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Resumen

El dolor constituye un problema de salud publica creciente a nivel mundial, esto
ha llevado a un aumento de la demanda de terapia farmacolégica para controlar dicho
padecimiento. La combinacién de medicamentos es altamente utilizada en la terapia
contra el dolor, con el fin de mejorar los efectos analgésicos y disminuir sus efectos
adversos, logrando asi un mejor control del dolor a largo plazo. Los farmacos con efectos
pleiotrépicos como la metformina (antidiabético), pueden ser utiles para el tratamiento
del dolor inflamatorio y neuropatico. La melatonina (regulador del suefio) tiene efecto
antinociceptivo, neuroprotector y antiinflamatorio. Objetivo general: Determinar el efecto
antinociceptivo de la metformina y la melatonina administradas de manera individual y
en combinacién en modelos preclinicos de dolor inflamatorio, hiperalgesia sostenida y
alodinia secundaria. Metodologia: Los experimentos se realizaron en ratas Wistar
hembra, con un modelo de dolor inflamatorio (prueba de formalina), y un modelo de dolor
sostenido para hiperalgesia y alodinia secundaria. Para evaluar el efecto antinociceptivo
de los farmacos, se administraron por via oral en dosis crecientes la metformina y la
melatonina y la combinacion en ambos 60 min, previos a la administracion de formalina.
La hiperalgesia y la alodinia secundarias se evaluaron 6 dias después de la
administracion de formalina, utilizando filamentos de von Frey de 10 y 250 mN. Se
determiné la dosis efectiva 50 (DEso) de ambos farmacos, y posteriormente se realizé un
analisis isobolografico para examinar la naturaleza de cada interaccion. Para la
evaluacion del perfil de seguridad de la combinacion se empleé la prueba del Rota-Rod.
Para evaluar el mecanismo de accion, se utilizé un antagonista del receptor para
metformina (compuesto C o dorsomorfina), antagonistas de los receptores MT1 y MT2
de melatonina (4-P-PDOT, luzindole) y un antagonista opioide (naloxona). Los datos se
representaron como la media * e.e. de cada grupo y las diferencias se establecieron por
medio de un analisis de varianza con un valor de p< 0.05. Resultados: Se establecié el
porcentaje de antinocicepcion para cada dosis, se obtuvo una curva dosis-respuesta y
se determind la DEso para metformina (947.46 + 242.60 mg/Kg) y melatonina (126.86 +
37.98 mg/Kg). La dosis efectiva tedrica (DEsoT) de la combinacion fue de 537.15 £ 122.76
mg/Kg, con esos datos se realizé una CDR para la combinacién y experimentalmente se
obtuvo una dosis efectiva 50 para la combinacion (DEsoE) de 360.83 + 23.36 mg/Kg, que
al ser menor que la tedrica indica un efecto sinérgico en la combinacion. Para el modelo
de dolor sostenido, la combinacion previno el desarrollo de hiperalgesia y alodinia
secundarias en ambas patas. Para la prueba de evaluacién motora se utilizé la DEsoE de
la combinacion vs control positivo, donde no se encontré alteracion motora. Tras el
pretratamiento con los antagonistas, los datos indican que la combinacion de metformina
y melatonina presenta una interaccion sinérgica en la que participan al menos los
receptores opioides, MT2 y la activacion AMPK. La combinacion oral reduce
significativamente la nocicepcion aguda, ademas de prevenir la aparicion de los
fendmenos del dolor sostenido y contrarrestarlos una vez que se han establecido, lo que
sugiere que dicha combinacion podria ser util en el tratamiento del dolor.

Palabras clave: dolor, prueba de formalina y sinergismo farmacolégico.
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Abstract

Pain is a growing public health problem worldwide, which has led to an increase in
the demand for pharmacological therapy to control this condition. The combination of
drugs is widely used in pain therapy, in order to improve the analgesic effects and
decrease its adverse effects, thus achieving a better long-term pain control. Drugs with
pleiotropic effects, such as metformin (antidiabetic), can be useful for the treatment of
inflammatory and neuropathic pain. Melatonin (sleep regulator) has antinociceptive,
neuroprotective and anti-inflammatory effects. General objective: To determine the
antinociceptive effect of metformin and melatonin administered individually and in
combination in preclinical models of inflammatory pain, sustained hyperalgesia and
secondary allodynia. Methodology: Experiments were performed in female Wistar rats,
using an inflammatory pain model (formalin test), and a sustained pain model for
hyperalgesia and secondary allodynia. In order to evaluate the antinociceptive effect of
the drugs, metformin and melatonin were orally administered in increasing doses and the
combination of both substances 60 minutes prior to formalin administration. Secondary
hyperalgesia and allodynia were assessed 6 days after formalin administration, using 10
and 250 mN von Frey filaments. The effective doses 50 (EDs0) of both drugs was
determined, and subsequently an isobolographic analysis was performed to examine the
nature of each interaction. The Rota-Rod test was used to evaluate the safety profile of
the combination. To evaluate the mechanism of action, receptor antagonist for metformin
(compound C or dorsomorphin), MT1 and MT2 melatonin receptor antagonists (4-P-
PDOT, luzindole) and opioid antagonist (naloxone) were used. Data were represented as
mean % e.e. for each group and differences were established by analysis of variance with
a value of p< 0.05. Results: The percentage of antinociception was established for each
dose, a dose-response curve was obtained and the DE50 was determined for metformin
(947.46 + 242.60 mg/kg) and melatonin (126.86 + 37.98 mg/kg). The theoretical effective
dose (DE50T) of the combination was 537.15 + 122.76 mg/Kg; with these data a CDR
was performed for the combination and experimentally an effective dose 50 for the
combination (DEs0E) was obtained (360.83 £ 23.36 mg/Kg) which, being lower than the
theoretical one, indicates a synergistic effect in the combination. For the sustained pain
model, the combination prevented the development of secondary hyperalgesia and
allodynia in both paws. For the motor evaluation test, the DEsoE of the combination vs
positive control was used, where no motor alteration was found. After pretreatment with
the antagonists, the data indicate that the combination of metformin and melatonin
presents a synergistic interaction involving at least opioid receptors, MT2 and AMPK
activation. The oral combination significantly reduces acute nociception, and prevents the
onset of sustained pain phenomena and counteracts them once they have become
established, suggesting that such a combination could be useful in the treatment of pain.

Key words: pain, formalin test and pharmacological synergism.
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1. Introduccién

El dolor constituye un problema de salud publica creciente a nivel mundial, siendo
una de las principales causas de consulta médica. Las estimaciones sugieren que 1 de
cada 5 adultos sufren de dolor y 1 de cada 10 es diagnosticado por algun tipo de dolor
cronico cada afo (Zuniga-Romero et al., 2014). El dolor ha acompafiado a la humanidad
en toda su historia, siendo un fendbmeno sensorial, de percepcion, multidimensional y
complejo, haciéndolo una experiencia subjetiva unica en cada individuo (Cervantes-
Duran et al., 2021). El dolor no distingue entre raza, sexo y edad, ya que todos pueden
experimentar algun tipo de dolor, ya sea agudo, cronico-patolégico o la combinacion de
todos a la vez, lo que hace del dolor un asunto complejo para su manejo médico y
farmacoldgico (Arco, 2015).

Todo esto lleva a un aumento de la demanda de terapia farmacolégica para
controlar dicho padecimiento, ya que los medicamentos que se encuentran en el
mercado presentan algunos efectos secundarios y no siempre es recomendable su uso
a largo plazo, aunado a la falta de eficacia para tratar el dolor. Los tratamientos con
mayor eficacia incluyen la terapia combinada, la cual nos da mejores resultados, ya que
los efectos analgésicos se maximizan y los efectos secundarios adversos disminuyen,
logrando asi un mejor control del dolor a largo plazo (Zufiga-Romero et al., 2014). De
acuerdo con lo anterior, es importante optimizar el uso de los farmacos que actualmente
se emplean, y una posibilidad es buscar aplicaciones fuera de las indicaciones
terapéuticas, esto se basa en la probabilidad de que existan efectos pleiotropicos, lo cual
significa que el medicamento es capaz de presentar otros efectos farmacoldgicos,
diferentes al de su mecanismo principal (Hybiak et al., 2020).

Diversos medicamentos, a través del tiempo, estan revelandose como drogas
pleiotrépicas. Un ejemplo es el acido acetil salicilico (aspirina), que surgié como un
antiinflamatorio, y al que hoy en dia se le atribuyen efectos: antipirético, analgésico,
antiplaquetario, anticancerigeno, entre otros. Por otra parte, revelar efectos pleiotropicos
en un farmaco, redundaria en reducir costos a favor del paciente, particularmente, en

aquellos que usaran cronicamente el medicamento, como los pacientes con diabetes
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mellitus, hipertension arterial, enfermedades mentales, infeccion por VIH-SIDA, etc.
(Sanchez-Gavidia et al., 2019).

Los medicamentos que se encuentran en el mercado para el uso de dolor cronico,
presentan muchos efectos secundarios y adversos, aunado a la falta de eficacia para
tratar el dolor, por lo que se busca dilucidar los efectos analgésicos de medicamentos ya
existentes en el mercado, farmacos que sean capaces de presentar otros efectos
farmacoldgicos diferentes al de su mecanismo principal (Zuhiga-Romero et al., 2014).

El dolor es, en principio, un mecanismo de defensa, cuya funcién es detectar y
localizar los procesos que danan las estructuras corporales, pero es también un
fendmeno subjetivo que puede estar o no vinculado a una lesion o patologia organica.
Ademas, cuando esta vinculacion existe, la intensidad del dolor no esta necesariamente
relacionada con la gravedad de la alteracién que lo produce (Arco, 2015). El dolor crénico
es un problema de salud publica que afecta de 25 a 29 por ciento de la poblacién mundial.
El dolor cronico presenta graves consecuencias en los pacientes que lo padecen, ya que
en 1 de cada 3 personas llega ser tan fuerte que limita sus actividades. Las secuelas
mas graves son depresion, relaciones sociales interrumpidas, disminucién de las
capacidades fisicas, alteraciones del sueno, en conclusién, una mala calidad de vida.
Con base en lo anterior, el dolor crénico es la principal causa de ausencia laboral y
discapacidad a nivel mundial, generando grandes costos para los servicios de salud
(Hatch et al., 2018).
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1.1 Dolor

El dolor es un sintoma observado frecuentemente a nivel mundial, considerandose
un problema de salud publica. El dolor es la causa mas comun de discapacidad laboral
a largo plazo. Los pacientes con sintomas de dolor crénico son atendidos por diferentes
especialidades médicas y quirurgicas, siendo el dolor la causa mas frecuente de
consultas médicas de atencidn primaria.

El dolor crénico llega a causar un deterioro funcional, trastornos psicoldgicos y
alteraciones del suefio. El dolor interrumpe las actividades de la vida diaria y repercute
negativamente en las relaciones personales, por lo tanto, el dolor cronico en un problema

grave tanto médico como social (Hatch et al., 2018).

1.1.1 Definiciéon del dolor

La Asociacion Internacional del Estudio del Dolor, IASP por sus siglas en inglés,
(fundada en 1974), establece que “el dolor es una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada o similar a la asociada con un dafio tisular real o potencial” (IASP,
2020).

Como se puede ver, esta definicidn enfatiza que es una experiencia compleja que
incluye multiples dimensiones. La IASP da seis notas clave y etimologia del dolor para

un mejor contexto (Tabla 1).

Tabla 1. Notas clave y etimologia del dolor. Tomada y modificada de IASP, 2020

e El dolor es siempre una experiencia personal que esta influenciada en diversos grados por
factores bioldgicos, psicolégicos y sociales.

e El dolor y la nocicepcion son fenémenos diferentes. El dolor no puede inferirse Unicamente de
la actividad en las neuronas sensoriales.

e Através de sus experiencias de vida las personas aprenden el concepto de dolor.

o Debe respetarse el relato de una persona sobre una experiencia como dolor.

e El dolor suele tener un papel adaptativo, puede tener efectos adversos sobre la funcién y el
bienestar social y psicoldgico.

e La descripcion verbal es sélo uno de los varios comportamientos para expresar dolor; la

incapacidad para comunicarse no niega la posibilidad de que un ser humano experimente dolor.
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Se describiran unos términos que la organizacion IASP emplea para describir al
dolor de una manera mas adecuada:
Alodinia: Dolor ocasionado por un estimulo inocuo. Es importante reconocer que la
alodinia implica un cambio en la calidad de una sensacion, ya sea tactil, térmica o de
cualquier otro tipo.
Hiperalgesia: Respuesta exagerada a un estimulo doloroso, es decir, una disminucion
en el umbral de respuesta a un estimulo nocivo. La evidencia actual sugiere que es una
consecuencia de la perturbacién del sistema nociceptivo con sensibilizacion periférica o
central o ambas.
Hiperalgesia primaria: Respuesta exagerada el estimulo aplicado en el area del tejido
dafado.
Hiperalgesia secundaria: Respuesta exagerada al estimulo aplicado en areas
adyacentes o alejadas al tejido dafado.
Nocicepcion: El proceso de codificacion neural de los estimulos nocivos.
Nociceptores: Receptores de alto umbral sensorial del sistema somato-sensorial
periférico nervioso que es capaz de transducir y codificar estimulos nocivos.
Umbral de dolor: La mas minima experiencia de dolor que un sujeto puede reconocer.
Analgesia: Ausencia de dolor en respuesta a la estimulacién que normalmente seria
dolorosa, en otras palabras, es un incremento en el umbral de respuesta a un estimulo

nocivo.

1.1.2 Clasificacion del dolor

A lo largo de la historia se han ido modificando las distintas teorias o0 modelos de
dolor y su manejo. La incbmoda sensacion de dolor persiste a lo largo de la humanidad,
lo que ha hecho que el hombre haya buscado una explicacion. Existen diferentes
clasificaciones para el dolor, las mas utilizadas son por su temporalidad y lo dividen en
dolor agudo y dolor cronico; para la investigacion y el tratamiento del dolor se utiliza la
clasificacion establecida por Woolf, la cual plantea que existen 3 tipos de dolor, de
acuerdo con el origen somatico y el mecanismo fisiolégico, que son el dolor nociceptivo,

el dolor inflamatorio y el dolor patoldgico (neuropatico y disfuncional) (Woolf, 2010).
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1.1.2.1 Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo es un sistema protector fisioldgico de alerta temprana,
fundamental para detectar y minimizar el contacto con estimulos dafiinos o nocivos,
cuando hay una lesién por quemadura o un objeto punzante (Woolf, 2010). Se subdivide
en dolor nociceptivo somatico, el cual tiene su origen en estructuras como musculos,
tendones, articulaciones, ligamentos y huesos; y nociceptivo visceral, cuyo origen son
tanto las visceras huecas como las sélidas (Sanchez et al., 2014), por lo tanto es una
consecuencia de una lesion somatica o visceral (Romera et al., 2000). Se genera por la
activacion de los nociceptores A-6 y C en respuesta a un estimulo nocivo sobre los tejidos
corporales, siendo una respuesta fisioldgica a una agresién. Una caracteristica
importante es que en este tipo de dolor existe una correlacidon entre la percepcion del
dolor y la intensidad del estimulo desencadenante. La definicion de la IASP del dolor
nociceptivo dice que es un “dolor que surge de un daino real o potencial al tejido no neural
y se debe a la activacién de los nociceptores de manera aguda superando el umbral”
(Trouvin & Perrot, 2019) (Figura 1). La falta de dolor nociceptivo es un problema, como
en la enfermedad genética que provoca insensibilidad congénita al dolor con anhidrosis
(CIPA), ya que las personas terminan en automutilacion, fracturas éseas y muerte
temprana (Woolf, 2010).
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Figura 1. Los estimulos nocivos son transducidos en actividad eléctrica, en la terminal periférica de las fibras
amielinicas C y de las fibras pobremente mielinizadas Ab a través de receptores especificos y canales sensibles a
calor, estimulos mecanicos, protones y frio. Los estimulos viajan por la médula y posteriormente a vias centrales
hacia la corteza, generando la sensacidn del dolor. Modificado de Costigan & Woolf, 2000.
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1.1.2.2 Dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio también es adaptativo y protector. Después de un dafio tisular
inevitable, este dolor ayuda a curar la parte lesionada al crear una situacion que evita el
contacto y el movimiento; esto reduce el dafio adicional y promueve la recuperacion. Es
causado por la activacion del sistema inmunolégico (Woolf, 2010).

Ante una lesion, las células del sistema inmune y las células lesionadas liberan
mediadores quimicos, tales como histamina, serotonina (5-HT), bradicinina,
prostaglandinas, ATP, H+ factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), endotelinas,
interleucinas y otros, que en conjunto forman la llamada sopa inflamatoria o coctel
inflamatorio (Costigan & Woolf, 2000). Las células dafiadas liberan ATP e H*, las células
cebadas liberan aminas, 5-HT e histamina, acido araquidonico y prostaglandinas. Los
macrofagos aportan citocinas: IL-1, IL-6 y TNF. La ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) proviene
del tejido inflamado (Woolf & Ma, 2007). Los potenciales de accion de alta frecuencia
causan la liberacidon de neuropéptidos como la sustancia P, el factor neurotrofico
derivado de cerebro (BDNF) y el glutamato. La sustancia P y el péptido relacionado con
el gen de la calcitonina (CGRP), favorecen el reclutamiento de células del sistema
inmune en el tejido inflamado, contribuyendo a la sensibilizacion periférica (Woolf, 2010)
(Figura 2).

Los receptores ligados a canales idnicos al ser activados permiten el paso de
iones, dando lugar al proceso de despolarizacion y repolarizacion, y los receptores
ligados a proteina cinasa ponen en marcha los mecanismos de sefalizacién en la
cascada intracelular. Los canales de Na* sensibles a tetrodotoxina (TTX) permiten la
despolarizacion y participan en la generacion de potenciales de accion. Los canales
rectificadores tardios de K* sirven para la hiperpolarizacion, el canal de Ca** es el
principal responsable de mantener la propagacion de la seial en la sinapsis medular a
nivel central, al permitir la liberacién de glutamato, aspartato y sustancia P, estos
mediadores interactuan con los receptores AMPA y NMDA de la terminal postsinaptica y
mantienen la cadena de transmision del impulso. Como consecuencia de lo anterior, las
sefales sensoriales pueden ser percibidas como dolor. El dolor inflamatorio comienza de

manera aguda por el fendmeno de sensibilizacion periférica; sin embargo, es capaz de
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extenderse y desarrollar sensibilizacion central. Generando una amplificacion de la senal
neural dentro del sistema nervioso central desencadenando una hipersensibilidad al
dolor (Basbaum et al., 2009).
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Figura 2. Dolor inflamatorio asociado a dafio tisular, inflamacidn e infiltracion de células inmunes que activan
mediadores quimicos creando el proceso inflamatorio, lo cual modifica las propiedades de las respuestas ante los
estimulos de los nociceptores. Modificado de Scholz & Woolf, 2002.

1.1.2.3 Dolor patolégico (neuropatico y disfuncional)

El dolor patolégico no es protector, sino maladaptativo, debido a un
funcionamiento anormal del sistema nervioso. No es un sintoma sino un estado de
enfermedad del sistema nervioso, ya sea después de un dafio en el sistema nervioso,
como sucede con el dolor neuropatico o el caso del dolor disfuncional, cuando no hay
dafio ni inflamacién como la fibromialgia, la cefalea tensional, el sindrome de intestino
irritable (SIl) (Woolf, 2010). Por lo tanto, el dolor neuropatico es el resultado de una lesién
en el sistema somatosensorial, descrito como una sensacién ardiente con paroxismos
de dolor, asociado a cambios en la sensibilidad en forma de alodinia, hiperalgesia y/o
parestesias. A lo largo del tiempo el desencadenamiento del dolor por estimulos no
nocivos indica un proceso de sumacion central (Romera et al., 2000). Lo anterior se
caracteriza por ya no requerir estimulos nocivos para generar dolor, ya que el dolor puede

surgir espontaneamente en ausencia de cualquier estimulo. El sistema nociceptivo sufre
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un cambio o plasticidad enorme cuando se expone a mediadores inflamatorios y factores
del crecimiento en respuesta a la actividad de una lesion. La sumacion central ocurre
cuando hay cambios en los nociceptores, las terminaciones periféricas se sensibilizan
durante la inflamacion, los axones se vuelven hiperexcitables, generando asi potenciales
de accion espontaneos, los cuerpos celulares generan cambios dramaticos en la
expresion vy trafico de proteinas, y las sinapsis, tanto en la médula espinal como en el
cerebro pueden cambiar su reorganizacion estructural y todo esto facilita las respuestas
a los estimulos periféricos (Woolf, 2010).

La primera definicibn mecanicista para el dolor neuropatico fue establecida en
1994 por el consejo de la IASP como: "Dolor iniciado o causado por una lesion o
disfuncion primaria en el sistema nervioso". Esta definicion se cambid por una nueva en
2005, cuando apareci6 la terminologia nociceptiva. El dolor neuropatico se definié como:
"Dolor debido a una lesion o disfuncion del sistema nervioso", actualmente el dolor
neuropatico es un "dolor causado por una lesion o enfermedad del sistema nervioso
somatosensorial” (Trouvin & Perrot, 2019).

Los sindromes dolorosos son clasificados por la Asociacién Internacional para el
Estudio del Dolor como “sindrome de dolor con etiologia disfuncional” o sindromes
somaticos funcionales (Figura 3). Estos sindromes presentan el dolor como el principal
sintoma de su enfermedad como la fibromialgia, sindrome de intestino irritable, migrafa
entre otros. Estos sindromes no presentan déficit neurolégico o anomalia periférica. Por
lo tanto, el dolor se debe a una mala respuesta del sistema nervioso, dando un aumento
de la sensibilidad del aparato sensorial que amplifica los sintomas, muchos de estos
mecanismos aun no estan claros hasta la fecha. Es la situacion en la que un estimulo
nociceptivo produce mas dolor del que se produciria normalmente, debido a un aumento
de la sensibilidad dolorosa causado por un cambio plastico en las vias de conduccion del
dolor (Costigan et al., 2009). La hiperconexién sinaptica parece predominar en la mayoria
de los pacientes con dolor neuropatico periférico y central. Esto contribuye tanto a la
alodinia tactil y a la dinamica, como a la hiperalgesia secundaria (Campbell & Meyer,
2006).

El dolor patolégico crénico es un problema de salud, del cual se tienen varios tipos

de dolor como: el dolor lumbar, neuropatico, postoperatorio, la osteoartritis, la
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fibromialgia, entre otros mas; pero éste puede inducir problemas de ansiedad y depresion

en roedores y humanos, también se ha encontrado deterioro cognitivo (Zhou et al., 2019).
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Figura 3. El dolor patoldgico es un estado de enfermedad causado por dafio al tejido nervioso o por la funcidon
anormal de éste, afectando el sistema nervioso periférico (sindrome del tunel del carpo) o produciendo dafio de la
médula espinal. Modificado de Scholz & Woolf, 2002.

1.1.3 Mecanismos del dolor

Las sefales de dolor inicialmente se interpretan, luego se transmiten y al final se
establece la senal de dolor. Hay varios mecanismos que pueden producir dolor, como la
nocicepcion, la sensibilizacion periférica y la sensibilizacion central (Woolf & Ma, 2007).
Para el tratamiento del dolor se necesitan los conocimientos de como las sefales viajan

hasta generar la sensacion de dolor.

1.1.3.1 Nocicepcion

La nocicepcidén se puede definir como un conjunto de respuestas neuronales
mediante las cuales se codifican y procesan los estimulos potencialmente lesivos, ya
sean estos reales o potenciales (Loeser & Treede, 2008). El término nocicepcion fue
acufiado por Charles Scott Sherrington para distinguir el proceso fisioldgico (nervio) del
dolor (subjetivo) (Burke, 2007). El término deriva del latin nocere que significa dafar, y

se refiere a los mecanismos por los cuales el cuerpo detecta los estimulos nocivos. La
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nocicepcion tiene 4 fases fisioldgicas, que son la transduccion, la transmision, la

percepcion y la modulacion (Dubin & Patapoutian, 2010).

La transduccion es el proceso por el cual el estimulo nociceptivo se convierte
en un potencial de accién en el receptor sensorial.

La transmision es la propagacion del potencial de accion a lo largo del sistema
nervioso, desde el receptor periférico hacia la médula y estructuras supra
espinales.

La percepcion es el fendmeno por el cual la sefal nociceptiva es procesada a
nivel cortical y se transforma en la sensacion del dolor.

La modulacion es la respuesta elaborada por el sistema nervioso y permite una
amplificacion o disminucion de la sefial nociceptiva (dada por las endorfinas,
dinorfinas) en funcién de las circunstancias concretas. La modulacion en la
meédula espinal desconectada de los centros superiores, consiste en la

realizacion de respuestas reflejas (Figura 4) (Arinello et al., 2002).
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Figura 4. Los procesos de la nocicepcion y sus cuatro fases fisioldgicas: transduccion, transmision, modulacién y
percepcion. Modificado de Arinello, 2002.




La nocicepcion es una actividad aferente del sistema nervioso central y periférico,
siendo producida por la estimulacion de las terminaciones nerviosas libres
especializadas llamadas nociceptores, generando una respuesta solo por arriba del
umbral del sistema, ya sea por estimulos quimicos, mecanicos o térmicos. El primer dolor
o rapido, se describe como lancinante, dado por las fibras mielinizadas. El segundo dolor
o lento es mas penetrante e incluye el ardor, pulsaciones, calambres y recluta
componentes afectivos, dado por las fibras amielinicas. La intensidad de estas
reacciones globales determinara la intensidad del dolor, dando la importancia de evitar

situaciones dafiinas para la supervivencia y la homeostasis (Dubin & Patapoutian, 2010).

1.1.3.2 Nociceptores

El dolor se transmite por la presencia de fibras nerviosas periféricas que se unen
con las vias nociceptivas del sistema nervioso central (SNC). Estas neuronas son
pseudounipolares caracterizadas por tener un axén comun, del cual emanan las
terminales centrales y periféricas. Este tipo de neurona permite la circulacién de la
informacion y sustancias que puedan viajar en ambas direcciones. Al despolarizarse una
terminal periférica, se genera un potencial de accién gracias a la apertura de canales de
Na* dependientes de voltaje, produciéndose una conduccién ortrodrémica del impulso
hacia el terminal central, y otra antridromica que da lugar a la liberacion de sustancias
quimicas como mediadores (Woolf et al., 1998).

Los nociceptores son los receptores especializados en la deteccién de estimulos
nocivos, por lo tanto, son terminaciones periféricas de fibras aferentes primarias
sensoriales, también conocidos como neuronas de primer orden. Estos responden a
estimulos especificos y representan la primera linea de defensa contra cualquier dafio
potencial del medio ambiente. La estimulacion continua de los nociceptores produce una
descarga repetitiva de potenciales de accién y puede conducir a la disminucién del
umbral de respuesta, es decir, a la sensibilizacion (Woolf & Ma, 2007).

El rasgo distintivo de un nociceptor es su capacidad para diferenciar entre
estimulos inocuos y estimulos nocivos, los nociceptores son capaces de activarse frente

a estimulos de intensidad baja, a diferencia de los receptores no nociceptivos, los

26



nociceptores no suelen adaptarse a un estimulo; al contrario tienden a sensibilizarse, en
otros términos disminuyen el umbral a medida que el estimulo lesivo persiste, lo cual en
parte explica el fendmeno de la hiperalgesia (Cervero et al., 2003).

Morfolégicamente, los nociceptores son un grupo especial de receptores situados
al final del axén de una neurona sensorial que se activan a diferentes estimulos. Existen
dos tipos fundamentales de nociceptores en funcién de la velocidad de conduccién de
sus fibras aferentes, las fibras Ad (mielinicas) y el tipo C (amielinicas) que funcionan
como transductores bioldgicos. Son receptores especializados en la transduccion de un
estimulo nocivo ya sea quimico, mecanico o térmico en una sefal bioeléctrica. Sus
cuerpos celulares de origen se localizan en los ganglios de la raiz dorsal o en los ganglios
sensoriales de los pares craneales correspondientes, y se conocen como neuronas de
primer orden o aferentes primarios, de la via nociceptiva (Stucky et al., 2001).

Las fibras Ad poseen un diametro de 2 a 5 ym, y son axones ligeramente
mielinizados que le dan una velocidad de conduccién intermedia de 12 a 30 m/s.
Presentan un campo receptivo pequefio y canales idnicos especificos de alto umbral que
son activados por estimulos térmicos o mecanicos de alta intensidad. Estas fibras median
el dolor pasajero y punzante (Millan, 1999). Las fibras Ad se subdividen en dos tipos (I y
II). Las fibras Ad tipo | responden a temperaturas mayores a 52°C, que son detectadas
a través de los receptores TRPV2; son sensibles a capsaicina y estan presentes
principalmente en piel sin pelo. Las fibras Ad tipo Il responden a estimulos térmicos
nocivos de 40 a 45°C, son sensibles a capsaicina y éstas se expresan los receptores
TRPV1 (Basbaum et al., 2009). El incremento gradual de la temperatura provoca la
sensibilizacion de estas fibras nerviosas.

Las fibras C tienen un diametro de 0.4 a 1.2 um, con una velocidad de conduccion
baja, de 0.5 a 2 m/s. Tienen un campo receptivo mayor al de las fibras Ad y expresan los
receptores TRPV1. Estas fibras son polimodales y se activan por estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos, por lo que transmiten el dolor quemante. Las sustancias quimicas
que estimulan las fibras C son las que se producen gracias al dano celular, de la cascada
inflamatoria y mediadores inmunoldgicos. Estas fibras se activan en presencia de

sustancias como la bradicinina, la histamina, la acetilcolina, la 5-HT, los iones hidrégeno,
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etc. Corresponden a aproximadamente el 70% de todos los nociceptores (Stucky et al.,
2001).

Cuando se produce una lesion superficial en la piel, se perciben dos clases de
dolores: uno inicial, rapido, de corta duracion, bien localizado, debido a la actividad de
las fibras A, llamado dolor primario y, otro, de aparicion mas tardia, lento, persistente y
difuso, debido a la actividad de las fibras C, llamado dolor secundario (Moreno & Prada,
2004). No todos los 6rganos internos tienen inervacién nociceptiva, como el cerebro
(Romera et al.,, 2000). Los nociceptores pueden clasificarse funcionalmente como:
mecano-nociceptores, termo-nociceptores y polimodales (Figura 5) (Basbaum et al.,
2009).

’ Ganglio de la raiz dorsal [ Cuerno dorsal l
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Propioceptores

Figura 5. Tipos de receptores y su recorrido. El dolor y la temperatura son percibidos por los nociceptores AS y C
(rojo) se proyectan a las ldaminas | y Il. El tacto es mediado por los mecanorreceptores AR (verde) se proyectan a las
laminas Ill, IV y V. La propiocepcién esta mediada por las neuronas sensoriales Aa (azul) se proyectan a lamina V a
VIl y las motoneuronas también se conectan directamente al musculo en la periferia para impulsar movimiento
(rosa). Modificado de Caspary & Anderson, 2003.

1.1.4 Fisiopatologia del dolor

Desde el punto de vista neurofisiolégico, la percepcion del dolor precisa de la
participacion del sistema nervioso central (SNC) y del sistema nervioso periférico (SNP).
El dolor desencadena una serie de reacciones en ambos sistemas que permite la

percepcion del mismo, con la finalidad de disminuir la causa y limitar las consecuencias.
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Los mensajes nociceptivos son transmitidos, modulados e integrados en diferentes
niveles del sistema nervioso; y van desde la periferia por via medular a centros superiores

(tdlamo, cortex) (Romera et al., 2000).

1.1.4.1 Vias centrales del dolor

Los nociceptores utilizan dos vias para transmitir las sefiales hacia el sistema
nervioso central. La via del dolor rapido agudo y la via del dolor lento cronico. Las sefiales
del dolor rapido agudo nacen con los estimulos dolorosos de tipo mecanico o térmico.
Su transmisién sigue los nervios periféricos hasta la médula espinal a través de las fibras
tipo Ad. El dolor lento cronico se suscita a través de estimulos mecanicos o térmicos
persistentes; este dolor llega a la médula espinal por medio de las fibras tipo C (Romera
et al., 2000).

Gracias a este sistema de inervacion para el dolor, donde un estimulo lesivo
genera una sensacion dolorosa, un dolor rapido agudo llega al cerebro, seguido mas o
menos 1 segundo después por un dolor lento. Asi el dolor rapido agudo informa a gran
velocidad sobre la lesion, para que la persona reaccione de inmediato, retirandose del
estimulo. El dolor lento produce la sensacion de dolor intolerable y obliga a buscar mitigar
el dolor (Guyton & Hall, 2016).

Las aferencias primarias utilizan neurotransmisores y neuromoduladores, algunas
ocasiones, se liberan conjuntamente para la primera sinapsis. Entre los
neurotransmisores mas conocidos estan la sustancia P, la somatostatina, la
colecistocinina (CCK), el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la bombesina, la
vasopresina, aminoacidos como el glutamato, el N-Metil-D-aspartato, monoaminas
(serotonina y noradrenalina), la acetilcolina, y el acido gamma-aminobutirico (GABA)
(Romera et al., 2000). Las fibras aferentes hacen sinapsis en 3 tipos de neuronas: a)
neuronas con proyeccion supraespinal, b) neuronas propioespinales, y c) interneuronas
medulares inhibitorias o excitatorias (Goicoechea & Martin, 2006).

En las sinapsis del asta dorsal de la médula espinal, se liberan diferentes
neurotransmisores que actuan sobre numerosos receptores. Los potenciales excitadores

rapidos inducen la liberacion de glutamato y trifosfato de adenosina (ATP) de la neurona
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presinaptica. Los potenciales de excitacidon lentos inducen la liberacion de glutamato y
sustancia P. Sobre este punto, la liberacién de neurotransmisores se encuentra inhibida
por:
a. Las interneuronas GABAérgicas que actuan sobre receptores GABAA y
GABAB. Esto permite la entrada de cloro hiperpolarizando la neurona.
b. Neuronas descendentes que liberan opioides y 5HT, los cuales disminuyen
las respuestas glutamatérgicas mediadas por receptores AMPA.
c. Neuronas descendentes que producen noradrenalina y acetilcolina,
potenciando la liberacion de GABA (Moore et al., 1996)

1.1.4.2 Vias ascendentes del dolor

El neurocientifico sueco Bror Rexed en 1952 investigd la disposicion de las
neuronas en la sustancia gris de la médula espinal de gato. Determiné que ésta se
agrupa en 10 laminas, que histéricamente se conocen como Laminas de Rexed. El las
clasifico de tal manera que las laminas I, Il, lll y IV funcionaban formando una unidad
funcional encargada de la sensibilidad al dolor, temperatura, tacto y presion. La zona
mas dorsal del asta, corresponde a las laminas V y VI que se relacionan con la
sensibilidad propioceptiva, recibiendo la sensibilidad de estructuras derivadas del
mesodermo (huesos, musculos, articulaciones y ligamentos), e informacién relacionada
con posicion, movimiento y equilibrio. La lamina VIl corresponde a la base del asta dorsal,
teniendo conexiones con el cerebelo y con el mesencéfalo. La zona intermedia de la
sustancia gris esta relacionada con el canal central de la médula, detectando la
sensibilidad interoceptiva (proveniente de érganos internos). La lamina X se relaciona
con la actividad motora (Wall, 1967).

Los estimulos nociceptivos se detectan por los nociceptores y se transmiten a
través de las fibras Ad y C hacia la sustancia gelatinosa del asta dorsal en la médula
espinal; las fibras Ad llegan a las laminas | y Il, mientras que las fibras C llegan a las
laminas Il, Il y V (D’Mello & Dickenson, 2008).

La primera sinapsis de la via de la nocicepcidon se halla en el asta dorsal de la

médula espinal o en los nucleos sensoriales de los pares craneanos correspondientes
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(Moreno & Prada, 2004). El primer nivel de integracion en el SNC y su modulacion por
las interneuronas espinales, dirige la informacién a través de las vias ascendentes y la
elaboracién de respuestas reflejas. A este nivel también se ejerce el control eferente a
través de las vias descendentes. Desde el punto de vista neurofisiolégico, dos grupos de
neuronas son activadas en el asta dorsal por las mismas fibras, las neuronas especificas
y las neuronas de rango amplio y dinamico o de convergencia (Romera et al., 2000).

Las neuronas nociceptivas de segundo orden (NNSO) se localizan en las laminas
| y Il. Hacen sinapsis con fibras A y C, se dividen en dos clases: las neuronas
nociceptivas especificas que responden solamente a estimulos nocivos y las neuronas
de rango amplio y dinamico (WDR) que pueden responder tanto a estimulos mecanicos
nocivos como no nocivos. Las laminas Il y IV contienen neuronas que responden a
estimulos no nocivos, provenientes de fibras AR. Las neuronas de la lamina V son,
basicamente, neuronas de rango amplio y dinamico que reciben informacion de fibras
AR, Ad y C. Finalmente, las neuronas de la lamina VI reciben impulsos mecanicos no
nocivos provenientes de musculos y articulaciones (Moreno & Prada, 2004).

La informacién sobre una lesion tisular se transmite de la médula espinal al
encéfalo a través de cinco vias ascendentes principales: espinotalamica, espinoreticular,
espinomesencefalica, cervicotalamica y espinohipotalamica. La mayor parte de las vias
ascendentes contiene axones de neuronas nociceptivas (Wall, 1967).

La mayoria de las proyecciones neuronales cruzan la linea media por la comisura
gris anterior y van al cuadrante antero-lateral y contralateral, el fasciculo ascendente
cruzado de Dejérine. Los axones de las neuronas del asta dorsal forman las vias
ascendentes:

a) Fasciculo espino-talamico: es la via nociceptiva ascendente mas destacada de
la médula espinal. Este sale del cuadrante antero-lateral contra-lateral que recoge los
estimulos nociceptivos hacia el talamo. Comprende los axones de las neuronas
especificas de la nocicepcion y de amplio rango dinamico de las laminas | y V-VII del
asta dorsal posterior. Estos axones se proyectan al lado contralateral de la médula
espinal y ascienden a la sustancia blanca anteroexterna hasta llegar al talamo. La

estimulacién eléctrica del haz espinotalamico provoca dolor, mientras que la lesidon de
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éste induce reduccion de la sensibilidad dolorosa en el lado opuesto al de la lesion
medular.

b) Fasciculo espino-reticular: esta formado por los axones de las neuronas de las
laminas VIl y VIIl. Emerge del cuadrante antero-lateral y homo-lateral; los mensajes
nociceptivos se proyectan sobre la formacién reticular del tronco cerebral como el talamo.
En contraste con el haz espinotalamico, muchos de sus axones no cruzan la linea media.

c) Fasciculo espino-ponto mesencefalico: comprende los axones de las neuronas
de las laminas | y V. Se proyectan los mensajes en las estructuras del tronco cerebral (la
sustancia gris periacueductal) en la regidén dorso-lateral del puente.

d) Fasciculo cervicotaldmico: surge de neuronas del nucleo cervical externo,
localizado en la sustancia blanca externa de los dos segmentos cervicales superiores de
la médula espinal. El nucleo cervical externo recibe sefales de las neuronas nociceptivas
de las laminas lll y IV.

e) Fasciculo espinohipotalamico: comprende los axones de las neuronas de las
laminas |, V y VIII. Se dirige directamente a los centros de control autbnomo supraespinal
y se piensa que activa respuestas neuroendocrinas y cardiovasculares complejas en la
integracion de la respuesta en los centros superiores (Schultz, 2001).

Los centros superiores implicados en la nocicepcién estan formados por la
formacion de reticulo bulbar, la formacion reticulo mesencefalica, las estructuras
talamicas y el cortex cerebral. La zona reticular bulbar es el lugar de control e interaccion
de diversos sistemas que integran la vigilancia, respiracién, funcién cardiovascular,
motricidad y nocicepcion. El reticulo mesencefalico es la interfase entre los mecanismos
del dolor y los relacionados con la amigdala y el hipotalamo, que se involucran con las
reacciones emocionales, comportamentales y neuroendocrinas. Las estructuras
taldmicas donde convergen numerosas vias, como la via ventro-postero-lateral,
participan en la transmisién de informacién y analisis de estimulos relacionados con la
intensidad, duracion y localizacion. El cortex cerebral depende de la discriminacion de
las diferentes sefiales (Romera et al., 2000).
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1.1.4.3 Vias descendentes del dolor

En la teoria de la compuerta de Wall y Melzack se propone la existencia de un
sistema capaz de modular el dolor. Hoy se sabe que los centros supraespinales influyen
en el procesamiento nociceptivo del asta dorsal a través de vias descendentes (Millan,
2002). Una parte importante es la sustancia gris periacudectual, de ahi emergen y llegan
proyecciones del hipotalamo, nucleo parabraquial, nucleo del tracto solitario y estructuras
cortico limbicas incluyendo la corteza frontal, la amigdala y el talamo. De la sustancia
gris se proyectan neuronas hacia la parte baja del tallo cerebral en la médula rostral
ventromedial, y al nucleo del magnus raphé que transmite el impulso por las fibras del
cordon dorsolateral de la médula espinal; formando asi conexiones sinapticas
interneuronales del asta dorsal, las cuales también inhiben la descarga de las neuronas
espinotalamicas (Vanderah, 2007).

Control descendente por las vias encéfalo-espinales

El asta posterior es el gran modulador, encontrando fibras periféricas y centrales
que, proyectandose a las neuronas de conduccion, modifican su actividad. EI GABA
inhibe la excitacion neuronal. La estimulacion serotoninérgica puede producir dolor. Las
catecolaminas producen analgesia. Los péptidos opioides enddgenos (POE), como las
betaendorfinas, actuan como neuromoduladores. El dolor sdélo aparece tras la
modulacién de la nocicepcion a nivel periférico, medular, supraespinal y los mecanismos
moduladores tienen un papel de filtro y de amplificacion.

Las neuronas nociceptivas de segundo orden (NNSO) pueden sufrir cambios
funcionales duraderos. Después de una estimulacion repetida y persistente, las neuronas
pueden aumentar progresivamente su respuesta. La hiperexcitabilidad de las neuronas
nociceptivas de segundo orden, se denomina sensibilizacién central (Moreno, 2004). En
ocasiones, al cesar el estimulo nociceptivo, persisten fenémenos de reduccion del umbral
del dolor, lo cual se llama alodinia, y el aumento a la respuesta a estimulos nociceptivos

se llamara hiperalgesia (Pedrajas, 2008).
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1.1.5 Sensibilizacién

En un proceso de daio en el tejido periférico incrementa la intensidad del dolor en
respuesta a un estimulo lesivo (hiperalgesia) e induce dolor después de estimulos
inocuos (alodinia) (Sasaki et al., 2006). Existen 2 tipos de hiperalgesia: la que se presenta
en el sitio de lesion, llamada hiperalgesia primaria y la secundaria, que se presenta en
los sitios adyacentes o alejados del area lesionada, involucrando mecanismos periféricos
y centrales. La hiperalgesia primaria puede ser provocada por estimulos tanto térmicos
como mecanicos, generando sensibilizacion de las fibras aferentes primarias (Cervero et
al., 2003; Treede et al., 1992). La hiperalgesia secundaria es provocada por estimulos
mecanicos alterando los procesos amentando la excitabilidad en la médula espinal y el
cerebro (sensibilizacion central) (Costigan & Woolf, 2000; Sasaki et al., 2006; Woolf &
Ma, 2007).

La sensibilizacion periférica representa una forma de plasticidad de las fibras
aferentes primarias. La sopa inflamatoria provoca una reduccion del umbral de activacién
de las fibras aferentes primarias y aumentan su capacidad de respuesta, los estimulos
de baja intensidad pueden acceder a la via nociceptiva y producen dolor (Woolf & Ma,
2007).

La sensibilizacidon central es otra forma de plasticidad cerebral en el sistema
somatosensorial donde algunas lesiones tisulares accionan un aumento de la
excitabilidad de las neuronas de la médula espinal, esto es originado por acumulacion
de potenciales sinapticos subumbrales, estimulando receptores NMDA. Esta plasticidad
modifica la sensibilizacion del SNC, alterando las funciones quimicas, electrofisiologicas
y farmacoldgicas, generando una percepcion exagerada de los estimulos (hiperalgesia
o alodinia). El cerebro se encuentra en un estado de alerta permanente y reacciona de
forma exagerada a los estimulos, incluso no dolorosos, magnificando asi la informacién
sensorial que llega del medio externo (Graven-Nielsen & Arendt-Nielsen, 2002;
Winkelstein, 2004; Woolf, 1983; Woolf & Ma, 2007).
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1.1.6 Alodinia e hiperalgesia

En situaciones patoldgicas, la activacion de nociceptores llevara a dos tipos de
estados de dolor: alodinia e hiperalgesia. La alodinia es una percepcion anormal del
dolor, debido a un estimulo que normalmente no provoca dolor. Viene del griego Allo que
significa “otro” y Odynia con significado similar a la raiz griega -algia: Un estimulo que
conduce a una respuesta inesperadamente dolorosa (IASP, 2021). En la alodinia hay
una peérdida de la especificidad de la modalidad sensitiva. Hay alodinia mecanica y
alodinia térmica, segun el estimulo utilizado. La alodinia mecanica se divide a su vez en
estatica, si se aplica un solo estimulo, como la presion manual leve que causa un dolor
sordo pesado y dinamica, por la aplicacién repetida de estimulos suaves o por el paso
suave sobre la piel de un cepillo, gasa o algoddn, que origina un dolor agudo superficial
(Figura 6). La alodinia térmica puede ser al frio o al calor. Se desencadena un dolor
urente, que se puede comparar con otra region de piel no afectada y puede persistir mas
alla de la aplicacion del estimulo (Loeser & Treede, 2008).

La hiperalgesia significa una respuesta exagerada a un estimulo doloroso, es
decir, una hipersensibilidad al dolor. Esto se puede lograr por varios mecanismos, como
la aplicacion repetida de estimulos nocivos, donde los nociceptores cercanos que no
responden previamente a los estimulos acaban por hacerlo, lo cual lleva a una
sensibilizacién. La sensibilizacion de los nociceptores tras una lesién o inflamacion libera
diversas sustancias quimicas de las células y tejido dafiado, como la bradicinina, la
sustancia P, la serotonina, la histamina, las prostaglandinas, los leucotrienos, el ATP y
la acetilcolina (Romera et al., 2000). Las posibles causas de este fendbmeno son las
siguientes:

¢ Una sensibilidad excesiva de los receptores del dolor en el sitio de la lesién,
lo que se conoce como hiperalgesia primaria.

e La facilidad de transmisién sensitiva en sitios adyacentes o lejanos, lo que
se llama hiperalgesia secundaria.

El claro ejemplo de hiperalgesia primaria se da en la quemadura por el sol en la
piel, donde se da una sensibilizacion de las terminaciones cutaneas al dolor, por las

sustancias liberadas por la quemadura como la histamina, las prostaglandinas y otras.
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La hiperalgesia secundaria se debe a lesiones en la médula espinal o en el tdlamo. Los
impulsos generados en los nociceptores en la zona lesionada o inflamada evocan
cambios centrales que, a su vez, producen una hiperalgesia secundaria (Torebjork et al.,
1992).

Hiperalgesia
\;:\

Respuesta

< normal al dolor

Alodinia

Intensidad del dolor

&

Intensidad del estimulo

Figura 6. Diagrama que ilustra los cambios en la sensacion de dolor inducida por una lesién. Modificado de Cervero
& Laird, 1996.

Los cambios estan disparados por los impulsos que llegan desde los nociceptores
que inervan la zona lesionada y se mantienen debido a la mayor actividad de los
nociceptores a causa de su sensibilizacion. Este proceso es llamado sensibilizaciéon
central, por analogia a la sensibilizacion periférica, que se mantiene en el lugar donde
ocurrio la lesion, e implica un aumento en la capacidad de excitacidén de las neuronas de
segundo orden en la médula espinal y en las zonas supraespinales, aunado a un cambio
radical en la activacion sensorial de las fibras aferentes de bajo umbral que va desde el
tacto al dolor. Algunos datos experimentales han demostrado que la actividad intensa o
persistente en los nociceptores periféricos conduce a una mayor capacidad de respuesta

de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Cervero & Laird, 1996).

1.2 Tratamiento del dolor

1.2.1 Tratamiento del dolor inflamatorio

La disminucion de la sensacion de dolor se conoce como analgesia. Para que la
analgesia se presente se deben activar ciertos sistemas enddgenos, que ayudaran a que

estos procesos dolorosos no interfieran con las funciones corporales normales. Los
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farmacos utilizados para poder alcanzar este objetivo se conocen como analgésicos
(Lipp, 1991).

El objetivo fundamental de la terapia analgésica es aliviar el dolor en reposo y
durante el movimiento con la menor cantidad posible de efectos colaterales, pero
mantener a la persona lucida y consciente durante el dia, sin afectar su ciclo circadiano.

Evidentemente, la busqueda de nuevos farmacos con actividad analgésica sigue
en aumento, esto se logra a través de las dilucidaciones de los mecanismos del dolor,
teniendo como objetivo final encontrar farmacos mas eficaces que ayuden a mejorar la
calidad de vida de aquellos que sufren de dolor.

La escalera analgésica de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), o escalera
terapéutica del dolor, fue establecida desde 1984 en la Convencion en Ginebra. Ellos
encontraron un modelo de como manejar el dolor por pasos o escalones, que se iran
subiendo de acuerdo a la severidad del dolor y la etiologia del mismo. En el escalon
numero 1 se encuentra el manejo para el dolor leve, el tratamiento de eleccién son los
anti-inflamatorios no esteroideos (AINESs), se puede agregar adyuvantes como la cafeina.
Para el dolor leve a moderado en el escalon 2, se manejan los AINEs + adyuvantes y se
pueden incluir opioides leves como codeina. En el escalon 3, con el dolor severo, su

manejo es con opioides potentes como la morfina (Figura 7) (WHO, 1990).

Escala analgésica de la O.M.S.
Escalén IV
Escalén I
Escalon Il
Escalén | Opioides
Opioides potentes Métodos
Analgésicos débiles + Invasivos +
no opioides + Coanalgésicos Coanalgésicos
+ Coanalgésicos +
Coanalgésicos + Escalon |
------------------- Escalén |
Paracetamol =~ ---------eneeeeenas -
AINE - Morfina
Metamizol Codeina Oxicodona
Tramadol Fentanilo
Metadona
Buprenorfina

Figura 7. Escala analgésica de la OMS (modificada 2005).
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1.2.2 Tratamiento del dolor neuropéatico

El tratamiento del dolor neuropatico es multidisciplinario considerando la
comorbilidad asociada, la edad avanzada en algunos pacientes, y la presencia de crisis
de ansiedad y depresion. Los analgésicos convencionales, como los AINEs y los
opioides, ofrecen un efecto terapéutico limitado. Por lo tanto, se ha propuesto el uso de
otro tipo de farmacos, como antidepresivos y anticonvulsivantes, con un éxito relativo,
por la presencia de efectos adversos intolerables para los pacientes (Rey, 2013). El
algoritmo de atencioén basica para el dolor neuropatico abarca 4 grupos de farmacos
clasificados de acuerdo a su sitio y mecanismo de accion. En el primer escalon se
encuentran los antiepilépticos (carbamazepina, topiramato) y se puede agregar al
tratamiento los antidepresivos (sertralina, duloxetina), en caso de haber dolor mixto se
agregan AINEs. En el segundo escalon se usa lo anteriormente mencionado,
adicionando opioides débiles como el tramadol. En el tercer escaldn se encuentra lo
anteriormente mencionado, solo cambiando opioides débiles por opioides potentes como
la morfina. En el cuarto escalon se encuentran las técnicas analgésicas para el dolor

refractario a tratamiento como el bloqueo neural (Figura 8) (Rey, 2013).

Antiepilépticos
+/-

Antidepresivos

AINE si hay dolor
mixto

Figura 8. Escala analgésica para dolor neuropatico. Modificado de Rey, 2013.

Antiepilépticos
+/-
Antidepresivos
+/-
Opioides débiles
(tramadol)

AINE si hay dolor
mixto

Antiepilépticos
+/-
Antidepresivos
+/-
Opioides potentes
(morfina,
buprenorfina)

AINE si hay dolor
mixto
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1.2.3 Tratamientos combinados

En busca de una solucién para el problema de salud del dolor en la poblacién, se
desarrollan fuentes terapéuticas efectivas y nuevas combinaciones tanto para el manejo
del dolor nociceptivo como del dolor neuropatico.

La combinacién de analgésicos ofrece varios beneficios potenciales, comparado
con un solo farmaco. La combinaciéon de analgésicos en una sola presentacion
farmacéutica, podria facilitar la prescripciéon por el médico y lograr un buen apego al
tratamiento por el paciente, ya que reduce la cantidad de medicamentos para tratar el
dolor. Combinar farmacos con diferentes mecanismos de accion, ampliaria la cobertura
de diferentes tipos de dolor, al mismo tiempo se podria potencializar el efecto
farmacologico.

La coadministracion de farmacos, los cuales pueden tener o no diferentes
mecanismos de accion, proporciona cobertura multimodal de un amplio espectro de
dolor, permitiendo que los agentes individuales interactuen, obteniendo 3 tipos de
interaccién farmacodinamica:

a. Aditiva: esta situacion se obtiene después de la coadministracion de
farmacos y el resultado es la simple suma algebraica de los efectos
individuales de cada uno de los farmacos combinados.

b. Subaditiva o antagdnica: en este caso, la accién resultante de la
coadministracion de los farmacos es menor a la suma de cada uno de los
agentes individualmente.

c. Sinérgica, supraaditiva o superaditiva: el efecto obtenido es
significativamente mayor a la suma de los efectos por separado de cada
droga combinada. En este tipo de combinacién se logran reducir las dosis
de los farmacos y asi disminuir los efectos adversos que estos poseen,
manteniendo la eficacia (Brunton et al., 2007).

El efecto sinérgico de la combinacion de los farmacos favorece el uso de dosis
mas pequenas, se puede obtener una mejor respuesta y al mismo tiempo disminuir la
incidencia de efectos adversos individuales, mejorando los perfiles de seguridad
(Ortega-Varela, 2014).
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La OMS vy otras organizaciones médicas recomiendan ampliamente el uso de
terapias combinadas para el manejo del dolor. Si dos farmacos actuan juntos, producen
un efecto combinado que es consistente con sus potencias individuales, logrando un
efecto aditivo, es decir, las dosis menores de cada componente de la combinacién
mantienen el efecto pero disminuyen los riesgos (Tallarida, 2016). En las combinaciones
de farmacos donde uno de ellos carece de eficacia analgésica como agente individual,
al combinarse se pueden potenciar los efectos analgésicos del otro farmaco (Suarez-
Mendez et al., 2017). La presencia de sinergismo ha quedado demostrada con varios
trabajos experimentales, donde se combinan analgésicos diferentes (Granados-Soto et
al., 2005), como la combinacién de metamizol-gabapentina (Ortega-Varela et al., 2009),

o la combinacion de ketorolaco-trometamina (Cervantes-Duran, et al., 2021).

1.2.3.1 Andlisis isobolografico

El estudio de la interaccién entre dos sustancias activas se ha realizado utilizando
el analisis isobolografico, una estrategia utilizada en farmacologia que ha dado lugar a la
combinacién 6ptima de farmacos de uso clinico. Este método ofrece una evaluacion
rigurosa de la interaccion entre dos sustancias activas, ya que permite definir una simple
adicién de los efectos individuales (efecto aditivo), una atenuacion (efecto subaditivo) o
un sinergismo (efecto superaditivo) entre ellas. Lo anterior se realiza mediante la
construccion de un isobolograma, que es una grafica en coordenadas rectangulares de
pares de dosis o concentraciones (A y B) de las sustancias respectivas que producen un
nivel determinado de efecto (por ejemplo 50 % del efecto) cuando se aplican en forma
conjunta. Se seleccionan las dosis del farmaco A y el farmaco B (cada uno por si solo)
gue dan este efecto y se trazan como puntos axiales en un grafico cartesiano (Figura 9)
(las dosis se indican con letras que corresponden a los respectivos farmacos). La linea
recta que une Ay B es el lugar de los puntos (pares de dosis) que produciran este efecto
en una combinacion simplemente aditiva. Esta linea de aditividad permite una
comparacién con el par de dosis real que produce este nivel de efecto
experimentalmente. Cabe destacar que algunas combinaciones de dosis pueden ser

subaditivas (R), mientras que otras son superaditivas (Q) o aditivas (P) (Tallarida, 2001).

40



Dosis B

A/A
0 I 1 1 1
0 5 10 15 20
Dosis A

Figura 9. Isobolograma para algun efecto particular (por ejemplo, 50% del maximo) en el que la dosis del farmaco A
solo es 20 y el farmaco B solo es 100. La linea recta que conecta estos puntos de intercepcion (linea de aditividad)
es el lugar de todos los pares de dosis que, basandose en estas potencias, deberian dar el mismo efecto. Un par de
dosis real como el punto Q alcanza este efecto con cantidades menores y es superaditivo (sinérgico), mientras que
el par de dosis denotado por el punto R significa que se requieren mayores cantidades y, por lo tanto, es subaditivo.
Un punto como el P que aparece por debajo de la linea probablemente sea simplemente aditivo. Se requiere un
analisis estadistico adecuado para demostrar la naturaleza de la interaccion. Tomado y modificado de Tallarida,
2001.

1.3 Farmacos antidiabéticos

La Federacion Internacional de la Diabetes (FID) estima que en el 2019 habia 463
millones de personas con diabetes mellitus (DM) y que esta cifra puede aumentar a 578
millones para el 2030. La neuropatia ocurre en el 50-70% de los pacientes y el dolor se
manifiesta en mas del 35 % de los pacientes diabéticos (Di Lorenzi et al., 2020; INEGI,
2021).

El dolor neuropatico periférico diabético es de dificil manejo, ya que los
tratamientos existentes son ineficientes. Por lo tanto, se necesitan nuevos tratamientos
eficientes, seguros y dirigidos a las moléculas especificas en la patologia nerviosa
periférica, y a proteinas involucradas en dolor. A la metformina, un farmaco antidiabético,
, que tiene un mecanismo de accion sobre la activacion de la proteina cinasa activada
por monofosfato de adenosina (AMPK), se le han atribuido efectos benéficos sobre la
reduccion de la obesidad, en la proteccion cardiaca y en procesos inflamatorios en

modelos de dolor agudo y crénico (Zhou et al., 2001; Hundal & Inzuchi, 2003).
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1.3.1 Metformina

La metformina forma parte de la familia de las biguanidas, que proceden de la
guanidina, un derivado de la Galega officinalis, planta que se ha usado desde la época
medieval para el tratamiento de la diabetes. Se introdujo a finales de la década de 1950,
por mas de 60 afios este farmaco ha sido el antidiabético oral mas prescrito del mundo,
siendo el medicamento de primera eleccidon y en la primera linea de esquema de
tratamiento (Rodulfo et al., 2017), ya que disminuye la gluconeogénesis y aumenta la
recaptacion de glucosa en el musculo. Ademas, se le han encontrado o atribuido mas
beneficios a su uso, por ejemplo en 1998 se realizaron varios estudios sobre los diversos
efectos de la metformina, en pacientes con sobrepeso y obesidad, higado graso,
cardiovascular y cancer (Augusto et al., 2019).

Propiedades y acciones de la metformina: La metformina es una molécula
hidrofilica basica, cuya difusidén pasiva a través de la membrana celular es muy limitada.
Su absorcion ocurre por el intestino delgado a través de los receptores de monoaminas
de la membrana plasmatica y se excreta sin cambios en la orina. Su paso al espacio
intracelular es dado por los transportadores de cationes organicos (OCT), que estan
divididos en 5 subtipos; el OCT1 y el OCT3 estan implicados en la funcion antidiabética
porque estan localizados principalmente en los hepatocitos (Rodulfo et al., 2017).

En el 2001, Zhou y colaboradores reportaron que la activacion de la proteina
cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK) estaba asociada con los efectos
pleiotrépicos de la metformina. La AMPK es una enzima serina / treonina heterotrimérica
compuesta por una subunidad a catalitica y dos subunidades reguladoras (B3, y). Hay
doce combinaciones posibles del complejo afy AMPK heterotrimérico. Actualmente, dos
cinasas explican la activacion fisiologica de AMPK: la cinasa hepatica B1 (LKB1) y
la proteina cinasa 2 dependiente de Ca ++/ CaM (CaMKK2). La AMPK se activa por
fosforilacién en la treonina 172 en la subunidad a-catalitica por LKB1 (Baeza-Flores et
al., 2020). La AMPK actua como medidor del estado de energia celular sistémica y
participa en la protecciéon de las funciones celulares en condiciones de bajo valor
energético. Es activada por el incremento en la proporcion AMP-ATP (adenosin

monofosfato - adenosin trifosfato), que cambia cuando hay desequilibrio en la produccion
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y el consumo de ATP. Cuando el AMP se une a una de las subunidades de la AMPK se
genera un cambio conformacional molecular que inhibe la desfosforilacion en el sitio de
activacién de la subunidad alfa de esta molécula. Las vias catabdlicas que aumentan la
cantidad de ATP (ejemplo: consumo de glucosa y glucdlisis) se activan por la enzima
AMPK, mientras que las vias anabdlicas consumidoras de ATP y otros procesos no
esenciales (ejemplo: sintesis de proteinas, gluconeogénesis) se desactivan (Rodulfo et
al., 2017). Los principales efectos metabdlicos de la metformina son: hipoglucemiante,
protector antidiabético, antiobesidad, antilipidémico, hepatoprotector y cardioprotector
(Rodulfo et al., 2017; Zhou et al., 2001).

Estudios iniciales han sugerido la activacion de la proteina cinasa activada por
AMP (AMPK) como un mecanismo importante que media los efectos inducidos por la
metformina, otros estudios han demostrado que la metformina actua a través de
mecanismos tanto dependientes de AMPK como independientes de AMPK. La
investigacion que tiene como objetivo el reposicionamiento de la metformina como
farmaco analgésico se ve estimulada por la observaciéon de que también se ha
demostrado que la AMPK desempefia un papel en el procesamiento nociceptivo. La
activacién de esta enzima regula negativamente muchos eventos de sefalizacion a
través de la fosforilacion de moléculas clave involucradas en el procesamiento
nociceptivo tanto en el sistema nervioso central como en el periférico. También se ha
demostrado que la respuesta nociceptiva en algunos modelos de dolor es inhibida por
los activadores de AMPK, incluida la metformina (Augusto et al., 2019).

En varios estudios anteriores (Ge et al., 2018; Inyang et al., 2019; Russe et al.,
2013; Zhou, G., Myers et al., 2001) se evaluo el efecto de la metformina en varias rutas
de la activacion de AMPK, donde al activarse la AMPK se inhibe el complejo de
rapamicina 1 (mTORC1) dependiente de la fosforilacién de la proteina p70 ribosomal S6
quinasal (p70S6K1) y fosfatidilinositol 3-quinasa / proteina quinasa B (P13-K) / via de
sefializacion Akt. La metformina inhibié la formacién del factor de iniciacion de la
traduccion eucariota 4F (elF4F), y produjo reduccién de los niveles elevados de citocinas
(interleucina-1B y TNF-a), suprimiendo la expresion del transductor de sefial y activador

de la transcripcion 3 (p — STAT3) (Baeza-Flores et al., 2020). De esta forma explicando
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su efecto antinociceptivo, tanto para la nocicepcion aguda como para la hiperalgesia
secundaria.

Entre los efectos secundarios por el uso de metformina en pacientes se han
encontrado trastornos digestivos, como diarrea, también su consumo se asocia a
deficiencia de vitamina B12 (Rodulfo et al., 2017; Ahmed et al., 2016).

1.4 Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona sintetizada vy
secretada por la glandula pineal. La funcion principal de la melatonina secretada por la
glandula pineal es transmitir la informacién de los ciclos diarios de luz y oscuridad al
organismo, dado por el patron de secrecion durante la oscuridad, mandando asi la
informacion de la duracion de la noche, desempefiando un papel en la regulacién del
ciclo de sueno-vigilia. Esto es util para los organismos que responden a cambios en el
fotoperiodo, como los ritmos circadianos o estacionales (Cardinali & Pévet, 1998).

Esta hormona se encuentra en todas las especies animales, incluyendo al
hombre, se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano, que es tomado de la circulacion y
convertido en serotonina, la actividad secuencial de las enzimas: serotonina-acetil-
transferasa y de la hidroxiindol-O-metiltransferasa convierten a la serotonina en
melatonina (Reyes-Prieto et al., 2009). Ya formada ésta se difunde por los capilares
sanguineos y el liquido cefalorraquideo, llegando al tercer ventriculo y después a los
ventriculos laterales. Gracias a la facilidad de la melatonina de atravesar las membranas
biologicas, en el sistema nervioso central alcanzara concentraciones mas altas que en
otros tejidos del organismo. Las concentraciones de melatonina en el liquido
cefalorraquideo son 10 veces mas altas que la concentracion sanguinea de melatonina
de manera simultanea (Reiter & Tan, 2002; Tricoire et al., 2002).

La melatonina esta involucrada en una amplia variedad de funciones como la
regulacion circadiana y estacional, el ciclo del suefio, en el sistema inmune estimulando
la produccién y actividad de las células T y las células natural killer (NK), asi como
regulando los factores de sefializacién de la respuesta inmunitaria, la inhibicién del
crecimiento tumoral, regula la temperatura corporal, la regulacion de la presién arterial y

atrapamiento de radicales libres (Tricoire et al., 2002); encontrando efectos
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antinociceptivos, antidepresivos, ansioliticos, antineéfobos, reguladores de la actividad
locomotora, neuroprotectores, efectos antiinflamatorios, retinianos, vasculares,
antitumorales y antioxidantes (Ambriz-Tututi et al., 2009).

La melatonina participa en muchas de estas acciones a través de mecanismos
mediados por receptores de membrana acoplados a proteinas Gi y receptores nucleares
especificos de la familia RZR/ROR. Los receptores asociados con la melatonina son los
siguientes: 1) Receptor de melatonina tipo 1a: MT1 (en la membrana celular), 2) Receptor
de melatonina tipo 1b: MT2 (en la membrana celular) 3) MT3 o quinona reductasa 2
(Emet et al., 2016). La familia de los receptores MT desarrollan diversos mecanismos de
transduccion de sefales que finalizan en respuestas fisioldgicas especificas. La
melatonina actua directamente en las células sin la participacion de los receptores a
través de su union a calmodulina o a través de la activacion de la proteina cinasa C. En
la accién antioxidante no participa ninguno de los receptores mencionados (Reiter y Tan,
2002).

La melatonina tiene la propiedad de ser una molécula anfipatica, que le permite
atravesar las membranas celulares con facilidad y puede concentrarse dentro de
organelos subcelulares como la mitocondria, donde interactua con los complejos de la
cadena de transporte de electrones y como un intermediario oxidado. Otro efecto
antioxidante indirecto de la melatonina es el aumento de la concentracién de glutation
reducido y la disminucién de la concentracion de glutation oxidado, y la disminucién de
hidroperoxidos (Martin et al., 2000).

Receptor de melatonina tipo 1a (MT1): Esta codificado en el cromosoma humano
n° 4 y consta de 351 aminoacidos. El receptor MT1 produce la inhibicion de la adenilato
ciclasa al unirse a proteinas G. Los receptores MT1 se encuentran comunmente en la
piel humana (Emet et al., 2016).

Receptor de melatonina tipo 1b (MT2): Esta codificado en el cromosoma humano
11 y consta de 363 aminoacidos. El receptor MT2 produce la inhibicion de la adenilato
ciclasa al unirse a proteinas G. Ademas, inhibe la via soluble de la guanilil ciclasa. A
través de la activacion del receptor de melatonina, se produce la inhibicion de la adenilato
ciclasa y se reduce la produccion de AMP ciclico (AMPc). Los receptores MT2 estan

implicados en la actividad antidepresiva. Los receptores MT2 contribuyen a la
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fisiopatologia y farmacologia de los trastornos del suefio, la ansiedad, la depresion, la
enfermedad de Alzheimer y el dolor (Emet et al., 2016).

El receptor MT3 es una quinona reductasa 2 (QR2), que puede explicar parte del
efecto de la melatonina en contra del estrés oxidativo, ya que esta enzima, al ser una
reductasa, es capaz de recibir y donar electrones, puede llegar a transferir de 1 a 4
electrones dependiendo de la naturaleza del substrato (Emet et al., 2016).

En un estudio se encontro la relacion entre la melatonina y la percepcién del dolor,
donde en los pacientes con dolor crénico y fibromialgia se observaron concentraciones
de melatonina (triptéfano y serotonina) significativamente mas bajas en orina y suero en
comparacién con voluntarios sanos. También se mostré que el tratamiento con
melatonina fue capaz de mejorar los sintomas de dolor observados en la fibromialgia
(Mantovani et al., 2006). La melatonina produce antinocicepcion periférica y central. La
melatonina puede aumentar los efectos de la beta endorfina y la antinocicepcion inducida
por agonistas del receptor opioide delta (Mantovani et al., 2006). La gamma-endorfina
aumenta el nivel plasmatico de melatonina, la morfina induce la liberacién de melatonina
de la glandula pineal y la melatonina puede inducir la liberacién de beta-endorfina (Posa
et al., 2017).

Es bien sabido que las vias serotoninérgicas (5-HT) estan fuertemente
involucradas en la modulacion del dolor. Entre los receptores 5-HT que potencialmente
contribuyen a la modulacion de la transmision nociceptiva, el receptor 5-HT2 tiene un
papel importante, ya que su activacion en la médula espinal produce antinocicepcion en
presencia de la formalina. Particularmente, los receptores 5-HT2a participan en el efecto
antinociceptivo de la melatonina. Esta afirmacion esta respaldada por la demostraciéon
de que el pretratamiento de ratones con ketanserina (un antagonista del receptor 5-HT2a)
pudo prevenir el efecto antinociceptivo provocado por melatonina o DOI (un agonista del

receptor 5-HT2a, utilizado como control positivo) (Mantovani et al., 2006).
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2. Justificacion

El dolor es un problema de salud publica a nivel mundial, siendo la principal causa
de consulta en las areas de atencion de primer nivel. Aproximadamente un tercio de la
poblacién mundial sufre de algun tipo de dolor. Los paises se gastan grandes cantidades
de su recurso economico en asuntos relativos al dolor. EI mal manejo del dolor, tanto
nociceptivo como patologico, nos lleva a un problema muy grande de salud a nivel
mundial, ya que, si no es correctamente manejado, el dolor agudo se transformara con
el paso del tiempo en dolor crénico. El dolor patolégico afecta la calidad de vida de las
personas, generando deterioro funcional y trastornos psicolégicos.

Actualmente existen muchas alternativas terapéuticas, pero con demasiados
efectos adversos y con pobres resultados, por lo tanto, con bajo apego al tratamiento. Se
estima que solo un 10% de los pacientes con dolor crénico se ve beneficiado con algun
tipo de estos tratamientos.

La combinacion de farmacos es una practica muy utilizada y aprobada por la OMS,
bien conocida y estudiada ampliamente, en busca de un sinergismo farmacolégico para
el manejo del dolor, tanto agudo como crénico, dando un balance entre efectividad y
seguridad de los farmacos, buscando la dosis minima eficaz de los farmacos,
produciendo asi un minimo de efectos secundarios. A algunos medicamentos con el paso
de los anos se les encontraron efectos pleiotrépicos, como la aspirina, como un AINE y
ahora su efecto como antiagregante plaquetario. El efecto pleiotropico lo podemos
encontrar en otros medicamentos ya conocidos. Los farmacos como la metformina y
melatonina tienen efectos pleiotropicos ya reportados. Por lo que el presente trabajo
pretende analizar el efecto antinociceptivo de la metformina y la melatonina por separado
y la interacciéon farmacolégica de su combinacién, buscando los efectos de la

combinacién anteriormente mencionados y asi poder abarcar varios tipos de dolor.
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3. Hipotesis
La combinacién de metformina y melatonina presenta una interaccion supra aditiva, en

modelos preclinicos para la nocicepcion aguda, la hiperalgesia secundaria y la alodinia

en la prueba de formalina en ratas.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general:

Determinar el efecto antinociceptivo de la metformina y la melatonina
administradas de manera individual y en combinacion en modelos preclinicos de

dolor inflamatorio, hiperalgesia sostenida y alodinia secundaria.

4.1.1 Objetivos especificos:

1.- Evaluar la eficacia anti-nociceptiva de la metformina y la melatonina
individualmente.

2.- Evaluar la eficacia anti-nociceptiva de los farmacos de la combinacién de
metformina y melatonina.

3.- Establecer el tipo de interaccion de la metformina y la melatonina por medio
del isobolograma.

4.- Explorar el potencial mecanismo de accion de la combinaciéon de metformina y
melatonina.

5.- Determinar el perfil de seguridad de la combinacién estudiada.

48



5. Materiales y métodos

El tipo de estudio es exploratorio, analitico y experimental, se realiz6 en el
laboratorio de Analgesia y Mecanismos del Dolor de la Division de Estudios de Posgrado
de la Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, durante el periodo de septiembre 2021 a febrero
del 2023.

5.1 Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar, cuyos pesos oscilaron entre 170 —
250 gramos. Una parte de los animales se adquirié en la empresa privada Circulo ADN,
otra del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas y otra mas se obtuvo gracias a
la produccion propia en el laboratorio de Farmacodependencia, Analgesia y Mecanismos
del Dolor de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y
Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo. Los animales se mantuvieron en un ciclo de 12 horas de luz y oscuridad, estos
tuvieron acceso a agua y alimento ad libitum. Todos los experimentos siguieron las
pautas sobre estandares éticos para la investigacion del dolor experimental en animales
(Zimmermann, 1983) y la regulacion mexicana (NOM-062 ZO0O-1999) para el uso y
cuidado de los animales de laboratorio. De manera adicional, el protocolo se encuentra
en revision por el Comité de Bioseguridad y Bioética del [IQB. Al terminar todos los
experimentos las ratas fueron sacrificadas en una camara de CO2. Este es un
procedimiento para inducir la muerte de forma indolora, ya que el gas CO2 es mas pesado
que el aire, la camara de gas debe de estar precargada hasta el 70% de CO:2 antes de
colocar a los animales dentro. Este procedimiento es seguro y relativamente econdmico
(Smith & Harrap, 2016).
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5.2 Farmacos

Metformina 298% (marca SIGMA Registro: PHR1084-500 mg). Melatonina 298%
de 1 g (marca SIGMA). Compound C (dorsomorfina), un inhibidor selectivo de AMPK de
5 mg (marca SIGMA). El 4-P-PDOT, un antagonista selectivo de los receptores MT2 de
melatonina, 5 mg de marca SIGMA. El luzindole, un antagonista de los receptores MT1
y MT2 de la melatonina, de 5 mg marca SIGMA. La naloxona, antagonista de los
receptores opioides, 10 mg (marca SIGMA). Carboximetilcelulosa de 250 g (marca
MEYER). Dimetilsulfoxido (DMSO), registro: D5879-500 ml de la marca SIGMA.
Formaldehido, registro: 1405-500 ml (marca MEYER) en solucion al 5%, con el que se
preparo con solucién salina la formalina al 1%. Se prepararon ademas soluciones de
metformina y melatonina con carboximetilcelulosa al 1% como vehiculo. EI compuesto

C, el 4P-PDOT, el luzindole y la naloxona se disolvieron en DMSO.

5.3 Modelo de dolor inflamatorio

5.3.1 Nocicepcion inflamatoria aguda inducida por formalina

La nocicepcion inflamatoria aguda se evalué mediante la prueba de formalina
descrita por Dubuisson y Dennis (1977), con algunas modificaciones (Wheeler-Aceto et
al., 1990; Rocha-Gonzalez et al., 2005). Se trata de un modelo de dolor inflamatorio
ampliamente usado para evaluar las conductas nociceptivas inducidas por un estimulo
quimico nocivo. La formalina subcutanea al 1% produce un comportamiento nociceptivo
agudo a lo largo de una hora que consta de dos fases, que se caracterizan por la
aparicion de conductas, como lamida y sacudida de la extremidad. La fase 1 va del
minuto 0 a los 10 minutos posteriores a la inyeccion subcutanea, sabiendo que esto
resulta de la activacién directa de fibras nociceptivas aferentes primarias (Rocha-
Gonzalez et al. 2005; Wheeler-Aceto et al., 1990). La fase 2 va del minuto 11 al minuto
60, esta se presenta por la liberacion de mediadores inflamatorios a nivel periférico y
central, que ocasionan sensibilizacion en ambas regiones (Costigan & Woolf, 2000;
Woolf & Ma, 2007).
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El modelo se llevd a cabo con un grupo experimental a la vez, para lo cual se
colocaron las ratas de manera individual en contenedores de observacion de acrilico
transparente con espejos adheridos a sus paredes con el fin de facilitar la observacion,
donde permanecieron 40 minutos con el propdsito de permitirles acostumbrarse al
entorno. Una vez transcurridos los 40 minutos, las ratas fueron removidas para la
inyeccion subcutanea de 50 ul de formalina (solucidn diluida de formaldehido al 1%). Las
ratas fueron sujetadas suavemente con una toalla, y la inyeccion se realizé en la regiéon
dorsal de la pata trasera derecha, empleando una aguja de calibre 31, induciendo de
esta forma el estimulo doloroso. Después de la inyeccion de formalina, las ratas fueron
colocadas nuevamente al interior de los contenedores, manifestandose en ellas una
conducta nociceptiva inmediatamente después de la inyeccion de formalina. El
comportamiento nociceptivo se caracterizé por una retirada rapida y breve de la pata, o
por una flexion de la pata trasera derecha, acompafnada de lamidas. Para la evaluacion
se contd el numero de sacudidas de pata trasera inyectada durante periodos de 1 minuto,
cada 5 minutos, hasta cumplir 60 minutos (Figura 10). La conducta dolorosa en este
modelo es bifasica: la primera fase, la fase aguda inicial (0-10 min), que fue seguida por
la segunda fase de reposo relativamente corto, a la que le siguié una respuesta tonica
prolongada (11-60 min) después de la inyeccidén del irritante quimico (Tjglsen et al.,
1992). En este modelo, la disminucién en el numero de sacudidas se interpreta como un

efecto antinociceptivo.

Figura 10. Prueba de formalina al 1 %. La rata se colocé dentro de un cilindro de acrilico transparente,
para su observacion de 360°; se inyectaron 50 ul de formalina al 1 % en el dorso de la pata trasera derecha,
se contd la cantidad de sacudidas por 1 minuto, cada 5 minutos, por 60 minutos en total.
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Los farmacos se administraron 60 minutos previos a la inyeccién de formalina, por
via oral, con canula rigida, en dosis crecientes: Metformina (30, 100, 300 y 1000 mg/Kg)
y melatonina (10, 30, 75 y 150 mg/Kg). Se obtuvieron las curvas dosis respuesta
individuales y se determinaron las DEso de cada farmaco; por medio del isobolograma
se determind la dosis efectiva 50 tedrica de la combinacion (DEso T). Este valor tedrico
se comparo luego con el valor experimental de la DE5so para determinar si hay una
diferencia estadisticamente significativa. Los valores teoricos y experimentales de las
dosis efectivas de las combinaciones estudiadas se contrastaron calculando el indice de
interaccién (y). El indice de interaccion indica qué proporcion de la DEso de los
medicamentos individuales representa la DEso correspondiente a la combinacion, es
decir, los valores cercanos a 1 corresponden a una interaccion aditiva, valores por arriba
de 1 implican una interaccidn antagonista y los valores por debajo de 1 indican una

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

5.3.2 Prueba de hiperalgesia y alodinia secundarias

Para la induccion de hiperalgesia y alodinia secundarias, las ratas fueron
cuidadosamente inmovilizadas para tener acceso a sus extremidades posteriores.
Después se les administraron 50 ul de formalina al 1% por via subcutanea en la superficie
dorsal de la pata posterior derecha. La sensibilizacion inducida por la inyeccion de
formalina se evalud los dias 1, 3, 6, 9 y 12. Sin embargo, se eligid el dia 6 para evaluar
los comportamientos nociceptivos, ya que se considera que es el dia en que se establecid
la hipersensibilidad (Cervantes-Duran, et al., 2017; Castafieda-Corral et al., 2009). Para
la evaluacion de la hiperalgesia y la alodinia secundaria se colocaron a las ratas en jaulas
de prueba con un fondo de malla de alambre y se dejaron aclimatar durante un periodo
de tiempo de 40 minutos. Se utilizaron 2 filamentos de Von Frey (Stoelting Co., Wood
Dale, IL) con fuerzas de flexion de 10 mN (1 g) y 250 mN (26 g), los cuales se aplicaron
10 veces en cada grupo experimental en la superficie plantar de ambas patas, tanto para
la evaluacion basal como para la evaluacién de dolor sostenido. Se realizaron tres
ensayos para poder obtener un promedio del numero de respuestas de retiro de la pata.

En condiciones normales, una fuerza de 10 mN no activa los nociceptores cutaneos, ni
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provoca la retirada de la pata en animales normales. Por consiguiente, la aparicion de
respuestas al filamento de 10 mN es indicativa de alodinia. Por otro lado, una fuerza de
250 mN o mas se considera un estimulo nocivo y la hiperalgesia se produce cuando hay
una mayor respuesta al filamento de 250 mN. La alodinia y la hiperalgesia se
consideraron secundarias, ya que la estimulacién con los filamentos de von Frey se
aplico en otro sitio diferente al de la inyeccion de formalina (Figura 11) (Castafieda-Corral
et al., 2009; Godinez-Chaparro et al., 2011; Ambriz-Tututi, et al., 2009).

Figura 11. Prueba de hiperalgesia y alodinia tactil. Evaluacion de la respuesta de retiro a los filamentos de
von Frey. Los filamentos estan graduados logaritmicamente en gramos de presion. El retiro de la pata se
considera una respuesta positiva y puede indicar hiperalgesia o alodinia.

5.4 Disefio del estudio

5.4.1 Tamafno de la muestra

Se usaron 186 ratas hembra Wistar, las cuales fueron divididas en 28 grupos
experimentales.

Para evaluar el posible efecto analgésico y antiinflamatorio agudo de la
metformina y de la melatonina, se utilizé el modelo de la prueba de formalina. Para los
grupos experimentales se realizé una curva de dosis respuesta en 4 dosis distintas de

manera creciente, para cada uno de los grupos (Tabla 2). Las dosis de la combinacion

metformina-melatonina fueron determinadas mediante el analisis isobolografico.




Tabla 2. Tabla de distribucion de dosis de metformina y melatonina via oral.

Grupo experimental n=6 por dosis

Farmacos por via oral

Metformina 30 mg/Kg 100 mg/Kg 300 mg/Kg 1000 mg/Kg

Melatonina 10 mg/Kg 30 mg/Kg 75 mg/Kg 150 mg/Kg
Grupos control n=6

Solucion salina Solucion salina 1 ml/Kg

Vehiculo Carboximetilcelulosa al 1%

5.5 Estrategia experimental

Para descartar que el vehiculo (carboximetilcelulosa al 1 %) pudiera tener algun
efecto analgésico, se realizé6 un grupo control con solucion salina, y otro tratado con
carboximetilcelulosa al 1 %. Al grupo de solucion salina se le inyectaron 50 ul de
formalina al 1% en el dorso de la pata trasera derecha por via subcutanea y por via oral
se le administro solucion salina y al grupo vehiculo se le administré carboximetilcelulosa
por via oral. Al grupo de metformina se le administr6 metformina en 4 dosis crecientes
de 30, 100, 300 y 1000 mg/kg en solucién de carboximetilcelulosa al 1%, por via oral,
con ayuda de una canula rigida (Montes, 2012), 60 min previos a la aplicacion de la
formalina al 1%. La melatonina se disolvi6 en carboximetilcelulosa al 1 %, se
administraron 4 dosis de manera creciente de 10, 30, 75 y 150 mg/kg, se les dio por via
oral con ayuda de una canula rigida 60 minutos antes de la inyeccion de formalina (Figura
12 y 13) (Arreola-Espino et al., 2007).

Evaluacién o Ambientacidn A'dmlnlstracmn de Admln!stracmn d'e . Evaluacion
conductual inicial farmacos formalina al 1% 6 sol. salina conductual
-1dia - 40 min. - 60 min. Dia 0 Dia 6

Figura 12. Disefio experimental de los pre-tratamientos.
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Figura 13. El esquema de los grupos experimentales empleados en el modelo de dolor inflamatorio agudo
y de dolor neuropatico, se realizaron las curvas dosis-respuesta (CDR) de los farmacos administrados de
manera individual y en combinacion. Cada grupo con un nimero de 6 ratas cada uno.

5.6 Hiperalgesia y alodinia secundarias

La hiperalgesia y la alodinia secundarias se establecieron a los 6 dias después de
la inyeccion de formalina. Por lo tanto, para evaluar la hiperalgesia y la alodinia
secundarias se/utilizaron los filamentos finos de polietileno de von Frey con las fuerzas
de presiéon de 10 y 250 mN, se colocaron a las ratas en jaulas de prueba con un fondo
de malla de alambre para observar el retiro de la extremidad ipsilateral y contralateral.
Los filamentos se aplicaron 10 veces en cada grupo experimental en la superficie plantar,
considerandose respuestas positivas si se presentan mas de 3 retiros para alodinia y
mas de 4 para la hiperalgesia (Ambriz-Tututi et al., 2009; 2011).
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5.7 Efecto de la combinacién en el dolor sostenido ya establecido

Para evaluar el efecto analgésico de la DE50 de cada farmaco en dosis individual
y la DE50OE de la combinacién en el dolor sostenido con presencia de hiperalgesia y
alodinia secundarias establecidas, se inyecto formalina al 1 % en la pata trasera derecha
de cada rata, el dia 6 se evalud la presencia de hiperalgesia y alodinia en cada grupo
para verificar la presencia de dolor sostenido. Se administro por via oral la DE50 individual
de metformina, melatonina y la DE50E de la combinacion 60 minutos previos a la nueva
evaluacion con los filamentos de von Frey (Martinez-Rojas et al., 2014). El dia 9 se repitid
otra nueva administracion de las mismas dosis para comparar la respuesta con la
anterior. El dia 12 se evalué nuevamente para corroborar la presencia de hiperalgesia y

alodinia en todos los grupos experimentales (Figura 14).

Evaluacién Administracién de Administracién de - B Evaluacién
conductual inicial formalina al 1 % los farmacos por Ambientacién conductual
I I via oral I I
-1dia Dia 0 Dia 6 30 min. 1 hora

Figura 14. Disefio experimental del post-tratamiento.

5.8 Mecanismo de accion

Con el fin de obtener informacién acerca del posible mecanismo de accion de la
combinacién farmacologica de metformina-melatonina, se recurrié al empleo de algunos
inhibidores o antagonistas de las vias analgésicas estudiadas (Figura 15) (Tabla 3). De
esta manera, la DEsoc se obtuvo de manera experimental para la combinacion.
Primeramente, se aplico una inyeccion de 50 pl con la solucidn del antagonista o inhibidor
correspondiente, 10 minutos previos de la administracion oral de la combinacion,
transcurridos 60 minutos se inyectaron 50 ul de la formalina al 1% en la pata trasera de
la rata. Los inhibidores fueron: 4-P-PDOT (antagonista selectivo del receptor MT2 de

melatonina, dosis de 1 mg/Kg), luzindole (antagonista competitivo de los receptor MT1 y
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MT2 de melatonina, dosis 1 mg/Kg), Compuesto C/Dorsomorfina (un inhibidor selectivo
de la AMPK, dosis de 3 mg/Kg ), y naloxona (un antagonista de los receptores opioides,
dosis de 1 mg/KQ), las dosis se escogieron basandose en estudios anteriores (Arreola-
Espino et al., 2007; Liu et al., 2014; Kuthati et al., 2019).

- — i)
Vehiculo )
DMSO
4-P-PDOT
: Fiindole DE = Experimental Formalina
Mecanismo de —— de la combinacién 50 plal 1%
accion n:6
Compuesto C
3 »
- Naloxona R S

Figura 15. Esquema de administracién de la exploracion del mecanismo de accion en la combinacion, se
administré un pretratamiento con los antagonistas (4-P-PDOT, luzindole y naloxona) e inhibidor de AMPK
(dorsomorfina), se administré una dosis de la DE50 de la combinacion para evaluar su capacidad de revertir

el efecto antinociceptivo de la combinacién. DEso, dosis necesaria para producir un 50 % del efecto maximo
posible.

Tabla 3. Farmacos y dosis para evaluar el posible mecanismo de accién de la

metformina y la melatonina

n=6
Antagonistas Dosis
4-P-PDOT 1 mg/kg s.c.
Luzindole 1 mg/Kg s.c.
Naloxona 1 mg/Kg s.c.
Dorsomorfina 3 mg/Kg s.c.

Grupo control n=6
DMSO 50 ul s.c.

Grupo de la combinacién n=6
Combinacién DEsoE 360.83 mg/Kg
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5.9 Evaluacion de la actividad motora

El Rota-Rod, también conocido como prueba de varilla giratoria, se utiliza como
una herramienta de evaluacion basica para la coordinacion y el equilibrio en roedores y
proporciona una medida de la capacidad locomotora, para evaluar posibles efectos
secundarios motores por la presencia de los medicamentos que seran estudiados. En su
forma mas basica, la varilla giratoria se compone de un cilindro giratorio sobre el que se
coloca un animal. A medida que el cilindro gira, el animal debe moverse hacia adelante

para evitar caerse del cilindro (Tabla 4) (Gémez & Tortorice, 2009).

Tabla 4. Tabla de distribucion de dosis para la prueba del Rota-Rod
Prueba de Rota-Rod n=6

Combinacion via oral Metformina Melatonina
473.72 mg/Kg 63.42 mg/Kg

Control positivo Rota-Rod via oral n=6

Diazepam 10 mg/Kg

Control negativo Rota-Rod n=6

Carboximetilcelulosa 1 %

7’ _L Control neg. 1

Carboximetilcelulosa
all%

Evaluacion Control positivo

motora n:6 Diazepam
10 mg/Kg

DEso dela Se conto el tiempo de
combinacion permanencia en el rodilio en un
periodo de 5 minutos a 40 rpm

Figura 16. Esquema de la evaluacion motora en la prueba de Rota-Rod, se us6 un control positivo
(diazepam) y un control negativo (carboximetilcelulosa al 1%) vs la DE50 de la combinacion de metformina
y melatonina.




Se entreno a las ratas por 2 dias. Se les ensefio la tarea, es decir, permanecer en
la barra hasta que se detenga. El cuerpo de la rata se colocé perpendicular al eje de
rotacion, con la cabeza mirando hacia la direccion de rotacion; por lo tanto, el animal
debe moverse hacia adelante para permanecer en la barra. Por lo general, el
entrenamiento debe realizarse a la velocidad de rotacidén mas baja (4 r.p.m.), después
ira subiendo la velocidad hasta alcanzar 40 r.p.m., en 5 minutos. Los animales
entrenados recibieron una dosis oral de carboximetilcelulosa al 1%, diazepam 10 mg/kg,
o la combinacién de metformina y melatonina en la dosis efectiva 50 experimental, 60
minutos antes de la prueba (Figura 16). Se utilizé diazepam (10 mg/kg) como control
positivo, ya que éste produce efectos secundarios de alteracion motora. El rendimiento
motor se considera como la latencia de caida de la varilla giratoria a partir del tiempo

medio en tres ensayos por cada rata en cada evaluacion (Zufiga-Romero et al., 2014).

6. Analisis de datos

Los resultados obtenidos se expresaron en graficas como el promedio + el error
estandar de los 6 animales por grupo. En la prueba de formalina, las graficas se trazaron
con base en el numero de sacudidas por minuto, el area bajo la curva (ABC) de cada
tratamiento comparado con el control sirvi6 para determinar un porcentaje de
antinocicepcion. Para la hiperalgesia o alodinia secundarias, se obtuvo por el numero de
retiros de pata por el filamento correspondiente. Las diferencias obtenidas entre cada
grupo se analizaron por medio del analisis de varianza (ANOVA), de una o dos vias,
seguido de una prueba de Tukey o Student-Newman-Keuls, con una diferencia
estadistica con un valor de p <0.05.

Se realizé un analisis isobolografico para poder determinar la naturaleza de las
interacciones farmacoldgicas entre la metformina y la melatonina. Con este analisis
asumimos que la combinacién de los farmacos representa dosis equivalentes de los
farmacos individuales. Por lo tanto, a partir de las curvas dosis respuesta de cada
farmaco, se obtuvo una dosis efectiva 50 tedrica (DEsoT) de la combinacion de
metformina y melatonina. A partir de la DEsoT estimada, se tomaron 4 fracciones con la

misma proporcion para realizar una curva dosis respuesta de la combinacion y obtener
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una dosis efectiva 50 experimental (DEsoE), que fue comparada con la DEsoT para
establecer la naturaleza de la interaccion farmacologica (Arreola-Espino et al., 2007,
Zuniga-Romero et al., 2014).

Las diferencias entre la DE50 tedrica y la experimental se establecieron por medio
de la prueba de t Student, con un valor de p<0.05; un indice de interaccién (y) menor a
uno nos indica un efecto sinérgico.

Para el posible mecanismo de accién, los datos se expresaron como el promedio
* el error estandar de 6 animales. El area bajo la curva de cada grupo comparado con el
control sirvio para determinar el efecto del pretratamiento periférico local ipsilateral de los
antagonistas. Las diferencias obtenidas entre cada grupo se analizaron por medio del

analisis de varianza de una via.
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7. Resultados

7.1 Efecto antinociceptivo de la administraciéon oral de la metforminay

la melatonina de manera individual

La inyeccién de formalina al 1% en la superficie dorsal de la pata posterior derecha
de la rata produjo un patron de conducta nociceptiva caracterizada por sacudidas de la
pata, siguiendo un patrén bifasico en un tiempo de 60 minutos. La primera fase (0-10
minutos) inicid inmediatamente después de la administracion de formalina, donde se
muestra primeramente la respuesta nociceptiva y al final de esta fase se observa la
disminucién en el numero de sacudidas de la pata inyectada con formalina. En la
segunda fase (11-60 minutos) se observd de manera gradual un aumento y un descenso
de las sacudidas de la pata trasera derecha inyectada. La administracion por via oral de
metformina y melatonina produjo una reduccion del comportamiento nociceptivo en ratas
administradas con formalina al 1% (Figura 17), el efecto del vehiculo utilizado
(carboximetilcelulosa al 1%) no fue significativamente diferente a la curva obtenida por
la formalina al 1% + solucion salina al 0.9%, lo que asegura que el vehiculo no generd

un efecto antinociceptivo por si solo.
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Figura 17. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la metformina y la melatonina en ratas sometidas
a la inyeccion subcutanea de formalina al 1 % (50 pl) en la region dorsal de la pata posterior derecha de la
rata, después de la administracién oral (-1 h) de los farmacos. Los datos se expresaron como la media del
numero de sacudidas * e.e. de 6 animales evaluados con las dosis mas altas de los farmacos. Se
observaron diferencias significativas en el tratamiento solamente en la fase 2 (11-60 min) de acuerdo al
analisis por ANOVA de dos vias seguido de una prueba de Tukey.

Al analizar el area bajo la curva (ABC), se observa el efecto de las dosis
individuales de metformina y melatonina administrados por via oral; en la fase 1 de la
prueba no se ven efectos dependientes de la dosis (Tabla 5). En la fase 2 se encontraron
efectos analgésicos estadisticamente significativos dependientes de la dosis, siendo las

dosis mas altas donde se observa un aumento del porcentaje antinociceptivo (Figura 18).

Tabla 5. Efecto maximo antinociceptivo de la administracion oral de los farmacos individuales y la

combinacion en la fase 1 de la prueba de formalina.

Tratamiento % Efecto maximo

antinociceptivo en la fase 1

Formalina (50 wl/pata y carboximetilcelulosa al 1%) 0.0+26
Metformina (1000 mg/Kg) 22.7+10.2
Melatonina (150 mg/Kg) 04+73
Combinacién metformina (473.72 mg/Kg) y melatonina (63.42 mg/Kg) 24523
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Figura 18. Porcentaje antinociceptivo que se observa tras la administracion oral de la metformina (A) y la
melatonina (B), durante la fase 2 de la prueba de formalina al 1%. Los datos se expresan como el
porcentaje de antinocicepcién. Las barras representan la media + e.e. de 6 animales. Se encontraron
valores significativamente diferentes al grupo control y vehiculo * p <0.05, por una prueba de ANOVA de
una via seguido por una prueba de Tukey.




7.2 Efecto antinociceptivo de la combinacién de metformina y

melatonina via oral

La DEso se calcul6 a partir de la curva dosis respuesta, los valores se sometieron
a un analisis isobolografico, este analisis nos proporciona la base para poder evaluar si
la respuesta inducida por la combinacion de los farmacos es menor, igual o mayor de lo
tedricamente esperado. La DEso de la metformina fue de 947.46 + 242.58 mg/Kg y de la
melatonina de 126.85 + 37.97 mg/Kg. La dosis efectiva tedrica (DE50T) de la combinacion
metformina-melatonina se calcul6 de 537.15 £ 122.76 mg/Kg. A partir del valor obtenido
de la combinacion anterior, se obtuvieron las primeras 4 dosis de la combinacion
metformina-melatonina, para obtener la curva experimental (Tabla 6). Se realiz6 la
prueba de formalina para las 4 primeras dosis de la combinacién, donde se observa una
disminucién de las sacudidas de la pata inyectada (Figura 19). Las 4 dosis de la
combinacion administradas por via oral mostraron efectos analgésicos estadisticamente

significativos dependientes de la dosis (Figura 20).

Tabla 6. Concentraciones para los grupos de la combinacién farmacolégica para la curva experimental

Combinacion Metformina (mg/Kg) Melatonina (mg/Kg)
1 59.21 7.92

2 118.43 15.85

3 236.86 31.71

4 473.72 63.42
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Figura 19. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la dosis mas alta de la combinacion, en ratas
sometidas la inyeccidon subcutanea de formalina al 1% (50 pl) en la region dorsal de la pata posterior
derecha de la rata, después de la administracion oral (-1 h) de los farmacos. Los datos se expresan como
la media del numero de sacudidas de la pata + e.e. de 6 animales evaluados con la dosis mas alta de los
farmacos de la combinacion. Se observaron diferencias significativas en el tratamiento con la combinacion
metformina-melatonina con un valor de p<0.05, de acuerdo a un ANOVA de dos vias seguido de una
prueba de Tukey.

Efecto de la combinacion (ABC-2)

% Antinocicepcion

metformina/melatonina (mg/Kg)

Figura 20. Porcentaje antinociceptivo que se observa tras la administracion oral de las diferentes dosis de
la combinacion farmacoldgica de metformina y melatonina, durante la fase 2 de la prueba de formalina al
1%. Los datos se expresan como el porcentaje de antinocicepcion del maximo efecto posible. Las barras
representan la media del numero de sacudidas de la pata + e.e de 6 animales. Se encontraron valores
significativamente diferentes al grupo control y vehiculo * p <0.05, por una prueba de ANOVA de una via
seguido por una prueba de Tukey.
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7.3 Interaccion farmacoldgica por medio del isobolograma

Con los resultados del efecto de la combinacion se obtuvo experimentalmente el
valor de 360.83 £ 23.36 mg/Kg, correspondiente a la dosis efectiva 50 experimental
(DEsoE). Se compard la DEsoT y la DEsoE, siendo menor la DE5soE, al obtenerse el indice
de interaccién (y) resulté de 0.672, que es menor a 1, lo que indica que se produjo un
sinergismo (Tabla 7). La comparacion entre ambas dosis tuvo una diferencia
estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de t realizada. Ademas, eso se

puede observar de manera grafica en el isobolograma (Figura 21).

Tabla 7. Parametros del analisis isobolografico para la metformina y la melatonina via oral

Farmacos administrados via oral

DEso £ e.e. DEso * e.e. DEso £ e.e. DE50 * e.e. indice de
Metformina Melatonina Tedrica Experimental Interaccion (y)
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) te.e.
947.46 + 242.58 126.85 + 37.97 537.15 £ 122.76 360.83 £ 23.36 0.672 £ 0.1596

e.e. = Error estandar DEso = Dosis efectiva 50

Isobolograma oral

1400
1200

1000

Metformina mg/Kg
L-2] xR
S =

B
2
=4

ny
=4
=3

0 £ ;
0 20 4 60 80 100 120 140 180 180

Melatonina mg/Kg

Figura 21. Isobolograma que muestra la interaccion sinérgica oral de la metformina y la melatonina en la
prueba de formalina al 1 %. Las barras horizontales y verticales indican el e.e. La linea oblicua entre el eje
x y el ejey, es la linea aditiva tedrica. El punto en el medio es el punto aditivo tedrico calculado a partir de
los valores de las DE50 por separado. El punto experimental se encuentra por debajo de la linea aditiva,
por lo tanto, muestra una sinergia significativa.

66



7.4 Alodinia e hiperalgesia secundarias

Como se menciond anteriormente, la hiperalgesia y la alodinia secundarias se
establecieron a los 6 dias después de la inyeccion de formalina. Por lo tanto, evaluamos
la hipersensibilidad con los filamentos de von Frey con dos fuerzas de flexion (10 y 250
mN), en los dias 0, 1, 3, 6, 9, 12, tanto en la pata trasera ipsilateral como en la
contralateral, donde se observo que la aplicacion del filamento de 10 mN en ésta provoco
un promedio de 2 retiros tanto de la pata administrada con formalina como de la
contralateral, considerandolo como una respuesta de alodinia. Por otro lado, con el
filamento de 250 mN se observé un promedio de 5 retiros en ambas patas traseras, a
esta respuesta se le considerd hiperalgesia. Se encontré una diferencia estadisticamente
significativa con los grupos vehiculo y basal, en contra de los grupos de los farmacos

metformina y melatonina en sus dosis mas altas por via oral (Figura 22).
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Figura 22. Curso temporal a largo plazo del promedio de respuestas de retirada de la pata provocado por
los filamentos de von Frey aplicados a la superficie plantar de las patas traseras de las ratas, los dias 0,
1,3, 6,9y 12. Se observa el promedio + e.e. de 10 aplicaciones con 2 distintos filamentos de von Frey, 10
mN para alodinia (A y B) y 250 mN para hiperalgesia (C y D), tanto para la pata trasera ipsilateral (IL) como
contralateral (CL), después de la administracién de formalina al 1%, comparado con los valores basales y
los farmacos (metformina y melatonina) en las dosis mas altas administradas por via oral. Se encontré una
diferencia significativa con una *p <0.05 vs vehiculo, por una ANOVA de dos vias seguido por una prueba
de Student-Newman-Keuls.




Se evaluo la hipersensibilidad para la combinacion farmacoldgica en su dosis mas
alta, con los filamentos de von Frey con las dos fuerzas de flexion tanto para la alodinia
como hiperalgesia, en los dias 0, 1, 3, 6, 9y 12, tanto para la pata trasera ipsilateral como
para la contralateral. Para la aplicacion del filamento de 10 mN se encontré una diferencia

significativa vs vehiculo para el grupo ipsilateral como contralateral. Con el filamento de

250 mN se encontr6 una diferencia significativa en ambos grupos (Figura 23). Los valores

obtenidos para el area bajo la curva (ABC) de cada grupo comparado con el control
sirvieron para determinar el porcentaje antihiperalgésico y antialodinico para cada grupo

experimental (Figuras 24 y 25).
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Figura 23. Curso temporal a largo plazo de la combinacién farmacolégica de metformina y melatonina, del
promedio de respuestas de retirada de la pata provocada por los filamentos de von Frey aplicados a la
superficie plantar de la pata trasera de las ratas, los dias 0, 1, 3, 6, 9 y 12, se muestra el promedio * e.e.
de 10 aplicaciones con 2 distintos filamentos de von Frey, 10 mN para alodinia (A y B) y 250 mN para
hiperalgesia (C y D), tanto para la pata trasera ipsilateral (IL) como contralateral (CL), después de la
administracion de formalina al 1%, comparado con los valores basales y la combinacién en las dosis mas
altas administradas por via oral. Se encontraron diferencias significativas con una *p <0.05 vs vehiculo,
por una ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 24. Area bajo la curva de las dosis individuales de metformina, melatonina y la combinacién
farmacolégica, del nimero medio de retiradas de la pata trasera ipsilateral (IL) y contralateral (CL) con los
filamentos de von Frey de 10 mN para alodinia. Se muestra el promedio el e.e. de 6 animales por grupo.
Se encontraron diferencias significativas *p<0.05 vs vehiculo y #p<0.05 metformina vs combinacién, por
una ANOVA de una via seguido por la prueba de Student-Newman-Keuls.




Em Basal mEE Vehiculo E= Metformina1g E& Melatonina 150 mg mE® Combinacion

Hiperalgesia IL

80= *

Formalina 1%

Hiperalgesia CL

80—

60- *

B 40
<

20+

Formalina 1%

Figura 25. Area bajo la curva de las dosis individuales de metformina, melatonina y la combinacién
farmacolégica, del nimero medio de retiradas de la pata trasera ipsilateral (IL) y contralateral (CL) con los
filamentos de von Frey de 250 mN para hiperalgesia. Se muestra el promedio * e.e. de 6 animales por
grupo. Se encontraron diferencias significativas *p<0.05 vs vehiculo y #p<0.05 vs metformina, por una
ANOVA de una via seguido por la prueba de Student-Newman-Keuls.
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7.5 Efecto de la metformina, la melatonina y la combinacion DE50E
sobre el mantenimiento de la hiperalgesia y alodinia secundarias de

largo plazo

El postratamiento via oral con la metformina, la melatonina y la DE50E de la
combinacion fue capaz de revertir significativamente (p<0.05) la hiperalgesia y la alodinia
secundarias de larga duracién inducidas por la formalina, tanto en la pata administrada
como en la contralateral. Se administré la formalina el dia 1, donde se hizo evaluacion
con los filamentos de von Frey, tanto para alodinia como para hiperalgesia, asi como el
dia 6, donde ya se ha establecido el dolor sostenido, como lo menciona Arreola-Espino
et al. (2007), a ese tiempo se administré por via oral la DE50 de metformina, de
melatonina de manera individual o la combinacién, después de 60 minutos de la
administracion se evalué nuevamente la retirada ante la estimulacion con los filamentos
de von Frey, encontrando una diferencia significativa vs vehiculo para los filamentos de
10 mN y 250 mN, para la evaluacion de alodinia e hiperalgesia, respectivamente. El dia
9 de la evaluacion se repitid el mismo procedimiento ya antes mencionado, reportando
una respuesta similar a la del dia 6 (Figuras 26 y 27). En el area bajo la curva del efecto
de los diferentes tratamientos administrados por via oral, se observan efectos
analgésicos estadisticamente significativos dependientes de la presentacion

farmacoldgica, siendo la mas efectiva la DE50E de la combinacién (Figura 28 y 29).
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Figura 26. Curso temporal a largo plazo del postratamiento farmacolégico de la metformina, la melatonina
y la combinacién, obteniendo el promedio de respuestas de retirada de la pata provocadas por los
filamentos de von Frey (10 mN) aplicados a la superficie plantar de la pata trasera de las ratas, los dias 0,
1, 3, 6,9y 12. Se muestra el promedio de 10 aplicaciones. Se evalué la presencia de alodinia tanto para
la pata trasera ipsilateral (A y B) como contralateral (C y D) después de la administracion de formalina al
1%. La linea punteada indica el inicio de la administracién oral de la DE50 de la metformina o melatonina
y la DE5OE de la combinacién, se evalué una hora después de su administracion, repitiendo el mismo
procedimiento el dia 9. Se encontraron diferencias significativas con una *p <0.05 vs vehiculo, por una
ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 27. Curso temporal a largo plazo del postratamiento farmacoldgico de la metformina, la melatonina
y la combinacién, obteniendo el promedio de respuestas de retirada de la pata provocadas por los
filamentos de von Frey (250 mN) aplicados a la superficie plantar de la pata trasera de las ratas, los dias
0,1, 3, 6,9y 12, se muestra el promedio de 10 aplicaciones. Se evalué la presencia de hiperalgesia tanto
para la pata trasera ipsilateral (A y B) como contralateral (C y D) después de la administracién de formalina
al 1%. La linea punteada indica el inicio de la administracion oral de la DE50 de la metformina o melatonina
y la DESOE de la combinacion, se evalué una hora después de su administracion, repitiendo el mismo
procedimiento el dia 9. Se encontraron diferencias significativas con una *p <0.05 vs vehiculo, por una
ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 28. Area bajo la curva del postratamiento farmacolégico, obteniendo el promedio de respuestas de
retiradas de la pata provocadas por los filamentos de von Frey (10 mN) aplicados a la superficie plantar de
la pata trasera de la rata, tanto para la pata trasera IL como CL, inducidas por la administracion de formalina
al 1%, comparando los valores de vehiculo de cada farmaco individual y la combinacién administradas via
oral el dia 6 y 9. Se encontraron diferencias significativas con una *p<0.05 vs vehiculo, #p<0.05 vs
metformina, $p<0.05 vs melatonina, por una ANOVA de una via seguido por una prueba de Student-
Newman-Keuls.
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Figura 29. Area bajo la curva del postratamiento farmacolégico, obteniendo el promedio de respuestas de
retiradas de la pata provocadas por los flamentos de von Frey (259 mN) aplicados a la superficie plantar
de la pata trasera de la rata, tanto para la pata trasera IL como CL, inducidas por la administracién de
formalina al 1%, comparando los valores de vehiculo de cada farmaco individual y la combinacion
administradas via oral los dias 6 y 9. Se encontraron diferencias significativas con una *p<0.05 vs vehiculo,
#p<0.05 vs metformina, por una ANOVA de una via seguido por una prueba de Student-Newman-Keuls.
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7.6 Mecanismo de accion

Para evaluar el posible mecanismo de accién de la metformina y de la melatonina,
se uso un inhibidor selectivo del AMPK y antagonistas de los receptores de melatonina.
El inhibidor y los antagonistas por sus propiedades fisicoquimicas se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO). Para descartar que el vehiculo (DMSO) pudiera tener algun
efecto analgésico, se realizé un grupo control con 50 ul de solucion salina y otro con 50
pl de DMSO administrado por via local 15 min antes de la prueba de formalina, para de
esta manera poder valorar si el vehiculo es inerte o pudiera modificar el efecto de la
formalina. Los efectos inducidos por la administracion subcutanea de sol. salina o DMSO
en la prueba de formalina no mostraron diferencias significativas (p=0.8). Por lo tanto, el
DMSO se puede usar como vehiculo, ya que no modifica el efecto de la formalina (Figura
30).
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Figura 30. Efectos inducidos por la administracion s.c. del DMSO vy sol. salina en la prueba de formalina.
(A) Curso temporal del numero de sacudidas de la pata trasera derecha observados después de la
inyeccion de formalina al 1%, en animales a los que se les administro el vehiculo (sol. salina o DMSO). (B)
Area bajo la curva de retiros de la pata observados después de la inyeccién de formalina al 1% en ratas a
las que se les administro el vehiculo (sol. salina o DMSO). Los datos estan expresados como el promedio
* el e.e. de 6 animales por grupo. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
dos grupos (p=0.8), prueba t-Student para muestras independientes.




Se realizé el pretratamiento periférico local ipsilateral con el antagonista selectivo
del receptor MT2 de melatonina, el 4-P-PDOT (1 mg/Kg s.c.), administrado 15 min antes
de la DEsoE de la combinacion por via oral, una vez transcurridos 60 min se inyectaron
50 ul de formalina en la pata trasera derecha de la rata, reduciendo (p<0.05) el efecto
antinociceptivo de la combinacidon de metformina y melatonina en la fase 2 en la prueba
de formalina (Figura 31). La dosis probada con el 4-P-PDOT redujo el efecto
antinociceptivo de la DE50E de la combinacion para la alodinia mecanica secundaria
inducida por formalina al 1 % y en la hiperalgesia no redujo el efecto antinociceptivo de
la DE50E de la combinacion, evaluado a los 6 dias a la prueba de la formalina (Figura 32
y 33). Estos datos sugieren que los receptores MT2 participan activamente en el efecto
antinociceptivo de la melatonina en la fase 2 de la prueba de formalina, también
encontrandose relacionados en la participacion del mantenimiento de la alodinia
secundaria, pero no para la hiperalgesia.

El pretratamiento periférico local ipsilateral con el antagonista no selectivo de los
receptores MT1 y MT2 de melatonina, el luzindole (1 mg/Kg, s.c.) fue administrado 15
min previos a la DE50E de la combinacién, 60 minutos después se inyectaron 50 pl de
formalina al 1%, y se observo que no bloqueo el efecto antinociceptivo de la combinacién
en la fase 2 de la prueba de formalina (Figura 31). La dosis probada de luzindole no
redujo el efecto antinociceptivo de la DE50E de la combinacién, tanto para la alodinia (IL
y CL) como para la hiperalgesia (IL y CL), siendo evaluado a los 6 dias después de la
prueba de formalina (Figura 34 y 35). Estos hallazgos sugieren que los receptores MT1
estan menos involucrados en el efecto antinociceptivo de la melatonina, por lo tanto, no
se bloquearon los efectos antialodinico y antihiperalgésico de la combinacion, evitando
asi la apariciéon de la alodinia e hiperalgesia secundarias de larga duracion.

El pretratamiento periférico local ipsilateral con naloxona (1 mg/Kg, s.c.) fue
administrado 15 min previos de la DE50E de la combinacién, a los 60 min se inyectaron
50 pl de formalina en la pata trasera derecha, reduciendo (p<0.05) el efecto
antinociceptivo de la combinacién en la fase 2 en la prueba de formalina (Figura 31). La
dosis probada de naloxona redujo el efecto antinociceptivo de la DE50E de la
combinacion tanto para la alodinia (IL y CL) como para la hiperalgesia (IL y CL), siendo

evaluadas a los 6 dias después de la prueba de formalina (figura 36 y 37). Estos
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hallazgos sugieren que los receptores opioides estan involucrados en el efecto
antinociceptivo de la combinacién en la fase 2 de la prueba de formalina, encontrandose
relacionados estos receptores en la participacion del mantenimiento de la alodinia y la
hiperalgesia tanto ipsilateral como contralateral.

El pretratamiento periférico local ipsilateral con dorsomorfina o compuesto C (3
mg/Kg, s.c.) fue administrado 15 min previos de la DE50E de la combinacion, 60 después
se inyectaron 50 ul de formalina en la pata trasera derecha, reduciendo (p<0.05) el efecto
antinociceptivo de la combinacion en la fase 2 de la prueba (Figura 31). La dosis probada
de dorsomorfina redujo el efecto antinociceptivo de la DE50E de la combinacién para la
hiperalgesia ipsilateral unicamente, siendo evaluada a los 6 dias después de la prueba
de formalina (figura 38 y 39). Estos hallazgos sugieren que el complejo enzimatico AMPK
se encuentra involucrado en el efecto antinociceptivo de la metformina en la fase 2 de la
prueba de formalina, encontrandose relacionado en la participacion del mantenimiento

de la hiperalgesia ipsilateral, pero no en la contralateral ni en la alodinia.

81



Efecto antinociceptivo (ABC-2)

DMSO
Combinacién DEsoE
4-P-PDOT
Luzindole

Naloxona

Dorsomorfina

% Antinocicepcion

1 mg/Kg sc

1
3 mg/Kg sc

Combinacion DEsoE

Formalina 1 %

Figura 31. Efecto del antagonista de los receptores MT1-MT2 selectivo de melatonina (4-P-PDOT) y no
selectivo (luzindole), del antagonista de los receptores opioides (naloxona) y del bloqueador del AMPK
(dorsomorfina), en el efecto antinociceptivo agudo inducido por la combinacion de la DEsocE de metformina
y melatonina en ratas en la fase 2 de la prueba de formalina. Los datos se expresan como el porcentaje
de antinocicepcion del maximo efecto posible. Las barras representan la media + e.e. de 6 animales. Se
encontraron valores significativamente diferentes al grupo de la DE50E de la combinacion (p <0.05), *p<
0.05 DE5OE C. + F 1 % vs. 4-P-PDOT + DE5OE C. + F 1 %; $p<0.05 DE50E combinacion + F 1 % vs
naloxona + C. DE5S0OE + F 1 %, #p<0.05 DE50E combinaciéon + F 1 % vs dorsomorfina + DE5S0E c. + F 1 %;
por una prueba de ANOVA de una via seguido por una prueba de Tukey.
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Figura 32. Efecto del antagonista selectivo del receptor MT2, el 4-P-PDOT (1 mg/Kg, s.c.) en la alodinia
secundaria en ratas. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las respuestas de retirada de la
pata ante la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata
(grupo basal y formalina 1 % (DMSO)). La alodinia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se evaluaron a los 6
dias posterior a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO; *p<0.05 grupo DMSO vs
C. DE50OE; *p<0.05 DMSO vs grupo 4-P-PDOT; #p<0.05 C. DE50E vs 4-P-PDOT, por ANOVA de una via
seguido por la prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 33. Efecto del antagonista selectivo del receptor MT2, 4-P-PDOT (1 mg/Kg, s.c.) en la hiperalgesia
secundaria en ratas. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las respuestas de retirada de la
pata ante la aplicacion de los filamentos de von Frey (250 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata,
grupos basal y formalina 1% (DMSO). La hiperalgesia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se evaluaron a
los 6 dias posterior a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO; *p<0.05 grupo DMSO
vs C. DE50E; *p<0.05 DMSO vs grupo 4-P-PDOT, por ANOVA de una via seguido por la prueba de Student-
Newman-Keuls.
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Figura 34. Efecto del antagonista no selectivo de los receptores MT1 y MT2, luzindole (1 mg/Kg, s.c.) en
la alodinia secundaria en ratas. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las respuestas de
retirada de la pata ante la aplicacion de los filamentos de von Frey (10 mN) a la superficie plantar de la
pata de la rata, grupos basal y formalina 1% (DMSQO). La alodinia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se
evaluaron a los 6 dias posteriores a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO;
*p<0.05 grupo DMSO vs C. DE5oE; *p<0.05 DMSO vs luzindole, por ANOVA de una via seguido por la
prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 35. Efecto del antagonista no selectivo de los receptores MT1 y MT2, luzindole (1 mg/Kg, s.c.) en
la hiperalgesia secundaria en ratas. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las respuestas de
retirada de la pata ante la aplicacion de los filamentos de von Frey (250 mN) a la superficie plantar de la
pata de la rata, grupos basal y formalina 1% (DMSO). La hiperalgesia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se
evaluaron a los 6 dias posteriores a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO;
*p<0.05 grupo DMSO vs C. DE50E; *p<0.05 DMSO vs grupo luzindole, por ANOVA de una via seguido
por la prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 36. Efecto del antagonista de los receptores opioides, naloxona (1 mg/Kg, s.c.) en la alodinia
secundaria en ratas. Los datos se expresan como el promedio * e.e. de las respuestas de retirada de la
pata ante la aplicacién de los filamentos de von Frey (10 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata,
grupos basal y formalina 1% (DMSOQO). La alodinia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se evaluaron a los 6
dias posteriores a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO; *p<0.05 grupo DMSO
vs C. DE5S0E; *p<0.05 DMSO vs naloxona, #p<0.05 C. DE50E vs naloxona, por ANOVA de una via seguido
por la prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 37. Efecto del antagonista de los receptores opioides, naloxona (1 mg/Kg, s.c.) en la hiperalgesia
secundaria en ratas. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las respuestas de retirada de la
pata ante la aplicacién de los filamentos de von Frey (250 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata,
grupos basal y formalina 1% (DMSO). La hiperalgesia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se evaluaron a
los 6 dias posteriores a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO; *p<0.05 grupo
DMSO vs C. DE50E; *p<0.05 DMSO vs grupo naloxona, #p<0.05 C. DESOE vs naloxona, por ANOVA de
una via seguido por la prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 38. Efecto del inhibidor selectivo del AMPK (dorsomorfina) (3 mg/Kg, s.c.) en la alodinia secundaria
en ratas. Los datos se expresan como el promedio * e.e. de las respuestas de retirada de la pata ante la
aplicacion de los filamentos de von Frey (10 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata, grupos basal
y formalina 1% (DMSO). La alodinia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se evaluaron a los 6 dias posteriores
a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO; *p<0.05 grupo DMSO vs C. DES50E;
*p<0.05 DMSO vs dorsomorfina, por ANOVA de una via seguido por la prueba de Student-Newman-Keuls.
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Figura 39. Efecto del inhibidor selectivo del AMPK (dorsomorfina) (1 mg/Kg, s.c.) en la hiperalgesia
secundaria en ratas. Los datos se expresan como el promedio + e.e. de las respuestas de retirada de la
pata ante la aplicacion de los filamentos de von Frey (250 mN) a la superficie plantar de la pata de la rata,
grupos basal y formalina 1% (DMSOQO). La hiperalgesia ipsilateral (IL) y contralateral (CL) se evaluaron a
los 6 dias posteriores a la prueba de la formalina. *p<0.05 grupo basal vs grupo DMSO; *p<0.05 grupo
DMSO vs C. DE50E; #p<0.05 DMSO vs dorsomorfina, por ANOVA de una via seguido por la prueba de
Student-Newman-Keuls.
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7.7 Perfil de seguridad: evaluacién de la actividad motora

En lo que respecta a la prueba para evaluacion de la actividad motora, se utilizé
la dosis efectiva 50 experimental de la combinacion metformina-melatonina, y se observé
que no presentd ninguna influencia significativa sobre el tiempo de mantenimiento sobre
la varilla giratoria en el Rota-Rod, comparado con el control positivo (diazepam 10 mg/Kg)
(Tabla 8).

Tabla 8. Tiempo (s) obtenido en la prueba de Rota-Rod en ratas control negativo
(vehiculo carboximetilcelulosa al 1%), la combinacion metformina-melatonina y el

control positivo con diazepam, administrados por via oral.

Grupo Tiempo e.e.
Control 295.7 10.53
Diazepam 140.6 75.71
Metformina-melatonina 276.5* 19.44

La respuesta motora o sedacidn se registré a los 60 minutos después de la
administracién de la combinacién metformina-melatonina, con un tiempo de corte de

300 s. *p<0.05 vs diazepam.
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8. Discusion

8.1 Evaluacion de la eficacia antinociceptiva de cada farmaco

individualmente.

8.1.1 La eficacia antinociceptiva de la metformina

Estos experimentos se realizaron con ratas hembras, ya que estudios anteriores
de este tipo no han demostrado diferencias entre ratas macho y hembra de esta cepa en
la prueba de formalina (Cervantes-Duran et al., 2016).

En la prueba de formalina, la administracion oral de metformina produjo una
disminucién de la conducta nociceptiva en la fase 2, siendo ésta proporcional al nivel de
la dosis administrada; la disminucién en el numero de sacudidas se puede traducir como
un aumento del efecto antinociceptivo. La metformina es un activador de AMPK, que es
un complejo enzimatico involucrado en multiples funciones celulares. La activacion del
AMPK regula negativamente muchos eventos de sefalizacion a través de la fosforilacion
de moléculas clave involucradas en el procesamiento nociceptivo, tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico (Augusto et al., 2019; Inyang et al., 2019; Russe
et al., 2013).

Se ha demostrado que la metformina tiene propiedades antinociceptivas en varios
tipos de dolor, como el dolor inflamatorio y el dolor sostenido. Este farmaco regula a la
baja la secrecién de TNF-a, reduciendo la produccion de éxido nitrico, prostaglandinas y
citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6) por la disminucion de la produccion de NF-kB por
los macrofagos; por otro lado, la metformina aumenta las citocinas antiinflamatorias IL-4
e IL-10 (Baeza-Flores et al., 2020; Hyun et al., 2013; Saisho, 2015). También se ha
descrito que la metformina tiene efecto analgésico en humanos (Song et al., 2022; Taylor
et al., 2013). Estos resultados son comparables con otros hallazgos que demostraron
que la metformina es capaz de reducir la nocicepcion inflamatoria y prevenir el dolor
neuropatico originado en el modelo de la placa caliente, por la lesion de los cordones
medulares o el inducido por estreptozotozina en ratas (Augusto et al., 2019; Ma et al.,
2015; Taylor et al., 2013).
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La metformina podria tener un valor clinico importante en el dolor inflamatorio, el
dolor neuropatico y otras formas de dolor patologico. Existen estudios que indican que la
metformina muestra una eficacia comparable a la de otros analgésicos no esteroideos
probados para reducir la hiperalgesia inflamatoria y es mas potente que la aspirina
(Guzman-Priego et al., 2017; Pecikoza et al., 2017).

Las dosis de metformina empleadas en este estudio fueron de 30 a 1000 mg/Kg,
el efecto maximo observado fue de 51.8%, correspondiente a la via oral, lo cual ha sido
reportado en estudios previos (Augusto et al., 2019). La metformina no presentd una
eficacia elevada ni tampoco dependiente de la dosis en la fase 1 de la prueba de
formalina, lo que podria indicar que el efecto del farmaco no es directamente sobre la
actividad de los nociceptores, sino que su efecto principal es disminuir la respuesta
inflamatoria ante una lesién, como se ha descrito anteriormente (Hyun et al., 2013;
Melemedjian et al.,, 2011; Price & Dussor, 2013; Saisho, 2015). En contraste a los
resultados obtenidos, otros estudios no atribuyen accion analgésica significativa a la

metformina (Inyang et al., 2019; Ortiz, 2011).

8.1.2 La eficacia antinociceptiva de la melatonina

La melatonina administrada por via oral produjo una antinocicepcion relacionada
con la dosis, en la fase 2 en la prueba de formalina al 1 % en ratas. Dicha conducta
nociceptiva se traduce en la disminucion en el numero de sacudidas de la pata trasera
derecha donde se aplicd la formalina. De acuerdo con algunos autores, la accién
antinociceptiva de la melatonina se debe a que actua a través de mecanismos mediados
por receptores de membrana MT1 y MT2 acoplados a la proteina Gi y por receptores
nucleares (Emet et al., 2016; Scarabelot et al., 2016; Srinivasan et al., 2012).

Se ha demostrado en otros estudios que la melatonina juega un papel importante
en el efecto antinociceptivo, tanto para el dolor inflamatorio como para el dolor patoldgico.
La melatonina inhibe a la adenilato ciclasa, disminuyendo el AMPc intracelular,
reduciendo la expresion elevada del factor nuclear kappa B, y disminuyendo las citocinas
proinflamatorias como la IL-6 y FNT-a. Este efecto podria ser dado por la disminucion de

la liberacién de prostaglandinas y la NO-sintasa en el sitio de la lesion, para el dolor
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inflamatorio. También deprime las descargas nociceptivas de las neuronas del asta
dorsal espinal, regulando el dolor neuropatico (Arreola-Espino et al., 2007; Chaudhry et
al., 2021; Mantovani et al., 2006; Xie et al., 2020).

Para este farmaco, el efecto maximo observado por via oral en la fase 1 de la
prueba de formalina fue de 22.7 % y en la fase 2 de 58.2 % ; este efecto ha sido reportado

por otros autores (Arreola-Espino et al., 2007).

8.2 Evaluacion de la eficacia antinociceptiva de la combinacion

farmacoldgica.

La combinacion farmacoldgica es una buena estrategia empleada con el fin de
obtener beneficios, tal como mejorar la eficacia sin el aumento de los efectos adversos
o disminuir efectos colaterales y potenciar su eficacia. El presente estudio analiz6 la
naturaleza de la interaccion entre la metformina y la melatonina en varias dosis.
Conceptualmente, un efecto aditivo se refiere a la interaccion entre dos farmacos de tal
manera que, cuando se coadministra, el resultado se aproxima al efecto maximo o a la
suma de los efectos de los dos farmacos administrados individualmente. El efecto
sinérgico se refiere a la interaccion entre dos medicamentos, de tal modo que, cuando
se administran simultaneamente, la eficacia o potencia resultante respalda una
interaccion mayor que aditiva o multiplicativa en comparacion con cada medicamento
administrado individualmente (Grabovsky & Tallarida, 2004; Tallarida, 2001). El analisis
isobolografico demostré un efecto sinérgico significativo entre la metformina y la
melatonina a nivel sistémico. La interaccidn de estos medicamentos no se ha probado
previamente; sin embargo, la metformina ha sido probada en combinaciones analgésicas
con tramadol (Pecikoza et al., 2017), ketorolaco, indometacina y metamizol (Guzman-
Priego et al., 2017), curcumina (Dasuni-Wasana et al., 2022) y vitaminas, como la
vitamina B12 (Pecikoza et al., 2022) en varios modelos de dolor, produciendo un efecto
sinérgico. Ademas, la melatonina ha sido probada en combinaciones analgésicas con
dexametasona (Genovese et al., 2007), antidepresivos, como la amitriptilina (Zanette et
al., 2014), naproxeno (Mohammadyahya et al., 2020) y morfina (Hemati et al., 2020) en

varios modelos de dolor, produciendo un efecto sinérgico.
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Los efectos de la combinacion por via oral en la fase 1 no tuvieron diferencias
significativas con el grupo control. En la fase 2 de la prueba el efecto maximo obtenido
fue de 61.3 %. Una vez efectuado el correspondiente andlisis isobolografico, donde el
indice de interaccion obtenido indicé la presencia de sinergismo, el valor de y para la via
oral fue de 0.672, lo que implica que la dosis efectiva 50 experimental (DE50E) fue menor
a lo tedricamente calculado.

El mecanismo del sinergismo podria deberse a los diferentes sitios de accién de
cada farmaco. Los sitios de accién y los mecanismos por los que actian ambos
medicamentos podrian ser complementarios, ya que ambos farmacos actuan sobre los
mecanismos locales y neurales de transmision para generar la modulacion de varios
tipos de dolor (Ortega-Varela et al., 2007). La metformina en las células neurales actua
como un regulador negativo de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), que a su
vez disminuye la via de sefializacion de mTORCH1, reduciendo la hipersensibilidad neural,
también suprime las vias de transduccién aberrantes inducidas por las lesiones
nerviosas, inhibiendo el dolor. De manera adicional, disminuye la activacion de la via de
la proteina cinasa regulada por senales extracelulares (ERK) en las neuronas
sensoriales, disminuyendo asi la hiperexcitabilidad de los nociceptores en el sistema
nervioso periférico y logrando disminuir la expresion de citocinas proinflamatorias, como
IL-18, TNF-a y STAT-3 en las neuronas de la microglia, astrocitos y en la médula espinal,
revirtiendo varios tipos de dolor (Augusto et al., 2019; Inyang et al., 2019; Melemedjian
et al., 2011); por su parte, la melatonina actua en sus propios receptores MT1 y MT2,
siendo el receptor MT2 el mas involucrado en la modulacion del dolor, estos receptores
se encuentran a nivel medular y cerebral, modulando las respuestas de dolor; la
melatonina también actua en los receptores nucleares RZR/ROR, bloqueando la
formacion de ciclooxigenasa-2 y lipoxigenasa-5, disminuyendo la formacion de citocinas
proinflamatorias, ademas de su gran efecto antioxidante, disminuyendo las especies
reactivas de oxigeno (Lopez-Canul et al., 2015; Mantovani et al., 2006; Posa et al., 2017).

En la realizacion de los presentes estudios experimentales se observaron efectos
significativos en la nocicepcién. Tanto la metformina como la melatonina actuaron en la
inhibicion de los efectos nociceptivos provocados por la formalina, donde ambos

farmacos de manera individual lograron disminuir la nocicepcion, pero se mostré un
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efecto mayor con la combinacién; aunque la presentacion oral presenta desventajas en
la absorcion y el tiempo de efectividad, se sugiere que esta combinacion podria ser util

para tratar el dolor inflamatorio en los humanos (Kuthati et al., 2019; Posa et al., 2017).

8.3 Evaluacion del efecto antihiperalgésico y antialodinico de cada

farmaco y la combinacion

8.3.1 Eficacia de la metformina

La administracion de metformina disminuy¢ la hiperalgesia y la alodinia inducidas
por la formalina al 1%. Los resultados de este trabajo mostraron que el efecto de la
administracion oral es dependiente de la dosis; la metformina indujo un efecto
antihiperalgésico y antialodinico, tanto en la pata trasera ipsilateral como contralateral en
el modelo de dolor en las ratas; en este sentido, en varios reportes de la literatura indican
un efecto similar en varios modelos de dolor neuropatico (Alcantara Montero et al., 2022;
Augusto et al., 2019; Ma et al., 2015; Pecikoza et al., 2017; Sanchez-Gavidia et al., 2019).

Lo anterior sugiere que hay una participacion importante de la metformina en el
efecto antihiperalgésico y antialodinico en el proceso de consolidacion de la sensacién

dolorosa a largo plazo.

8.3.2 Eficacia de la melatonina

La administracion oral de la melatonina mostré6 un efecto antihiperalgésico y
antialodinico en un modelo de dolor inducido por formalina al 1%. En el presente trabajo
se observd una disminucién de la hiperalgesia y la alodinia secundarias en la pata
trasera, tanto ipsilateral como contralateral, en las ratas administradas con melatonina
por via oral, de una manera dependiente de la dosis. Esto concuerda en términos
generales con otros estudios previos donde se observo este efecto (Ambriz-Tututi &
Granados-Soto, 2007; Arreola-Espino et al., 2007; Galley et al., 2017; Wheeler-Aceto et

al., 1990b), sugiriendo una accion antinociceptiva de largo plazo.
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8.3.3 Eficacia de la combinacién farmacoldgica

El efecto antihiperalgésico y antialodinico de la combinacion en el presente
estudio logré un efecto sinérgico, bloqueando el desarrollo de hiperalgesia y alodinia. El
pretratamiento con la combinacién farmacolégica logré bloquear el efecto pronociceptivo
de la formalina al 1%. Este efecto de combinacién sinérgica de ambos farmacos se ha
observado con la metformina en otros estudios, como en el de Pecikoza et al. (2022),
donde se demostro el efecto antihiperalgésico dependiente de la dosis de metformina,
combinada con duloxetina y vitamina B12, obteniéndose un efecto sinérgico de la
combinacion, en un modelo de dolor neuropatico inducido por estreptozotocina. Por otro
lado, en el caso de la melatonina, en el estudio de Song et al. (2015) usaron 10 mg/Kg
de melatonina intraperitoneal y 10 mg/kg de morfina subcutanea, evitando la aparicion
de hiperalgesia y potenciando la accion analgésica. Sus mecanismos de acciéon
analgésicos individuales al combinarse atenuan la nocicepcién mediante la modulacion
de los neurotransmisores relacionados con el dolor, la supresion de la respuesta inmune

y el bloqueo de la sefalizacion neural.

8.4 Evaluacion de la eficacia farmacoldgica ante la hiperalgesia y la

alodinia secundarias

Esta descrito que la formalina al 1% induce hiperalgesia y alodinia mecanicas
secundarias de larga duracion hasta los 12 dias, lo cual es un modelo confiable y
reproducible (Bravo-Hernandez et al., 2012), que nos permite evaluar la eficacia de la
metformina, la melatonina y la DE50E de la combinacién en la presencia de dolor
sostenido. El postratamiento farmacoldgico individual y la combinacion fue capaz de
revertir de forma significativa la hiperalgesia y la alodinia secundarias inducida por la
formalina al 1%, tanto en la pata trasera administrada como en la contralateral de la rata.
Esto sugiere que la metformina y la melatonina se encuentran involucradas en el efecto
antinociceptivo, tanto inflamatorio como en el dolor sostenido. Este fendmeno se ha
observado en estudios previos, como en el de Pecikoza et al. (2022), donde se mostré
el efecto antihiperalgésico individual de la metformina y la combinacion farmacolégica
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con duloxetina y vitamina B12 en un modelo de dolor neuropatico en ratones, inducido
por la estreptozotozina; y en el de Zanette et al. (2014), donde se observo el efecto
analgésico de la melatonina en la fibromialgia en pacientes en un estudio de fase I,
apreciandose que al combinarse con amitriptilina mejoré su efecto analgésico en la
escala de EVA y produjo una disminucién de los sintomas en los umbrales de dolor por
presion.

Este es el primer estudio sobre la combinacién de metformina y melatonina por
via oral, por lo que los resultados encontrados con la combinacion justifican la realizaciéon
de estudios clinicos con el fin de demostrar su utilidad en el tratamiento del dolor

neuropatico en humanos.

8.5 Evaluacion del mecanismo de accion de la combinacion de

metformina y melatonina

El efecto de la combinacion oral de la metformina y la melatonina produjo una
interaccion sinérgica significativa, lo cual fue analizado en el presente proyecto. El efecto
antinociceptivo de la combinacién de metformina y melatonina se redujo
significativamente después de la administracion del pretratamiento oral de 4-P-PDOT,
naloxona y dorsomorfina. El 4-P-PDOT es un antagonista selectivo del receptor MT2 de
melatonina y el luzindole es un antagonista no selectivo los receptores MT1 y MT2 de
melatonina (Ambriz-Tututi & Granados-Soto, 2007). El 4-P-PDOT bloqueé parcialmente
el efecto de la combinacién farmacoldgica, sugiriendo que hay un involucramiento mayor
de los receptores MT2 que de los receptores MT1 en el efecto antinociceptivo de la
combinacion.

El pretratamiento con naloxona logré atenuar el efecto antinociceptivo de la
combinacioén farmacolégica, sugiriendo la participacion de los receptores opioides. Se
podria sugerir que ambos farmacos estan involucrados con los receptores opioides, ya
qgue en estudios previos se ha observado que la metformina aumenta a nivel plasmatico
la B-endorfina y también favorece la union al receptor opioide u, previniendo la
neurotoxicidad por glutamato e interactuando con los nociceptores, disminuyendo la

hiperexcitabilidad neuronal (Augusto et al., 2019; Cheng et al., 2006; Fatemi et al., 2018).
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En otros estudios se ha observado la relacion de la melatonina con los receptores
opioides, favoreciendo su efecto antinociceptivo tanto agudo como a largo plazo
(antialodinico y antihiperalgésico), ya que la melatonina induce la liberacion de beta-
endorfinas, y la morfina aumenta la liberacion de melatonina en la glandula pineal. Los
receptores de melatonina se distribuyen en varias regiones del cuerpo, tanto en el SNC
como en el SNP (en la médula espinal en el asta dorsal y en el nucleo de varios nervios);
por lo tanto, hay una gran interaccion con los sistemas opioides (Hemati et al., 2020;
Mantovani et al., 2006; Srinivasan et al., 2012).

El efecto de la combinacion farmacologica oral se redujo significativamente
después de la administraciéon con el pretratamiento subcutaneo de la dorsomorfina. Estos
resultados sugieren la participacion de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) y
confirman lo descrito por Inyang et al. (2019), Ma et al. (2015) y Russe et al. (2013).
donde se demuestra la relacion de la proteina AMPK con el efecto antinociceptivo de la
metformina. Nuestros datos mostraron que la dorsomorfina bloqued parcialmente el
efecto antinociceptivo de la metformina en la prueba de formalina, y estos hallazgos
también son congruentes en otros estudios (Cao et al., 2021; Hasanvand et al., 2016).

Este es el primer reporte del efecto antinociceptivo, antihiperalgésico y
antialodinico de la combinacion de metformina y melatonina, asi como de su bloqueo por
los inhibidores antes mencionados. La interaccion sinérgica posiblemente tuvo su origen
en multiples acciones sobre los sitios de accion de ambos farmacos, y aparentemente
los sitios de accion podrian ser complementarios, por ejemplo la unién de la melatonina
al receptor MT2 de las membranas celulares y la activacion del AMPK, combinado con

la activacion de los receptores opioides.

8.6 Perfil de seguridad de la combinacién

El tratamiento con la dosis mas alta de la combinacién metformina-melatonina no
afecto significativamente la coordinacion muscular del animal en la prueba del Rota-Rod,
lo que significa que los efectos antinociceptivos observados no estan relacionados con
el deterioro motor de las ratas; esto se ha observado en la literatura para la metformina

(Augusto et al., 2019) y para la melatonina (M. Ambriz-Tututi & Granados-Soto, 2007).
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En nuestros experimentos no se observaron efectos secundarios durante los

experimentos, lo que sugiere que esta combinacion tiene un perfil seguro de efectos

secundarios.




9. Conclusiones

La administracion oral de la metformina y la melatonina redujeron de manera
significativa y dependiente de la dosis la nocicepcion en la fase 2 de la prueba de
formalina. La combinacién de la metformina y la melatonina por via oral presenté una
eficacia altamente significativa, el indice de interaccion indica un efecto sinérgico.

La combinacion metformina-melatonina disminuye significativamente la
hiperalgesia y la alodinia secundarias de manera dependiente de la dosis. Ademas,
puede prevenir la aparicion de los fendmenos de dolor sostenido y contrarrestarlos una
vez que han sido instalados.

El mecanismo de accion de la combinacidn metformina-melatonina es
multifactorial, ya que incluye al menos la participacion de los receptores opioides, el
receptor MT2 y la activacion de AMPK. Todos estos hallazgos sugieren que el empleo
de la combinacién de metformina y melatonina podria ser util en el tratamiento de dolor

inflamatorio y dolor neuropatico.
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