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RESUMEN

El dolor constituye un problema de salud publica, ya que tiene importantes
implicaciones en la calidad de vida de los pacientes y el costo de su tratamiento
es muy elevado. En los ultimos aios, con el avance en la investigacion de distintas
combinaciones analgésicas, su empleo ha aumentado con el afan de encontrar
tratamientos mas eficaces contra el dolor. Combinar analgésicos de eficacia
probada es una estrategia adecuada para conseguir algunas ventajas terapéuticas
como pueden ser el facilitar el apego al tratamiento, simplificar la prescripcion,
mejorar la eficacia sin elevar los efectos adversos o disminuir los efectos adversos
sin pérdida de la efectividad. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
antinociceptivo de la diacereina y el topiramato administrados de manera
individual o en combinacion en un modelo animal de dolor inflamatorio. La
diacereina es un farmaco que previene el rompimiento de los cartilagos y que
tiene como mecanismo de accion principal inhibir directamente la sintesis y
liberacidn de la IL-1. El topiramato es un farmaco anticonvulsivo que ha mostrado
ser eficaz en modelos de dolor neuropatico, su mecanismo de accién se basa
principalmente en la modulacion de GABA y el bloqueo de canales de Na*y Ca*
dependientes de voltaje. La conducta antinociceptiva de diacereina, topiramato y
su combinacion se evaluo utilizando las vias de administracion oral y local en el
modelo de la formalina. Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar que se
dividieron en cuatro grupos (control, diacereina, topiramato y diacereina-
topiramato) de 6 animales, para cada via de administracién. Por via oral las
ratas recibieron un volumen de 4 ml/kg, del farmaco, en las siguientes dosis:
diacereina (25, 50, 100 y 200 mg/kg) o topiramato (25, 50, 100 y 200 mg/kg) en
dosis crecientes o el mismo volumen de vehiculo (salina). Para la via local se
administré un volumen de 50 ul en el siguiente patrén de dosis: diacereina (10, 30,
100 y 300 ug) o topiramato (10, 30, 100 y 300 ug), en la cara dorsal de la pata
trasera derecha, por via subcutanea. El analisis isobolografico determiné las dosis
de cada componente en las combinaciones en una proporcion de uno a uno, para
efectuar una curva dosis-respuesta experimental de cada combinacion. En la
segunda fase del modelo, la administraciéon tanto oral como local de diacereina,
topiramato y su combinacion presentaron un efecto antinociceptivo dependiente de
la dosis. Se determiné el valor de la DE3y de cada farmaco y con ello se
construyeron los isobologramas correspondientes. El valor de la dosis DEj3 tedrica
para la combinacion por via oral que se obtuvo fue de 45.2 £+ 7.1 y de 315.2 + 37
en la via local. Estos valores fueron significativamente distintos a los valores de la
dosis obtenidos experimentalmente (9.5 £ 2.8 en la via oral y 139.6 + 12.6 en la
via local) lo que indica una interaccion sinérgica. En la via oral, el valor obtenido
experimentalmente fue casi 5 veces menor al calculado de manera teorica y en la
via local solo se necesité la mitad de la DE3p tedrica para lograr el mismo efecto.
La interaccion sinérgica en la disminuciéon de la conducta nociceptiva entre la
diacereina y el topiramato evidenciada en este estudio, lo cual sugiere que podria
ser utilizada para el tratamiento del dolor inflamatorio en humanos.
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1. INTRODUCCION

El dolor nos permite mantenernos con vida (Castaneda-Hernandez, 2009),
su definicion y percepcion, implica tanto emociones como sensaciones, ya que
afecta la vida de las personas que lo sufren. En la actualidad, el alivio del dolor se
considera un derecho humano, por lo que las nuevas investigaciones deben
dirigirse a encontrar estrategias para su adecuado tratamiento y control (Brennan 'y
Cousins, 2005). Mediante la comprension de la fisiopatologia del dolor y su
importante papel en la vida del individuo, se pueden disefiar nuevas estrategias
mas adecuadas para mejorar la calidad de vida de los pacientes que sufren estas

afecciones (Castafieda-Hernandez, 2009).

El dolor, constituye un mecanismo fisiolégico de alarma, que es activado
por la presencia de estimulos nocivos. Promueve la reparacion de los tejidos por
medio de una regién de hipersensibilidad donde se localiza la region dafiada. Esta
region aisla y minimiza el contacto de la zona dafiada hasta su curacion (Woolf,

1998).

A lo largo de la historia, ha existido controversia sobre cémo debe
considerarse al dolor pero la realidad es que constituye un sistema de vigilancia,
que permite la identificacion de lesiones y enfermedades (Ortega-Varela, 2008),
por lo que el tratamiento del dolor debe centrarse en su control y no en la
eliminacion de toda sensacidén dolorosa, ya que una falla en este sistema de
alarma podria ser fatal, al no generarse una reacciéon adecuada (Castafieda-

Hernandez, 2009).
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1.1. DOLOR

La International Asociation for the Study of Pain (IASP) en el consenso
de expertos “Pain terms” en 1986, establecio el concepto actual de dolor, el cual,
se define como una experiencia sensorial o emocional desagradable, asociada
con dafo tisular real o potencial que puede ser descrito en términos de tal dafo
(IASP, 1986). Esta definicion, resalta que la presencia de dafio tisular no es un
factor determinante para la aparicion del dolor, debido a que éste puede
presentarse sin una evidencia somatica aparente, ya que se trata de un fenémeno
subjetivo. El componente emocional presente en el dolor, es de suma importancia
ya que se convierte en un factor determinante en el desarrollo diario de la persona
que lo sufre, y que puede afectar su entorno, ya que implica factores ambientales,

sociales, culturales, psicolégicos y espirituales.

1.1.1. CLASIFICACION DEL DOLOR

A lo largo de la historia, han existido diversas clasificaciones del dolor, que
toman en cuenta distintos aspectos como su duracion, intensidad, localizacion y la
cualidad de este. En el articulo “What is this thing called pain?” publicado en el
2010, Woolf propone una clasificacion donde hace referencia a tres tipos de dolor,
considerando su origen somatico y su mecanismo fisiologico. Segun la
clasificacion de Woolf los distintos tipos de dolor son: dolor nociceptivo, dolor

inflamatorio y dolor patolégico (figura 1).
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A.DOLOR NOCICEPTIVO: es una sensacion fisiologica vital y transitoria, en
respuesta a la presencia de un estimulo nocivo, donde dicho estimulo, promueve

la salud de la parte afectada.

B.DOLOR INFLAMATORIO: es adaptativo y protector, se presenta
espontaneamente con un estado de hipersensibilidad como respuesta a la

presencia de un dafio tisular y de inflamacion.

C.DOLOR PATOLOGICO.
1) DOLOR NEUROPATICO: se presenta de manera espontanea con un estado de

hipersensibilidad, como resultado de un dafio o una lesion en el sistema nervioso.

2) DOLOR PATOLOGICO: anormal y sin efecto protector, como resultado de un
funcionamiento anormal del sistema nervioso. Aparece después de un dafio al

sistema nervioso (dolor neuropatico) y en condiciones en las que no hay dafio o

inflamacion (dolor disfuncional).

Es de gran importancia destacar que el dolor nociceptivo, es el unico que
tiene un papel fundamental como sistema de alarma por la presencia de estimulos
dafinos, ya que permite su localizacion y de esta manera, emprender acciones
para minimizar dicho estimulo. En el caso del dolor inflamatorio es protector y
promueve la reparacion de la zona dafiada. El dolor neuropatico y disfuncional,
son dolores patolégicos que no brindan ningun tipo de beneficio al paciente

(Costigan y Woolf, 2000).
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. Clasificacion de Woolf, segun su origen fisioldgico o somatico: nocicepfivo, inflamatorio
y patdlogico (modificado de Woolf, 2010).
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1.1.2. NOCICEPCION

Desde el punto de vista neurofisiolégico, la nocicepcion se define como
todos aquellos mecanismos por los cuales se pueden detectar estimulos nocivos.
La transduccion, transmision, percepcion y modulacion son los mecanismos que

conllevan el proceso de nocicepcion (D’Amours y Ferrante, 1997) (figura 2).

El proceso por el cual los estimulos nocivos son convertidos en sefiales
eléctricas, en las terminaciones nerviosas periféricas, recibe el nombre de
transduccion (Woolf, 2004). La propagacion de potenciales de accién a lo largo de
las vias nociceptivas que estimulan la liberacion de mediadores quimicos se
denomina transmisiéon (D’Amours y Ferrante, 1997). En el proceso de percepcion,
los impulsos nocivos se dirigen a centros cerebrales, o que provoca que se
asocien con factores emocionales y crear una experiencia subjetiva del dolor
(Kelly et al., 2001). En la médula espinal se pueden modificar las sefiales
nociceptivas, mediante la liberacion de neurotransmisores que amplifican o inhiben
la sefal sensorial, este proceso es conocido como modulacion (D’Amours vy

Ferrante, 1997) (Figura 2).
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Figura 2. La nocicepcion como componente sensorial del dolor, consta de 4 procesos
fisiologicos distintos: transduccion, transmisién, modulacion y percepcion (modificado de
Ariniello et al., 2002).

1.1.3. CLASIFICACION DE LAS FIBRAS SENSORIALES

Las fibras aferentes sensoriales del dolor o también denominadas como
neuronas de primer orden, tienen ramificaciones que van del ganglio de la raiz
dorsal hasta la periferia y la médula espinal, donde hay sinapsis con neuronas de
segundo orden y de este modo, es como la informacion llega al talamo y al tallo
cerebral. Los nervios periféricos por los que son transmitidos los estimulos
nociceptivos hacia la médula espinal, estan compuestos por fibras que difieren en
su velocidad de conduccion y diametro. Con base en estos criterios se clasifican

en tres tipos A, B, C (Ortega-Varela, 2008).

o Fibras A: existen cuatro clases distintas a (alfa), B (beta), y (gama) y &
(delta). Las fibras AB son mielinizadas, de rapida conduccién (30 a 100 m/s) y

gruesas (de mas de 10 um de diametro), detectan estimulos tactiles inocuos, pero
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en ciertas condiciones patoldgicas dichos estimulos pueden interpretarse como
dolorosos. Las de tipo Ad estan mielinizadas parcialmente, son delgadas (2-6 ym),
detectan y transmiten estimulos térmicos y mecanicos con una conduccion
intermedia (12 a 30 m/s).

o Fibras B: este tipo de fibras se relacionan con estimulos neurovegetativos
(Ortega-Varela, 2008).

o Fibras C: estas fibras son amielinicas, responden a estimulos térmicos,
quimicos y mecanicos, son muy delgadas (0.4 a 1.2 ym) y su velocidad de
conduccion es lenta (0.5 a 2 m/s).

Las fibras que se encargan directamente de la neuroconduccion del dolor
son las de tipo Ad y C. En este proceso las fibras C tienen gran importancia ya que
a pesar de su lenta velocidad de conduccion, estan presentes en gran numero y
pueden transmitir grandes cantidades de informacion nociceptiva (Diamond, 1992;

Baba et al., 1999).

1.1.4. SENSIBILIZACION PERIFERICA

Una lesion tisular produce cambios profundos en el ambiente quimico de las
terminales de los nociceptores periféricos (Woolf, 2004). Al activarse una reaccion
inflamatoria se liberan sustancias como la bradicidina, la histamina y la serotonina.
En el sitio de la lesion también se encuentran presentes macrofagos, Mastocitos,
Neutrofilos, que liberan citocinas y factores de crecimiento, lo que favorece la
sintesis de Eicosanoides como prostaglandinas y ciclooxigenasas (COX) (Levine,
2003). Dichos factores propician la transcripcion de canales de Na*

hiperexcitables, lo que se traduce en potenciales de accion espontaneos
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(Cummins y Reeh, 2000). Esta “sopa inflamatoria” produce cambios de pH,
liberacion de ATP (adenosin trifosfato) de las células lesionadas, sintesis y
liberacion de oxido nitrico (NO), lo que amplifica la sefial dolorosa hacia la médula
espinal y los centros superiores. Todos estos cambios contribuyen a disminuir el
umbral doloroso de los nociceptores y crean un aumento de la sefial para

pequefos estimulos (Chong, 2001) (figura 3).

A. TRANSMISION NOCICEPTIVA B. SENSIBILIZACION PERIFERICA

RInin
t

Figura 3. Proceso de sensibilizacion periférica. En la figura se muestran los distintos
receptores de transduccion de senales y canales idnicos situados en la terminal periférica de
un nociceptor. En condiciones de dolor nociceptivo (A), estos receptores responden a
estimulos térmicos, quimicos y mecanicos de alto umbral. Cuando los estimulos persisten en
intensidad y duracién, aparte de los mediadores nociceptivos, existen sustancias
sensibilizantes como la prostaglandina E2 (PGE2) o el factor de crecimiento neuronal (NGF)
activan cinasas intracelulares que promueven fosforilaciones que producen la reduccion del
umbral de los receptores e incrementan su excitabilidad (B) (modificado de Scholz y Woolf,
2002).
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1.1.5. SENSIBILIZACION CENTRAL

La elevada concentraciéon de impulsos nociceptivos que provienen de la
periferia afecta a los nociceptores ubicados en las distintas laminas del asta
dorsal, lo que da por resultado el fenomeno de sensibilizaciéon central (Baron,
2006; Besson, 1999; Bereiter y Bennetti, 1996). La generacion de estos impulsos,
activan otro tipo de receptores, como es el caso del N-metil-D-aspartato (NMDA),
tanto a nivel presinaptico como postsinaptico (Bardoni et. al, 2004; Dickenson et
al., 1997). Lo que origina impulsos anormales persistentes en la médula espinal y
con ello se provoca un estado de hiperexcitabilidad y de dolor sostenido (Sun et

al., 2005; Woolf y Ma, 2007) (Figura 4).

Existe un mecanismo espinal denominado “Wind up”, donde se experimenta
un aumento del dolor debido a la estimulacion intensa y sostenida asociada con un
dafo tisular que provoca una suma temporal de despolarizaciones postsinapticas
(Gracely et al, 2003; Meeus, 2007). Esta mediado por la liberacion de glutamato y
Sustancia P (SP) y que actuan sobre receptores NMDA y neurocinina 1 (NK1). La
activacion de estos, tienen en comun el incremento de calcio intracelular, que
podria explicar hiperexcitabilidad neuronal persistente. Al estar activos estos
receptores promueven la sintesis de prostaglandinas y de 6xido nitrico (Sukiennik,

1995; Sorkin, 1997; Baron, 1998; Linden, 1999)
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A. TRANSMISION NOCICEPTIVA B. SENSIBILIZACION CENTRAL

Terminal central

del nociceptor Neurona de transmisién

Médula espinal
R
CEREBRO

Hipersensibilidad

Interneurona inhibitoria

Figura 4. Proceso de sensibilizacion central. En condiciones de dolor nociceptivo (A) la terminal central
de los nociceptores libera aminoacidos excitatorios hacia las neuronas de transmision de la médula
espinal. Los potenciales de accién generados por glutamato en los receptores AMPA y KAINATO se
conducen a centros superiores. Si la estimulacion nociceptiva se mantiene (B) aumenta la concentracion
de los aminoacidos excitatorios y se agrega la liberacion de sustancias sensibilizantes (como sustancia
P y el factor neurotréfico derivado del cerebro) al medio promoviendo la actividad de cinasas que
permiten la activacion de los receptores NMDA y cambios en la transcripcion. Esto permite amplificar las
sefales nociceptivas de tal forma que los pulsos que en condiciones nociceptivas tienen duracion de
segundos, pueden tener efectos por horas cuando la terminal central esta sensibilizada (modificado de
Woolf, 2004).

1.1.6. MEDIADORES QUIMICOS DEL DOLOR

Cuando ocurre una lesion y se produce dafo tisular, se liberan diversos
mediadores quimicos, en la zona de la lesion, entre los que se incluyen el ATP, el
Glutamato, la serotonina, la histamina, la galanina, la bradicidina y los H*. Dichos
mediadores pueden alterar la excitabilidad neuronal directamente a través de
modular canales idnicos en la superficie de las neuronas que perciben el dolor
(nociceptores), donde otros mediadores (bradicidina) se unen a receptores
metabotropicos y sus efectos son mediados por medio de cascadas de
senalizacion de segundos mensajeros (Julius y Basbaum, 2001). Las
prostaglandinas son mediadores liberados en los tejidos lesionados, no generan

dolor por si mismas pero que pueden amplificar las sefiales eléctricas generadas
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en los nociceptores. En el sitio de la lesidbn también existe la presencia de
leucocitos, como una respuesta defensiva contra agentes infecciosos que
pudiesen haber penetrado en los tejidos dafiados y que también liberan
mediadores que producen dolor (Gonzalez, 2009). La intensidad de la sefal
nociceptiva dependera de la interaccion de todos los mediadores presentes en la
sopa inflamatoria y no de la magnitud aparente de la herida (Castafieda-

Hernandez, 2009).

1.1.7. MEDIADORES PRONOCICEPTIVOS

Al existir dafno tisular, se libera una mezcla de distintos mediadores
quimicos como resultado de la inflamacion, viéndose afectada la actividad y el
metabolismo de las fibras sensoriales. Estos mediadores incluyen citocinas vy
sustancias neurotransmisoras que son liberadas por las células inflamatorias, las
fibras aferentes, las fibras simpaticas y las células no inflamatorias que estan
presentes en el sitio de la lesion. La funcion que cumplen estos agentes es la de
activar o sensibilizar las terminaciones periféricas de los nociceptores produciendo
cambios en los canales i6nicos. Estos cambios tienen como repercusién alterar la
bioquimica de las neuronas sensoriales y un gran impacto tanto cuantitativo como

cualitativo en la produccion de la inflamacién (Dray, 1995; Ma y Quirion, 2007).

1.1.7.1. PROTONES
En condiciones tisulares acidas como la isquemia, la hipoxia y la
inflamacion la produccion de protones aumenta, produciéndose dolor, espasmos

musculares e hiperalgesia ya que pueden aumentar la permeabilidad de la
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membrana. Este proceso ocurre principalmente en nociceptores polimodales
(Dray, 1995). Por medio de receptores activados por capsaicina de tipo TRPV1
(receptores de potencial transitorio V1) que se encuentra especificamente en los
nociceptores, los protones pueden inducir la activacion de neuronas sensoriales.
En algunos estudios se ha evidenciado la importancia de este tipo de receptores
en la nocicepcion, ya que se ha demostrado que son esenciales para originar
hiperalgesia térmica. La sensibilizacion de dichos receptores se produce al
iniciarse la inflamacién por la existencia de dano tisular (Numazaki y Tominaga,

2004).

1.1.7.2. CININAS

Las cininas son enzimas peptidicas que estan implicadas en procesos
fisiologicos como el aumento de la permeabilidad vascular, la activacion de
nociceptores polimodales de tipo C y la estimulacion en la sintesis de
prostaglandinas (Bevan y Geppetti, 1994). Destacan como cininas la bradicidina,
Calidina y la T-cinina que actuan a nivel de receptores especificos B1 y B2,
acoplados a proteinas G. Los receptores B1 son inducibles por lesiones tisulares y
los B2 se expresan de manera constitutiva y en ausencia de inflamacion, median
los efectos de la bradicidina y de la Calidina por medio de las fosfolipasas A2 y C
(Petho et al., 2001). La bradicidina lleva a cabo distintas funciones; entre las
cuales se incluye la despolarizacién de terminaciones periféricas nociceptivas, lo
que estimula la liberacion de taquicininas, que producen nocicepcion e

incrementan la permeabilidad vascular (Geppeti, 1993; Gilligan et al., 1994).
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También favorece la liberacion de éxido nitrico de las células endoteliales, el cual

produce vasodilatacion (Bevan y Geppetti, 1994).

1.1.7.3. PROSTANOIDES

Los prostanoides incluyen prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, son
mediadores lipidicos que modulan una gran variedad de procesos fisiologicos. Su
biosintesis es inducida por distintas situaciones patolégicas como cancer, fiebre e
inflamacion. Se sintetizan a partir del acido araquidonico (AA) por la accion de las

enzimas ciclooxigenasas (COX) y lipoxigenasa.

Las prostaglandinas juegan un papel muy importante en el inicio del
proceso inflamatorio que estd asociado con neuropatia, pero no en el
mantenimiento de éste (Heweet et al.,, 2006). En los afos 70’s, varias
investigaciones demostraron que las prostaglandinas, segun su tiempo de
liberacién y su concentracion durante la inflamacién, inducen diversos efectos
proinflamatorios. Algunos de estos efectos son: aumento del flujo sanguineo en la
microcirculacion provocada por la vasodilatacion, promueven la formacion de
edema y la sensibilizacion de los nociceptores (Yoshikai, 2001). Tras él
rompimiento del ATP por accién de las prostaglandinas se generan alteraciones
en el potencial de la membrana, lo que disminuye el umbral de excitacion de los
nociceptores y la sensibilizacion de terminaciones nerviosas aferentes, ante la
presencia de estimulos quimicos o mecanicos. La prostaglandina E (PGE), en
conjunto con la bradicidina, ejercen una accion directa sobre los nociceptores y
modifican la circulacion de leucocitos, al estimular la circulacion sanguinea en la

region inflamada (Ortega, 1995). Los tromboxanos, sintetizados por los monocitos,
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los macréfagos y las plaquetas, tienen una accion vasoconstrictora y favorecen la
agregacion de plaquetas. Los leucotrienos favorecen la adherencia de las células

inflamatorias a las paredes de las vénulas postcapilares (Casale y Abbas, 1990).

1.1.7.4. ATP

Como consecuencia de un dafo tisular, inflamacion, tumores, migrafia o
una distension visceral, pueden liberarse cantidades importantes de ATP. Este se
ha relacionado con la nocicepcién por su accion sobre los receptores P2X, la
activacién de estos receptores sugiere que contribuyen al dolor causado por las
situaciones antes mencionadas (Galindo y Flores 2006).

Distintos estudios han revelado que el ATP puede activar neuronas
sensoriales primarias. A finales de la década de los 70’s, Bleehen et al. (1977),
observaron que la administracién de dosis bajas de ATP producia dolor y, en otro
estudio realizado tiempo después, se demostré que, al igual que las neuronas
sensoriales, las neuronas del asta dorsal de la médula espinal podian ser
despolarizadas por el ATP (Jahr, 1985). Con respecto a estudios realizados en
humanos, éstos revelaron que la inyeccion intracutdnea de ATP en
concentraciones elevadas, provocd la activacion de fibras nociceptivas tipo C,

incluidas sus unidades mecanosensibles (Hilliges, 2002).

1.1.7.5. SEROTONINA

La serotonina es un neurotransmisor muy importante a nivel del sistema
nervioso central (SNC). Esta sustancia es liberada por las plaquetas y los

Mastocitos cuando se produce dano tisular. Los cuerpos celulares
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serotoninérgicos, son importantes en la deteccion y respuesta de estimulos
externos ya que la mayoria de ellos se encuentran en los nucleos del rafé, donde
sus axones son proyectados hacia distintas estructuras corticales y diencefalicas,
asi como hacia la médula espinal (Gancedo, 2008). Existen doce tipos de
receptores serotoninérgicos, estan implicados algunos en la transmisién del dolor
y otros tienen una funcion antinociceptiva (Montes, 2003). La serotonina ejerce su
accion nociceptiva por medio de la apertura de canales de sodio. A nivel periférico,
su liberacion provocada por un dano tisular facilita la activacion de nociceptores
periféricos. A nivel del SNC, las neuronas serotoninérgicas estan implicadas en la
transmision de estimulos nociceptivos y en la inhibicion del dolor en presencia de
agonistas opioides. En la médula espinal se tiene también un efecto inhibitorio en
la transmision del dolor, al igual que en el cerebro, gran parte de este efecto se
relaciona con la activacion de receptores 5HT-1 (5-hidroxi triptamina), y mas
especificamente de los receptores 5HT-1B, ya que al parecer los receptores 5HT-

1A facilitan la respuesta nociceptiva (Gancedo, 2008).

1.1.7.6. HISTAMINA

Cuando los Mastocitos son estimulados por la sustancia P liberan histamina
(Grubb, 1998). Al activarse los receptores H4 por accion de esta, se produce un
aumento en la entrada de calcio que conlleva a una liberacién de neuropéptidos y
cininas provocando que la sefal dolorosa se amplifique (Besson y Chaouch,
1987). La histamina produce cambios tanto en la microcirculacién asi como en la
vasodilatacion y un aumento en la permeabilidad vascular, permitiendo asi que los

leucocitos puedan llegar a la zona del trauma.
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1.1.7.7. OXIDO NiTRICO (NO)

El NO es uno de los neurotransmisores que tienen un papel muy importante
en distintos procesos fisioldgicos y en la regulacion de los procesos nociceptivos
(Hai-Ying y Graham, 2002). A nivel de la médula espinal, la produccion de NO se
lleva a cabo por la estimulacion de las neuronas nociceptivas aferentes que
activan receptores NMDA. La enzima oxido nitrico sintasa (NOS) es la encargada
de sintetizar NO, se han descrito tres isoformas distintas de esta enzima: nNOS
(6xido nitrico sintasa neuronal), eNOS (6xido nitrico sintasa endotelial), e INOS
(6xido nitrico sintasa inducible). En el afio de 1992, Meller utilizando modelos
animales de dolor neuropatico e inflamatorio, demostré que los inhibidores

selectivos de la NOS, producen analgesia (Meller, 1992).

El o6xido nitrico es capaz de producir efectos nociceptivos vy
pronociceptivos, tanto a nivel central como periférico (Lépez-Munoz, 1994). A
nivel periférico su papel no esta bien definido, se cree que durante procesos
inflamatorios favorece la transmisién nociceptiva. En tanto que esta comprobado
que é NO modula la liberacién de Acido gamma amino butirico (GABA),
serotonina, acetilcolina y noradrenalina a nivel del SNC y podria estar implicado en

procesos de plasticidad y sensibilizacién neuronal (Janicki et al., 1998).

1.2. INFLAMACION
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Al presentarse dafio tisular por causa de una infeccién bacteriana, golpes,
quemaduras, irritacion con agentes quimicos o por cualquier otra causa, los tejidos
dafados secretan sustancias que provocan cambios en la apariencia y estructura
de la zona afectada. Estos cambios son responsables tanto de la lesion, como de
los mecanismos que son activados para la reparacion y recuperacion de la
homeostasis (Gonzalez, 2009). A este proceso que comprende desde que ocurre
el dafo hasta que el tejido se recupera, se le conoce con el nombre de inflamacion
(Abbas y Lichtman, 2005). La inflamacion presenta cuatro signos cardinales que
permiten reconocerla: rubor (enrojecimiento de la zona), calor (aumento de la
temperatura local), tumor (edema), dolor (hiperalgesia), dichos signos fueron

descritos por Celso (Nathan, 2002).

La inflamacion es el proceso fisiologico que el organismo pone en marcha
para la remocion de estimulos dafinos y para poder iniciar con el proceso de
recuperacion del tejido dafiado. Este proceso esta regulado muy especificamente
por medio de células, moléculas y eventos que le dan inicio, la mantienen y por
ultimo la eliminan cuando el tejido ha sanado. Sin la inflamacién, las heridas e
infecciones no podrian sanar y se podria ver comprometida la vida del organismo.
Sin embargo, si hay una aparicién descontrolada y constante de la inflamacién
pueden producirse enfermedades tales como artritis reumatoide y ateroesclerosis.
La inflamacién se puede presentar de manera aguda, subaguda y cronica

(Gonzalez, 2009).

1.2.1. DOLOR INFLAMATORIO
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El dolor inflamatorio de significancia clinica se desencadena por lesiones
tisulares que dan lugar a una respuesta inflamatoria que, a su vez, estimula
directamente a los nociceptores (figura 5). Las rupturas tisulares (heridas,
fracturas, desgarros musculares), presiones intensas que ocasionan isquemia o
dafos tisulares, quemaduras, frio intenso y prolongado y lesiones quimicas, dan
lugar a la aparicion del dolor inflamatorio. Las células dafadas liberan una gran
variedad de sustancias y otras mas se sintetizan durante los eventos que siguen a
la lesién (Moreno y Prada, 2004). Estas sustancias sensibilizan los nociceptores
mientras que otras los activan directamente. Los iones K, la serotonina, la
bradicidina y la histamina, por su parte, son activadores. Ademas la lesion tisular
provoca cambios vasculares locales:

A. Vasoconstriccion refleja en la piel del area afectada, seguida por una
vasodilatacién compensatoria y una extravasacion de liquidos y un edema local.

B. Inflamacién neurégena, producida por la liberacion de sustancias
proinflamatorias en la terminal nerviosa que ha sido estimulada, produciendo

respuestas prolongadas y progresivas (Moreno y Prada, 2004).
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Dolor inflamatorio

Histamina

Serotonina Factor de crecimiento nenioso =
Bradicinina TNFa IAnalgésicos probables:
Prostaglandinas  Endotelinas ' Inhib de la COX-2

ATP nterleucinas * Opioides

Figura 5. El dolor inflamatorio se presenta como consecuencia de dafo tisular. Algunos
mediadores que se liberan tras la lesidbn son: histamina, Bradicidina, serotonina,
prostaglandinas, entre otros. Tanto los opioides como los inhibidores de la COX-2 son
utilizados para su tratamiento (Modificado de Scholz v Woolf, 2002).

Después de una lesion cutanea, la piel lesionada es hipersensible a
estimulos dolorosos, lo cual se conoce como hiperalgesia primaria o local. En el
area danada existe vasodilatacion, el umbral a estimulos dolorosos esta
disminuido (Moreno y Prada, 2004). Esta modificacion en los umbrales hace que
se incremente la sensibilidad del tejido, haciendo que estimulos no nocivos sean
dolorosos, lo que inhibe cualquier contacto con el tejido dafado o incluso el
movimiento de dicho tejido, lo que conlleva al proceso de recuperacion (Woolf,
2004). Los estimulos térmicos de baja intensidad producen dolor, debido a que
tras la lesidon se desarrolla sensibilizacion en los receptores a dichos estimulos.

Las funciones de las neuronas aferentes primarias son la deteccion de

estimulos nocivos y la transmision de informacion codificada al cerebro. En los

@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Facultad de Quimico Farmacobiologia 19



pQFB ANGEL ZUNIGA ROMERO
@@@@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

tejidos cutaneos y somaticos existen en inervaciones de este tipo de neuronas que
hacen sinapsis en la médula espinal (Costigan y Woolf, 2000; Meunier, 2004). La
aparicion del dolor es una consecuencia de que las neuronas aferentes primarias
estan realizando su funcion. Al existir dafio tisular, el organismo activa distintos
mecanismos para la reparacion de la lesion y la resolucion del proceso
inflamatorio. Se desencadenan cascadas de transduccion mediadas por los
receptores activados, para modular las moléculas efectoras que estan implicadas
en alteraciones de los sistemas neuronales encargados de la transmisidn

nociceptiva (Costigan y Woolf, 2000; Meunier, 2004).

1.2.2. TRATAMIENTO DEL DOLOR INFLAMATORIO

En 1982 un grupo de expertos de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), establecieron el término “escalera del dolor” (figura 6), la cual es wun
método de facil aplicaciéon para el tratamiento del dolor inflamatorio. Cada escalén
del modelo representa el proceso de seleccion de un farmaco especifico para un
determinado tipo de dolor en funcién de su intensidad y se centra en el enfoque

farmacoloégico del control del dolor (WHO, 1990; De Lima, 2004).
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Dolor severo
Opiodes, AINEs, adyuvantes
Morfina, hidromorfona

Dolor moderado
2 Opioides, AINEs, adyuvantes
Codeina, hidrocodona, oxicodeina..
Dolor leve
1 AINEs, adyuvantes
Aspirinas. acetaminofen. metamizol...

Figura 6. Escalera analgésica de la OMS (modificado de De Lima, 2004).

En ella, los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
constituyen el primer peldaino de los medicamentos utilizados en el tratamiento del
dolor inflamatorio y asciende hasta el ultimo peldafio con los opioides potentes
(Colleau, 2006). Cada analgésico puede combinarse con farmacos coadyuvantes,
éstos son agentes que, aunque no fueron creados principalmente para el
tratamiento del dolor, presentan efectos analgésicos en ciertas categorias. Entre
los medicamentos coadyuvantes se engloban diversos farmacos que potencian la
accion de los AINES y opioides, disminuyendo sus efectos indeseables y aliviando
sintomas asociados a la propia enfermedad, los mas utilizados son los farmacos

psicotropos, antiepilépticos y corticosteroides.

1.2.2.1. AINES

En la actualidad, los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son uno de

los grupos farmacoldgicos mas utilizados en el mundo como tratamiento
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analgésico y en el control del dolor leve (que no afecta las actividades habituales)
a moderado (que interrumpe las actividades habituales) en pacientes que
presentan dolor agudo, como consecuencia de una intervencion quirurgica o en
casos de dolor crénico. Estos medicamentos que ejercen sus efectos terapéuticos
antiinflamatorios y analgésicos, asi como sus efectos secundarios, a través de la
inhibicion de la enzima Ciclooxigenasa (COX), que convierte el acido araquidonico
en prostaglandinas y tromboxanos (Ashburn, 2002). Existen tres isoformas de
esta enzima COX 1, COX 2 y COX 3. La COX-1: es constitutiva, es responsable
de sintetizar prostaglandinas, participa en las homeostasis y otras funciones
fisiolégicas, como la citoproteccion del tubo gastrointestinal y la regulacion
sanguinea en los rifiones. La isoforma COX-2 es inducible, es responsable de la
catdlisis de la produccién local de prostaglandinas y aparece como respuesta a
dafio tisular o la presencia de mediadores inflamatorios (Torres-Lopez vy
Granados-Soto, 2001). La COX-3, aparece 48 horas después de haberse iniciado
el proceso inflamatorio y esta involucrada en la biosintesis de mediadores pro-
inflamatorios endégenos como los prostanoides (Gonzalez et al., 2002). La
inactivacion de estas enzimas bloquea la sensibilizacién y activacién de fibras
nerviosas periféricas, disminuyendo el numero de impulsos hacia el sistema
nervioso central.

Dado que los Eicosanoides presentes en el proceso inflamatorio participan
en varios procesos fisiologicos, la inhibicion de la sintesis de éstos es la causa de
las reacciones adversas que pueden llegar a presentarse con el uso de los AINEs
(Florez et al., 2003). A pesar de su gran eficacia los AINES, presentan un perfil de

efectos secundarios relativamente frecuentes (Pablos, 2005). Uno de los
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principales efectos adversos es el desarrollo de alteraciones gastrointestinales,

siendo las mas importantes la produccion de ulceras o perforaciones.

1.2.2.2. OPIOIDES

Estudios preclinicos realizados en los afios 80’s demostraron que los
opioides no soélo son efectivos como analgésicos, sino también como
antiinflamatorios. La morfina, en modelos de inflamacion por agentes quimicos,
como el Dextrano (Zeitune et al., 1991) y la Carragenina (Joris et al., 1990), redujo
el edema entre un 50% y 30%, respectivamente. Algunos estudios in vitro
mostraron que los péptidos opioides endogenos (POE) interaccionan con los
granulocitos, especialmente con Neutrdfilos, induciendo cambios en dichas células
(Falke y Fischer, 1985; Fischer y Falke, 1987), modificando su adherencia al
endotelio vascular y modulando la migracion celular de la respuesta inflamatoria.

Hasta ahora, los mecanismos mediante los cuales los opioides inducen
estos efectos, no se conocen con exactitud. Sin embargo, se conoce la importante
implicacién de algunos neurotransmisores como la SP y el péptido relacionado al
gen de la calcitonina (CGRP), asi como la histamina en el efecto antiinflamatorio
de estos farmacos. La activacién de los receptores opioides (RO) induce una
disminucién en la liberacidon de dichos neurotransmisores desde las terminaciones

sensoriales nociceptivas (Khalil y Helme, 1990).

1.3. DOLOR NEUROPATICO

El dolor neuropatico es una consecuencia de varios tipos de procesos

patologicos que afectan a las neuronas del SNC o periférico (Zhuo, 2007). El
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“Special Interest Group on Neuropathic Pain” de la IASP, define al dolor
neuropatico como el dolor causado por una lesion directa o como una
enfermedad que afecta al sistema somatosensorial (Treede et. al, 2008). En este
estado, el dolor ya no es una sefal fisioldégica asociada con proteccion y pierde su
condicion adaptativa, convirtiéendose en un estado patologico, donde intervienen
distintos elementos que facilitan su generacion y persistencia (Gomez-Barrios y
Tortorici 2009). En la practica clinica es un sindrome de dificil manejo, produce
modificaciones en la fisiologia normal de las neuronas que integran la via de

transmision nociceptiva, que operan tanto a nivel periférico como central.

1.4. COMBINACIONES ANALGESICAS

Al utilizar una combinacién de analgésicos se puede llegar a obtener varios
beneficios potenciales, en comparacion con la utilizacion de un agente individual.
Al incluir analgésicos combinados en una misma formulacién farmacéutica se
puede llegar a facilitar la prescripcién y el apego al tratamiento, al minimizar el
numero de los medicamentos que son necesarios consumir para el manejo del
dolor (Raffa, 2001). La combinacién de farmacos es una practica bien conocida y
muy extendida, gracias a que ha demostrado su rentabilidad terapéutica y
habitualmente se utiliza tanto en anestesia como en analgesia. Debe tenerse en
cuenta que debe existir un balance adecuado entre los conceptos de efectividad y
seguridad. La calidad del tratamiento se mide con base al alivio conseguido y el
confort del paciente es evaluado teniendo en cuenta la combinacion entre la

eficacia analgésica conseguida con el tratamiento y la disminucion de efectos

@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Facultad de Quimico Farmacobiologia 24



pQFB ANGEL ZUNIGA ROMERO
@@@@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

secundarios. Al elegir una determinada combinacion farmacolégica, se deben
tomar en cuenta aspectos tales como: las caracteristicas individuales de cada
farmaco, que no haya una competencia metabdlica entre los dos farmacos, que
sean farmacodinamicamente compatibles y que la accidn analgésica de ambos se
pueda sumar. Durante el proceso de disefio de combinaciones analgésicas, es
necesario buscar beneficios que aseguren que el tratamiento sera satisfactorio y
mejorara la calidad de vida del paciente (Gonzalez, 2009).

Las combinaciones analgésicas presentan la ventaja de emplear dosis mas
pequefias de cada analgésico que constituye la combinacion, lo que puede llevar a
la disminucion de los efectos adversos que se puedan presentar individualmente,
mejorando asi su nivel de seguridad. Ademas, ofrecen la posibilidad de que la
accién de los farmacos se presente de manera sinérgica, lo cual ha quedado
demostrado con la interaccién entre analgésicos diferentes, como por ejemplo; el
Tramadol y Gabapentina (Granados-Soto y Arguelles, 2005) o enantidmeros del
mismo farmaco (Tramadol) (Raffa et al., 1993) y de este modo se logra una mayor
cobertura en el tratamiento y control del dolor. De estos estudios se deriva el
hecho que el sinergismo es una propiedad que depende tanto de la actividad
intrinseca de los farmacos que constituyen la combinacién, como de la proporcién
de cada uno de ellos en ésta. Es de destacar el hecho de que también el
sinergismo puede ocurrir en combinaciones en las que uno de los constituyentes

carece de eficacia como agente individual (Ortega-Varela, 2008).
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1.4.1. ISOBOLOGRAMA

Para discernir el tipo de interaccion presente en las combinaciones
farmacolodgicas, una herramienta importante es el isobolograma (Tallarida, 2000).
Es un método grafico que emplea pares de dosis equiefectivas para obtener un
determinado nivel de efecto (isobolas) y ofrece una evaluacion visual del
comportamiento de la combinacion al establecer una linea de aditividad, que es el
resultado del nivel de efecto determinado para cada farmaco individual (DEsy,
DEs3o, etc.), como puntos axiales de un plano cartesiano (figura 7). La citada linea
formada entre estos dos puntos corresponde a todas las posibles combinaciones
entre los dos farmacos, que tedricamente presentarian ese efecto en forma
aditiva. Esta linea tedrica de aditividad permite la comparacién con datos
obtenidos al evaluar esos pares de dosis de manera experimental, determinando

si la combinacion se comporta de manera aditiva, antagonica o sinérgica.

La idea del isobolograma fue introducida por Loewe en 1953, pero no se le
dio importancia hasta que se empleo en 1970 en un estudio de la combinacién de
alcohol etilico e hidrato de cloral, en el que se demostré6 que al analizar varias
combinaciones de estos agentes en distintos cocientes fijos (proporciones
diferentes) en algunos casos se observaron efectos aditivos, en otros subaditivos
(antagonicos) y en ciertas ocasiones superaditivos (sinérgicos) (Gessner y

Cabana, 1970).
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Figura 7. Isobolograma. Para una determinada combinacién de farmacos, se traza una
linea entre la DE3g del farmaco individual A (27.5 unidades) y la DE3, del farmaco individual
B (90 unidades), esta linea correspondera a todas las combinaciones posibles (pares de
dosis) de A y B, que tedricamente son capaces de obtener el mismo efecto (DE3cT). Si
experimentalmente se obtiene un par de dosis como el punto Q, que requiere menor
cantidad que la tedrica de cada farmaco para obtener ese efecto, la combinacién sera
sinérgica (superaditiva). Pares de dosis denotados por puntos como el R implican mayores
cantidades que las que tedéricamente son requeridas, mostrando antagonismo
(subactividad) (Tomado de Tallarida, 2001).

1.5. DIACEREINA

La diacereina (acido 5,5 Bis (acetiléxido)-9,10-dihidro-9,10-dioxo-2-
antraceno), es un derivado carboxilico del antraceno (Leblan, 2000) (figura 8).
Esta demostrado que previene el rompimiento de los cartilagos al reducir los
niveles de citocinas proinflamatorias e inhibe la produccion de Oxido nitrico
inducida por la elevada produccion de interleucina I-Beta (Pelletier et al., 1998;

Quintao et al., 2005). Desde 1982 se han realizado ensayos para mostrar los
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efectos de este farmaco en la osteoartritis (OA). En 1992, en Francia, la diacereina
recibié aprobacion para el tratamiento sintomatico de la osteoartritis y se ha
comercializado desde 1994 (Lingetti, 1982). La osteoartritis es una patologia
degenerativa que afecta a los tejidos cartilaginosos de las articulaciones (Pelletier

et al.,, 2000).

Figura 8. Estructura de la diacereina.

Recientemente, se ha sugerido que la diacereina puede tener propiedades
antiinflamatorias distintas a la de los AINEs, ya que se ha probado su capacidad
de reducir la inflamacion en distintos modelos animales. Tiene un efecto protector
sobre el granuloma inducido por la degradaciéon del cartilago, al reducir las
concentraciones de citocinas proinflamatorias (Moore 1998). Estudios in vitro han
demostrado que la diacereina estimula la produccién de factores de crecimiento
del cartilago, asi como su transformacion, aun en presencia de la interleucina 1(IL-

1) (Felisaz et al., 1999).
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1.5.1. MECANISMO DE ACCION DE LA DIACEREINA

En modelos experimentales y en modelos humanos de osteoartritis se han
comprobado los distintos mecanismos por los cuales la diacereina ejerce su
accion (Verbruggen, 2006). Inhibe directamente la sintesis y liberacion de la IL-1
(Verbruggen, 2005) y la secrecion de metaloproteasas como estromielisina y
colagenasa (Pelletier et al., 1998, Boittin, 1993). Inhibe la expresion de enzimas
que degradan el cartilago. Induce la expresién del factor de crecimiento
transformante (TGF) B-1 y B-2 favoreciendo asi, la sintesis y recambio de
condrocitos articulares (Felisaz, 1999). In vitro, no presenta ningun efecto
inhibitorio sobre la fosfolipasa A,, COX o lipoxigenasa, por el contrario estimula la
sintesis de prostaglandinas E; en los cultivos de condrocitos (Pelletier et al.,
1998). De igual manera, inhibe la produccién de superdxido, la quimiotaxis y la
actividad fagocitica de los Neutréfilos, ademas de efectos sobre la migracion de
macrofagos y la fagocitosis (Spencer, 1997). Esta demostrado que la diacereina
participa en la prevencién de la pérdida de hidroxiprolina y proteoglicanos en el
cartilago articular, efecto que no se observa con los AINEs o inhibidores de la

COX-2 convencionales.

1.5.2. METABOLITOS DE LA DIACEREINA

La reina es el metabolito activo de la diacereina, el cual ha demostrado que
reduce la induccion de la IL-1B3 al inducir la 6xido nitrico sintasa y aumentar la
produccion e inhibe la actividad de COX-2 en condrocitos humanos normales vy

con artrosis (Pelletier et al., 1998).
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La eficacia de la reina en la terapia de enfermedades degenerativas de
articulaciones y de los huesos se ha demostrado en varios estudios clinicos
(Fioravanti, 1988; Nguyen, 1994), donde se encontré que puede estar mediada por
la capacidad de la reina para restringir la migracién de los leucocitos en los tejidos
inflamados y reducir la produccion de aniones superoxido de los neutréfilos
humanos (Mian, 1987), para inhibir varias actividades de las proteasas (Raimondi,
1992) y para aumentar la sintesis de hialuronato (Schongen, 1988), asi como para

aumentar la fluidez de la membrana de los linfocitos (Beccerica, 1990).

1.5.3. EFECTOS ADVERSOS DE LA DIACEREINA

El principal problema de este farmaco utilizado en tratamientos prolongados
es la elevada frecuencia en la aparicion de efectos adversos gastrointestinales
(Dougados, 2001). Hay estudios que han mostrado un efecto laxante de la
diacereina asociado con diarreas y heces blandas que se presentan en un 20-
30% de los casos después de las primeras dosis. Este efecto parece estar
relacionado con la estructura quimica del farmaco y su degradacion bacteriana en
el colon (Nicolas, 1998). El segundo efecto adverso mas frecuente que presenta
este farmaco es el cambio de color de la orina, adquiriendo ésta un color amarillo-
marrén, pero este efecto carece de importancia clinica. Otros efectos secundarios
que pueden presentarse con menor frecuencia e intensidad son prurito, exantema

y eccema (Mongil et al, 2006).

@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Facultad de Quimico Farmacobiologia 30



pQFB ANGEL ZUNIGA ROMERO
@@@@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

1.5.4. INTERLEUCINA 1 BETA (IL-1B)

La interleucina 1B es producida principalmente por monocitos y por
macrofagos, asi como por células no inmunologicas como fibroblastos y células
endoteliales activadas durante la lesion celular, la infeccion y la inflamacion. La IL-
1B produce dos clases de efectos. El primero es a través de la estimulacion celular
del sistema inmune y el segundo mediante una respuesta inflamatoria a través de
la produccion de prostaglandinas y proteinas plasmaticas (Abbas, 2002). Los
efectos biologicos de la IL-1B dependen de la cantidad de citocina producida,
cuando se secretan bajas concentraciones de la interleucina, ésta actua como
mediador de la inflamacion local y sobre células endoteliales, aumentando la
expresion de moléculas de superficie que median la adhesién leucocitaria (Luster,
1998). Cuando son secretadas cantidades mayores, después de entrar en la

circulacion, la IL-1B ejerce efectos endocrinos (Mantovani, 1997).

Existe dos isoformas conocidas: IL-1a y IL-13, que actiuan sobre los mismos
receptores. La IL-1a esta relacionada estrechamente con las membranas
celulares, ejerciendo sus acciones por medio de contactos celulares. La IL-13 se
sintetiza como una proteina precursora (Pro- IL-1B), que es segregada en su
forma activa después de metabolizarse por la enzima caspasa-1. Descubrimientos
recientes indican que IL-1 se expresa en neuronas nociceptivas del ganglio de la

raiz dorsal (Lin, 2000; Raeburn, 2002; Zhang, 2007).

La IL-1B produce una inflamacion sistémica por medio de la activacién de
la Ciclooxigenasa-2, con la formacion de prostaglandina E, (PGE;) en el

hipotalamo anterior causando fiebre. También produce sustancia-P (SP), éxido
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nitrico (activando la enzima o6xido nitrico sintasa) y moléculas de adherencia
endotelial. Ademas, posee una importante funcién en el desarrollo y en el
mantenimiento del dolor postoperatorio (Raeburn, 2002; Zhang, 2007; Wolf,

2008).

1.6. UTILIZACION DE ANTIEPILEPTICOS EN EL TRATAMIENTO

DEL DOLOR

En el tratamiento del dolor neuropatico, una gran dificultad con la que se
debe lidiar es el efecto terapéutico limitado que ofrecen los analgésicos
convencionales, opioides y AINEs, lo que ha llevado a la utilizacion de distintos
tipos de farmacos, entre los cuales se encuentran los antidepresivos y los
anticonvulsionantes. Con estos se ha obtenido un relativo éxito en el tratamiento y

manejo de este tipo de dolor (King, 2007).

Los fendmenos de epilepsia y de nocicepcion tienen como comun
denominador que los dos son causados por hiperexcitabilidad neural. Debido a
esto, es un hecho comprobado, tanto en la practica clinica como en la

investigacion, que algunos antiepilépticos presentan propiedades analgésicas.

Actualmente se ha descrito un algoritmo de atencidn basica para el
tratamiento del dolor neuropatico (Gilron et al., 2006), en el que se recomienda
extensamente el uso de anticonvulsivos y uno de los tratamientos de primera

eleccion, lo constituye la gabapentina, topiramato y carbamazepina.
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1.7. TOPIRAMATO (TPM)

El topiramato es un farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento de la
epilepsia (Sachdeo, 1997). Es util para varios tipos de crisis parciales y crisis
generalizadas, por lo que se le considera de amplio espectro, su estructura
quimica consiste en un sulfamato sustituido, derivado del monosacarido D-fructosa
(figura 9). Inicialmente se investigd su uso como antidiabético, ya que
presumiblemente inhibia la enzima Fructosa-1,6-bisfosfatasa y por lo tanto la
gluconeogénesis. Mas adelante fueron observados sus efectos antiepilépticos y en
el afno de 1996 fue aprobado por la “Food and Drug Administration” (FDA) en

Estados Unidos para el tratamiento de crisis convulsivas (Markind, 1998).

O (CH,0S0,NH,

o™ o

"/
HO—L & \o CH,

H,C CH,

3

Figura 9. Estructura del topiramato.

En ensayos clinicos aleatorios, el TPM ha demostrado ser eficaz en el
tratamiento de la neuralgia del trigémino (Gilron, 2001) y en el tratamiento del
dolor neuropatico, con una duracion superior a 6 semanas en un ensayo abierto
(Chong, 2003). En un estudio aleatorio se evalué la eficacia del TPM en algunos

tipos de dolor neuropatico distintos a la neuralgia trigeminal y neuropatia diabética
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dolorosa, donde se obtuvieron puntuaciones globales del alivio del dolor

significativas (Khoromi et al., 2005).

1.7.1. MECANISMO DE ACCION DEL TOPIRAMATO

En distintos estudios experimentales se han demostrado los multiples
mecanismos de accidén que posee el TPM y que contribuyen a su amplio espectro

terapéutico (tabla 1).

A. Bloguea canales de Na* dependientes de voltaje, reduciendo asi la duracién

de las descargas epileptiformes y la frecuencia y el numero de potenciales de

accion generados en cada descarga (De Lorenzo y Mc Lean, 2000).

B. Refuerza la actividad del GABA, ya que modula positivamente la accion de

este sobre receptores GABAA e incrementa el flujo de iones CI" a las neuronas
(White, 1997). EI GABA inhibe la neurotransmisién, actuando sobre dos subtipos
de receptores: A y B. El receptor GABAA es un receptor pentamérico
transmembranal al cual se unen GABA, barbituricos, benzodiacepinas,
neuroesteroides y etanol. El receptor GABAg es un regulador de los canales de
calcio y potasio. Cuando los GABAAx o GABAg estan activados, permiten la entrada
de cloruro y la salida de potasio de la célula, resultando en una inhibicion del
impulso de transmision doloroso a la neurona postsinaptica (Oneshuck, 1997).

C. Inhibicion glutamatérgica, ya que tiene efectos antagonistas sobre los

receptores glutamatérgicos AMPA y kainato (Biggs y Skaradski, 2000). Este

bloqueo ocasiona una reduccion en la excitabilidad neuronal.
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D. Bloquea los canales de Ca®*" dependientes de voltaje (Zhang, 2000), y

reduce la amplitud de las corrientes en los canales de tipo L, N y P, éste podria ser
uno de los principales mecanismos por el cual el topiramato ejerce su accién
. . 2+ . . .
anticonvulsiva, ya que los canales de Ca* tienen una gran importancia en el
control de la excitabilidad neuronal y dendritica que se desencadena por la

entrada de Ca®".

E. Inhibe (de una manera muy eficaz) las isoenzimas |l y IV de la anhidrasa

carbonica, (Shank, 2000), que es la enzima encargada de catalizar la conversion
del CO; en bicarbonato. Esta accién no se considera muy importante en la
explicacion de su efecto anticonvulsivo, pero existe evidencia de que la activacion
masiva de receptores GABAa que se encuentran localizados en las dendritas de
muchos tipos de neuronas, produce una despolarizacién que se debe a la salida
de aniones de bicarbonato por canales de cloruro. Se cree que esta
despolarizacion puede estar involucrada en la génesis de los fendmenos de

hiperexcitabilidad.

Los efectos del TPM sobre estos complejos proteicos son variables y sus
efectos pueden observarse de manera inmediata o diferida. La teoria mas
aceptada del efecto modulador del TPM sobre estos complejos, es la que propone
que esto ocurre por medio de un mecanismo unificado que actua alterando la
fosforilacion de una unidad o varias de cada complejo proteico. Las proteinas de
dichos complejos son activadas o desactivadas por medio de procesos de
fosforilacion que estan mediados por enzimas como la proteincinasa A y C, entre

otras cinasas activadas por Ca**.
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1.7.2. EFECTOS ADVERSOS DEL TOPIRAMATO

Los efectos adversos que presenta con mas frecuencia TPM, conciernen al
sistema nervioso y la pérdida de peso, segun se ha comprobado en ensayos
clinicos (Elterman et., 1999) y en estudios abiertos de de los mismos pacientes
(Ritter et., 2000). ElI farmaco tiene efectos en el sistema nervioso como:
inestabilidad, dolores de cabeza, nistagmos, temblor, trastornos de la palabra o
disartria y trastornos del lenguaje. Otros efectos que suelen presentarse son:
somnolencia, fatiga, dificultad para la concentracién, confusion e irritabilidad
(Rosenfeld, 1997). Se produce somnolencia en el 15-35% de los pacientes al inicio
del tratamiento, pero generalmente ésta desaparece (Tassinari et al., 1996).
Pueden presentarse efectos cognitivos en ausencia de sedacion. En ensayos
clinicos, en nifios y adultos, se observd fatiga en el 13-16% de los pacientes
(Waugh y Goa, 2003). La terapia con TPM causa una disminucion del peso
corporal de 4.6%. Este parece ser el resultado de la anorexia y el peso, lo cual
tiende a estabilizarse a los 18 meses de tratamiento (Ros6enfeld y Slater, 2002;
Ben-Menachem et al., 2003). Los pacientes obesos pueden perder mas peso,
esto es a menudo un beneficio, pero puede limitar la terapia en los nifios y en los
pacientes que voluntariamente no pueden aumentar su consumo de calorias.

Los efectos adversos se han relacionado con la inhibicion de la anhidrasa
carbonica la formaciéon de célculos renales, presentes en menos del 2% de la
poblacién expuesta a TPM (Schdeo, 1998), afecta mas a los varones que a las
mujeres con una historia previa de calculos renales o con antecedentes familiares
de nefrolitiasis e hipercalciuria. ElI origen de los calculos renales es por la

alcalinizacion de la orina, que provoca una disminucion de la excrecion de citratos,
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uratos y fosfatos. La acidemia metabdlica es una consecuencia de los niveles
séricos bajos de bicarbonato, un efecto dependiente de la dosis del topiramato

(Garris y Oles, 2005).
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Tabla 1. Indicaciones del uso del topiramato (modificado de Nieto-Barrera, 2002).

Estructura 2,3:4,5-bis-0-(1metiletilideno) B-D- fructopiranosa
quimica sulfamato: C12H21NO8S

Mecanismos Blogueo de los canales de Na+ dependientes
de accion de voltaje

Incremento de la actividad gabérgica

Inhibicion de los receptores cainato/AMPA
glutanérgicos

Bloqueo de los canales de Ca++tipoL, Ny P

Inhibicidon de las isoenzimas Il y IV de la anhidrasa
carbénica

Farmacocinética Absorcidon oral completa y rapida.
Biodisponibilidad 80-90%

Concentraciéon maxima 2 horas

Unién a proteinas plasmaticas <15%

Metabolismo hepatico <20%. 6 metabelitos inactives

80% eliminacion renal sin meodificar

Tiempo de vida media 20-30 horas
Nivel estable 48 dias

Interacciones TPM incrementa ligeramente los niveles de PHT
y disminuye los de VPA

PHT y CBZ disminuyen los niveles de TPM
TPM disminuye los niveles de digoxina y de estradiol

Efectos Sistema nervioso: inestabilidad, nistagmo, temblor,
adversos trastornos de la palabra, trastornos del lenguaje,
somnolencia, lentitud mental, parestesias
Otros: pérdida de peso, anorexia, calculos renales,
anhidrosis

Indicaciones Epilepsia: crisis parciales, sindrome de Lennox-Gastaut.
clinicas sindrome de West, epilepsias generalizadas.
Migrafia, cefaleas crénicas, dolor neuropatico,
trastornos bipolares, neuroproteccion

TPM: topiramato; PHT: fenitoina; VPA: valproato; CBZ: carbamacepina.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento y el control del dolor, constituyen un problema de salud
publica e implican aspectos sociales en los pacientes que presentan dolor
cronico, ya que este hecho repercute en su calidad de vida y tiene elevados costos
en el ambito asistencial (Bolten, 1998). Actualmente, las enfermedades asociadas
a padecimientos cronicos estan en permanente aumento, lo que exige una
busqueda exhaustiva de mejores recursos terapéuticos para obtener resultados

mas eficaces.

En el alivio del dolor, los opioides tienen gran relevancia clinica, pero
presentan diversas desventajas, como su falta de efectividad contra el dolor
neuropatico, depresion respiratoria, potencial desarrollo de tolerancia y el riesgo
de adiccion (McQuay, 2001). ElI empleo de “Terapias de combinacion”
(Shimoyama et al, 1997), donde se co-administran dos o mas farmacos, es el
resultado del replanteamiento analgésico en el tratamiento del dolor. Estas
terapias consisten en la co-administracion de farmacos para obtener un balance
mas favorable entre el efecto analgésico y la presencia de efectos colaterales, de
esta manera se podria contar con tratamientos con una mayor eficacia (Raffa et

al., 1993).

El principio bajo el cual son utilizadas ampliamente las combinaciones
farmacolégicas en el tratamiento del dolor agudo y crénico, es que se puede
obtener una analgesia mas efectiva y al mismo tiempo minimizar la incidencia y la
intensidad de los efectos colaterales (Montes, 2000; Tallarida, 2001). Al

administrarse dos o mas farmacos, el efecto puede manifestarse de manera
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independiente sin ninguna interaccion (aditividad), pero en algunos casos los
efectos que se observan son sinérgicos o antagonicos. Para establecer su
importancia clinica con base en la interaccion, es necesario que se estime la
presencia de efectos deseables e indeseables. El isobolograma es un método
convencional que consiste en establecer la relacidn dosis-respuesta de cada
farmaco de manera individual y de la combinacion en proporciones fijas para

determinar la presencia de antagonismo, aditividad o sinergismo (Tallarida, 2000).

La diacereina es un farmaco que se usa regularmente contra la
osteoartritis y otras inflamaciones de tipo croénico, ya que tiene un efecto muy

potente contra la inflamacion.

Cada vez es mas frecuente el empleo de anticonvulsivantes para el manejo
del dolor neuropatico, con éxito relativo debido a su alta incidencia de efectos
adversos. TPM ha despertado expectativas favorables para el manejo de las
neuropatias de origen diabético, ya que en varios estudios piloto ha arrojado
resultados positivos, ademas de como ha mostrado eficacia en el tratamiento del

dolor neuropatico, en casos de neuralgia trigéminal (Edwards et al, 2000).

Hasta donde sabemos, no se tienen reportes de una terapia de
combinacién entre la diacereina y el topiramato, por lo que explorar el efecto de
su co-administracion por diferentes vias de administracidon podria implicar un

novedoso recurso terapéutico contra el dolor inflamatorio.
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Ill. HIPOTESIS

Con el empleo de la combinacion de diacereina-topiramato por via oral y
local, se obtendra un efecto analgésico superior al de los componentes

individuales en el modelo animal de dolor inflamatorio de la prueba de la formalina.
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IV. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antinociceptivo de la diacereina y el topiramato
administrados de manera individual y en combinacion en un modelo animal de

dolor inflamatorio.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

l. Evaluar la efectividad antinociceptiva de la diacereina y el topiramato de
manera individual y en combinacién por via oral y local periférica en el modelo

preclinico de dolor inflamatorio de la prueba de la formalina.

Il Determinar la posible interaccion sinérgica entre la diacereina y el

topiramato en el modelo de dolor inflamatorio, mediante el analisis isobolografico.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar de 180 a 350 g de peso
corporal, las cuales tuvieron libre acceso a agua y alimento antes de realizar el
proceso experimental. Cada rata fue utilizada una vez para el experimento y
después sacrificada en una camara con CO,. Los experimentos se realizaron
basados en los lineamientos éticos para la investigacion del dolor en

animales (IASP, 1986).

2.FARMACOS:

Se emplearon como farmacos antinociceptivos:

A. Diacereina (Sigma St. Louis MO, EUA).

B. Topiramato (Sigma St. Louis MO, EUA).

Los dos farmacos se disolvieron en solucion salina 0.9%.

C.Se emple6 formalina al 1% como agente irritante (formaldehido al 1% en

solucién salina).
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3.EQUIPO

Cilindros transparentes de acrilico.

e Dos espejos para cada cilindro.

e Contador para la medicion de las sacudidas de la pata inyectada.

e Jeringas y agujas de insulina numero 30.

e Calentador para mantener la temperatura adecuada durante el experimento.
e Canula metalica para la administracion oral de los farmacos.

e  Crondmetro para medir el iempo del experimento.

4. EVALUACION DE LA CONDUCTA NOCICEPTIVA (MODELO DE

LA FORMALINA)

Se empled la prueba de la formalina en rata (Wheeler-Aceto y Cowan,
1991). Inicialmente, los animales se colocaron en una camara de acrilico durante
30 minutos para su ambientacion antes de cada experimento. Transcurridos los
30 minutos, la rata fue inyectada subcutaneamente con 50 ul de formalina al 1%
(figura 10), en la superficie dorsal de la pata trasera derecha (Ortega-Varela et al.,
2007). El comportamiento nociceptivo se cuantificd por el nimero de sacudidas de
la pata inyectada por periodos de 1 minuto cada 5 minutos hasta completar 1 hora.
En este modelo, la disminucion en el numero de sacudidas se interpret6 como

efecto analgésico o antinociceptivo (figura 11).
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Figura 10. Administracion subcutanea de
formalina al 1% en la cara dorsal de la pata
posterior derecha de la rata.

Figura 11. Modelo de la formalina. Las ratas inducen una conducta de sacudidas que son
evaluadas por periodos de 1 minuto cada 5 minutos hasta completar una hora. La
disminucion del numero de sacudidas tras la previa administracion de un analgésico, se

interpreta como antinocicepcion.
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Esta reportado que el comportamiento inducido por la formalina es de
caracter bifasico (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991). Comprende una fase aguda (0-
10 min), un breve periodo de quiescencia y una respuesta tonica prolongada (15-
60 min). La fase inicial se relaciona al estimulo nociceptivo directo y se conoce
como neurogeénica, la segunda fase se denomina inflamatoria pues responde al

proceso inflamatorio subsecuente (figura 12).
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Figura 12. Comportamiento bifasico de la prueba de la formalina después de la
administracion de formalina en un grupo control. Se distinguen claramente 2 fases. La
fase | (0 Min) relacionada al estimulo irritante directo y conocida como neurogénica; y la
fase Il (10-60 Min) que involucra la respuesta inflamatoria. En el eje de las ordenadas se
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5. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

5.1 ViA ORAL

A los animales se les administré en un volumen de 4 ml/kg, solucion salina
como vehiculo (salina); dosis crecientes de diacereina (25, 50, 100 y 200 mg/kg),
topiramato (25, 50, 100 y 200 mg/kg) o su combinacion, utilizando una canula de
administracién oral, 10 minutos antes de la inyeccion de formalina al 1%. Las dosis
administradas en la combinacion diacereina-topiramato, partieron del calculo de
las DE3p de cada farmaco y se emplearon fracciones de éstas calculadas por el
analisis isobolografico. Se evalud la respuesta nociceptiva, cuantificando el
numero de sacudidas de la pata inyectada por 60 minutos, cada 5 minutos durante

un minuto.

5.2 VIA LOCAL

Los animales fueron administrados con 50 ug de vehiculo (salina) dosis
crecientes de diacereina (10, 30, 100 y 300 pg/pata), topiramato (10, 30, 100 y 300
Mg/pata) o su combinacion, subcutaneamente en la cara dorsal de la pata posterior
derecha de la rata, diez minutos antes de la inyeccion de formalina al 1% con
agujas del No. 30, la cual se aplicé en el mismo sitio que el vehiculo o los
farmacos. Por medio de los datos obtenidos del isobolograma, se calcularon las
dosis a administrar de la combinacion diacereina- topiramato. Se evalud la
respuesta nociceptiva, cuantificando el numero de sacudidas de la pata inyectada

por 60 minutos, cada 5 minutos durante un minuto (figura 13).
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formalina diacereina-topiramato
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Figura 13. Esquema de los grupos experimentales empleados en el modelo inflamatorio por via oral y local
para obtener curvas dosis-respuesta de los farmacos administrados de manera individual y en combinacion.
Cada grupo consté de 6 ratas.
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6. ANALISIS DE DATOS
Los datos se presentan como el valor de la media + el error estandar de 6

animales de los que consto cada grupo experimental. Se construyeron curvas de
sacudidas/minuto vs tiempo, de estos cursos temporales se calculd el area bajo la
curva mediante el método del trapezoide y se consideré como una expresion
global de la intensidad y duracion del efecto. Las areas bajo la curva fueron
transformadas a porcentaje de antinocicepcion en las curvas dosis-respuesta, lo
que representan el porcentaje de inhibicidon de sacudidas con respecto al control

en las dos fases del modelo.

Valores cercanos a 0% indican que el numero de sacudidas del grupo
tratado es igual al grupo control, es decir no se presenta efecto antinociceptivo y
valores cercanos al 100% significa que las ratas no presentaron la conducta de

sacudida.

6.1 ANALISIS ISOBOLOGRAFICO

Este método se basa en seleccionar un nivel de efecto, que generalmente
es el 50% del efecto maximo, pero pueden ser utilizados distintos niveles de efecto
para cada farmaco (Tallarida et al, 1997). En este trabajo se utilizo un nivel de
efecto del 30%, por lo que se determinaron dosis equiefectivas 30 (DE3p) para la
diacereina y topiramato a través de curvas dosis-respuesta. Una combinacion
aditiva correspondiente a un efecto determinado esta constituida por 2 partes que
aportan una fraccién de dicho efecto determinado. En este trabajo se opto por que
cada fraccion fuera de 0.5 de manera que la dosis efectiva 30 tedrica de la
combinacion elegida (DE3oT) contiene un 0.5 de la DE3o de diacereina y el resto de

la DE3o de topiramato.
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DE;oT = (0.5) (DE3o de diacereina) + (0.5) (DE3p de topiramato)

A continuacién se crea una curva dosis-respuesta experimental que
contiene combinaciones de ambos farmacos en la proporcion ya establecida y se
calcula el valor de la dosis correspondiente del 30% (DE3oE), que posteriormente
es comparada con la DE3T. En el isobolograma se muestran los resultados en
una grafica cuyas coordenadas representan la contribucién de cada farmaco. La
linea que conecta las DE3g de cada farmaco contiene todas las combinaciones
aditivas posibles y el centro de esta linea corresponde al valor de la DE3¢T de la
combinacion, también Illamado punto de aditividad. Si se obtiene
experimentalmente un valor de DEjz, tiene coordenadas que no son
significativamente distintas a las de la linea de aditividad, entonces dicha
combinacion evaluada es considerada aditiva. Si este punto se encuentra situado
fuera de la linea se puede considerar un comportamiento sinérgico o subaditivo,
dependiendo si el valor de la DE3gE se encuentra por debajo o por encima de la
linea respectivamente. Por medio de un analisis estadistico se establece el tipo de

interaccion de la combinacion.
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VI. RESULTADOS

1. MODELO INFLAMATORIO

La inyeccion de formalina produjo la tipica conducta nociceptiva que fue
descrita previamente. Se observé una respuesta bifasica que incluye una conducta
nociceptiva inmediata (fase 1), que abarca de 0 a los 10 minutos en la que después
de un periodo breve se muestra una disminucion en el numero de sacudidas de
manera gradual. Después inicia una segunda fase (fase IlI) que perdura durante
todo el periodo de observacion.

En la figura 14 se muestra el curso temporal en el modelo de la formalina
del grupo control y de la administracion de la dosis mas alta de diacereina y
topiramato empleadas en la via de administracién oral. El numero de sacudidas
inducidas por la inyeccion de formalina disminuyé de manera significativa tras la

administracion de los farmacos.

-@- Vehiculo
-O- Topiramato 200 mg/kg
-\~ Diacereina 200 mg/kg

Sacudidas / Min

20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 14. Curso temporal de la prueba de la formalina tras la administracion oral
de vehiculo, diacereina y topiramato en las dosis mas altas evaluadas. Se observa
una disminucién significativa del numero de sacudidas con cada farmaco respecto
al control (n=6).
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Al igual que con la administracion oral de diacereina y topiramato, la
administracion local de estos farmacos también disminuyé de manera significativa,
la conducta nociceptiva inducida por la formalina respecto al control (figura 15). La
reduccion en el numero de sacudidas tras la inyeccion de formalina en las dos

vias de administracion se interpreta como antinocicepcion.

-@- Vehiculo
-O- Topiramato 300 pg/pata

-/\- Diacereina 300 ug/pata

Sacudidas / Min

Tiempo (min)

Figura 15. Curso temporal de la prueba de la formalina tras la administracién local
periférica de vehiculo, y las dosis mas altas utilizadas de diacereina y topiramato. La
grafica muestra la disminucién del numero de sacudidas que es significativamente
distinto al control después de administrarse los farmacos (n=6).

2. ADMINISTRACION ORAL DE DIACEREINA

El tratamiento oral de diacereina mostré resultados distintos en ambas
fases del modelo inflamatorio respecto al vehiculo (solucion salina) y arroj6 valores
diferentes en el porcentaje de antinocicepcién en cada fase. En la fase | no se
observd una relacion directamente proporcional entre las dosis; el porcentaje de

antinocicepcion para cada dosis evaluada alcanz6 un efecto similar: 71.95% (25
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mg/kg), 73.09% (50 mg/kg), 71.67% (100 mg/kg) y 74.79% (200 mg/kg) (figura 16).

Por su parte, en la fase Il donde se observo un efecto marcado dependiente de la

dosis (figura 17).
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Figura 16. Curva dosis-respuesta de la fase | del modelo de la formalina tras la
administracion oral de diacereina (25, 50, 100 y 200 mg/kg), en la que se observa
un efecto que no es dependiente de la dosis, registrandose un porcentaje maximo
de antinocicepcion de 74.79 + 2.6 con la dosis de 200 mg/kg (n = 6; *p < 0.05 vs
vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).

Al administrar diacereina en dosis de 25, 50, 100 y 200 mg/kg por via oral
en el modelo inflamatorio, se observo en la fase | un efecto antinociceptivo que no
fue dependiente de la dosis, que resulto ser diferente al grupo control, alcanzando
un efecto maximo observado de 74.79% + 2.6 . En contraste con lo anterior, en la
fase Il del modelo, la administracion oral de diacereina mostré6 un efecto

antinociceptivo dependiente de la dosis, alcanzandose un porcentaje maximo de
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antinocicepcion de 68.84% * 4.1, observado con la dosis mas alta utilizada (200

mg/kg) (figura 17).

FASE Il

c
0
0
Q
0
Q
0
o
c
£
c
<
)
o
B

Veh 25 50 100 200
Diacereina (mg/kg, vo)

Figura 17. Curva dosis respuesta de la fase Il del modelo de la formalina tras la
administracion oral de diacereina (25, 50, 100 y 200 mg/kg), en la que se observa
un efecto dependiente de la dosis, se registré un efecto maximo de 68.84% + 4.1
(n=6; *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).

3. ADMINISTRACION ORAL DE TOPIRAMATO

Tras la administracién de topiramato por via oral (25, 50,100 y 200 mg/kg),
se observo en la fase | un efecto antinociceptivo no proporcional entre las dosis y
el efecto obtenido, observandose un valor maximo de 78.19% + 1.6 de
antinocicepcioén (figura 18). En contraste, se observd un efecto antinociceptivo
dependiente de la dosis en la segunda fase de la prueba, alcanzandose un

maximo de 66.03% = 2.7 de antinocicepcion con la dosis de 200 mg/kg (figura 19).
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Figura 18. Curva dosis respuesta de la fase | del modelo de la formalina tras la
administracion oral de topiramato (25, 50, 100 Y 200 mg/kg), en la que se observa
un efecto que no es proporcional a la dosis, el efecto maximo alcanzado fue de
78.19% £ 1.6 (n = 6; *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).

El tratamiento oral con topiramato, reveld ser distinto en ambas fases del
modelo inflamatorio con respecto al vehiculo, obteniéndose un efecto
antinociceptivo dependiente de la dosis en la fase Il. Respecto a la fase |, el efecto
antinociceptivo obtenido no mostré6 ser dosis dependiente. Se observé un
porcentaje de antinocicepcion similar tras la administracion de cada dosis del
farmaco 63.46 % (25 mg/kg), 60.06 % (50 mg/kg), 60.34 % (100 mg/kg) y 78.19 %

(200 mg/kg).

@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Facultad de Quimico Farmacobiologia 55



pQFB ANGEL ZUNIGA ROMERO

@@@@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

FASE I

o0
<

o
<

B
<

N
<

c
0
0
<
o
)
o
o
c
S
c
<
)
o
X

(=}
1

Veh 25 50 100 200
Topiramato (mg/kg, vo)

Figura 19. Curva dosis respuesta de la fase Il del modelo de la formalina tras la
administracion oral de topiramato (25, 50, 100 y 200 mg/kg), en la que se observa
un marcado efecto dependiente de la dosis, el efecto maximo que se registré fue de
66.03% + 2.7. (n = 6; *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).

4. ADMINISTRACION ORAL DE LA COMBINACION DIACEREINA-

TOPIRAMATO

Con los datos obtenidos a partir de las curvas dosis respuesta de los
farmacos administrados individualmente por via oral, se construy6 el isobolograma
para obtener la proporcién a utilizarse de cada farmaco en la combinacion. Se
obtuvieron las DE3y de cada farmaco en la fase Il, obtenidas a partir de curvas
dosis-respuesta de cada farmaco utilizado en el modelo inflamatorio, para el
isobolograma se obtuvieron 4 dosis distintas para la combinacion en una

proporcién de uno a uno (0.5:0.5). La dosis que suma en total 45.23 mg/kg
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corresponde a la dosis efectiva 30 teorica de la combinacion oral (DE3T); ademas,
se calcularon las dosis equiefectivas para la combinacién como se muestra en la

tabla 2.

Tabla 2. Combinaciones de diacereina y topiramato oral para la construccién del
isobolograma.

DIACEREINA TOPIRAMATO COMBINACION
COMBINACION TOTAL
(mg/kg) (mg/kg) (mglkg)
Vehiculo 0 0 0
1 5.60 0.05 5.65
2 11.20 0.10 11.30
3 22.40 0.21 22.61
4 44 .80 0.43 45.23
Las dosis calculadas mediante el isobolograma se probaron

experimentalmente en el modelo inflamatorio. Al igual que en la administracion
individual de los farmacos, en la fase | tras la administracién de la combinacién se
obtuvo un efecto que no es proporcional a la dosis, alcanzandose un maximo de

81.30% = 3.5 (figura 20).
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1:5.60 + 0.05

2: 11.20+ 0.10
3:22.40 + 0.21
4: 4480+ 0.43
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Figura 20. Curva dosis respuesta tras la administracion de la combinaciéon de
diacereina- topiramato oral en la fase | del modelo inflamatorio. El efecto que se
observa es independiente de la dosis, obteniéndose como maximo porcentaje de
antinocicepcion de 81.30 + 3.5 (n = 6; *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba de
Dunnett).

En la fase Il se observa un marcado efecto dosis dependiente y la dosis de
la combinacion que tedricamente estaba calculada para el efecto del 30%, alcanzé

experimentalmente un 65.21% £ 5.1 (figura 21).

@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Facultad de Quimico Farmacobiologia 58



pQFB ANGEL ZUNIGA ROMERO
@@@@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

FASE II
1: 5.60 + 0.05
2: 11.20 + 0.10
3:22.40 + 0.21
4: 44.80 + 0.43
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Figura 21. Curva dosis respuesta de la administracién de la combinacién oral en la
prueba de la formalina. En la fase Il de la prueba se observa un efecto dosis
dependiente. La DE3¢T tuvo un valor de 45.23 mg/kg y en esta fase se alcanzé un
porcentaje de antinocicepcion de 65.21 £ 5.1 (n = 6; *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA,
prueba de Dunnett).

El valor obtenido de la dosis efectiva 30 experimental (DE3cE) de la
combinacion fue de 9.52 mg/kg y resulté ser menor al de la DE3T (45.23 mg/kg). El
indice de interaccion es un parametro que nos permite evaluar la interaccion de la
combinacion que se obtiene al dividir el valor de la (DE3oE) entre la (DE3oT), que al
ser significativamente diferentes muestran que la combinacion resulta sinérgica en
esta via de administracion (figura 22). El valor del indice de interaccion obtenido
fue de 0.21, lo que muestra que la dosis de la combinacién fue de casi 5 veces

menor a lo calculado.
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(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) Interaccién
89.6 £ 14.3 4524+ 7.1 9.52 £ 2.81

Figura 22. Analisis isobolografico de la interaccion de diacereina y topiramato
administrados por via oral en el modelo inflamatorio. La DE3qT se encuentra en medio de
una linea de aditividad trazada entre los valores de las DEj3, de la diacereina y
topiramato. La DE3T (punto T) de la combinacion resulta significativamente diferente del
punto E correspondiente a la DE3E, tras una prueba de de t de Student. En la tabla se
muestra los valores de la DE3, de cada farmaco y el valor del indice de interaccion que es
de 0.21, lo que indica que la combinacién es sinérgica.

5. ADMINISTRACION LOCAL DE DIACEREINA

El tratamiento con diacereina local en dosis de 10, 30, 100 y 300 ug/pata,
mostré un efecto antinociceptivo no dependiente de la dosis en la fase | de la
prueba de la formalina, mostrando un porcentaje maximo de efecto de 67.71 + 3

con la dosis de 100 ug (figura 23).
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Figura 23. Curva dosis respuesta en la fase | de la prueba de la formalina
tras la administracion local de diacereina (10, 30, 100 y 300 pg/pata), en la
que se observa un efecto independiente de la dosis, el efecto maximo
observado fue de 67.71% % 3, (n = 6; *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba

de Dunnett).

En contraste con lo anterior, en la fase Il de la prueba, el efecto observado
con la administracion local de diacereina, fue dependiente de la dosis,

alcanzandose un porcentaje maximo de antinocicepcion de hasta 34.61 + 3.8

(figura 24).

@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Facultad de Quimico Farmacobiologia 61



pQFB ANGEL ZUNIGA ROMERO

@@@@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

FASE Il

oo
<

o
<

I
<

N
<

c
0
0
o
@
)
o
o
c
S
c
<
®
o
X

o
1

Veh 10 30 100 300
Diacereina (ug/pata)

Figura 24. Curva dosis respuesta de la fase |l del modelo de la formalina
tras la administracion local de diacereina en dosis de 10, 30, 100 y 300
Mg/pata, donde se observa un efecto dosis dependiente. Se registré un
porcentaje maximo de antinocicepcion de 34.61 + 3.8 (n = 6; *p < 0.05 vs
vehiculo. ANOVA. prueba de Dunnett).

La administracion local de diacereina resulto ser distinta en ambas fases del
modelo respecto al vehiculo (solucion salina) y presenté diferencias en el
porcentaje de antinocicepcion en cada fase. En la fase | no se observo una
relacion directamente proporcional entre la dosis y el porcentaje de
antinocicepcion, ya que el efecto que se alcanzé con cada una de las dosis
administradas fue similar: 61.47% (10 pg/pata), 67.71% (30 ug/pata), 64.31% (100
Mg/pata) y 65.16% (300 pg/pata). Por otro lado, en la fase Il del modelo
inflamatorio se observd un efecto dosis dependiente y un maximo de

antinocicepcion de 34.61%.
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6. ADMINISTRACION LOCAL DE TOPIRAMATO

La administracion local de topiramato en dosis de 10, 30, 100 y 300 pg/pata
redujo la nocicepcion inducida por la formalina en la fase | del modelo inflamatorio,
donde se observo un efecto de antinocicepcion que no fue dependiente de la

dosis, alcanzandose un valor maximo de 67.99% + 3.1 (figura 25).
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Figura 25. Curva dosis respuesta de la fase | del modelo de la formalina
tras la administracion local de topiramato (10, 30, 100 y 300 ug/pata), en la
que se observa un efecto que no es dependiente de la dosis, el registro mas
alto que obtuvo el porcentaje de antinocicepcion fue de 67.99 £ 3.1 (n = 6;
*p< 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).
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El efecto observado en la fase |l del modelo fue dependiente de la dosis,
alcanzandose un efecto maximo de 29.98% + 1 con la dosis de 300 pug (figura 26).
El tratamiento con topiramato por via local, revel6 una diferencia respecto al
vehiculo, presenté una disminucién parecida en el porcentaje de nocicepcion en
cada una de sus dosis evaluadas: 60.91% (10 pg/pata), 61.47% (30 ug/pata),
59.21% (100 ug/pata) y 67.99% (300 pg/pata) en la fase | de la prueba, mostrando
un efecto independiente de la dosis. En la fase Il del modelo se observa también
un aumento en el porcentaje de antinocicepcion de manera dependiente de la

dosis, alcanzando su efecto maximo registro con la dosis mas alta (29.98%).
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Figura 26. Curva dosis respuesta de la fase Il del modelo de la formalina
tras la administracion local de topiramato en dosis de 10, 30, 100 y 300
Mg/pata, donde se observa un efecto dependiente de la dosis. El porcentaje
maximo de antinocicepcién que se obtuvo fue de 29.98 £ 1 (n = 6; *p < 0.05
vs vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).
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7. COADMINISTRACION LOCAL DE DIACEREINA-TOPIRAMATO

Tras la obtencion de las curvas dosis respuesta de la administracion de los
farmacos individuales por via local en la fase Il del modelo de la formalina, se
procedié a la construccion del isobolograma para obtener la proporcion a utilizar
de cada farmaco en la combinacidén. Se obtuvo el valor de las DE3y de cada
farmaco a partir de las curvas dosis respuesta de cada farmaco en el modelo
inflamatorio, para el isobolograma se obtuvieron 4 dosis distintas para la
combinacion en una proporcion de uno a uno (0.5:0.5). La dosis que suma en
total 315.27 ug/pata corresponde a la dosis efectiva 30 tedrica de la combinacion

local (DE30T), las dosis utilizadas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Combinaciones de diacereina y topiramato administrados por via local para la
construccion del isobolograma

] DIACEREINA TOPIRAMATO TOTAL
COMBINACION
(ng/pata) (ng/pata) (ng/pata)
Vehiculo 0 0 0

1 7.03 32.37 39.40
2 14.07 64.74 78.81
3 28.1513 129.48 157.63
4 56.30 258.96 315.27
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Posteriormente, estas dosis se probaron experimentalmente en el modelo
de la formalina. En la fase | del modelo inflamatorio, se observé un efecto
independiente de la dosis y el efecto maximo de antinocicepcion alcanzado fue de

71.96% * 1.8, tras la administracién de la combinacién (figura 27).

1. 7.03 + 32.37
2: 14.07 + 64.74
3: 28.15 + 129.48
4: 56.30 + 258.96
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Figura 27. Curva dosis respuesta tras la combinacion local de diacereina-topiramato en
la fase | del modelo de la formalina. El efecto observado es independiente de la dosis,
obteniéndose como maximo de porcentaje de antinocicepcion un valor de 71.96 £ 1.8 (n
= 6; *p < 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).

En la fase Il de la prueba se observo un efecto dependiente de la dosis y la
dosis de la combinacion que tedricamente estaba calculada para el efecto del

30%, alcanzé experimentalmente un efecto del 35.24% =+ 1 (figura 28).
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Figura 28. Curva dosis-respuesta tras la administracion de la combinacion de
diacereina-topiramato por via local. En la fase Il del modelo inflamatorio, se observa un
marcado efecto dependiente de la dosis. La DE3T tedrica tuvo un valor de 315.27
Hg/pata y en esta fase se alcanz6 un porcentaje de antinocicepcion de 35.2 +1 (n = 6; *p
< 0.05 vs vehiculo, ANOVA, prueba de Dunnett).

La DE3pT de la combinacion fue de 315.27 ug/pata, mientras que la DE3oE
fue de 139.687 ug/pata, que al ser significativamente diferente de la DEsoT
muestra que la combinacion resulta sinérgica por esta via de administracion. El
indice de interaccion resultante fue de 0.443, que muestra que la dosis de la

combinacion fue 2 veces menor a lo calculado (figura 29).

@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Facultad de Quimico Farmacobiologia 67



pQFB ANGEL ZUNIGA ROMERO
@@@@@@@@@iEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC

Isobolograma via local

Diacereina (pg/pata)

200 300 400

Topiramato (pg/pata)

Figura 29. Analisis isobolografico de la interaccion de diacereina y topiramato
administrados por via local en el modelo inflamatorio. La DE3,T se encuentra en medio de
una linea de aditividad trazada entre los valores de las DEj, de la diacereina y el
topiramato. La DE3T (punto T) de la combinacion resulta significativamente diferente del
punto E (DE3E) tras una prueba de t de Student. En la tabla se muestran los valores de
la DE3o de cada farmaco y el valor del indice de interaccion que es de 0.443 lo cual indica
que se produjo sinergismo con la combinacion.
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VIl. DISCUSION

1. PRUEBA DE LA FORMALINA

La prueba de la formalina se considera un modelo de dolor persistente
producido por la inyeccion subcutanea de esta sustancia que provoca la
estimulacion de los nociceptores (Shanon et al., 2005). La prueba se caracteriza
por presentar un patron de sacudidas de la extremidad de la rata que fue
inyectada con formalina, lo que permite la evaluacion del comportamiento
nociceptivo. Se ha reportado que este comportamiento inducido por la formalina es
de caracter bifasico, la fase inicial se relaciona al estimulo nociceptivo directo y se
conoce como nheurogénica, la segunda fase se denomina inflamatoria pues

responde al proceso inflamatorio subsecuente (Ortega-Varela, 2008).

Algunos estudios demuestran que en la primera fase de la prueba participan
mediadores como la sustancia P y la bradicidina, cuyos efectos pueden ser
suprimidos por medicamentos de accidn central. Se sabe también que esta fase
del modelo inflamatorio se desencadena por la activacion de fibras nociceptivas de
tipo Ad y C, esta demostrado que estas fibras son activadas por medio de canales
de Na“, de tal modo que los farmacos que acttan bloqueando este tipo de canales
pueden presentar un efecto analgésico en esta fase (Blackburn-Munro et al.,

2002).

La segunda fase de la prueba de la formalina se caracteriza por el
desarrollo de una respuesta inflamatoria y la sensibilizacion central de las fibras

nociceptivas, donde participan diversas sustancias. En esta fase hay un aumento
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en los niveles de distintos mediadores quimicos como histamina, serotonina,
bradicidina, aminoacidos excitatorios y prostaglandinas lo que produce la
sensibilizacion de la médula espinal (Pietrovski et al., 2006).

Ambas fases del modelo representan distintos tipos de dolor que son
producto de la activacion de nociceptores periféricos y de la sensibilizacion central
como consecuencia de la transmision nociceptiva (Blackburn-Munro et al., 2002).

Este modelo presenta la ventaja de que en él se pueden contabilizar una
serie de signos que son una medida del dolor que puede ser aliviado por la accion
de farmacos analgésicos. De igual manera, se puede valorar un parametro
postural que comprende las distintas posiciones protectoras de la extremidad
afectada, como algunas conductas para aliviar el dolor (el lamido de la zona
afectada) o la cuantificacién de un reflejo (las sacudidas de la extremidad). Uno
de los inconvenientes técnicos es la duracion del periodo de observacion de este
modelo, ya que requiere de una gran concentracion y paciencia del investigador
(Ortega, 2002).

En este estudio pudieron reproducirse adecuadamente las condiciones
adecuadas para realizar la prueba de la formalina. La inyeccion de formalina via
en la region dorsal de la pata derecha de la rata produjo la conducta nociceptiva
tipica previamente descrita. El curso temporal mostré una respuesta bifasica. Una
conducta nociceptiva inmediata (0-10 min) y después de un breve periodo de
ausencia de ésta, otra que inici6 de manera gradual y continua al menos durante
el periodo de observacion.

En el presente trabajo, se logré6 evaluar de manera eficiente el

comportamiento de distintas dosis de diacereina, topiramato y su combinacion que
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fueron significativamente menores, en las dos vias de administracion evaluadas en
este estudio, al compararlas con el grupo control, observandose un efecto dosis-

dependientes en la segunda fase de la prueba.

2. DIACEREINA

La diacereina es utilizada en algunos paises para el manejo de pacientes
con artrosis y proporciona una mejora significativa en los sintomas clinicos
(Leblan, 2000). Los mediadores inflamatorios tienen un papel importante en las
enfermedades articulares como la osteoartritis y artritis reumatoide. Se ha
sugerido recientemente que la diacereina podria tener propiedades anti-
inflamatorias diferentes de las de los AINEs clasicos, debido a su capacidad para
reducir la inflamacion aguda en distintos modelos animales (Tamura, 2002). Este
farmaco es un derivado de la antraquinona, que posee actividad analgésica y
antiinflamatoria, cuyo mecanismo de accién consiste en la inhibicion de la
interleucina-1B (IL-1B), disminuyendo el umbral del dolor en ratas con edema en
la extremidad (Kay et al., 1980). El metabolito activo de la diacereina, la reina, se
ha demostrado que reduce la sintesis y la induccion de IL-1B e iINOS
respectivamente; mejora la actividad de la COX-2 en condiciones normales y en
artrosis en condrocitos humanos (Pelletier, 1998). La citocina proinflamatoria IL-13
puede modular la transmisién del dolor de manera indirecta, por la liberacion de
sustancias neuroactivas como el NO, radicales libres, prostaglandinas vy
aminoacidos excitatorios (Wu, 2004 y Watkins, 2003). En un estudio realizado con
ratones, la diacereina mostré efectos antiinflamatorios y antihiperalgésicos a largo

plazo, después de ser administrada por via oral e intratecal en el modelo de
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carragenina (Quintdo, 2005). En otros estudios se ha demostrado que el
tratamiento oral con diacereina (en dosis que van de 10 a 200 mg/kg) resulta en
una marcada inhibicién del edema de la pata en ratas producido por carragenina,
dextrano y zymosan. Asimismo, también se ha demostrado que la diacereina, al
ser administrada de manera individual o conjunta con Naproxeno, es eficaz en la
reduccion de la respuesta inflamatoria después de la inyeccidn intraplantar del

adyuvante completo de Freund (CFA) en ratas (Tamura, 2002).

3. ADMINISTRACION DE DIACEREINA

La administraciéon oral y local de diacereina redujo el porcentaje de
nocicepcion en las dos fases del modelo de la formalina, en ambas vias de
administracion. En la primera fase del modelo, la diacereina registré un efecto
maximo de antinocicepcion que no resultd proporcional a la dosis. Sin embargo,
en la segunda fase del modelo inflamatorio el efecto antinociceptivo que se

presentd fue dependiente de la dosis.

La diacereina mostré un mejor efecto por via oral obteniéndose un
porcentaje de antinocicepcion de 68.84% vs. 34.61% en la via local, en la fase |l
de la prueba. En la fase | del modelo el efecto fue independiente de las dosis en

las dos vias de administracion evaluadas.

Se han reportado las propiedades antinociceptivas de la diacereina
administrada por via oral en modelos de inflamacion persistente en ratones

(Quintao, 2005). En diversos modelos de nocicepcion la diacereina ha presentado
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una eficacia similar a la de la Gabapentina, un farmaco que ha demostrado ser
eficaz en el tratamiento del dolor neuropatico (Quintdo, 2005). Los mecanismos;
por los cuales la diacereina ejerce su accion nociceptiva no estan del todo claros y
se requieren de mas estudios (Quintdo, 2005), dicho efecto esta relacionado con
la supresion de citocinas como la IL-13 y el factor de crecimiento tumoral alfa
(TNF-a), debido a que parece ser que su presencia esta estrechamente

relacionada con la aparicion de hipersensibilidad (Cui, 2000).

En contraste con los resultados obtenidos en este estudio, Quintdo reportd
que la inyeccion intraplantar de diacereina no presentd ningun efecto en un
modelo de inflamacion persistente con carragenina. Estas diferencias pueden
atribuirse a que en este estudio se utilizaron dosis distintas de diacereina (25, 50,
100 pg/pata), los ensayos se realizaron en ratones suizos hembras vy el lugar de
administracién del farmaco y del agente inflamatorio fue de manera intraplantar

(Quintdo, 2005).

4. TOPIRAMATO (TPM)

Algunos farmacos anticonvulsivos son conocidos por su actividad
analgésica, pero debido a la serie de efectos colaterales que presentan se ve
limitado su uso para estos propositos. Algunos de ellos deben ser monitoreados
tras su administracion, debido a las reacciones adversas que se han observado.
Esto justifica la necesidad de estudiar nuevos anticonvulsivos en condiciones

donde se presente dolor (Jackson, 2006).
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TPM es utilizado s6lo o en combinacion con otros anticonvulsivos en el
tratamiento de crisis parciales y de convulsiones tonico clonicas (Kudin, 2004).
Una variedad de propiedades farmacodinamicas del TPM sugieren su eficacia
potencial en condiciones distintas a la epilepsia. Adicionalmente, posee
propiedades neuronales estabilizantes que pueden ser beneficiosas en el
tratamiento del dolor (Thienel, 2004). Experimentos in vitro sugieren que el TPM
actua sobre la actividad neuronal y produce sus efectos por medio de varios
mecanismos, donde se incluye la modificacién de canales de Na* y de Ca?
dependientes de voltaje, el aumento de la actividad de GABA vy la inhibicién de
receptores glutamatérgicos de tipo AMPA y kainato (Kudin, 2004). EI TPM ha
demostrado su efecto antinociceptivo en algunos estudios, Wieczorkiewicz et al.
en el 2004, reportaron el efecto antinociceptivo de TPM en un modelo de dolor
neuropatico en rata tras su administracion intraperitoneal, de igual manera
Stepanovic, en el 2008, demostré el efecto antinociceptivo de este farmaco en un
modelo de dolor visceral. Ademas de su efecto antinociceptivo, el TPM ha
mostrado propiedades antihiperalgésicas en modelos de constriccion cronica del
nervio ciatico (ICC) y en la neuropatia por compresion del nervio ciatico en ratas

(Bischofs, 2004).

5. ADMINISTRACION DE TOPIRAMATO

La administracién oral y local de TPM redujo la conducta nociceptiva en las
dos fases de la prueba de la formalina. En ambas vias de administracion, en la
primera fase del modelo se observé un efecto antinociceptivo no dependiente de la

dosis que alcanz6 un efecto maximo de 78 y 68 porciento en la via oral y local,
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respectivamente. En la fase Il el efecto observado fue dosis dependiente. En la via
oral se alcanzo6 un efecto maximo de 66 porciento y en la via local se observo un
efecto de hasta 30 porciento, lo que muestra un mejor efecto de este farmaco tras

su administracion oral.

Este trabajo concuerda con algunas referencias de la literatura, ya que esta
establecido que el TPM reduce la conducta nociceptiva inducida por la formalina,
después de ser administrado por via oral (Da Silva, 2007). Lopes et al. 2009 han
reportado la efectividad del TPM en dosis bajas en el modelo de la formalina y en
la prueba de la plancha caliente. Ellos encontraron que la accién analgésica de
este anticonvulsivo fue revertida por naxolona, lo que sugiere que el sistema
opioide puede participar en los efectos observados. Paranos et al. 2011 reportaron
el efecto antihiperalgésico dependiente de la dosis de TPM administrado por via
oral en un modelo inflamatorio con carragenina, este efecto se redujo
significativamente tras la administracion sistémica de bicuculina, naxolona vy
yohimbina. La administracion local de este farmaco produjo también un efecto
antihiperalgésico dependiente de la dosis que se redujo con bicuculina local, pero
no con naxolona y yohimbina administradas por la misma via. Los resultados
sugieren que el TPM produce antihiperalgesia, tanto local como sistémica, en
modelos de dolor inflamatorio y dicho efecto parece estar mediado por receptores

GABAA,, receptores opioides y receptores adrenérgicos a2.

En otros trabajos se ha reportado el efecto antinociceptivo de algunos

anticonvulsivos como la Gabapentina, que muestra un efecto maximo de 53.1%
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por via oral, aproximadamente un 50% tras su administracion local y un 68.2%
por via intratecal en la prueba de la formalina (Ortega-Varela, 2008). En un estudio
donde se evalud el efecto antinociceptivo de distintos farmacos anticonvulsivos en
un modelo de dolor visceral, el TPM resulté ser el farmaco con mejor tolerabilidad
terapéutica y el que presentd el mejor efecto no asociado con dafio motor en la

prueba del rotarod (Stepanovic, 2008).

El TPM tiene actividad bloqueadora de la actividad de los canales de Na*
dependientes de voltaje, por lo que su efecto analgésico en la primera fase del
modelo inflamatorio podria estar justificado (78 y 68% de efecto de antinocicepcién
en la via oral y local, respectivamente, en la fase | del modelo inflamatorio). La
actividad de dicho canal, esta relacionada con el aumento en la sensibilidad de
las neuronas aferentes primarias y la activacion de fibras A y C tras la aparicion de

dafo tisular (Blackburn-Munro et al., 2002).

Este farmaco present6 un mejor efecto antinociceptivo después de
administrarse por via oral (66.03 %) vs. 29.98 % en la via local en la segunda fase

de la prueba.

6. ADMINISTRACION DE DIACEREINA-TOPIRAMATO

El uso de las combinaciones analgésicas es una estrategia que tiene como
fin facilitar el apego al tratamiento, simplificar la prescripcion, mejorar la eficacia
con la reduccion o la desaparicion de efectos adversos (Raffa, 2001). Con la

utilizacion del analisis isobolografico pudimos analizar la interaccidén existente, al
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administrar la combinacion diacereina-topiramato en dos vias de administracion:

oral y local.

Tras la administracion de la combinacion de diacereina-topiramato, tanto
por via oral como local, se produjo una reduccion en la conducta nociceptiva en la
prueba de la formalina. En la fase | del modelo inflamatorio se present6é un efecto
no dependiente de la dosis, de hasta un 81 porciento en la via oral y un 72
porciento en via local, en la fase Il se observa un efecto dependiente de la dosis.

La administracion de la combinacion de diacereina-topiramato, resulté ser
mas efectiva al administrarse por via oral, ya que se alcanzé un efecto de
antinocicepcién de 65.21% vs. 35.24 % en la via local (fase Il). Al presentarse una
interaccion sinérgica mayor en el modelo inflamatorio después de Ila
administraciéon oral de la combinacién, se sugiere una posible ventaja en su uso
comparado con la administracion local. Esto puede deberse a que el TPM
presenta una absorcion rapida y completa por via oral y por su parte la diacereina
después de su administraciéon oral sufre un efecto de primer paso hepatico y es
desacetilada en su totalidad en forma de reina, que es el metabolito activo

(McNamara, 2006; Mahajan, 2006).

El analisis isobolografico de las dos vias de administracion de la
combinacion mostré indices de interaccion (y) que muestran la presencia de
sinergismo en cada via. En la via oral, el valor de y fue de 0.209, lo que indica que

la DE3oE obtenida experimentalmente fue aproximadamente 5 veces menor a la
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calculada tedricamente. En la via local el valor del y (0.443) indica que la DE3E

fue alrededor de 2 veces menor a la calculada te6éricamente.

La coadministracion de diacereina y topiramato produce una interaccion
sinérgica significativa en las distintas combinaciones analizadas en este estudio.
El origen de la interaccion sinérgica podria deberse a los distintos mecanismos de
accion de ambos farmacos. Por parte, la diacereina produce la inhibicion de la
sintesis de IL1B, se sabe que este tipo de interleucinas aumenta la actividad de las
vias nociceptivas (Hori, 1998) y puede causar sensibilizacidon indirecta por la
liberacion de otras citocinas y mediadores de hiperalgesia como el glutamato o
prostaglandinas (Fishman, 1998). Ademas, el bloqueo de canales de Na*y Ca*
inducido por el TPM que produce la polarizacién de la membrana y la reduccion de
la frecuencia y numero de potenciales de accién (Cummins, 2000 y Chong, 2001).
El bloqueo de receptores AMPA/Kainato impide la entrada de Na* postsinaptico y
contribuye a disminuir el potencial excitador de los estimulos aferentes (Li, 1998).
La potenciacién de la neurotransmision gabaérgica produce la facilitacion del
receptor GABAA,, lo cual incrementa el paso de iones cloruro al interior celular y de
iones potasio al exterior, que da lugar a un estado de hiperpolarizacion e inhibicion
postsinaptica (Bermejo, 2007). Debido a los resultados obtenidos tomando en
cuenta los mecanismos Yy sitio de accién de cada farmaco podemos sugerir que el
mecanismo por el cual la combinacion ejerce su efecto antinociceptivo es de

origen multifactorial.
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El efecto sinérgico de combinaciones con algunos anticonvulsivos ha
quedado evidenciado en modelos de dolor inflamatorio y neuropatico, como es el
caso de: Gabapentina-Metamizol (Ortega-Varela, 2008), Vigabatrina-Baclofen
(Czuczwar, 2001), Oxcarbazepina-lbuprofeno (Stepanovic-Petrovic, 2011),
Gabapentina-lbuprofeno (Yoon, 1999), Gabapentina-Tiagabina (Luszczki, 2009) y

Carbamazepina-Benfotiamina (Mixcoatl-Zecuatl, 2008) respectivamente.

Haciendo un comparativo de las vias de administracion utilizadas en este
trabajo con otros estudios realizados, la combinacion de diacereina-topiramato,
presentd un mayor efecto antinociceptivo en la fase Il del modelo inflamatorio en
comparaciéon con el observado en la combinacién Gabapentina-Metamizol
(Ortega-Varela) alcanzandose un efecto maximo de 65 y 56 porciento por via oral,
respectivamente. Por otro lado, al administrarse por via local, la combinacion de
Gabapentina-Metamizol presentdé un mayor efecto antinociceptivo que la
combinacion evaluada en este estudio, ya que alcanzaron un porcentaje maximo
de 40 y 35 porciento respectivamente, en la segunda fase de la prueba de la
formalina. En este misma via de administracion, Arguelles et al., 2002 reporto el
efecto antinociceptivo de Morfina-Lamotrigina, que presenté hasta un 45 porciento

de antinocicepcién en la fase inflamatoria de la prueba de la formalina.

El analisis isobolografico de la combinacion diacereina-topiramato en las
dos vias de administracion evaluadas en este estudio, revelo un efecto sinérgico.
Hasta donde sabemos, este es el primer estudio donde se muestra la interaccion

sinérgica entre la diacereina y el topiramato. La reduccion de la dosis de los dos
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farmacos, para lograr un mayor efecto analgésico, puede reducir la incidencia de
efectos secundarios, como pueden ser afecciones gastrointestinales, prurito,
exantema y eccema causados en algunos casos por la diacereina; también podria
reducirse la presencia de somnolencia, fatiga, confusion, irritabilidad, dolores de
cabeza, nistagmos, temblor, anorexia, pérdida de peso, nausea, parestesia y

trastornos del lenguaje, que son producidos por el topiramato.
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VIII. CONCLUSIONES

I. La administracion oral y local de diacereina y topiramato producen un efecto

antinociceptivo, significativo en ambas fases de la prueba de la formalina.

Il. La combinacion diacereina-topiramato presenta una interaccion sinérgica en la

via de administracion oral y local en la prueba de la formalina.

lll. La combinaciéon  diacereina-topiramato  presenta una interaccion
antinociceptiva sinérgica mayor en la via oral que en la via local periférica, en

el modelo de la formalina.

IV. La utilizacion de la combinacién de diacereina y topiramato puede ser util en

el tratamiento del dolor inflamatorio en humanos.
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