una respuesta positiva, evaluar el efecto de enoxaparina sobre

ambas funciones.

- Realizar ensayos inmunohistoquimicos para determinar IL-18 y TNFa en tejidos
(higado, rifion) y evaluar el dafio a 6rganos, producto de la inflamacion sistémica

inducida por la quemadura.
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