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Resumen

El dolor es la percepcion sensorial asociada a un dafo o posible dafo tisular,
mientras que a los mecanismos moleculares, celulares y sistémicos que se activan
ante los estimulos nocivos se le conoce como nocicepcion. Las respuestas
nociceptivas pueden impactar en la calidad de vida de los pacientes, ya que pueden
volverse patoldgicas, cronicas y debilitantes, es por ello que el desarrollo de nuevos
farmacos analgésicos se basa en entenderlas, modificarlas y/o bloquearlas. En la
actualidad, existen diversos farmacos analgésicos, sin embargo, muchos de estos
compuestos, por ejemplo, los opioides tienen efectos secundarios como un alto
grado de farmacodependencia, lo cual limita su uso. Debido a estos problemas, la
busqueda de alternativas para el manejo del dolor es indispensable. La combinacion
de farmacos se utiliza con frecuencia de forma terapéutica para conseguir un efecto
mejorado sin utilizar una cantidad excesiva de ninguno de los agentes individuales
y asi reducir los efectos adversos. El presente estudio fue disefiado para evaluar la
posible interaccion antinociceptiva entre Metformina y Carbamazepina en la prueba
de la formalina. Se utilizaron ratas Wistar hembras (230-340g) a las cuales se les
administré 50 uL de formalina al 1% en la superficie dorsal de la pata trasera
derecha para inducir dolor caracterizado por la sacudida de la pata. El efecto
antinociceptivo se determiné mediante la administracién de Metformina (30, 100,
300 y 1000 mg/Kg), Carbamazepina (10, 30, 100 y 300mg/Kg) y su combinacion por
via oral o Metformina (50, 100, 200 y 400 pg/pata), Carbamazepina (25, 50, 100 y
200 pg/pata) y su combinacién por via periférico local. Se utilizaron analisis
isobolograficos para definir la interaccion entre los farmacos y sus combinaciones,
las cuales produjeron un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis cuando se
administraron por ambas vias. Basados en la DEso de Metformina (130.007 +
25.4792 ug/pata) y Carbamazepina (74.0180 £ 19.4401 ug/pata) por via periférico
local o basados en la DEso de Metformina (908.63 + 280.87 mg/Kg) y
Carmabazepina (198.9386 + 56.0154 mg/Kg) via oral. La combinacién de estos
farmacos redujo significativamente el numero de sacudidas de la pata en la segunda
fase de la prueba. La DE3o tedrica (DE30T) de la combinacioén via periférico local fue

de 102.012 + 16.0243 ug/pata, mientras que el valor de la DE3o experimental
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(DEsoE) fue 21.727 + 1.1057 ug/pata significativamente menor y un indice de
interaccion de 0.213 £ 0.0352 que indica un efecto sinérgico en la combinacion.
Para la via oral la DEsoT de la combinacion fue de 553.789 + 143.2047 mg/kg, v el
valor de la DEso experimental (DEsoE) de 460.578 + 50.5715 mg/kg y un indice de
interaccion de 0.832 = 0.2337. Los resultados muestran que la administracion oral
y periférico local de la combinacién interactuan sinérgicamente para reducir el dolor
inflamatorio en la prueba de la formalina, lo que sugiere que dicha combinacion

podria ser util en el tratamiento del dolor inflamatorio.

Las combinaciones produjeron efectos antinociceptivos sin deterioro motor en la
prueba de varilla rotatoria, lo que indica interacciones sinérgicas con un buen perfil

de efectos secundarios.

Palabras clave: Dolor, Carbamazepina, Metformina, indice de interaccién,

Antinocicepcion.
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1. ANTECEDENTES

La experiencia del dolor es fundamental y ha sido parte del desarrollo cultural de
todas las sociedades. Desde tiempos primitivos, se le ha buscado explicacion al
dolor; inicialmente se le atribuyé un origen divino con influencias magicas,
demoniacas, teoldgicas y filoséficas (Camargo & Villamizar, 2004). Para Hipocrates,
Platén, Demdcrito y Aristoteles (400-300 a. C.), el dolor era una sensacion que
estaba asentada en el corazon (Granados-Soto, 2020), esta antigua suposicion fue
abandonada gracias a la teoria del fildsofo francés del siglo XVII René Descartes,
quien describio el dolor como el resultado de la activacién de un canal definido que
va desde la piel hasta el cerebro (Kuner, 2010), de esta manera el cerebro tomo el
lugar del corazon. La teoria de Descartes abrio la puerta para que la neurociencia

explicara los mecanismos de dolor (Andreas & Nilesh, 2010).

Ahora se sabe que el dolor tiene un componente fisiolégico y uno emocional. El
componente fisiolégico comprende la deteccidn de un estimulo doloroso, asi como
su conduccion a la médula espinal y posteriormente al cerebro. EI componente
emocional hace que el dolor sea una sensacion desagradable que genera angustia
y motiva al paciente a ir al médico (Granados-Soto, 2020). Por ello, el dolor tiene
una funcion vital al ser un mecanismo de defensa, es decir, una sefial de alarma
para proteger al organismo y aumentar la supervivencia del individuo (Romera &
Rodrigo, 2000).

Sin embargo, cuando el dolor supera su utilidad como sistema de advertencia se
vuelve cronico y debilitante (Julius & Basbaum, 2001), hasta adquirir un caracter de
enfermedad en estados patolégicos como inflamacion, neuropatia, cancer,
infecciones virales, quimioterapia y diabetes (Kuner, 2010), donde causa un impacto
en la calidad de vida con consecuencias fisicas, psicologicas y sociales (Diéguez &
Gonzalez, 2013). Puede conducir a una movilidad reducida y una consiguiente
pérdida de fuerza, comprometer el sistema inmune e interferir en la capacidad de
una persona para comer, concentrarse, dormir o interactuar con otros (Camargo &
Villamizar, 2014).
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La Organizaciéon mundial de la salud (OMS) encontré que las personas que viven
con dolor crénico son cuatro veces mas propensas a sufrir de depresion o ansiedad
(Lohman & Amon, 2010). No obstante, con frecuencia no se recibe el tratamiento
adecuado contra el dolor por razones culturales, religiosas, actitudes de la sociedad
y de los profesionales sanitarios, asi como por motivos politicos y econémicos
(Martinez-Caballero et al., 2015). Con base a lo anterior, la OMS determin6 que el
alivio del dolor es un derecho fundamental y que incurre en una falta de ética grave
aquel profesional de la salud que impida el acceso al alivio del mismo (Lohman &
Amon, 2010), y ha dictado los criterios indispensables para un buen control del
dolor, entre los que incluye la adecuada formacion de los profesionales de la salud
y la disponibilidad de farmacos para el tratamiento del dolor (Martinez-Caballero et
al., 2015).

Dependiendo de la intensidad, el dolor se puede manejar con diferentes analgésicos
convencionales (antiinflamatorios no esteroideos [AINEs] o analgésicos opioides),
asi como con el uso de combinaciones de medicamentos para el manejo del dolor
y la inflamacion. La ventaja potencial del uso de combinaciones es que los efectos
analgésicos se pueden maximizar, mientras que la incidencia de efectos
secundarios adversos podria ser minimizada (Raffa, 2001). En el presente trabajo
se abordaran aspectos de interés sobre el dolor, asi como alternativas

farmacoldgicas para cesar dicho padecimiento.

1.1 Dolor

La palabra dolor proviene del verbo en latin doleré que significa sufrimiento,
asociado a una enfermedad. El comité de taxonomia de la Asociacion Internacional
para el Estudio del Dolor (IASP), lo definié en 1986 como una experiencia sensorial
y emocional desagradable asociada a un dafio tisular real o potencial, o que puede

ser descrito en términos de la magnitud del dafio (Brook, 2005).

El dolor es considerado un enorme problema de salud global, ya que a nivel mundial,
se estima que 1 de cada 5 adultos sufren de dolor y que 1 de cada 10 adultos son
diagnosticados con dolor cronico cada afio (Goldberg & Summer, 2011). Los
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indicadores de incidencia y prevalencia muestran que es un problema de salud
publica, pues mas del 60% de la poblacién ha sentido dolor al menos un dia durante
su vida (Camargo & Villamizar, 2014). En nuestro pais, carecemos de informacién
documental que caracterice la prevalencia de este fenémeno. Sin embargo, cifras
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) acerca de los 20 principales motivos
de consulta, durante el periodo de 1991 a 2002, sugieren que por lo menos el 5%
de los individuos que acudieron a los centros de medicina familiar presentaron una
enfermedad dolorosa crénica claramente documentada (Covarrubias & Cérdova,
2010).

1.2 Clasificacion del dolor

El dolor es una sensacién subjetiva y de percepcion muy variada, que puede
clasificarse de acuerdo con la intensidad (leve, moderada o severa), la calidad
(punzante o quemante), la duracién (agudo o crénico) y su referencia (superficial o
profunda, localizada o difusa) (Woolf, 2004). Desde el punto de vista de su
mecanismo neurofisiolégico, el dolor ha sido clasificado en las siguientes
categorias: dolor nociceptivo, inflamatorio y patolégico (neuropatico y disfuncional)
(Woolf, 2010).

1.2.1 Dolor nociceptivo

Primero esta el dolor que es un sistema de proteccion fisiolégica de alerta temprana,
esencial para detectar y minimizar el contacto con estimulos dafinos o nocivos.
Debido a que este dolor esta relacionado con la deteccion de estimulos nocivos, se
denomina dolor nociceptivo a un dolor de umbral alto que s6lo se activa en
presencia de estimulos intensos, este es el dolor que sentimos al tocar algo
demasiado caliente, frio o puntiagudo. (Woolf, 2010). El dolor nociceptivo se origina
por la estimulacion de nociceptores periféricos, que traducen esta sefial en impulsos
electroquimicos que se transmiten al sistema nervioso central (Fig. 1) (Pedrajas &
Molino, 2008).
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El dolor nociceptivo debe controlarse sdlo en situaciones clinicas especificas, como
durante una cirugia o procedimientos medicos que danan el tejido y después de un
trauma. Es importante que este sistema no se deshabilite cronicamente, porque la
pérdida de su funcién protectora conduce inevitablemente a dafios (Woolf, 2004),
como en los trastornos hereditarios asociados con la insensibilidad congénita o
indiferencia al dolor debido a las deleciones en el marco de SC9A, el gen que
codifica el canal de sodio Nav 1.7 dependiente de voltaje, las mutaciones de la
funcién en el receptor de tropomiosina cinasa A (TrkA) y en el factor de crecimiento
nervioso (Woolf, 2010), que conduce a lesiones repetidas y automutilacion
inadvertida, lo que ilustra la funcion altamente adaptativa del dolor nociceptivo.
(Costigan & Woolf, 2009)

Dolor nociceptivo
Sin lesion en el sistema nervioso o inflamacion

Dolordependiente de estimulos
Produccion por estimulos de alta intensidad Talamo—

Dolor

Tallo cerebral —

® ‘ A A Tiempo ) GRD—
(Quraci

on de

7 ~—Medula espinal
la respuesta) Nociceptor- l\
- \“-\-\__
Adaptativo —
Protege sefialando dafo tisular potencial o .
Estimulo Fisiolégico: Estimulos clinicamente
@ A A Mecanico (pinchazo), relevantes:
térmico (calor o frio), F uerza mecanicas
si dafio quimico anormales (osteoartritis),
> Estimulos  Estimulos lesién de 6rgano (angina,
estimulo normales no dolorosos isquemia)
dolorosos q

Fig. 1. Dolor nociceptivo (modificado de Costigan & Woolf, 2009).

1.2.2 Dolor inflamatorio

El segundo tipo de dolor también se considera adaptativo y protector, al aumentar
la sensibilidad sensorial después del dafio tisular y al liberar mediadores quimicos

que crean una 'sopa inflamatoria' (incluyendo mastocitos, basofilos, plaquetas,
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macrofagos, neutréfilos, células endoteliales, queratinocitos y fibroblastos) y por
consecuencia producir edematizacion para promover la curacion de la parte del
cuerpo lesionada al crear una situacion que desalienta el contacto fisico y el
movimiento (Fig. 2) (Basbaum & Julius, 2009). El sistema nervioso sensorial
experimenta un cambio profundo en su capacidad de respuesta; los estimulos
normalmente inocuos ahora producen dolor y las respuestas a los estimulos nocivos

son exageradas y prolongadas (Costigan & Woolf, 2009).

Es importante ser capaces de manejar activamente el dolor inflamatorio después de
la cirugia o trauma, asi como en pacientes con enfermedades inflamatorias, como
la artritis reumatoide, sin eliminar o mitigar severamente el sistema de advertencia
de dolor nociceptivo o perjudicar el proceso de curacion al permitir un exceso de
inflamacion o dafio del tejido (Woolf, 2004).

Dolor inflamatorio _
Inflamacion activa \ (= ey

Dolor espontaneo dependiente de estimulos
Amplificacién sensorial
Produccién por estimulos de baja y alta intensidad

[}

Dolor

J

é ; AT A Ticmpo i /./‘.]/\) Amplificacion oentral
uracion f

|-\t respuesta)
Adaptativo y reversible

Protege produciendo dolor e hipersensibilidad N (J Mastocitos
durante la curacion Amplificacion penfena o g Macréfagos
Estimulos clinicamente relevantes: y °.

o0 - O Neutréfilos

Trauma en el tejido, cirugia, inflamacion granulocitos

de articulaciones como artritis reumatoide

Fig. 2. Dolor inflamatorio (modificado de Costigan & Woolf, 2009).

1.2.3 Dolor patolégico

Finalmente, esta el dolor que no es protector, sino inadaptativo, como resultado del
funcionamiento anormal del sistema nervioso. Este dolor patolégico, que no es un

sintoma de algun trastorno, sino mas bien un estado de enfermedad del sistema
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nervioso, puede ocurrir después del dafo al sistema nervioso (dolor neuropatico),
pero también en condiciones en las que no existe dicho dafio o inflamacion (dolor
disfuncional) (Woolf, 2010). El dolor neuropatico y el dolor disfuncional son
inadaptativos en el sentido de que el dolor no protege ni apoya la curacion y la

reparacion (Costigan & Woolf, 2009).

1.2.3.1 Dolor neuropatico

El dolor neuropatico se refiere al dolor causado por una lesion o enfermedad del
sistema somatosensorial (Fig. 3), representa una amplia categoria de sindromes de
dolor (Bouhassira, 2018) que implica patologias, ya sea en sus elementos
periféricos (dolor neuropatico periférico) o en el SNC (dolor neuropatico central)
(Loeser & Treede, 2008). El dolor neuropatico periférico es el resultado de lesiones
en el sistema nervioso periférico (SNP) causadas por traumatismos mecanicos,
enfermedades metabdlicas, neurotoxicidad quimica, infeccion, invasion de un tumor
e implica multiples cambios fisiopatolégicos tanto en el SNP como en el SNC. El
dolor neuropatico central es el resultado mas comun de una lesion de la médula

espinal, un derrame cerebral o una esclerosis multiple (Costigan & Woolf, 2009).

Dichos sindromes comprenden una combinacién compleja de sintomas negativos o
déficits sensoriales, como la pérdida parcial o completa de la sensacion, y sintomas
positivos que incluyen disestesia, parestesia y dolor (Woolf & Mannion, 1999). El
dolor neuropatico es a menudo descrito como una sensacion ardiente acompanado
de paroxismos de dolor, del tipo corriente eléctrica, asociado a cambios en la
sensibilidad en forma de alodinia (dolor debido a un estimulo de baja intensidad que
normalmente no provoca dolor) e hiperalgesia (una respuesta exagerada y

prolongada a un estimulo nocivo) (Romera & Rodrigo, 2000).

No existe un tratamiento para prevenir el desarrollo del dolor neuropatico, ni para
controlar de manera adecuada, predecible y especifica cuando esta establecido.
Ademas de la neuralgia del trigémino, que responde bien a carbamazepina, la

farmacoterapia para el dolor neuropatico ha sido decepcionante. Los pacientes con
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dolor neuropatico no responden a los antiinflamatorios no esteroideos y es comun

la resistencia o la insensibilidad a los opioides (Woolf & Mannion, 1999).

Dolor neuropatico .
Lesion o enfermedad del sistema nervioso Lesion o enfermedad

Respuesta neuroinmune marcada del SNC: Accidente
cerebrovascular, lesion de - 1 ¥y

la médula espinal,
esclerosis multiple | B

4

Dolor espontaneo dependiente de estimulos
Amplificacién sensorial
Produccion por estimulos de baja y alta

intensidad
S
°
o
. m | . -
® 4 s A Tiempo Interacciones
' (Duracion de neuroinmunes en la
la respuesta) periferia y SNC

Desadaptativo y cominmente persistente - ; '

; : AT : Amplificacion
Amplificacién anormal mantenida independiente ifori A
de la lesion o enfermedad POFara

Lesién o enfermedad del SNP:
Traumatismo nervioso, neuropatias toxicas
y metabdlicas, Herpes zoster, SIDA

Fig. 3. Dolor neuropatico (modificado de Costigan & Woolf, 2009).

1.2.3.2 Dolor disfuncional

El dolor disfuncional ocurre en situaciones en las que no hay un estimulo nocivo
identificable ni ningun tipo de inflamacion o dafio detectable en el sistema nervioso
(Fig. 4) (Costigan & Woolf, 2009). Las condiciones que provocan dolor disfuncional
incluyen fibromialgia, sindrome del intestino irritable, cefalea tensional, enfermedad

de la articulacion temporomandibular, cistitis intersticial (Woolf, 2010).

Los sindromes de dolor disfuncional comparten algunas caracteristicas del dolor
neuropatico: sumacion temporal con una acumulaciéon progresiva de dolor en
respuesta a estimulos repetidos, difusiones espaciales y umbrales reducidos
(Costigan & Woolf, 2009).
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Fig. 4. Dolor disfuncional (modificado de Costigan & Woolf, 2009).

1.3 Mecanismos del dolor

Para el tratamiento del sufrimiento relacionado con el dolor se requiere el
conocimiento de como las sefales de dolor se interpretan inicialmente y luego se
transmiten y perpetuan (Woolf & Ma, 2007). Se han identificado multiples
mecanismos que pueden producir dolor: incluyen nocicepcion, sensibilizacion

periférica y sensibilizacion central (Woolf, 2004)

1.3.1 Nocicepcién

El término "nocicepcion" (del latin nocere: dafio) se refiere a los mecanismos
fisioloégicos por los cuales las neuronas sensoriales primarias detectan estimulos
nocivos los cuales pueden ser térmicos, mecanicos, eléctricos y quimicos, pero de
intensidad suficiente para causar lesiones en el tejido y dolor (Machado & Haertel,
2006). Sherrington en 1906 acuid el nombre de nociceptor para los receptores
sensoriales que responden a estimulos nocivos, es decir, estimulos que amenazan
con producir o producen dafo real al organismo (Ariznavareta & Tamargo, 2005).

Este tipo de sensacién es tan importante que el 70% de las fibras aferentes que
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forman un nervio espinal son fibras amielinicas y la mayoria tienen en sus
terminaciones nociceptores (Aigé & Cruz, 2001). Dichos nociceptores se encuentran
ampliamente distribuidos en la superficie del cuerpo, tejidos profundos y visceras.

(Ariznavareta & Tamargo, 2005).

El nociceptor tiene cuatro principales componentes funcionales (Fig. 5), el terminal
periférico que transduce los estimulos externos e inicia potenciales accion, el axon
que conduce dichos potenciales de accion, el cuerpo celular que controla la
identidad e integridad de la neurona, y el terminal central que forma el elemento
presinaptico de la primera sinapsis en la via sensorial en el sistema nervioso central
(SNC) (Woolf & Ma, 2007). Los cuerpos celulares de los nociceptores se encuentran
en el ganglio de la raiz dorsal (DRG) para el cuerpo y en el ganglio del trigémino
para la cara, y tienen tanto una rama axonal periférica como central (Basbaum &
Julius, 2009),

Tejido diana Medula espinal
DRG

} Nervio periférico . ‘
Axén

Terminal periférico Cuerpo celular Terminal central

Fig. 5. Componentes funcionales del nociceptor (modificado de Woolf & Ma, 2007)

La caracteristica esencial de un nociceptor es su capacidad para diferenciar entre
estimulos inocuos y estimulos nocivos. Esto es debido al hecho de que los
nociceptores son capaces de codificar la intensidad de un estimulo dentro del rango
de intensidades nocivas, mientras que no responden o responden irregularmente a

estimulos de intensidad baja (Cervero & Laird, 1999)

1.3.1.1 Tipos de nociceptores

Todos los nociceptores son terminaciones nerviosas libres que responden a
multiples estimulos pero que se especializan y reciben diferentes nombres:
mecanoreceptores (sensibles a estimulos mecanicos), termoreceptores (capaces

de detectar el frio o calor) y receptores polimodales, entre los que destacamos los
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quimioreceptores (sensibles a sustancias corrosivas) (Fig. 6) (Aigé & Cruz, 2001),
dichos nociceptores tienen axones no mielinizados (fibora C) o muy mielinizados
(fibras Ad) (Woolf, 2004).

Fig. 6. Tipos de receptores (modificado de Scholz & Woolf, 2002)

La clasificacion de los nociceptores también esta basada en los tipos de fibra

nerviosa de sus terminales: fibras A y C (Kopf & Patel, 2010).

Las fibras A se subdividen en los tipos alfa, beta, gamma y delta. (Fig.7) De estos
subtipos, las fibras Ad son las que conducen los impulsos nociceptivos (Arbonés &
Montes, 2009). Las fibras AB detectan estimulos inocuos aplicados a la piel, los
musculos y las articulaciones y, por lo tanto, no contribuyen al dolor, de hecho, la
estimulacion de fibras grandes puede reducir el dolor, como ocurre cuando las

activas frotando la mano (Julius & Basbaum, 2001).
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1.3.1.1.1 Fibras Ad

Las fibras Ad son las terminaciones sensoriales de fibras mielinicas o mielinizadas,
su diametro es de 1-5 um, su velocidad de conduccién es rapida, de entre 4 a 30
m/s, conducen sefales de dolor de corta latencia que precisan de respuestas
rapidas (Romera & Rodrigo, 2000). Algunas de ellas responden a la estimulacion
quimica o térmica en forma proporcional con el grado de lesion tisular; sin embargo,
se activan principalmente por estimulacidn mecanica como pinchazos y pellizcos
aplicados a la piel, o a penetraciones de objetos punzantes, por lo que son llamados

mecanoreceptores de umbral alto (Arbonés & Montes, 2009).

1.3.1.1.2 Fibras C

Son las terminaciones nerviosas de fibras aferentes, estructuras no mielinizadas o
amielinicas, su diametro es de 0.3 a 1.5 ym, su velocidad de conduccién es lenta,
entre 0.4 a 2 m/s. (Romera & Rodrigo, 2000). Son simples terminaciones libres en
la piel y responden a estimulos nocivos mecanicos, térmicos o quimicos. También
se activan por sustancias liberadas por el dafo tisular, como: bradicinina, histamina,
acetilcolina e iones de potasio (Fig. 8). Por su capacidad de respuesta a una gran
variedad de estimulos nocivos se les ha denominado “nociceptores polimodales”
(Kopf & Patel, 2010). Se calcula que existen alrededor de 200 fibras tipo C por
centimetro cuadrado de piel (Arbonés & Montes, 2009), representando el 80% de

todos los nociceptores periféricos (Zegarra, 2007).
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Fig. 7. Fibras sensoriales (Fernandez, 2013)

Existen un grupo particular de nociceptores llamados nociceptores "silenciosos" o

"durmientes" que responden solo cuando estan sensibilizados por una lesion tisular

(Julius & Basbaum, 2001).

En resumen, los nociceptores son receptores complejos activados por diversas
sustancias enddgenas que originan potenciales receptores que son traducidos en
potenciales de accidn, conducidos por fibras nerviosas en direccién central hasta

contactar con las neuronas de segundo orden, cuyo soma se encuentra en el asta

dorsal de la médula espinal. (Romera & Rodrigo, 2000).

Liberado por dano tisular:
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Prostaglandinas
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Fig. 8. Productos quimicos liberados por al dafio de tejido que estimulan los nociceptores (Kopf & Patel, 2010)
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1.3.1.2 Fases de la nocicepcion

La nocicepcion es la percepcion de estimulos nocivos y comprende los procesos de

transduccion, transmision, modulacion y percepcion (Woolf, 2004).

1.3.1.21 Transduccion

La transduccidn es la conversion de un estimulo térmico, mecanico o quimico nocivo
en actividad eléctrica en las terminales periféricas de las fibras sensoriales de los
nociceptores (Woolf, 2004). Estos receptores sensoriales al detectar variaciones
energéticas en su entorno, las transforman en sefiales eléctricas, inteligibles para el

sistema nervioso central (Ariznavareta & Tamargo, 2005).

Los nociceptores utilizan diferentes mecanismos de transduccion de sefales para
detectar estimulos fisicos y quimicos (Julius & Basbaum, 2001), la activacion de
estos puede realizarse directamente, pero normalmente se realiza a través de
diversos mediadores que ejercen una accion excitatoria o inhibitoria de las
terminaciones nerviosas aferentes (Romera & Rodrigo, 2000). Estas neuronas
nociceptoras expresan transductores especializados, receptores de canales iénicos,
principalmente canales receptores de potencial transitorio (TRP), sintonizados para
responder a intensos estimulos térmicos, mecanicos y mediadores quimicos

exdégenos y endogenos (Costigan & Woolf, 2009).

La estructura primaria comun de los canales TRP (Transient Receptor Potential) o
receptor potencial transitorio se asemeja a la de los canales de K*. En general
constan de 6 subunidades transmembranales, estos canales poseen permeabilidad
no selectiva a cationes, principalmente al Ca*? (Herrera & Vargas, 2008). Existen
seis familias diferentes de canales TRP con alrededor de 28 miembros, todos los
cuales tienen una estructura similar a los poros no selectivos permeables a cationes:
la TRPC (Transient Receptor Potential Canonical), TRPV (Transient Receptor
Potential Vanilloid), TRPM (Transient Receptor Potential Melastatin), TRPA
(Transient Receptor Potential Ankyrin), TRPP (Transient Receptor Potential

Polycystin) y TRPML (Transient Receptor Potential Mucolipin), las cuales cumplen
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funciones variadas (Fig.9), porque se distribuyen en diferentes tejidos (Binshtok,
2011). En el funcionamiento de los canales TRP esta implicita la participacion de
segundos mensajeros que inducen la liberacion de Ca*2, dando como resultado final
la modificaciéon de la permeabilidad iénica y la génesis de impulsos nerviosos que
viajan al SNC (Romera & Rodrigo, 2000).

Subfamilia Miembros Funciones
TRPCI- Fotosensacion, olfato y
TRPC TRPC? feromonas
TRPV TRFV1- Termosensacién, audicidn,
TRPV6 nocicepcion, mecanosensacion
TRPMI- "
TRPM TRPMS Gusto, tennosensacion
TRPA TRPAIL Termosensacion, nocicepcion
TRPML1- . .
TRPML TRPML3 Trafico vesicular
TRPPZ,
TRFP TRPP3, Mecanosensacion
TRPPS

Fig. 9. Funciones sensoriales de los canales TRP (Herrera & Vargas, 2008)

En general, los canales TRP no son cationes selectivos o canales de sodio que
estan activados por voltaje, sino que se activan mediante la temperatura, ligandos
quimicos y fuerzas mecanicas. Una vez que se activan, los canales se abren y los
iones de sodio y calcio fluyen hacia el nociceptor en la terminal periférica,
produciendo una corriente interna que despolariza la membrana. Si la corriente de
despolarizacion es suficiente para activar los canales de sodio activados por voltaje,
también se abriran, despolarizando aun mas la membrana e iniciando una explosién
de potenciales de accién, cuya frecuencia y duracion reflejan la intensidad y la

duracion del estimulo nocivo (Woolf, 2004).

1.3.1.2.2 Transmision

El estimulo de la fibra nerviosa da inicio a la conduccion o llamada también
transmision, el segundo estadio del proceso de la sefial nociceptiva (Zegarra, 2007).
Es el paso del impulso nervioso desde la fibra o neurona periférica hasta la segunda

neurona que se encuentra en el asta dorsal (posterior) de la médula espinal, donde
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se liberan neurotransmisores, principalmente el glutamato (Armero & Gonzalez,
2004).

En la transduccion y transmision del impulso a la médula espinal, esta implicada la
activacion de las fibras Ad (mielinicas) y las fibras C (amielinicas) polimodales
(Romera & Rodrigo, 2000) por estimulos periféricos de alta intensidad, generando
corrientes sinapticas rapidas en las neuronas del cuerno dorsal que son mediadas
por los receptores a Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA)
/ kainato y potencializadas por los receptores a N-metil-D-aspatato (NMDA), que
duran decenas de milisegundos en codificar la informacion sobre el inicio, la
intensidad, la calidad, la ubicacion y la duracién del estimulo nocivo (Ji & Woolf,
2001).

De acuerdo con estos estudios anatdmicos, los analisis electrofisioldgicos
demuestran que las fibras nerviosas aferentes primarias se proyectan hacia el asta
dorsal de la columna vertebral, donde se distribuyen en diez capas o laminas
(laminas de Rexed), las laminas | a VI estan en el asta posterior, las laminas VIl a
IX en la anterior y la X rodea al canal central (Pedrajas & Molino, 2008).

Estimulos

no nocivos

de baja
intensidad ~

ey,
Estimulos
nocivos de —m—

alta
intensidad

Fig. 10. Proyecciones de las fibras nerviosas aferentes en la lamina de Rexed (modificado de D’Mello &
Dickenson, 2008)
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Los nociceptores Ad se proyectan a la lamina |, asi como a una capa mas profunda
del asta dorsal (lamina V). El umbral bajo, que conduce rapidamente a nociceptores
AB, que responden al toque ligero, proyectan a laminas profundas (lll, IV y V). Por
el contrario, los nociceptores C se proyectan mas superficialmente a las laminas | y
Il (Fig.10). Es decir que las neuronas de la médula espinal dentro de la lamina | son
generalmente sensibles a la estimulacion nociva (via fibras Ad y C), las neuronas
en las laminas Ill y IV son principalmente sensibles a la estimulacién inocua (via
AB), y las neuronas en la lamina V reciben entrada nociva a través de estimulos
directos de fibras Ad y AB e indirectos de fibra C (Basbaum & Julius, 2009).

Las fibras nerviosas del ganglio de la raiz dorsal entran en la médula espinal a través
de la raiz dorsal y envian ramas de 1 — 2 segmentos arriba y abajo de la médula
espinal (tracto dorsolateral de Lissauer) antes de entrar en la materia gris espinal,
donde hacen contactos con las neuronas (inervadas) en la lamina | de Rexed (zona
marginal) y en la lamina Il (substancia gelatinosa). Esto compone la via
espinotalamica para la transmision de la informacién sobre dolor (Kopf & Patel,
2010).

1.3.1.2.3 Modulacion

La modulacion del dolor proporciona la ventaja de la supervivencia aumentada en
todas las especies, mediante mecanismos enddgenos (Kopf & Patel, 2010) permite
que la sefal nociceptiva recibida en el asta dorsal de la médula espinal sea
selectivamente inhibida, de manera que la sefal a los centros superiores es
modificada (Zegarra, 2007). Se han descritos tres mecanismos enddgenos
importantes: inhibicion segmentaria, el sistema opioide endoégeno y el sistema

nervioso inhibitorio descendente (Kopf & Patel, 2010).

Inhibicién segmentaria: En 1965 Melzack y Wall postularon la teoria de “compuerta
de control del dolor”, que se basa en la activacion de las grandes fibras nerviosas
mielinizadas (fibras AB) (Kopf & Patel, 2010). La transmision del dolor en la médula
espinal es modulada por un mecanismo de compuerta en las astas dorsales. El

mecanismo de control esta influenciado por la actividad de las fibras aferentes. La
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actividad en las fibras AB tiende a inhibir la transmision (cierran la compuerta),
mientras que la actividad de las fibras nociceptivas Ad y C facilita la transmision
(abren la compuerta) (Pedrajas & Molino, 2008). Esto es una posible explicacion de
por qué el frotamiento de un area herida reduce la sensacion de dolor (Kopf & Patel,
2010).

El mecanismo de compuerta espinal esta influenciado por estimulos que
descienden de niveles superiores del sistema nervioso central, entre los que se

incluyen procesos de origen cognoscitivo (Pedrajas & Molino, 2008).

Sistema opioide enddgeno: Los receptores para los derivados del opio fueron
encontrados en las células nerviosas de la materia gris periacueductal y la médula
ventral, asi como en la médula espinal. Este descubrimiento implicé que los
productos quimicos deben ser producidos por el sistema nervioso, y que son
ligandos naturales de estos receptores. Tres grupos de compuestos endogenos
(encefalinas, endorfinas y dinorfinas) han sido ligados a los receptores opioides y

se mencionan como el sistema opioide endégeno (Kopf & Patel, 2010).

Los opioides enddégenos y exdégenos pueden actuar en los nociceptores aferentes
primarios de las terminales presinapticas, por la via del receptor opioide mu, a través
de un bloqueo indirecto de los canales de calcio y de la apertura de los canales de
potasio. La inhibicién de la entrada de calcio en las terminales presinapticas y la
salida de potasio resulta en hiperpolarizacion con inhibicion de la liberacién de

neurotransmisores del dolor, y por lo tanto, en analgesia (Zegarra, 2007).

Sistema nervioso inhibitorio descendente: De la sustancia gris periacueductal
descienden tres vias que juegan un papel central en la inhibicion del dolor: la que
se dirige a la regién rostromedial, una proyeccion al nucleo paragigantocellularis vy,
la mas importante, la eferencia a los nucleos del rafe, sobre todo al nucleo magnus.
La estimulacion directa de este nucleo produce analgesia mediada por la accion de
neuronas serotoninérgicas, cuyos axones descienden por la parte dorsal del cordon
lateral hacia el asta dorsal de la médula espinal, donde hacen sinapsis con
interneuronas inhibidoras (Pedrajas & Molino, 2008), lo que conduce a la
hiposensibilidad o la falta de dolor, a pesar de las entradas procedentes de la
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periferia. Dichos mecanismos inhibitorios tienen un valor evolutivo porque pueden
permitir al organismo ignorar el dolor en situaciones criticas, como huir o luchar, y
sirven como una base mecanicista para la analgesia inducida por placebo (Kuner,
2010).

Ademas, la liberacion local de sustancias quimicas por el proceso inflamatorio como
la bradicinina, histamina, prostaglandinas, leucotrienos, acetilcolina, serotonina vy
sustancia P actuan sobre los nociceptores y modulan la transmision de la sensacion
dolorosa (Armero & Gonzalez, 2004). El umbral de excitacién de una neurona va a
depender de la suma de los efectos de estas sustancias; algunas sensibilizan
mientras que otras desensibilizan. Si predominan los efectos sensibilizadores, un
estimulo nociceptivo que llegue por via sinaptica a nivel espinal sera capaz de
generar una senal ascendente intensa. Por otro lado, si predominan los efectos
desensibilizadores, el estimulo nociceptivo que llegue por via sinaptica a la médula
se atenuara ahi. Este balance entre efectos sensibilizadores y desensibilizadores

es lo que llamamos modulacion (Castafieda-Hernandez, 2020).

1.3.1.2.4 Percepcion

La percepcion es el proceso por el cual se integran los impulsos nociceptivos en la
corteza cerebral (con factores cognoscitivos y emocionales), para crear la
experiencia subjetiva de dolor (Ortega-Varela L. F., 2014). Dicha experiencia se
percibe en la corteza y, en consecuencia, se envia informacion a la médula espinal

para permitir la retirada ante un estimulo nocivo (Kuner, 2010).

Los impulsos nociceptivos son transmitidos, modulados, e integrados en diferentes
niveles del sistema nervioso, van desde la periferia por via medular a centros
superiores (Romera & Rodrigo, 2000), principalmente al talamo, a través de la via
espino-talamica, aunque se ven involucradas otras estructuras como el reticulo
bulbar y el mesencefalico. Desde el talamo, la informacién nociceptiva es
transmitida a la corteza cerebral, donde se produce el procesamiento definitivo de

la sensacion dolorosa. La estimulacién de los nucleos parabraquiales se proyecta
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al nucleo amigdalino, implicado en el control de las emociones y se piensa que

interviene en el componente afectivo del dolor (Armero & Gonzalez, 2004).

1.3.2 Sensibilizacién periférica

La sensibilizacion periférica representa una forma de plasticidad funcional
provocada por estimulos del nociceptor. Dicho estimulo es un conjunto de
mediadores inflamatorios liberados de las células lesionadas e inflamatorias
reduciendo el umbral y aumentando la capacidad de respuesta, esencialmente en
el sitio de la lesién / inflamacion y como resultado del cambio producido por la rotura
de las células; la desgranulacion de los mastocitos, secrecion por células
inflamatorias e induccién de enzimas como la ciclooxigenasa-2 y en consecuencia
los nociceptores cambian de ser detectores de estimulos exclusivamentes nocivos
para ser detectores también de estimulos de baja intensidad que ahora provocan
dolor. Una amplia gama de sensibilizadores incluyen; cininas, aminas, prostanoides,
factores de crecimiento, quimiocinas, y citoquinas, que con protones y ATP forman
una “sopa inflamatoria” (Fig. 11) (Woolf & Ma, 2007). Algunos de estos factores
actuan directamente sobre el nociceptor de la terminal para activarlo y producir dolor
(activadores de nociceptor), y otros sensibilizan la terminal para que se vuelva
hipersensible a los estimulos posteriores (sensibilizadores de nociceptor) (Woolf,
2004).
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Fig. 11. Sensibilizacion periférica en respuesta a los mediadores inflamatorios liberados en el sitio de la lesion
tisular. Se muestran algunos de los componentes principales de la "sopa inflamatoria", incluidos péptidos
(bradicinina), lipidos (prostaglandinas), neurotransmisores (serotonina [5-HT] y ATP) y neurotrofinas (NGF). La
naturaleza acida de la sopa inflamatoria también esta indicada. Cada uno de estos factores sensibiliza (baja el
umbral) o excita los nociceptores de las terminales al interactuar con los receptores de la superficie celular
expresados por estas neuronas. En el recuadro se indican ejemplos de estos factores y objetivos moleculares
representativos (modificado de Julius & Basbaum, 2001).

Los mediadores inflamatorios activan las vias de transduccion de sefiales
intracelulares en el nociceptor de la terminal, lo que provoca un aumento en la
produccion, el transporte y la insercion de los canales del transductor y los canales
ionicos activados por voltaje en la membrana. El umbral para la activacion se reduce

y la excitabilidad de la membrana aumenta (Costigan & Woolf, 2009).

1.3.3 Sensibilizacion central

La sensibilizacion central (SC) es un incremento en la excitabilidad de las neuronas
del SNC, especialmente en las neuronas medulares de segundo orden, encargadas
de transmitir hacia el encéfalo informacion aferente que procede de los nociceptores
periféricos. En un estado de SC, las neuronas hiperexcitables se activan con mayor

facilidad, tienden a distorsionar o amplificar el dolor, aumentando su grado, duracién
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y extension espacial ante la entrada de una sefial nociceptiva periférica (Azkue &
Aguilera, 2007).

El aumento de la transmision sinaptica en el asta dorsal puede empezar casi de
inmediato como resultado de la fosforilacion y el trafico de receptores o canales
ionicos dependientes de voltaje. La SC puede ser sostenida por algun tiempo por
los cambios transcripcionales, incluyendo la induccion de genes tales como COX2
para generar PGE 2, que altera la excitabilidad de las neuronas (Fig. 12) (Scholz &
Woolf, 2002).
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Fig. 12. Sensibilizacién central inmediata (a) Un incremento inmediato y relativamente de corta duracion en la
excitabilidad y la capacidad de respuesta de las neuronas del asta dorsal en la transmisién de dolor, debido a
la fosforilacion de los canales idnicos, receptores y la liberaciéon y la activacion de cinasas intracelulares.
Finalmente, se aumenta la respuesta a las entradas normalmente inocuas. Sensibilizacion central sostenida (b).
Aumento de la expresion de genes debido a la activacidn de factores de transcripcion tales como COX2 para
generar PGE 2, resulta en cambios de larga duracion en la funcion de las neuronas del asta dorsal para facilitar
y reducir la transmision inhibidora (modificado de Scholz & Woolf, 2002).

El dolor nociceptivo refleja la percepcion de estimulos nocivos. Sin embargo,
después del descubrimiento de la SC se hizo evidente que un estimulo nocivo,
aunque suficiente, no es necesario para producir dolor. Si la ganancia de neuronas
en el SNC aumenta, podrian activarse mediante entradas inocuas, y contribuir a la
generacion de estados clinicos de dolor patolégico, como un aumento en la
capacidad de respuesta y efectos secundarios prolongados a estimulos nocivos

(hiperalgesia), una reduccion en el umbral (alodinia), (Fig. 13) y una expansién del
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campo receptivo, donde areas fuera del sitio lesionado se vuelven sensibles

(hiperalgesia secundaria) (Woolf, 2004).
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Fig. 13. Sensibilizacion central. Aumenta la eficacia sinaptica y se reduce la inhibicion, de modo que las entradas
sensoriales de umbral bajo ahora pueden activar el circuito de dolor (modificado de Woolf, 2011).

La SC es un mecanismo fisiopatolégico importante comun al dolor inflamatorio,
neuropatico y disfuncional. La actividad generada por los nociceptores durante la
inflamacion produce una facilitacion homo y heterosinaptica de inicio rapido en la
meédula espinal. En el dolor neuropatico, la actividad continua que se origina en los
nervios lesionados es el activador de la sensibilizacion central. En el dolor

disfuncional, el desencadenante no esta claro (Costigan & Woolf, 2009).

1.4 Mediadores del dolor

El dafio tisular causa la liberacion de numerosos agentes quimicos como:
mediadores (lbradicinina, citocinas, eicosanoides), neurotransmisores (serotonina,
histamina), iones potasio (K*) e hidrogeno (H*), diversos péptidos (sustancia P,
opioides), y ciertas sustancias como las prostaglandinas y los leucotrienos que
disminuyen la activacion de los nociceptores (Romera & Rodrigo, 2000).

1.4.1 Bradicinina

El dano tisular promueve la liberacion o produccion de péptidos bioactivos de células

no neurales y proteinas plasmaticas en el sitio de la lesion. El principal de ellos es
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la bradicinina no peptidica, la cual produce despolarizacion inmediata de
membrana, causando excitacién y/o sensibilizacién de los nociceptores aferentes
primarios que provocan dolor e hiperalgesia, asi como sensibilizacion a estimulos
nocivos o incluso inocuos (Julius & Basbaum, 2001), en exudados inflamatorios y
en tejidos lesionados con gran capacidad de producir dolor. Activa los nociceptores
a través de la fosfolipasa C (aumenta el calcio intracelular y los despolariza), y los
sensibiliza mediante la fosfolipasa A2 por medio de la sintesis de prostaglandinas
E2 (PGEZ2). (Romera & Rodrigo, 2000).

Durante muchos afios, la bradicinina ha sido un objetivo terapéutico de eleccion,
debido a su funcidén prominente en la patogénesis del dolor inflamatorio (Rang &
Urban, 1995). Hasta hace poco, la mayoria de los antagonistas del receptor de
bradicinina eran péptidos y, en consecuencia, mostraban una difusion pobre hacia
los objetivos terapéuticos. El desarrollo de antagonistas no peptidicos es
prometedor como fuente de agentes terapéuticos para una amplia gama de

afecciones (inflamacion, asma y dolor) (Coutaux & Bars, 2005).

1.4.2 Sustancia P

La sustancia P (SP) es un neuropéptido de 11 aminoacidos que forma parte de la
familia de las taquiquininas. Fue descubierta por Von Euler y Gaddum en 1931,
aislada del cerebro equino y los extractos intestinales, se purifico y se secé en forma
de polvo (Harrison & Geppetti, 2001). Se secreta principalmente por neuronas
sensoriales y esta involucrada en muchos procesos biologicos, incluidos la

nocicepcion y la inflamacion.

La expresion de la sustancia P se limita al sistema nervioso central (SNC) y al
sistema nervioso periférico (SNP), funciona como un neurotransmisor o
neuromodulador estimulante cuando es liberado centralmente y como un mediador
proinflamatorio cuando se libera periféricamente (Kopf & Patel, 2010). Media las
interacciones entre las neuronas y las células inmunes, lo que sugiere un papel

integral de la sustancia P en la respuesta inmune (Mashaghi & Dana, 2016).
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La sustancia P ejerce su actividad inmunoldgica a través de receptores de
neurocinina acoplados a proteina G (NKR), llamados receptor de neurocinina 1
(NK1R), NK2R y NK3R. La apertura de estos receptores permite el paso de Ca*?
extracelular al citosol. Esta entrada de calcio provoca la activacion de la fosfolipasa
C, que causa la formacion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3
aumenta el aporte de Ca*2 citosolico, el resultado final es una enorme concentracion
de calcio, hasta cien veces mayor que la concentracién basal, lo que produce un
evidente efecto despolarizante. Entre los tres, NK1R tiene la mayor afinidad por la
SP, la interaccion SP-NK1R regulan la funcion de las células en el sistema inmune
(Suvas, 2017).

La sustancia P causa liberacion de la histamina de los mastocitos, incrementando
por consiguiente la vasodilatacion e hinchazén (Rang & Urban, 1995). Esta compleja
sefalizacion quimica protege el area herida produciendo comportamientos que
mantienen aislada esta area promoviendo la curacion y proteccion contra la
infeccion, y le ayudan el aumento del flujo sanguineo y la infamacién (“funcion
protectora del dolor”) (Kopf & Patel, 2010).

Los opioides bloquean o anulan la liberacion de esta sustancia P (Romera &
Rodrigo, 2000).

1.4.3 Prostaglandinas

Los mediadores inflamatorios desencadenan la produccion de acido araquidonico
(AA) en una amplia gama de células, lo que resulta en la formacion de prostanoides
a través de la via de la ciclooxigenasa (COX) (Rang & Urban, 1995). La
prostaglandina E2 (PGE2) y la prostaciclina (PG12) se producen en exceso durante
la inflamacién y aun que no activan directamente los nociceptores, juegan un papel
importante en la sensibilizacion de otros mediadores quimicos como la bradicinina
(Dray & Dickenson, 1994), es decir, son potenciadoras del dolor secundario,
sensibilizan los receptores y contribuyen al desarrollo de la hiperalgesia periférica
(Romera & Rodrigo, 2000).
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Hasta la fecha, se han identificado dos isoformas de la enzima COX, la isoforma
COX-1, que esta constantemente expresada en los tejidos (ciclooxigenasa
constitutiva), se encuentra de manera normal en el estbmago, los vasos sanguineos
y los rifiones, asociandose a los procesos fisiolégicos de proteccion del epitelio
gastrico, el funcionamiento renal y la agregacién plaquetaria (Coutaux & Bars,
2005). En contraste la COX-2 generalmente se considera inducible porque aparece
en los tejidos inflamados, siendo estimulada por mediadores asociados a los
procesos de inflamacién (citocinas, factor de crecimiento, liposacaridos, entre otros)
(Martinez-Omaira, 2011). Sin embargo, la COX-2 también se expresa
constitutivamente en areas no asociadas con inflamacion, incluido el cerebro, el

timo, el intestino y el rifion (Kirkby & Gomez, 2016).

Las prostaglandinas sintetizadas por la COX-2 sensibilizan a las terminales
nerviosas de las neuronas que modulan el dolor (nociceptivas), por lo que el
tratamiento con farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) tiene un efecto
analgésico, debido a que disminuye la produccion de estas sustancias, al inhibir la
enzima COX (Granados-Soto, 2020).

1.4.4 Glutamato

El glutamato es el principal aminoacido excitatorio en el SNC, puede participar en
los procesos de transmision nociceptiva a nivel de la médula espinal, siendo el
principal responsable de la transmisién sinaptica rapida (Danbolt, 2001). La
activacion de las fibras aferentes nociceptivas tipo-C produce la liberacion de
glutamato y SP en la primera sinapsis, por lo que estos son los dos principales

neurotransmisores en las vias del dolor (Neira & Ortega, 2004).

La accion del glutamato en las vias del dolor esta mediada en su mayor parte a
través de receptores ionotropicos (AMPA, NMDA y kainato), los cuales se

encuentran ligados a canales de calcio, y en menor medida por receptores

38



metabotropicos (mGIuR), acoplados a la proteina G (Bleakman & Nisenbaum,
2006).

Los receptores NMDA se localizan en las células del asta posterior de la médula
espinal (ME). Su activacién se relaciona con la transmision en fibras aferentes
nociceptivas, posiblemente fiboras Ad y C (Neira & Ortega, 2004). El glutamato
produce un influjo de sodio/calcio al unirse al receptor NMDA y consecutivamente
la despolarizacién de la membrana en la neurona postsinaptica (Romera & Rodrigo,
2000). Por su parte, los receptores AMPA estan presentes en todo el cerebro, tras
la unidn del glutamato, el receptor abre el canal de iones y conduce a un cambio de
potencial en la membrana, conocido como potencial postsinaptico excitatorio (Platt,
2007). Los receptores de kainato generalmente juegan un papel excitador, en las
membranas de las neuronas postsinapticas, también pueden modular la liberacion
de GABA de neuronas inhibitorias, se han identificado en los ganglios sensoriales y

dentro del asta dorsal de la médula espinal (Bleakman & Nisenbaum, 2006).

La transmision mediada por glutamato es de fundamental importancia en la
hiperexcitabilidad que se induce en la médula espinal y otras vias centrales en el
dolor cronico. De hecho, los antagonistas de los receptores NMDA son inhibidores
potentes del aumento sostenido de la excitabilidad en las células del asta dorsal, y
tanto los antagonistas competitivos como los antagonistas no competitivos inhiben
tanto el dolor de la inflamacién como el de las lesiones isquémicas y neuropaticas
(Dray & Dickenson, 1994).

1.4.5 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es uno de los neurotransmisores mas abundantes en los
procesos de regulacion del estimulo nociceptivo. La estimulacion de las neuronas
nociceptivas aferentes produce la activacion de los receptores NMDA vy
desencadena la produccion de NO a nivel de la médula espinal (Armero & Gonzalez,

2004). Las ceélulas endoteliales lo sintetizan a partir de la L-arginina ante la
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presencia de multiples agonistas como el ATP, la trombina, la bradicinina, la

serotonina, etc. (F Tresguerres, 2005)

El NO es importante para la comunicacién intercelular en el tejido periférico y en el
SNC, incluidas las vias nociceptivas. Esto generalmente se logra mediante la
activacion de la guanilato ciclasa y la produccion de cGMP. Las neuronas
sensoriales sintetizan NO y aumentan las concentraciones de cGMP (Dray &
Dickenson, 1994)

1.4.6 Histamina

Durante la lesion del tejido y la activacion del nociceptor, los mastocitos pueden
liberar histamina cuando son estimulados por la sustancia P que se libera de los
terminales del nociceptor, lo que ayuda en la produccion de una serie de respuestas
inflamatorias como la vasodilatacion y el edema. Ademas, la aplicacion de histamina
provoca excitacion en los nociceptores. La histamina es uno de los mediadores
inflamatorios mas conocidos, evoca las sensaciones de picazébn a bajas
concentraciones y dolor a concentraciones mas altas. La activacion de los
receptores de histamina puede aumentar la permeabilidad de Ca*? de la membrana
y la liberacién de taquicininas y del péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP), lo que resulta en interacciones complejas adicionales, incluidos cambios

vasculares y desgranulacion de mastocitos. (Dray & Dickenson, 1994)

La histamina potencia las respuestas de los nociceptores a la bradicinina y al calor,
lo que sugiere que, en condiciones de inflamacién, la histamina puede desempefiar

un papel en la produccién de hiperalgesia (Johanek & Meyer, 2006).

1.4.7 Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es principalmente conocida por su funcion
como neurotransmisor dentro del SNC, esta involucrada en muchos procesos,
incluida la cognicion, la memoria (Nau Jr & Nichols, 2013) y el procesamiento y la

modulacién del dolor. Por otra parte, la accidon de la 5-HT a nivel periférico es
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diferente de las acciones centrales, se considera un mediador inflamatorio
(Sommer, 2004) ya que media procesos importantes en la funcién del sistema
inmune, lo que puede conducir a un aumento o disminucién de las citocinas
proinflamatorias (Nau Jr & Nichols, 2013). La liberacion de 5-HT en tejidos
inflamados o lesionados contribuye a la sensibilizacion periférica de las fibras

nerviosas.

Los receptores 5-HT1, 5-HT2y 5-HT3 son los implicados en este proceso. El receptor
5-HT3 se ha identificado como un receptor importante para las acciones de la 5-HT
en la periferia, y difiere de los demas porque es el unico canal i6nico dependiente

de voltaje.

La 5-HT se libera de plaquetas y mastocitos después de una lesion tisular y ejerce
acciones directas sobre las fibras C produciendo dolor leve y transitorio por la
activacion directa de las neuronas sensoriales a través de los receptores 5-HT3
(Dray & Dickenson, 1994). La activacion del receptor 5-HT2 esta asociada con
aumento de la liberacion de Ca*? intracelular, por su parte, la activacion del receptor
5-HT+ regula negativamente el adenosin monofostafo ciclico (AMPc), generando

una reduccion de la corriente inhibitoria de K* (Shajib & Khan, 2015).

1.4.8 Opioides endégenos

Como ya hemos sefalado, el sistema opioide desempefia un papel central en el
control de la sensacion dolorosa (Armero & Gonzalez, 2004), esta presente en las
terminaciones de neuronas postganglionares simpaticas y bloquea la sintesis de
prostaglandinas E2, reduciendo la hiperalgesia en areas inflamatorias y en tejidos

lesionados (Romera & Rodrigo, 2000).

Se han identificado tres tipos de receptores de opioides: mu, delta y kappa. Los
opioides enddgenos que se unen a estos receptores son las encefalinas, la beta-
endorfina y las dinorfinas. La estimulacion eléctrica de la region anterior del
hipotalamo y de varias zonas de la sustancia gris periacueductal produce analgesia

mediada por endorfinas (Pedrajas & Molino, 2008).
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1.5 Tratamiento del dolor

El objetivo del tratamiento farmacolégico debe perseguir el control del sintoma o su
alivio, entendiendo por control su desaparicion, y por alivio la mejoria en la
percepcion del mismo. (Tabares & Silva, 2013). Los farmacos que alivian y actuan
sobre el dolor y no sobre otro tipo de sensaciones, se denominan analgésicos. La

palabra analgesia significa «sin dolor» (Medina & Dominguez, 2007).

Hace ya mas de veinte afos que la OMS recomendd una estrategia de tres
escalones para el tratamiento del dolor, a los que sucesivamente se asciende al no
obtener el objetivo de alivio (Pedrajas & Molino, 2008). Parece estar demostrado
que siguiendo el orden analgésico de dicha escalera, algunos de los farmacos
propuestos para tratamiento del dolor neuropatico tienen escaso valor terapéutico.
De hecho, los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos, asi como los opioides,
a menudo fracasan frente al dolor neuropatico, siendo los farmacos mas efectivos
para este dolor, y que los especialistas recomiendan, los estabilizadores de
membrana, los antiepilépticos (FAE) y los antidepresivos (AD), desarrollados
inicialmente para otros cuadros clinicos y que luego han encontrado su sitio en el

manejo del dolor (Galvez & Romero, 2006).
La estructura basica de la escalera analgésica de la OMS es la siguiente:

» En el primer escalon o inferior (en caso de dolor leve): analgésicos no
opioides con o sin adyuvantes.

» Segundo escaldn o intermedio (dolor moderado): opioides menores con o sin
farmacos no opioides y adyuvantes.

» Tercer escaldén o superior (dolor severo): opioides mayores con 0O sin

farmacos no opioides y adyuvantes (Pedrajas & Molino, 2008).

Actualmente, la escalera analgésica sufre algunas modificaciones al considerarse
que puede alcanzar hasta cuatro escalones que integran el uso de vias alternativas
y técnicas invasivas y considerando, ademas, farmacos coanalgésicos, intervencion

psicoldgica y de apoyo emocional (Fig. 14) (Tabares & Silva, 2013).
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Escala analgésica de la O.M.5.
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Fig. 14. Escala analgésica de la OMS (modificacion de Puebla, 2005)

Por otra parte, para conocer la intensidad del dolor se utiliza una escala analoga
con al menos dos opciones: la escala verbal analoga (5 puntos) y la escala visual
analoga (regla de 0 a 10). En la primera se le pide al paciente que describa la
intensidad de su dolor mediante 5 puntos: 1) ausencia de dolor; 2) leve; 3)
moderado; 4) fuerte, y 5) muy fuerte. En la segunda medicion, se le pide al paciente
que sefale en una escala de 0 a 10 su nivel de dolor, donde 0 es ausencia de dolor
y 10 es el maximo dolor que una persona puede tolerar (Fig. 15) (Granados-Soto,
2020). El objetivo de dichas escalas es evaluar, reevaluar y comparar el dolor, su
aplicacion fundamental es la valoracién de la respuesta al tratamiento, mas que el
diagnostico (Tabares & Silva, 2013).

Sin Dolor Dolor Dolor Dolor muy Peor
dolor leve moderado severo severo dolor

Fig. 15. Escalas analogas del dolor (modificado de Herrera, 2019)
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1.5.1 Analgésicos antinflamatorios no esteroideos
(AINEs)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), son uno de los tipos de
medicamentos para el dolor mas comunmente recetados. Son responsables de
aproximadamente el 5-10% de todos los medicamentos prescritos cada afo
(Wongrakpanich & Rangaswami, 2018). Son un grupo con propiedades analgésicas,
antipiréticas, antiagregantes y antiinflamatorias, indicados en el dolor leve o
moderado de tipo nociceptivo (Tabares & Silva, 2013), y constituyen el primer

escaldn en la escalera analgésica de la OMS.

Los AINEs inhiben a la enzima ciclo-oxigenasa (COX), responsable de la sintesis
de las prostaglandinas (PGs) a partir de acido araquidoénico. A la fecha, se han
descrito al menos dos isoformas: COX-1y COX-2 (Torres-Lopez & Granados-Soto,
2001). La COX-1 produce prostaglandinas y tromboxano A2, que controlan la
barrera de la mucosa en el tracto gastrointestinal, la homeostasis renal, la
agregacion plaquetaria y otras funciones fisioldgicas. La COX-2 produce PGs

relacionadas con inflamacién, dolor y fiebre (Wongrakpanich & Rangaswami, 2018).

Las prostaglandinas sintetizadas por la COX-2 sensibilizan a las terminales
nerviosas de las neuronas que modulan el dolor (nociceptivas), por lo que el
tratamiento con AINEs tiene un efecto analgésico debido a que disminuye la
produccion de estas sustancias (Granados-Soto, 2020). Recientemente han sido
sintetizados compuestos inhibidores selectivos de la COX-2, conocidos como la
familia de los coxibs (rofecoxib, parecoxib, celecoxib, valdecoxib, etc.) (Medina &
Dominguez, 2007). La inhibicion de la produccion de PGs por la inhibicién de la
COX-2 reduce la excitabilidad por la transmision mediante glutamatos y, por lo tanto,

ejerce un efecto antihiperalgésico (Andreas & Nilesh, 2010).

Loa AINEs sin embargo, se utilizan indiscriminadamente provocando la inhibicion
de la agregacion plaquetaria y prolongan el tiempo de sangrado debido a la
inhibicion de la sintesis de tromboxanos A2 en las plaquetas (Flores, 2011).

También poseen efectos indeseables a nivel del tracto gastrointestinal, como
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dispepsia, ulceraciones, sangrado o perforacién; cuando se administran por largos
periodos de tiempo y en grandes cantidades conducen a insuficiencia renal
(Armenta, 2000).

1.5.2 Opioides

La molécula prototipo de los opioides es la morfina, un compuesto natural que se
extrae de la flor de amapola, conocida como adormidera o Papaver somniferum
(Granados-Soto, 2020). Este tipo de opioides es conocido desde la antiguedad y fue
cosechado no solo por su efecto euférico, sino también por su potente efecto

analgésico (Schafer, 2010).

El término opioide se refiere a todos compuestos, tanto naturales como sintéticos,
semisintéticos y enddégenos (como las endorfinas), que tienen acciones similares a
la morfina, mientras que los opiaceos se refieren a compuestos que son derivados

del Papaver somniferum, como la morfina y la codeina (Somogyi & Coller, 2007).

En contraste con muchos otros analgésicos, los opioides siguen siendo los
medicamentos analgésicos mas potentes capaces de controlar estados de dolor
severo. Su mecanismo de accién esta mediado por unidén a diversos receptores,
siendo los principales los receptores mu del sistema nervioso central. Se suele
distinguir entre opioides menores, aquellos adscritos al segundo escaldn de la OMS,
de los que practicamente hoy soélo se usan el tramadol y la codeina; y opioides
mayores, en el tercer escalon analgésico, como la morfina (Pedrajas & Molino,
2008).

Los analgésicos opioides son altamente eficaces, pero como es bien sabido los
pacientes que consumen opioides pueden desarrollar en cualquiera de sus
combinaciones tolerancia, dependencia y adiccion (Pedrajas & Molino, 2008),
ademas de que no poseen efectos antiinflamatorios y presentan numerosos efectos
indeseables, como la depresion respiratoria, lo cual limita su utilidad terapéutica,

sobre todo en situaciones de dolor crénico (Armenta, 2000).
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1.5.3 Adyuvantes

Desde hace varias décadas, el descubrimiento de la efectividad para el tratamiento
del dolor con medicamentos cuya creacion tenia otros fines, abrid la puerta a nuevas
oportunidades para disminuir el sufrimiento de los pacientes y mejorar su calidad de
vida (Davila, 2010). Estos adyuvantes son recomendados en cada etapa de la
escala propuesta por la OMS y, a veces, incluso podrian ser un medicamento de
primera linea antes de comenzar con analgésicos no opioides u opioides (Andreas
& Nilesh, 2010). Los mas prescritos corresponden a antidepresivos (amitriptilina),
anticonvulsivantes  (carbamazepina, fenitoina, gabapentina, pregabalina),
neurolépticos  (haloperidol, clorpromazina), anestésicos locales orales,
antihistaminicos, = benzodiacepinas (diacepam, tetracepam), calcitonina,

bifosfonatos, corticoides y otros (Pedrajas & Molino, 2008).

1.5.3.1 Farmacos anticonvulsivos

Los farmacos anticonvulsivos se han utilizado en el tratamiento del dolor desde la
década de 1960 (Wiffen & Moore, 2005), y se han convertido en la base del
tratamiento del dolor neuropatico cronico, ya que la farmacoterapia de este tipo de
dolor ha sido decepcionante (Mixcoatl-Zecuatl & Granados-Soto, 2008). De hecho,
varios de estos agentes estan aprobados por la Agencia de Medicamentos y
Alimentacion (FDA) para el tratamiento de sindromes de dolor especificos (Ettinger
& Argoff, 2007).

Los anticonvulsivos trabajan interactuando con diferentes mecanismos, por
ejemplo, a través de los canales de sodio dependiente de voltaje o por los canales
de calcio de alto umbral. Los anticonvulsivos bloquean el canal de sodio, como la
carbamazepina, oxcarbazepina o lamotrigina, muestran los mejores resultados en
el dolor punzante, en pacientes donde el cancer se ha infiltrado al plexo nervioso o
en la neuralgia del trigémino (Kopf & Patel, 2010). También se ha descubierto que
los anticonvulsivos con efectos psicotropicos establecidos (por ejemplo,

carbamazepina, valproato y lamotrigina) causan un aumento de 5 hidroxitriptamina
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(5HT) (Ettinger & Argoff, 2007), misma que participa en las vias descendentes y que
sirve para inhibir la entrada de estimulos dolorosos (Aoki & Harada, 2006).

Si bien los mecanismos analgésicos especificos de los anticonvulsivos no se conoce
completamente, es intuitivo que puedan amortiguar muchas de las causas
propuestas para el dolor crénico, como la sensibilizacion periférica, la sensibilizacion
central, la hiperexcitabilidad, la desinhibicién neuronal y el impulso ectépico (Zufiga-
Romero, et al., 2014).

1.5.3.1.1 Carbamazepina

En los ultimos afos, se ha hecho un uso cada vez mayor del efecto analgésico de
los antidepresivos triciclicos, agentes que bloquean la transmision simpatica y que
reducen la excitabilidad de la membrana (Rang & Urban, 1995). La carbamazepina
(CBZ) es un derivado de iminoestilbeno, estructuralmente similar a los
antidepresivos triciclicos (Ambroésio & Carvalho, 2002). La CBZ es un compuesto
neutro y liposoluble que puede pasar facilmente la barrera hematoencefalica y otras
membranas del cuerpo (Albani & Baruzzi, 1995). Fue descubierta por el quimico
Walter Schindler en 1953, y quien logré sintetizarla en 1960 y fue hasta 1962 que
comenzd a comercializarse para el tratamiento de la neuralgia del trigémino y en
1965 como antiepiléptico (Cuéllar, 2013). La CBZ es usada principalmente en el
tratamiento de la epilepsia, el trastorno bipolar y en el tratamiento de crisis maniaca
aguda (Okuma & Kishimoto, 1998). Sin embargo, la CBZ ha demostrado ser util

para el tratamiento de dolor neuropatico, especialmente la neuralgia del trigémino,
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la neuralgia postherpética y las neuropatias diabética e isquémica (Aoki & Harada,
20006).
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Fig. 16. Estructura quimica de la carbamazepina (CBZ) y su metabolito CBZ 10,11-epdxido (Beydoun &
Kutluay, 2002)

Las caracteristicas farmacocinéticas de la CBZ son complejas debido a su baja
solubilidad en agua y porque auto-induce su metabolismo. Administrada por via oral
se absorbe lenta y erraticamente (Campiglia & Rodriguez, 2006), tiene una
biodisponibilidad del 80% y una absorcién lenta y variable en el sistema
gastrointestinal, con una alta unién a proteinas plasmaticas (Wiffen & McQuay,
2011), se metaboliza ampliamente en el higado generando el metabolito CBZ 10,11-
epoxido (Fig. 16). Solo el 1% de la dosis administrada se excreta en forma inalterada
(Ambrésio & Carvalho, 2002).

Recientemente, los cambios en los canales i6nicos han llamado la atencidon como
una posible etiologia del dolor neuropatico. Los tratamientos que modulan los
canales ionicos dirigidos se basan en las reorganizaciones conocidas de los canales
ionicos en los neuromas, los ganglios de la raiz dorsal, la médula espinal y el cerebro
después de una lesiéon nerviosa. Se sabe que los canales de Na* y de Ca* se
activan de forma anormal, se regulan positivamente o ambos y, por lo tanto,
bloquear estos canales ofrece la posibilidad de reducir el dolor neuropatico (Hahm
& Yu, 2012).

Existe evidencia que indica que la CBZ puede interactuar con diferentes tipos de
canales y receptores, como se resume en la Tabla 1. Sin embargo, el principal
objetivo de la CBZ son los canales de Na* dependientes de voltaje de la membrana
neuronal (Ambrésio & Carvalho, 2002). La CBZ tiene la capacidad de unirse a

canales de Na* dependientes de voltaje cuando estan en el estado inactivo,
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disminuyendo la velocidad de la reactivacién y, por tanto (Albani & Baruzzi, 1995),
disminuyendo las descargas de alta frecuencia de los potenciales de accién, lo que
significa que hay menos canales de Na* dependientes de voltaje disponibles para
abrir, lo que hace que las células cerebrales sean menos excitables (Wiffen &
McQuay, 2011). Dicha capacidad de bloquear la conductancia iénica permite que la
CBZ suprima las fibras Ad y C espontaneamente activas, responsables del dolor,
sin afectar la conduccion nerviosa normal (Backonja, 2002).

Tabla 1. Mecanismos de accién de la carbamazepina (Modificado de Ambrésio &
Carvalho, 2002)

Canales/ Receptores Mecanismo
Canales de Na* dependientes de voltaje Inhibicion
Canales de Ca*? dependientes de voltaje Inhibicién

Canales de K* dependientes de voltaje

Inhibicién de potenciacion

Receptor de adenosina

Antagonismo del receptor A1
Antagonismo del receptor A

Agonismo A

Sistema serotoninérgico

Aumento de la concentracion de

serotonina extracelular

Sistema dopaminérgico

Aumento de la transmision dopaminérgica

Sistema glutamatérgico

Inhibicion de la liberacién de glutamato

Receptores de benzodiazepinas de tipo

periférico (PBRs)

Interaccion con los PBRs

cAMP

Disminucién del nivel de AMPc basal y

estimulado

La CBZ es muy efectiva en el tratamiento del dolor neuropatico; sin embargo, sus
efectos secundarios a dosis terapéuticas afectan el sistema nervioso central y el
sistema gastrointestinal, causando sedacion, ataxia, mareos, nauseas, vomitos,
estrefiimiento y diarrea (Ambrosio & Carvalho, 2002), asi como sindrome de Steven
Johnson, agranulocitosis, anemia aplasica y toxicidad hepatica (Davila, 2010). Por

ello la necesidad de alternativas que permitan disminuir dichos efectos adversos.
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1.5.3.2 Farmacos antidiabéticos

Se estima que 285 millones de personas viven con diabetes mellitus (DM) y el 90%
tiene diabetes tipo 2. La neuropatia ocurre en el 50-60% de los pacientes y el dolor
se manifiesta en alrededor del 30% de los pacientes diabéticos con neuropatia
(Byrne & Chapman, 2015).

El manejo clinico del dolor neuropatico periférico diabético es desafiante, y la
respuesta a los tratamientos existentes a menudo es inadecuada (Tesfaye &
Freynhagen, 2013). Por lo tanto, se necesitan nuevos enfoques de tratamientos
novedosos, eficientes y seguros, dirigidos a los mecanismos moleculares en la
patologia inducida por la lesion nerviosa periférica, nuevas vias de transduccion de

sefales y proteinas involucradas en el procesamiento del dolor.

Los farmacos antidiabéticos con mecanismo de accion sobre la activacion de la
proteina cinasa activada por monofosfato de adenosina (AMPK), se han asociado
con efectos beneficiosos en estados hiperglucémicos en diabetes, con la reduccién
de la obesidad, los procesos inflamatorios y recientemente se descubrié un papel
adicional de la AMPK en modelos de dolor agudo y neuropatico (Hundal & Inzucchi,
2003).

1.5.3.21 Metformina

La metformina, una biguanida es un farmaco antidiabético ampliamente prescrito y
seguro que se usa en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (Fig.17). La
metformina suprime la gluconeogénesis hepatica y aumenta la sensibilidad a la
insulina de los tejidos periféricos (Ortiz, 2013). Su eficacia en la reduccion de la
hiperglucemia es similar a la de las sulfonilureas, las tiazolidinedionas y la insulina
(Kirpichnikov & Sowers, 2002).
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Fig. 17. Estructura quimica de la metformina (Amini & Gazerani, 2005)

Debido a que varios trastornos inflamatorios artriticos son altamente prevalentes en
pacientes diabéticos, recientemente, se demostré que la metformina posee
propiedades analgésicas en los modelos de dolor inflamatorio y neuropatico

(Pecikoza & Stepanovi¢-Petrovi¢, 2016).

Si bien la metformina tiene muchos mecanismos de accion, la mayoria de estos
convergen en la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) (Inyang & Price, 2019),
La AMPK es una enzima presente en todos los mamiferos para regular los procesos
anabdlicos, actua como un "sensor de energia" que se activa en estados de déficit
de adenosina trifosfato (ATP). La AMPK se expresa en varios tejidos como el
higado, el corazon, el esqueleto, el musculo y el cerebro (Russe & Niederberger,
2013). Ademas del mantenimiento del equilibrio energético, la AMPK esta
involucrada en la inflamacién, el cancer y las enfermedades neurodegenerativas y
juega un papel clave en manejo el dolor (Ge & Yan, 2018). Estudios han demostrado
que la activacion de la AMPK en el ganglio de la raiz dorsal, conduce a una
disminucion de mTORC1 (enzima que actua como transductor de sefiales) y
sefalizacion de AMPK, lo que en consecuencia lleva a una disminucion de la
excitabilidad de las neuronas nociceptivas (Inyang & Price, 2019), por lo que la
AMPK juega un papel crucial en los efectos analgésicos de la metformina (Ge &
Yan, 2018).

1.5.4 Combinaciones analgésicas

La combinacion de farmacos con diferentes mecanismos de accién puede
proporcionar cobertura multimodal de un amplio espectro de dolor, ademas, permite
que los agentes individuales actuen de forma sinérgica (Raffa, 2001). Cuando se

combinan farmacos con diferentes mecanismos de accién, se logra la eficacia
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analgésica usando dosis mas pequefas y se reducen los efectos secundarios
(Hahm & Yu, 2012). Si los dos farmacos actuan juntos, producen un efecto
combinado que es consistente con sus potencias individuales, denominado efecto
aditivo, si el efecto es mayor que aditivo, se denomina efecto sinérgico y si es menor

que aditivo, el efecto se denomina subaditivo (Tallarida, 2016).

El andlisis isobolografico es una herramienta util para determinar la interaccion que
se presenta cuando se combinan farmacos conocidos. Dicho analisis implica el
calculo donde la dosis del farmaco A que es efectivamente equivalente a la dosis
del farmaco B y permite una comparacion con efectos de combinacion real, para

determinar si la interaccion es sinérgica, aditiva, o subaditiva.

La terapia de combinacion es muy adecuada para el manejo del dolor, dadas las
multiples vias de sefalizacion implicadas, ademas, ha sido recomendada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la American Pain Society (APS) vy el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR) (Raffa, 2001).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de la carga mundial de enfermedades 2016, reafirmé que el alto
protagonismo del dolor y las enfermedades relacionadas con el dolor es la principal
causa de discapacidad y carga de morbilidad a nivel mundial (Mills & Smith, 2019).
Gran parte del tratamiento clinico disponible en la actualidad es solo parcialmente
eficaz y puede estar acompafado de efectos secundarios angustiantes o tiene
potencial de abuso (Scholz & Woolf, 2002).

México en particular tiene una disponibilidad muy baja de medicamentos para el
dolor, a pesar de tener un sistema de salud mas avanzado y una legislacion sobre
cuidados paliativos mas desarrollada que la mayoria de los paises latinoamericanos
(Lincoln & Goss, 2019). Los opioides son herramientas invaluables para el
tratamiento del dolor oncolégico y terminal, pero en México hay poco acceso a estas

sustancias (Granados-Soto, 2020).
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Otro de los problemas a los que se enfrenta nuestro pais es a la automedicacion
con analgésicos. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) constituyen el 68%
de los medicamentos que se adquieren sin receta médica. En este grupo se incluyen
farmacos muy comunes, como acido acetilsalicilico (aspirina), ibuprofeno,
diclofenaco, ketorolaco, indometacina, naproxeno y paracetamol, entre otros
(Granados-Soto, 2020).

Asimismo, se piensa que los anticonvulsivos y los antidepresivos (farmacos que se
utilizan en el tratamiento del dolor neuropatico) sélo son para los tratamientos

psiquiatricos (Granados-Soto, 2020).

3. JUSTIFICACION

En la actualidad, se cuenta con una gran cantidad de farmacos para el tratamiento
del dolor, sin embargo, estos pueden causar efectos adversos en los pacientes o
ser ineficaces ante dicho padecimiento. La terapia analgésica esta dominada
actualmente por dos clases principales de farmacos, los opioides y los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), para lo cual los AINE llegan a ser
ineficaces y el uso repetido de opioides lleva al desarrollo de tolerancia a sus efectos
analgésicos, ademas de que pueden producir adiccion. Si a esto se suma que en
nuestro pais hay poca disponibilidad de opioides para el tratamiento del dolor, la
necesidad de buscar alternativas farmacoldgicas para el manejo del dolor es mayor.
Una de las alternativas terapéuticas que se usan con frecuencia es la combinacién
de farmacos con diferentes mecanismos de accion, esto con el fin de lograr un
efecto mejorado sin usar una cantidad en exceso de ninguno de los agentes y asi

reducir los efectos adversos.

Por ello, se decidi6 investigar la interaccion de la combinacién entre la
carbamazepina, un farmaco antiepiléptico que ha demostrado ser eficaz en el
tratamiento del dolor neuropatico, mediante el bloqueo de los canales de Na*
dependientes del voltaje y la metformina, un farmaco antidiabético ampliamente
utilizado, quien posee efectos benéficos sobre el sistema nervioso, ya que en

estudios recientes se ha demostrado que posee propiedades analgésicas en
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modelos de dolor inflamatorio, ademas podria inhibir la neuropatia diabética
dolorosa, a través de la via de la AMPK. Como se menciond anteriormente, son
farmacos con distintos mecanismos de accién, y de los cuales no hay estudios
farmacolégicos que demuestren el efecto analgésico sinérgico entre la combinacién

metformina-carbamazepina.

4. HIPOTESIS

La combinacién metformina-carbamazepina produce un efecto analgésico superior
al inducido por los farmacos administrados individualmente, en la prueba de la

formalina por via periférico local y via oral.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto analgésico de la combinacion metformina —carbamazepina por dos
vias de administracion, en el modelo de la formalina en ratas, como alternativa

potencial en el tratamiento de dolor inflamatorio.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antinociceptivo de metformina y carbamazepina de
manera individual y en combinacién por via oral y por via periférico local, en
el modelo de la formalina.

2. Evaluar las interacciones de la combinacion mediante el analisis
isobolografico.

3. Determinar el grado de sinergismo de la combinacion por ambas vias de

administracion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales

Los experimentos se realizaron con ratas Wistar hembras de 230-340g de peso,
que tuvieron libre acceso a alimento y agua antes de la experimentacion. Las
pruebas se realizaron entre las 11:00 a.m. y las 4:00 p.m. Los animales se
aclimataron en camaras de observacion de acrilico individuales durante al menos 1
h antes del ensayo. Cada rata se utilizd solamente una vez y fueron sacrificadas en
una camara saturada con CO:2 (Torres-Lépez & Granados-Soto, 2001).Todos los
experimentos se realizaron tomando en cuenta los diferentes lineamientos éticos y
guias establecidas para la investigacion en animales (Bugarin & Saenz, 2003) y
siguiendo las regulaciones establecidas en la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, Especificaciones, técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio.

6.2 Farmacos

La carbamazepina se adquirio de Novag Infancia, S.A. de C.V. y la metformina de
Laboratorios Pisa, S.A. de C.V. La metformina se diluyé en 1ml de solucién salina
como vehiculo, mientras que la carbamazepina fue suspendida en un vehiculo de
800yl de propilenglicol y 200 ul de solucion salina con tween 80 al 3% (Naseri &
Saghaei, 2012), por su baja solubilidad en agua.

6.3 Formalina

La formalina es una solucién de formaldehido al 37% disuelta en agua, la cual
inicialmente fue introducida dentro del campo del estudio del dolor por Dubuisson y
Dennis, hace 30 afos, cuando describieron los efectos conductuales tras la
inyeccion de una solucion diluida de formalina al 5% en las patas delanteras de
gatos y ratas (Dubuisson & Dennis, 1977). En el presente estudio la formalina se
utilizé al 1% basandose en estudios mas recientes (Ledn-Reyes & Ortiz, 2008 ;

Zuniga-Romero et al., 2014).
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6.4 Prueba de la formalina

La utilizacion de los modelos experimentales de sensibilidad al dolor (nocicepcion)
se justifica para el ensayo de nuevos tratamientos farmacoldgicos para el alivio del
mismo (Ortega & Micd, 2002). Dichos modelos incluyen pruebas de umbrales, de
respuesta a estimulos de alta intensidad (pruebas de dolor agudo) y de cambios
espontaneos o que evocan respuestas conductuales en animales con lesidn

periférica o inflamacion (modelos de dolor persistente) (Bannon & Malmberg, 2007).

Las pruebas mas tradicionales de nocicepcion, como las pruebas de movimiento de
la cola y de placa caliente se basan en una sola fase con estimulo de alta intensidad
y la experiencia nociceptiva es de corta duracion. La prueba de la formalina es
diferente de la mayoria de los modelos de dolor porque es posible evaluar la forma
en que un animal responde al dolor moderado y continuo generado por el tejido
lesionado (Tjglsen & Hole, 1992), y se considera un modelo de dolor inflamatorio
que produce dos fases bien identificadas de comportamiento nociceptivo (Ambriz-
Tututi & Granados-Soto, 2011). La primera fase esta relacionada con la activacion
directa de los nociceptores por la formalina, se cree que esta respuesta es causada
por una explosion de actividad de las fibras del dolor (particularmente las fibras C)
y dura de 0-10 min (Tomi¢ & Stepanovic-Petrovi¢, Antiepileptic drugs as
analgesics/adjuvants in inflammatory pain: current preclinical evidence, 2018 ),
mientras que la segunda fase generalmente comienza de 15 a 20 min después de
la inyeccion de formalina y continua aproximadamente 1 hora (Dubuisson & Dennis,
1977); esta fase, llamada tonica, es consecuencia de una reaccion inflamatoria y de
la sensibilizacidn de las vias del dolor, también se cree que la respuesta conductual
de la segunda fase esta mediada por la llamada sensibilizacién central (Bannon &
Malmberg, 2007).

En el presente estudio, la antinocicepcion se evalué mediante la prueba de la
formalina (Dubuisson & Dennis, 1977). Se utilizaron ratas Wistar hembras de 230-
340g de peso, las cuales tuvieron libre acceso a alimento y agua antes de la
experimentacion. Se colocé la rata en una camara de observacion transparente de

acrilico de 20 cm de diametro y 30 cm de altura durante 1 hora, para permitirle
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acostumbrarse al nuevo ambiente. En la parte trasera de estos cilindros
previamente se colocaron dos espejos de 30 x 30 cm cada uno, formando un angulo
de 45° entre ellos para facilitar la observacién de la pata inyectada (Torres-Lépez &
Granados-Soto, 2001). Pasado el tiempo de aclimatacién y 20 minutos antes de la
prueba de la formalina, con ayuda de una canula se administraron via oral las
diferentes dosis de la metformina (30-1000 mg/Kg), carbamazepina (10-300 mg/Kg)
y su combinacion como se muestra en la taba 2. Posteriormente las ratas fueron
envueltas en una manta cuidadosamente para una mejor manipulacion y asi poder
administrar por via subcutanea 50 pyL de formalina al 1% en el dorso de la pata
derecha trasera, utilizando una aguja de calibre 27 G. Posterior, se realizo la
observacion inmediata en la que se cuantificd la conducta nociceptiva con base en
el numero de sacudidas de la pata inyectada durante un minuto y se repitio el
proceso cada 5 minutos hasta completar una hora (Wheeler-Aceto & Cowan, 1990).
Para la via periférico local se administr6 la metformina (50-400 pg/pata),
carbamazepina (25-200 ug/pata) y su combinacién como se muestra en la taba 3
en el dorso de la pata derecha trasera. Se utilizé un grupo control con una n=6 para
cada via. Para la via oral se administré solucién salina de acuerdo al peso 1mL/Kg
y para la via periférico local se administré 50 uL/pata de solucion salina en el dorso
de la pata derecha trasera. Al final del experimento las ratas fueron sacrificadas en

una camara saturada con CO2.

6.5 Prueba del Rota-rod

La prueba de la varilla giratoria, desarrollada por primera vez por Dunham y Miya
(1957), es una prueba de deteccion de uso frecuente para evaluar los efectos
neurologicos de varios farmacos (Hamm & Jenkins, 1994). Se usa ampliamente
para evaluar la coordinacion motora de roedores (Shiotsuki & Hattori, 2010). Como
se uso originalmente, el procedimiento requeria que la rata mantuviera su equilibrio
en una varilla que gira a una velocidad constante. Jones y Roberts en 1968
aumentaron la sensibilidad de la tarea aumentando gradualmente la velocidad a la
que giraba la barra mientras el animal caminaba sobre la misma. Varios informes

han investigado los efectos de los depresores del SNC en el rendimiento sobre la
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varilla giratoria y han encontrado que el dispositivo es una herramienta util para

evaluar la funcion motora (Hamm & Jenkins, 1994).

En el presente estudio se evalud la coordinacion motora de las ratas utilizando la
prueba del Rota-rod para descartar la posibilidad de que las acciones
antinociceptivas de la combinacidén metformina-carbamazepina, se deban a
alteraciones no especificas de la actividad locomotora de los animales y para
evaluar la sedacion/ataxia inducida por los farmacos involucrados (Pecikoza &
Stepanovié-Petrovi¢, 2016). Dos dias antes de la prueba los animales fueron pre-
entrenados en un aparato rotativo de aceleraciéon (Panlab 8500, Cornella BCN,
Espafa) a 7 rpm y solo los animales capaces de permanecer en la barra giratoria
durante un periodo de 180 segundos como tiempo de corte fueron seleccionados
(Naseri & Saghaei, 2012). Los animales entrenados se dosificaron oralmente con la
combinacién mas alta de metformina-carbamazepina (454.3195 mg/kg-99.4693
mg/kg) y en el caso del grupo control negativo con solucion salina 1mL/Kg en grupos
con n=6 como se indica en la tabla 4. La prueba se repitid 30 min después de la
inyeccion de la combinacion o el vehiculo en el grupo de control negativo
(Stepanovic-Petrovic & Boskovic, 2008). Para el control positivo se utilizé un grupo
con una n=6 al que se le administro Diazepam 10 mg/Kg via oral, ya que es un
farmaco que provoca alteraciones de la actividad locomotora (Zufiga-Romero, et
al., 2014).

7. DISENO DEL ESTUDIO

7.1 Tamano de la muestra

Se usaron un total de 174 ratas Wistar, las cuales fueron divididas en un total de 7

grupos experimentales.

Tabla 2. Tabla de distribuciéon de dosis de carbamazepina y metformina via oral y periférico
local

Grupo experimental n=6 por dosis

Farmacos via oral
Metformina 30 mg/Kg 100 mg/Kg 300 mg/Kg 1000 mg/Kg
Carbamazepina 10 mg/Kg 30 mg/Kg 100 mg/Kg 300 mg/Kg
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Farmacos via local

Metformina 50 pg/pata

100 ug/pata

200 pg/pata

400 pg/pata

Carbamazepina 25 ug/pata

50 pg/pata

100 ug/pata

200 pg/pata

Grupos control n=6

Control via oral

Solucidn salina1mL/Kg

Las dosis de la combinacion metformina-carbamazepina fueron determinadas

mediante analisis isobolografico.

Tabla 3. Tabla de distribucién de dosis de la combinacion metformina-carbamazepina via oral y

periférico local

Grupo experimental de la combiancion oral n=6 por dosis

Combinacion via oral Metformina Carbamazepina
1 56.7899 mg/Kg 12.4337 mg/Kg
113.5799 mg/Kg 24.8673 mg/Kg

227.1597 mg/Kg

49.7347 mg/Kg

2
3
4

454.3195 mg/Kg

99.4693 mg/Kg

Grupo experimental de la combianc

ion periférico local n=

6 por dosis

Combinacioén via local

Metformina

Carbamazepina

1

8.1254 ug/pata

4.6261 pg/pata

16.2509 pg/pata

9.2522 ug/pata

32.5017 pg/pata

18.5045 pg/pata

2
3
4

65.0034 pg/pata

37.0090 ug/pata

Grupos control n=6

Control via periférico local

Solucién salina 50 plL/pata

Tabla 4. Tabla de distribucion de dosis para la prueba del Rota-rod

Prueba de Rota-rod n=6

Combinacion oral

Metformina

Carbamazepina

454.3195 mg/Kg

99.4693 mg/Kg

Control positivo Rota-rod via oral n=6

Diazepam 10 mg/Kg

Control negativo Rota-rod n=6

Solucién salina1mL/Kg
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7.2 Via de administracion

Para la administracion oral, los animales recibieron vehiculo en el caso de los
controles o dosis crecientes de metformina (30—1000 mg/Kg), carbamazepina (10—
300 mg/Kg), o la combinacién metformina-carbamazepina, 20 minutos antes de la
inyeccion de formalina. En la administracion local, las ratas recibieron una inyeccion
subcutanea (50 pL) de vehiculo o dosis crecientes de metformina (50—400 ug/pata),
carbamazepina (25-200 ug/pata), o la combinacion metformina-carbamazepina en
la superficie dorsal de la pata trasera derecha, 20 minutos antes de la inyeccion de
formalina en la misma pata (ipsilateral). Para ambas rutas de administracioén, las
dosis se seleccionaron sobre la base de un estudio piloto, asi como estudios previos

(Zuniga-Romero et al., 2014; Pecikoza et al., 2016).

8. ANALISIS DE DATOS

Todos los resultados se presentan como el promedio + el error estandar (E.E.) de
al menos 6 animales por grupo. Se construyeron cursos temporales de la respuesta
antinociceptiva de farmacos individuales y sus combinaciones trazando el numero
medio de sacudidas de la pata en funcion del tiempo (Fig. 18). El area bajo el
numero de sacudidas de la pata contra el tiempo (ABC) para las fases 1y 2 se
calculé mediante el método de los trapezoides. Los datos de dosis-respuesta se
presentan como el porcentaje de antinocicepcion calculado a partir del ABC de la
fase 2 de la prueba de la formalina. Aunque se observo un efecto antinociceptivo
significativo durante la fase 1, se omiti6 porque no se encontré6 una respuesta
dependiente de la dosis administrada. Después, el porcentaje de antinocicepcion en
la fase 2 se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion (Ortega-Varela et al.,
2007).

% Antinocicepcién= (ABCgrupo control ABCtratamiento/ABCgrupo control) x100
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8.1 Analisis isobolografico

Se ha demostrado previamente que, para evaluar la interaccion farmacoldgica entre
dos 0 mas farmacos conocidos, el analisis isobolografico es una herramienta critica
(Tallarida, 2016). Este método esta basado en la seleccion particular de un nivel de
efecto que usualmente es del 50% del efecto maximo (Emax), aun que pueden
emplearse distintos niveles de efecto si son obtenidos por cada farmaco (Grabovsky
& Tallarida, 2004). En el presente estudio utilizamos este método para determinar
la naturaleza de las interacciones farmacoldgicas entre la metformina y la
carbamazepina. Considerando un efecto maximo del 100% como la supresion total
de sacudidas inducidas por formalina. La metformina y la carbamazepina
administrados localmente no pudieron lograr una respuesta del 50% vy, por lo tanto,
no fue posible calcular el valor de la dosis efectiva 50 (DEso), por lo que estimamos
el valor DE3o para la via local y el valor de DEso para la via oral. Posteriormente, se
obtuvo una curva dosis-respuesta mediante la administracion simultanea de los dos
farmacos en una proporcion de dosis constante, basada en los valores DE3o y DEso

de cada agente individual (Zufiga-Romero et al., 2014).

Para determinar si la interaccion entre la metformina y la carbamazepina
administrados en combinacion fue sinérgica, aditiva o antagonica, el valor tedrico
del aditivo DEso se estim6 a partir de la curva dosis-respuesta de cada farmaco
administrado individualmente, es decir, considerando que el efecto observado con
la combinacion da como resultado la suma de los efectos individuales de cada
componente. Este valor tedrico de DEso se compard luego con el valor experimental
de DEso para determinar si hay una diferencia estadisticamente significativa. Los
valores tedricos y experimentales de las dosis efectivas de las combinaciones
estudiadas también se contrastaron calculando el indice de interaccion (y) (Jiménez-
Andrade et al., 2003) donde:

y =DEso (experimental)/DEso (tedrica)

El indice de interaccion indica qué porcion de la DEso de los medicamentos

individuales representa la DEso correspondiente en la combinacion, es decir, valores
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cercanos a 1 corresponden a una interaccion aditiva, valores superiores a 1 implican
una interaccion antagonista, y valores inferiores a 1 indican una interaccion

sinérgica (Ortega-Varela et al., 2007).

8.2 Analisis estadistico

Los datos de las curvas dosis-respuesta se analizaron mediante analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) con la prueba de Tuckey para la comparacion post-hoc. Las

diferencias se consideraron significativas cuando se obtuvo un valor de P < 0.05.

9. RESULTADOS

9.1 Efecto antinociceptivo de la administracién oral de la
metformina, la carbamazepina y su combinacién

La inyeccién de formalina produjo un patron tipico de comportamiento de sacudida
de la pata administrada. La primera fase comenzo6 inmediatamente después de la
administracién de formalina y luego disminuyé gradualmente en aproximadamente
10 minutos, el final de esta fase es marcado casi por la ausencia de la sacudida de
la pata. La segunda fase comenzé a los 15 min y dur6 hasta 1 h. La administracion
via oral de metformina y carbamazepina produjeron una reduccion del
comportamiento de retroceso en ratas inducido por formalina al 1% (Fig. 18).
Ninguno de los vehiculos analizados (solucion salina o solucién de propilenglicol
con Tween 80 al 3%) fue significativamente diferente entre si en ambas fases de la

prueba (Zufniga-Romero et al., 2014).

Cuando los datos se presentan como ABC, se puede ver claramente que la
metformina, la carbamazepina y su combinacion administrados por via oral
presentaron un efecto analgésico significativo dependiente de la dosis en la fase 2,
pero no en la fase 1 (Fig. 19). Cabe mencionar la diferencia significativa entre el

control y las diferentes dosis de metformina y de carbamazepina respectivamente
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durante ambas fases. Estos resultados estan de acuerdo con datos informados

previamente (Ledn-Reyes & Ortiz, 2008).
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Fig. 18. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la metformina y la carbamazepina en ratas sometidas a la
estimulacion nociva con formalina (1%) después de la administracion oral y periférico local de los farmacos. Los
datos se expresan como la media de sacudidas + E.E. de 6 animales observados con las mayores dosis
probadas. Se observaron diferencias significativas en todos los tratamientos durante las fases 1y 2 (fase 1: de
0-10 min; fase 2: 15260min) por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tunkey. Se omitieron los asteriscos
en visto de la claridad.

Los valores de DEso para la via oral, se calcularon a partir de las curvas de dosis-
respuesta, los cuales se sometieron a un analisis isobolografico el cual proporciona
una base para evaluar si la respuesta inducida por la combinacién de los farmacos
son mayores, iguales o menores de lo teéricamente esperado de sus efectos
individuales. La DEso de metformina fue de 908.63 + 280.87 mg/Kg y de
carbamazepina fue de 198.9386 + 56.0154 mg/Kg. La dosis efectiva 50 tedrica
(DEsoT) de la combinacion carbamazepina-metformina se calculd en 553.789
1143.2047 mg/Kg, pero experimentalmente dicho efecto se observd con 460.578 +
50.5715mg/Kg, que corresponden a la dosis efectiva 50 experimental (DEsoE). Los
valores experimentales fueron mas bajos que los esperados de una interaccidon
puramente aditiva. La linea de dosis tedricamente aditiva representa todos los
puntos de las dosis de metformina-carbamazepina (Fig. 21). La comparacién de los
valores experimentales y tedricos de DEso usando la prueba t de Student arrojo

diferencias estadisticamente significativas (P <0.05). El indice de interaccion (y) fue
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de 0.832 lo cual indica un efecto sinérgico en la combinacién, ya que fue inferior a
1(Tabla 5).

9.2 Efecto antinociceptivo periférico local de la metformina

Mediante graficas de curso temporal se observa el comportamiento de la metformina
administrada via periférico local durante las dos fases, la cual tuvo efecto
significativo respecto al control, ya que hubo una reduccion del comportamiento de
sacudida de la pata en las ratas, inducido por formalina al 1% (Fig. 18) (Guzman-

Priego & Torres-Lopez, 2017).

En un segundo estudio, en la fase 2 la metformina indujo un aumento dependiente
de la dosis en el porcentaje de antinocicepcion (Fig. 20), sin embargo, no mostré un
efecto dosis dependiente durante la fase 1. La administracion periférica local de la
metformina produjo efectos significativos durante ambas fases respecto al control.
La DE30 de la metformina via periférico local fue de 130.007 + 25.4792 mg/Kg.

9.3 Efecto antinociceptivo periférico local de la
carbamazepina

La administracién periférico local de la carbamazepina durante la fase 2 (15min-
60min) indujo un aumento dependiente de la dosis en el porcentaje de
antinocicepcion (Guzman-Priego & Torres-Lopez, 2017). Sin embargo, la inhibicidn
en la fase 1 no estuvo relacionada con la dosis. Cabe mencionar que al igual que la
metformina, la carbamazepina via periférico local también presento efectos
significativos tanto en la fase 1 como en la fase 2 respecto al control (Fig. 20). La
DE30 para la carbamacepina administrada via periférico local fue de 74.0180 +
19.4401 mg/Kg.

En un segundo conjunto de analisis, investigamos la evolucién temporal de la
crabamazepina en la nocicepcion inducida por formalina al 1%, mostrando efecto
significativo, provocando una reduccion del numero de sacudidas respecto al control
(Fig.18).
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9.4 Efecto antinociceptivo periférico local de la combinacién
metformina-carbamazepina

La administracion de la combinacién metformina-carbamazepina via periferico local
indujo un aumento dependiente de la dosis en el porcentaje de antinocicepcion

durante la fase 2 (Fig. 20) (Guzman-Priego & Torres-Lépez, 2017).

Se calculardn los valores de DEsoT (102.012 + 16.0243 pg/pata) de la combinacién
carbamazepina-metformina administrada via local periférico y los de la DE3oE
(21.727 £ 1.1057 pg/pata) la cual se situa claramente por debajo de la linea de dosis
tedricamente aditiva, lo que indica interacciones sinérgicas entre metformina y
carbamazepina después de la administracion local (Fig. 21). La comparacion de los
valores experimentales y tedricos de DEso usando la prueba t de Student arrojo
diferencias estadisticamente significativas (P <0.05). El indice de interaccion (y) fue
de 0.213 lo cual indica un efecto sinérgico en la combinacion, ya que fue inferior a
1(Tabla 5).

Tabla 5. Parametros del andlisis isobolografico para metformina y carbamazepina via oral y periférico

local
Farmacos administrados via oral
DEso * E.E. DEso * E.E. DEso * E.E. DEso * E.E. indice de
Metformina Carbamazepina Tedrica Experimental interaccioén (y)
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) t E.E.

908.63 + 280.87

198.9386 + 56.0154

553.789 + 143.2047

460.578 + 50.5715

0.832 + 0.2337

Farmacos adm

inistrados via periférico local

DEso x E.E.

Metformina

(ng/pata)

DEso x E.E.

Carbamazepina

(ng/pata)

DEs  E.E.
Teodrica

(ng/pata)

DEso x E.E.

Experimental

(ng/pata)

indice de
interaccioén (y)
*E.E.

130.007 + 25.4792

74.0180 * 19.4401

102.012 + 16.0243

21.727 + 1.1057

0.213 £ 0.0352

E.E. = Error estandar

DEso = Dosis efectiva 50 DE3o0 = Dosis efectiva 30
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9.5 Actividad motora

En lo que respecta a los resultados obtenidos en la prueba para la evaluacion de la

actividad motora, la dosis maxima de la combinacién metformina-carbamazepina no

presentd ninguna influencia significativa sobre el tiempo de mantenimiento sobre la

varilla giratoria en el Rota-rod en comparacion con su control positivo, el Diazepam

(Tabla 6).

Tabla 6. Tiempo (s) obtenido en la prueba de Rota-rod en ratas control y la combinacion
metformina-carbamazepina (control positivo Diazepam)

Grupo Tiempo (s) E.E.

Control 180 0.0
Diazepam 55.8 10.2
Metformina-Carbamazepina 178.3* 1.7

combinacién con un tiempo de corte de 180s.

La respuesta motora o sedacion se registréo 30 minutos después de la administracién de la
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Fig. 19. Efecto antinociceptivo observado después de la administracion oral de (A) metformina, (B) carbamazepina y (C)
metformina-carbamazepina durante la primera y segunda fase de la prueba de la formalina (1%). Los datos se expresan como
el porcentaje de antinocicepcion del maximo efecto posible. Las barras representan la media + SEM de seis animales. *
Significativamente diferente del grupo control (vehiculo) (P <0.05) segun lo determinado por ANOVA unidireccional seguido
por la prueba de Tunkey.
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METFORMINA Y CARBAMAZEPINA VIA LOCAL EN LA PRUEBA DE LA FORMALINA
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Fig. 20. Efecto antinociceptivo observado después de la administracion local periférica de (A) metformina, (B) carbamazepina
y (C) metformina-carbamazepina durante la primera y segunda fase de la prueba de la formalina (1%). Los datos se expresan
como el porcentaje de antinocicepcion del maximo efecto posible. Las barras representan la media + SEM de seis animales.
* Significativamente diferente del grupo control (vehiculo) (P <0.05) segun lo determinado por ANOVA unidireccional seguido
por la prueba de Tunkey.
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Fig. 21. Isobolograma que muestra la interaccién sinérgica A) oral y B) local periférica de la metformina y la carbamazepina en la
prueba de la formalina. Las barras horizontales y verticales indican E.E. La linea oblicua entre el eje xy el eje y es la linea aditiva
tedrica. El punto en el medio de esta linea es el punto aditivo teérico calculado a partir de los valores de DE3o 0 DEso por separado.
El punto experimental se encuentra muy por debajo de la linea aditiva, lo que indica una sinergia significativa.

10. DISCUSION

10.1 Efecto antinociceptivo de la carbamazepina

La carbamazepina administrada por via oral y periférico local produjo una
antinocicepcion relacionada con la dosis, en ratas sometidas a estimulacion nociva
con formalina al 1%. Dicha conducta nociceptiva se traduce en una disminucién en
el numero de sacudidas de la pata que recibi6 la formalina. Cabe mencionar que
existen reportes que evidencian la eficacia de la carbamazepina, como analgésico
en el tratamiento del dolor neuropatico, asi como de su actividad antinociceptiva en
la inflamacion (Bianchi & Berti, 1995; Tomi¢ & Stepanovié-Petrovi¢, 2018). De
acuerdo algunos autores, la accion antinociceptiva de la carbamazepina se debe a
que actua sobre los mecanismos neurales de transmisién/modulacion del dolor, ya
que bloquea los canales de sodio sensibles al voltaje, o que significa que hay

menos canales disponibles para abrir, por lo que las células cerebrales son menos
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excitadas, ademas de produce la activacién de receptores de adenosina centrales
y periféricos (receptores A1) y de receptores adrenérgicos a2 (Stepanovic-Petrovic
& Boskovic, 2008; Wiffen & McQuay, 2011).

Nuestros resultados son similares a los reportados por Zufiiga-Romero et al. en
2014 ya que se observd que la administraciéon local periférica u oral de
carbamazepina causé una antinocicepcion relacionada con la dosis en ratas

administradas con formalina al 1%, de acuerdo con la informacion obtenida.

10.2 Efecto antinociceptivo de la metformina

En este estudio, la metformina produjo una reduccion significativa y dependiente de
la dosis de la nocicepcion inflamatoria inducida por formalina al 1%. La metformina
actua como un activador de AMPK, una cinasa ubicua involucrada en multiples
funciones celulares. En las células neurales del sistema de transmision / modulacién
del dolor, sirve como un regulador negativo de las proteinas cinasas activadas por
AMP vy las vias de sefnalizacion de la cinasa diana de los mamiferos (mTOR), que
se sabe que juegan un papel importante en la plasticidad del dolor, es decir, en el
desarrollo de la hipersensibilidad al dolor (Inyang et al., 2019). En consecuencia, se
ha demostrado que la metformina tiene propiedades antinociceptivas en diferentes
modelos de dolor inflamatorio (Russe et al., 2013; Pecikoza et al., 2016) y dolor
neuropatico diabético (Ma et al., 2015; Huang et al., 2016). El efecto analgésico de
metformina también se ha descrito en humanos (Taylor et al., 2013; Kiatka et al.,
2016) Nuestros resultados son consistentes con los hallazgos recientes de Pecikoza
et al., (2016) que demostraron que la metformina es capaz de reducir la hiperalgesia
inflamatoria inducida por carragenina y el comportamiento nociceptivo en la

segunda fase (inflamatoria) en la prueba de la formalina en ratas.

La metformina mostré una eficacia comparable a la de los otros analgésicos no
esteroideos probados para reducir la hiperalgesia inflamatoria y fue mas potente
que la aspirina. En nuestro estudio, observamos un efecto antinociceptivo de la
metformina después de la administracion local (400 ug/pata) y oral (1000mg/Kg).

Nuestros datos sugieren que la metformina puede tener valor clinico en el
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tratamiento del dolor neuropatico, inflamatorio y otras formas de dolor (Guzman-
Priego & Torres-Lopez, 2017). En contraste a los resultados obtenidos, otros
estudios no atribuyen actividad analgésica significativa a la metformina (Ortiz, 2011).
Es necesario continuar la investigacion respecto de los efectos sobre el cuadro
agudo de dolor e inflamacién de metformina, ya que podrian significar una

alternativa para su control efectivo.

10.3 Efecto antinociceptivo de la combinacion de
medicamentos

La combinacion de analgésicos es una estrategia destinada a lograr algunos
objetivos terapéuticos, como facilitar el cumplimiento de normas, simplificar la
prescripcion y mejorar la eficacia sin aumentar los efectos adversos o disminuir los
efectos adversos sin pérdida de eficacia (Raffa, 2001). El presente estudio se centrd
en la naturaleza de la interaccion entre la metformina y la carbamazepina en varios
niveles. Conceptualmente, un efecto aditivo se refiere a la interaccién entre dos
drogas de tal manera que, cuando se coadministra, el efecto resultante se aproxima
al efecto maximo o a la suma de los efectos de las dos drogas administradas
individualmente. La sinergia describe la interaccion entre dos medicamentos de tal
manera que, cuando se administra simultaneamente, la eficacia o potencia
resultante respalda una interaccion mayor que aditiva o multiplicativa en
comparacién con cada medicamento administrado individualmente (Grabovsky &
Tallarida, 2004). El analisis isobolografico demostré una sinergia significativa entre
la metformina y la carbamazepina a niveles periféricos y sistémicos. La interaccion
de estos medicamentos no se ha examinado previamente, sin embargo, la
carbamazepina ha sido probada en combinaciones analgésicas con paracetamol
(Tomic™ et al., 2010), diacereina (Zuhiga-Romero et al., 2014), morfina (Naseri et
al., 2012) y pregabalina (Hahm et al., 2012). Mientras que la metformina ha sido
probada en combinacion con tramadol (Pecikoza et al., 2016), ketorolaco,
indometacina y metamizol (Guzman-Priego et al., 2017) en varios modelos
experimentales de dolor, produciendo efectos sinérgicos. El mecanismo de esta

interaccion antinociceptiva entre la metformina y la carbamazepina queda por
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dilucidarse. Sin embargo, el mecanismo de la sinergia podria deberse a las
diferentes acciones y sitios de accion de ambos farmacos (Ortega-Varela et al.,
2007). En realidad, los sitios y mecanismos en los que actuan ambos medicamentos
parecen ser complementarios, ya que los dos farmacos actuan sobre los
mecanismos neurales de transmision/ modulacion del dolor. La metformina en las
células neurales sirve como un regulador negativo de las proteinas cinasas
activadas por AMP vy las vias de sefalizacion de mTOR; por su parte, la
carbamazepina bloquea los canales de sodio sensibles al voltaje (Tomi¢ &
Stepanovié-Petrovi¢, 2018; Pecikoza & Stepanovi¢-Petrovi¢, 2016). Sin embargo,
se sugiere continuar con el estudio para determinar el posible mecanismo de accién
analgésico de dicha combinacién y posteriormente proseguir con los estudios

preclinicos para obtener mas evidencias de su efecto antinociceptivo.

La dosis mas alta de la combinacion no tuvo ninguna influencia significativa en el
rendimiento del rota-rod, lo que indica que los efectos antinociceptivos observados
no se debieron al deterioro motor de las ratas. Se han informado acciones de
deterioro motor de la carbamazepina, a dosis mas altas (Stepanovic-Petrovic et al.,
2008), sin embargo, no se observaron efectos secundarios durante los presentes
experimentos, lo que sugiere que esta combinacion tiene un perfil seguro de efectos

secundarios.

Al realizar este estudio farmacoldgico se observaron efectos significativos en la
nocicepcion cuando se administré la combinacién por via periférico local, inclusive
mayores a los obtenidos con la admiracién por via oral. Ambos farmacos actuan de
manera local en la inhibicion de los efectos nociceptivos inducidos por la formalina,
sin embargo, la carbamazepina también mostré un efecto significativo que confirma
lo dicho en varios informes, ya que la carbamazepina tiene efectos analgésicos por
si sola y tiene un mayor efecto cuando es administrada localmente, ya que por via
oral se absorbe lenta y erraticamente (Campiglia & Rodriguez, 2006). Es de
destacar el hecho de que el nivel de sinergia observado para las combinaciones de
la via oral y de la via periférico local fue diferente, ya que el indice de interaccion

fue de 0.832 y 0.213, respectivamente. El indice de interaccion (y) proporciona una
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medida del grado de sinergia. Por lo tanto, el hecho de que se haya observado la
mejor sinergia después de la administracion local sugiere una posible ventaja en su
uso en comparacion con la administracion oral. Los hallazgos anteriores sugieren

que esta combinacion podria ser util para tratar el dolor inflamatorio en humanos.
1. CONCLUSIONES

La administracion de la combinacion de metformina-carbamazepina por via oral y
por via periférico local produjo una reduccion significativa y dependiente de la dosis
de la nocicepcion inflamatoria inducida por formalina al 1% en ratas durante la fase

2 del modelo.

La administracién de la combinacién por via periférico local presenta una mayor
eficacia de en comparacion con administracion oral en la prueba de la formalina. Su
indice de interaccion (y) fue de 0.213 lo cual indica un efecto sinérgico en la
combinaciéon (5 veces mas potente que lo tedricamente esperado). Se sugiere
continuar con la investigacion de los efectos de dicha combinacion para que en un

futuro se lleve a investigaciones clinicas.

La dosis maxima de la combinacién metformina-carbamazepina no presentd ningun
efecto significativo en el rendimiento del rota-rod, por lo que los efectos
antinociceptivos observados no se deben al deterioro motor de las ratas, y se puede

decir que dicha combinacion es relativamente segura.
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