VOTOS
APROBATORIOS



FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Docencia

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Jefatura de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 27 de julio de 2020.
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Directora
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Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis Evaluacion del efecto analgésico de la combinacién
tramadol-meloxicam en modelos murinos de dolor crénico”, que para obtener el
grado de Maestra en Medicina Molecular me proporciond la alumna Laura Gonzalez
Palomares. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Armando Herrera Arellano
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Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Evaluacion del efecto analgésico de la combinacion
Tramadol-Meloxicam en modelos murinos de dolor crénico”, que para obtener el
grado de Maestra en Medicina Molecular me proporciond la alumna Laura Gonzalez
Palomares. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Gabriela Castaneda Corral
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Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Evaluacion del efecto analgésico de la combinacion
Tramadol-Meloxicam en modelos murinos de dolor crénico”, que para obtener el
grado de Maestra en Medicina Molecular me proporciond la alumna Laura Gonzalez
Palomares. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.
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Atentamente

Dr. Juan José Acevedo Fernandez
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Directora
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Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Evaluacion del efecto analgésico de la combinacion
Tramadol-Meloxicam en modelos murinos de dolor crénico”, que para obtener el
grado de Maestra en Medicina Molecular me proporciond la alumna Laura Gonzalez
Palomares. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:

Dictamen | se aprueba el trabajo de tesis tal como se presenta.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Maribel Lucila Herrera Ruiz
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Directora
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Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Evaluacion del efecto analgésico de la combinacion
Tramadol-Meloxicam en modelos murinos de dolor crénico”, que para obtener el
grado de Maestra en Medicina Molecular me proporciond la alumna Laura Gonzalez
Palomares. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 110 del Reglamento de Posgrado de la UAEM le otorgo:
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Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Jesus Santa Olalla Tapia
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V. RESUMEN

ANTECEDENTES: EIl dolor crénico es un problema de salud, debido a su alta
incidencia y a la repercusion negativa en la calidad de vida del paciente, familia y
sociedad. El tratamiento de este tipo de dolor con un solo farmaco es poco efectivo
por lo que se ha propuesto que el tratamiento requiere una aproximacion
multimodal. Una alternativa es el uso de combinaciones de dos o mas farmacos en
donde el principal criterio de seleccion es que posean diferentes mecanismos de
accion con el objetivo de aumentar la eficacia y mejorar el perfil de efectos adversos
para favorecer el tratamiento a largo plazo.

OBJETIVO: Comparar el efecto antialodinico agudo de la combinacion tramadol-
meloxicam con el efecto de la administracion individual de cada uno de los farmacos
en dos modelos de dolor crénico, con la finalidad de determinar si esta combinacion
es til para el tratamiento de dolor crénico de diferentes etiologias.

MATERIAL Y METODOS: Para evaluar el efecto antialodinico de la combinacion
tramado-meloxicam y de los farmacos individuales se utiliz6 el modelo de dolor
neuropatico de axotomia parcial del nervio ciatico y un modelo de fibromialgia
inducida por la inyeccion solucion salina acida en raton hembra.

RESULTADOS: En el modelo de dolor neuropatico se encontré que el tramadol,
pero no el meloxicam, produjo un efecto antialodinico dependiente de la dosis con
una DEso de 24.79 + 2.12 mg/Kg. En el modelo de fibromialgia tanto tramadol como
meloxicam produjeron un efecto antialodinico dependiente de la dosis con una DE3o
de 35.98 +4.88y 11.43 + 0.25 mg/Kg, respectivamente. En cuanto a la combinacion
se observo que la adicion de meloxicam (2.74 o 7.5 mg/kg) al tramadol produjo un
incremento de la eficacia indicando un sinergismo (indices de interaccion de 0.35
para la combinacion tramadol con la dosis fija de meloxicam 2.74 y 0.18 para la
combinacion con 7.5 mg/kg) en el modelo de dolor neuropatico. De forma similar el
analisis isobolografico de la combinacion de tramadol-meloxicam en las
proporciones 1: 1 y 1:3 mostro que se produjo una potenciacién del efecto
antialodinico en el modelo de fibromialgia. En ambos modelos el efecto sinérgico de
la combinacion fue revertido parcialmente con la inyeccion de naloxona (1 mg/kg,
i.p.) un farmaco antagonista de los receptores opioides.

CONCLUSION: La combinacién meloxicam-tramadol produjo una potenciacion del
efecto antialodinico en comparacion con el efecto de los farmacos individuales en
dos modelos de dolor crénico. El efecto sinérgico involucra la activacién de los
receptores opioides. Estos resultados sugieren que la combinacién tramadol-
meloxicam puede ser una herramienta prometedora para el tratamiento del dolor
cronico.
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1. INTRODUCCION

1.1 Dolor

El dolor se define como una experiencia sensorial o emocional desagradable
asociada a un dafio tisular real o potencial que puede describirse en términos de
dicho dafio [1]. El dolor tiene una naturaleza multidimensional, por lo que su
percepcion se afecta por componentes fisiopatologicos, emocionales, cognitivos y

conductuales. Debido a esto es dificil clasificar al dolor.

1.2 Clasificacion del dolor

En la actualidad, existen diversas clasificaciones de dolor basadas en distintos
criterios. Una de las clasificaciones mas aceptadas es con base en su duracion, la

cual nos permite distinguir entre dolor agudo y crénico.

El dolor agudo o dolor nociceptivo implica una condicion de inicio rapido y duracion
corta, cuya funcion biolégica es preservar la integridad del individuo [2]. Este tipo de
dolor se produce en respuesta a estimulos nocivos y desaparece cuando se elimina
la causa subyacente. Sin embargo, bajo ciertas condiciones el dolor agudo se
convierte en cronico. El dolor crénico es aquel que persiste mas alla del periodo
normal de curacion por lo que carece de funcion protectora convirtiéndose asi en un
sintoma debilitante o incluso la enfermedad por si misma [3]. A continuacion, se

describe con mayor detalle las caracteristicas del dolor crénico.

1.3 Dolor crénico

El dolor crénico es una de las principales causas de sufrimiento a nivel mundial.
Desde el punto de vista clinico se considera que existe dolor cronico cuando se
presenta de forma constante por al menos cuatro o cinco dias a la semana y que
perdura por al menos 3 meses 0 mas alla del periodo normal de curacién [3]. Sin
embargo, este tipo de dolor puede llegar a durar incluso afios hasta convertirse en

un sintoma debilitante derivado de una enfermedad como el caso de la neuropatia
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diabética o incluso la enfermedad por si misma como la fibromialgia. Con base en
lo anterior el dolor cronico es un término que se utiliza para englobar a un gran
namero de enfermedades de diversas etiologias que cursan con dolor por periodos
largos de tiempo. Las etiologias mas comunes son lesién nerviosa, cirugias,
quemaduras, uso de farmacos como los utilizados en la quimioterapia y
enfermedades metabdlicas o infecciosas e incluso etiologias que se desarrollan sin
ningun motivo aparente. En este contexto, los tipos de dolor cronico mas comunes
son el dolor neuropatico, dolor musculoesquelético, dolor postquirdrgico o
postraumatico, dolor orofacial y dolor crénico generalizado como resultado de
enfermedades como herpes zoster, VIH, diabetes, artritis, osteoartritis y fiboromialgia
[3.4]

1.3.1 Clasificacion del dolor crénico

Dado el gran niumero de condiciones patolégicas que cursan con dolor crénico
existe un gran debate en la comunidad médica y cientifica referente a si este tipo de
dolor es un sintoma o una enfermedad. Esto es de gran relevancia porque dificulta
el diagndstico y en consecuencia el tratamiento. Debido a lo anterior la Asociacién
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP por sus siglas en inglés) formo6 un
grupo de trabajo que se dio a la tarea de crear una clasificacion que fuera util tanto
en el ambito clinico como cientifico. Asi en el 2019 se publicé la clasificacién de
dolor crénico la cual distingue entre dos grandes grupos; el dolor crénico primario y
secundario. A su vez estos grupos se subdividen en 7 grandes categorias las cuales
engloban trastornos clinicamente mas comunes (Figura 1) [3.4]. Esta nueva
clasificacion proporciona una nueva herramienta U(til para el diagndéstico y
tratamiento adecuado para cada tipo de dolor crénico con el objetivo de lograr
resultados optimos y mejorar la calidad de vida del paciente.



Dolor crénico

Se considera una enfermedad | Se considera un sintoma |
por si mismo

| | 2. Dolor cronico asociado a
cancer

| | 3. Dolor crénico post-quirargico
o dolor post-traumatico

— 4. Dolor neuropatico cronico

S.Dolor de cabeza cronico
secundario o dolor orofacial

6. Dolor visceral cronico
secundario

| | 7. Dolor musculoesquelético
cronico secundario

Figura 1. Clasificacién del dolor crénico de acuerdo a la IASP 2019. Modificado de Treede et al.,
2019 [3].

1.3.1.1 Dolor crénico primario

Se define como el dolor presente en una o mas regiones anatomicas que persiste o
recurre durante mas de 3 meses y se acompafia por angustia emocional (ansiedad,
enojo, frustracion, estado de &nimo deprimido) y/o discapacidad funcional
(interrupcion de las actividades de la vida diaria y participacion en roles sociales), y
esto no puede ser mejor explicado por otras condiciones de dolor crénico. Por lo
tanto, se convierte en la enfermedad por si misma. Este tipo de dolor se localiza
preferentemente  en los sistemas nervioso, musculoesquelético, y aparato
gastrointestinal, y en cualquier sitio del cuerpo (cara, espalda, cuello, extremidades
superiores e inferiores, térax y abdomen) [3.4]. Esto da como resultado un gran
namero de subtipos de dolor crénico primario (Figura 2), los cuales se subdividen a

su vez en 5 tipos, que a continuacion se describen brevemente:



~ Dolor crénico primario

Dolor crénico

generalizado

Sindrome
regional complejo

Dolor orofacial o
dolor de cabeza

Dolor visceral

Dolor musculo-
esquelético

I—{ Fibromialgia ‘

Tipo 1 | ‘{ Migrafa Sindrome de dolor —( Dolor cervical
H de la pared
Tira 2 || Dolor de cabeza tordcica Dolor toracico |

tipo tensional

Dolor epigastrico ———
Cefalalgias L] Dolo_r de
extremidades

M  autonomas del Sindrome del

trigémino intestino irritable
Desordenes S. doloroso
M dolarosos abdominal
tempomandibulares Sindrome

doloroso vesical

H Glosodinia

Sindrome
doloroso pélvico

-‘ Dolor orofacial

Figura 2. Clasificacién del dolor crénico primario. Modificado de Nicholas et al., 2019 [4].

1. Dolor crénico generalizado: se define como aquel dolor musculoesquelético

difuso presente en al menos 4 de 5 regiones del cuerpo (extremidades
superiores e inferiores y el esqueleto axial), que perdura por mas de 3 meses o
mas alla del periodo normal de curacion, ademas de cumplir con todas las
caracteristicas del dolor crénico primario. El sindrome mas representativo es la
fibromialgia y se caracteriza por la presencia de dolor crénico generalizado,
fatiga, trastornos del suefio, trastornos cognitivos y autondmicos [5]. Otros
sintomas frecuentes incluyen dolor de cabeza, parestesias y rigidez matutina. A
menudo este conjunto de signos y sintomas coexisten con enfermedades como
la depresion y la ansiedad [5]. Debido a lo anterior es considerado un sindrome
de naturaleza multifacética y por lo tanto se le debe prestar especial atencion
para brindar un adecuado diagnéstico y tratamiento.

Sindrome doloroso regional complejo: es un tipo de dolor crénico primario
que se caracteriza por dolor intenso que generalmente se presenta en las
extremidades ante un trauma en ausencia o presencia de lesiones nerviosas [6]
y se acompafia de alteraciones sensoriales, autonémicas (cambios en el color y
temperatura de la piel, edema, y crecimiento anormal de vello y ufias), motoras

(disminucion de la fuerza, temblores, osteoporosis focal y atrofia de musculos,
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articulaciones y tendones) y troficas. También desarrollan hiperalgesia y alodinia
como resultados de estas alteraciones [7]. Existen dos subtipos, el tipo | y el tipo
II. En el primero no existe evidencia de dafio a los nervios periféricos, y se asocia
con mecanismos nociplasticos, mientras que en el segundo presenta evidencia
de dafio a los nervios periféricos como consecuencia de cirugias, traumatismos
o lesiones menores y a menudo se asocia como un subtipo de dolor neuropatico
[8].

Cefalea primaria cronica o dolor orofacial: se define como el dolor de cabeza
que se produce por al menos 15 dias o mas por mes, durante al menos 3 meses.
La duracion del dolor por dia es de al menos 2 horas (sin tratamiento), o bien,
pueden ocurrir varios episodios al dia [9]. Dentro de estos trastornos se
encuentra la migrafia, que se caracteriza por dolor de cabeza marcado con
episodios unilaterales recurrentes que se acompafan de dolor punzante de
moderado a intenso que empeora con la actividad fisica, luz y el ruido [10.11].
Por otro lado, el dolor orofacial se define como aquel dolor que se percibe en la
cara y/o cavidad oral, el cual se origina por enfermedades o trastornos de las
estructuras regionales y disfunciones del sistema nervioso. Otros ejemplos son
el dolor de cabeza tipo tensional, cefalalgias autonomas del trigémino,
desordenes dolorosos temporomandibulares y por ultimo la glosodinia [4].
Dolor visceral crénico primario: Se define como el dolor cronico primario
localizado en la cabeza o cuello, regién toracica, abdominal o pélvica del aparato
digestivo [4]. Este representa una de las principales categorias en medicina
interna. Los principales sindromes son: el sindrome de dolor en la pared toracica,
dolor epigastrico, sindrome de intestino irritable, sindrome doloroso abdominal,
sindrome doloroso de vejiga y por ultimo el sindrome doloroso pélvico (Figura
2).

Dolor crénico musculoesquelético primario cronico: Es un dolor crénico
localizado en los mdusculos, huesos, articulaciones o tendones que se
caracteriza por la presencia de dolor espontaneo o evocado en la region
afectada, acompafado de alodinia y/o hiperalgesia [4]. En esta subclasificacion

el principal sindrome es el dolor de espalda baja el cual se define como aquel
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dolor acompafiado de tension muscular o rigidez localizada entre el borde inferior
de la espalda y el pliegue inferior del gluteo con o sin dolor referido a la pierna
[12].

1.3.1.2 Dolor crénico secundario

Se define como el dolor crénico relacionado con otras enfermedades como la causa
subyacente, por lo que el dolor puede considerarse inicialmente como un sintoma
altamente debilitante [3]. Para este tipo de dolor la base de la terapéutica es trata la
patologia que causa el dolor. Sin embargo, en muchos casos el dolor puede
continuar a pesar del tratamiento exitoso de la causa inicial e incluso si el
diagnéstico de dicha enfermedad ya no es relevante. En tales casos el diagnostico
de dolor permanecera. A continuacion, se describe manera breve cada una de las

6 categorias que engloba el dolor cronico secundario.

1. Dolor crénico asociado a cancer: Es un dolor causado por el cancer en si
(tumor o metastasis) o por su tratamiento (quimioterapia o radioterapia) [13]. Por
lo que cada vez es mas evidente la presencia de dolor en pacientes
sobrevivientes de cancer a largo plazo. El sindrome caracteristico es la
neuropatia causada por quimioterapia con agentes como los taxanos, platinos y
alcaloides de vinca, entre otros [14].

2. Dolor postquirargico o postraumatico crénico: Es el dolor que se encuentra
ausente antes de la cirugia o trauma y que continla por mas de tres meses
posterior a la cirugia, donde se desconocen la causa aparente y el tiempo de
curacion varia con cada paciente [15].

3. Dolor neuropatico cronico: Se define como el dolor causado por una lesion o
enfermedad del sistema nervioso somatosensorial [16]. Este se caracteriza por
la presencia de dolor espontaneo o evocado por estimulos sensoriales
(hiperalgesia o alodinia), alteraciones de la funcién sensorial o disestesias y
parestesias [17]. A su vez tomando en cuenta el sitio donde se produce la lesion
del sistema nervioso, el dolor neuropatico se divide en periférico y central.
Algunos de los sindromes de dolor neuropatico periférico mas comunes son la
neuralgia del trigémino, neuralgia postherpética y la neuropatia diabética [18].
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Por otro lado, los sindromes neuropaticos centrales son los asociados a lesiones
en la médula espinal o cerebro, o bien, derivados de enfermedades como
esclerosis multiple, lesiones vasculares, epilepsia, tumores en el SNC,
infecciones bacterianas y autoinmunes, entre otros [17].

Cefalea cronica secundaria o dolor orofacial secundario: Anteriormente se
menciona la definicion de cefalea y dolor orofacial. Por lo cual solo
mencionaremos que la diferencia entre la cefalea o dolor orofacial primario y
secundario es que este se origina a partir de una enfermedad como neuralgia
del trigémino, periodontitis, entre otras [4].

Dolor visceral cronico secundario: Se define como el dolor localizado en la
cabeza o cuello, regién toracica, abdominal o pélvica del aparato digestivo, pero
que se origina a partir de una enfermedad [19]. Las principales causas
subyacentes de este tipo de dolor son los factores mecénicos (obstruccion),
mecanismos vasculares (isquemia y trombosis) o inflamacion persistente [20].
Dolor musculoesquelético secundario crénico: Se define como el dolor
persistente o recurrente que surge como parte de una enfermedad que afecta
directamente al hueso, articulaciones, musculos o tejidos blandos, dicho dolor
puede ser espontaneo o inducido por el movimiento [4]. Los principales
mecanismos implicados son la inflamacion persistente (etiologia: infecciosa,
autoinmune o metabdlica), un ejemplo claro es la artritis reumatoide. Otras
causas son los cambios estructurales que afectan los huesos, articulaciones,

tendones o musculos, por ejemplo, la osteoartritis.

1.3.2 El dolor crénico como problema de salud publica

El dolor crénico primario y secundario son condiciones que no ponen en peligro

inmediato la vida del paciente. Sin embargo, el dolor cronico es la principal causa

de sufrimiento y discapacidad a nivel mundial por lo que se considera un problema

de salud publica. Este término engloba a un gran nimero de condiciones clinicas

gue cursan con dolor persistente y alta prevalencia que con frecuencia se asocia

como una condicion debilitante que conlleva a un deterioro en la calidad de vida de

quien lo padece siendo la principal causa de consulta médica [21]. Esto debido a
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que el paciente experimenta dolor sordo, punzante o quemante acompafnado de
debilidad, rigidez, disminucion en la circulacion seguido de inflamacién e hipotrofia
que dificultan el movimiento de la zona afectada. Aunado a esto los trastornos del
apetito y del suefio a menudo llevan al desarrollo de ansiedad y depresion. Todos
estos factores en conjunto interaccionan de manera compleja generando una
condicion ciclica altamente debilitante que genera discapacidad a nivel fisico,
psiquico ,social y economico (Figura 3) [2] Adicionalmente la mayoria de los
pacientes no recibe tratamiento, o bien, el tratamiento que reciben no es adecuado.
Esto contribuye al incremento en la carga emocional dando como resultado un
incremento de mas del doble en la tasa de suicidios en los pacientes con dolor
cronico [22]. .Resulta evidente que el dolor cronico también conduce a incapacidad
o discapacidad, que influye de manera negativa en el area laboral, ocasionando un
gran numero de dias laborales perdidos, lo cual afecta seriamente la economia

individual y familiar.
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Figura 3. Ciclo del dolor crénico. Este tipo de dolor tiene una marcada repercusion negativa en la
calidad de vida de los pacientes a nivel fisico, psiquico y social. Lo anterior se debe a interaccion
compleja de diversos factores que en conjunto contribuyen a la perpetuacion del dolor crénicoy a la
disminucién de la calidad de vida del paciente. Modificado de Feizerfan et al., 2015 [2].

1.3.3 Epidemiologia del dolor crénico

Actualmente el dolor crénico es considerado un problema de salud publica que
implica una carga econdémica importante para el sector salud. Esto debido al
consumo de recursos directos (visitas a especialistas, radiografias, tomografias,
resonancias, farmacos y fisioterapia, etc.) y de forma indirecta a la repercusion en
el nimero de incapacidades y bajas laborales que provoca. En este contexto, el

dolor crénico afecta a 1 de cada 5 personas, siendo las mujeres las que tienen
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mayor probabilidad de padecer dolor crénico [23]. A nivel mundial la prevalencia
reportada es variable. Algunos estudios han reportado que se encuentra entre el
20% [24.25], pero se estima que la prevalencia es mayor en un rango del 2-55%
(Tabla 1) [26]. Por otro lado, los resultados colectados en la encuesta “National
Health and Wellness Survey” realizada en el 2008 a 53,5244 personas en Ucrania,
Francia, Espafia, Alemania e Italia mostré que mas de 50 millones de personas
viven con dolor cronico en estos 5 paises [27]. Con base en esto se ha observado
que la prevalencia de dolor cronico va en aumento debido a factores de riesgo como
el envejecimiento, el género, el estatus socioecondmico, las comorbilidades, los
antecedentes genéticos, entre otros. Por otro lado, en América Latina la prevalencia
del dolor crénico se estima entre el 31 al 33% [28]. En México no existen datos
precisos, sin embargo, entre 2008-2010 se estimo que la poblacion asciende a 105
millones y de estos 28 millones de habitantes padecen dolor cronico [23.26-29]. Este
se presenta en un rango de edad de 18 a 81 afios, donde la mayor prevalencia esta
entre los 60 a 81 afios (Figura 4) [30.31]. Asi mismo, existe una mayor prevalencia
en mujeres con respecto a los hombres en una proporcion 4 a 1, siendo aun mayor
en mujeres mayores de 65 afios en un 55% [31]. Los sindromes dolorosos cronicos
gue se presentan con mayor frecuencia en la poblacién mexicana son: espondilitis
anquilosante, artritis, fibromialgia, cefaleas, dorsalgias, enfermedades psiquiatricas,

y trastornos musculoesqueléticos [31.32].
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Figura 4. Prevalencia del dolor crénico en México por grupo etario. Notar que la prevalencia de dolor
crénico incrementa con la edad. Modificado de Covarrubias et al., 2008 [30].

Es importante destacar que ha sido dificil determinar con exactitud la prevalencia
del dolor crénico debido a las diversas etiologias y a la gran diversidad de sindromes
dolorosos existentes, asi como a diferencias metodolégicas. A continuacion, se
muestran datos de prevalencia y/o incidencia de los sindromes de dolor crénico de

mayor importancia clinica (Tabla 1).

11



Tabla 1. Epidemiologia de los sindromes dolorosos crénicos mas comunes.

Clasificacion

Sindrome

Epidemiologia

Dolor crénico
generalizado (Dolor
cronico primario)

Fibromialgia

Prevalencia mundial: Afecta del 2 al 8% siendo mas
prevalente en mujeres con respecto a los hombres en una
proporcién 7 a 1. La incidencia es de 6.9 y 11.3 casos por
cada 1000 personas para hombres y mujeres
respectivamente [5.33].

Prevalencia en Latinoamérica: 0.68% al 4.4% teniendo una
mayor prevalencia en mujeres con respecto a los hombres
en una proporcion 7 a 1 [34].

Prevalencia en México: Afecta al 0.68% de la poblacion con
una mayor prevalencia en mujeres con respecto a los
hombres en una proporcion 4 a 1 [35].

Sindrome regional
complejo (Dolor
cronico primario)

Sindrome de

dolor regional

complejo tipo
I

Prevalencia mundial: Se estima que va del 0.73 al 2% de
acuerdo a estudios realizados en EU, Corea, Alemania y
Europa, con una mayor prevalencia en mujeres con
respecto a hombres en una proporcion 4 a 1 [7.36.37]. Se
estima que existen 5.4 a 26.2 casos por cada 1000
personas [38].

Sindrome
regional
complejo tipo
Il

Prevalencia mundial: Se estima que va del 0.82 al 3.81%
teniendo una mayor prevalencia en mujeres en un rango
de edad de 40 a 60 afios.

Dolor de cabeza
cronico o dolor
orofacial (Dolor
crénico primario)

Prevalencia mundial: 18% con una mayor prevalencia en
mujeres con respecto a los hombres en una proporcion 3 a
1, siendo mayor en mujeres de 25 a 55 afios [39.40].

Prevalencia en Latinoamérica: 4 al 8% con una mayor
prevalencia en mujeres con respecto a hombres en una

Migrafia proporcion 2 a 1 [41].
Prevalencia en México: 3.9 al 12% con una mayor
incidencia en mujeres con respecto a hombres en una
proporcién 3 a 1, siendo mayor en mujeres de 30 a 50 afios
[41].
Prevalencia mundial: Afecta del 1 al 5% de la poblacién
Dolor de mundial [40].
cabeza
cronico Prevalencia en México: 1.7 al 2.2% apareciendo a partir de
tensional | |05 20 afios [42].
Prevalencia mundial: 10% de la poblacion mundial adulta
lo padece con una mayor prevalencia en mujeres en una
Dolor proporcion 2 a 1 con respecto a los hombres [42].
orofacial

Prevalencia en México: 2.2 al 4.3% de la poblacién [43].
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Tabla 1 continuacién

Dolor neuropatico
crénico (Dolor
cronico secundario)

tinel carpiano

Clasificacion Sindrome Epidemiologia
Prevalencia mundial: 15 al 27% de la poblacion mundial
[44.45].
Dolor . . . .
musculoesquelético Dolor de Prevalencia en Latinoamérica: 1.8 al 11.33 % en poblacién >20
(Dolor crénico espalda baja | anos [46].
primario)
Prevalencia en México: 13 al 25% de las consultas de
pacientes de 20 a 59 afios [32.47].
Prevalencia mundial: Afecta del 10 al 22% de los pacientes
o que se someten a la cirugia como la principal causa de este
Dolor postquirdrgico Dolor tipo dolor crénico [48].
(Dolor cronico postquirdrgico
secundario) cronico Prevalencia en México: 7 al 18% de los pacientes en el IMSS
[49].
Prevalencia mundial: 1 al 5.8% con una prevalencia mayor en
mujeres con respecto a hombres en una proporcion 1 a 10 en
Sindrome del | Mujeres de 46 a 60 afos [50-52].

Prevalencia en México: 3.8% mujeres y 0.6% hombres.
Incidencia: 99 casos/100,000 habitantes [53.54].

Prevalencia mundial: 5 al 20% de la poblacién mundial.
Incidencia mundial: 1.3 a 4.8 casos/1000 habitantes [55-57].

Prevalencia en Latinoamérica: Afecta del 3.6 al 6.5% en
poblacién >50 afos [58].

Neuralgia
postherpética | preyalencia en México: 11 al 22% (en pacientes >80 afios).
Incidencia: 2 a 3 casos /1000 habitantes (20 a 50 afios).
5 casos/1000 habitantes (=60 afios), 6 a 7 casos /1000
habitantes (70 a 80 afios),1 caso/100 habitantes (>80 afos)
[59.60].
Neuropatia | Prevalencia mundial: 21 al 60% de los pacientes infectados
por VIH con VIH (36,500 en 2016) [61-64].
Prevalencia mundial: 33 al 80% de los pacientes con
amputaciones [65.66].
Dolor del
miembro Prevalencia en México: 50 al 67% de los pacientes con
fantasma

amputaciones (75000 en 2013) [67.68]. Otros estudios indican
que la prevalencia va del 18 al 30% por amputacion [69].

Neuralgia del
trigémino

Prevalencia mundial: 0.03 al 0.3% de la poblacion mundial
[70].

Prevalencia en México: 0.038% de la poblacion adulta [71].
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Tabla 1 continuacién

Clasificacion

Dolor neuropético
cronico (Dolor crénico
secundario)

Sindrome Epidemiologia
Prevalencia mundial: 40% de los sobrevivientes de cancer
(28 millones de sobrevivientes) [72-74].
i Pacientes en tratamiento por [74-76]:
Neuropatia Agentes derivados del platino:45 al 98%
por Alcaloides de la vinca: 57 al 98%

guimioterapia

Taxanos: 20 al 43%
Agentes hormonales: 50%
Agentes bioldgicos: 36 al 53%

Neuropatia
diabética

Prevalencia mundial: 40 al 50% de los diabéticos
(aproximadamente 371 millones a nivel mundial) [77].

Prevalencia en Latinoamérica: 25 al 48% de los pacientes
diabéticos en América latina (62 millones de diabéticos en
Latinoamérica) [78].

Prevalencia en México: 41.2 al 60% de los diabéticos en
México (6.4 millones) [79-81].

Dolor
musculoesquelético
(Dolor crénico
secundario)

Artritis
Reumatoide

Prevalencia mundial: Afecta del 0.5 al 1% de la poblacion
mundial siendo mas prevalente en mujeres con respecto
a hombres en una proporcién 3 a 1 [82-85].

Prevalencia en Latinoamérica: 0.49 al 0.9% de la
poblacion [86].

Prevalencia en México: 1.6% de la poblacion [87].

Osteoartritis

Prevalencia mundial: 8.2 al 15.9% de la poblacion >60
afios [88.89].

Prevalencia en Latinoamérica: 0.45 al 0.9% de la
poblacion [86].

Prevalencia en México: 10.5 al 30 % de la poblacién >65
afos [90].
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1.3.4 Mecanismos moleculares que perpettan el dolor cronico

Los mecanismos neurobiologicos que subyacen al mantenimiento de los diversos
sindromes dolorosos cronicos no han sido completamente elucidados. Sin embargo,
se ha evidenciado que la transicion de dolor agudo a crénico no sélo involucra un
aspecto temporal sino mas bien una interaccion entre el sistema nervioso y el
sistema inmunoldgico a partir de lesiones tisulares (dolor inflamatorio) o nerviosas
(dolor neuropatico) en la cual existe una liberacién de mediadores proalgésicos que
favorecen la reorganizacion de relevos neuronales del sistema nervioso
denominada “neuroplasticidad”. La plasticidad nerviosa puede ocurrir tanto a nivel
periférico como central y da paso a estados anormales de sensibilidad frente a
estimulos nocivos (hiperalgesia) e inocuos (alodinia), que inician y perduran,
independientemente de si existe 0 no una causa aparente [21]. Dicha plasticidad
refleja alteraciones a nivel de la transcripcién y traduccién génica que dan paso a
niveles de excitabilidad anormales en las neuronas sensoriales primarias
(sensibilizacién periférica), y un aumento de la transmision sinaptica excitatoria

hacia la médula espinal, el encéfalo y el tAlamo (sensibilizacion central) [91].

1.3.4.1 Sensibilizacion periférica

La sensibilizacion periférica se caracteriza por el aumento de la excitabilidad de los
nociceptores debido a la reduccion de los umbrales de activacion y/o aumento en la
frecuencia de despolarizaciébn nerviosa como resultado de la liberacion de
mediadores proinflamatorios [92]. De manera mas especifica la sensibilizacion
periférica inicia ante un estimulo nocivo que activa al nociceptor, lo que resulta en
la liberacién de mediadores proinflamatorios y, en la activacién y reclutamiento de
células del sistema inmune (p. ej. células cebadas, basofilos, plaguetas,
macroéfagos, neutrofilos y linfocitos), en el sitio de la lesion [93]. Existe una amplia
gama de mediadores inflamatorios y vasoactivos que incluyen a la sustancia P (SP),
péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), serotonina (5-HT),
bradicinina, adenosina, prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TX), interleucinas,
protones y ATP [94], cuyos receptores especificos se ubican en las terminales
periféricas de los nociceptores. La estimulacion de esta amplia variedad de
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receptores favorece la activacion de una serie de vias de sefializaciébn en los
nociceptores que favorecen el desarrollo de la sensibilizacion periférica y
plasticidad a largo plazo [91]. De manera especifica se producen modificaciones
funcionales de las fibras que inervan el tejido danado. Esto incluye cambios a corto
plazo como la activacion y/o fosforilacion de canales i6nicos (como los canales de
Na*, receptor transitorio vaniloide 1 o TRPV1, canales de sodio sensibles a acido o
ASICs, receptores purinérgicos P2X3s) y la fosforilacion de cinasas [91.92]. Una vez
que los mediadores inflamatorios facilitan la activacion de canales idnicos se pueden
generar descargas ectopicas que aumentan la excitabilidad nerviosa produciendo a
corto plazo dolor espontaneo (dolor en ausencia de estimulo), alodinia e
hiperalgesia mecéanica. A largo plazo se producen cambios a nivel de la expresion
génica en las neuronas sensoriales que contribuye al mantenimiento del dolor
cronico [95]. Las modificaciones mejor caracterizadas son: 1) el aumento en la
expresion de canales idnicos dependientes de voltaje en el nociceptor (Na* y Ca?*),
donde el resultado es el incremento en la frecuencia de despolarizacion; 2) cambios
fenotipicos de las fibras AR y C no peptidérgicas que conduce a la liberacién de
neuropéptidos y 3) un aumento en la expresion y liberacion de neuromoduladores
en la membrana presinaptica [91.92]. Estos mecanismos resultan en una
disminucién del umbral de activacién del nociceptor favoreciendo la excitabilidad
neuronal. Ademas, también se afecta el proceso de inhibicién de la excitabilidad de
las neuronas a nivel del SNC, particularmente en el asta dorsal de la medula espinal.
Todo esto en conjunto favorece la produccion de respuestas anormales frente a

estimulos sensoriales periféricos (Figura 5).
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Figura 5. Sensibilizacién periférica. La sensibilizacion periférica es el aumento de excitabilidad de los
nociceptores como resultado de la estimulacion persistente de los receptores ubicados en la terminal
periférica por sustancias proinflamatorias y proalgésicas. Esto resulta en cambios postraduccionales
y postranscripcionales que modifican la funcionalidad del nociceptor. Los cambios postraduccionales
incluyen la activacion de cinasas que posteriormente fosforilan canales i6nicos como los de sodio y
los receptores TRPV1. Esta fosforilacién favorece la generacion de potenciales de accién y por lo
tanto la propagacion de la informacion nociceptiva. Mientras que los cambios postranscripcionales
incluyen el aumento de la expresion de canales ibnicos que perpetdan la activacién del nociceptor.
El péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), acido hidroxieicosatetraenoico (HETE),
receptor tirosin cinasa (RTK), factor neurotréfico derivado de la glia (NGF), receptores citosélicos
(RC), receptor de prostaglandina E2 (EP2), canales i6nicos sensibles a &cido (ASICs), receptores
purinérgicos (P2X), Fractalcina (CX3CL1), receptor de potencial transitorio vaniloide (TRPV),
trifosfato de adenosina (ATP). Modificado de Basbaum et al., 2009 [95].

1.3.3.2 Sensibilizacion central

La sensibilizacién central se caracteriza por un incremento en la excitabilidad de las
neuronas del SNC, especialmente en las neuronas de segundo orden. Estas
neuronas son las encargadas de transmitir la informacion aferente procedente de
los nociceptores hacia el encéfalo. Durante la sensibilizacion central, las neuronas
hiperexcitables se activan con mayor facilidad y frecuencia en respuesta a la entrada
de informacion nociceptiva de la periferia, lo que deriva en una amplificacion de la
transmision de la informacion nociceptiva hacia centros superiores contribuyendo a
la generacion y permanencia de estados de dolor patologico. La sensibilizacion
central también favorece el incremento de los campos receptivos de las neuronas

nociceptivas espinales, favoreciendo asi el desarrollo de hiperalgesia y alodinia.
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Actualmente no se conocen con certeza los mecanismos que contribuyen en el
desarrollo de sensibilizacion central. Sin embargo, se ha demostrado la
participacion de diversos fenomenos de plasticidad neuronal inducidos por la
actividad aferente del sistema nervioso periférico que incluyen: el incremento de la
sefalizacion del receptor NMDA, 2) la desinhibicion neuronal y 3) la activacion de la
microglia (Figura 6) [95]. Entre estos mecanismos el mejor caracterizado es el

primero, por lo cual lo describiremos a continuacion.

1.3.4.2.1 Senalizacién del receptor NMDA

La descarga repetida de los nociceptores aferentes primarios conduce al incremento
de la colaboracion de glutamato con otros neuromoduladores como la SP y el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en las terminales centrales de los
nociceptores generando despolarizaciones postsinapticas que permiten la remocién
del bloque de magnesio que normalmente obstruye el poro del receptor el &cido N-
metil-D-aspartico (NMDA) y por lo tanto la consecuente entrada de Ca?*[2]. El
glutamato posee afinidad por varios subtipos de receptores como los receptores
ionotropicos NMDA y AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropidnico), y distintos subtipos de receptores metabotrépicos. El glutamato
se une preferentemente a los receptores NMDA, pero en condiciones normales esta
inactivado por un blogue de iones magnesio, sin embargo, los receptores AMPA de
menor afinidad se activan inicialmente por la uniéon a glutamato lo que permite la
entrada de K*, Na* y Ca?* que resulta en una despolarizacion de las células del asta
dorsal [92]. Estos a su vez promueven plasticidad funcional y el inicio de la
sensibilidad central [96]. El incremento de calcio intracelular mediado por el receptor
NMDA resulta en la activacion de enzimas dependientes de calcio como la proteina
cinasa C (PKC), la sintasa del oxido nitrico y la enzima ciclooxigenasa. Estas
enzimas activan vias de sefializacion que resultan en la produccién de éxido nitrico
(ON) y PGs, asi como la fosforilacion del receptor NMDA. Tanto las PGs como el
ON actuan a nivel presinaptico y postsinaptico favoreciendo asi la liberacion de
glutamato y neuromoduladores que perpetuaran el ciclo de excitabilidad neuronal

[2].
18



\ [ Senalizacion del receptor NMDA ]

e] Glutamato ,’
SP
o) - - s

CGRP N Aipe = )
ATP | :
P 4 [BRCast §E =
o
0" ot > h 58 .
& ‘. ocs T 2 cayamn _Eifla_g_lia_“ & E § :
Sletes ™o o s | Citocinas | 2 o .
2 - ! BDNF | .
oy o* i =
4 ! TNFa | ¥

. ! Fractalcina | B
""""""" 5-HT
: NA

‘ P
= e [ Desinhibicion ]

Figura 6. Sensibilizacion central. Los principales mecanismos que contribuyen a la sensibilizacion
central son; 1) sefializacién mediada por el receptor NMDA, esta inicia con un incremento en la
actividad de las fibras aferentes primarias C y Ad que resulta en la liberacion de glutamato, sustancia
P, CGRP y ATP en la terminal central del nociceptor. Esto activa a la neurona postsinaptica a través
de receptores especificos llevando a un aumento en el calcio intracelular. El calcio a su vez activa a
segundos mensajeros causando un aumento en la excitabilidad de la neurona y a la facilitacién de
la transmisién de la informacién nociceptiva hacia centros superiores. 2) Desinhibicion que se refiere
a una disminucion de la neurotransmision inhibitoria mediada por GABA vy glicina lo que resulta en
hiperalgesia. Este mecanismo se acompafia de la segregacion de péptidos por parte de las fibras AB
que anteriormente eran no nociceptivas, pero ahora son pronociceptivas. 3) Activacion de la
microglia, esta se produce cuando mediadores como ATP y fractalcina difunden del espacio sinaptico
a las células gliales adyacentes favoreciendo asi la activacién de las células gliales, a través de
receptores especificos como los receptores purinérgicos P2X3 que promueven la liberacién del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) que se unira a su receptor de tropomiosina cinasa B (TrkB)
presente en las neuronas de segundo orden que finalmente generara un aumento de la excitabilidad.
Ademas, la microglia activada libera una gran cantidad de citocinas, que contribuyen a la
sensibilizacion central. Modificado de Basbaum et al., 2009 [95].

1.3.3.3 Facilitacion descendente

El procesamiento y transmision del dolor esta modulado por la via descendente.
Esta via esta constituida principalmente por la sustancia gris periacueductal
(SGPA), la médula rostral ventromedial (RVM), el locus coeruleus, los ndcleos del
rafé, y la médula espinal. Esta tiene una funcion moduladora en el dolor debido a
que puede inhibir o facilitar la transmision de la informacién nociceptiva hacia
centros superiores. En este contexto, los principales neurotransmisores implicados
son los opioides enddgenos, la serotonina (5-HT) y la noradrenalina (NA). En

condiciones normales una vez que se produce el estimulo las vias descendentes
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son activadas por medio de la liberacion de péptidos opioides a nivel supraespinal
para posteriormente generar la activacion a nivel espinal nocivo las neuronas
noradrenérgicas y serotoninérgicas las cuales inhiben de manera directa a las
neuronas de primer y segundo orden, y de manera indirecta activan a las
interneuronas que contienen péptidos opioides y GABA para que inhiban a las
neuronas de segundo orden, generando que la informacién nociceptiva no se
propague hacia los centros superiores. Mientras que en condiciones patologicas la
via descendente se vuelve predominantemente facilitadora, a éste fenomeno se le
denomina facilitacion descendente y desempefia un papel importante en el
mantenimiento del dolor crénico [97]. Se ha propuesto que este comienza una vez
gue se produce la activacion de las vias descendentes por medio de los péptidos
opioides ante la presencia de un estimulo nocivo, para posteriormente activar a las
neuronas noradrenérgicas y serotoninérgicas las cuales amplifican de manera
directa la respuesta de las neuronas de primer y segundo orden, y de manera
indirecta inhiben a las interneuronas para que no se lleve a cabo la liberacién de
péptidos opioides y GABA. Para generar finalmente de forma directa o indirecta que
la informacion nociceptiva se transmita hacia centros superiores (Figura 7) [98]. Con
base en esto, la 5-HT y la NA tienen un efecto dual ya que pueden inhibir o facilitar
el paso de la informacidén nociceptiva. Es importante resaltar el papel clave de los
péptidos opioides debido a que modulan la entrada de la informacién nociceptiva a
nivel supraespinal donde no solo activan las vias descendentes, sino que también
inhiben por medio de GABA estas mismas vias. A su vez a nivel espinal, los péptidos
opioides actlan a nivel presinaptico inhibiendo la liberacibn de glutamato y
neuropéptidos de las neuronas aferentes primarias, y a nivel post-sinaptico generan
un proceso de inhibicion de las interneuronas. En este contexto, los receptores

opioides son objetivos potenciales para nuevas intervenciones terapéuticas.

Actualmente se proponen tres mecanismos que propician el desarrollo de la
facilitacion descendente: 1) cambios neuroplasticos en la RVM generados por la
hiperexcitabilidad neuronal [97]; 2) disminucion de la neurotransmision

serotoninérgica, debido a que este neurotransmisor a concentraciones bajas facilita
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la neurotransmision glutamatérgica [99] y 3) cambios en la neurotransmision

noradrenérgica [97].

[ Inhibicién descendente ] [ Facilitacion descendente ]

Condiciones normales Condiciones patoldgicas

Estimulo
nocivo

Estimulo 4
nocivo

Figura 7. Facilitacion descendente. Este proceso se desencadena por activacion de las neuronas
serotoninérgicas y noradrenérgicas que tienen un papel dual. En condiciones normales inhiben el
paso de la informacién nociceptiva hacia centros superiores, mientras que en condiciones de dolor
crénico permiten el paso de la informacién nociceptiva. Modificada de Rathmell et al., 2006 [98].

1.3.5 Modelos animales de dolor crénico

El dolor crénico es un problema de salud cuyos mecanismos fisiopatolégicos aln
no estdn completamente elucidados. Esto ha repercutido negativamente en el
diagnéstico y en el desarrollo de terapéuticas eficaces para su tratamiento. Sin
embargo, los progresos que se han hecho en este campo se deben al desarrollo de
modelos animales que ayudan a comprender mejor la naturaleza multidimensional
del dolor. Los modelos animales buscan reproducir las caracteristicas mas
importantes de las patologias y actualmente se busca refinar la evaluacion
conductual del dolor con la finalidad de lograr una evaluacioén integral que permita
comprender mejor el componente sensorial y emocional de cada condicion [100].

En este contexto, existe una gran variedad de modelos animales de dolor en funcion
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de la gran diversidad de sindromes dolorosos cronicos que se presentan en el

humano (Figura 8).
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Figura 8. Modelos animales de dolor crénico. Existen diversos modelos para evaluar el dolor cronico
en diversas patologias como dolor neuropético, dolor inflamatorio, dolor cronico generalizado y dolor
visceral entre otros. Modificado de Burma et al., 2017 [100].

1.3.5.1 Modelos de fibromialgia

A diferencia de otros modelos preclinicos de dolor crénico la fibromialgia es dificil
de imitar debido a que implica dolor generalizado acompafiado de sintomas que
incluyen fatiga, depresion, ansiedad y trastornos del suefio. Los modelos animales
de fibromialgia se basan en generar hipersensibilidad al dolor por medio de
estimulos quimicos, estrés y fatiga [101]. A continuacion, se explican de manera

general los modelos mas utilizados:

e Fibromialgia inducida por solucion salina acida: este modelo se induce por
dos inyecciones de solucién salina acida (pH=4) separadas por 2 a 5 dias de
diferencia y administradas unilateralmente en el madsculo gastrocnemio. Este
modelo desarrolla alodinia mecéanica bilateral en las extremidades inferiores que
perdura por 4 semanas. Ademas, es reproducible, facil de realizar e imita a la
condicion clinica debido a que desarrolla alodinia bilateral, alteraciones en el
procesamiento nociceptivo central, dafio al tejido muscular y alteraciones del

equilibrio autonémico. Esto se desarrolla en dos fases: 1) alodinia mecanica
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transitoria la cual se da por la primera inyeccion y 2) establecimiento de la
alodinia mecanica, esta se presenta con la segunda inyeccion. En la primera
fase participan los canales iGnicos sensibles a acido 3 (ASICs 3). Mientras que
en la segunda participan los canales i6nicos de potencial transitorio vaniloide
tipo | (TRPV1), canales i6nicos de sodio (Nav 1.8) resistentes a tetradotoxina
(TTXr) y en menor medida los ASICs 3 [102].

Fibromialgia inducida por fatiga: este modelo consiste en hacer correr a los
ratones durante 2 horas antes del insulto muscular. Posteriormente se realizan
dos inyecciones intramusculares de solucion salina de pH 5 o una inyeccion
intramuscular de carragenina al 0.03% [100]. Este se caracteriza por
hiperalgesia muscular y cutanea de larga duracion, pero presenta ausencia de
dafio muscular. Este se desarrolla por un aumento en la activaciéon de las
neuronas de la medula rostral ventromedial (RVM) y el nucleo de rafé magnus
mediado por la expresion de c-fos a nivel central y gonadotropina 1 (GH-1) a
nivel periférico en respuesta al agotamiento muscular [100].

Fibromialgia inducida por estrés frio: este modelo consiste en mantener al
raton en una habitacion fria (-3 a 4°C) durante la noche por 3 dias y en el dia se
transfiere entre una habitacién a temperatura ambiente (24°C) y una habitacion
fria en intervalos de 30 minutos en cada condicion [100]. En este la hiperalgesia

dura alrededor de 3 semanas, inducida por niveles altos de corticosterona.

1.3.5.2 Modelos de dolor neuropatico

El dolor neuropatico es provocado por un dafio al sistema nervioso periférico o

central y a menudo ocurre después de un trauma o lesion. Actualmente el dolor

neuropatico representa un reto a nivel clinico y para esto se han desarrollado

modelos animales de dolor neuropatico. Estos modelos se caracterizan por

presentar hiperalgesia mecanica y térmica, asi como cambios conductuales

espontaneos. Los modelos de dolor neuropético se generan principalmente por 1)

lesion de nervios periféricos, 2) lesion al SNC y 3) neurotoxicidad inducida por

farmacos [103.104]. Sin embargo cabe destacar que la mayoria de los modelos de

23



dolor neuropético existentes se inducen por lesion de nervios periféricos. A

continuacion se describen los modelos de dolor neuropatico mas aceptados:

Axotomia parcial del nervio ciatico: este modelo consiste en la ligadura y
axotomia de las ramas tibial y peroneal dejando intacto el nervio sural [105], se
caracteriza por el desarrollo de alodinia mecéanica la cual persiste por al menos
30 dias en ratén [106]. Ademas, se ha detectado hipersensibilidad al frio y dolor
espontane0. Este es altamente reproducible, de larga duracion y facil de realizar
lo cual permite que se asemeje mas a las condiciones clinicas. Adicional a esto,
permite la comparacion entre las fibras en condiciones normales y las dafiadas,
y la participacion de estas en el desarrollo de dolor neuropético.

Constriccion cronica del nervio ciatico: este modelo consiste en hacer cuatro
ligaduras alrededor del nervio ciatico completo [107]. Este modelo imita las
neuropatias humanas resultantes de un traumatismo en los nervios periféricos.
Ademas, se caracteriza por el desarrollo de hiperalgesia térmica y alodinia
mecanica.

Ligadura parcial del nervio ciatico: este modelo consiste en una ligadura que
abarca de un 1/3 a un 1/2 del diametro del nervio ciético, que se asemeja a una
contusién [108]. Se caracteriza por el desarrollo de hiperalgesia térmica y
alodinia mecanica que persiste hasta por 7 meses posterior a la cirugia. Sin
embargo, tiene alta variabilidad debido a la porcién de nervio ligada.

Ligadura de nervios espinales: este modelo consiste en la ligadura de los
nervios espinales L5 y L6 de manera distal al ganglio de la raiz dorsal y se
caracteriza por el desarrollo de dolor espontaneo, alodinia mecénica e

hiperalgesia térmica que duran hasta 4 meses [109].
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1.3.6 Tratamiento del dolor crénico

Actualmente el tratamiento del dolor cronico es complejo y de baja eficacia, debido
a que las terapias se basan en el uso individual de aproximaciones farmacoldgicas
y no farmacolégicas que proporcionan eficacia limitada en los pacientes con dolor
cronico. Con base en esto, para lograr un mejor manejo de este tipo de dolor se
requiere un abordaje multimodal que incluye la combinacion de diversas terapias
como el uso de farmacos, terapia fisica, rehabilitacion y bloqueo de nervios, etc.
(Figura 9). Esto con el objetivo de aumentar la eficacia y aumentar la seguridad. Sin
embargo, cabe resaltar que no existe una guia establecida para el tratamiento del
dolor, por lo que estos se seleccionan a prueba y error. En este contexto, la
evaluacion de la eficacia del dolor representa un reto en el ambito clinico. Lo anterior
debido a que el dolor es interpretado de forma diferente por cada paciente. Por lo
tanto, la eficacia de los tratamientos se evalia mediante medidas subjetivas como
la manifestacién verbal del paciente del alivio del dolor, la disminucién en la
depresion y aumento en la funcionalidad. En este sentido los objetivos del
tratamiento son: 1) disminuir el sufrimiento, lo que incluye el dolor y el estrés
emocional asociado; 2) incrementar y/o restablecer la funcion fisica y funcional del
paciente; 3) optimizar el estado de salud, incluyendo el bienestar psicoldgico, y 4)
mejorar las habilidades de afrontamiento (autoayuda, disminuir la dependencia de
los sistemas de salud) y las relaciones interpersonales (familia y amigos). A pesar
de esto las terapéuticas actuales no son tan eficaces debido a que del 100% de la
poblacién que lo padece solo el 50% no es tratado y el otro 50% que recibe
tratamiento adecuado solo logra un 30 % en el alivio del dolor [110]. Este panorama
resalta la necesidad de buscar nuevas alternativas enfocadas en la terapia
multimodal para lograr resultados 6ptimos.
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Figura 9. Tratamiento multimodal del dolor crénico. Las terapéuticas actuales en el tratamiento se
seleccionan a prueba y error en busca de una mayor eficacia analgesia y una mayor seguridad con el
objetivo de obtener un mejorar el tratamiento del dolor en los pacientes. Modificado de Borsook et al.,
2013 [110].

1.3.6.1 Tratamiento farmacoldgico del dolor crénico

Actualmente el tratamiento farmacolégico del dolor es una de las intervenciones
mas utilizadas. Los grupos farmacoldgicos que son la base para el tratamiento del
dolor, de acuerdo a la escalera analgésica de la OMS, son los farmacos analgésicos
no esteroideos (AINES) y los analgésicos opioides. Sin embargo, esta guia
terapéutica también sugiere el uso de farmacos coadyuvantes que incluyen los
antidepresivos, anticonvulsivantes, anestésicos y los glucocorticoides. La escalera
analgésica de la OMS fue disefiada para el tratamiento del dolor oncoldgico, sin
embargo, hoy en dia se utiliza para el tratamiento de cualquier tipo de dolor. Esta
consta de cuatro escalones o niveles de dolor [111]. El primer escalon se refiere al
tratamiento del dolor de intensidad leve para lo cual se sugiere el uso de AINEs. El
segundo escalon indica que para el tratamiento del dolor de intensidad moderada
se utilicen opioides débiles solos o en asociacién con los farmacos del primer
escaldn. El tercer escalon se desarrolla para el tratamiento del dolor de intensidad
severa donde se sugiere el uso de opioides solos o0 asociados con los farmacos del
primer escalén. Finalmente, se afiade un cuarto escalén con el objetivo de brindar

nuevas terapéuticas que proporcionen un mejor alivio del dolor (Figura 10) [112].
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Como se mencion0 anteriormente, existen muchos sindromes que cursan con dolor
cronico y estos cursan con dolor constante, pero de intensidad leve a moderada que
tiende a incrementar con las actividades diarias, pero también persiste cuando el

paciente esta en reposo.

Cuarto escalon

Dolor severo |+ Intervencién quirurgica
*  Neuroestimulacion
Tercer escalén » Combinaciones de
Opioides potentes: farmacos
Dolor Moderado « Morfina * Neuroablacion
. * Fentanilo
T Segundo escaldon « Oxicodona
Opioides débiles: * Metadona
: Primer escal6n |+ Tramadol * Buprenorfina
Analgésico no opioides: « Codeina * Hidromorfona
-AINEs: * Dihidrocodeina * Tapentadol
* Meloxicam
« Paracetamol Pueden asociarse a los farmacos del primer escalon en determinadas situaciones

Posibilidad de usar coanalgésicos y coadyuvantes en cualquier escalon.
Coanalgésicos: Antidepresivos, anticonvulsivantes, corticoesteroides, relajantes musculares.
Coadyuvantes: Cafeina, complejo B.

Figura 10. Escalera de la OMS para el tratamiento del dolor. En un inicio esta escalera fue utilizada
para el tratamiento del dolor oncolédgico. Sin embargo, actualmente es una pauta para el tratamiento
del dolor crénico. Modificado de OMS, 2016 [111].

Otro aspecto importante es que en algunos sindromes de dolor crénico se presentan
episodios de dolor irruptivo, es decir, un episodio de dolor de corta duracion con
intensidad severa. Adicionalmente, se acompafia de una serie de complicaciones
que disminuyen la funcionalidad y calidad de vida del paciente. Debido a esto
actualmente el tratamiento de los diferentes sindromes de dolor crénico incluye una
gran variedad de grupos farmacologicos, ademas de los analgésicos
convencionales. A continuacién, se muestran los principales farmacos utilizados en
el tratamiento de sindromes de dolor crénico de relevancia clinica [84.110.113.114]
(Tabla 2).
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Tabla 2. Manejo farmacolégico del dolor crénico. Modificado de Kahlenberg et al., 2011 [84]; Borsook
et al., 2013 [110]; Macfarlane et al., 2017 [113] y Fornasari et al., 2017 [114].

Analgésicos,

Tipo de AINEs Opioides ad){uvantes y Comentarios
dolor farmacos
especificos
L .| Los glucocorticoides se
GIupocort_lCOldes. utilizan por periodos
Metilprednisolona .
cortos debido a sus
efectos adversos.
Paracetamol Onioides DMARDs no | Los DMARDs
AINEs dérz)biIeS' bioldgicos: frecuentemente se
Artritis preferentemente ’ Metotrexato, utilizan en combinacién
Reumatoide | selectivos  por | Tramadol Ciclosporina con Metotrexato.
COxX-2: Dihidrocodeina
Diclofenaco DMARDs Los opioides se utilizan
Meloxicam biolégicos: en etapas avanzadas
Infliximab, en pacientes
Adalimumab seleccionados.
Opioides TCAs:
débiles: Nortriptilina, La base del tratamiento
- dol Amitriptilina, son los antidepresivos y
ramado Imipramina. los antiepilépticos.
Dihidrocodeina
Op|0|dgs IRSN: Los AINEs solos no se
Dolo’r_ Pgracetamol, fuertes: Duloxetina Y | recomiendan porque
Neuropatico | Diclofenaco Morfina Venlafaxina tienen eficacia limitada.
Combinaciones
de  Tramadol | Antiepilépticos: Los opioides solo se
(F:)on. tamol Gabapentina, prescriben en pacientes
aracetamol 0 | pregabalina Y | seleccionados.
Diclofenaco Carbamazepina
Los farmacos
Opioides TCAs: aprobados por la FDA
débiles: Amitriptilina. son  Amitriptilina,
Duloxetina y
Paracetamol Tramadol Y | ISRSN: Pregabalina.
AINEs selectivos | Dihidrocodeina “DAl_JIonQtlna, 5l oxib g i
. L i ilnacipram
Fibromialgia | POT cox-z P ayudaxI :‘tomejgra?olc;g
Diclofenaco Combinaciones Antiepilépticos: trastornos del suefio.
Meloxicam de  tramadol | pregabalina y

con:
Paracetamol o
Diclofenaco.

Gabapentina

Oxibato de sodio

Los opioides se utilizan
en combinacion o por
periodos cortos.

TCAs: Antidepresivos Triciclicos, IRSN: Inhibidores de la Recaptura de Serotonina y Noradrenalina,

AINEs: Analgésicos Antiinflamatorios No Esteroideos, DMARDs:
modificadores de la enfermedad.

Farmacos antirreumaticos
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1.3.6.1.1 AINEs

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo de farmacos que consta
de mas de cincuenta farmacos que poseen estructuras quimicas muy diferentes

entre si, que poseen efecto antiinflamatorio, analgésico y antipirético (Tabla 3) [115].

Tabla 3.Clasificacion de los AINEs de acuerdo a su estructura quimica. Modificado de Goodman et
al., 1996 [115].

Caracteristicas Grupo farmacoldgico Farmaco prototipo
_ acido-base _
Acidos Salicilico Acido acetilsalicilico
Endlicos Pirazolonas Metamizol
Pirazolidindionas Fenilbutazona
Oxicams Meloxicam
Acético Indolacético Indometacina
Pirrolacético Ketorolaco
Fenilacético Diclofenaco
Piranoindoloacético Etodolaco
Propidnico Naproxeno
Antranilico Acido mefenamico
Nicotinico Clonixina
No acidos Sulfoanilidas Nimesulida
Alcalonas Nabumetona
Paraaminofenoles Paracetamol

Actualmente los AINEs son uno de los grupos mas prescritos, debido a que se
pueden adquirir sin receta médica y son los principales farmacos utilizados para el
tratamiento sintomatico de una gran diversidad de patologias que cursan con dolor
e inflamacién. Ejemplo de lo anterior son artritis reumatoide, osteoartritis,

espondilitis anquilosante, gota, dolor de cabeza, dismenorrea, etc. [116].
a) Mecanismo de accién

El principal mecanismo de accién de los AINEs y el mas conocido es la inhibicion
reversible (excepto de la aspirina), de las isoformas 1 y 2 de la ciclooxigenasa
(COX). Los AINEs bloguean el sitio de union de la COX con el acido araquidonico
(AA), lo que evita la conversion de este en PGs y TXs. Aunque todos los AINEs
inhiben la actividad enzimatica de COX, varian entre si en la eficacia de los efectos

analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos. Esto se debe a la selectividad que
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poseen para inhibir a COX-1y COX-2 y a la expresion tisular diferencial de dichas
isoformas [117]. Por lo tanto, tomando en cuenta la selectividad para inhibir a la
COX los AINEs se clasifican en preferentemente selectivos por COX-1, no

selectivos y preferentemente selectivos por COX-2 (Tabla 4) [118].

Tabla 4. Clasificacion de los AINEs por su selectividad de COX. Modificado de Brunton et al., 2018
[118].

Preferentemente No selectivo Preferentemente
selectivo por COX-1 selectivo por COX-2
Ketorolaco Piroxicam Meloxicam
Flurbiprofeno Ibuprofeno Diclofenaco

Ketoprofeno Paracetamol Celecoxib
Indometacina Salicilato de sodio Valdecoxib
Acido acetilsalicilico Diflunisal Etodolaco
Fenoprofeno Rofecoxib
Sulindaco Etoricoxib
Naproxeno Lumiracoxib

El efecto analgésico de los AINEs se atribuye principalmente a la inhibicion de la
sintesis de PGs a nivel periférico. Sin embargo, actualmente existe evidencia de
mecanismos adicionales para la generacion de analgesia. A continuacién, se

describen los més importantes.

e Inhibicién de la sintesis de PGs a nivel espinal: la médula espinal es uno de
los sitios donde los AINESs ejercen sus efectos analgésicos. Con base en esto se
ha demostrado que COX-2 se expresa de forma constitutiva en la médula espinal
pero también puede ser inducible. Por lo tanto, la expresion de COX-2
incrementa en respuesta a la inflamacion aguda y cronica o a la lesion de la
médula espinal, este incremento en la expresion de COX-2 favorece el
incremento en la liberacién de prostaglandina Ez2 (PGE2) que correlaciona con un
incremento en la nocicepcién [119]. Una vez que PGE: y la prostaglandina Iz
(PGl son liberadas se unen a receptores acoplados a proteinas G, localizados
en neuronas espinales y neuronas aferentes primarias. Estos receptores a su
vez activan la via de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y proteina cinasa A
(PKA), aumentando asi las corrientes de calcio y a su vez inhibiendo a los

canales de potasio dependientes de voltaje [119]. El aumento en la entrada de
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calcio a su vez aumenta la velocidad de disparo e induce la liberacion de
neurotransmisores excitadores como SP, glutamato y CGRP que a su vez sigue
estimulando la liberacion de PGs. Es en este proceso donde actian los AINEs
inhibiendo la liberacion de PGs a nivel espinal lo que contribuye a disminuir la
excitabilidad neuronal y por ende favorecer la analgesia. Sin embargo, es
importante mencionar que la capacidad de los AINEs para inhibir la produccion
de PGs a nivel central depende de su capacidad para alcanzar el sitio de accién
en el SNC [120].

e Inhibicién delaaccion de los canales ASICs: los AINEs pueden contrarrestar
el dolor a través de otras dianas terapéuticas como los canales iénicos sensibles
a acido (ASICs) [121]. Lo anterior debido a que estos canales son sensibles a
las concentraciones de protones presentes en el medio extracelular. Por lo tanto,
cuando se produce una disminucion del pH extracelular los ASICs se activan y
permiten la entrada de sodio al interior de la neurona favoreciendo asi la
induccion de cambios postranscripcionales y postraduccionales que favorecen
la excitabilidad neuronal y el posterior desarrollo de hipersensibilidad al dolor
[122.123]. En este contexto, estd documentado que existe acidosis tisular en
enfermedades que cursan con dolor cronico. Las evidencias indican que los
AINEs participan en la regulacién del dolor a través de los ASICs mediante
diferentes mecanismos como: 1) la disminucion del dolor cutaneo producido por
una disminucién del pH intracelular en ausencia de inflamacion, 2) inhibicion de
la activaciéon de ASICs a dosis terapéuticas en neuronas sensoriales, y 3)
disminucién de la expresién de ASICs inducida por inflamacién [121.123]. Hasta
el momento el mecanismo de como los AINEs interaccionan con los ASICs no
estd bien elucidado [123]. Sin embargo, se sugiere que los AINEs
preferentemente selectivos por COX-2 inhiben directamente las corrientes de

ASICs a nivel periférico [122].

b) Efectos adversos

La eleccion de AINEs para el tratamiento del dolor depende de la via de

administracion, el costo y la frecuencia de efectos adversos. Estos farmacos son
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relativamente seguros cuando se usan de forma adecuada por periodos cortos de
tiempo. Sin embargo, cuando se usan de manera cronica se presentan una serie de
efectos adversos como la toxicidad gastrointestinal, eventos trombaticos, infarto al
miocardio, accidente cerebrovascular, dafio renal y retencion de liquidos (Tabla 5)
[124]. A continuacion, se describen los efectos adversos mas importantes de los
AINEs.

e Gastrointestinales

Los efectos adversos mas frecuente en estos farmacos son a nivel gastrointestinal
(Gl). Estos abarcan desde nausea, dispepsia, dolor abdominal y diarrea hasta
complicaciones mas serias como Ulceras, sangrado y perforaciones. Las Ulceras
gastricas o intestinales tienen una frecuencia de un 12 a un 40% y abarcan desde
erosiones superficiales hasta perforaciones en la mucosa [125]. Estas pueden ser
Gnicas o multiples y suelen acompafarse de pérdida gradual de sangre que puede
terminar en anemia o hemorragias [125.126]. Los efectos adversos Gl se producen
como consecuencia de la inhibicion de COX-1 que es constitutiva en el tracto
gastrointestinal. En estos tejidos COX-1 participa en la sintesis de prostaglandinas
implicadas en la proteccion de la mucosa intestinal y en la regulacion de la funcién
plaquetaria, por lo que en ausencia de estas se producen dichos efectos adversos
[127].

e Cardiovasculares

Los AINEs preferentemente selectivos por COX-2 presentan mas efectos adversos
a nivel cardiovascular en comparacion con los AINEs tradicionales [128]. Entre los
efectos adversos cardiovasculares mas frecuentes se encuentra el infarto al
miocardio, accidente cerebrovascular y tromboembolismo venoso. Estos se
desarrollan cuando existe un desequilibrio en el balance entre COX-1y COX-2. Lo
anterior debido a que COX-1 esta implicada en la produccién de PGs responsables
de la formacion de tromboxanos los cuales promueven la agregacion plaquetaria, la
vasoconstriccion y la proliferacién celular del musculo liso vascular. Por otro lado, la
COX-2 produce prostaglandinas responsables de producir vasodilatacion en el

endotelio vascular como la PGI2 que genera un efecto inhibidor sobre la agregacion
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plaquetaria, la vasoconstriccion y la proliferacién del musculo liso vascular. Con
base en esto, los AINEs preferentemente selectivos por COX-2 inhiben la
produccion de PGl derivada del endotelio, por lo que el balance esta a favor del
tromboxano Az (TXA2) favoreciendo la agregacion plaquetaria y vasoconstriccion
que deriva en un aumento del riesgo de aparicién de los efectos adversos la cual
del 3 al 6% [129.130].

e Efectos adversos de los AINEs en el sistema renal

Los AINEs inducen poco efecto en la funcion renal o en la presion arterial en
personas sanas. Sin embargo, en personas con insuficiencia renal, cirrosis
hepética, nefropatias crénicas, hipovolemia y otras patologias si existe una
repercusion importante [131]. Los efectos adversos mas frecuentes son la
disminucién en la funcién renal con una prevalencia del 2 al 7 % y la retencion de
sodio con una prevalencia del 3 al 5% [132]. Esto debido a que los AINES propician
la pérdida excesiva del ion cloruro y la accion de la hormona antidiurética,
favoreciendo asi la retencion de sodio y agua lo que conlleva al aumento en la

presion arterial y problemas nefrovasculares [133].
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Tabla 5. Perfil de efectos adversos de los AINEs por sistemas. Modificado de Brunton et al., 2018

[118].

Aparato o Sistema

Manifestaciones

Tracto Gastrointestinal

Dolor abdominal

(los efectos adversos disminuyen | Nausea
en namero con farmacos que Anorexia
muestran selectividad por Erosiones o Ulceras gastricas
COX-2) Anemia
Hemorragia en el tracto Gl
Perforacion
Diarrea
Renal Retencion de agua y sodio

Edema, disminucion de la funcion renal en sujetos
con nefropatia, cardiopatia o cirrosis.

Disminucion de la eficacia de los
antihipertensivos.

Disminucion de la excrecion de acido Urico.

Hiperpotasemia

Sistema Nervioso Central

Cefalalgia

Vértigo

Mareos

Confusion

Depresién

Disminucion del nivel umbral de convulsiones

Plaquetas (los efectos adversos
disminuyen en nimero con
farmacos que muestran
selectividad por COX-2)

Inhibicién de la activacion de plaquetas

Propensién a la aparicion de hematomas

Mayor riesgo de hemorragia

Utero

Prolongacion de gestacion

Inhibicién del parto

Hipersensibilidad

Rinitis vasomotora

Angioedema

Asma

Urticaria

Hiperemia

Hipotension

Chogue anafilactico

Vasos

Cierre del conducto arterioso
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1.3.6.1.1.1 Meloxicam

El meloxicam es un AINE del grupo de los oxicams cuyo nombre quimico es 4-
hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida-1,1-dioxido
(Figura 11) [134]. Este farmaco muestra una alta selectividad por COX-2 (80%)
comparado con la COX-1 (20%) a las dosis terapéuticas que son 7.5y 15 mg/Kg
[135.136].

-~
P

Figura 11. Estructura quimica del meloxicam. El meloxicam es un farmaco derivado de la
benzotiazinacarboxamida, que proviene del acido endlico. Tiene un peso molecular de 351.41 g/mol
y presenta baja solubilidad en agua. Modificado de Sahoo et al., 2014 [134].

A nivel clinico, el meloxicam se encuentra entre los AINEs mas prescritos para
aliviar los signos y sintomas de la osteoartritis, artritis reumatoide, periartritis de
hombro y cadera, distensiones musculares y ataques de gota [135]. También es Uutil
en el tratamiento de la inflamacién y dolor que se presentan después de un
traumatismo, inflamacién de tejidos blandos, trastornos ginecoldgicos vy
dismenorrea primaria [136]. Con base en esto, el meloxicam se utiliza en el
tratamiento de diversos padecimientos. Esto debido a que presenta un buen perfil
analgésico y antiinflamatorio. Este efecto esta dado por la inhibicion selectiva de
COX-2 a nivel periférico y central, lo que deriva en la inhibicién de la sintesis de
PGE2 y la prostaglandina Fza (PGF21) que poseen importantes efectos anti-
inflamatorios y proalgésicos. En este contexto, se ha visto que COX-2 se expresa
en mayor medida en el SNC en comparacion con la isoforma COX-1 [119]. Por lo
tanto, si el meloxicam alcanza niveles suficientes a nivel central inhibe la produccion

de COX-2 generando asi sus efectos analgésicos. En un estudio preclinico previo
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de dolor neuropatico inducido por el modelo de ligadura de nervios espinal se
observo que alcanza concentraciones suficientes en la médula espinal para inhibir
la produccion de PGs [137]. Otra caracteristica importante del perfil farmacolégico
de meloxicam es que presenta una menor frecuencia de efectos adversos a dosis
terapéuticas (7.5 a 30 mg/Kg) en comparacion con los AINEs no selectivos
[135.138.139]. Por lo tanto, el meloxicam posee un indice terapéutico elevado en
comparacion con AINEs como Paracetamol y Diclofenaco, cuando se administra de
forma aguda. Sin embargo, tras su uso crénico se ha observado un incremento en
el riesgo de efectos adversos severos a nivel cardiovascular y gastrointestinal (Tabla
5) [140.141]. En relacion a esto, en el 2015 la FDA advirtié sobre un aumento del
riesgo de eventos trombaticos cardiovasculares como infarto agudo al miocardio y
accidente cerebrovascular posterior al uso de AINEs preferentemente selectivos por
COX-2 [142]. Por otro lado, meloxicam presenta caracteristicas farmacocinéticas
que le confieren ventajas en comparacién con otros AINEs. Las principales
caracteristicas son: 1) absorcion por via oral y alta biodisponibilidad (89%). Se
absorbe lentamente y alcanza la concentracion plasmética maxima 4-5 horas
después de la administracién 2) tiene un tiempo de vida media de eliminacion largo
de 20 a 24 horas en humanos, lo cual permite una sola administracion por dia y en
consecuencia un mejor apego al tratamiento, 3) presenta una amplia distribucién
detectandose concentraciones cercanas al 50% en plasma y liquido sinovial, 4) se
biotransforma en el higado produciendo 4 metabolitos inactivos, 5) el meloxicam y
sus metabolitos se unen en un 99% a proteinas plasmaticas, y 6) los metabolitos

inactivos se excretan por via renal (50%) y por heces (50%) [143.144].

1.3.6.1.2 Opioides

Los opioides son un grupo de farmacos ampliamente utilizados para el tratamiento
del dolor y trastornos relacionados desde hace cientos de afios. La morfina es el
farmaco prototipo del grupo. Actualmente son uno de los grupos de analgésicos mas
utilizados en la clinica [145]. Se denominan opioides por que originalmente se
identificaron del opio que se extrae de la amapola (Papaver somniferum). Con base
en su origen se clasifican en naturales y sintéticos. Los opioides naturales incluyen
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a las benzoquinolonas y fenantrenos como Papaverina y Codeina, respectivamente.
Mientras que los opioides sintéticos incluyen farmacos como Fentanilo y tramadol.
Estos farmacos también se clasifican de acuerdo a su potencia analgésica en
opioides fuertes y débiles; y con base a la forma en la que interactian con los
receptores opioides (actividad intrinseca), en agonistas puros, agonistas parciales,

agonistas-antagonistas y antagonistas (Figura 12) [146].

Débiles N N\ D\ 2

Codelna
Dihidrocodeina
Tramadol

Agonista

Agonista Antagonista

Parcial

Morfina Buprenorfina Pentazocina Naloxona
Hidrocodona Naltrexona
Metadona
Hidromorfona
Buprenorfina
Fentanilo
Carfentanilo

Fuertes \_ A A A 4

Figura 12. Clasificacion de opioides por su actividad intrinseca y por su potencia. Modificada de
Williams et al., 2008 [146].

Los opioides se consideran los analgésicos mas potentes que existen, por lo que se
sugiere su uso en condiciones en las que el dolor va de moderado a severo como
en el dolor oncoldgico en donde el tratamiento es de corta duracién [147]. Con base
en lo anterior, el uso de opioides en el tratamiento del dolor crénico se recomienda
solo en pacientes seleccionados, por lo tanto, no son considerados la primera linea
de tratamiento debido a sus multiples efectos adversos. Sin embargo, para un
tratamiento de larga duraciéon de una condicidén cronica se recomienda el uso de
opioides débiles como el tramadol. Es por esto que los opioides débiles son la
segunda linea de tratamiento de padecimiento que cursan con dolor crénico como

el dolor neuropético, artritis reumatoide y fibromialgia [147.148].
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a) Mecanismo de accion

Los opioides producen analgesia al interactuar con los receptores opioides y, kK, 8 y
NOP. Todos estos receptores estan acoplados a proteinas G inhibitorias, por lo que
los efectos de los opioides son principalmente inhibitorios [145]. El resultado global
de la activacion de opioides es el cierre de los canales de Ca?* tipo L dependientes
de voltaje y la apertura de canales K*[118]. Esto resulta en la hiperpolarizacion de
la neurona y por ende una reduccion de la excitabilidad neuronal. Los opioides
también inhiben la accion de la enzima adenilato ciclasa, que convierte el adenosin
trifosfato en AMPc, reduciendo asi la concentracibn de AMPc y bloqueando la
liberacion de neurotransmisores excitatorios de la via ascendente como la sustancia
P, glutamato y CGRP. La disminucion de AMPc resulta en una disminucion de la
activacion de PKA que a su vez lleva a una alteracion en la expresion de genes
tempranos como c-fos que es un marcador de actividad neuronal, que se asocia a
menudo con el proceso de nocicepcion [149]. Es importante destacar que los
receptores opioides tienen una amplia distribucion en el SNC (SGPA, RVM, tadlamo,
mesencéfalo, insula, ndcleo accumbens y la corteza cerebral) y en menor
proporcion en el aparato gastrointestinal, sistema cardiovascular y el sistema

nervioso periférico (Figura 13) [150].
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Figura 13. Localizaciéon de los receptores opioides en el SNC. Modificado de Corder et al., 2018
[150].

Con base en lo anterior los opioides tienen un papel modulador selectivo de la
informacion que es enviada al SNC. Lo anterior a través de su accién en la sustancia
gris periacueductual (SGPA) y la médula rostral ventromedial donde inhiben a las
neuronas gabaérgicas que bloguean la via descendente inhibitoria del dolor la cual
es principalmente serotoninérgica y noradrenérgica, generando la inhibicién del
paso de la informacion nociceptiva hacia centros superiores. También producen
inhibicion directa en neuronas descendentes facilitadoras de la via nociceptiva
[151]. Ademas, a nivel periférico interfieren con la accién de las prostaglandinas en
sitios periféricos, inhibiendo particularmente la hiperalgesia inducida por PGE-.
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b) Efectos adversos

Dada la amplia distribuciéon de los opioides en el SNC, estos tienen una gran
variedad de efectos farmacologicos y por lo tanto un complejo perfil de efectos

adversos que se describen en la Tabla 6 [145].

Tabla 6. Principales efectos de los opioides sobre drganos y sistemas. Modificado de Al Hasani, et

al., 2011 [145].

Sllstemas u Efecto S|§temas u Efecto
organos organos
1 Analgesia Estrefiimiento
1 Euforia | Motilidad gastrica
1 Sedacién Reflujo esofagico
SNC | Frecuencia respiratoria Gastrointestinal Peristaltismo del colon
| Reflejo de la tos Constriccién del musculo liso
1 Miosis biliar
1 Rigidez troncal | Digestion en el intestino
1 Nauseas y vomitos delgado
| Formacién de rosetas por Depresién de la funcién renal
Sistema Iinfoci_to_s — -
inmunolégico 1’Act|V|dad cnotoxma_de las Musculo liso | Tono uterino
células naturales asesinas. Retencion urinaria
1 Comezdn y sudoracion Depresién de la funcién renal
Piel 1 Enrojecimiento de cara, | Sistema | Presion arterial y ritmo
cuello y térax. cardiovascular | cardiaco

El uso de opioides a corto o largo plazo se asocia con multiples efectos adversos.
La prevalencia de los efectos adversos mas comunes son sedacion 20 al 70%,
tolerancia del 30 al 42%, dependencia 35%, sequedad bucal 32%, estrefiimiento del
20 al 41%, sudoracion 34%, aumento de peso 29%, somnolencia del 14 al 29%,
problemas del suefio 25%, déficit de memoria 24%, pérdida de apetito 21%,
nauseas del 17 al 33%, fatiga 19%, mareos del 12 al 22%, vomitos del 1 al 12% ,
prurito 10% y retencién urinaria 6% [152]. Ahora bien, es importante mencionar que
la toxicidad sistémica es baja. En el entorno clinico del control del dolor, la adiccion
y la abstinencia no plantean problemas importantes. Pero los efectos adversos mas
graves estan relacionados con su capacidad de producir depresion respiratoria,

tolerancia y dependencia [118].
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1.3.6.1.2.1 Tramadol

El tramadol pertenece al grupo de opioides débiles que generalmente se
recomienda para el tratamiento del dolor moderado a severo. Es un analgésico
opioide de origen sintético que actla como agonista de los receptores opioides
debido a que tiene la capacidad de inhibir la recaptura de noradrenalina y serotonina
modulando asi la funcion de las vias descendentes del dolor [153], por lo que se le
considera un opioide atipico (Figura 14). Con base en lo anterior, el tramadol tiene
una alta eficacia analgésica y anti-inflamatoria comparable con los AINEs, por lo
cual se encuentra entre los farmacos mas prescritos para aliviar los signos y
sintomas de cancer, neuropatias, artritis reumatoide, osteoatrtritis, fioromialgia, entre
otras [153]. Su eficacia analgésica se da a las dosis terapéuticas que van de 50 a
100 mg/Kg donde se obtiene un efecto que va de 70 al 80% en el rango de dosis
antes mencionado, que es equivalente a la dosis de 10 mg/Kg de morfina [118].

CHs

Figura 14. Estructura quimica del tramadol. El tramadol es un farmaco de origen sintético derivado
del aminociclohexanol. Es un compuesto sélido con un peso molecular de 263.381 g/mol y presenta
alta solubilidad en agua. Modificado de Subedi et al., 2019 [153].

Este farmaco posee propiedades farmacocinéticas que le proporcionan un mejor
indice terapéutico en comparacién con otros opioides. Las principales: 1) tiene una
absorcion del 68% por via oral, la cual aumenta (90-100%) durante una
administracion mdltiple por via oral; 2) el tiempo de vida media es de
aproximadamente 5 a 6 horas alcanzando su efecto maximo entre lahora 1y 2 post-
administracion, 3) se biotransforma principalmente en el higado dando como

resultado la formacion de un metabolito activo, el O-desmetil-tramadol (M1). Este
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metabolito también posee actividad analgésica, tiene una mayor afinidad por los
receptores opioides [, y posee un tiempo de vida media de 9 horas, la duracion del
efecto analgésico de tramadol es de 6-8 horas dependiendo de la concentracion y
la velocidad de liberacion del medicamento que se esté consumiendo. 4) tramadol
y sus metabolitos se unen a proteinas plasmaticas en un 80%. 5) Aproximadamente
el 90% del farmaco se excreta por riflones y el 10% en heces son [153.154].
Ademas, al ser un opioide débil tiene una menor frecuencia de efectos adversos
sobre todo a nivel respiratorio. Es importante destacar que en comparacion con los
opioides tipicos como la morfina y el agonista parcial buprenorfina; el tramadol rara
vez causa depresion respiratoria o dependencia fisica. La prevalencia de los efectos
adversos mas comunes del tramadol son sedacion del 10 al 15%, constipacion 5 al
10%, nauseas 3.4%, mareos 1.5% y vOmitos 1.1%. Adicionalmente, pueden
producir fatiga, sudoracion, boca seca y taquicardia con una prevalencia que va de
0.1 al 1% [153].

Debido a que el tramadol posee buena eficacia analgésica y un alto indice
terapéutico se selecciond para realizar la combinacion con un AINE, con la finalidad
de determinar si se potencia el efecto analgésico de estos farmacos. Esta afirmacién
se sustenta en estudios recientes realizados en humanos que han mostrado los
efectos benéficos de la combinacion de farmacos en el tratamiento del dolor cronico.
Sin embargo, hasta el momento se han realizado muy pocos estudios clinicos, y
esto es en parte a que no se cuenta con estudios preclinicos que sustenten los
beneficios de una combinacion determinada. Con base en lo planteado hasta el
momento, el objetivo de este proyecto es estudiar a nivel preclinico la eficacia de la
combinacion tramadol-meloxicam en modelos animales de dolor crénico de distinta
etiologia. Estos farmacos fueron seleccionados para su estudio en combinacion por
su efectividad analgésica, su perfil de efectos adversos y sus propiedades
farmacocinéticas. El tramadol es un opioide débil que inhibe la recaptura de
monoaminas por lo que es altamente efectivo en el tratamiento del dolor de severo
a moderado, sin embargo, genera efectos adversos entre los cuales se encuentran
la somnolencia, constipacion y nauseas o vomitos. Por su parte el meloxicam es un

AINE efectivo en el tratamiento de dolor agudo y crénico particularmente de origen
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musculo-esquelético o inflamatorio que posee baja incidencia de dafio gastrico y
ademas tiene un tiempo de vida media de 24 horas. En conjunto los mecanismos
de accidbn de ambos farmacos sugieren que la combinacion podria generar
potenciacion mediante la modulacion de diferentes puntos en las vias del dolor, o
bien, generar un efecto de larga duracion con una menor incidencia de efectos
adversos. Por lo tanto, en el estudio actual demostraremos si la combinacion de
estos farmacos potencia el efecto analgésico en un modelo de dolor neuropatico
inducido por la axotomia del nervio ciatico y en un modelo de fibromialgia inducido

por la inyeccion repetida de solucion salina acida.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1 Combinacion de farmacos

Actualmente la combinacién de farmacos resulta ser una de las mejores alternativas
en el tratamiento del dolor crénico. Desde una perspectiva clinica, se busca cumplir
con dos objetivos. El primero es obtener un mayor efecto terapéutico en
comparacion con la administracién de un solo farmaco. El segundo es disminuir los
efectos adversos o limitar la toxicidad al reducir la dosis [155]. En este contexto la
combinacion ideal lograria ambos objetivos. Para lograr esto existen criterios para
seleccionar los farmacos a combinar. El principal criterio es combinar farmacos con
el mismo efecto terapéutico, pero con diferente mecanismo de accion, con la idea
de generar interacciones farmacolégicas entre estos que proporcionen un mejor
alivio del dolor crénico. Este es el criterio mas comun debido a que la mayoria de
las combinaciones solo actian en un componente de la enfermedad y por ende en
una sola diana terapéutica. Este enfoque proporciona mayores efectos o reduccion
de la dosis y una disminucion de los efectos adversos. Esto debido a que este
criterio reduce las desventajas de cada uno de los farmacos ya que a menudo se
combina un farmaco seguro, pero de baja eficacia con uno de alta eficacia, pero
bajo indice terapéutico. Lo anterior permite alcanzar el efecto deseado mientras se

disminuye la toxicidad.
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Otro criterio para hacer combinaciones, es utilizar un farmaco que sea util por si
solo, pero que presenta muchos efectos adversos, y un segundo farmaco que no
comparte la misma actividad que el primer farmaco y que ademas no tiene efecto
farmacoldgico por si solo, pero si mejora la efectividad del primer farmaco, lo que
convierte al segundo farmaco en un potenciador de la respuesta ya sea por
mecanismos farmacodindmicos o farmacocinéticos. Cabe sefialar que estos
potenciadores pueden modular la magnitud y la duracion de la respuesta del

farmaco activo [156].

2.1.1 Tipos de sinergismo

Cuando se realizan combinaciones de farmacos el resultado final puede ser
sinergismo, aditividad o antagonismo del efecto farmacologico [157]. Se denomina
sinergismo cuando el efecto de la combinacion de dos o mas farmacos en conjunto
tiene un efecto superior a la suma de los efectos individuales de cada farmaco. Una
interaccidn de este tipo permite el uso de dosis significativamente mas bajas de los
componentes de la combinacion, lo cual aumenta la probabilidad de disminuir la
frecuencia y severidad de los efectos adversos. Ahora bien, si la eficacia de la
combinacion es igual a la suma de los efectos individuales de cada farmaco se le
denomina suma o aditividad. Finalmente, cuando el efecto de la combinacién de dos
farmacos es menor a la suma de los efectos individuales de cada farmaco se le
denomina antagonismo. Es importante destacar que cuando se combinan farmacos
se desea obtener un sinergismo. Sin embargo, esto no siempre es posible y en
algunos casos la combinacion puede generar un incremento de los efectos adversos
sin incremento del efecto terapéutico. Por lo tanto, para determinar si dos farmacos

tienen un efecto sinérgico es necesario probarlo experimentalmente.

Para determinar el tipo de interaccion que se presenta cuando se combinan
farmacos existen diversas metodologias entre las que destacan el uso de graficos
como el isobolograma debido a que permite determinar facilmente el tipo de

interaccion establecida entre la combinacion de farmacos [158].
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2.1.2 Isobolograma

El método mas utilizado para estudiar interacciones farmacoldgicas es el analisis
isobolografico que fue propuesto por Loewe en 1953. Este método ha sido probado
y demostrado matematicamente siendo la base para el desarrollo de nuevos
métodos de andlisis de interacciones farmacolégicas [159]. Este método se basa en
la relacidn dosis-respuesta establecida entre dos farmacos para alcanzar un efecto
farmacoldgico de la misma magnitud, lo cual se denomina potencia. La idea principal
es seleccionar el nivel de efecto deseado que generalmente es el 50% (dosis
efectiva 50 o DEso) [158]. Sin embargo, pueden emplearse niveles mas bajos
cuando uno de los farmacos no alcanza el 50% de efecto. Para construir el
isobolograma hay que realizar una serie de pasos [159]. Primero se realiza una
curva dosis respuesta de los farmacos individuales con al menos cuatro dosis cada
uno. Después se calcula la DEso a partir de las curvas dosis respuesta de cada uno
de los farmacos. Posteriormente, se establecen las proporciones de las DEso de
cada farmaco que se van a combinar y evaluar experimentalmente. Con base en
estos resultados se construye una curva dosis respuesta de la combinacion y a partir
de esta se calcula la dosis efectiva (DE) experimental y tedrica de la combinacién
en conjunto con el indice de interaccion. Después se grafica la DE del farmaco de
mayor potencia (Farmaco A) en el eje de las Xy en eje de las Y el de menor potencia
(Farmaco B) y se traza una linea de union entre las DE cada farmaco a la que se le
denomina linea de aditividad o isobola [157]. Por ultimo, se determina el tipo de

interaccion farmacoldgica (Figura 15)
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Figura 15. Isobolograma. Este es una representacion grafica de un eje de coordenadas de dosis
equianalgésicas de dos o mas farmacos. Por lo tanto, nos ayuda a elucidar de forma mas clara el
tipo de interaccion farmacolégica entre dos farmacos. Modificado de Huang et al., 2019 [159].

Para confirmar el tipo de interaccidn farmacoldgica vista en el Isobolograma se hace
un analisis estadistico que consiste comparar la DE3o tedrica y DE3o experimental
mediante una prueba t de student y calcular el 95% de intervalo de confianza y la

varianza [160].
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2.1.3 Combinacion de opioides con AINEs

La combinacién de estos dos grupos de farmacos sigue siendo la mas utilizada
debido a su eficacia analgésica contra el dolor moderado a intenso debido a que
inhiben el dolor en multiples sitios de las vias nociceptivas [161]. Sin embargo,
tienen limitaciones debido a sus efectos adversos. En este contexto, los opioides
generan sedacion, disminucién en la motilidad gastrointestinal, desarrollo de
tolerancia e incluso riesgo de generar muerte debido a depresidn respiratoria [162].
Por otro lado, los AINEs tradicionales tienen un mayor riesgo de generar Ulceras y
hemorragias Gl en diferentes proporciones dependiendo de la selectividad del
farmaco [163]. Mientras que los preferentemente selectivos por COX-2 presentan
mayor riesgo de efectos adversos a nivel cardiovascular. Debido a esto se ha
buscado crear combinaciones de opioide con AINEs para mejorar la eficacia y
disminuir los efectos adversos. Con base en lo anterior, existen diversos estudios
gue demuestran que las combinaciones de estos grupos de farmacos cumplen con
los dos objetivos de la terapia multimodal [164]. Cabe destacar, que la interaccion
no siempre es favorable debido a que en ocasiones se obtienen mas efectos
adversos y poca eficacia. La mayoria de estas combinaciones utilizan tramadol en
combinacion con AINEs. Ejemplo esto son las combinaciones de tramadol con
Paracetamol [165-167], Ketorolaco [168-170] y Diclofenaco [167.171.172].

2.1.3.1 Combinaciéon tramadol-meloxicam

En el presente proyecto se decidié estudiar el tipo de interaccion que se establece
con la combinacion tramadol-meloxicam en dos modelos murinos de dolor cronico.
Lo anterior con la finalidad de determinar si esta combinacién puede ser una
alternativa para el tratamiento del dolor crénico. Estos farmacos se seleccionaron
con base en los siguientes criterios [118.153]: 1) son farmacos ampliamente
probados en la clinica para el tratamiento de diversos tipos de dolor, el tramadol por
su efecto analgésico y el meloxicam por su efecto analgésico y anti-inflamatorio, 2)
poseen diferentes mecanismos de accion y actuan a diferentes niveles del proceso
nociceptivo, 3) sus propiedades farmacocinéticas y, 4) perfil de efectos adversos.
Con base en esto, el tramadol al ser un opioide débil tiene menor riesgo de generar
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dependencia y depresion respiratoria [162], mientras que el meloxicam al ser un
AINE preferentemente selectivo por COX-2 tiene menor riesgo de generar Ulceras
en comparacion con los AINEs tradicionales [163]. Sin embargo, hasta la fecha
existen pocos estudios donde se evalle el efecto de la combinacion tramadol-
meloxicam y la mayoria de estos se realizaron en modelos preclinicos de dolor
agudo. Actualmente no existe un consenso del tipo de interaccion que se establece
entre tramadol y meloxicam, esto porque los disefios de dichos estudios no estan
desarrollados correctamente debido a que solo utilizan una dosis de cada uno de
los farmacos y la mayoria no se realiza un analisis isobologréfico. En la tabla 7, se
muestran de forma resumida dichos estudios. En el primer estudio, se evaluo el tipo
de interaccion que se produce entre tramadol y meloxicam en las proporciones 1:1,
1:3 y 3:1 utilizando el modelo de formalina en ratones, el cual es considerado un
modelo de dolor agudo. Donde se encontré que el efecto de la combinacion para
las proporciones 1:1y 1:3 fue una potenciacién, mientras que para la proporciéon 3:1
fue aditividad [173]. En otro estudio, se evalud el efecto de la combinacién de
tramadol-meloxicam en ratas a las que se les indujo dolor neuropatico mediante el
modelo de constriccidon cronica del nervio ciatico y se evalud el efecto de la
combinacion mediante las pruebas de retirada de la cola (tail flick) y placa caliente
(hot plate). En este estudio se utilizaron dos aproximaciones. La primera fue
determinar el efecto del pretratamiento con meloxicam (6 mg/Kg), tramadol (15
mg/Kg) o la combinacién tramadol-meloxicam (15 + 6 mg/Kg) en el dolor
postoperatorio. Se observo que los tres tratamientos incrementaron la latencia de
retirada de la cola y la latencia de retiro. Sin embargo, a pesar de que los autores
mencionan que el efecto obtenido con la combinacion fue un sinergismo, los datos
sugieren que existe solo un efecto aditivo a los 120 minutos después de realizada
la cirugia. La segunda aproximacion fue un tratamiento crénico (6 dias, del dia 5 al
dia 11). Donde se midié la eficacia del tratamiento con las mismas pruebas los dias
6, 8, 10 y 12 post-cirugia. Los resultados mostraron que la combinacién produjo un
mejor alivio del dolor que cada uno de los farmacos evaluados por si solos. Sin
embargo, con estos resultados no es posible determinar qué tipo de interaccion

resulta para la combinacion [174]. Por otro lado, se evalué el efecto analgésico de
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la combinacion tramadol-meloxicam (3-0.2 mg/Kg, 3 administraciones/dia) en
perros hembra sometidas a mastectomia unilateral, en donde la intensidad del dolor
postoperatorio fue evaluado a través de la escala analdgica visual (VAS) y la escala
de Glasgow modificada (GCMPS). Se observé que el tramadol por si solo mostré
una disminucion significativa en los puntajes de dolor postoperatorio evaluados y al
comparar tramadol con la combinacién solo obtuvo una disminucién temprana en
las puntuaciones de dolor postoperatorio. Los resultados observados no son
concluyentes, probablemente debido al nUmero de animales utilizados [175]. En otro
estudio, se evalud la combinacion en un modelo de tail flick, donde se obtuvo un
efecto aditivo en este modelo, aunque se menciona que debe realizarse un estudio
isobolografico para determinar el tipo de interaccién farmacoldgica establecida
[161]. Por dltimo, la combinacion se evalué en gatos geriatricos con osteoartritis
mediante las pruebas de fuerza vertical, actividad motora y la suma de los estimulos
mecanicos temporales. Los resultados mostraron que la combinacién no produjo un
mejor efecto mayor (64.1%) en comparacién con meloxicam por si solo (60.5%) para
la fuerza vertical, mientras que para la actividad locomotora fue de 41% para la
combinacion y el de meloxicam de 56.3% [176]. Estos resultados en conjunto
mostraron que no existe un consenso del tipo de interaccién producida por esta

combinacion y si esta es eficaz para el tratamiento del dolor crénico.
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Tabla 7. Antecedentes especificos de la combinacién tramadol-meloxicam

Tipo de | Modelo de | Farmacos/Dosis/ Via Conducta Resultados Ref.
dolor dolor de administracién evaluada
Dolor Prueba de | Tramadol 3.16, 5.6, | Nimero de | Se obtuvo un | [173]
agudo formalina 7.5y 10 mg/Kg (i.m.). | sacudidas efecto  sinérgico
(1%) en | Meloxicam 3.16, 5.6, para la proporcion
ratones 10 y 17.8 mg/Kg 1:1 y 1.3 y un
(i.m.). efecto aditivo para
Combinacién (i.m.) la proporcién 3:1.
Proporcion 1:1; 3:1
Proporcioén 1:3
Dolor Dolor post- | Tramadol 15 mg/Kg | Hot plate. No se puede | [174]
agudo operatorio meloxicam 6 mg/Kg, y determinar con los
(Post-CCl) la combinacion | Pretratamiento: | resultados
en ratones Tramadol-meloxicam | la medicién fue | obtenidos.
15-6 mg/Kg. | 0, 120, y 150
Administrados como | min post-
pretratamiento, i.m. cirugia
Dolor Dolor Tramadol 15mg/Kg, | Tail Flick y Hot
crénico | neuropatico meloxicam 6 mg/Kg, y | plate.
(Constriccion | la combinacion
cronica  del | Tramadol-meloxicam | Pos-
nervio 15-6 mg/Kg | tratamiento: 6,
cidtico) administrada por 6 | 8, 10, y 12 dias
dias consecutivos, | post-cirugia
i.m.
Dolor Dolor post- | Tramadol 3 mg/Kg, | Escala El efecto | [175]
agudo operatorio Tramadol-meloxicam | Analdgica generado por
(mastectomi | 3-0.2 mg/Kg Visual (VAS) Tramadol Vs
a Unilateral) | i.v.eim. Escala de | Tramadol/
Perros Glasgow meloxicam no fue
Hembras 3 administraciones: | (modificada) significativamente
% hora antes de la diferente.
intubacién, 8 y 16 La combinacion
horas después de la presenta una
intubacién. disminucién
temprana en las
puntuaciones de
dolor
postoperatorio.
Dolor Prueba de | Tramadol 12.5 mg/Kg, | Tail flick, se | La administracion | [161]
agudo Tail flick en | i.p. evalué a los 45, | conjunta de
Ratas meloxicam 1 mg/Kg, | 60, 75,90y 120 | tramadol con
i.p. minutos  pos- | meloxicam
tratamiento produjo latencias
de respuesta que
no diferian de
tramadol solo.
Sin efecto
sinérgico a las
dosis evaluadas.
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Continuacién Tabla 7

tramadol-meloxicam
(3-0.05 mg/Kg)
Administrados
durante 25 dias.

Tipode | Modelo de | Farmacos/Dosis/ Via Conducta Resultados Ref.
dolor dolor de administracion evaluada
Dolor Osteoartritis | Meloxicam 0.05 | Fuerza vertical | La  combinacion | [176]
cronico | en gatos | mg/Kg c/24 horas en |y actividad | tramadol-
macho spray oral | locomotora se | meloxicam no
geriatricos. transmucosal. evalud los dias | produce un
Tramadol 3 mg/Kg | 0, 7, 21 y 25 | beneficio evidente
c/12 h (p.o.) pos-tratamiento | en  comparacién
Combinacion con el meloxicam

solo, excepto para
la
hipersensibilidad
central.

Por otro lado, es importante recordar que otro de los objetivos de combinar farmacos

es disminuir la frecuencia y severidad de efectos adversos. Una de las principales

limitaciones de los AINEs es el desarrollo de ulceras gastricas. Por lo tanto, es

importante determinar el efecto de la combinacién tramadol-meloxicam en el

desarrollo de Ulceras gastricas. Con respecto a esto, existe un estudio publicado en

el 2017 donde se evalud el dafio gastrico de la combinacion tramadol-meloxicam (5-

0.2 mg/Kg). En este estudio se administr6 la combinacion y los farmacos

individuales, donde se obtuvo que la combinacion no es mas toxica que la

administracion de meloxicam y tramadol por si solos, lo que sugiere que la

combinacion es segura [177].
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. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢La administracion anica de la combinacion tramadol-meloxicam posee efecto
antialodinico en el dolor neuropatico?

¢Puede la combinacién tramadol-meloxicam potenciar el efecto antialodinico en
comparacion con los farmacos individuales en un modelo de dolor neuropéatico?
¢La administracion Unica de la combinacion tramadol-meloxicam posee efecto
antialodinico en un modelo de fibromialgia experimental?

¢,Puede la combinacion tramadol-meloxicam potenciar el efecto antialodinico en
comparacion con los farmacos individuales en un modelo de fibromialgia

experimental?

52



3. JUSTIFICACION

El dolor cronico es un término que engloba a un gran numero de sindromes
dolorosos altamente prevalentes, dificiles de diagnosticar y tratar. Actualmente el
campo de la terapéutica del dolor cronico enfrenta grandes retos debido al
incremento en la incidencia del dolor crénico en todo el mundo y al sufrimiento que
este provoca. Este incremento, se debe en parte al envejecimiento de la poblacion,
a los estilos de vida modernos que favorecen la disminucion de la actividad fisica,
asi como el aumento de estrés, depresion y ansiedad, y otras enfermedades, que
predisponen o van acompafadas de dolor crénico. Esto resulta en una carga
creciente para la sociedad en términos del costo de la atencion médica y la pérdida
de productividad de los pacientes afectados. Hoy en dia para lograr un mejor manejo
del paciente con dolor crénico, se utilizan aproximaciones multimodales, incluyendo
la farmacoterapia. Sin embargo, un porcentaje alto de los pacientes no recibe
tratamiento, y por si no fuera poco, de la poblacion que recibe tratamiento
aproximadamente el 50% no recibe un tratamiento adecuado y el otro 50%, aun con
los mejores tratamientos solo logran una disminucion de aproximadamente el 30%
del dolor. Lo anterior evidencia la necesidad de encontrar nuevas alternativas
terapéuticas para su tratamiento. En este contexto la busqueda de nuevos farmacos
es deseable. Sin embargo, la investigacion del dolor se encuentra estancada debido
a que aun no se ha logrado desarrollar medidas objetivas para cuantificar dolor,
impidiendo un avance significativo en la investigacion de los mecanismos
fisiopatoldgicos que favorecen la transicion de dolor agudo a dolor croénico, y la
perpetuacion del mismo. Ademas, la busqueda de nuevos analgésicos actualmente
€S muy costosa y poco exitosa, lo que ha resultado en que empresas como Pfizery
Astra Zeneca desmantelaran sus unidades de estudio del dolor. En este contexto,
las combinaciones de farmacos analgésicos con diferentes mecanismos de accién
son una aproximacion atractiva para el tratamiento del dolor crénico. Sin embargo,
hasta el momento se han realizado muy pocos estudios clinicos que demuestren la
efectividad y seguridad de estas. Esto es en parte porque no se cuenta con estudios

preclinicos que sustenten los beneficios de una combinacion determinada. Con
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base en lo planteado hasta el momento, el objetivo de este proyecto es estudiar a
nivel preclinico la eficacia de la combinacion de tramadol-meloxicam en modelos
animales de dolor crénico de distinta etiologia, ademas de determinar el tipo de
interaccion que se produce. Estos farmacos fueron seleccionados para su estudio
en combinacion por su efectividad en el tratamiento del dolor a nivel clinico y
preclinico, su perfil de efectos adversos y propiedades farmacocinéticas. El tramadol
es un opioide débil que ademas inhibe la recaptura de monoaminas, altamente
efectivo en el tratamiento del dolor de severo a moderado, sin embargo, genera
nauseas, somnolencia, tolerancia y constipacion. Por su parte el meloxicam es un
AINE efectivo en el tratamiento de dolor agudo y crénico particularmente de origen
musculoesquelético o inflamatorio, posee baja incidencia de dafio gastrico y
ademas tiene un tiempo de vida media de 24 horas. Los mecanismos de accién de
ambos farmacos sugieren que la combinacion de estos podria modular las vias del
dolor a diferentes niveles lo que podria resultar en la potenciacion del efecto
analgésico. Por lo tanto, en el presente proyecto se estudio si la combinacién de
estos farmacos potencia el efecto analgésico en comparacion con los farmacos

individuales en dos modelos murinos de dolor crénico.
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5. HIPOTESIS

La administracion aguda de la combinacion tramadol-meloxicam produce una
potenciacion del efecto antialodinico en comparacion con el efecto antialodinico que
produce la administracién aguda de tramadol o meloxicam de forma individual en

dos modelos murinos de dolor crénico.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

e Comparar el efecto antialodinico agudo de la combinacién tramadol-meloxicam
con el efecto de la administracion individual de cada uno de los farmacos en dos
modelos de dolor crénico, con la finalidad de determinar si esta combinaciéon es

atil para el tratamiento del dolor crénico de diferentes etiologias.

6.2 Objetivos especificos

e Determinar el valor de la DE3o de tramadol y meloxicam a partir de la curva dosis
respuesta obtenida en ratones con alodinia mecénica inducida por la axotomia
parcial del nervio ciético.

e Determinar el efecto antialodinico de la combinacién tramadol-meloxicam
utilizando dosis fijas de meloxicam 2.74 y 7.5 mg/Kg con dosis crecientes de
tramadol en un modelo experimental de dolor neuropatico.

e Determinar el valor de la DE3o de tramadol y meloxicam a partir de la curva dosis
respuesta obtenida en ratones con alodinia mecéanica inducida por la
administracion repetida de salina acida en el musculo gastrocnemio.

e Determinar el efecto antialodinico de la combinacion tramadol-meloxicam, en las

proporciones 1:1, 1:3 en un modelo experimental de fibromialgia.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD-1 con un peso corporal de 25 a 30 g al
inicio del experimento. Los ratones se mantuvieron con libre acceso al agua y
alimento, en un ciclo de luz/oscuridad de 12 por 12 horas. Todos los experimentos
se realizaron bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-
1999) [178] para el cuidado y manejo de animales de laboratorio, asi como de las
guias internacionales para el estudio del dolor en animales [179]. Adicionalmente el
protocolo fue aprobado por el comité para el cuidado y uso de animales de la
Facultad de Medicina de la UAEM (CCUAL-FM-UAEM). Al finalizar los ensayos los

ratones fueron sacrificados por asfixia con COx2.

7.2 Farmacos

Para los modelos de dolor crénico se utilizaron los siguientes farmacos: tramadol
(AMSA No. de lote 262M2018 y 014M2019) y meloxicam (Quimica Sintética No. de
lote 1501021517). Los farmacos fueron disueltos y administrados por via
intraperitoneal en una solucion de carboximetilcelulosa al 0.5% (No. de lote
1150771, disueltos en SSF al 0.9%) y se administraron por via intraperitoneal.
Adicionalmente, para inducir fibromialgia se utilizé solucién salina fisiolégica estéril
al 0.9% con un pH=4. Todas las disoluciones de farmacos y los vehiculos se

prepararon el dia del experimento.

7.3 Induccion de dolor neuropético: axotomia parcial del nervio ciatico

Para la induccion de alodinia mecéanica producida por la lesion de nervios periféricos
(dolor neuropatico) se utilizé el modelo de axotomia parcial del nervio ciatico en
raton. Para esto en primer lugar los ratones fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina / xilacina (100/10 mg/Kg, i.p.). Posteriormente se afeitd y realizé asepsia
de la extremidad izquierda con yodo espuma. Después, se llevé a cabo una incision

en piel de aproximadamente 1 cm, tomando como referencia la cabeza del fémur.
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Una vez expuesto el musculo se realiz6 un corte transversal a la incision en piel con
la finalidad de exponer las ramas del nervio ciatico (tibial, peroneal y sural).
Inmediatamente después las ramas tibial y peroneal se ligaron con seda 5-0, para
posteriormente realizar la axotomia el nervio 1 0 2 mm por debajo de la ligadura.
Para inmediatamente proceder a cerrar el musculo con catgut 4-0 y se verificé que
no existiera sangrado para proceder a cerrar la piel con seda 3-0. Finalmente se
realizo la asepsia de la herida con Microdacyn. A todos los animales se les dio un
periodo de recuperacion de 14 dias. Es importante mencionar que la rama sural
debe dejarse intacta debido a que si se manipula el raton queda con dafio motor en

la pata izquierda.

7.4 Induccién de fibromialgia por la inyeccion repetida de solucion salina

acida en el musculo gastrocnemio

La induccion de la hipersensibilidad al dolor caracteristica principal de la fibromialgia
se llevé a cabo mediante la inyeccidon de 20 pL de solucion salina a un pH=4 en el
musculo gastrocnemio del raton los dias cero y tres. La administracion se realizo
bajo condiciones de anestesia (Ketamina/Xilacina 100/10 mg/Kg, i.p.), usando como
referencia anatdmica la cara posterior de la tibia izquierda. La inyeccion se realizé
mediante una aguja 30 de % pulgada adaptada a una canula de polietileno.
Finalmente, los ratones se regresaron a su caja habitacion para permitirles

recuperarse de la anestesia.

7.5 Evaluaciéon de la alodinia mecéanica

La cuantificacién del dolor en ambos modelos se realizé mediante el seguimiento
de la alodinia mecéanica. El desarrollo de esta conducta nociceptiva se evalud a
través del método Up and Down con ayuda de filamentos de von Frey calibrados
para aplicar estimulos mecéanicos que van en un rango de 0.007 a 3.24 gramos. El
método consiste en aplicar un filamento a la vez durante 5 segundos en las
extremidades inferiores, empezando con el filamento de 0.06 g. Este estimulo

resulta en una respuesta de retirada de la pata (respuesta positiva) 0 ninguna
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respuesta (respuesta negativa). Si la respuesta fue negativa, el siguiente estimulo
se produce con el siguiente filamento mas grande, sin embargo, si fue positiva el
siguiente estimulo se produce aplicando el siguiente filamento mas pequefio. Se
continua asi hasta identificar la primera respuesta positiva, y posterior a esta se
realizan otras cuatro mediciones consecutivas mas hasta obtener un patron de 5
respuestas. Finalmente, el patron de respuestas se utiliza para calcular el 50% de

umbral de retiro mediante la siguiente formula:

10(Xf+1<6)

0 i) —
50% umbral de retiro 10,000

Donde:

Xf: Valor del ultimo filamento utilizado (en valor logaritmico).

k. Valor asignado para el patron de respuestas positivo/negativo de acuerdo a la
tabla de Chaplan.

J. La diferencia entre la fuerza de los estimulos (mayor y menor) (en valor
logaritmico).

En donde valores menores o iguales a 0.4 gramos en el 50% de umbral de retiro
indican la presencia de alodinia mecanica, es decir, una respuesta exagerada ante
un estimulo que normalmente no seria nocivo. En esta prueba el incremento de los
valores del 50% de umbral de retiro por arriba de 0.4 g se interpreta como un efecto

antialodinico.

7.6 Disefios experimentales

Para cumplir los objetivos del presente proyecto se plantearon los siguientes

disefios experimentales.

7.6.1 Determinar el valor de la DEso de tramadol y meloxicam a partir de la
curva dosis respuesta obtenida en ratones con alodinia mecanica inducida

por la axotomia parcial del nervio ciatico

Para obtener la DE3o de cada farmaco se construyé la curva dosis respuesta del

efecto antialodinico de cada uno de los farmacos en ratones con alodinia mecanica
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inducida por la axotomia parcial del nervio ciatico. Para esto, el dia 21 post-axotomia
se midié el 50% de umbral de retiro para determinar el valor de alodinia basal,
inmediatamente después se realizdé la administracion por via intraperitoneal del
vehiculo (CMC 0.5% o SSF) o dosis crecientes de tramadol (0.3-131.5 mg/Kg) o
meloxicam (2.74-30 mg/Kg). Posterior a la administracion del tratamiento, se realizé
la medicion del 50% de umbral de retiro cada 30 min durante 4 horas para obtener
el curso temporal del efecto antialodinico generado por cada farmaco (Figura 16).
En esta prueba un incremento del 50% de umbral de retiro a valores mayores a 0.4
g se interpreta con efecto antialodinico. A partir de los cursos temporales se realizé
el analisis de ABC, gue se utilizo para calcular el % de efecto antialodinico con el
cual se construy6 la CDR de cada farmaco. Finalmente, a partir de la CDR de cada

farmaco se obtuvo el valor de la DE3o.
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Figura 16. Determinacion de la DEso de tramadol y meloxicam a partir de la curva dosis respuesta
obtenida a partir de un modelo de dolor neuropatico en ratones.

7.6.2 Determinar el efecto antialodinico de la combinacién tramadol-
meloxicam, en las proporciones 1:1 y 1:3 en un modelo murino de dolor

neuropatico

Para determinar el tipo de sinergismo que se produce cuando se administra la
combinacion tramadol-meloxicam en un modelo de dolor neuropatico y teniendo en
cuenta que el meloxicam no presenta efecto antialodinico en este modelo, se sigui6
la siguiente aproximacion experimental. Se evalué el efecto antialodinico de
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diferentes fracciones de la DEso de tramadol, obtenida en el modelo de dolor
neuropatico, en presencia de a) meloxicam 2.74 mg/Kg, o b) meloxicam 7.5 mg/Kg
(Figura 17).

Ratones Hembra CD1

Dia 21 post-axotomia

Tratamientos

‘ v *
I Vehiculo | | Meloxicam 2.74 + | | Meloxicam 7.5 + |
[mm = e e e e e e e e e e mmmmq T ST TS S S m s s s mm s o ES TS TS S S ssmm e |
! \ | Tramadol 6.21, 124, ' | Tramadol 6.21, 12.4, !
l CMC 0.5% | | 24.87,4974,07471 1 | 2487 4974, 07471 |
bmmmmmmmmmmm e ! mg / Kg | /K I
S B A mgrne i
Admon. de
tratamientos
| | | | | | | | | | tiempo
| I I | I | I | | | (horas)
Medicion 0 05 1 15 2 3 25 35 4
de alodinia
basal ‘

Medicion del 50% de umbral de retiro

\ 4

Anélisis de ABC y calculo del % de efecto

¥

Construccién de CDR y calculo de la DE3,

Figura 17. Determinacién del efecto antialodinico de la combinaciéon tramadol-meloxicam, en las
proporciones 1:1 y 1:3 en un modelo murino de dolor neuropatico.

Estas dosis de meloxicam se seleccionaron con base a sus efectos analgésicos y
antiinflamatorios observados en otros modelos animales que fueron evaluados en
nuestro laboratorio. Asi, la dosis de 2.74 mg/Kg no produce efecto antinociceptivo
en el modelo de estiramiento abdominal, pero disminuye en un 30% el edema

inducido por carragenina en rata [180]. Mientras que la dosis de 7.5 mg/Kg produce
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un 32.6% de efecto antinociceptivo en el modelo de estiramiento abdominal y
disminuye en un 60% el edema inducido por carragenina [180.181]. El dia del
experimento (dia 21 post-axotomia) se evalud el efecto antialodinico por un periodo
de 4 horas. Con estos datos se realizé el analisis de ABC y la construccion de la
CDR para posteriormente calcular la DEso experimental de la combinacion para asi

poder establecer el tipo de interaccion farmacologica.

7.6.3 Determinar el valor de la DE3o de tramadol y meloxicam a partir de la
curva dosis respuesta obtenida en ratones con alodinia mecénica inducida

por la administracion repetida de salina 4cida en el musculo gastrocnemio

Para cumplir con este objetivo en primer lugar fue necesario implementar y validar
un modelo experimental de fibromialgia. La induccién de fibromialgia se realiz6
mediante la administracion de 2 inyecciones, separadas por 2 dias (dia 0 y dia 3),
de solucion salina &cida en el masculo gastrocnemio. Para determinar si esta
aproximacion produce dolor generalizado de larga duracion, se administraron
ratones hembra y macho con solucién salina acida (pH=4) o PBS 0. 1 M, pH=7.4
(n=8) y se realiz6 el seguimiento del desarrollo y la duracién de la alodinia mecanica
bilateral los dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 y 30 después de la primera

inyeccion de solucion salina (Figura 18A).

Una vez que se identifico los dias en que los ratones presentan alodinia establecida,
se realizo la validacion del modelo mediante la administracion de un farmaco
aprobado para el tratamiento de fibromialgia. Para esto, el dia 15 post-inyeccién se
midieron los basales para comprobar la presencia de alodinia, posteriomente se
administré gabapentina a la dosis 100 mg/Kg, i.p. Inmediatamente después de la
administracion se midi6 el 50% de umbral de retiro basal cada hora durante un
periodo de 6 horas (Figura 18B).
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Figura 18. Implementacién y validacion del modelo de fibromialgia inducido por la inyeccién repetida
de solucion salina acida en el masculo gastrocnemio.

Por otro lado, para evaluar el efecto antialodinico de tramadol y meloxicam en este
modelo se utilizarén ratones con alodinia establecida (dia 15 post-inyeccion). El dia
del experimento inicialmente se comprobd que los ratones tuvieran alodinia y
posteriormente se administré por via intraperitoneal el vehiculo (CMC 0.5% o SSF)
0 dosis crecientes de tramadol (0.3-131.5 mg/Kg) y meloxicam (3.75-30 mg/Kg).
Posteriormente, se procedié a medir el 50% de umbral de retiro cada 30 minutos
por un periodo de 4 horas (Figura 19). Con estos datos se construyo el curso
temporal del 50% de umbral de retiro. Donde un aumento en el 50% de umbral de
retiro por arriba de los 0.4 g se interpreta como un efecto analgésico o antialodinico.
A partir de estos cursos temporales se obtuvieron los datos de area bajo la curva'y
las respectivas curvas dosis respuesta de cada farmaco. Finalmente, a partir de las

CDR se obtuvo la DE3o de cada farmaco.
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Ratones hembra CD1
Dia 15 post-inyeccion
|
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Figura 19. Determinacién de la DEso de tramadol y meloxicam a partir de la curva dosis-respuesta
obtenida a partir de un modelo experimental de fibromialgia.

7.6.4 Determinar el efecto antialodinico de la combinacién tramadol-
meloxicam, en las proporciones 1:1, 1:3 en un modelo experimental de

fibromialgia.

Una vez determinadas las DE3o se evalud el efecto de la combinacion tramadol-
meloxicam en las proporciones 1:1 y 1:3 en ratones con fibromialgia al dia 15 post-

inyeccion (Figura 20). Una vez que se obtuvieron los cursos temporales de las
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combinaciones se construyo la grafica del area bajo la curva, para posteriormente

realizar la grafica de la curva dosis respuesta de la combinacion y a partir de esta

se determiné la DEso experimental de la combinacion para asi poder establecer el

tipo de interaccién establecida representandola en un

Isobolograma.
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’ 4
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Figura 20. Determinacion el efecto antialodinico de la combinacién tramadol-meloxicam, en las

proporciones 1:1, 1:3 en un modelo experimental de fibromialgia.
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7.7 Isobolograma

Una vez determinadas las DEso de cada farmaco, se evaluo experimentalmente el
efecto de las combinaciones en las proporciones 1:1 y 1:3 de tramadol y meloxicam.
Con la curva cada dosis repuesta de cada proporcion se determind la DEso
experimental de la combinacion. Con estos datos se construyé un Isobolograma.
Para esto se trazo la linea de aditividad se traz6 graficando la DE3so de meloxicam
en el eje Y, y la DEso de tramadol en el eje de X, posteriormente se grafico la DE 30
tedrica de la combinacion. Posteriormente determinar el tipo de interaccion
farmacoldgica se calculé a partir de las siguientes ecuaciones:
I = DE3;*p
Donde p es la proporcioén total del farmaco A y B en la combinacion:

p=f=* DE3Oexp/DE3O teérica
Una vez determinado el punto de interaccion se grafica y partir de este se determina
el tipo de interaccidbn que se establece entre los farmacos por medio del
Isobolograma. Por ultimo, para confirmar el tipo de interaccion farmacologica vista
en el Isobolograma se hace un andlisis estadistico que consiste comparar la DE3o
tedrica y DEso experimental mediante una prueba t de student y para calcular el 95%

de intervalo de confianza y la varianza.

7.8 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como el promedio de 6-8 animales + el error estandar
de la media (SEM). El calculo de &rea bajo la curva (ABC) se realizé mediante el
método de los trapezoides a partir de los cursos temporales del efecto antialodinico
vs tiempo. Para determinar si existian diferencias estadisticas se realiz6 analisis de
varianza de (ANOVA) una via seguido de la prueba de Dunnett para comparar mas
de dos grupos experimentales de un mismo tratamiento, y ANOVA de dos vias, de
medidas repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni cuando se compararon
grupos con dos factores (dosis, tiempo). Se consideré que existe una diferencia

estadisticamente significativa cuando el valor de P fue menor a 0.05.
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8. RESULTADOS

En el presente proyecto se determind el efecto de la combinacion tramadol-
meloxicam en la alodinia mecanica inducida por lesion de nervios periféricos, es
decir, en un modelo de dolor neuropéatico. Para cumplir con este objetivo se
caracterizo6 el curso temporal del desarrollo de alodinia mecénica en ratones naive,
sham y con neuropatia (SNI), los dias 0, 7, 14 y 21 después de la cirugia. En los
ratones naive se encontré que el valor basal de 50% de umbral de retiro (dia 0) fue
de 1.1 + 011 g y 1.1 + 0.12 g para la extremidad izquierda y derecha,
respectivamente. Lo anterior indica que la evaluacion continua con los filamentos
de von Frey los dias 7, 14 y 21, no modifica el umbral de retiro (Figura 21 A). Asi
mismo para demostrar que el umbral de retiro no se modifica con la manipulacion
quirargica se evalué un grupo de ratones sham, donde se observé que este
parametro evaluado los dias 7, 14 y 21 post-cirugia se mantiene en valores por
arriba de 0.8 g (Figura 21 B). Los valores mayores a 0.8 g del 50% de umbral de
retiro se consideran normales, lo que indica que el proceso quirdrgico per se no
produce alodinia mecanica. En contraste con los ratones a los que se les realiz0 la
axotomia parcial del nervio ciatico, donde se observé que los valores del 50% de
umbral de retiro disminuyeron a valores por debajo de 0.4 g en comparacion con el
valor basal (1.01 £ 0.1 g). Esta disminucion se observo a partir del dia 7 y hasta el
dia 21 post-axotomia (Figura 21 C). Cabe resaltar que valores de 50% de umbral
de retiro iguales o menores a 0.4 g del umbral de retiro indican el desarrollo de
alodinia mecanica, evidenciando que la alodinia mecanica observada en la pata
ipsilateral se debe a la axotomia parcial del nervio ciatico. Finalmente, el analisis de
Area Bajo la Curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales mostro de
forma més clara que no existen diferencias significativas entre el grupo naive y el
grupo sham. Sin embargo, si existe una diferencia estadisticamente significativa del
ABC de la pata ipsilateral de ratones con SNI, en comparacién con el ABC de la
pata contralateral y el ABC de las patas ipsilateral y contralateral en ratones naive
y sham.
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Figura 21. Curso temporal del 50% de umbral de retiro en ratones naive (A), sham (B) y con dolor
neuropatico (C) En D los datos se expresan como el area bajo la curva (ABC) calculada a partir de
los cursos temporales en A, B y C. Notar que el 50% de umbral de retiro de la pata ipsilateral (IL) de
ratones con axotomia parcial del nervio ciatico (SNI), en comparacion con el umbral de retiro de la
pata ipsilateral (IL) o contralateral (CL) de ratones naive o sham, es menor a 0.4 g lo que indica el
desarrollo de alodinia mecanica. Cada punto representa el promedio de 8 animales + SEM. ***
P<0.001. ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales); ANOVA de
una via seguido de la prueba de Tukey (grafica de barras). ns: no significativo; IL: Pata ipsilateral;
CL: Pata contralateral; SNI: axotomia parcial del nervio ciatico.

8.1 Efecto de tramadol y meloxicam en la alodinia mecanica inducida por la

axotomia parcial del nervio ciatico

Para determinar si el tramadol disminuye la alodinia mecanica en ratones con 21
dias post-axotomia, se les administr0 dosis crecientes de tramadol (0.3 a 131.5
mg/Kg, i.p.). Los resultados muestran que tramadol a las dosis de 0.3 y 3 mg/Kg no
incrementd el 50% de umbral de retiro en ninguno de los tiempos evaluados,
mientras que, con las dosis de 10, 30, 100 y 131.5 mg/Kg se observo un aumento
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo tratado con vehiculo. El
efecto antialodinico inicio a las 0.5 horas después de la administracion con una
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duracion de 3 horas mientras que el efecto méximo se observo entre las 1.5y 2
horas post-administracion (Figura 22 A, B). El analisis de ABC mostré que el
tramadol posee un efecto antialodinico dependiente de la dosis, que es
estadisticamente significativo a partir de la dosis de 10 mg/Kg en comparacion con
el vehiculo (Figura 22 C). También se observo que el efecto maximo de tramadol se
alcanza a la dosis de 100 y 131.5 mg/Kg (46.9% y 54.2%, respectivamente).
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Figura 22. Efecto antialodinico del tramadol en el modelo de axotomia parcial del nervio ciatico en
raton. Panel A y B cursos temporales del efecto de dosis crecientes de tramadol en la alodinia
mecanica. Panel C. Curva dosis respuesta (CDR) del efecto antialodinico de tramadol expresado
como ABC calculada a partir de los cursos temporales. Cada punto representa el promedio de 8
animales + SEM. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al vehiculo por ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales) o ANOVA de una via seguido de la prueba
de Dunnett (Gréfica de barras). Veh: Vehiculo; ns: no significativo; SSF: solucion salina fisioldgica;
IL: Pata ipsilateral; CL: Pata contralateral; i.p. intraperitoneal.

70



Por otro lado, para determinar si el meloxicam disminuia la alodinia mecéanica
inducida por la axotomia parcial del nervio ciatico, se administré meloxicam en dosis
crecientes (2.74 a 30 mg/Kg, i.p.) al dia 21 post-axotomia. Los resultados mostraron
que meloxicam no revierte la alodinia mecénica a ninguna de las dosis evaluadas
(Figura 23), por lo tanto, meloxicam no posee efecto antialodinico en este modelo

de dolor neuropatico.

© 1693 vehIL (SSF.ip) O Meloxicam IL (2.74 mg/Kg), i.p.) 3 16903 vehIL (SSF,ip) @ Meloxicam IL (15 mg/Kg, i.p.)
° % VehCL (SSF,ip.) ©O Meloxicam IL (3.75 mg/Kg, i.p.) o & VehCL (SSF,ip.) @ Meloxicam IL (30 mg/Kg, i.p.)
= © Meloxicam IL (7.5 mg/Kg, i.p. =
T 17 USRS i (7.5mg/Kg, i) T S
s (B " " § o (—EF " "3
© o
T 0.8 T o8
o Qo
IS €
> =}
e @ .4 === == mmm e oo
° ) ns o . ns
O\ r g F .
(=} —~0—0— -~ -0 %ﬁ_—&
0.0’ - B g0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
C 3.21
2.41
=
<
<)
O L6
m
<
0.8 ns
I 1 *
Veh 274 375 75 15 30

Meloxicam (mg/Kg, i.p.)

Figura 23. Efecto antialodinico del meloxicam en el modelo de axotomia parcial del nervio ciatico en
ratén. Panel A y B cursos temporales del efecto de dosis crecientes de meloxicam en la alodinia
mecanica. Panel C. Curva dosis respuesta (CDR) del efecto antialodinico de meloxicam expresado
como Area Bajo la Curva (ABC) calculado a partir de los cursos temporales. Cada punto representa
el promedio de 8 animales £+ SEM. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al vehiculo por
ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales) o ANOVA de una via
seguido de la prueba de Dunnett (Grafica de barras). Veh: Vehiculo; no significativo; SSF: solucion
salina fisiologica; IL: Pata ipsilateral; CL: Pata contralateral; i.p.: intraperitoneal.
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8.2 Curva dosis respuesta del efecto antialodinico de tramadol y meloxicam
en un modelo de dolor neuropético inducido por la axotomia parcial del nervio

ciatico.

En la Figura 24 se muestran las curvas dosis respuesta de tramadol y meloxicam
que se construyeron a partir del analisis de ABC. En la Figura 23 A, se observé que
tramadol tiene efecto dependiente de la dosis y el efecto maximo se obtiene a las
dosis de 100 y 131.5 mg/Kg. Adicionalmente, con la finalidad de calcular la DE3o, se
analiz6 la CDR linealizada de tramadol por el método de minimos cuadrados donde
se determind que la DE3p experimental de tramadol fue 24.79 + 2.12 mg/Kg en el
modelo de dolor neuropatico (Figura 24 B). Por ultimo, en la CDR de meloxicam se
encontré que no tiene efecto antialodinico a ninguna de las dosis evaluadas, por lo
tanto, no se puede calcular la DE3o (Figura 24 C). Esto evidencia que meloxicam no
es efectivo para el tratamiento del dolor neuropatico, por lo que las dosis que se
emplearon en las combinaciones con tramadol fueron seleccionadas con base en

los resultados obtenidos en estudios previos de nuestro laboratorio [180.181].
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Figura 24. Curva dosis respuesta del efecto antialodinico de tramadol y meloxicam en un modelo de
dolor neuropatico en raton. Panel A y C se muestra la curva dosis respuesta de tramadol y
meloxicam. En el panel B se muestra la linealizacion de la curva de tramadol de donde se obtuvo la
DEso. Cada punto representa el promedio de 8 animales + SEM.
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8.3 Evaluacion del efecto antialodinico de lacombinacién tramadol-meloxicam

en un modelo de dolor neuropatico

Para determinar el efecto de la combinacion tramadol-meloxicam en el dolor
neuropatico se evaluo el efecto de dosis crecientes de tramadol en presencia de
a) meloxicam 2.74 mg/Kg y b) meloxicam 7.5 mg/Kg. En la Figura 25 A, B se
muestran los cursos temporales del efecto antialodinico de las combinaciones de
meloxicam (dosis fija de 2.74 mg/Kg, i.p.) con dosis crecientes de tramadol (6.2 a
74.71 mg/Kg, i.p.). Se observé que todas las combinaciones evaluadas revierten la
alodinia mecénica en comparacion con el grupo tratado con vehiculo. El efecto inicia
a las 0.5 horas después de la administracion y dura aproximadamente 3 horas. El
efecto maximo se presenta entre 1.5 y 2 horas post-administracion. Es importante
notar que de esta serie, la combinacion meloxicam 2.74 y tramadol 74.71 mg/Kg es
la que produce el mayor efecto antialodinico y su efecto maximo alcanza valores de
umbral de retiro similares a los que se presentan con los ratones naive. De forma
similar se observo que todas las combinaciones de meloxicam 7.5 mg/Kg con dosis
crecientes de tramadol (6.2 a 74.71 mg/Kg, i.p.) producen un efecto
estadisticamente significativo en comparacion con el vehiculo. Sin embargo, es
importante notar que el efecto antialodinico observado con esta serie es mucho
mayor que el observado con la serie de meloxicam 2.74 mg/Kg en combinacion con
tramadol. Esto es mas evidente con las combinaciones de meloxicam 7.5y tramadol
49.71 o 74.71 mg/Kg, en donde el efecto madximo se mantiene por dos horas y la
duracion del efecto es mayor de 4 horas (Figura 25 D, E). En las graficas de ABC
se observo claramente que las diferentes combinaciones producen un efecto
dependiente de la dosis y estadisticamente significativo en comparacion con el
grupo tratado con vehiculo para ambas series. La eficacia maxima fue de 70.3 £
2.4% y 93.7 £ 1.6% para la serie de meloxicam 2.74-tramadol y meloxicam 7.5-
tramadol, respectivamente en el modelo de dolor neuropatico inducido por la

axotomia parcial del nervio ciatico (Figura 25 C, F).
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Figura 25. Evaluacion del efecto antialodinico de las combinaciones tramadol-meloxicam en un
modelo de dolor neuropético en ratén. Se presentan los cursos temporales del efecto antialodinico
de la serie de combinaciones meloxicam 2.74 y tramadol (A, B) y meloxicam 7.5-tramadol (D, E), asi
como el analisis area bajo la curva (ABC) calculado a partir de los cursos temporales (C, F). Cada
punto representa el promedio de 8 animales + SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al
vehiculo por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales) o ANOVA
de una via seguido de la prueba de Dunnett (Grafica de barras). Veh: Vehiculo; IL: Pata ipsilateral;
CL: Pata contralateral; i.p.: intraperitoneal.
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A partir de los datos de ABC se construyeron las CDR de las dos series de
combinaciones y se compararon con la CDR de cada uno de los farmacos. En la
Figura 26 se observé que la adicion de meloxicam (MLX) a las dosis de 2.74 mg/Kg
gener6 un desplazamiento a la izquierda de la CDR de tramadol, lo que indica un
incremento significativo en la potencia, este efecto es mayor cuando se adiciono
meloxicam a la dosis de 7.5 mg/Kg. Es importante notar que la eficacia maxima de
tramadol en el modelo de dolor neuropatico fue de 54.2 + 2.54% y este se alcanzo
a la dosis de 131.5 mg/Kg. En contraste la eficacia maxima de la serie meloxicam
2.74mg/Kg-tramadol fue de 70.31 + 2.42% y se obtuvo con la combinacion tramadol
74.61 y meloxicam 2.74 mg/Kg. De forma similar con la serie de combinaciones de
meloxicam 7.5 mg/Kg-tramadol se obtuvo una eficacia maxima de 93.74 + 1.55%
con la combinacién de tramadol 49.74 y meloxicam 7.5 mg/Kg. Estos resultados
mostraron que el meloxicam incrementa de manera importante la eficacia de
tramadol (Figura 26). Finalmente se calcul6 la DEso experimentales para las series
de tramadol-meloxicam 2.74 mg/Kg y tramadol-meloxicam 7.5 mg/Kg las cuales son
9.22 £2.02y6.08 +1.27 mg/Kg, respectivamente.
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Figura 26. Curva dosis-respuesta del efecto antialodinico de tramadol y la combinacion tramadol-
meloxicam en un modelo de dolor neuropético en raton. Cada punto representa el promedio de 8
animales + SEM. DEzo: Dosis efectiva 30.
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En la Tabla 8 se muestran las dosis efectivas tedricas y experimentales para cada
dosis fija y sus respectivos indices terapéuticos que confirman que las

combinaciones tienen un efecto sinérgico.

Tabla 8 Valores tedricos y experimentales de las DE3so de las combinaciones de tramadol-meloxicam
en un modelo de dolor neuropatico.

Parametros Dosis fija 2.74 mg/Kg Dosis fija 7.5 mg/Kg
DEzo tedrica (Zadd, mg/Kg) 27.61+ 1.95 32.37+2.11
DEzo experimental (Zexp, mg/Kg) 9.22 + 2.02* 6.08 + 1.27*
indice de interaccién 0.33 0.18

*P < 0.05 indica sinergismo

8.4 Efecto de naloxona sobre el efecto antialodinico de la combinacion

tramadol-meloxicam en un modelo de dolor neuropético experimental

Adicionalmente para determinar si existe participacion del sistema opioide en el
mecanismo de accion de las combinaciones se utiliz6 naloxona un farmaco
antagonista de los receptores opioides. Para esto se administraron las
combinaciones mas efectivas de cada proporcién en conjunto con naloxona en el
modelo de dolor neuropatico. En la Figura 27 A y C se muestran los cursos
temporales de las combinaciones mas efectivas la cuales son meloxicam 2.74 +
tramadol 74.71 y meloxicam 7.5 + tramadol 49.74 en conjunto con naloxona
1mg/Kg, donde se observé una disminucion del efecto antialodinico en comparacion
con las combinaciones por si solas. Posteriormente se realizé el analisis de Area
Bajo la Curva donde se muestra de forma mas clara que existe una disminucion del
efecto antialodinico de 36.23 + 1.06% para la combinacibn meloxicam 2.74 +
tramadol 74.71, mientras que para la combinacion meloxicam 7.5 + tramadol 49.74
fue de 38.47+ 2.26% (Figura 27 C y D). Estos resultados sugieren que la
combinacion de tramadol y meloxicam produce una interaccion sinérgica funcional

gue involucra receptores de opioides.
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Figura 27. Curso temporal del efecto de naloxona en la combinacion tramadol-meloxicam en un
modelo de murino de dolor. En la gréfica se observa que naloxona disminuye el efecto de las
combinaciones mas eficaces lo que indica existe participacién de los receptores opioides en el
mecanismo de accion. Cada punto representa el promedio de 6-8 animales + SEM. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 con respecto al vehiculo; ®P<0.05, $¥P<0.01, $¥¥P<0.001 con respecto a la
combinacion sola por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales) o
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett (Grafica de barras). Veh: Vehiculo; Mix:
meloxicam; Tram: Tramadol; IL: Pata Ipsilateral; CL: Pata contralateral; i.p.: intraperitoneal.

8.5 Implementacién de un modelo de fibromialgia experimental inducida por

la inyeccion repetida de solucion salina acida

Uno de los objetivos de este proyecto fue determinar si tramadol o meloxicam eran
capaces de revertir la alodinia mecanica inducida por la administracion repetida de
solucion salina &cida en el muasculo gastrocnemio, el cual es un modelo de
fibromialgia experimental. Para cumplir con este objetivo fue necesario implementar
y validar el modelo en nuestras condiciones experimentales. Para esto el primer
paso fue determinar si el 50% de umbral de retiro se modificaba con 1) la medicion
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continua (cada 3 dias por 30 dias) y 2) dos inyecciones en el musculo gastrocnemio
con PBS pH=7.4 (grupo sham). En la figura 28 A se observa el curso temporal del
50% de umbral de retiro en ratones sham hembras y machos evaluado los dias 0,
3,6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 y 30. Se encontré que el valor de 50% de umbral de
retiro al dia O (valor basal) fue de 1.18 £ 0.20 gy 1.18 £ 0.22 g para la pata posterior
izquierda y derecha, respectivamente, lo que muestra que los valores del 50% de
umbral de retiro en ambas extremidades son iguales y no varia entre hembras y
machos. Adicional a esto, la medicion de este parametro en ratones sham a lo largo
de 30 dias en intervalos de 3 dias mostro que el umbral de retiro se mantuvo
aproximadamente en 1.15 £ 0.09 g en hembras mientras que en machos fue de 1.16
+ 0.05 g para ambas extremidades. Esto demuestra que la inyeccion por si sola no
produce cambios significativos en el 50% de umbral de retiro. En la Figura 28 B, se
muestra el andlisis de ABC donde se observé de forma mas clara que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los valores de ABC de la pata
ipsilateral y contralateral de cada grupo, asi mismo al comparar hembras y machos

tampoco existe diferencia en los valores ABC.
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Figura 28. Curso temporal del 50% de umbral de retiro en ratones sham hembras y machos. Panel
A. Se muestra el curso temporal del 50% de umbral de retiro en ratones sham. Notar que en todos
los puntos evaluados el 50% de umbral de retiro se mantienen en valores por arriba de 1 g en todos
los grupos experimentales. Panel B los datos se presentan como el Area Bajo la Curva calculada a
partir de los cursos temporales. Cada punto representa el promedio de 8 animales + SEM. ANOVA
de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales); ANOVA de una via seguido de
la prueba de Tukey (Grafica de barras). ns: no significativo; i.m. intramuscular.
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El segundo paso fue caracterizar el curso temporal del desarrollo de alodinia
mecanica tanto en hembras como en machos iniciando al dia 3 después de la
primera inyecciéon durante un periodo de 30 dias en intervalos de 3 dias. Los
resultados mostraron que los valores de 50% de umbral de retiro disminuyeron de
forma significativa a partir del dia 3, tanto en la pata ipsilateral como contralateral,
de hembras y machos. Sin embargo, fue en los dias 6, 9, 12, 15y 18 post-induccion
donde se observé valores menores o iguales a 0.4g, lo que indica el desarrollo de
alodinia mecéanica. Posteriormente, a partir del dia 21 la alodinia empieza a
revertirse espontaneamente hasta que los ratones regresan nuevamente a valores
basales al dia 30 post-inyeccion. Lo anterior evidencia que este esquema de
administracion de solucion salina acida en el musculo gastrocnemio produce
alodinia mecanica bilateral en hembras y machos que se mantiene por al menos 12
dias (Figura 29 A). Posteriormente en el andlisis de Area Bajo la Curva se mostrd
gue existe una disminucion significativa de este pardmetro en la pata ipsilateral y
contralateral de ratones hembra y macho tratados con solucion salina acida en
comparacion con el grupo sham (PBS 0.1M, pH=7.4) (Figura 29 B). Con base en
los resultados anteriores, la evaluacion del efecto antialodinico de gabapentina
tramadol, meloxicam o las combinaciones se realizé el dia 15 post-inyeccion, es

decir cuando existe alodinia establecida.
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Figura 29. Caracterizacién del desarrollo de alodinia mecéanica inducida por la inyeccién repetida de
solucién salina acida en ratones hembra y macho. A. Curso temporal de alodinia mecanica en
ratones sham y con solucién salina acida en la pata ipsilateral. Panel C Area Bajo la curva (ABC)
calculada a partir de los cursos temporales. Cada punto representa el promedio de 8 animales +
SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al vehiculo por ANOVA de dos vias seguido de la
prueba de Bonferroni (cursos temporales) o ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett
(Gréfica de barras). SS: solucién salina; IL: Pata ipsilateral; CL: Pata contralateral; i. m. intramuscular.

El tercer paso fue validar el modelo de fibromialgia inducido por solucién salina
acida, para esto se utiliz6 gabapentina un farmaco ampliamente utilizado en el
tratamiento de la fibromialgia en humanos. Se observo que gabapentina (GBP) a la
dosis de 100 mg/Kg incrementd el 50% de umbral de retiro en la pata ipsilateral
como contralateral, a partir de la primera hora post-administracion y alcanza su
efecto maximo antialodinico entre las 2 y 3 horas post-inyeccion. El efecto
antialodinico de gabapentina disminuyé a partir de la hora 3 indicando que la
duracion del efecto fue de 5 horas (Figura 30 A). El anélisis de Area Bajo la Curva
(ABC) mostro que la gabapentina disminuyo la alodinia en un 57.34 + 7.52% y 55.54

+ 8.23% en la pata ipsilateral y contralateral, respectivamente (Figura 30 B).
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Figura 30. Efecto de la gabapentina en la alodinia mecanica inducida por solucién salina acida. Panel
A. Curso temporal del efecto antialodinico de gabapentina en la pata ipsilateral. Panel B. Area Bajo
la Curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales. Cada punto representa el promedio de
8 animales + SEM. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al vehiculo por ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de Bonferroni (Curso temporal) o ANOVA de una via seguido de la prueba de
Dunnett (Grafica de barras). Veh: vehiculo; SSF: solucién salina fisiologica; IL: Pata ipsilateral; CL:
Pata contralateral; i.p. intraperitoneal; GPB: gabapentina.
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8.6 Evaluacién del efecto de tramadol en la alodinia mecéanica inducida por la

inyeccion repetida de solucion salina acida

Para determinar el efecto de tramadol en la alodinia mecéanica, se administraron
dosis crecientes de tramadol (0.3 a 131.5 mg/Kg, i.p.) en ratones al dia 15 post-
inyeccién. En la Figura 31 A, B se muestran los cursos temporales del efecto de
tramadol en la alodinia mecanica durante un periodo de 4 horas. Donde se encontré
que el tramadol a las dosis de 0.3 y 3 mg/Kg no incremento el 50% de umbral de
retiro a ninguno de los tiempos evaluados, mientras que, a las dosis de 10, 30, 100
y 1315 mg/Kg se observé un aumento estadisticamente significativo en
comparacion con el grupo tratado con vehiculo. El efecto antialodinico inicio a las
0.5 horas después de la administracion con una duracion de 3 horas mientras que
el efecto méximo se observé entre las 1.5y 2 horas post-administracion (Figura 31
A, B). El andlisis de Area Bajo mostr6 que el tramadol posee efecto antialodinico
dependiente de la dosis, que es estadisticamente significativo a partir de la dosis de
10 mg/Kg, en comparacion con el grupo tratado con vehiculo. La eficacia maxima
de tramadol se alcanzé a la dosis 100 y 131.5 mg/Kg la cual fue de 38.65 + 3.75 y
40.54 + 3.85%, respectivamente. Es importante mencionar que no existen
diferencias en los valores de ABC entre la pata ipsilateral y contralateral lo que

evidencia que el efecto de tramadol se presenta de manera bilateral.

82



=
@

{3} VehIL (SSF,ip.)

& ShamIL (PBS 0.1 M) @ Tramadol IL (10 mg/Kg, i.p.)
@ Tramadol IL (100 mg/Kg, i.p.

o =
@ n

50% de umbral de retiro (g) >
o
~

O Tramadol IL (0.3 mg/Kg, i.p.)

Tiempo (horas)

Pata IL
3.21

*kk

Veh 03 3 10 30

100 131.5

Tramadol (mg/Kg)

50% de umbral de retiro (g) [JJ

=
@

T VehIL (SSF,i.p.) O Tramadol IL (3 mg/Kg, i.p.)

& ShamIL (PBS 0.1 M) @ Tramadol IL (30 mg/Kg, i.p.)
@ Tramadol IL (131.5 mg/Kg, i.p.)

=
i

o
®

I
i

Tiempo (horas)

Pata CL
3.21
*kk *%k%
2-4_ s *k%k
—_—
1.6
0.8

Veh 03 3 10 30 100 1315

Tramadol (mg/Kg)

Figura 31. Efecto de tramadol en la alodinia mecanica inducida por la inyeccioén i. m. repetida de
solucién salina acida. Panel A y B. Cursos temporales del efecto de dosis crecientes de tramadol en
la alodinia mecénica. Panel C y D. Efecto antialodinico de tramadol expresado como Area Bajo la
Curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales. Cada punto representa el promedio de 8
animales = SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al vehiculo por ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de Bonferroni (Cursos temporales) o ANOVA de una via seguido de la prueba
de Dunnett (Gréafica de barras). Veh: Vehiculo; SSF: solucién salina fisiologica; IL: ipsilateral; CL:

contralateral; i.p. intraperitoneal.
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8.7 Evaluacién del efecto de la administracion aguda de meloxicam en la

alodinia mecanica inducida por lainyeccion repetida de solucién salina acida

Para determinar si meloxicam disminuia la alodinia mecanica se administraron dosis
crecientes de meloxicam (3.75 a 30 mg/Kg, i.p.) en ratones al dia 15 post-inyeccion.
En la Figura 32 se muestra el efecto de meloxicam en la alodinia mecanica durante
un periodo de 4 horas. Los resultados mostraron que meloxicam a la dosis de 3.75
mg/Kg no aumenta de manera significativa el 50% de umbral de retiro, mientras que
a las dosis de 7.5, 15 y 30 mg/Kg si existe un aumento significativo en el umbral de
retiro en comparacion grupo tratado con vehiculo. El efecto antialodinico inicio a las
0.5 horas después de la administracion con una duracién de 2.5 horas mientras que
el efecto maximo se observo entre las 1.5 y 2 horas post-administracion (Figura 32
A, B). El andlisis de Area Bajo la Curva mostr6 que meloxicam posee efecto
antialodinico dependiente de la dosis, que es estadisticamente significativo a partir
de la dosis de 7.5 mg/Kg, en comparacion con el grupo tratado con vehiculo. La
eficacia maxima de meloxicam se obtuvo a la dosis 30 mg/Kg la cual fue de 43.79
+ 4.43%. Es importante mencionar que no existen diferencias en los valores de ABC
entre la pata ipsilateral y contralateral lo que indica que el efecto de meloxicam se

presenta de manera bilateral.
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Figura 32. Efecto de meloxicam en la alodinia inducida por la inyeccion i. m. repetida de solucién
salina acida. Panel A y B. Cursos temporales del efecto de dosis crecientes de meloxicam en la
alodinia mecéanica. Panel C y D efecto antialodinico de meloxicam expresado como Area Bajo la
Curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales. Cada punto representa el promedio de 8
animales + SEM. *P<0.05 **P<0.01, ***p<0.001 con respecto al vehiculo por ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de Bonferroni (Cursos temporales) o ANOVA de una via seguido de la prueba
de Dunnett (Grafica de barras). Veh: Vehiculo; SSF: solucién salina fisiologica; IL: Pata ipsilateral;
CL: Pata contralateral; i.p. intraperitoneal.
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En la Figura 33, se muestran las curvas dosis respuesta del efecto antialodinico de
tramadol y meloxicam en un modelo murino de fibromialgia. Donde se analiz6 la
CDR linealizada de tramadol y meloxicam por el método de minimos cuadrados con
la finalidad de determinar las DE3o de cada farmaco (Figura 33 B, D). Finalmente se
obtuvo que la DE3o de tramadol fue de 35.98 + 4.88 mg/Kg, mientras que la DEso de
meloxicam fue 11.43 + 0.25 mg/Kg.
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Figura 33. Curva dosis respuesta del efecto antialodinico de tramadol y meloxicam en un modelo de
fibromialgia inducido por solucién salina acida. Panel Ay C se muestra la curva dosis respuesta de
tramadol y meloxicam respectivamente, expresada en % de efecto calculado a partir del ABC. Panel
Cy D se muestra la linealizacién de la curva de tramadol y meloxicam a partir de la cual se determiné
la DEso. Cada punto representa el promedio de 8 animales £+ SEM. IL: Pata ipsilateral; CL: Pata
contralateral.
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8.8 Evaluacion del efecto antialodinico de la combinacién tramadol-meloxicam
en el modelo de fibromialgia inducido por la inyeccion repetida de solucion

salina acida

Finalmente, para determinar el tipo de interaccion farmacoldgica que se establece
entre tramadol y meloxicam, se realiz6 un analisis isobolografico. Para esto se
evaluo el efecto de la combinacion a las proporciones 1:1 y 1:3. En la Figura 34 A
se muestran los cursos temporales de las combinaciones para la proporcion 1:1. Se
observo que el efecto antialodinico comienza a partir de la media hora alcanzando
su efecto méximo entre las 1.5 y 2 horas después de la administracion y esta
empieza a disminuir a partir de las 3.5 a 4 horas post-administraciéon indicando que
la duracion del efecto fue de 3 a 4 horas dependiendo de la combinacion evaluada.
La eficacia maxima para esta proporcion se produjo a la dosis de tramadol 17.99
mg/Kg en combinacién con meloxicam 5.72 mg/Kg produciendo un efecto de 75.09
+ 2.64%. Posteriormente se realizé la correspondiente CDR de las combinaciones
para la proporcién 1:1 en donde se observa claramente el efecto dependiente de la
dosis para estas combinaciones. A partir de esta se obtuvo la DEso experimental
para proporcion 1:1 la cual fue 4.91 + 0.57 mg/Kg (Figura 34 B). En la Figura 34 C
se muestran los cursos temporales para las combinaciones de la proporcion 1:3,
donde se observdé un comportamiento similar al de la proporcién 1:1. El efecto
maximo antialodinico para esta proporcion, se obtuvo con la combinacién
meloxicam 8.99 + tramadol 8.57 mg/Kg el cual fue de 79.42 + 1.95%. Cabe
mencionar que con esta dosis el efecto perdura por 6 horas. La curva dosis
respuesta para esta proporcion mostr6 un efecto dependiente de la dosis.
Finalmente, a partir de esta se obtuvo la DE3o experimental para la proporcion 1:3
la cual fue 4.43 + 0.47 mg/Kg (Figura 34 D).
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Figura 34. Evaluacion del efecto antialodinico de la combinacién tramadol-meloxicam en un modelo
de fibromialgia inducido por solucion salina acida. Panel Ay C Curso temporal del efecto antialodinico
de la combinacién tramadol-meloxicam para la proporcion 1:1 y 1:3 respectivamente. Panel B y D.
Curva dosis respuesta expresada de la combinacion tramadol-meloxicam linealizada por el método
de minimos cuadrados. Cada punto representa el promedio de 8 animales + SEM. **P<0.01,
***P<(0.001 con respecto al vehiculo por ANOVA de dos vias, seguido de una prueba de Bonferroni.
(Panel A y C). Veh: Vehiculo; SSF: solucién salina fisiolégica; IL: Pata ipsilateral; CL: Pata
contralateral; i.p. intraperitoneal; DEzo: Dosis efectiva 30 Tram: tramadol; MIx: meloxicam.

8.9 Determinacion del tipo de interaccién farmacoldgica de la combinacién

tramadol-meloxicam en un modelo de fibromialgia experimental

Como se mencioné anteriormente el Isobolograma nos proporciona una
representacion grafica del tipo de interaccion que se establece entre dos 0 mas
farmacos. Este se construy6 a partir de las DE3o individuales de tramadol (35.98 +

4.88 mg/Kg) y meloxicam (11.43 + 0.25 mg/Kg) graficadas en el eje “X” y “Y”
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respectivamente, estos puntos se unen creando la linea de aditividad. Posterior a
esto se calcula el indice de interaccion a partir de la DEso experimental y p que es
el indice de relacion entre la DEso experimental y tedrica. Una vez que se obtiene el
punto de interaccion se interpreta el tipo de interaccion establecida, si el punto esta
por debajo de la linea de aditividad es sinergismo, si esta cerca o sobre la linea de
aditividad es un efecto de sumacion y si esta por arriba de la linea de aditividad es
antagonismo. Basado en esto, en la Figura 35 se muestra el Isobolograma de la
combinacion tramadol-meloxicam para las proporciones 1:1y 1:3 donde se observa
que ambas proporciones tienen un efecto sinérgico, debido a que los puntos estan

muy por debajo de la linea de aditividad.
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Figura 35. Isobolograma de la combinacion de tramadol-meloxicam en un modelo de fibromialgia
inducido por la inyeccidon de solucién salina acida. En la gréafica se observa que el punto de
interaccion esta por debajo de la linea de aditividad dando como resultado un efecto sinérgico.
Adicional a esto se calcul6 el indice de interaccién el cual es menor a 1y confirma que la combinacion
tramadol-meloxicam en las proporciones 1:1 y 1:3 produce un efecto sinérgico. Cada punto
representa el promedio de 6-8 animales + SEM.

Adicional a esto, en la Tabla 9 se muestran las dosis efectivas teoricas y
experimentales para cada proporcidn y sus respectivos indices terapéuticos que
confirman que las combinaciones en las proporciones 1:1 y 1:3 tienen un efecto

sinérgico.
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Tabla 9. Valores tedricos y experimentales de las DEso de las combinaciones de tramadol-meloxicam
en un modelo de fibromialgia.

Parametros Proporcién 1:1 Proporcién 1:3
DEso tedrica (Zadd, mg/Kg) 23.7 + 2.45 17.56 + 2.88
DEzoexperimental (Zexp, mg/Kg) 491 £ 0.57* 4.43 £ 0.47*
indice de interaccion 0.21 0.25

*P< 0.05 indica sinergismo

8.10 Efecto de naloxona sobre el efecto antialodinico de la combinacion

tramadol-meloxicam en un modelo de fibromialgia experimental

Adicionalmente para determinar la participacion del sistema opioide en el
mecanismo de accion de las combinaciones en el modelo de fibromialgia se utilizd
naloxona un farmaco antagonista de los receptores opioides. Con esta finalidad se
administraron las combinaciones con mayor efecto las cuales son tramadol 17.99 +
meloxicam 5.72 mg/Kg y tramadol 8.99 + meloxicam 8.57 mg/Kg en conjunto con
naloxona 1mg/Kg y se construyeron los cursos temporales donde se observo una
disminucién en el efecto antialodinico en comparacion con las combinaciones por si
solas. En el andlisis de Area Bajo la Curva se muestra de forma mas clara que existe
una disminucion en el efecto de 37.19 + 1.94 % para la combinacion tramadol 17.99
+ meloxicam 5.72, mientras que para la combinacion tramadol 8.99 + meloxicam
8.57 mg/Kg fue de 40.49 + 2.01% (Figura 36 C y D). Estos resultados sugieren que
la combinacién de tramadol-meloxicam produce una interaccion sinérgica que
involucra receptores de opioides en el modelo de fibromialgia inducida por la
inyeccion repetida de solucion salina acida. Por lo tanto, al presentar efecto
sinérgico mediado por los receptores opioides en ambos modelos, esta combinacion

puede ser una herramienta prometedora en el manejo del dolor crénico.
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Figura 36. Curso temporal del efecto de naloxona en la combinaciéon tramadol-meloxicam en un
modelo de murino de fibromialgia. En la grafica se observa que naloxona disminuye el efecto de las
combinaciones mas eficaces lo que indica existe participaciéon de los receptores opioides en el
mecanismo de accion. Cada punto representa el promedio de 6-8 animales + SEM + SEM. *P<0.05,
“P<0.01, *"P<0.001 con respecto al vehiculo; *P<0.05, %¥P<0.01, %¥¥P<0.001 con respecto a la
combinacion sola por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales) o
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett (Grafica de barras). Veh: Vehiculo; Mix:
meloxicam; Tram: tramadol; IL: Pata Ipsilateral; CL: Pata contralateral; i.p.: intraperitoneal.
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9. DISCUSION

En el presente estudio se evalud la eficacia de la combinacion tramadol-meloxicam
en dos modelos de dolor cronico con el objetivo de determinar el tipo de interaccion
farmacoldgica que se establece entre estos dos farmacos. Lo anterior con la
finalidad de determinar su potencial utilidad en el tratamiento agudo del dolor

cronico.

El dolor cronico, sin importar cual tipo, es un problema complejo que tiene un
impacto negativo en todos los aspectos de la persona que lo padece tanto a nivel
individual como familiar. Actualmente es una de las principales causas de
sufrimiento en todo el mundo, que adicionalmente es una carga econdmica
sustancial para la sociedad. Aunque el sufrimiento no puede cuantificarse, la carga
econOmica que representa es grande. Por ejemplo, en los Estados Unidos de
América se estima que es de aproximadamente $ 650 mil millones de délares por
afio, como resultado de los gastos en atencion médica, asi como debido a la pérdida
de productividad de las personas afectadas [182.183]. El dolor cronico con
frecuencia resulta de una enfermedad o lesion; sin embargo, no sélo es un sintoma
acompafiante, sino también una condicion patoldégica separada por derecho propio,
con su propia definicion médica y taxonomia. Asi actualmente podemos distinguir
entre dolor crénico primario y dolor cronico secundario. El dolor crénico primario es
el que se considera una enfermedad por si mismo como es el caso de la fibromialgia,
mientras que el secundario es el que se considera un sintoma que acompafa a otra
enfermedad como es el caso del dolor neuropético [3]. Con base en lo anterior y con
la finalidad de evaluar el potencial terapéutico de la combinacion tramadol-
meloxicam en el tratamiento del dolor cronico se utilizé6 un modelo de fibromialgia

experimental y un modelo de dolor neuropatico.

9.1 Efecto antialodinico de tramadol y meloxicam en un modelo de dolor

neuropéatico

El dolor neuropatico es un tipo de dolor cronico que se origina a partir de una lesion

o disfuncion del sistema nervioso somatosensorial y esta categorizado dentro del
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dolor crénico secundario [1.18]. El paciente con dolor neuropatico experimenta dolor
evocado (dolor en respuesta a un estimulo) como por ejemplo alodinia mecanica e
hiperalgesia térmica; dolor espontaneo (dolor en ausencia de estimulo); vy
alteraciones sensoriales como parestesias y disestesias [17]. En el presente estudio
se utilizé un modelo de dolor neuropéatico ampliamente validado, en donde se
produce dafio al nervio ciatico mediante un procedimiento quirdrgico denominado
axotomia parcial del nervio ciatico o SNI (Spared Nerve Injury, por sus siglas en
inglés) [184]. En este modelo la axotomia del nervio ciatico reproduce signos
caracteristicos del dolor neuropatico en humanos como es el caso de la alodinia,
gue se presenta del 15 al 50% de los pacientes. En el modelo de SNI en ratén se
ha observado que se desarrolla alodinia mecanica de forma casi inmediata (desde
el dia 3 post-cirugia) y perdura por al menos 7 meses. Ademas, no se han reportado
diferencias en el curso temporal del desarrollo de alodinia entre ratones hembra y
macho [185.186]. Cabe destacar que en nuestro laboratorio se ha observado que la
alodinia mecéanica se mantiene estable desde el dia 4 y hasta el dia 42 post-
axotomia. Con base en lo anterior la evaluacion del efecto antialodinico de tramadol,

meloxicam, o la combinacién se realizo el dia 21 post-axotomia.

El dolor neuropatico es dificil de tratar por lo que es dificil lograr un tratamiento
adecuado con un solo farmaco. Nuestros resultados muestran que el tramadol
produjo un efecto antialodinico significativo entre 19.25 y 54.2% en un rango de
dosis entre 10y 131.5 mg/Kg (i.p.). Como se puede observar el tramadol por si solo
no revierte totalmente la alodinia mecanica. Esto estad en concordancia con lo
observado en diversos estudios clinicos en donde se evalud el efecto de tramadol
en pacientes con dolor neuropatico. De forma global los resultados de estos
estudios mostraron que el tramadol disminuye el 30% de la intensidad del dolor en
el 38% a 71% de los pacientes de los pacientes. De la misma forma disminuye el
50% la intensidad del dolor en aproximadamente un 32 al 45% de los pacientes.
Esto ultimo se logra con dosis de 200 a 400 mg/Kg por dia. Cabe destacar que con
estos esquemas de tratamiento entre 30 y 91% de los pacientes experimentaron
uno o mas efectos adversos, y el 16% de los pacientes abandonaron el tratamiento

debido a los efectos adversos. Los efectos adversos mas frecuentes fueron nausea
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(26%), constipacion (29%), fatiga (33%), mareo (36%) y boca seca (29%) [187]. Por
otro lado, encontramos que en el modelo de SNI, el meloxicam no posee un efecto
antialodinico significativo a las dosis evaluadas (2.75-30 mg/kg, i.p.) en nuestro
estudio. Esto es congruente con los resultados de diversos estudios clinicos que
mostraron que los AINES poseen nula o poca eficacia en el tratamiento del dolor

neuropatico [188].

9.2 Efecto antialodinico de tramadol y meloxicam en un modelo de fibromialgia

experimental

La fibromialgia esta categorizada dentro del dolor cronico primario, y afecta a
millones de personas a nivel mundial. Se define como sindrome de dolor crénico
musculoesquelético generalizado que esta presente en al menos 4 de 5 regiones
corporales, que perdura por al menos 3 meses [189]. Los pacientes con fibromialgia,
ademas de dolor generalizado, experimentan constantemente fatiga, trastornos del
suefio, trastornos cognitivos y una gran variedad de sintomas somaticos. Ademas,
todo lo anterior frecuentemente coexisten con ansiedad y depresion [190]. El dolor
generalizado y cronico es el sintoma mas debilitante y en conjunto con los diversos
sintomas, que varian en severidad, resultan en una pobre calidad de vida de la
persona afectada. En esta patologia es dificil identificar la causa del dolor, sin
embargo, se sabe que existe una hipersensibilidad del sistema nervioso central que
se manifiesta con el desarrollo de alodinia e hiperalgesia muscular. En este proyecto
se utilizé un modelo de fibromialgia experimental inducido por la administracion de
solucion salina acida (pH=4) en el musculo gastrocnemio izquierdo del raton [191].
En nuestras condiciones experimentales la inyeccion de solucion salina los dias 0 y
2 después de la primera inyeccion produjo hiperalgesia el dia 3 post inyeccion, sin
embargo, a partir del dia 6 al dia 18 se observo alodinia estable tanto en la pata
ipsilateral como contralateral. Cabe destacar que el desarrollo de alodinia mecanica
mostro el mismo curso temporal tanto hembras como en machos. Estos resultados
concuerdan con varios estudios publicados que han reportado que la
hipersensibilidad al dolor perdura entre 12 y 28 dias [191.192].

94



El fundamento de este modelo es el fendmeno de priming de los nociceptores, que
sugiere que la transicion de dolor agudo a cronico podria involucrar la plasticidad
neural de los nociceptores aferentes primarios, por lo que una estimulacion nociva
aguda puede desencadenar hipersensibilidad duradera de los nociceptores a
estimulos nocivos posteriores [193]. Lo anterior esté sustentado en estudios previos
que demostraron que la acidosis tisular pude causar dolor muscular. En este
aspecto se ha comprobado que existe acidez tisular en condiciones como la artritis,
la inflamacion, etc. En este modelo el grupo de Sluka y colaboradores mostr6é que
la primera inyeccion de solucion salina &cida disminuye el pH tisular lo que lleva a
la activacion y sensibilizacion de los nociceptores que inervan el muasculo
gastrocnemio, que genera priming de los nociceptores de tal manera que cuando
se realiza la segunda inyeccién de solucion salina &cida los nociceptores estan
sensibilizados y esto favorece el desarrollo de alodinia de larga duracion. Cabe
destacar que estos autores también mostraron que a pesar de que las dos
inyecciones se producen en el mismo sitio, la alodinia se produce de manera
bilateral evidenciando la generacion de dolor cronico generalizado, caracteristica
principal de la fibromialgia. Cabe recordar que en la fibromialgia es dificil identificar
la causa subyacente, y no se asocia con inflamacion. Por tal motivo, se determin6
mediante histologia si la inyeccién producia un dafio tisular en el sitio de la
inyeccién. Los resultados mostraron que en 4 de 12 animales se produjo dafio tisular
moderado debido a la administracion. Sin embargo, este se revierte 24 horas
después de la segunda inyeccion. En contraste, en la mayoria de los animales (8/12)
no se observé dafio tisular o inflamacion aparente después de la primera o0 segunda
inyeccion. En el mismo estudio también se determiné si la inyeccion de solucién
salina acida producia acidosis tisular en el sitio de la inyeccion, asi como activaciéon
de los nociceptores. Se encontré que la inyeccién de solucion salina acida pH=4
produjo una disminucion del pH intramuscular de 7.4 a valores de 6.5 dentro de los
primeros tres minutos, sin embargo, la acidez se revierte después de 7 minutos.
Asimismo se observo que la acidosis induce la activacion de aproximadamente el
50% de los nociceptores que inervan el musculo [192]. Por otro lado, existe

evidencia que muestra que los mecanismos involucrados de iniciacion del dolor
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generalizado inducido por acidosis incluyen la activacion de ASIC3 y TRPV1 los
cudles son los principales sensores de protones en los nociceptores. Ademas,
también se ha comprobado que existe una hiperactivacion de los canales de sodio
Nav 1.8 que se expresan en nociceptores musculares que expresan isolectina B4,
es decir en nociceptores no peptidérgicos. Lo anterior se evidencio bloqueando
estos canales con herramientas farmacolégicas después de la primera inyeccion de
solucion salina acida. Esta aproximacion impidio el desarrollo de hipersensibilidad
de larga duracién [191]. Otro mediador que participa en el desarrollo de dolor
generalizado es condiciones no inflamatorias es la SPA. En este sentido se ha
comprobado que la acidosis del tejido también induce la liberacién de SP de los
nervios vecinos. La sustancia P posteriormente activa a su receptor NK1 lo que lleva
a la activacion de tirosinas cinasas y canales de potasio dependientes de voltaje
particularmente el Kv7 [194].

El dolor de la fibromialgia es dificil de tratar de manera efectiva, ya que solo una
minoria de individuos experimenta un beneficio clinicamente relevante de cualquier
intervencién. En este modelo preclinico encontramos que el tramadol y el meloxicam
poseen un efecto antialodinico dependiente de la dosis, y producen un efecto
maximo de 40.54 + 3.85% y 43.79 = 4.43%, respectivamente. Los resultados
obtenidos con ambos farmacos administrados de forma individual concuerdan con
los resultados de estudios clinicos que muestran que la monoterapia farmacolégica
proporciona un alivio del dolor significativo (al menos una reduccion del 30% en la
intensidad del dolor), sin embargo esto generalmente representa del 10% al 25%
mas que con placebo[195]. Es importante destacar que la farmacoterapia de la
fibromialgia no esté bien establecida ni es universal para todos los pacientes. Los
farmacos mas recomendados para su tratamiento incluyen antidepresivos triciclicos
o bien inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina, ademas de los
gabapentinoides pregabalina y gabapentina [196]. En todos los casos la evidencia
de su efectividad no es concluyente. De igual forma los AINES se prescriben mucho
en los pacientes con fibromialgia, a pesar de que no existe evidencia suficiente que
demuestre su efectividad. En estudios clinicos solo se ha evaluado el efecto de

etoricoxib (90 mg/dia), ibuprofeno 2400 (mg/dia), naproxeno (1000 mg/dia) y
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tenoxicam 20 (mg/dia). Sin embargo, debido al disefio de los estudios la evidencia
obtenida es insuficiente para sacar conclusiones [197]. De igual forma, hasta el
momento no existe evidencia de la efectividad del meloxicam en el tratamiento de
la fibromialgia. En cuanto al tramadol, solo existen dos estudios en donde se evaluo
su efectividad en la fibromialgia. El estudio méas sodlido muestra que el tramadol es
efectivo en el tratamiento de la fibromialgia en un rango de dosis entre 50 y 400
mg/Kg/dia, en solo el 57% de los pacientes, evidenciando que un alto porcentaje de

los pacientes abandona el tratamiento [198].

9.3 Efecto de la combinacion tramadol-meloxicam en dos modelos de dolor

crénico

Tomando en cuenta lo anterior, es evidente que la monoterapia farmacoldgica del
dolor crénico posee una eficacia limitada y esté relacionada con efectos secundarios
dependientes de la dosis, lo que frecuentemente limita la tolerabilidad y efectividad
de dosis mas altas. Sin embargo, la farmacoterapia sigue siendo la piedra angular
del tratamiento del dolor crénico. Esto sugiere que la combinacién de dos o0 mas
farmacos diferentes representa una alternativa prometedora cuyos objetivos son
obtener un mayor efecto terapéutico en comparacién con la administracién de un
solo farmaco y disminuir los efectos adversos o limitar la toxicidad al disminuir la
dosis [199]. El criterio mas comun para los farmacos de una combinacion es
combinar farmacos con diferente mecanismo de accién con la finalidad de intervenir
en diferentes mecanismos del dolor para incrementar la probabilidad de incrementar
el potencial de una interaccion aditiva o sinérgica favorable. Este tipo de
interacciones, entre diferentes analgésicos, puede permitir utilizar dosis mas bajas
de los farmacos individuales que puedan proporcionar un mejor perfil de seguridad
/ tolerabilidad (siempre que no haya aditividad o sinergia para los efectos adversos).
En nuestro estudio utilizamos este criterio para seleccionar al tramadol y al
meloxicam y ademas se tomO en cuenta el perfil de efectos adversos y las
caracteristicas farmacocinéticas de cada farmaco. Encontramos que la combinacion
de proporciones fijas de la DEso tramadol y meloxicam produjo un efecto sinérgico
tanto en el modelo de dolor neuropatico como en el modelo de fibromialgia
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experimental. Es importante destacar que este es el primer estudio en donde se
evalué de manera sistematica el efecto antialodinico de la combinacion en modelos
de dolor conico. Sin embargo, nuestros resultados son congruentes con un estudio
publicado en el 2012 en donde se observé que la combinacion de tramadol-
meloxicam en las proporciones 1:1 y 1:3 producen un efecto sinérgico del efecto
antinociceptivo en el modelo de la formalina en rata, el cual esta considerado como
un modelo de dolor agudo [173]. Ademas de este estudio, en otros trabajos se ha
intentado determinar el tipo de interaccion que se produce entre tramadol y
meloxicam. Para ello se han empleado modelos de dolor postoperatorio [200.201],
el modelo de tail flick [161] y el modelo de constriccion crénica [200].
Adicionalmente, se evaluo el efecto de esta combinacion en un modelo de
osteoartritis en gato, que es un modelo de dolor crénico [202]. En estos modelos los
autores reportan que la combinacion no tiene efecto sinérgico, o bien, que presenta
un efecto aditivo, lo que en conjunto muestra que no existe un consenso del tipo de
interaccién producida por esta combinacion, y que posiblemente depende del
modelo empleado. La realidad es que los estudio mencionados son estudios en
donde solo se evalué una sola dosis y no proporciones fijas, los farmacos se
aplicaron por diferentes vias de administracion o bien las dosis empleadas son muy
bajas con respecto a las dosis que se sabe poseen efectividad. Nuestros resultados
en conjunto con los de Isiordia y colaboradores muestran que si se hace un estudio

sistematico de la combinacion es claro que se produce un sinergismo.

Finalmente, en un intento preliminar de determinar el mecanismo que subyace el
efecto sinérgico de la combinacién, en ambos modelos se realizé un pretratamiento
con naloxona, un antagonista de los receptores opioides. Se encontré que la
naloxona produjo una disminucion del efecto antialodinico de las combinaciones de
tramadol-meloxicam en las proporciones mas altas del 36 al 39% en el modelo de
dolor neuropético y del 37 al 41% para el modelo de fibromialgia. Estos resultados
sugieren fuertemente la participacion del sistema de opioides enddgenos en el
efecto sinérgico de la combinacion tramadol meloxicam, lo cual concuerda con lo
reportado por Isiordia y colaboradores [173]. No obstante, cabe resaltar que el

efecto no se abolié totalmente, indicando la participacion de mecanismos

98



adicionales. Anteriormente se menciond los principales mecanismos de accion de
cada farmaco, pero existe evidencia que estos farmacos poseen mecanismos de
accion adicionales a través de los cudles ejercen sus efectos antinociceptivos de los
farmacos y que posiblemente estén involucrados en la sinergia observada. El
tramadol ademds de inhibir a los receptores opioides W, inhibe la activacion de la
adenilato ciclasa [203], la liberacidén de sustancia P y el péptido relacionado con el
gen de calcitonina (CGRP) [204] y favorece la apertura de los canales de K* lo que
conduce a la hiperpolarizacion y por lo tanto a una reduccién en la activacion de la
neurona aferente primaria lo que deriva en un efecto antinociceptivo [205].Ademas
al ser un opioide atipico inhibe la recaptura de serotonina y noradrenalina
favoreciendo los efectos inhibitorios de estos neurotransmisores en la via
descendente [206]. Por otro lado, el meloxicam también activa la via del GMPc-
oxido nitrico [207] y el sistema inhibidor colinérgico en modelos de dolor agudo
[208]. Todo esto en conjunto muestra que la combinacion tramadol meloxicam
produce potenciacion del efecto antialodinico en dos modelos de dolor crénico y que

este efecto se debe en parte a la activacion de opioides enddgenos.
Limitaciones del estudio

En el presente estudio se encontré que el tratamiento agudo de la combinacion
tramadol-meloxicam produjo un efecto sinérgico en dos modelos de dolor cronico.
Sin embargo, es importante tomar en cuenta que Unicamente se evaluo el efecto de
una sola dosis, por lo que es necesario evaluar si este sinergismo se mantiene
durante un tratamiento crénico. Cabe destacar que desde el punto de vista clinico
el meloxicam se prescribe en esquema de administracion de una vez al dia, sin
embargo, las concentraciones efectivas se establecen después de un tratamiento
de 5 dias. En este estudio encontramos que si bien se produce un sinergismo, la
duracion del efecto es de 4-6 horas, lo que sugiere que para el tratamiento del dolor
cronico se tendria que administrar la combinacién al menos dos veces al dia. Lo
anterior supondria una contradiccion en las recomendaciones actuales, sin
embargo, se debe tomar en cuenta que las dosis requeridas en la combinacion son

menores a las dosis efectivas que se prescriben actualmente. Por otro lado, este
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problema podria solventarse a través del disefio de una forma farmacéutica de
liberacion controlada. Otra limitacion de este estudio es que no se evalud el efecto
de la combinacion tramadol-meloxicam en el perfil defectos adversos, lo cual seria
necesario realizar en futuros estudios, con la finalidad de garantizar la efectividad y

seguridad de la combinacion.
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10.CONCLUSIONES

En el estudio actual demostramos que tramadol tiene un efecto antinociceptivo en
dos modelos murinos de dolor crénico. EI meloxicam por otro lado solo presenté un
efecto antinociceptivo en el modelo de fibromialgia, lo que se atribuye a que en este

modelo existe una mayor participacion de la inflacion neurogénica.

La combinacion Meloxicam-Tramadol produjo una potenciacion del efecto
antialodinico en comparacion con el efecto de los farmacos individuales en dos
modelos de dolor crénico. El efecto sinérgico involucra la activacion de los
receptores opioides. Estos resultados sugieren que la combinacion tramadol-
meloxicam puede ser una herramienta prometedora para el tratamiento del dolor

cronico.

11.PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de la combinacion en un modelo preclinico de dolor inflamatorio
cronico.

Evaluar el efecto de la combinacion tramadol-meloxicam en la proporcion 3:1 en
el modelo de dolor neuropético, en el modelo de fibromialgia y en un modelo de
dolor inflamatorio crénico.

Determinar, a través de herramientas farmacoldgicas, los mecanismos
involucrados en el sinergismo que se produce con la combinacion tramadol-
meloxicam. Se sugiere determinar la participacion de los receptores
serotoninérgicos, canales de potasio y del 6xido nitrico utilizando para este fin
Metiotepina, Glibenclamida y L-NAME, respectivamente.

Determinar el efecto de la combinacién tramadol-meloxicam en la severidad de los
efectos adversos mas comunes de ambos farmacos, concretamente en la
sedacién y constipacién inducida por tramadol y en el dafio gastrico inducido por
meloxicam.

Evaluar el efecto del tratamiento cronico con la combinacion tramadol-meloxicam

en modelos de dolor crénico.
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