Efecto del aceite de pescado sobre la respuesta a dolor en ratas macho
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Resumen

El dolor es mma sensacion desagradable, los
farmacos se utilizan como terapia pero es
frecuente la farmaco-resistencia. El consumo de
grasas polinsaturadas omega-3 (3-3) como el
acido docosahexanoico (DHA) v el eicosapen-
tanoico (EPA) se ha asociado a efectos benéfi-
cos, poco se comoce respecto al efecto del
consumoe  de  aceite de pescado (con alto
contenide de DHA v EPA) durante la etapa fetal
sobre la respuesta a dolor en la vida extrauteri-
na. El objetive del estudio fue evaluar en um
grupo suplementado con aceite pescado duran-
te la etapa fietal (a través de la madre) la respues-
ta a un estimulo doloroso en la vida adulta. Los
resultados se compararon con ofro grupo suple-
mentado con aceite de palma y un grupo
control. El grupo que recibio aceite de pescado
registro  menor nimero de respuestas que los
otros dos grupos (p=0.05). Conclusion.- El
consumo de aceite de pescade modifica la
respuesta a dolor.

Palabras clave: omega-3, dolor, grasas, aceite
de pescado, roedores, gestacion.

Ohverview

Pain is an unpleasant sensation, medicine 13
used as therapy but drog resistance is frequent.
The consumption of omega-3 polyunsaturated
fats (G2-3) and docosahexaenoic (DHA) and
eicosapentaenoic (EPA) acid has been associa-
ted with beneficial effects, hittle 15 known about
the effect of the consumption of fish cil (high n
DHA and EPA) during fetal life on the response
to pain in postnatal life. The aim of the study
was to evaluate in a group supplemented with
fish oil during the fetal stage (through the
mother) the response to a painful stimulus m
adult life. The results were compared with
another group supplemented with palm oil and a
control group. The group receiving fish oil
recorded fewer respomses than the other two
groups (p <0.05). Conclusion.- The consump-
tion of fish oil modifies the response to pain.

Key words: omega-3, pain, fat, fish oil,
rodents, gestation.
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Introduccion

En los mamiferos, los requerimientos de -3
son vitales, especialmente durante el desarrolle
del feto y durante los primeros meses de vida
{(Valenzuela A y Nieto MS, 2001). Diversos
estudios en las dreas de mmmmologia (Calder
PC, 2001), neuroquimica (Chalon 5 et al,
2001), histologia (Laurtzen I et al, 2000),
neurcfisiologia (Miao Y y Li X, 1999) y de Ia
conducta (Valenzuela A et al., 2004) entre otros,
han mostrade que el consume de -3 se asocia
aun efecto bensfico en organoes y finciones, sin
embarge, es poco lo gque se conoce respecto al
efecto de los G0-3 sobre los mecanismes de
dolor -una experiencia sensorial y emocional
ne placentera asociada a un dafio potencial en
las tefidos- (Menksey H y Bogduk N, 1964). Se
ha propuesto que los c0-3 pueden tener propie-
dades analgésicas, diversos estudios han
mostrade que el incremento en el consumo de
acidos grasos 0-3 se asocio a reduccién de
dolor en Artritis Reumatoide (Lau C5, 2006),
Dismencrrea (Harel Z ef al, 1996) v adoloren
patologias de la columna vertebral (Maroon JC
v Bost TW, 2006). En modelos amimales se ha
observado elevacion del umbral ante un estimn-
lo térmico doloroso (Yehuda 5 y Carasso RL
1993), aungue los mecanismos que subyacen a
estos hallazgos sin no se conocen completa-
mente, los efectos se han atribuide por un lado,
a la propiedad que tienen los (-3 para reducir
la produccion de mediadores antinflamatorios
asociados a dolor, especialmente por el blogqueo
de la lipooxigenasa v ciclooxigenasa (Bazan
NG, 2005; Calder PC, 2001).

Por otro lado, también se ha propuesto que los
03 pueden dismimur el dolor moedulando las
propiedades de las membranas neuronales, se
cree gque la composicion neurcnal en términos
de ¢o-3 pudiera dar cuenta de la respuesta ante
mn estimule doloroso (Shapiro H, 2003, sin
embargo se conoce poco de la accion terapéuti-
ca de moléculas como DHA v EPA.  debido
entre otros factores a gue su aplicacion en
forma pura reguiere de un manejo cuidadoszo,

¥a que estas moléculas suffen un proceso de
oxidacion en forma inmediata ¥ su costo es mas
elevado en comparacion con moléculas de co-3
contenidas en productos naturales como el
aceite de pescado (AP), un nutnimento natural
cuyo consume se ha asociado a una baja
incidencia de enfermedades cardiacas, inmm-
noldgicas e mflamatorias en la poblacidn esqui-
mal (Bang HO et al, 1971), asimismo poco se
conoce en relacion al efecto del AP, sobre la
percepcion de dolor, particularmente del efecto
de la suplementacion crémica durante el
embarazo ¥ su Iepercusion posterior ante un
estinmlo doloreso en la vida extrauterina.

El objetivo del presente estudio fue determinar
el efecto de la suplementacion de aceite de
pescado adnnmistrado ‘micamente durante la
etapa fetal (a través de la madre) a ratas que
posteriormente en la vida adulta se les expuso a
un estinmlo doloroso.

Material v Métodos

Enfoque experimental, prospective v facto-
rial.- Se utilizaron tres grupos de ratas (p=10
c/grupe), el grupo control, el grupoe con aceite
de palma y el grupo con aceite de pescado. En
el estudio la variable independiente fue el trata-
miento, la variable dependiente fiue la respuesta
al estimulo doloroso bajo Ia prueba de la forma-
lina, los resultados se evaluaron mediante wn
anilisis de varianza de un factor y se considero
umna P=0.03.

Obtencion de los sujetos experimentales.-
Inicialmente se formaron 3 grupos de madres
progenitoras de los sujetos experimentales. El
grupo PFESCADO constitmido por § hembras,
fueron alimentadas ad libitum con una dieta
comercial (HarlanTekland Co., USA), v adicio-
nalmente se les admunisiré diamamente un
suplemento de aceite de pescado (Lab. Diet-
LabsBU54 ) a una dosis de 300 mg/'kg de peso.
El grupo PALMA constituide por 6 hembras,
que fuercn alimentadas ad libitum con una dieta
comercial (HarlanTekland Co., USA), v adi-
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cionalmente se les administrd diaramente
aceite de palma (SpectrumChem. MFG Corp, 8
USA ) a una dosis de 300 mg'kg de peso. El
grupo CONTROL constituido por 6 hembras,
que fueron alimentadas ad hibitum con una dieta
comercial (HarlanTekland Co, USA), v adicio-
nalmente s les administrd dianamente 300 pl
de agna bidestilada, las hembras de los tres
grupos recibieron sus respectivos tratamientos
por via intragastrica a partir de los 43 dias de
edad, durante el apareamiento, gestacidm, ¥
hasta el fin de la lactancia.

Cuando las hembras de los tres grupos alcanza-
ron los 135 dias de edad, se colocarom en
apareamiento, al final del periodo de gestacion,
en el primer dia de nacinuento de las crias, cada
camada se ajustd a un mimero de 10 sujetos
conservande el mayor mimero de machos
posible. Las crias mache sobrantes de las
distintas camadas de cada wmo de los grupos
fueron sacrificadas para la deferminacion de
lipidos en el cerebro. Al destete las ratas expen-
mentales se colocaron en mimere de dos
dentro  de cada jaula (24X46320 cm) hasta
cumplir los 115 dias de edad cuando fuerom
expuestas a la prueba de la formalina.

Prueba de la formalina.- Un dia previo al
experimento, cada uno de los sujetos fuerom
trasladados hacia un cuarto con temperatura
ambiente de 20°C, v previe registro del peso
corporal, cada sujeto fue colocade en uma
camara cilindrica de acrilico transparente
(20330X30cm) durante 30 min, con objeto de
que se habituara, al término del periode se
regreso a su jaula, al dia signiente (dia de
prueba) se procedic a colocar a cada sujeto
dentro de la camara durante 30 min, luego, el
sujeto fue sacado de la camara v se le aplico
(mediante 1ma jeringa de lec/ml(25G=x16mm}))
en la parte dorsal del miembro posterior dere-
cho 0.05 ml de una sclucion de formalinag al
0.05%, e inmediatamente el sujeto se introdmo
nuevamente a la camara v se procedio a regis-
trar durante periodos de 5 mm el mimero de
respuestas de sacudida (B.5) del miembro afec-

tado, la secuencia se repitid  hasta completar 60
min gue durd la proeba. Las respuestas en cada
sesion fueron registradas, wideograbadas y
posteriormente cuantificadas por un observador
neutral que no conocia los tratamientos admi-
mistrades. Al final de la evaluacion se mdujo el
proceso de eutanasia por decapitacion en cada
uno de los sujetos, con el objeto de posterior-
mente determinar la composicion de lipidos en
sangre y cerebro.

Perfil de lipidos.- Inmediatamente después del
nacimiento, las crias macho excedentes de cada
grupo, se decapitaron para exiraer el cerebro, el
cual se depositd en hielo y posterionmente se
realizé con €] un homogenado que se deposité
en fubos Falcon para posteniormente centrifugar
la nmestra a 2000 rpm, el sobrenadante obteni-
do se almacend a -20°C para la posterior deter-
minacion del perfil lipidico. La extraccion de
los lipidos del homogenado se realizé por
cromatografia de gases (Carbajal K et al., 20035)
mediante im cromatografo Carlo Erba modelo
2300.

El cuidado de los animales asi como todos los
procedimientos en los que participaron, fueron
sometidos a la aprobacion por el Comité Local
de Efica del Area de Ciencias de la Salud de la
Universidad Autonoma de ZFacatecas, insti-
tucion que signe los lineamientos descritos en la
Nomma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
v la Guia para el Cuidade y Uso de Animales de
Laboratorio (Institate of Laboratory Animal
Fesources, Comizsionon LifeScience, MNational
Fesearch Council, 1996) de loz Estados Unidos
de Norteamerica.

Para el analisis de los datos utilizd el programa
IBM SPSS Statistics 22.0 mediante el cual se
realizo un analisis de varianza de un factor, v en
el caso de diferencias significativas se realiza-
ron pruebas a posterioni mediante la prueba de
Tukey (3%), se considero un intervalo de confi-
anza de P=003.
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Resunltados

No se encontraron diferencias sigmificativas en
cuanto al peso corporal ¥ consumo de alimen-
to. La aplicacion del estimmlo deloroso (solu-
cion de formalina al 0.5%c) sobre la parte dorsal
de la mano, incrementd durante los primeros 3
min de la prueba la respuesta de sacudida (BS)
del miembro afectado en todos los animales, el
anahisis mostro que el gmpo PESCADO regis-
tro significativamente 1n menor mimero de
respuestas al compararse con los grupos
PATMA y CONTROL (F(227F=338, p=
0.03)), posteriormente en todos los grupos se
Tegistrd un marcado decremento de respuestas
{min 5-10) que se continud en forma paulatina
hasta el mimrto 13, a parfir de este periodo,
nuevamente se regisité un incremento de

tres grupos (ver figura 2).
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El analisis de lipides en homogenado de cere-
bro de las crias al nacimiento (gue no participa-
ron en la prueba) mostro diferencias sigmificati-
vas entre los grupos (F(2,12)=3.11, p=0.03) el
grupo pescado registrd promedios més altos en
la proporcion de los acidos grasos polinsatura-
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respuestas v los valores mas altos se alcanzaron dos particularmente DHA w EPA | (ver figura 3).
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sumimmisito de aceite de pescado dado come

Al analizar los resnltados en las dos fases complemento alimenticio a ratas gestantes,

observadas durante la Prueba de la Formalina v
tomando en cuenta el drea bajo la curva, se
encontrd que en la 1* fase el grupo Pescado
mostrd un menor nimero de respuestas en com-
paracion con los grupos Control y Palma
(F(2.27=5.39,p=0.05), por lo que respecta a la
2* fase no se encontraron diferencias entre los

meodificaba la respuesta a un estimmlo deloroso
en sus descendientes, cuando éstos alcanzaban
la edad adulta. Los resultades muestran que el
tratamiento con aceite de pescado, se asocid a
m menor mimero de respuestas ante el estimu-
lo doloroso en la fase temprana, pero no en la
tardia de la prueba de la formalina.
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En el presente estudio se observa que los sujetos
del grupo pescado registraron un menor nimero
de respuestas pero umcamente durante la fase
imicial de la Prueba de la Formalina Esto
pudiera deberse a que los distintos tratamientos
se admimistraron solamente durante la etapa de
gestacion, en tal periedo se llevan a cabo cam-
bios importantes en estructuras nerviosas,
particularmente en las terminaciones periféricas
(Valenzuela et al., 2004), podrian haberse dado
cambios especialmente en los sujetos del grupo
que rectbi¢ aceite de pescado, por lo que la
sensibilidad de los nociceptores probablemente
era diferente a la de los otros grupos, es decir, el
aporte de DHA y EPA pudo propiciar una
configuracicn en los nociceptores del grupo
que recibio aceite de pescado, configuracion
distinta a la de los sujetos de los otros grupos.
Se ha reportade que la presencia de los acidos
grasos polinsaturados come el DHA y EPA es
crucial y determinante para el desammollo onto-
genico del sistema nervioso durante la etapa
fetal v que se requieren para la conformacion de
receptores implicados en delor (Hasegawa JH
et. al, 1987).

Azimismo, en el presente estudio, los sujetos
compaiieros de camada del grupe que recibio
aceite de pescado, mostraron al nacimiento
mayores concentraciones de DHA y EPA en
comparacion con los sujetos de los grupos
PATMA y CONTROL, de tal manera que, la
presencia de estas moléculas en mayor propor-
cion, pudieron mfluenciar el desamollo v la
conformacion de sus nociceptores a mvel
periférico, modificando la sensibilidad hacia um
estimulo doloroso, situacién gque también pudo
darse en los sujetos experimentales, que eran de
la misma camada, que llegaron a la vida adulta
¥ que participaron en la prueba. Se ha reporta-
do que los receptores de tipo p que procesan
también dolor, requieren de lipidos en su
configuracion i DHA v EPA
(Hasegawa JH et al, 1987). Por otro lado, estas
moléculas pueden modular los canales idmicos
por cambios en la fldez de membrana y en su
elasticidad (Stillwell W et al., 2005). Reciente-

mente s¢ ha mostrado que los W-3 mterachian
de manera estructural con el receptor TPEV1
(Transient Potential Vamilloid subtype 1),
TPEV1 es un canal ignico presente en la mem-
brana de las neuronas nociceptivas penifénicos,
cuya activacion esta ligada al procesamiento de
dolor (Matta et al, 2007).

En el presente estudio durante la 1* fase de la
Prueba de la Formalina pudo darse un bloqueo
de los receptores TPEV] en las ratas del grupo
Pescade v esto se manifestd en un menor
nimere de respuestas, sin embargo, en la 27
fase (15-60min) gue mwvolucra un proceso
inflamatorio, no se presentaron diferencias
entre log grupos. Una posible explicacion es
que en el grupo pescado v en la edad adulta, ya
no existian en circulacion suficientes moléculas
para contramestar ademss del dolor, también el
dafie provecado por la inflamacion, alteracién
que no se observo inicialmente en los primeros
5 min de la prueba. Alrespecto es probable que
el efecto de la suplementacion del aceite de
pescado en la primera fase de la prusba se de-
biera al blogquee de receptores TPEVI y al
bloqueo temporal de canales de sodio (invelu-
crados en la despolanzacicn de la célula ner-
viosa) e mactivacion de fibras nociceptivas de
tipe C que median dolor lento.

Por otro lado se observe que los sujetos hijos
de madres suplementadas con aceite de palma
mostraron significativamente mayor nimeroe de
respuestas ante el estinmlo doloroso en com-
paracicn con los sujetos hijos de madres suple-
mentadas con aceite de pescado ¥ con vehiculo,
tal resultado inesperado pudiera tener relacion
con el efecto de la suplementacicn de un tipo
de aceite cuyo contenido es abundante en
grasas saturadas v que tal composicion infhoye
sobre el desamrollo del cerebro, particularmente
de las fibras nociceptivas en las ratas del grupo
PATMA, en este sentido se ha reportado que la
constitucién bioguimica del aceite de palma
tiene efectos adversos sobre la transmisiém
nerviosa, al respecto, se ha observado un incre-
mento significativo de la  hiperexcitabilidad
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neurcnal asociada a suplementacion de aceite
de palma (Flores-Mancilla, et al., 2014) lo cual
estaria invelucrando principalmente los noci-
ceptores tipo C v no tipo A (Matson et al,
20015). Por lo tanto, es posible que en el
presente estudio un alto consumo de grasas
saturadas por €l grupo PALMA pudiera haber
mducide mayor sensibilidad a dolor en tejidos
tegumentarios, es necesano estdios adiciona-
les para determunar las causas que subyacen a
mayor percepeion de dolor bajo el consumo
prolongado de grasas saturadas.

Para fundamentar lo anterior, se llevara a cabo
la determinacion del perfil de lipidos de los
sujetos gue participaron en la Prueba de la
Formalina cuando estos alcanzaron la edad de
115 dias, y cuyas muestras de sangre y cerebro
estdn en proceso. Sin embargo, también es
mdispensable realizar ofra investigacion para
deternuinar si la suplementacion comtinna de
aceite de pescado desde la etapa fetal, el
nacimiente ¥ hasta la wvida adulta, influye
también sobre la inflamacion.

En conclusion los resultados de este estodio
sugieren que la administracicn de aceite de
pescado dado como complemento de la dieta a
ratas madres durante la etapa de gestacin
puede asociarse en sus crias a una modificacion
de la respuesta amte un estimule doloroso
cuando éstas alcancen la edad adulta.
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