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Resumen

El dolor es la tercera causa mas frecuente de atencion médica. Aunque el manejo
farmacoldgico del dolor ofrece un alivio significativo, en el caso de algunas
enfermedades crénicas que cursan con dolor inflamatorio y dolor neuropatico el
tratamiento con este tipo de farmacos no es completamente exitoso y los efectos
adversos asociados a estos, y su elevado costo limitan su uso. Es por estas razones,
gue es necesario continuar con la busqueda de alternativas terapéuticas novedosas
qgque no solo resuelvan el problema del dolor, sino que también minimicen la
presencia de efectos adversos y su costo. Una opcion viable es combinar farmacos
empleados para el tratamiento del dolor y la inflamacion. La légica que subyace a
esta estrategia se basa en dos consideraciones. En primer lugar, los farmacos
individuales no siempre proporcionan un alivio satisfactorio: la combinacion de
farmacos que actuan por diferentes mecanismos puede aumentar su eficacia. En
segundo lugar, los farmacos individuales que proporcionan un alivio satisfactorio
pueden causar, al mismo tiempo, efectos adversos. La combinacidon de farmacos
puede permitir la reduccion en la cantidad de los componentes individuales para
lograr el mismo efecto con una menor incidencia de efectos adversos. Claramente,
esto es cierto si la interaccion de los farmacos es a favor del efecto deseado, en
lugar de la toxicidad. Este estudio se centré6 en la evaluacion del efecto
antinocicpetivo, antineuropatico y antiinflamatoio de la combinacion de diclofenaco-
acido folico en modelos experimentales en ratas. El analisis isobolografico mostro
que la combinacién de diclofenaco y acido folico produce un efecto antinociceptivo
sinérgico en la prueba de la formalina en ratas. La potencia de la combinacion fue
aproximadamente 4 veces mayor que la esperada de la adicion de los efectos
individuales de los farmacos. Por otra parte, la administracion de la combinacion de
30.87 mg/kg de diclofenaco mas 11.62 mg/kg de acido folico produce un efecto
antiinflamatorio significativo en el edema inducido por carragenina y un efecto
antialodinico y antihiperalgésico en ratas. Este efecto sinérgico podria resultar de
utilidad en la clinica debido a que se potencia la eficacia terapéutica sin la
exacerbacion de los efectos adversos caracteristicos del diclofenaco, ya que la
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combinacion de ambos farmacos no produce dafio a la mucosa gastrica.
Adicionalmente, en este estudio se encontr6 que en el efecto antinociceptivo
producido por la combinacién de diclofenaco y acido folico participan los receptores
opioides. En conclusion, la combinacion de diclofenaco y acido folico podria resultar
en una buena estrategia farmacologica para combatir el dolor inflamatorio y el dolor
neuropatico.

Palabras clave: acido félico, diclofenaco, antinociceptivo, antineuropatico, anti-
inflamatorio
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Abstract

Pain is the third most common cause of medical care. Although the pharmacological
management of pain offers significant relief, in some chronic diseases that occur
with inflammatory pain and neuropathic pain, treatment with this type of drugs is not
completely successful and the adverse effects associated with them, and their high
cost limit its use. It is for these reasons that it is necessary to continue with the search
for novel therapeutic alternatives that not only solve the problem of pain, but also
minimize the presence of adverse effects and their cost. A viable option is to combine
drugs used to treat pain and inflammation. The logic that underlies this strategy is
based on two considerations. First, individual drugs do not always provide
satisfactory relief: the combination of drugs that act by different mechanisms can
increase their effectiveness. Second, individual drugs that provide satisfactory relief
can cause adverse effects at the same time. The combination of drugs may allow
the reduction in the amount of individual components to achieve the same effect with
a lower incidence of adverse effects. Clearly, this is true if the interaction of drugs is
in favor of the desired effect, rather than toxicity. This study aims to assess the
antinociceptive, antineuropathic and anti-inflammatory effect of the diclofenac-folic
acid combination in experimental models in rats. Isobolographic analysis showed
that diclofenac and folic acid combination produces a synergistic antinociceptive
effect in the formalin test in rats. Potency of the combination was approximately 4
times greater than expected from the addition of individual drug effects. On the other
hand, administration of 30.87 mg/kg of diclofenac plus 11.62 mg/kg of folic acid
produces a significant anti-inflammatory effect on carrageenan-induced edema and
an anti-allodynic and antihyperalgesic effect in rats. This synergistic effect could be
useful clinically because therapeutic efficacy is enhanced without exacerbating the
adverse effects of diclofenac, since the combination of both drugs does not damage
gastric mucosa. Additionally, in this study it was found that opioid receptors
participate in the antinociceptive effect produced by diclofenac and folic acid
combination. In conclusion, diclofenac and folic acid combination could result in a

good pharmacological strategy to treat inflammatory pain and neuropathic pain.
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Key words: folic acid, diclofenac, antinociceptive, antineurophatic, anti-

inflammatory
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CAPITULO | INTRODUCCION
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El dolor es una percepcion sensorial y emocional desagradable (Merskey,
2012) que suele ser, pero no siempre, el resultado de una patologia tisular
subyacente. A menudo es el sintoma inicial que lleva al paciente al consultorio
meédico, representando un desafio tanto a nivel diagndstico como a nivel terapéutico
para el proveedor de atencion primaria. La percepcidn del dolor no es simplemente
el resultado de una estimulacion sensorial anormal que causa una sensacion
desagradable, sino mas bien una combinacion del reconocimiento del malestar
somatico en asociacion con una respuesta emocional a esa incomodidad. La
percepcion del dolor, el grado de angustia y la discapacidad puede variar segun la
experiencia previa, los antecedentes culturales, los factores situacionales y la
comorbilidad de enfermedad psiquiatrica. Si bien el dolor agudo suele ser el
resultado de un dafo tisular, no siempre es asi, como lo demuestran los trastornos
de cefalea primarios. Por otra parte, el dolor cronico puede ser el resultado de una
lesion, una enfermedad subyacente irreversible o condiciones clinicas como la

fibromialgia (Wang y Mullally, 2020).

El dolor se considera la tercera causa mas frecuente de atencion médica y
constituye un problema clinico, social y econdmico en todas las edades, con
estimaciones de la prevalencia mensual que varian desde el 1,0% hasta mas del
60,0%. Ademas, el dolor parece tener un gran impacto negativo en la calidad de
vida en comparacion con otros problemas de salud, y es el que mas contribuyen a

la discapacidad en todo el mundo. El impacto econdmico del dolor es enorme, con
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un costo total estimado en hasta el 3.0% del Producto Interno Bruto (PIB).
(Henschke y col., 2015).

El manejo farmacolégico del dolor (uso de farmacos analgésicos, anti-
inflamatorios y coadyuvantes) ofrece un alivio significativo, en el caso de algunas
enfermedades cronicas que cursan con dolor inflamatorio (artritis reumatoide) y
dolor neuropatico (polineuropatia diabética, neuralgia post-herpética o radiculopatia
lumbar); sin embargo, el tratamiento con este tipo de farmacos no es completamente
exitoso y los efectos adversos asociados a éstos, y su elevado costo limitan su uso
(Vardeh y col., 2016). Es por estas razones, que es necesario continuar con la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que no solo resuelvan el problema
del dolor y la discapacidad, sino que también minimicen la presencia de efectos

adversos y su costo.

Aunque el dolor es descrito comunmente por los pacientes en términos de su
grado (es decir, leve, moderado, severo), la comprension del dolor ha evolucionado
y actualmente considera los procesos fisioldgicos subyacentes, o en algunos casos
los procesos fisiopatologicos (Marchand, 2008; Vardeh y col., 2016). Ahora se
reconoce que diferentes tipos de dolor involucran multiples mediadores y, ademas,
pueden progresar en el tiempo ("cronificacién") y pueden cambiar ("plasticidad") de
una forma (por ejemplo, dolor nociceptivo agudo) a otra (por ejemplo, crénico

neuropatico) (May, 2008).

Actualmente, se sabe que el dolor es de naturaleza "multimodal”, y parece

l6gico pensar que un analgésico que se limita a un unico mecanismo de accion
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analgésica ("monomodal") estaria intrinsecamente limitado en su capacidad para
aliviar la mayoria de los tipos de dolor. Por el contrario, una combinacion de
multiples mecanismos en un mismo farmaco o en una combinacion de farmacos
pareceria inherentemente mas efectivo. Los efectos analgésicos de las
combinaciones de farmacos con accién similar e independiente pueden ser
subaditivos, aditivos o supraaditivos (sinérgico), dependiendo de la proporcion de la
combinacion. No todas las combinaciones resultan superiores respecto al efecto
individual y no todas las proporciones de combinaciones beneficiosas son
igualmente buenas. Cada combinacion y cada proporcidn necesita ser evaluada

tanto en su eficacia como en los efectos secundarios (Raffa y col., 2012).

Con base en la informacion presentada, existe una necesidad de continuar
con la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento del dolor
inflamatorio y neuropatico. Una estrategia ampliamente utilizada para el tratamiento
del dolor es el uso de combinaciones. Es por ello que en el presente proyecto de
investigacion se evaluo el efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio de la
combinacion de diclofenaco y acido folico en ratas, para establecer al menos una
posible combinacion de los farmacos de estudio que pueda ser de utilidad clinica en

el tratamiento del dolor inflamatorio y neuropatico.
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1.1 Antecedentes

A nivel mundial, se estima que 1 de cada 5 adultos sufre de dolor y que 1 de
cada 10 adultos es diagnosticado con dolor cronico cada afio (). El dolor afecta a
toda la poblacion sin importar la edad, sexo, ingresos, raza/etnia o geografia. Las
personas que padecen dolor pueden experimentar dolor agudo, croénico o
intermitente, o la combinacion de los tres. Las principales causas de dolor son
cancer, osteoartritis y artritis reumatoide, operaciones y lesiones, y problemas de
columna, lo que hace que la etiologia del dolor sea un asunto complejo y
transdisciplinario. El dolor tiene multiples secuelas graves que incluyen, depresion,
incapacidad para trabajar, relaciones sociales interrumpidas y pensamientos

suicidas (). Ademas, el dolor constituye un fuerte cargo econémico para las familias.

El dolor es una experiencia multimodal compleja que implica multiples sitios
neuronales, incluidos los nervios periféricos, la médula espinal y centros cerebrales
superiores. Las propiedades receptivas especificas de los nociceptores
mielinizados (fibra A-5) y amielinicos (fibra C) estan determinadas por canales
idnicos unidos a la membrana, que son controladas por temperatura, estimulos
quimicos o fuerzas mecanicas, y tras su activacion transducen el estimulo externo
en un cambio en el potencial de membrana por la apertura de canales de
sodio/calcio o el cierre de canales de potasio (Costigan y col. 2009). Algunos

ejemplos de receptores transductores son los receptores TRPV1 para calor, canales
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ionicos sensibles a acido (ASIC) para protones libres y el canal idnico
mecanosensible Piezo2 para las sensaciones mecanicas (Gangadharan y Kuner,
2013). La modificabilidad del contacto sinaptico entre los nociceptores y las
neuronas del asta dorsal de la médula espinal, asi como la modulacién de las
sefales nociceptivas en el SNC mediada por las células inmunitarias, las
interneuronas locales, las vias descendentes del cerebro y tronco encefalico y
componentes cognitivos/afectivos, determinan el complejo y dinamico fenotipo de

dolor individual (Kuner, 2010).

Existen numerosos criterios de clasificaciéon del dolor, con base en sus
caracteristicas neurofisiolégicas el dolor puede clasificarse en: a) dolor nociceptivo
el cual es producido bajo condiciones fisiolégicas sélo por estimulos nocivos que
activan nociceptores periféricos de alto; b) dolor inflamatorio el cual se produce
cuando ocurre dafo tisular (por ejemplo; trauma, cirugia, o enfermedades
inflamatorias) lo que resulta en una compleja serie de eventos bioquimicos vy
celulares que conduce a la produccion y liberacion de numerosos mediadores
quimicos que provocan un aumento de la permeabilidad capilar, facilitan la salida
de células desde los vasos sanguineos y activan varios sistemas de proteinas pro-
inflamatorias y c) dolor neuropatico que se origina por una actividad neuronal
anormal debido a una lesion del sistema nervioso central (SNC) o periférico (Woolf,

2004).

El dolor inflamatorio es el resultado de la activacién y sensibilizacién de los

nociceptores por mediadores inflamatorios. El dafo tisular produce la liberacion
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local del contenido intracelular de las células lesionadas y de moléculas de
sefalizacion de las células inmunes, como prostaglandinas, factores de crecimiento
(p. €j., factor de crecimiento nervioso [NGF]) y citocinas (IL-6, IL-18, TNF-a) (Gold y
Gebhart, 2010). A pesar de que algunas de estas moléculas activan directamente
las terminales de los nociceptores a través de la activacion de receptores
transductores (p. ej., el ATP que actua sobre receptores P2X3), los mediadores
inflamatorios también conducen a cambios postraduccionales y transcripcionales en
los receptores transductores (p. €j., el NGF produce una disminucién en el umbral y
un aumento en la expresion del canal TRPV1) (Costigan y col., 2009; Gangadharan
y Kuner, 2013). Cuando los canales ionicos transductores se activan por un estimulo
adecuado, los canales de sodio dependientes de voltaje expresados en los
nociceptores, como Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9, son responsables para amplificar la
corriente inicial del transductor y desencadenar un potencial de accion y, por lo
tanto, juegan un papel clave en la determinacion de la excitabilidad y la sefializacion
de las neuronas sensoriales. Los mediadores inflamatorios pueden cambiar en
trafico, la expresion de la superficie celular y las propiedades de activacion de estos

canales, lo que resulta en una mayor excitabilidad (Chahine y O’Leary, 2014).

La inflamacion periférica induce no solo cambios en el nociceptor sino
también en el SNC. Por ejemplo, hay un marcado aumento de COX-2 en las
neuronas de la médula espinal después de inflamacién periférica en respuesta a
citocinas que actuan sistémicamente como IL1-b127 y esto parece clave para el
desarrollo de hiperalgesia mecanica en el area anatomica inflamada, mientras que

la expresidon local de COX-2 en el sitio inflamado lleva a la hipersensibilidad
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térmica.148 Los inhibidores de la COX-2 que penetran la barrera hematoencefalica
(p- €j., celecoxib) (Dembo y col., 2005) podrian por tanto ser mas eficaz en

condiciones de dolor inflamatorio con una marcada hipersensibilidad mecanica.

Por otra parte, el dolor neuropatico se define como "el dolor causado por una
lesion o enfermedad del sistema somatosensorial" (Jensen y col., 2011). Puede ser
causado por lesion en el nervio, la médula espinal o el cerebro (incluido el accidente
cerebrovascular) o puede estar asociado con diabetes, virus de inmunodeficiencia
humana/SIDA y neuropatias posherpéticas, o con esclerosis multiple (Treede et al.,
2008) o cancer, y/o los efectos toxicos de los agentes quimioterapéuticos (Xiao et
al., 2007; Schmidt et al., 2010). Las diversas manifestaciones del dolor neuropatico
son notoriamente resistentes a las acciones de los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs) y opioides (Yekkirala y col., 2017). Un metaanalisis reciente de datos de
ensayos clinicos (Finnerup y col., 2015) sustenta el uso de antidepresivos triciclicos,
inhibidores de la recaptura de serotonina-noradrenalina como duloxetina vy
gabapentinoides, pregabalina (PGB) y gabapentina (GBP) como tratamientos de
primera linea. El tramadol y los opioides de liberacion controlada se recomiendan
como tratamientos de segunda linea; los cannabinoides como tratamientos de
tercera linea y la metadona, lamotrigina, lacosamida, tapentadol y toxina botulinica
como tratamientos de cuarta linea (Moulin y col., 2014). Otros farmacos de uso
clinico actual incluyen a la carbemazepina, el parche de lidocaina, el parche de

capsaicina y ziconotida.
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El dolor neuropatico es una respuesta desadaptativa del dafo al sistema
nervioso. Los signos y sintomas incluyen alodinia (dolor en respuesta a un estimulo
inocuo), hiperalgesia (aumento de la respuesta al dolor ante un estimulo nocivo),
dolor espontaneo (dolor tipo descarga eléctrica o dolor punzante) v,
ocasionalmente, causalgia o dolor ardiente incesante (Costigan y col., 2009b).
Algunos pacientes experimentan anestesia dolorosa o pérdida de sensacién, pero
persistencia del dolor en el lugar de la lesion (Wall y col., 1979). El dolor neuropatico
se caracteriza por cambios en la sefalizacion sensorial normal a nivel de la periferia,
médula espinal y cerebro (talamo y corteza) que ocurren en el transcurso de
semanas 0 meses. Esto conduce a alteraciones en la expresiébn gendmica y

diferencias en estructuras corticales (Costigan et al., 2009b

El dolor crénico y agudo tienen un impacto socioeconomico importante. Para
ayudar a los médicos a elegir el farmaco apropiado, especialmente para el dolor
causado por cancer, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) desarroll6 en 1986
una "escalera" analgésica de tres pasos para el alivio del dolor causado por cancer
en adultos. Posteriormente el uso de la escalera analgésica se ha extendido para el
tratamiento del dolor agudo y el dolor crénico no relacionado con el cancer. En el
paso | se consideran los AINEs con o sin adyuvantes, en el paso Il se sugiere el uso
de opioides débiles para el dolor leve-moderado, con o sin AINEs y adyuvante,
mientras que el paso lll se reserva para los opioides fuertes para el dolor moderado-
severo con o sin no opioides o adyuvantes. En las ultimas dos décadas, un mejor
conocimiento de la fisiopatologia ha mejorado el manejo del dolor, cambiando

nuestra vision de la escalera del dolor, en la que los medicamentos se seleccionan
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no solo en funcién de la intensidad del dolor, sino principalmente de acuerdo con
los mecanismos subyacentes al tipo dolor, que incluyen sensibilizacidn periférica y
espinal que es el principal desencadenante del dolor crénico. El mejor abordaje
farmacolégico se ha convertido en multimodal, en el que deben combinarse
farmacos pertenecientes a diferentes escalones, haciendo coincidir los mecanismos
de accién con el tipo de dolor. Un corolario importante de combinar medicamentos
analgésicos con diferentes mecanismos de accion es que la combinacion adecuada
logra el mismo efecto con dosis mas bajas o mejores resultados y menos efectos

adversos (Fornasari y col., 2017).

En relacion al uso clinico de combinaciones de farmacos para el tratamiento
del dolor postoperatorio agudo, dolor musculoesquelético crénico, dolor neuropatico
y dolor oncolégico, diversos ensayos clinicos aleatorizados y controlados, asi como
revisiones sistematicas han evidenciado un efecto analgésico superior con el uso
de combinaciones de farmacos en comparacion con el uso individual de farmacos

(Curatolo y Sveticic, 2002).

En el caso del dolor postoperatorio la combinacion de opioides con anti-
inflamatorios no esteroideos (AINEs) para producir analgesia sistémica ha mostrado
una reduccion en las puntuaciones del dolor o en la disminucion de los efectos
secundarios. Por ejemplo, el efecto analgésico producido por la administracion de
tramadol y paracetamol fue superior al producido por cualquiera de los farmacos
individuales (Edwards y col., 2002). También, la combinacion de paracetamol con

AINEs produce un efecto analgésico mayor al efecto producido por la administracion
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individual de paracetamol (Remsing y col., 2002). Por otro lado, para el tratamiento
del dolor neuropatico un meta-analisis mostré que la combinacion de gabapentina
con opioides produce una eficacia significativamente superior en comparacioén con
la administracion individual de gabapentina (Chaparro y col., 2012). En cuanto al
dolor musculoesquelético la combinacion de ibuprofeno con el relajante muscular
ciclobenzaprina mejora la rigidez matutina en pacientes con fibromialgia
(Fossaluzza y De Vita, 1992), de igual forma la combinacion de ibuprofeno con
alplrazolam produjo un mayor efecto en comparacion con la administracion de los
farmacos individuales (Russell y col., 1991). Para el tratamiento del dolor
oncoldgico, la adicion de ibuprofeno a la combinacion de oxicodona/paracetamol
(Stambaugh y Drew , 1988) o metadona (Ferrer-Brechner y Ganz, 1984) reduce
significativamente la puntuacion del dolor sin aumento en los efectos secundarios.
En adiciéon a la combinacion de diferentes tipos de farmacos analgésicos, la
combinacion de vitaminas con farmacos analgésicos también ha mostrado mejorar
los efectos analgésicos. Recientemente, una revision sistematica y metanalisis,
mostraron que la combinacién de diclofenaco y vitaminas B (tiamina, piridoxina y
cianocobalamina) tienen un efecto analgésico superior para el tratamiento del dolor
lumbar (Calderon-Ospina y col., 2020). También, se reportado el efecto analgésico
producido por la combinacion de pregabalina y metilcobalamina en pacientes con el
sindrome de dolor crénico postoracotomia mostro ser mas efectiva que diclofenaco

(Metin y col., 2016)

A nivel preclinico, diferentes investigaciones han mostrado los efectos

benéficos de diferentes combinaciones de farmacos analgésicos en varios modelos
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de dolor en roedores. Por ejemplo, la combinacion de metamizol con morfina mostro
un mejor efecto analgésico en un modelo de dolor artritico tipo gota, PIFIR (por sus
siglas en inglés, pain-induced functional impairment in the rat) en comparacion con
la administracion individual de los farmacos, ademas se redujo la tolerancia al efecto
analgeésico cuando los farmacos fueron administrados de forma crénica (Carrillo-
Calzadillay col., 2017). Por otra parte, la combinacién de tramadol con gabapentina
produjo un efecto analgésico en un modelo de dolor por cancer en ratas (Corona-
Ramos y col., 2017). Asimismo, la administraciéon de la combinacion de morfina y
gabapentina (De la O-Arciniega y col., 2009) o la administracion de amitriptilina y
paracetamol (Garrido-Suarez y col., 2021) en un modelo de dolor neuropatico
inducido por la constriccion cronica del nervio ciatico en ratas, CClI (por sus siglas
en inglés, chronic constriction injury) produjo un efecto antineuropatico sinérgico.
Otro estudio reciente mostro un efecto antinociceptivo sinérgico y una menor
incidencia de dafo gastrico cuando se administré la combinacion dexketoprofeno-
tapentadol en el modelo de estiramiento abdominal inducido por acido acético en
ratones (Franco de la Torre y col., 2021). Respecto a la combinacion de vitaminas
con farmacos analgésicos, la administracion de gabapentina o carbamazepina con
cianocobalamina en ratas con dolor neuropatico produjo un efecto antialodinico
sinérgico (Mixcoatl-Zecuatl y col., 2008). Ademas, la administracion de vitaminas B
aumenta el efecto antinociceptivo de ketorolaco (Medina-Santillan y col., 2004) y
diclofenaco (Rocha-Gonzalez y col., 2004) en la prueba de la formalina en ratas.
Igualmente, la combinacion de aspirina y gamma-tocoferol produce un efecto anti-

inflamatorio superior al producido por la administracion individual de aspirinay alfa-
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tocoferol, asi como la atenuacion de los efectos adversos inducidos por la aspirina

(Jiang y col., 2009).

1.2 Justificacion

Con base en los antecedentes presentados existe una necesidad de continuar con
la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento del dolor
inflamatorio y neuropatico. Una estrategia ampliamente utilizada para el tratamiento
del dolor es el uso de combinaciones. La logica que subyace a la practica de
combinar los farmacos empleados para el tratamiento del dolor y la inflamacion se
basa principalmente en dos consideraciones. En primer lugar, los farmacos
individuales no siempre proporcionan un alivio satisfactorio: la combinacion de
farmacos que actuan a diferentes mecanismos puede aumentar su eficacia. En
segundo lugar, los farmacos individuales que proporcionan un alivio satisfactorio
pueden causar, al mismo tiempo, efectos secundarios inaceptables. Por lo tanto, las
combinaciones de farmacos pueden permitir la reduccién en la cantidad de los
componentes individuales para lograr el mismo efecto con una menor incidencia de
efectos secundarios. Claramente, esto en cierto si la interaccion de los farmacos es
a favor del efecto deseado, en lugar de la toxicidad. Es por ello que en el presente
proyecto de investigacion se evaluo el efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio de
la combinacion de diclofenaco y acido félico en ratas, para establecer al menos una
posible combinacion de los farmacos de estudio que pueda ser de utilidad clinica en

el tratamiento del dolor inflamatorio y neuropatico.
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1.3 Hipétesis

El diclofenaco en combinaciéon con acido fdlico tiene efecto antinociceptivo,

antineuropatico y anti-inflamatorio en modelos experimentales de dolor en ratas.

1.4 Objetivo general

e Evaluar el efecto antinociceptivo, antineuropatico y anti-inflamatorio de la
combinacion de diclofenaco y acido félico en modelos experimentales de
dolor en ratas, para establecer una combinacion éptima que pueda ser de

utilidad clinica en el tratamiento del dolor.

1.5 Objetivos particulares

e Evaluar el efecto antinociceptivo de diclofenaco y acido félico administrados
de manera individual y en combinacion utilizando la prueba de la formalina
en ratas.

e Determinar el efecto antineuropatico en la alodinia e hiperalgesia mecanica

inducida por formalina en ratas.
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Evaluar el efecto anti-inflamatorio de diclofenaco y acido félico administrados
de manera individual y en combinacion utilizando el modelo de inflamacion
inducida por carragenina en ratas.

Cuantificar el area de dafo gastrico como posible efecto adverso producido
por la administracion individual de diclofenaco y acido fdlico o en
combinacion.

Analizar el posible mecanismo de accidén antinociceptivo de la combinacion

de diclofenaco-acido folico en la prueba de la formalina.
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El dolor

Segun la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) lo define como
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a dafo tisular real o
potencial. No solamente se involucra el proceso fisiolégico de estimulacion
de nociceptores, sino que abarca también un componente afectivo importante. Esto
es lo que hace al dolor un fenémeno tan complejo, personal e intransferible. El dolor
es parte de nuestras vidas desde el momento mismo que nacemos, incluso antes,

(Merskey, 2012)

De esta definicion se desprenden varios conceptos importantes. El primero, que el
dolor es una experiencia subjetiva y por tanto diferente para cada individuo; el
segundo es la existencia o no de una lesion tisular real, es decir no es necesaria la
presencia de una lesion morfoloégica que justifique la presencia de dolor en un
paciente; La experiencia del dolor se ha dividido en dos componentes (Melzack y

Katz, 2006):

1. Un componente localizante y discriminativo, que informa al paciente sobre la
naturaleza, intensidad, duracion y localizacion del dolor, que proporciona claves
para el diagnostico del estado patolégico que lo causa y;

2. Un componente afectivo y de alerta, que demanda la atencién del individuo
provocando una sensacion desagradable que motiva al aprendizaje de la

percepcion dolorosa, con el fin de suprimir las conductas que lo causaron (Melzack
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y Katz, 2006): Este componente es responsable de la respuesta conductual al dolor

(Casey, 2000) y esta asociado con los reflejos motores de evitacién (Woolf, 2004).

El componente afectivo y de alerta se considera subjetivo ya que se ha observado
experimentalmente que la gente reporta dolor en ausencia de dafio a tejidos u otra

causa patologica (Forth y col. 1995).

La capacidad para experimentar dolor tiene un papel protector, ya que el detectar
estimulos dolorosos es esencial para la supervivencia y bienestar de los organismos
(Basbaum y col., 2009). El dolor puede ser una sensacion adaptativa, un sistema
de alarma temprano que se dispara en situaciones de peligro para proteger al
cuerpo de dafio tisular. Debido a la generacion de hipersensibilidad ante un estimulo
normalmente inocuo (alodinia) o ante un estimulo nocivo (hiperalgesia), el dolor
también puede ser una extension del proceso curativo que ayuda a la reparacion
del tejido después de sufrir dafo tisular. Por ejemplo, una quemadura produce
sensibilizacion temporal del &area dafada, consecuentemente estimulos
normalmente inofensivos como el tacto ligero, se perciben como dolorosos, esto
genera una conducta protectora contra este tipo de estimulos promoviendo el
resguardo del area dafiada hasta que se resuelva la lesion (Basbaum y col., 2009).
Cuando la hipersensibilidad generada por una lesion tisular no se resuelve, el dolor
también puede ser mal adaptado, reflejando una funcidén patologica del sistema
nervioso, en este caso el dolor sobrepasa su funcion y se transforma en una

enfermedad (Scholz y Woolf, 2002; Woolf, 2004).
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Nocicepcion

Hay una diferencia entre los términos nocicepcion y dolor. La palabra nocicepcion
deriva de la raiz latina nocere que significa dafio o lesidn. La nocicepcién es el
proceso por el cual estimulos térmicos, mecanicos o0 quimicos intensos son
detectados por una subpoblacion de fibras nerviosas periféricas, llamadas

nociceptores (Basbaum y Jessell,

2000). En tanto que el término dolor involucra la percepcion de un estimulo aversivo,

lo

cual requiere de la capacidad de abstraccion y la elaboracién de impulsos

sensoriales (Millan, 1999).

La nocicepcidn involucra la activacion de los nociceptores y comprende los procesos

de

transduccion, conduccion, transmision y percepcion (Woolf, 2004) (Fig. 1):

1. La transduccidn es la conversion de los estimulos nocivos térmicos, quimicos y
mecanicos en actividad eléctrica por las terminales de las fibras aferentes periféricas
(nociceptores). Los estimulos nocivos son transformados en actividad eléctrica por
los receptores de potencial transitorio (TRP, del inglés transient receptor potential)
y los canales purinérgicos, esta actividad eléctrica es amplificada por canales de

sodio que inducen potenciales de accion (Kuner, 2010).
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2. La conduccidn es el paso de los potenciales de accion desde la terminal periférica
a lo largo de los axones hasta la terminal central de los nociceptores en el sistema
nervioso central (SNC). Las fibras aferentes nociceptivas llevan esta informacion
periférica a través de sinapsis glutamatérgicas hasta neuronas de segundo orden
principalmente en las laminas superficiales | y Il del asta dorsal de la médula espinal

(Kuner, 2010).

3. La transmision es la transferencia sinaptica de la informacion sensorial desde las
fibras primarias a través del asta dorsal de la médula espinal, hasta estructuras
cerebrales. En el asta dorsal de la médula espinal ocurre la integracion y el
procesamiento de la informacion sensorial entrante, mientras que la informacion
sensorial saliente de las redes espinales es enviada a través de diferentes vias a
sitios de proyeccion en el cerebro. Por ejemplo, el tracto espinotalamico lateral
proyecta informacion sensorial multimodal de neuronas de amplio espectro
dinamico (WRD, del inglés wide dynamic range) hacia el talamo lateral y ha sido
involucrado en el procesamiento del aspecto sensorial y discriminativo del dolor. En
contraste, el tracto medial espinotalamico y el tracto espinoparabraquial proyectan
al talamo medial y estructuras limbicas, las cuales se cree median el componente

emocional y aversivo del dolor (Kuner, 2010).

4. La percepcion se refiere al proceso por el cual los procesos anteriores
interaccionan con la psique del individuo, para crear la experiencia emocional vy;

como tal subjetiva que se percibe como dolor (Rang y col., 1994; Woolf, 2004).
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La experiencia dolorosa es percibida en la corteza, en consecuencia la informacién
es enviada a la médula espinal para producir que un reflejo produzca el retiro del

estimulo nocivo (Kuner, 2010).
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Figura 1. Nocicepcidn. Los cuerpos celulares de los nociceptores se encuentran dentro del ganglio
de la raiz dorsal y terminan como terminales libres en los tejidos periféricos. Las terminales
periféricas responden a estimulos nocivos o cuando se produce dafo al tejido, a través de receptores
y canales ionicos incluyendo canales TRP, canales i6nicos sensibles a acido (ASIC), receptores de
serotonina (5-HT), receptores de ATP (PX2), receptores con actividad de tirosina-cinasa A (TrkA) y
numerosos receptores acoplados a proteinas G que indirectamente activan canales idnicos. Los
receptores en las terminales periféricas responden a estimulos nocivos térmicos, mecanicos y
quimicos. Cuando el umbral de despolarizacién es alcanzado, los canales de sodio dependientes de
voltaje son activados y se genera un potencial de accion. El potencial de accién es propagado a lo
largo del axén hacia las terminales presinapticas de la sinapsis con neuronas de segundo orden en
el asta dorsal. El influjo de calcio a través de canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC)
induce la liberacién de neurotransmisores como glutamato de la terminal presinaptica. El glutamato
activa a los receptores ionotropicos AMPA, NMDA y a los receptores metabotropicos (mGIuR) de
glutamato en las terminales postsinaptica en la médula espinal, asi la informacién sensorial es
transmitida a través de vias ascendentes a centros superiores en el cerebro (Modificado de Raouf y
col., 2010).

Nociceptores

Los nociceptores son una clase especializada de fibras aferentes primarias que

responden a estimulos nocivos intensos. Los nociceptores se encuentran
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extensamente distribuidos en la piel, mucosas, membranas, facias profundas, tejido
conectivo de 6rganos viscerales, ligamentos y capsulas articulares, periostio,

musculos, tendones y vasos arteriales (Basbaum y Jessell, 2000).

Al igual que todas las neuronas sensoriales primarias del sistema somatosensorial,
los cuerpos celulares de los nociceptores que inervan el cuerpo estan localizados
en el ganglio de la raiz dorsal, mientras que los cuerpos celulares de los
nociceptores que inervan la cara se encuentran en el ganglio trigeminal, de los
cuerpos celulares se origina un axon que se bifurca en ramas periféricas que inervan
el érgano blanco y en ramas centrales que inervan la médula espinal para hacer

sinapsis en neuronas nociceptivas de segundo orden (Woolf y Ma, 2007).

Los nociceptores son activados sélo cuando la intensidad del estimulo alcanza un
rango nocivo, sugiriendo que ellos poseen propiedades biofisicas y moleculares que
los hacen capaces de detectar y responder selectivamente a estimulos
potencialmente dafinos. Los nociceptores tienen esta capacidad de distinguir, ya
que poseen un alto umbral de estimulacion y la capacidad de relacionar de manera
directa la frecuencia de la descarga con la intensidad del estimulo detectado

(Bessou y Perl, 1969).

Existen dos clases principales de nociceptores (Meyer y col., 2008). La primera
incluye a las fibras aferentes mielinizadas de diametro mediano (fibras Ad), las
cuales median el “primer dolor” o dolor rapido, el cual se caracteriza por ser un dolor

agudo y bien localizado. Estas fibras difieren considerablemente de las fibras de
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diametro grande y conduccion rapida (fibras AB), las cuales responden a estimulos
mecanicos inocuos (ej. tacto ligero). La segunda clase de nociceptores incluye a
fibras no mielinizadas de diametro pequeno (fibras C), las cuales transmiten el

“segundo dolor” o dolor lento, el cual se caracteriza por ser pobremente localizado

(Fig. 2).
a b
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Figura 2. Los diferentes nociceptores detectan diferentes tipos de dolor. a. Los nervios periféricos
incluyen las fibras mielinizadas de diametro pequeio (Ad) y las fibras de diametro mediano a grande
(Aa,B), asi como también a las fibras no mielinizadas de diametro pequefio (C) b. La velocidad de
conduccion esta directamente relacionada con el diametro de las fibras como se ha mostrado en los
registros de potenciales de accion de los nervios periféricos. Las fibras Ad y C contribuyen al dolor
primario y secundario, respectivamente en respuesta a una lesion. Modificado de (Julius y Basbaum,
2001).

38



Clasificacion del dolor

Existen numerosos criterios de clasificacion, acuerdo a sus caracteristicas

neurofisiolégicas el dolor puede clasificarse en (Fig. 3):

a) Dolor nociceptivo: Es producido bajo condiciones fisiolégicas sélo por estimulos
nocivos que activan nociceptores periféricos de alto umbral que traducen esta sefal
en impulsos electroquimicos que se transmiten al SNC. Se caracteriza por ser un
dolor transitorio en respuesta a un estimulo nocivo, por lo tanto, es una sensacion
fisiologica vital ya que es un sistema de alarma temprano que anuncia la presencia
de un estimulo potencialmente dafino y cumple con una funcidn protectora porque
evita la generacion de dafio fisico en los tejidos (Woolf, 2004). Este tipo de dolor se
puede subclasificar en dolor somatico: originado en la piel y en el aparato locomotor,
se caracteriza por estar bien localizado y en dolor visceral: originado en las visceras,
se caracteriza por estar mal localizado y referido a zonas cutaneas a veces alejadas

de la lesion.

b) Dolor inflamatorio: Si ocurre daio tisular a pesar del papel defensivo del sistema
nociceptivo (por ejemplo; trauma, cirugia, o enfermedades inflamatorias) el papel
protector del dolor contra estimulos nocivos cambia para promover la curacién del
tejido danado. Este dolor es usado para cumplir este objetivo. El dolor inflamatorio
es el resultado de una compleja serie de eventos bioquimicos y celulares, que son
activados en respuesta a dafio tisular o a la presencia de sustancias extrafnas. Se

presenta una respuesta vascular que ocurre alrededor de los tejidos que han sido
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dafiados y consiste en la produccion de numerosos mediadores quimicos que
provocan un aumento de la permeabilidad capilar, facilitan la salida de células desde
los vasos sanguineos y activan varios sistemas de proteinas pro-inflamatorias.

(Levine, 1994).

c) Dolor neuropatico: se origina por una actividad neuronal anormal por lesién del
sistema nervioso central o periférico; Es prolongado, severo, quemante, constante
con paroxismos. Existen tres subgrupos de dolor neuropatico: 1) el generado por
lesiones del sistema nervioso periférico como la polineuropatia diabética, neuralgia
postherpética, las radiculopatias cervical o lumbar, las lesiones de los nervios
espinales y las plexopatias braquial o lumbosacra, 2) el generado por lesiones del
SNC ya sea a nivel de la médula espinal o a un nivel superior, con en el caso de la
esclerosis multiple o accidente cerebrovascular y 3) el sindrome doloroso regional
complejo (SDRC), denominado previamente distrofia simpatica refleja o causalgia;
En este tipo de dolor el sistema nociceptivo se comporta de forma anormal,
existiendo una falta total de relacion causal entre lesion tisular y el dolor. Entre sus
principales caracteristicas se encuentran la presencia de dolor espontaneo,

hiperalgesia y alodinia (Woolf, 2004).
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Figura 3. Clasificacion del dolor. Modificado de Woolf, 2004.

Tratamiento del dolor

Existen diferentes terapias para aliviar el dolor entre ellos se encuentran, el
tratamiento quirurgico, la estimulacion eléctrica y el tratamiento farmacologico;

El tratamiento farmacologico es la estrategia terapéutica mas utilizada para el
tratamiento del dolor, e involucra el uso de farmacos que tienen la capacidad de

aliviar el dolor sin alterar otro tipo de sensaciones, estos farmacos se denominan
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analgésicos. El tipo de analgésico empleado dependera del origen, intensidad y
evolucion del dolor. Esta terapia se basa en el uso de analgésicos y adyuvantes
segun la escalera analgésica de tres pasos desarrollada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). La escalera analgésica fue propuesta en 1986, para
proporcionar un alivio adecuado del dolor a los pacientes con cancer. Esta escalera
analgésica, ha sufrido varias modificaciones a lo largo de los afos y actualmente se
aplica para el manejo del dolor oncologico, pero también de condiciones dolorosas
agudas y cronicas no oncologicas debidas a un espectro mas amplio de
enfermedades como los trastornos degenerativos, enfermedades
musculoesqueléticas, dolor neuropatico y otros tipos de dolor crénico. Con dicha
escalera se puede obtener un buen control del dolor en cerca del 80% de los casos.
Existen ciertos criterios para el uso de la escalera analgésica: 1. La cuantificacion
de la intensidad del dolor es esencial en el manejo y seguimiento del dolor. Para
ello, generalmente se utilizan escalas unidimensionales como la escala verbal
numeérica o la escala visual analoga (EVA). 2. La subida de escalén depende de la

falla en la eficacia terapéutica de los farmacos utilizados en el escalon anterior.

La escalera original constaba principalmente de tres escalones:

e Primer escalon: Dolor leve: analgésicos no opioides como los anti-
inflamatorios no esteroideos (AINEs) o acetaminofén con o sin adyuvantes.
e Segundo escalén: Dolor moderado: opioides débiles (hidrocodona, codeina,

tramadol) con o sin analgésicos no opioides y con o sin adyuvantes
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e Tercer escalon: Dolor intenso y persistente: opioides potentes (morfina,
metadona, fentanilo, oxicodona, buprenorfina, tapentadol, hidromorfona,

oximorfona) con o sin analgésicos no opioides y con o sin adyuvantes.

El término adyuvante se refiere a un amplio conjunto de farmacos de diferentes
clases. Aunque su administracion es tipicamente para indicaciones distintas al
tratamiento del dolor, estos medicamentos pueden ser de especial ayuda en
diversas condiciones dolorosas. Los adyuvantes, también llamados co-analgésicos,
incluyen antidepresivos triciclicos (ATC) como amitriptilina y nortriptilina, inhibidores
de la recaptura de serotonina-norepinefrina (IRSN) como duloxetina y venlafaxina,
anticonvulsivos como gabapentina, anestésicos topicos y pregabalina, terapias
topicas (p. ej., capsaicina), corticosteroides, bifosfonatos y cannabinoides (Anekar
y Casella; 2021). Los co-analgésicos aumentan la eficacia analgésica, se utilizan en
el manejo de los sintomas que exacerban el dolor y para tipos especificos de dolor

como el neuropatico. Se indican en cualquier escaldn si el tipo de dolor lo precisa.

Los enfermos con dolor leve deben ser tratados con farmacos como el paracetamol,
acido acetilsalicilico u otros AINEs (primer escalon). Estos farmacos presentan
techo terapéutico, una vez alcanzada la dosis maxima recomendada, el incremento
de la dosis no produce mayor analgesia. El dolor moderado se debe tratar con
opioides débiles (segundo escalén) como la codeina, éstos se utilizan
conjuntamente con analgésicos no opioides, ya que pueden producir efectos
aditivos o sinérgicos. Los pacientes con dolor severo deben ser tratados con

opioides potentes como la morfina, fentanilo y la oxicodona de liberacion retardada
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(tercer escalon). Los agonistas puros (morfina, metadona y fentanilo) no presentan

techo analgésico a diferencia de los agonistas parciales (buprenorfina).
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Figura 4. Tratamiento del dolor. (A) Principales vias por las que los analgésicos inducen el alivio del
dolor a nivel periférico, espinal y supraespinal. (B) Escalera analgésica propuesta por la OMS. (C)
Tratamiento del dolor neuropatico. Modificado de Guerrero-Alba et al., 2019.

Anti-inflamatorios no esteroides (AINEs)

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) son los farmacos mas prescritos y
mas utilizados en el manejo del dolor, especialmente en el dolor asociado a
condiciones inflamatorias. (Burian,2005) También son efectivos en el tratamiento
del dolor leve-moderado de origen somatico y en enfermedades como la artritis
reumatoide. (Hardman et al, 2001)

Este tipo de farmacos incluye a diversos compuestos que casi nunca presentan una
relacion quimica, pero comparten algunas propiedades terapéuticas como la

actividad antipirética, analgésica y anti-inflamatoria y un perfil cualitativamente
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similar de efectos adversos. El farmaco prototipo es el acido acetilsalicilico
(aspirina), que no ha demostrado tolerancia y tiene un efecto analgésico, por lo que,
aunque se incremente la dosis por encima de la dosis efectiva 50 (DEso), no se

obtiene mayor analgesia y si se potencian sus efectos toxicos.

Los AINEs son en su mayoria acidos organicos que se absorben rapida y
completamente desde el tracto gastrointestinal, la presencia de comida tiende a
retrasar su absorcion. La mayoria de los AINEs se unen a proteinas plasmaticas
(95-99%), principalmente a la albumina; son biotransformados por metabolismo
hepatico mediante enzimas de la super familia del citocromo P450 (CYP450),
especificamente las isoformas CYP3A o CYP2C y son eliminados principalmente

por el riidn, aunque también se excretan por la bilis (Furst, 2001).

Mecanismo de accion de los AINEs

Los principales efectos terapéuticos de los AINEs se deben a su capacidad para
inhibir de manera no selectiva a la enzima ciclooxigenasa (COX); existen al menos
dos isoenzimas de la COX: la COX-1 se expresa de manera constitutiva en la
mayoria de las células y es la principal fuente (pero no exclusiva) de PGs
(prostaglandinas) para las funciones fisiologicas, tales como la citoproteccion
gastrica y renal, y hemostasis (Fig.5). Por el contrario, la COX-2 es inducida por

estimulos inflamatorios, tales como citocinas, tension de cizallamiento y promotores
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de tumores, y es la fuente mas importante para la sintesis de PGs que contribuyen

al dolor y la inflamacion (Grosser, et al, 2011).

La inhibicién de la COX-2 media en gran parte, las acciones terapéuticas de los
AINEs, mientras que la inhibicion simultanea de la COX-1 explica en gran medida,
pero no exclusivamente, los efectos adversos no deseados en el tracto

gastrointestinal que complican la terapia cronica con AINEs (Grosser, et al, 2011).

Los AINEs también poseen mecanismos de accion independientes de la inhibicidon
de ambas isoformas de COX, tales como la interferencia con factores de
transcripcion (Tegeder et al., 2001), modulacion de varios canales i6nicos (Lee, et
al, 2003), activacion de la via L-arginina-6xido nitrico (ON)-guanosin monofosfato
ciclico (GMPc) (Déciga y Lopez, 2004), activacion de la transmision serotoninérgica
(Pini, et al , 1996), activacion de la transmision adrenérgica (miranda, et al, 2001),
activacion de la transmision opioidérgica (Tortorici, 1994) y disminucion de citocinas
(Berg, et al, 1999), entre otros mecanismos. Es importante destacar que no todos
los AINES actuan a través de todos los mecanismos mencionados anteriormente;
Con el fin de tener AINEs con un menor potencial ulcerogénico se disefiaron
farmacos con mayor selectividad por COX-2 y practicamente sin efectos sobre COX-
1, tales como rofecoxib, celecoxib, valdecoxib, etoricoxib y lumiracoxib conocidos
como coxibs. En general estos farmacos poseen efectos anti-inflamatorios similares
a los de los AINEs tipicos, pero con menor irritacion de la mucosa gastrica (Burke,

et al, 2005).
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Figura 5. Mecanismo de accion de los AINEs. Los AINEs inhiben las isoenzimas COX1 and COX2
con grados variables de especificidad por la isoforma COX2. Como resultado, la conversién de acido
araquidonico a prostaglandinas (PGs) es inhibida. Los principales efectos de las prostaglandinas en
el cuerpo son enlistados. ?Retirado del mercado. Modificada de Schjerning et al, 2020).

Efectos adversos de los AINEs.

Los AINEs presentan varios efectos adversos, el mas frecuente es la induccién de
ulceras gastricas o intestinales, que a veces se acompafian de anemia por la
pérdida hematica resultante y de sintomas como anorexia, nauseas, dispepsia,
dolor abdominal y diarrea (Burke, et al, 2005). Otros efectos adversos incluyen el
bloqueo de la agregacion plaquetaria, la prolongacién de la gestacion o del trabajo
de parto espontaneo, cambios en la funcion renal (de importancia en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva o nefropatias crdénicas) y reacciones de

hipersensibilidad (Grosser,2011).
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Aunque los inhibidores selectivos de la COX-2 no afectan el tiempo de sangrado, la
inhibicion selectiva de la COX-2 induce un desbalance entre la produccién del
antitrombdtico prostaciclina (PGI2) y el protrombdético tromboxano A2 (TXAZ2), lo que
desencadena problemas cardiovasculares de tipo trombotico (Lizarraga, et al,

2002).

Diclofenaco

Diclofenaco es el AINE mas recetado en todo el mundo (McGettigan, 2013). Mas de
10 millones de prescripciones de productos farmacéuticos de diclofenaco se
dispensaron en EUA en el 2012 (FDA, 2014). El diclofenaco es un derivado del acido
fenilacético con propiedades anti-inflamatorias, analgésicas y antipiréticas. A
diferencia de la accion de muchos AINEs tradicionales, el diclofenaco inhibe la COX
-2 con mayor potencia que a la COX-1. El grado de selectividad de diclofenaco por
la COX-2 es comparable al de celecoxib (Grosser, et al, 2006). Los efectos adversos
gastrointestinales, cardiovasculares y renales producidos por diclofenaco son

dependientes de la dosis (Altman, et al, 2015).

Después de su administracion oral, el diclofenaco se absorbe de forma rapida y
proporcional a la dosis. La velocidad de absorcion del diclofenaco puede variar
dependiendo de la sal, composicion farmaceéutica y el momento de la administracion

en relacion con la ingesta de alimentos. Aproximadamente el 60% del diclofenaco
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intacto alcanza la circulacion sistémica debido al efecto de primer paso. El principal
metabolito, 4’-hidroxidiclofenaco, mantiene una escasa actividad anti-inflamatoria y
analgésica (Fowler, 1983). Siguiendo su biotransformacién a glucoroconjugados y
metabolitos de sulfatacion, el diclofenaco es excretado en la orina (Davies, 1997).

Diferentes estudios han indicado que ademas de la inhibicion de COX, diclofenaco
produce su efecto analgésico a través de otros mecanismos de accion tales como
la activacion de la transmision adrenérgica (Pinardi, 2002), activacion de la
transmision colinérgica (Pinardi,2003) activacion de la transmision opioidérgica
(Bjorkman, et al, 1990), la activacion de la via 6xido nitrico-GMPc. Ademas, se ha
demostrado que diclofenaco inhibe las corrientes rapidas de Na* sensibles a
tetrodotoxina (TTX) y las corrientes lentas de Na* resistentes a TTX en neuronas
del ganglio de la raiz dorsal en ratas (Lee,2003). Por otra parte, diclofenaco previene
la expresion de canales ionicos sensibles a acido (ASIC, del inglés, Acid Sensing
lon Channel) inducida por inflamacién en las neuronas sensoriales y también inhibe

directamente las corrientes generadas por los canales ASIC (Voilley, et al, 2001).

Acido folico

El acido folico/folato (pteroil-.-acido glutamico o pteroil-_-glutamato) es una vitamina
soluble en agua que pertenece a la familia de vitaminas B. En animales, el folato no
puede ser sintetizado de novo y es obtenido de la dieta en forma de dihidrofolato,

tetrahidrofolato o 5-metiltetrahidrofolato, los cuales estan naturalmente presentes
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en una variedad de alimentos (vegetales verdes frescos, leguminosas, frutas citricas
e higado) o como acido félico o folinico sintético adicionado a alimentos fortificados
(Lewis, et al, 1999). El folato es necesario para proporcionar un grupo carbono para
las reacciones de metilacion y la sintesis de las bases nitrogenadas de los
nucleotidos, y por lo tanto indispensable para la replicacion y reparacion del ADN,
asi como para la sintesis de ARN (Figueiredo, et al, 2009).

El folato también esta involucrado en la metilacién de las histonas y ADN, la
produccion de metionina y las reacciones de remetilacion de homocisteina (Stover,
2009). Asi, los folatos son especialmente importantes durante la embriogénesis, la
cual se caracteriza por una rapida division celular. Ademas, el folato es necesario
para el metabolismo de los aminoacidos y la biosintesis de neurotransmisores y
fosfolipidos (Desai, et al, 2016).

La captacion celular de folatos involucra a tres sistemas de transporte: el
transportador de folato acoplado a protones (PCFT), el acarreador 1 de folato
reducido (RFC1) y los receptores de folato o también llamados proteinas de unidn

a folato (FOLRs) (Zhao, 2007).

Desde hace mas de 50 afos se ha reconocido el papel crucial del acido folico en el
desarrollo del sistema nervioso, por lo que su eficacia y seguridad en este contexto
ya ha sido explorada. Numerosos estudios clinicos y preclinicos han establecido
una correlacion entre bajos niveles de folato y un incremento en el riesgo de
defectos en el tubo neural (anencefalia, espina bifida) (Wallingford, et al, 2013),
desoérdenes cardiovasculares (Wang, et al, 2007), disfuncion cognitiva (demencia)

(Mitchell, 2014), depresion (Bottiglieri, et al, 2000), mielopatia (Okada, et al, 2014),
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neuropatia periférica (Botez, et al, 1978) y ciertos tipos de cancer (Johansson, et al,

2008).

Otros estudios, también han encontrado que el folato esta involucrado en la
sefalizacion aguda en las neuronas. El folato induce actividad epileptiforme cuando
es aplicado en rebanadas de cerebro de raton y ratas (Hill, et al, 1974), y aumenta

la excitabilidad neuronal en la corteza cerebral del gato (Davies, 1973).

La administracion aguda de folato en rebanadas de hipocampo de rata inhibe la
transmision GABAérgica, aumenta la excitacion a través del bloqueo de la respuesta
postsinaptica a GABA, asi como también por la inhibicidn presinaptica de los
receptores GABA en el nucleo cuneado en la rata (Hill, et al, 1974). También se ha
asociado la deficiencia de folato y el exceso de homocisteina con enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson en adultos (Miranda, et al,

2017).

Acido félico y dolor

Se ha descrito que la deficiencia de acido félico se asocia con el desarrollo de
neuropatia periférica. Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son endopeptidasas
dependientes de zinc, ampliamente conocidas por desempefar un papel en la
degradacion de la matriz extracelular, respuesta inmune, inflamacion, sefializacion

celular, migracion celular, remodelacién y reparacion de tejidos (Esposito, et al,
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2008). Se ha demostrado que la induccion de las MMP2 y MMP9 después de la
lesion en la médula espinal limita el funcionamiento y la recuperacién (Buss, et al,

2007).

También se ha reportado la generacién de inflamacién y dolor neuropatico después
de la produccion de dafio a nervios periféricos (Kawasaki, et al, 2008). Por otra
parte, varios estudios han demostrado una relacion entre la metilacion del ADN y la
expresion de MMP y la presencia de dolor neuropatico después de dafio en el SNC
(Schomberg, et al, 2015). Ademas, se ha demostrado que la inhibicion de la MMP2
y MMP9 disminuye significativamente el dolor neuropatico después de la ligadura

de nervios espinales (Kawasaki, et al, 2008).

En un modelo de lesion por contusidon de médula espinal, se encontré una
sobrerregulacion de la MMP2. Conjuntamente, se demostré que la MMP2 interfiere
con la recuperacion funcional y que contribuye al desarrollo de dolor neuropatico
(Miranpuri, et al, 2016). Por otra parte, el tratamiento con folato redujo la expresion
de MMP2 a través de la metilacion de su promotor, disminuyendo el dolor
neuropatico e incrementando la recuperacién funcional después de contusion de la

meédula espinal (Mirampuri, et al, 2017).
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CAPITULO Il PARTE EXPERIMENTAL
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Farmacos

La formalina y la carragenina fueron diluidas en solucion salina isotonica (s.s.,
0.9%). El diclofenaco y el acido folico se resuspendieron en el vehiculo (tween 80 al
0.2% en s.s.). Todos los farmacos fueron preparados antes del cada experimento y
se obtuvieron de Sigma-Aldrich, México. Los farmacos se administraron por via oral
(p-0.) en un volumen de 0.2 ml/100 g de peso corporal de las ratas por medio de

una canula gastrica rigida para animales de laboratorio.

Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso corporal de 180-200 g. Los
animales de experimentacion fueron mantenidos a una temperatura de 25°+2° C
con ciclos de luz/oscuridad de 12 h con libre acceso al alimento y agua (ad libitum).
Todos los protocolos experimentales se realizaron siguiendo las recomendaciones
de la Guia de los Estandares Eticos de la Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (IASP) para la Investigaciéon del Dolor Experimental en Animales
(Zimmermann, 1983) y la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales
de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Se hicieron todos los esfuerzos por minimizar
el numero de animales usados, asi como su sufrimiento. Cada animal fue usado
una sola vez y al finalizar el experimento fueron sacrificados en una camara de CO:..
Para cada procedimiento experimental los grupos experimentales consistieron de al

menos seis ratas.
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Diseino experimental

Para la evaluacion de la actividad antinociceptiva, antineuropatica y anti-inflamatoria
las ratas fueron administradas con el vehiculo o con dosis crecientes de diclofenaco
(10, 31.6, 100, 177.8 y 316.2 mg/kg, p.o.) o acido félico (1, 3.2, 5.6, 10 y 31.6 mg/kg)

30 min antes de la administracion de formalina o carragenina, respectivamente.

Determinacién del efecto antinociceptivo

El efecto antinociceptivo se determiné mediante la prueba de la formalina. La prueba
de la formalina es un modelo experimental ampliamente aceptado como un modelo
quimico para inducir dolor inflamatorio. La inyeccion de formalina diluida en la
extremidad posterior de las ratas produce una respuesta nociceptiva bifasica dosis-
dependiente que consta de un componente inmediato (primera fase) y un
componente tonico (segunda fase) (Dubuisson y Dennis, 1977; Hunskaar et al,
1985; Sugimoto et al, 1986; Murray et al, 1988; Ohkubo et al, 1990). El
comportamiento evocado en la prueba de la formalina es util porque puede
proporcionar una idea del procesamiento de la informacion sensorial a nivel
periférico y a nivel de la médula espinal. La conducta generada en la primera fase
representa la activacion de todo tipo de fibras aferentes primarias en el sitio de la
inyeccion (Puig y Sorkin, 1996). Mientras que la actividad conductual en la segunda

fase requiere de la participacion de la periferia (Taylor et al., 1997) y es acomparfada
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por la liberacion de mediadores inflamatorios en la médula espinal (Malmberg y

Yaksh 1992; Svensson y Yaksh 2002).

Antes del experimento, las ratas fueron ambientadas en cilindros individuales de
Plexiglass (25 x 40 cm) durante 30 minutos. Para inducir la nocicepcion, los
animales se inyectaron subcutaneamente con 50 ul de formalina al 1 % en la
superficie dorsal de la extremidad posterior derecha. El comportamiento nociceptivo
fue observado inmediatamente después de la administracion de formalina. Se
colocd un espejo detras del cilindro para facilitar la observacion. La conducta
nociceptiva fue cuantificada como el numero de sacudidas de la extremidad
inyectada durante periodos de 1 min casa 5 min hasta 60 min después de la

inyeccion.

Las sacudidas fueron facilmente identificables y se caracterizaron por un retiro
rapido y corto o flexion de la extremidad inyectada. El numero de sacudidas fue
registrado en dos fases: Fase 1: 0-10 minutos inmediatamente después de la
administracion de formalina y Fase 2: 10-60 minutos después de la inyeccién de

formalina.

Determinacién del efecto antineuropatico

Para evaluar el efecto antineuropatico fue inducida alodinia e hiperalgesia de larga

duracioén en ratas a través de la administracidon subcutanea de formalina al 5% en el
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dorso de la extremidad posterior derecha (Salinas-Abarca et al., 2017). Después de
7 dias de la induccion, se administraron los tratamientos y se evalud la alodinia e
hiperalgesia mecanica mediante la medicion de la frecuencia de respuesta a la
estimulacién con los filamentos de von Frey (Aesthesio®, Ugo Basile, Italia). Para
minimizar la ansiedad, los animales fueron colocados en separadores de acrilico
montados sobre la plataforma de estimulacion durante 30 min. Se realizaron 10
estimulaciones con una fuerza de 1g (10 mN) y 26 g (250 mN) en la superficie
plantar de la base del tercer dedo de la extremidad ipsilateral. Una fuerza de 1 g no
activa los nociceptores cutaneos en ratas naive y no por lo tanto no conduce al retiro
de la pata. Por lo tanto, una respuesta a este estimulo fue una indicacion de la
presencia de alodinia. Del mismo modo, una fuerza de 26 g o mas se considera un
estimulo nocivo (Leem et al. 1993) por lo tanto se produjo hiperalgesia cuando hubo

una respuesta incrementada a éstos (Salinas-Abarca et al., 2017)

Determinacion del efecto anti-inflamatorio

Para inducir la inflamacion las ratas fueron inyectadas por via intraplantar en la
extremidad posterior derecha con 100 pyL de carragenina al 1%. El grado de
inflamacion se determiné a través de la cuantificacion del incremento en el volumen
de la extremidad posterior derecha de los animales con ayuda de un pletismometro

(Modelo LE7500; Panlab, Espaniia).
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La evaluacion se realizé antes de la administracion de carragenina (valor basal) y
cada hora a partir de la administracion de carragenina y hasta las 6 h. Con los

valores obtenidos se calcul6 el % de inflamacién de acuerdo a la siguiente formula:

x) 100
b—y x

% Inflamacién = (
donde X’y ‘@’ son los valores promedio del volumen de las extremidades posteriores
de los animales administrados con los diferentes tratamientos antes y después de
la administracion de carragenina, respectivamente. Mientras que ‘Y y ‘b
corresponden a los valores promedio del volumen de las extremidades posteriores
de los animales del grupo tratado con el vehiculo antes y después de la

administracion de carragenina, respectivamente.

Analisis de la interaccion diclofenaco-acido folico

Para caracterizar la interaccion producida por la combinacion de diclofenaco con
acido folico se utilizo el analisis isobolografico de acuerdo a Tallarida (2000). Esta
herramienta proporciona una representacion grafica de la naturaleza de la
interaccidon de dos farmacos. De acuerdo a este método, solo se consideraron las
dosis equiefectivas correspondientes a la dosis efectiva treinta (DE3p) obtenidas de
las curvas dosis-respuesta del efecto antinociceptivo producido por Ia

administracion individual de los farmacos en la segunda fase de la prueba de la
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formalina. La DE3o de cada farmaco, asi como sus limites de confianza al 95% se

obtuvieron a través de regresion lineal por el método de minimos cuadrados.

El isobolograma se construy6 graficando las dosis equiefectivas (DEzo) de cada
farmaco sobre los ejes X y Y. En x se graficé la DE3 de diclofenaco y en y la DE3g
de acido félico. La linea que se forma de la union de las DE3p de los farmacos

corresponde a la linea de aditividad (isobola).

La isobola, en este caso es el lugar geométrico de los puntos (pares de dosis) que
producen el 30% de efecto en una combinacion aditiva simple (Zadd). Esta linea de
aditividad permite una comparacion con el par de dosis reales que producen el 30%
de efecto experimentalmente (Zexp). La sinergia, aditividad o antagonismo esta
indicada cuando Zexp se encuentra debajo, sobre o encima de la linea,

respectivamente (Fig. 5).
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e Interaccion aditiva entre los farmacos
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YIIE/ KR)

Figura 6. Isobolograma. Modificado de Huang et al., 2019.

Las interacciones entre diclofenaco y acido félico en una proporcion 1:1 se
caracterizaron asumiendo que la combinacion comprendia dosis equivalentes de

los farmacos individuales (DEso).

La dosis aditiva tedrica (Zadd) y su error estandar de la media (SEM) para la
combinacion en la misma proporciéon de componentes se calculé a partir de las DEzo

resultantes para cada farmaco utilizando la siguiente ecuacion:
Zadd =fA+ (1-f) B,

donde A es la DE3o del diclofenaco y B es la DE3o del acido félico. Para una relacion

fija de 1:1, el valorde fes 0.5y (1 - f) es 0.5.
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El valor experimental DE3zo (Zexp) (y su limite de confianza al 95%) se determiné a
partir de la respectiva curva de dosis-respuesta de la combinacién de los farmacos
a través de un analisis de regresion lineal de la curva logaritmica, y los limites de
confianza al 95% se transformaron posteriormente en SEM. Para construir las
curvas dosis-respuesta del efecto antinociceptivo experimental de las
combinaciones, cada grupo de ratas recibié6 uno de los farmacos a las dosis

indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Dosis' de diclofenaco en combinacién con acido félico usadas para la
construccion del isobolograma.

No. Combinacién Diclofenaco (mg/kg) Acido félico (mg/kg)
5 30.87 11.62
4 15.44 5.81
3 7.72 2.90
2 3.86 1.45
1 1.93 0.73

Las dosis corresponden a una fraccion de 0.5 de las DE3 de cada farmaco.
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Evaluacion del daino gastrico

Se obtuvieron los estomagos de las ratas al final de los experimentos y se
diseccionaron desde el esofago hasta la porcion pilorica y fueron rellenados con 10
ml de formaldehido al 4% durante 15 min para fijar las capas gastricas interna y
externa. Se realz6 una incisidn a lo largo de la curvatura mayor para examinar la
presencia de ulceras. Se realizaron fotografias de las lesiones hemorragicas para
medirlas usando una cuadricula milimétrica. El dafio gastrico fue determinado como

el area de Ulcera en mm?Z.

Analisis del mecanismo de accién antinociceptivo de Ila
combinacion de diclofenaco-acido félico en la prueba de la

formalina

Para evaluar el posible mecanismo de accién del efecto antinociceptivo producido
por la combinacién de diclofenaco-acido folico se examind la participacion de los
receptores a opioides. Para ello, se administré naloxona, un antagonista competitivo
de los receptores opioides, (1 mg/kg, s.c.). Después de 15 min, todos los animales

recibieron la dosis de la combinacién diclofenaco-acido félico de mayor eficacia.
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Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se construyeron los graficos de curso temporal y
posteriormente se obtuvo el area bajo la curva por el método de los trapezoides
(ABC) para construir la curvas dosis-respuesta. Para determinar la dosis efectiva 30
(DEao), el ABC del efecto producido en cada rata fue transformada a porcentaje de
antinocicepcion. Los valores de DE3 con los intervalos de confianza del 95% para
cada farmaco fueron calculados usando regresion lineal de minimos cuadrados
segun Tallarida (2000). Para comparar las diferencias entre tratamientos se usoé
analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Tukey. Las comparaciones
estadisticas entre los valores de Zadd y Zexp fueron realizadas utilizando la prueba
t de Student de acuerdo con los procedimientos previamente descrito por Tallarida
(2000). Los valores de Zexp que fueron menores que el valor de Zadd, con
diferencias con p < 0.05 tanto en X como en Y se interpretaron como interacciones
sinérgicas significativas. Los valores de Zexp superiores a los valores de Zadd, con
diferencias p < 0.05 en las direcciones X y Y, se interpretaron como interacciones
antagonicas significativas. La ausencia de una diferencia significativa entre los
valores de Zexp y Zadd se interpret6 como sin interaccion, y se establecié como
una relacion aditiva (aditividad) en la combinacion. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando p < 0.05. El analisis estadistico se realizé

utilizando el programa estadistico Graphpad Prism® versién 5.0 para Windows.
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CAPITULO IV RESULTADOS



Evaluacion del efecto antinociceptivo de la administracién
individual diclofenaco y acido félico y en combinacién en la prueba

de la formalina.

La administracion subcutanea de formalina al 1% produjo una conducta de
sacudida, indicativo de la presencia de nocicepcidén. Esta conducta nociceptiva
mostro un comportamiento bifasico caracteristico (Fig. 7A). La administracion de
diclofenaco produce una disminucion significativa y dosis-dependiente en la
respuesta al estimulo quimico durante la segunda fase de la prueba, en
comparacion con el vehiculo (s.s.) (Fig. 7A). Este efecto fue significativo a las dosis
de 100 y 316.2 mg/kg (p < 0.05) (Fig. 7B), sugiriendo que el efecto antinociceptivo
posiblemente estd asociado a un efecto antiinflamatorio. Adicionalmente, la
administracion oral 31.6 y 56.2 mg/kg de acido folico también produce una reduccion
en el numero de sacudidas de la extremidad administrada con formalina en
comparacion con el grupo tratado con s.s. (Fig. 8A). El efecto antinociceptivo
producido por la administracion de acido folico resulto significativo y dosis
dependiente en la segunda fase de la prueba de la formalina (Fig. 8B). Los valores
calculados para la DE3o del efecto antinociceptivo de diclofenaco y acido félico con
sus intervalos de confianza al 95% en la segunda fase de la prueba de la formalina
fueron 61.74 [28.41-134.19] mg/kg y 23.23 [13.57-39.76] mg/kg, respectivamente

(Fig. 9).
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Figura 7. Efecto de la administracion de diclofenaco (10-316.2 mg/kg, p.o.) en la
nocicepcion inducida por formalina 1% en ratas. A) Curso temporal (0-60 min) del efecto
antinociceptivo de diclofenaco en comparacion con el vehiculo (s.s). B) Curva dosis-
respuesta del efecto antinociceptivo de diclofenaco expresado como ABC. Cada punto o
barra representa el promedio + E.E.M de 6-8 animales. *** p<0.001, ANOVA de una via
seguida de la prueba de Tukey.
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Figura 8. Efecto de la administracion de acido folico (3.2-56.2 mg/kg, p.0.) en la nocicepcion
inducida por formalina 1% en ratas. A) Curso temporal (0-60 min) del efecto antinociceptivo
de acido félico en comparacion con el vehiculo (s.s). B) Curva dosis-respuesta del efecto
antinociceptivo de acido félico expresado como ABC. Cada punto o barra representa el
promedio + E.E.M de 6-8 animales. *** p<0.001, ANOVA de una via seguida de la prueba
de Tukey.
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Figura 9. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de diclofenaco y acido félico en
la prueba de formalina al 1% en ratas. Cada punto corresponde al porcentaje de
antinocicepcion en la segunda fase de prueba de la formalina £+ E.E.M de 6-8 animales.

Por otra parte, la administracion oral de la combinacion de ambos farmacos (Tabla
1) en una proporcion fija 1:1, produce un efecto antinociceptivo significativo (p <

0.05) en la segunda fase de la prueba de la formalina (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto antinociceptivo de las combinaciones de diclofenaco y acido félico en la
prueba de formalina al 1% en ratas, expresado como ABC. Cada barra representa el
promedio + E.E.M de 6-8 animales. *** p<0.001, ANOVA de una via seguida de la prueba
de Tukey.

El analisis isobolografico muestra que la combinacion de ambos farmacos produce
un efecto sinérgico (p < 0.05). En este caso, la DE3zg experimental fue de 10.32 +
2.10 mg/kg, un valor menor que la DE3o tedrica 42.49 + 5.53 m/kg, este sinergismo
se puede apreciar claramente (Fig.11) ya que el DE3o experimental se encuentra
debajo de la linea de aditividad. Ademas, el analisis fraccional de la combinacién
demostré que la relacion a/A + b/B (indice de interaccion) fue significativamente

menor de 1.0 (p <0.05) ya que el valor obtenido fue de 0.2 para la combinacién de
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diclofenaco y acido félico en una proporcién 1:1, lo que indica una interaccion

superaditiva o sinérgica para esta combinacidon de farmacos.

30.0
25.0 1
20.0 ¢

15.0 1

Acido folico

z

10.0 1

5.0 *

0{0 20.0 40.0 60.0 8Q.0

Diclofenaco

Figura 11. Isobolograma de la interaccion de la combinacion de diclofenaco y acido folico
en el efecto antinociceptivo en la prueba de formalina en ratas. Los valores de DE3o para
los farmacos con sus respectivos errores estandar, después de la administracion individual
son graficados en los ejes X y Y, respectivamente. La linea recta que conecta las DE3, de
los farmacos, contiene todas las posibles combinaciones entre estos dos farmacos que
solamente producen un efecto de adicion (isobola). El punto azul corresponde a la DEsg
tedrica para este estudio. El punto verde corresponde a la DE3sy experimental de las
combinaciones y en este caso esta por debajo de la isobola, indicando una interaccién
sinérgica entre diclofenaco y acido folico. * p<0.05, t de Student.
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Evaluacion del efecto antiinflamatorio de las combinaciones de

diclofenaco y acido félico en el edema inducido por carragenina.

La administracion subcutanea de carragenina produjo un aumento significativo (p
<0.05) del volumen de la extremidad posterior de las ratas (edema). El tratamiento
con las combinaciones de diclofenaco y acido félico produjo un efecto

antiinflamatorio dependiente de la dosis (Fig. 12).
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4@ D 30.87 mg/kg + AF 11.62 mg/kg

100+

Inflamacion (%)

o
et

Q

Tiempo (h)

Figura 12. Efecto antinflamatorio de las combinaciones de diclofenaco y acido félico en la
prueba de carragenina al 1% en ratas. Cada punto representa el promedio + E.E.M de 6-8
animales.”™ p<0.001, ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni.

71



Evaluacion del efecto antineuropatico de las combinaciones de

diclofenaco y acido félico.

La inyeccion subcutanea de formalina al 5% produjo alodinia e hiperalgesia
mecanica en ambas extremidades posteriores de las ratas. La administracién oral
de las combinaciones de diclofenaco y acido folico revierte de manera significativa
la alodinia e hiperalgesia mecanicas inducidas por la administracion de formalina,

sugiriendo un efecto antineuropatico (Fig. 13).

Evaluacién del daino gastrico producido por las combinaciones de

diclofenaco y acido félico.

La administracion oral de diclofenaco en combinacion con acido folico no produce
dafio a la mucosa gastrica (Tabla 2), lo que sugiere que su uso es seguro ya que se

potencia el efecto terapéutico sin un incremento en los efectos adversos.
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Figura 13. Curso temporal de (A) la alodinia y (B) la hiperalgesia medida como el nimero
de retiros de la extremidad posterior derecha (0-10) después de la inyeccion de formalina
al 5% en ratas. Cara punto representa la media + S.E.M. de 6-8 animales.*** p<0.001,
ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni.
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Tabla 2. Comparacion del dafo gastrico producido por la administracién de

indometacina (20 mg/kg,p.o.) y las combinaciones de diclofenaco y acido félico en

ratas.

Sol. salina 0.9%

Indometacina 20 mg/kg

D 3.86 mg/kg + AF 1.45 mg/kg

D 7.72 mg/kg + AF 2.90 mg/kg

D 15.44 mg/kg + AF 5.81 mg/kg

D 30.87 mg/kg +AF 11.62 mg/kg

29.8+8.9

0.2 +0.04

2.0+ 0.4

1.5+0.2

11.6 + 0.4
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Anadlisis del mecanismo de accién antinociceptivo de Ila
combinacion de diclofenaco-acido félico en la prueba de la

formalina

El pretratamiento con 1 mg/kg de naloxona, un antagonista de los receptores
opioides, revierte el efecto antinociceptivo producido por la combinacion de

diclofenaco 30.87 mg/kg con acido folico 11.62 mg/kg (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto de la combinacién de diclofenaco 30.87 mg/kg con acido félico 11.62
mg/kg, p.o. en presencia de naloxona (1 mg/kg, s.c) en la nocicepcion inducida por formalina
al 1% en ratas. A) Curso temporal (0-60 min) y B) Curva dosis-respuesta expresado como
ABC. Cada punto o barra representa el promedio + E.E.M de 6-8 animales. *** p<0.001,
ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey.
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CAPITULO V DISCUSION



El uso clinico de la combinacion de farmacos con propiedades antiinflamatorias y
analgésicas para el manejo del dolor agudo y cronico ha aumentado
significativamente en los ultimos afos. El propdsito de combinar este tipo de
farmacos es disminuir las reacciones adversas y aumentar la eficacia terapéutica
(Varrassi et al., 2017). En el presente estudio, se analizé el tipo interaccion
producida por la combinacion de diclofenaco y acido félico en modelos

experimentales de nocicepcion e inflamacion.

La administracion oral de diclofenaco produjo una disminucién significativa en la
respuesta al estimulo quimico durante la segunda fase de la prueba de la formalina,
en comparacion con el vehiculo. Estos resultados sugieren que el efecto
antinociceptivo producido por diclofenaco esta relacionado con un efecto
antiinflamatorio que previene la sensibilizacion central de las fibras sensoriales
primarias. Este resultado concuerda con estudios previos en donde se ha
demostrado el efecto antinociceptivo de diclofenaco en la prueba de la formalina
(Miranda-Lara et al., 2018). Por otra parte, existe evidencia que indica que la
segunda fase de la prueba de la formalina es producida por la liberacién local de
mediadores inflamatorios como bradicinina y prostaglandinas (Shibata et al., 1989).
Ademas, se ha observado que durante la segunda fase se produce sensibilizacion
central mediada por la activacién de los receptores de glutamato y sustancia P
(Sawynok y Liu, 2004). Se sabe que el mecanismo de accion del diclofenaco es la
inhibicién de la COX-2 con mayor potencia que la inhibicion de COX-1, lo cual se

asocia fuertemente a su potente efecto antiinflamatorio debido a la inhibicion de la
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sintesis de la PGE2 (Ku et al., 1986). El grado de selectividad de diclofenaco por la
COX-2 es comparable al de celecoxib (Grosser et al., 2006). Por otra parte, se ha
demostrado que, en adicidn a la inhibicién de la COX, el diclofenaco produce una
regulacion funcional a la baja de los nociceptores sensibilizados, como resultado de
la estimulacion de la via L-arginina-oxido nitrico-GMPc-K* sensibles a ATP (Tonussi

y Ferreira, 1994; Ortiz et al., 2003).

Adicionalmente, estudios en animales y humanos sugieren que, al menos en parte,
el diclofenaco puede actuar directa o indirectamente a través de la modulacion los
procesos nociceptivos en el SNC. Se ha observado un efecto dosis dependiente en
la reduccion de las contorsiones abdominales inducidas por acido etacrinico en
ratones cuando el diclofenaco fue inyectado en diferentes areas del cerebro en un
rango de dosis de 1 a 10 ng. Otro estudio mostré que el efecto antinociceptivo
central producido por diclofenaco en ratas fue parcialmente revertido por el
antagonista de los receptores opioides; naloxona, lo que sugiere un posible papel
de las vias opioides centrales (Bjorkman et al., 1992). Por otra parte, diclofenaco ha
demostrado ser un agonista selectivo para el receptor PPARy. También, se ha
demostrado que en células sinoviales de pacientes con artritis reumatoide existe
una correlacion entre la capacidad del diclofenaco para aumentar la actividad de
PPARYy y para reducir la proliferacion celular al disminuir la viabilidad celular e
inducir apoptosis (Yamazaki et al., 2002). Diclofenaco, ha demostrado activar

canales de potasio (Kca, Kv y Kop) (Ortiz et al., 2005; Veale et al., 2014) y bloquear

79



canales ionicos activados por protones (ASIC3) (Voilley, 2004) y receptores NMDA

(Dong, 2009).

En relacion al efecto antinociceptivo significativo producido por la administracion de
acido folico en la prueba de la formalina, los resultados concuerdan con reportes
previos en donde la administracion de acido folico reduce el dolor asociado a dafo
en nervios periféricos. Un estudio mostré que, en la lesion cronica de nervio
periférico, como el sindrome del tunel carpiano, que es el tipo mas comun de
neuropatia por compresion de nervios periféricos, el acido folico combinado con
monofosfato de uridina y vitamina B12 redujo la puntuacion del dolor, la intensidad
y caracterizacion del dolor y los sintomas asociados (Negréo et al., 2016). También,
se ha demostrado que el acido folico puede proteger a las ratas diabéticas contra la
neuropatia periférica diabética al reducir los niveles de malondialdehido y regular la
expresion del factor de crecimiento nervioso (NGF) (Yilmaz et al., 2016). En adicion,
en la lesion aguda de nervio periférico, se demostré que el acido félico mejord la
curacion del nervio periférico y aumenté la mielinizacion del axén en un modelo de

lesion del nervio ciatico en rata (Harma et al. (2015).

En relacién al efecto antiinflamatorio y antineuropatico producido por la combinacion
de diclofenaco con acido folico en este estudio, recientemente otro estudio mostro
que la combinacién de melatonina y acido folico es capaz de mejorar la alodinia

mecanica y la hiperalgesia térmica, asi como el estrés oxidativo y nitrosativo, la
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infiltracion de mastocitos, la sobreexpresion de mediadores inflamatorios y la
activacion de la microglia inducida por la inyeccion de reserpina, un modelo de
fibromialgia en ratas, con mas eficacia que la administracién por separado de ambos
farmacos (Fusco y col., 2019). Desde hace varios afios se ha demostrado que el
acido félico puede mejorar la funcién del sistema inmunolégico y ademas posee
importantes propiedades antioxidantes (Stanhewicz y Kenney, 2017), lo que puede
contribuir al efecto antiinflamatorio y antineuropatico observados. Adicionalmente,
diversas evidencias muestran que el acido félico es importante para la reparacion
de los nervios periféricos (Harma et al. (2015). Los resultados del efecto
antinociceptivo de la combinacion de diclofenaco y acido félico obtenidos en este
estudio demostraron que el valor de la DE3o tedrica para la combinacion fue mayor
que el valor experimental observado, indicando la presencia de una interaccion
sinérgica entre diclofenaco y acido fdlico. La potencia de la combinacion fue
aproximadamente 4 veces mayor que la esperada de la adicion de los efectos
individuales de los farmacos. Este efecto sinérgico podria resultar de utilidad en la
clinica debido a que se potencia la eficacia terapéutica sin la exacerbacion de los
efectos adversos caracteristicos del diclofenaco, ya que la combinacion de ambos
farmacos no produce dafio a la mucosa gastrica. La interaccion sinérgica de la
combinacion diclofenaco-acido folico puede ser debido a los diferentes mecanismos
de accion de estos dos compuestos. En este estudio el bloqueo de los receptores
opioides reduce de manera significativa el efecto antinociceptivo de la combinacién
de diclofenaco y acido folico, lo que concuerda con un reporte previo en donde se
observé que el efecto antinociceptivo central producido por diclofenaco en ratas fue

parcialmente revertido por naloxona (Bjorkman et al., 1992).
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Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la combinaciéon de
diclofenaco y acido félico en administracion aguda produce un efecto antinociceptivo
en la prueba de la formalina en ratas, asi como un efecto antiinflamatorio en el
edema inducido por carragenia y antineuropatico en ratas. El analisis isobolografico
mostré que el valor calculado para la DE3g tedrica obtenido para la combinacion de
ambos farmacos en una proporcidn 1:1 fue mayor que el valor experimental
observado, indicando la presencia de una interaccion sinérgica entre diclofenaco y
acido fdlico. La potencia de la combinacion fue aproximadamente 4 veces mayor a
la esperada de la adicion de los efectos individuales de los farmacos. Este efecto
sinérgico podria resultar de utilidad en la clinica debido a que se potencia la eficacia
terapéutica sin la exacerbaciéon de los efectos adversos caracteristicos del
diclofenaco, ya que la combinacion de ambos farmacos no produce dafo a la
mucosa gastrica. Adicionalmente, en este estudio se encontro que en el efecto
antinociceptivo producido por la combinacion de diclofenaco y acido folico participa
el sistema opioidérgico. La combinacion de diclofenaco y acido folico podria resultar
en una buena estrategia farmacologica para combatir el dolor inflamatorio y el dolor

neuropatico.
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