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RESUMEN

El dolor artritico ha ido en aumento los ultimos afios, representando una problematica de
salud publica a nivel mundial. Este tipo de dolor viene vinculado de padecimientos como la
artritis reumatoide, la osteoartritis y la gota. En dichos padecimientos se manifiestan sintomas
de movilidad limitada, rigidez, inflamacion y deformidad articular que limitan la capacidad
de socializar y la actividad fisica, disminuyendo la calidad de vida de las personas que lo
padecen. Suele presentarse en los periodos de alto rendimiento y productividad laboral
(edades entre 30-50 afios) resultando en altas tasas de discapacidad laboral. La primera linea
para el tratamiento del dolor artritico es el uso de farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs). Como segunda linea de tratamiento, estan los farmacos tipo opioide, los cuales se
tienen evidencias de sus excelentes propiedades analgésicas dado su dualidad farmaceéutica.
Pero, su uso puede estar limitado por los efectos adversos que producen. Frecuentemente, el
enfoque farmacoldgico no es suficiente para contrarrestar el dolor artritico. Dicho lo anterior,
las terapias en combinacién suelen ser de gran utilidad. Con base en esto, una estrategia es la
monoterapia de AINEs con un opiaceo débil, como el tramadol. En el presente proyecto se
estudio el efecto antinociceptivo de la administracién individual y en conjunto de un AINE
(celecoxib) con un opioide débil (tramadol) en dolor artritico en un modelo de dolor
inflamatorio. El propoésito de este estudio fue determinar la posible interaccidn sinérgica entre
estos farmacos. Para la evaluacion del efecto antinociceptivo, se empled el modelo
experimental PIFIR en ratas Wistar hembra. Se formaron cinco grupos: control SHAM,
control vehiculo, celecoxib 1-56.1mg/kg (CEL), tramadol 3.2-31.6 mg/kg (TRA) y CEL (1-
31.6 mg/kg) + TRA (3.2-23.7 mg/kg) dando 20 combinaciones. La determinacion del tipo de
interaccion de las combinaciones se hizo con el analisis “Superficie de Interaccion Sinérgica
(SIS)”. Se empled la prueba de Rota-Rod para la evaluacion de la coordinacion motora, se
cuantifico la aparicion de Ulceras gastricas o erosiones usando como referencia a
indometacina como control positivo y se evaluo la tolerancia farmacoldgica mediante un
esquema de administraciones repetidas. Se obtuvieron y analizaron los cursos temporales y
curvas dosis-respuesta de cada tratamiento individual y en combinacion. CEL y TRA
individualmente presentan efecto antinociceptivo de tipo dosis-dependiente. Al
coadministrarlos se detectaron interacciones de tipo aditivas y supra-aditivas, siendo la
combinacion de CEL 3.2 mg/kg + TRA 10 mg/kg la de mayor potenciacion y, CEL 17.8
mg/kg +TRA 23.7 mg/kg la que generé la mayor eficacia antinociceptiva. Ambas
combinaciones no generaron cambios en la coordinacion motora ni la apariciéon de Ulceras
gastricas o erosiones, pero si se generd tolerancia farmacoldgica cuando se les administro
repetidamente.



ABSTRACT

Arthritic pain has been increasing in recent years, representing a global public health
problem. This type of pain is related to conditions such as rheumatoid arthritis, osteoarthritis
and gout. These conditions manifest symptoms of limited mobility, stiffness, inflammation
and joint deformity that limit the ability to socialize as well as physical activity, reducing the
quality of life of those suffering from arthritic pain. This condition usually appears during
periods of high work performance and productivity (ages between 30 and 50 years), resulting
in high rates of work disability. The first line of treatment for arthritic pain is the use of non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). As a second line of treatment, there are opioid-
type drugs, for which there is evidence of excellent analgesic properties. However, the use
of these drugs is limited by their adverse effects. Often, a single pharmacological approach
is not sufficient to counteract arthritic pain. Therefore, combination therapies are a better
option. On this basis, one strategy is NSAID monotherapy together with the use of a weak
opioid such as tramadol. In the present project, the antinociceptive effect of single
administration as well as the combination of an NSAID (celecoxib) with a weak opioid
(tramadol) to combat arthritic pain was characterized using the experimental model of pain-
induced dysfunction in the rat. The purpose of this study was to determin the possible
synergistic interaction between these drugs. For the evaluation of the antinociceptive effect,
the PIFIR experimental model was used in female Wistar rats. Five groups were formed:
SHAM control, vehicle control, celecoxib 1-56.2 mg/kg (CEL), tramadol 3.2-31.6 mg/kg
(TRA), and CEL (1- 31.6 mg/kg) + TRA (3.1-23.7 mg/kg), resulting in a total of 20
combinations. The determination of the interaction type of the combinations was performed
by “Synergistic Interaction Surface (SIS)” analysis. The Rota-Rod test was used to assess
motor coordination. Likewise, the appearance of gastric ulcer or erosion was quantified using
indomethacin as a positive control and pharmacological tolerance was evaluated by means
of a repeated administration scheme. Temporal courses and dose-response curves were
obtained and analyzed for each individual and combined treatments. CEL and TRA
individually showed a dose-dependent antinociceptive effect. When administered together,
predominantly additive and supra-additive interactions were detected, with the combination
of CEL 3.2 mg/kg + TRA 10 mg/kg showing the greatest potentiation and CEL 17.8 mg/kg
+ TRA 23.7 mg/kg resulting in the greatest antinociceptive efficacy. Both combinations did
not induce changes in motor coordination or the appearance of gastric ulcers or erosions, but
pharmacological tolerance was observed when administered repeatedly.



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del dolor

El dolor es un proceso neurofisiologico de alta plasticidad con vital importancia para la
supervivencia humana (Hudspith, 2016). El dolor nos permite tanto reparar como prevenir
lesiones tisulares, por lo que la sensacion de dolor se considera una funcién protectora
(Dinakar y Stillman, 2016). No obstante, el dolor puede llegar a ser producido por una
patologia, perdiendo asi su efecto positivo de preservar la integridad del organismo y

requerira entonces de un tratamiento adecuado.

Mundialmente, el dolor tiene altas repercusiones clinicas, sociales y econémicas (Raja et al.,
2020). El dolor es el motivo principal de consulta médica y la razon mas comuin de
discapacidad. Aunado a esto, las comorbilidades ligadas a este padecimiento como la
disminucion de la autoestima, depresion, ansiedad, dependencia y abuso de opiaceos y
problemas econémicos repercuten en la vida de los pacientes y en la de sus familiares y/o
cuidadores (Dinakar y Stillman, 2016). Aparte de generar elevados costos a nivel familiar,
también lo hace a nivel gubernamental. A lo largo de los afios, compafiias farmacéuticas,
organizaciones de salud e instituciones cientificas han reunido esfuerzos para desarrollar
tratamientos eficaces contra el dolor (Vargas-Schaffer, 2010). No obstante, el tratamiento del
dolor esta lejos de ser el ideal. Por lo tanto, es necesario seguir investigando nuevas

alternativas terapéuticas.

1.2 Definicion

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) define
al dolor como “una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada, 0 similar a la
asociada, con dafio tisular real o potencial” (Raja et al., 2020). Dicho lo anterior, es preciso
recalcar que el dolor no es una simple sensacion, es una experiencia compleja que conlleva
un procesamiento integral de informacion nociceptiva que responde a modulaciones tanto
excitatorias como inhibitorias en diversas regiones del sistema nervioso central (SNC)
(Hudspith, 2019). También, el dolor se puede describir en términos de sufrimiento,

incluyendo asi procesos emocionales y cognitivos (Woolf, 2004).



1.3 Transmision nociceptiva

El proceso de nocicepcion se manifiesta mediante la activacion de una subpoblacion de

neuronas periféricas denominadas nociceptores. Los nociceptores responden a estimulos

quimicos, térmicos o mecanicos de alto umbral (Basbaum et al., 2009). Estos nociceptores

se distribuyen en diversas localizaciones anatomicas abarcando la piel, membranas, tejido

conectivo de drganos viscerales, musculos, tendones, ligamentos, mucosas y periostio

(Almeida et al., 2004a). Dichos nociceptores constituyen las terminaciones nerviosas que

representan la porcién distal de las fibras aferentes primarias o de primer orden. Las fibras

aferentes primarias se clasifican con base en su estructura, diametro y velocidad de

conduccién (Julius y Basbaum, 2001; Dubin y Patapoutian, 2010):

a)

b)

Fibras de tipo C, caracterizadas por un diametro axonal de 0.4-1.4 um, una velocidad
de conduccién de 0.5-2 m/s y carecer de mielinizacidn, poseen un umbral elevado y
responden a estimulos mecanicos, térmicos y quimicos (Julius y Basbaum, 2001).
Fibras Ad, con un diametro axonal de 6-10 um, velocidad de conduccion de 5-30 m/s
y escasa mielinizacion. Estas fibras se dividen en dos categorias: tipo I, que
reaccionan predominantemente a estimulos mecanicos de alta intensidad
(mecanorreceptores) y débilmente a estimulos térmicos o quimicos, y tipo Il, que
responden a temperaturas elevadas (45-53 °C) y a frio intenso (-15 °C) (Julius y
Basbaum, 2001).

Fibras AP, estan mielinizadas, con un didmetro axonal superior a 10 pm y una
velocidad de conduccién de 30-100 m/s, no generan potenciales de accion en

condiciones normales, pero si lo hacen en presencia de inflamacién (Millan, 1999).
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Figura 1. Caracteristicas principales de las fibras aferentes nociceptivas. Modificado de Julius y Basbaum, 2001.

Los nociceptores cumplen la funcién de codificar el tipo, la intensidad, la duracion y la
ubicacion de los estimulos nocivos, transduciéndolos en potenciales de accion (Muir y
Woolf, 2001). El proceso se encuentra mediado por la activacion de canales presentes en las
terminales periféricas, entre los que destacan los receptores TRPV1 y TRPV2, canales
ionicos sensibles a acido (ASIC), asi como los canales de sodio y potasio. La transmision de
estimulo nocivo implica la propagacion del impulso nervioso mediante las neuronas de
primer orden desde la periferia hasta la medula espinal, a través de los nervios periféricos y
el ganglio de la raiz dorsal (GRD). Estos se introducen por las raices dorsales de los nervios
espinales, para posteriormente ramificarse e inervar las diversas ldminas de la sustancia gris
de la asta dorsal posterior (Willis y Coggeshall, 2004). Las fibras C culminan en la lamina |
(zona marginal) y 11 (sustancia gelatinosa), mientras que las fibras Ad terminan en las laminas

I'y V (capa profunda) de la asta dorsal (Willis y Coggeshall, 2004).

Cuando se manifiestan potenciales de frecuencia alta, las fibras aferentes liberan
neurotransmisores, tales como glutamato y sustancia P en el espacio sindptico y/o

extrasinaptico (Julius y Basbaum, 2001), con el proposito de activar a los receptores acido



alfa-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazol  propioénico (AMPA), N-metil-D-espartato
(NMDA) y neurocinina (NK1), respectivamente. Bajo condiciones normales, los canales
NMDA se encuentran bloqueados por el ion magnesio (Mg?*) (Doubell et al., 1999).

El glutamato se une principalmente al receptor AMPA. La activacién de los canales AMPA
dan como resultado la despolarizacion de la membrana. Tales sucesos, favorecen la anulacién
del bloqueo de los receptores NMDA dada por el ion Mg?* e inician una respuesta
despolarizante postsinaptica de mayor intensidad y sostenida (Muir y Woolf, 2001). Dicha
despolarizacion genera potenciales postsinapticos excitatorios rapidos en neuronas
inhibidoras locales y descendentes. Que, a su vez, inhiben a las sustancias inhibitorias como
glicina (Gli) y al &cido y-aminobutirico (GABA) (Doubell et al., 1999; Goicoechea y Martin,
2006).

Por otro lado, en las terminales nerviosas sensoriales aferentes, los estimulos mecanicos y/o
térmicos intensos incrementan la liberacion de glutamato y sustancia P, activando a los
receptores metabotrépicos de Glu (mGIuR) y NK1, respectivamente. Este proceso promueve
la liberacion de calcio intracelular (Ca?*), dando lugar a potenciales de accién por la
activacion de canales de calcio voltaje dependiente (Muir y Woolf, 2001).

La médula espinal constituye el punto inicial de transmision para la informacién sensorial
dirigida hacia el SNC. En este contexto, facilita la modulacion de los mensajes que no han
alcanzado el umbral, al tiempo que amplifica los estimulos nocivos que necesitan una

respuesta (Romera et al., 2000).

Los cuerpos celulares de las neuronas de segundo orden se encuentran en el asta dorsal de la
médula espinal, mientras que sus axones proyectan hacia la sustancia blanca del cuadrante
anterolateral del lado contrario. Posteriormente, la informacion nociceptiva asciende al
tdlamo por el tracto espinotalamico y al tallo cerebral a través de los tractos
espinoparabraquial y espinomesencefalico (Pertovaara y Almeida, 2006). En tanto, las
neuronas de tercer orden se activan en el tdlamo. Tales neuronas son las encargadas de
integrar y transmitir la informacion a la corteza somatosensorial (que proyecta hacia areas de
asociacion cortical adyacentes). En dicha estructura, tienen lugar el proceso de percepcion,
recepcion, integracion y transferencia del potencial nociceptivo (Almeida et al., 2004; Brodin
etal., 2016).
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Figura 2. El proceso nociceptivo. Los nociceptores se activan mediante estimulos nocivos convirtiéndose en
sefiales eléctricas que activan a las neuronas de primer orden que proyectan hacia la médula espinal, donde
despolarizan a las neuronas de segundo orden que envian la informacion a los centros superiores para su
interpretacion posterior. Modificado de Mario Campero, 2014.

1.4 Clasificacion

A lo largo de los afios, el dolor se ha clasificado de diversas formas. De acuerdo con la
clasificacion de Woolf (2004), se considera que puede dividirse en adaptativo y
maladaptativo. La primera categoria corresponde al dolor que es esencial para sobrevivir, ya
que nos alerta de lesiones y permite la reparacion cuando es necesario. Por su parte, la
segunda categoria se refiere al dolor como una enfermedad per se, constituyendo un proceso

patolégico y disfuncional del sistema nervioso.

El dolor se puede catalogar de otra manera, haciendo referencia a su duracién (transitorio,
agudo o crénico), a su patogenia (neuropatico o nociceptivo), a su localizacion (somatico o
visceral) y a su intensidad (leve, moderado o severo) (Puebla-Diaz, 2005; Woolf, 2004). Con
base en sus mecanismos neurobiolégicos el dolor se define en nociceptivo, inflamatorio,

neuropatico y nociplastico (Woolf, 2010).



1.4.1 Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo se presenta ante estimulos calientes, frios o punzantes, funcionando
como una alarma temprana ante estimulos potencialmente perjudiciales (Figura 3a). Este tipo
de dolor se da mediante el tacto en respuesta a umbrales altos de dolor, produciendo un reflejo
de retiro. Se dice que la funcién defensora del dolor nociceptivo requiere de atencion y accion
de manera inmediata (Woolf, 2010). En escenarios clinicos particulares, tales como un
procedimiento quirurgico, donde puede existir dafio al tejido y/o traumatismo, el dolor
nociceptivo puede manipularse, pero esto solo debe de ser de forma transitoria ya que si el
sistema prevalece inhabilitado por mucho tiempo puede ocasionar dafios tisulares
importantes, asi como automutilacion de lengua, labios o dedos, entre otras (Woolf, 2004).

1.4.2 Dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio puede ser activado por diversos estimulos, por ejemplo, cuando existe
una lesién tisular generada mecanicamente o por patdgenos (infeccion), los cuales
desencadenan la respuesta inflamatoria del cuerpo como parte de su mecanismo de defensa
o reparacion. Esta respuesta inflamatoria da lugar a las caracteristicas clasicas que conocemos
coloquialmente como inflamacion. Entre estas caracteristicas estan el enrojecimiento, calor,
dolor y edema (Woolf y Salter, 2000). Puede producirse en piel, articulaciones, musculos y
periostio (somatico) o en visceras toracicas o abdominales (visceral) (Puebla Diaz, 2005;
Polston y Wallace, 2016). A pesar de que la inflamacién aguda es una respuesta fisioldgica
normal frente a dafio tisular, la inflamacion crénica se considera de tipo maladaptativo y, por
ende, resulta perjudicial provocando una cantidad significativa de dolor (Figura 3b) (Puebla
Diaz, 2005; Polston y Wallace, 2016).

1.4.3 Dolor neuropatico

Este tipo de dolor se caracteriza por ser del tipo maladaptativo, siendo asi una enfermedad
per se. Surge como resultado del dafio en el sistema nervioso somatosensorial, ya sea central
o periférico, y puede perdurar durante periodos que se extienden por meses o incluso afios.
Es decir, su funcion no es la de proteger y no hay circunstancias que indiquen inflamacion o
lesion (Figura 3c) (Woolf, 2010).



1.4.4 Dolor nociplastico

El dolor nocipléstico es un tipo de dolor crénico en el cual existe una alteracion en el
procesamiento de las sefiales del dolor por parte de SNC (Figura 3d). No hay evidencia de
que exista un dafio o lesion aparente. Dicho de otra manera, no se relaciona con la activacion
de los receptores de dolor por estimulos externos, sino mas bien por cambios en la forma en
que el cerebro y la médula espinal interpretan y responden a estas sefiales dolorosas. Este

tipo de dolor suele ser persistente y debilitante (Woolf, 2010).

a) Dolor nociceptivo
Neurona sensorial nociceptiva
Adaptativo
Umbrales altos de dolor
Sistema temprano de alerta

Estimulo nocivo — 3¢ —
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Calor
Irritantes quimicos

-~ ) Respuesta al dolor automatica
Fuerzas mecanicas intensas

Reflejo de retiro

b) Dolor inflamatorio

Inflamacion —>
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Inflamacion  Neutréfilos ¢ —>  Umbrales bajos de dolor
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positivos Dafio al tejido —>

Y Dolor espontaneo
Hipersensibilidad al dolor

c) Dolor neuropético
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Figura 3. El dolor se puede categorizar con relacion a sus mecanismos neurobioldgicos. En esta clasificacion
se incluye el a) dolor nociceptivo, b) dolor inflamatorio, ¢) dolor neuropéatico y d) dolor nociplastico.
Modificado de Woolf, 2010.



1.5 Clasificacion nueva de la IASP del dolor

En afos recientes, la IASP junto con investigadores a nivel mundial actualizaron la
clasificacion en tres amplias categorias: nociceptivo, neuropatico y nociplastico (Kosek et
al., 2016; Raja et al., 2020). Para esta nueva caracterizacion se tomaron en cuenta los
mecanismos involucrados en la percepcion individual del dolor, asi como su manejo en las
personas que lo padecen. Esto incluye factores sociales, culturales y psicol6gicos que
modifican la percepcion del dolor (Murphy et al., 2023), debido a que estan correlacionados
con los mecanismos neurobioldgicos del mismo. El proposito de clasificar el dolor en dichas
categorias fue simplificar la comunicacién entre médicos, investigadores y pacientes, y
optimizar los métodos de identificacion y clasificacion a los participantes en estudios
centrados en los mecanismos del dolor. La importancia de esto radica en que la informacion
recopilada de estos estudios podria generar nuevas estrategias de gestion del dolor (Murphy
etal., 2023).

Segun la reciente categorizacion, el dolor nociceptivo indica una reaccion fisioldgica tipica
frente a lesiones causadas por traumatismo, una herida que no ha sanado o algun proceso
inflamatorio. Este tipo de dolor suele ser especifico en su localizacion y descrito
detalladamente por los pacientes. En los ejemplos clasicos de este dolor se incluyen
enfermedades como la artritis reumatoide o el dolor post operatorio. Asimismo, la terapia
farmacoldgica que resulta efectiva para este tipo de dolor son los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) y los opioides (Kosek et al., 2016; Murphy et al., 2023). En contraste,
el dolor neuropatico surge como consecuencia de una lesion propia del sistema
somatosensorial (a nivel periférico o central) segin indica Raja et al 2020. Suele presentarse
por episodios, ser lacerante y presentar alodinia e hiperalgesia. La gestion del dolor
neuropatico es un proceso complejo. El tratamiento farmacoldgico para este tipo de dolor se
centra en farmacos antiepilépticos y antidepresivos (Finnerup et al., 2015). Por ultimo, la
necesidad de introducir una tercera categoria en la clasificacion del dolor, denominada dolor
nociplastico, surge de la necesidad de definir aquellas patologias que no tienen una activacion
clara de los nociceptores o0 una ausencia de dafo aparente (Fitzcharles et al., 2021). El dolor
nocipléstico se describe como el dolor que emerge de una alteracion en el procesamiento
nociceptivo. Y a su vez, se cree que existe una desregularizacion en las vias que modulan el

dolor en el SNC. También, puede ser localizado o generalizado ya que participan diversos
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circuitos del sistema nervioso (aumentan las sefiales dolorosas, disminuyen los mecanismos
inhibitorios enddgenos del dolor o ambos casos) (Murphy et al., 2023). Otros padecimientos
vinculados al dolor nociplastico son los trastornos del suefio, el cansancio y problemas

cognitivos, entre otros (Kosek et al., 2016; Nicholas et al., 2019).

Percepcion
individual del
dolor: Factores
psicoldgicos,
sociales y
culturales

Figura 4. Clasificacion mas reciente de la IASP para el dolor. Modificado de Murphy et al., 2023.

1.6 Dolor artritico

El dolor artritico es un tipo de dolor inflamatorio. Se estima que esta condicion ha ido en
aumento los ultimos afios, representando un problema de salud puablica a nivel mundial
(Gonzalez-Chica et al., 2018). En el 2013, solo en Estados Unidos, los costos de esta
enfermedad llegaron a los $304 mil millones de ddlares ($140 mil millones de ddlares
representaron los gastos médicos y $164 mil millones de ddlares en salarios perdidos)
(Barbour et al., 2017).

A menudo este tipo de dolor viene vinculado con padecimientos como la artritis reumatoide,
osteoartritis y gota. En estos padecimientos se manifiestan en sintomas como movilidad
limitada, rigidez, inflamacion y deformidad articular, entre otras, que limitan la capacidad de

socializar y la actividad fisica, asi como también aumentan el estrés y la ansiedad, trayendo
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consecuencias en la calidad de vida de las personas que lo padecen (Pelaez-Ballestas et al.,
2011). El dolor artritico suele presentarse en los periodos de alto rendimiento y productividad
laboral (que son edades entre 30-50 afios de los individuos) resultando en altas tasas de
discapacidad laboral (Ruiz-Mejia et al., 2016).

La investigacion e informacion de las enfermedades reumaticas es casi nula en paises de
Ameérica Latina, en comparacion con los paises desarrollados. Aun asi, se han hecho
esfuerzos por conocer mas sobre la prevalencia de este tipo de condiciones. Por ejemplo, en
México se estima que el predominio de la artritis reumatoide es de 1.6% y de la gota de 0.3%
aproximadamente (Peldez-Ballestas et al., 2011). Cabe mencionar que esta prevalencia esta
ligada al sexo femenino y al envejecimiento (Barbour et al., 2017). Ademas, el Centro para
el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) hizo proyecciones para el 2023 que

indicaron un aumento en el diagndstico de artritis (Barbour et al., 2017).

1.6.1 Artritis gotosa

La artritis gotosa es una enfermedad metabdlica que se origina por la acumulacion de urato
monosaddico en el organismo (Tao et al., 2023). Dicha acumulacion de urato monosodico da
como resultado cristales en forma de aguja que se agrupan en las articulaciones causando una
reaccion inflamatoria (NIAMS, 2010). Se puede presentar en ataques agudos con duracion
de 12-24 h que incluyen hinchazon e inflamacion en la articulacion. Sin embargo, la gota
cronica se desarrolla después de varios ataques agudos recurrentes lo que conlleva dolor
intenso y rigidez causados por la destruccion continua y progresiva de los tejidos (Abhishek
etal., 2017).

La artritis inflamatoria con mayor incidencia mundial es la artritis de tipo gota (Ragab et al.,
2017). Se estima que el 3% de la poblacién mexicana padece de esta condicion (Secretaria
de Salud, 2017). Por su parte, Gabriela Huerta (2017), encargada del Servicio de
Reumatologia del Hospital General de México “Eduardo Liceaga”, destaca que la gota es el
tercer motivo de consulta en este hospital, y a su vez, advirtié que es una patologia que ha
ido en aumento los Gltimos afios debido al aumento de personas con obesidad, hipertension

y diabetes, entre otros padecimientos.
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1.6.1.1 Proceso fisiopatoldgico de la artritis tipo gota

Existen factores que pueden contribuir a la formacion de cristales de UMS. Estos incluyen la
concentracion de electrolitos, la temperatura, el pH, los componentes articulares del liquido
sinovial, etc. (Chhana et al., 2015). A su vez, la acumulacion de cristales de urato
desencadena una cascada inflamatoria dada por los macréfagos que intentaran fagocitar los
cristales. Adicionalmente, se liberan citocinas (IL- 8) y leucotrienos que reclutan neutrofilos
en el sitio del dafio, causando los sintomas caracteristicos de esta patologia (Schiltz et al.,
2002).

El incremento de urato monosodico en el tejido sinovial causa la liberacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), asi como de especies reactivas de nitrogeno (NOS) en los
sinoviocitos, llevando a la muerte celular (Zamudio-Cuevas et al., 2016). La acumulacion de
estos cristales facilita la estimulacion de la citotoxicidad directa en los tejidos,
desencadenando un proceso inflamatorio en la membrana sinovial y necrosis celular (Mulay
etal., 2016).

La formacion del complejo necrosoma (compuesto por la proteina que interactGa con el
receptor cinasa 3 (RIPK3)) y la pseudocinasa similar al dominio cinasa de linaje mixto
(MLKL) contribuyen a la alteracion de las membranas celulares y la induccion de muerte
celular (Mulay et al., 2016). Dicho proceso inicia la liberacion de patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs), aumentando la respuesta inmunitaria con la atraccion de
macrofagos y neutréfilos en el tejido sinovial (Mulay et al., 2016). Por su parte, los DAMPSs
intensifican la inflamacion local mediante la activacion de RRPs (receptores de
reconocimiento de patrones en fagocitos mononucleares). La concentracion de neutrofilos y
monocitos, junto con la liberacion de IL-1, dan como consecuencia la liberacion de otras
citocinas y quimiocinas como IL-8, IL-6 y IL-8, generando un ciclo de autoinflamacion
inducida con aumento de la permeabilidad capilar. Sumado a esto, los cristales de urato
monosddico activan a los neutrofilos que posteriormente forman las trampas extracelulares
de neutréfilos (NETS) (Lamprecht et al., 2008).

Aunque el mecanismo de la fagocitosis de urato monosddico por los macrofagos no se ha
dilucidado completamente, se sabe que dada la caracteristica higroscopica de los cristales de

urato monosddico (es decir, la capacidad de retener agua y unir proteinas a la superficie)
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podria incluir el acoplamiento de IgG y proteinas del complemento. Estas interacciones
podrian promover su reclutamiento y fagocitosis (Ortiz-Bravo et al., 1993). Ademas, se han
estudiado las interacciones directas de urato monosodico con el antigeno CD14, que activa
receptores tipo Toll (en especifico TLR2 y TLR4), estimulando células inmunitarias (Scott
et al., 2006). Otra via de sefializacion implicada en la cascada inflamatoria es la interaccion
de urato monosddico con el inflamasoma NLRP3. Este inflamasoma esté constituido por un
conjunto proteico en el cual la proteina ASC activa la caspasal, facilita la produccion de IL-
1B y su liberacion al entorno extracelular, dando lugar a un proceso autoinflamatorio con un
reclutamiento excesivo de leucocitos y un aumento en la permeabilidad capilar (Martinon et
al., 2006). La ausencia de NALP3, caspasa 1 y ASC en macrofagos se ha asociado en ensayos
preclinicos con una produccion deficiente de IL-1p inducida por cristales (Martinon et al.,

2006).

La administracion intraarticular de acido Urico también ha demostrado incrementar la
expresion de la COX-2 por induccion de la sintesis de prostanoides, que abona al proceso

inflamatorio y, posiblemente, aumente la produccion de IL-1p (Martinez et al., 2002).
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Figura 5. Los mecanismos moleculares involucrados en la artritis gotosa, a) y b) se refiere a que la deposicion
de cristales induce efectos citotoxicos directos o indirectos en células epiteliales mediante la via RIPK1-RIPK3-
MLKL, c) se liberan DAMPs como respuesta, d) la fagocitosis de cristales de urato monosédico activa el
complejo inflamasoma, NLRP3, e) se desencadena la liberacién de citocinas y quimiocinas mediadas por IL-
1R/NF-kB vy f), se produce el reclutamiento de neutrdfilos, los cuales, al entrar en contacto con urato
monosaddico, experimentan necroptosis y NETS a través de la via RIPK1-RIPK3-MLKL. Modificado de Desai
etal., 2017.

2. TERAPIA FARMACOLOGICA

Las aproximaciones generales para el tratamiento de dolor artritico de las enfermedades
caracterizadas por dolor en musculo esquelético crénico (como la artritis reumatoide o la
gota) abarcan desde la prevencion tanto del dafio articular como de la pérdida de la funcién
hasta el manejo del dolor (Kidd et al., 2007). En estas terapias farmacoldgicas la primera
linea es el uso de farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) ya que han demostrado
dar mejoria en los pacientes que sufren de este tipo dolor (Bournia et al., 2017). Como
segunda linea de tratamiento, encontramos a los farmacos de tipo opioide, a pesar de que su
uso esta limitado por sus efectos adversos, se tienen evidencias de sus excelentes propiedades
analgésicas. Por mencionar alguna, se report6 un analisis donde 1025 pacientes que padecian

de dolor crénico no maligno notaron un decremento importante del 30% de su nivel de dolor.
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Cabe mencionar que, el efecto fue parecido en dolor artritico cuando se administr6é oralmente

en un periodo de cuatro dias a ocho semanas (Kalso et al., 2004).

Frecuentemente, un Unico enfoque farmacolégico no es suficiente para contrarrestar el dolor
artritico, por lo que las terapias en combinacion suelen ser de gran utilidad. Con base en esto,
una estrategia puede ser la coadministracion de un AINE y un opioide débil, como el

tramadol.

2.1 Analgésicos antinflamatorios no esteroideos

Este grupo de farmacos posee propiedades antiinflamatorias, antipiréticas y analgésicas.
Dada su eficacia y su gran accesibilidad, los AINEs se consideran como uno de los grupos
de farmacos mas empleados en clinica a nivel mundial (Williams y Buvanendran, 2011).
Curiosamente, los AINEs no tienen una estructura quimica base, pero si comparten algunos
mecanismos de accién comunes (Sostres y Lanas, 2016). Entre ellos, se encuentra evidencia
de que los AINEs modifican la actividad de las vias de transmision neuronal y ejercen su
efecto terapéutico cambiando los niveles intracelulares de neuromoduladores (Sostres y
Lanas, 2016). Adicionalmente, los AINEs pueden inhibir la sintesis de prostaglandinas
(Vane, 1971), suprimir la sintesis de citocinas (Funakoshi-Tago et al., 2008), disminuir la
expresion de canales sensibles a &cidos (Voilley et al., 2001) y elevar los niveles de
endocannabionoides (Guindon y Beaulieu, 2006), entre otros mecanismos de accion.

En cuanto al bloqueo de la sintesis de varios prostanoides, que abarcan a las PGs y al
tromboxano, es importante mencionar que ambos se generan a partir del metabolismo de
acidos grasos por la accion enzimatica de la COX, de las PGs y el tromboxano, que varia
segun el tejido. Su papel fundamental radica en ser mediadores tanto en procesos fisiol6gicos
como en patoldgicos, participando en procesos como la inflamacién, el dolor, la osteoporosis,

enfermedades cardiovasculares y el cancer, entre otras (Fitzgerald, 2004).

La sintesis de PGs estd vinculada a la disponibilidad de acido araquidonico (AA). La
estimulacion de la membrana celular por sefiales inflamatorias o mitdgenos es el primer
proceso para la produccion de PGs, que también conlleva la liberacion de AA desde los

fosfolipidos celulares. Dichos sucesos, se llevan a cabo mediante la accion de la fosfolipasa
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A2 secretora y fosfolipasa A2 citoplasmatica. Una vez que se libera AA, la COX-1y COX-

2 participan en la conversion de este en PGs (Simmons et al., 2004).

El mecanismo de accién mas investigado de los AINESs es el que describe que generan sus

efectos a traves de la inhibicion de la enzima COX. La COX esta implicada en la produccion

de PGs, que son indispensables para mediar el proceso de inflamacion y la modulacién del

dolor (Leyva-Lépez et al., 2016). La inhibicion de la sintesis de PGs se da mediante la

acetilacion reversible o irreversible de la COX. En humanos, esta enzima presenta dos

isoformas COX-1y COX-2, pero se sabe que en animales (sobre todo en la médula espinal)

se encuentra una tercera isoforma (COX-3), por lo que se cree que también participa en el

procesamiento del dolor (Hersh y Dionne, 2017).

AINEs
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Prostanoides

Fosfolipidos de la membrana

Prostanoides

Fosfolipasa A2

COX-1
COX-2

COX-1
COoX-2
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PGE2 PGFa
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TxA2
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PGI2
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PGD2

Receptores de prostanoides

Figura 6. Mecanismo general de los AINEs. Los analgésicos no esteroideos inhiben a la COX, inhibiendo el
acido araquidénico y por consecuencia la sintesis de los prostanoides. Modificado de Bindu et al., 2020.
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La COX-1, que se expresa en la mayoria de los tejidos en condiciones normales, participa en
la adhesion plaquetaria, en la sintesis de PGs que mantienen la homeostasis y en los
mecanismos de proteccion de la mucosa gastrointestinal (Lanas et al., 2014). Esta es una
enzima constitutiva (Lanas et al., 2014). Por su parte, la COX-2 participa en la sintesis de
PGs, excepto que esta lo hace en escenarios donde se produce dolor, inflamacién o fiebre, es
decir, es una enzima inducible (Lanas et al., 2014; Williams y Buvanendran, 2011). Por
ultimo, la COX-3, aunque se sabe que es similar a la COX-1, tiene una variacion de un
aminoéacido y sus funciones continlian en debate. Se ha observado que los farmacos que son
selectivos de COX-1 también aparentan actuar sobre COX-3, por lo que se cree que esta
ultima enzima es clave para la sintesis de prostanoides involucrados en procesos de fiebre y
dolor (Hersh y Dionne, 2017; Schwab et al., 2003).

Con base en lo anterior, se puede conocer el grado de selectividad de este grupo de farmacos
conociendo la concentracion inhibitoria 50 (Clso). Esta se define como la concentracion
minima que se ocupa para inhibir el 50% del efecto de la enzima. Esto se puede hacer para
cada farmaco de interés con su respectiva isoforma de la enzima. En este criterio (expresado
como indice COX-2/COX-1), mientras mayor sea el valor, mayor serd la inhibicion hacia la
ciclooxigenasa-1y, por ende, mayores seran los efectos no deseables del farmaco (Mitchell
et al., 1993). Esta relacién se da porque, como se describié anteriormente, la COX-1 es
importante para mantener las condiciones homeostaticas en el organismo. En cambio, la
COX-2 al ser inhibida produce los efectos antiinflamatorios y analgésicos deseados de los
AINEs. Esto dio pie a un gran auge en la década de los 90"s en cuanto al desarrollo de
farmacos preferentemente selectivos de COX-2, con la hipotesis de que al ser selectivos de
esta enzima generarian menos efectos adversos. No obstante, esto no fue del todo cierto, y
como ejemplo claro podemos mencionar al rofecoxib que en el afio 2004 fue suspendido del
mercado porque Se encontraron evidencias de que aumentaba el riesgo de accidentes
cerebrovasculares e infartos por el uso prolongado de dicho farmaco (Bombardier et al.,
2000).

Los efectos secundarios gastrointestinales de los AINEs son consecuencia del impedimento
en la produccion de prostaciclina (PGl2), PGEs y PGDy, las cuales inducen la secrecion de

moco citoprotector, bloquean la produccion de acidos estomacales y a su vez, incrementan
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el flujo sanguineo del estbmago (Lanas y Scheiman, 2007). Lo anterior conlleva a la
generacion de lesiones, como Ulceras o erosiones, y en casos mas extremos, perforaciones y
hemorragias (Lanas y Scheiman, 2007). Sin embargo, aunque los AINEs se relacionan con
efectos no deseables cardiovasculares, renales y gastrointestinales, contintan siendo uno de
los grupos de fa&rmacos més usado en clinica, y es ahi donde el médico debe prestar atencion
al momento de prescribirlos para que sea la dosis eficaz minima administrada por el menor

tiempo que sea posible (Sostres y Lanas, 2016).

2.1.1 Celecoxib

El celecoxib pertenece al grupo de los AINEs. Este exhibe una inhibicion de COX-2 con una
selectividad aproximadamente 30 veces mayor que la inhibicion sobre la COX-1 (Capone et
al., 2007; Tacconelli et al., 2002). Por tal motivo, se dice que tiene una inhibicion selectiva
o preferente de la COX-2 (Figura 7). De hecho, fue el primer farmaco de este tipo en ser
introducido al mercado (en 1998) (McCormack et al., 2011).

| Fosfolipidos de la membrana
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Figura 7. El mecanismo de accion del celecoxib consta de inhibir la sintesis de prostaglandinas mediante la
inhibicion de COX-2. Las enzimas COX catalizan el paso crucial que conduce a la produccién de
prostaglandinas a partir del acido araquidénico. Modificado de Gong et al., 2012.
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El celecoxib se absorbe de manera rapida luego de la administracién oral, llegando a su nivel
maximo en la sangre a las 3 h aproximadamente. Su vida media es de 11.5 h. Se metaboliza
en el higado mayoritariamente, mientras que una pequefia cantidad de farmaco (menor del
3%) se excreta sin cambios (Marnett y DuBois, 2002; Paulson et al., 2000). Las vias de
eliminacion son orina y heces. Como se observa en la figura 8, el farmaco da lugar a una
reaccion de hidroxilacion de metilo dando lugar al hidroxicelecoxib (principalmente
catalizada por en la enzima CYPP2C9), el hidroxicelecoxib experimenta una oxidacion y se
transforma en carboxicelecoxib gracias a las alcohol deshidrogenasas citosolicas (ADH1 y
ADH). Es importante destacar que ninguno de estos metabolitos tiene actividad
farmacoldgica (Davies et al., 2000; Paulson et al., 2000).
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Figura 8. Metabolismo del celecoxib. Modificado de Marnett y DuBois, 2002.

Suele ser comUnmente prescrito para tratar diversas condiciones médicas, especialmente
aquellas relacionadas con la inflamacién y el dolor, como la artritis reumatoide (AR), la
osteoartritis (OA), la artritis gotosa y la espondilitis anquilosante, entre otras enfermedades
reumaticas (Clemett y Goa, 2000). La efectividad de celecoxib se ha confirmado en diversos
estudios. En la mayoria de estos ensayos, se compararon diferentes dosis con placebo y/o
AINEs, no solo para demostrar la eficacia, sino también para establecer la equivalencia de

celecoxib. En seguida se muestra la tabla 1 con algunos ejemplos de estos estudios:

20



Tabla 1. Estudios de celecoxib vs AINEs y/o placebo.

AINEs no selectivos en

artritis gotosa

Objetivo del estudio Resultados Referencia
Reduccién significativa del dolor en la
osteoartritis evaluado mediante la escala
visual analogica (VAS), en todas las dosis de

Celecoxib en la artritis | celecoxib, excepto 40 mg dos veces al dia. En
reumatoide y la | pacientes con artritis reumatoide, todas las
osteoartritis, 'y  su | dosis de celecoxib lograron una reduccién
impacto en la | significativa en la evaluacion global de los | Simon etal.,
agregacion plaquetaria | pacientes. Por otra parte, la disminucién de 1998
en voluntarios sanos vs | las articulaciones con dolor se limit6 a dosis
la aspirina superiores a 40 mg dos veces al dia. A
diferencia de la aspirina, el celecoxib no
mostré ningan efecto en la funcion
plaguetaria
Eficacia y seguridad ) L
] _ El celecoxib mostro equieficacia con 500 mg
gastrointestinal de .
_ de naproxeno en la reduccion de
celecoxib en 1149 ) ) ] )
) ) . articulaciones doloridas e hinchadas. Tanto
pacientes sintomaticos )
o ) celecoxib como naproxeno superaron al
de artritis reumatoide. El ]
_ placebo en cuanto a la respuesta ACR20 (p < | Simon etal.,
celecoxib, fue evaluado . ]
) ~ 1 0.05), y celecoxib 200 mg dos veces al dia 1999
en diferentes  dosis )
tuvo tasas de respuesta ACR20 maés altas en
frente a naproxeno y un »
las semanas 2 y 6 en comparacion con
placebo  durante 12
naproxeno (p < 0.05)
semanas
Los datos preliminares sugieren que el
Eficacia de celecoxib vs | celecoxib, un inhibidor altamente selectivo Fung

de la COX-2, es superior al placebo y similar
a los AINE tradicionales en el tratamiento a

corto plazo del dolor debido a la gota, aunque

Kirschenbaum,
1999
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se ha asociado con efectos adversos como
dolor de cabeza, cambios en los habitos

intestinales, malestar abdominal y mareos.

del

prolongado de celecoxib

Efectos uso

usado para  tratar
osteoartritis en la rodilla

y cadera

La evaluacion de las radiografias no revelo
indicios de progresion de la enfermedad,
excepto por un estrechamiento significativo
del espacio en la articulacion de la cadera (p=
0.029). Este estrechamiento observado en la
cadera fue pequefio y ya estaba presente
antes del uso de celecoxib, y no se observo

una relacion de dependencia con la dosis

Tindall et al.,
2002

Celecoxib vs AINEs no
selectivos en el

tratamiento de gota

El celecoxib demostro eficacia comparable a
los AINESs no selectivos, pero con un menor
secundarios

riesgo de efectos

gastrointestinales

Bingham, 2002

Celecoxib en el
tratamiento de la artritis

gotosa aguda

El celecoxib es efectivo en el tratamiento de
la artritis gotosa aguda y esta asociado a
menos efectos adversos que los AINE
tradicionales, al menos en el tratamiento a

corto plazo

Terkeltaub,
2003

Celecoxib VS

pelubiprofeno

Equieficacia en la reduccion del dolor,
medida a través de la VAS, en pacientes con

artritis reumatoide

Choi et al.,
2014

Celecoxib vs ibuprofeno
en el tratamiento de la
osteoartritis

exclusivamente en la

rodilla

Celecoxib es efectivo y seguro en el
tratamiento de la osteoartritis en la rodilla, y
puede mejorar la calidad de vida de los

pacientes

Gordo et al.,
2017

Celecoxib vs naproxeno
en el tratamiento de la

osteoartritis de la rodilla

Hubo una mejora del 20% en la puntuacion
WOMAC OA desde el inicio hasta los 6

meses de duracion del estudio, se logré en el

Essex et al.,
2014
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52.7% frente al 49.7% de los pacientes en los
grupos de celecoxib 'y naproxeno,
respectivamente (p > 0.05). Entre los
usuarios de celecoxib, hubo
significativamente menos interrupciones
relacionadas con eventos adversos del tracto
gastrointestinal (4.1% frente al 15.1%, p <
0.0001)

Celecoxib vs | El celecoxib se consideré un AINE de menor

diclofenaco en el | eficacia en el tratamiento de la osteoartritis, | Da Costa et al.,
tratamiento  de la | particularmente en lo que respecta a la 2017

osteoartritis reduccién del dolor y la mejora de la funcion

Adicionalmente, se han recabado datos (en ensayos preclinicos) que sugieren que el
celecoxib disminuye el dolor agudo y crdnico en animales de experimentacion mediante los
sistemas opioide y cannabinoide (Correa et al., 2010). El celecoxib modula los canales
ionicos K7, dependiendo de su concentracion (en especifico, aumento las corrientes de
Kv7.2-7.4, Kv7.2/7.3 y Kv7.3/7.5 e inhibid las corrientes de Kv7.1y Kv7.1/KCNE1) (Du et
al., 2011).

Cabe mencionar que, a pesar de ser un medicamento usado con mucha frecuencia debido a
sus propiedades antiinflamatorias y analgésicas, la literatura donde se reportaba un perfil de
dafio gastrointestinal adecuado era mucho més escasa, comparandola con los datos de otros
farmacos de esta clase (coxibs). En el afio 2000, se publicé el “Estudio de Seguridad a Largo
Plazo de Celecoxib en la Artritis” (CLASS, por sus siglas en inglés), un ensayo a gran escala
que involucr6 a 8059 pacientes con AR u OA. En dicho estudio, fueron comparados los
efectos de celecoxib con los de ibuprofeno y diclofenaco. Es relevante sefialar que se opt6
por regimenes de dosis elevadas (celecoxib 400 mg dos veces al dia, ibuprofeno 800 mg tres
veces al dia, diclofenaco 75 mg dos veces al dia). La incidencia de complicaciones por Ulceras
en la parte superior del tracto gastrointestinal no mostré diferencias significativas entre

celecoxib y ambos AINEs (Silverstein et al., 2000). Sin embargo, la combinacion de
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complicaciones de Ulceras gastrointestinales y Ulceras sintomaticas fue menor con celecoxib
vs ambos AINEs (Silverstein et al., 2000).

Los resultados del estudio CLASS han generado controversia. El estudio abarca dos ensayos
separados que no se incluyeron en el articulo antes mencionado. En este, se hizo la
comparacién de celecoxib vs diclofenaco durante 12 meses, mientras que el otro compar6
celecoxib con ibuprofeno por 15 meses (Loewen, 2002; James y Cleland, 2006).
Inicialmente, el resultado principal en estos ensayos se habia definido como complicaciones
de Ulceras géastricas (como sangrado de Ulceras), no como Ulceras sintomaticas (Jini et al.,
2002). Posteriormente, Silverstein y col., solo mostraron los resultados de los primeros 6
meses. Las diferencias informadas que favorecian a celecoxib perdieron relevancia (Juni et
al., 2002; Loewen, 2002). Por consiguiente, la interpretacion de los hallazgos del ensayo

CLASS es compleja.

Ademas, debido a que a inicios de los 2000s se sacaron del mercado al rofecoxib y
valdecoxib, ambos inhibidores preferentemente selectivos de la enzima COX-2, el celecoxib
junto con otros AINEs (selectivos y no selectivos) han estado bajo supervision constante
(Crofford, 2002).

2.2 Opioides

El término opioide hace referencia a compuestos que poseen una estructura similar a la de
los productos encontrados en el opio. No se debe confundir con el término opidceo que se
usa para distinguir a los compuestos que son originarios del opio (Khademi et al., 2016;
Mesa-Vanegas, 2017).

Dicho esto, los opioides son sustancias que se caracterizan por tener una afinidad selectiva
por los receptores opioides en el sistema nervioso central y periférico, lo que resulta en la
inhibicidn de la transmision de sefiales de dolor (Pedrero-Pérez et al., 2021). Los opioides
pueden ser tanto enddgenos como exogenos, los cuales tienen afinidad por receptores mu (),
delta (8), kappa (x) (Jamison y Mao, 2015) y nociceptina/orfanina FQ (Mollereau et al.,
1994).
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Los opioides exdgenos se clasifican de tres formas a) naturales, b) semisintéticos y c)
sintéticos. Todos presentan variabilidad en su composicion quimica, asi como en su afinidad
respecto a los receptores opioides. Asimismo, son agonistas, agonistas parciales, agonistas-
antagonistas mixtos o antagonistas puros. Esta caracteristica es denominada dualismo
farmacoldgico e implica que varios farmacos opioides pueden interactuar en los distintos

receptores (u, , 8), ya sea como agonistas, agonistas parciales o antagonistas (Li et al., 2023).

El alivio del dolor proporcionado por los opioides se atribuye a su accion en diversas areas,
incluyendo el cerebro, el tallo cerebral, la médula espinal y en las terminaciones nerviosas
periféricas de las neuronas aferentes (O’Connor y Dworkin, 2009). La evidencia general
sugiere que este grupo de medicamentos reduce la sensacion de dolor (son la primera linea
del manejo del dolor en pacientes con dolor intenso y/o en estado critico (Karamchandani et
al., 2019a), incluido el dolor artritico, pero existe polémica sobre su uso. Probablemente su
afecto adverso mas importante es la tolerancia farmacolégica, es decir, que después de
administraciones prolongadas o repetidas, hay una disminucién en los efectos analgésicos
(Nestler, 2004). Dicha tolerancia, esta regulada entre otros mecanimos, por procesos de “up-
regulation” o contra regulacién, que implican un aumento gradual de los niveles de AMPc.
Por lo tanto, se vuelve necesario aumentar la dosis para mantener la disminucion de este
segundo mensajero. ElI fenémeno de up-regulation del AMPc se ha observado en varias
estructuras implicadas en la modulacion del dolor, como el locus coeruleus, el ndcleo
accumbens, el area tegmental ventral y la PAG. La via involucrada en dicho fendmeno es el
factor de transcripcion CREB, que aumenta la sintesis de un opioide enddgeno, la dinorfina,
activando asi los receptores kappa en el area tegmental ventral y reduce la liberacion de
dopamina en el nucleo accumbens (Nestler, 2004). Otra explicacion de porque se da la
tolerancia es la fosforilacion de receptores opioides mediante la union de B-arrestina, que
como consecuencia internaliza a los receptores disminuyendo su disponibilidad en la

membrana de las células (Nestler, 2004).

Por esta razon, se ha optado por considerar a los opioides como una segunda opcién en el
tratamiento. Generalmente, se reservan para casos en donde otras estrategias de manejo del

dolor no han sido efectivas (Corder et al., 2018). Ademas, es importante seguir las pautas de
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dosificacion y llevar un monitoreo adecuado para reducir el riesgo de efectos secundarios y
dependencia.

2.2.1 Tramadol

El tramadol es un analgésico que ejerce su accién sobre el sistema nervioso central y esta
clasificado como un opioide débil. Su mecanismo de accion implica la activacion de
receptores mu () y kappa (k), ademas de la inhibicion del transportador de serotonina y
noradrenalina (Vazzana et al., 2015). Gracias a esta modalidad de accion, el tramadol exhibe
un perfil farmacologico peculiar, caracterizado por su dualidad en la modulacion del dolor
(Hassamal et al., 2018).

En lo que concierne a las propiedades farmacocinéticas del tramadol, se destaca una
absorcion rapida tras su administracion oral. La concentracion maxima en plasma se alcanza
a las 2 h, con una biodisponibilidad cercana al 70-90%, considerando el metabolismo de
primer paso hepatico. Aproximadamente, el 20% del farmaco se une a proteinas plasmaticas,
principalmente a la albumina, y presenta una vida media de aproximadamente 6 h (Klotz,
2003). El metabolismo del tramadol en el higado se lleva a cabo mediante tres isoenzimas
del citocromo P450: P4502D6, P4502B6 y P4503A4. De aqui, se originan dos metabolitos
principales: O-desmetiltramadol (M1) y N-desmetiltramadol (M2) (Figura 9) (El-Sayed et
al., 2013). El metabolito M1 es el més activo, exhibiendo una afinidad 200 veces mayor hacia
los receptores opioides y es 6 veces mas potente en comparacién con el farmaco original
(Vazzanaetal., 2015).
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Figura 9. Los metabolitos M1y M2 son los metabolitos activos del tramadol. Modificado de Rodieux et al.,
2018.

Es importante mencionar que el tramadol esta constituido de dos enantiémeros: "D" (tiene
afinidad por el receptor p e inhibe la recaptura de serotonina) y "L" (inhibe la recaptura de
noradrenalina). Ambos mecanismos operan de manera conjunta en la modulacion de la
inhibicién del dolor (Scott y Perry, 2000; Schug, 2007).

Todas las vias de sefializacion relacionadas a los receptores opioides se acoplan a proteinas
transmembranales G (Gi/Go). Esta interaccion desencadena fenomenos intracelulares dados
por las subunidades y el acople a Gi/Go, segun sea el caso (Vazzana et al., 2015). Por
ejemplo, la subunidad a ejerce inhibicion sobre la actividad del adenilato ciclasa (AC), cuya
funcion es transformar el ATP a adenosin monofosfato ciclico (AMPc), este Ultimo actla
como segundo mensajero. La inhibicion de AMPc afecta la actividad de la proteina cinasa A
(PKA), que desempefia un papel crucial en la fosforilacién de proteinas (McKenzie y
Milligan, 1990). Aunado a ello, la subunidad a incrementa la apertura de canales de K*
(especialmente los canales GIRK) que resulta en la hiperpolarizacién postsinaptica. En
cambio, la subunidad By disminuye la apertura de canales de Ca?". Por otra parte, aumenta la
expresion de PKA activada por mitdgenos, por consiguiente, incrementa la activacion de la
fosfolipasa A2 (Vazzana et al., 2015).
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Ahora bien, con respecto a los mecanismos de accion no opioides del tramadol, estos estan
vinculados al sistema noradrenérgico. Se ha reportado en la literatura que los receptores
adrenérgicos o (localizados en el locus coeruleus y médula espinal) desempefian un papel
importante regulando la ansiedad y el dolor (Berrocoso et al., 2006). De igual manera, el
sistema serotoninérgico provoca modificaciones como la reduccién de receptores
adrenérgicos az en la corteza prefrontal, receptores adrenérgicos By el receptor 5-HT2a. Estos

cambios son parecidos a los observados con los antidepresivos (Jesse et al., 2010).

Cerebro

Serotonina/
Noradrenalina

Neurona post-sinaptica

Receptores a2
Tramadol (M1)

Receptor p

Neurotr es

nociceptivos

Neurona pre-sinaptica
Endorfina

Figura 10. EI mecanismo de accion del tramadol es mediante la activacion de receptores opioides y de la
inhibicion de la recaptura de serotonina y noradrenalina en el sistema nervioso central, lo que contribuye a

reducir la percepcion del dolor y mejorar el alivio de este. Modificado de Schug, 2007.
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El tramadol ha recibido aprobacién sustancial para su aplicacidn en casos de dolor moderado,
dolor severo y como parte de la terapia integral en el dolor artritico (Kidd et al., 2007). No
obstante, es relevante sefialar que el uso del tramadol puede verse limitado por la aparicién
de efectos secundarios indeseables, tales como nauseas, somnolencia, mareos, estrefiimiento,
depresion respiratoria y tolerancia farmacoldgica, entre otros (Nafziger y Barkin, 2018).
También, sus efectos adversos relacionados con la inhibicion del transportador de serotonina
y noradrenalina son las convulsiones y la presencia de sindrome serotoninérgico (Joshi et al.,
2012; Raiger et al., 2012). Por ende, se destaca la necesidad de considerar alternativas mas

viables para la administracion de este farmaco.

3. COMBINACION DE FARMACOS

La combinacion de agentes farmacoldgicos ha demostrado ser de considerable utilidad para
la optimizacion de la administracién de dosis, con el propdsito de obtener efectos
farmacologicos mas eficaces con menores dosis y con la posibilidad de atenuar los efectos
adversos asociados. La literatura documenta que la coadministracion de dos o més farmacos,
los cuales poseen efectos similares de manera individual (analgésicos) y actian mediante
mecanismos de accion diversos, puede resultar en ocasiones en una potenciacion de sus
efectos (Lopez-Muioz et al., 1993b; Tallarida, 2011).

La coadministracion de farmacos puede dar lugar a tres tipos de interacciones:

a) Interaccion aditiva. Se manifiesta cuando el efecto de la combinacion es equivalente
a la suma de los efectos de los tratamientos individuales.

b) Interaccion supra-aditiva o sinérgica. Es cuando el efecto de la combinacion supera
la suma de los efectos individuales de los farmacos.

c) Interaccidn infra-aditiva. Se presenta cuando el efecto de la combinacién es inferior

al efecto de los tratamientos individuales (Chou, 2006).

En lo que respecta a la rama del estudio del dolor, se sabe que varias vias estan involucradas
en la modulacién del dolor. Es por esto que la Organizacién Mundial de la Salud junto con
la Sociedad Americana del Dolor sugieren la combinacion de dos o mas agentes

farmacologicos (Hamrick et al., 2019).
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Dicho lo anterior, existen diferentes metodologias de caracter cuantitativo para evaluar la
combinacién de farmacos y sus interacciones. Algunos ejemplos de ello son el isobolograma

y el analisis de superficie de interaccion sinérgica.

3.1 Isobolograma

El isobolograma es el método mas usado en pruebas preclinicas y clinicas para la determinar
interacciones farmacoldgicas de farmacos dados en conjunto (Tallarida, 2011). El
isobolograma consta de un plano cartesiano en el cual se grafican las dosis efectivas de interés
(DEso, DEso, DE2o, etc.) del farmaco A en el eje X. De igual manera, se grafica la dosis
efectiva a evaluar del farmaco B en el eje Y. Resultando en dos puntos que se conectan
formando una linea de suma o linea de aditividad (Huang et al., 2019). Posteriormente, se

localiza el punto de la combinacion evaluada. Se consideran tres criterios:

1. Siel punto cae debajo de la linea de suma: Es una interaccidn de potenciacion o supra-
aditiva.

2. Si el punto cae en la linea de suma: Es una interaccion aditiva.

3. Si el punto resulta por encima de la linea de aditividad: Es una interaccion infra-

aditiva.

Con el isobolograma se puede determinar el tipo de interaccion de dosis equieficaces de los
dos farmacos (Tallarida, 2011).
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DEx Farmaco B

DEy Farmaco A

Figura 11. Isobolograma. Modificado de Langeveld et al., 2014 .

3.2 Anélisis de superficie de interaccion sinérgica

El analisis de superficie de interaccion sinergica (SIS) se basa en la determinacion de las
curvas dosis-respuesta de cada tratamiento individual y de los tratamientos en multiples
combinaciones para poder discernir el tipo de interaccién entre ellas y la posible utilidad
terapéutica. Con cada punto del efecto antinociceptivo de los farmacos se construye una
gréfica tridimensional donde se coloca el efecto del farmaco A en el eje X y el efecto de
farmaco B estara en el eje Z. Por su parte, se representara el efecto global o area bajo la curva
de efectos individuales o combinados en el eje Y (Figura 12). De esta manera se pueden
detectar las combinaciones antinociceptivas o0 analgésicas mas eficaces. Para la
determinacion del tipo de interaccion (adicion, supra-aditivas o infra-aditivas) de cada
combinacion, se hace una resta al efecto antinociceptivo experimental de la combinacién
menos el efecto individual dado por los farmacos. Si el valor de esta resta se sitla en el plano
en “0”, indicard una interaccion de tipo aditiva 0 suma, si se sitla estadisticamente en un
valor mayor a “0” se considerara de tipo supra-aditiva. Por tltimo, si los valores son menores
a “0” sera una interaccion infra-aditiva. Posteriormente, se construye una segunda gréafica de
tres dimensiones mostrando los efectos obtenidos de las combinaciones sobre los efectos
esperados (Figura 13) para determinar tipo de interaccion. Finalmente, también se realiza una

gréfica tridimensional representando la superficie que muestra un repertorio de todas las
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posibles combinaciones entre los farmacos A 'y B de interés (Figura 14) que corresponderd a
la Superficie de interaccion Sinérgica (Lopez-Mufioz, 1994).

El analisis de SIS es capaz de detectar la importancia de una gama amplia de interacciones
producidas al combinar dos farmacos porque usa multiples proporciones de estos, y también

es posible evaluar el tipo de sinergismo en las CDR y en los cursos temporales.

\\\\\
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§\\\\\\|‘V"ﬂ

Antinocicepcion (ABC)

Figura 12. Gréfica tridimensional de los efectos antinociceptivos solos y en combinacidn generados por farmaco

A (eje X) y por farmaco B (eje Z). El eje Y representa el area bajo la curva del curso temporal (Lopez-Muiioz,
1994).
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Figura 13. Gréfica tridimensional de los efectos antinociceptivos de las combinaciones de farmaco A (eje X) y
farmaco B (eje Z), después de restar sus efectos individuales. El eje Y representa el area bajo la curva de los
cursos temporales (Lopez-Muiioz, 1994).

LA

Antinocicepcion (ABC)

Figura 14. Grafica tridimensional que resulta de unir los puntos de todas las proporciones de las combinaciones
del farmaco A y farmaco B (Lopez-Muiioz, 1994).
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4. COMBINACION DE TRAMADOL CON FARMACOS NO OPIOIDES

Una estrategia comunmente adoptada cuando se prescribe tramadol consiste en la

coadministracion con otros farmacos no opioides con el propésito principal de reducir las

dosis de tramadol y, por consiguiente, mitigar los efectos adversos previamente

mencionados, al tiempo que se buscan efectos aditivos o de potenciacion.

A continuacion (tabla 2), se muestran ejemplos de reportes de evaluaciones preclinicas en la

literatura de las combinaciones de tramadol con otros farmacos no opioides u coadyuvantes.

Tabla 2. Ejemplos de combinaciones de tramadol con otros compuestos.

L Tipo de Modelo .
Combinacién P i Resultados Referencia
dolor experimental
Isobolograma (DEso)
Modelo de 1 comblnac.:lon (1:1)
Tramadol + Dolor post e evaluada, sinergismo | Merlos et
. : incision .
Celecoxib operatorio supra-aditivo en al., 2018
plantar ) -
efecto antialodinico y
anti-hiperalgésico
Tramadol + Dolor Modelo de L combma_moq genfero Shinozaki
o . : . efecto antinociceptivo
Acetaminofén inflamatorio | carragenina . etal.,, 2015
supra-aditivo
Induccin Isobologrfalma_(DEso) N
. . 2 combinaciones Déciga-
Tramadol + nociceptiva
i . Dolor . evaluadas (1:1y 1:3), | Campos et
Acido ursélico por &cido
" ambas con efectos al., 2014
acético . e
infra-aditivos
Isobolograma (DEso)
1 combinacion havarria-
Tramadol + Dolor Modelo de la combinacio Cha ? a
Ibuprofeno inflamatorio formalina evaluada (3:1) con Bolafios et
P efectos aditivos en al., 2014
fase 1y 2
Isobolograma DEso
Model I L :
Tramadol + Dolor f?)(:;ZIidr?a a La combinacion 1:1 | Miranda et
Fentanilo inflamatorio . produjo efectos supra- | al., 2012
orofacial .
aditivosen fase 1y 2
Tramadol + Dolor Modelo de la Isobolograma DEso | Diaz-Reval
Cafeina inflamatorio formalina No hubo efectos etal., 2010
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antinociceptivos en la
fase 1.

En la fase 2, se generd
un efecto supra-
aditivo en 10
combinaciones e
infra-aditivo en 2
combinaciones

Tramadol +
Ketamina

Dolor
inflamatorio

Modelo de la

modelo de la
retirada de cola

formalina 'y

Isobolograma DEso
La combinacion 1:1y
3:1 (modelo de la
formalina) genero
efectos supra-aditivos
en la fase 2
La combinacion 1:1y
3:1 (modelo de la
retirada de cola), la
ketamina no produjo
efectos
antinociceptivos

Chenetal.,
2002

De igual manera, en el laboratorio No. 7 “Dolor y Analgesia” del Departamento de

Farmacobiologia del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional (Cinvestav, Sede Sur) también han sido evaluadas diversas

combinaciones de tramadol con otros farmacos. Dichos estudios se presentan en la siguiente

tabla 3:

Tabla 3. Combinaciones de tramadol con diversos farmacos evaluados en el Lab. 07 “Dolor

y Analgesia” Cinvestav, Sede Sur.

., Tipo de Modelo .
Combinacion P i Resultados Referencia
dolor experimental
24 combinaciones
Disfuncion evaluadas:
Tramadol + Acido Dolor . ) 8 combinaciones Salazar et
e o inducida por
acetil salicilico artritico resultaron en al., 1995
dolor en la rata
efectos supra-
aditivos y
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16 combinaciones
resultaron en
efectos aditivos

Analisis de SIS
24 combinaciones
evaluadas:
Disfuncion 10 combinaciones Lépez-
Tramadol + Dolor . . ~p
iy inducida por | presentaron efectos | Mufioz et
Ketorolaco artritico .
dolor en la rata supra-aditivos al., 2004
14 combinaciones
tuvieron efectos
aditivos
Andlisis de SIS
12 combinaciones
evaluadas:
Disfuncion 7 combinaciones Garcia-
Tramadol + Dolor . . . ,
. i inducida por | con efectos aditivos | Hernandez
Rofecoxib artritico
dolor en la rata y etal., 2007
5 combinaciones
dieron efectos
infra-aditivos
] ., 1 combinacién
Disfuncion Moreno-
Tramadol + Dolor i i evaluada (DEuo),
. i inducida por . Rocha et
Metamizol artritico produjo efectos
dolor en la rata . al., 2012
aditivos
Isobolograma
25 combinaciones
evaluadas:
Disfuncion 3 combinaciones Lépez-
Tramadol + Dolor . . ~p
Metamizol artritico inducida por generaron Mufoz et
dolor en la rata aditividad y 22 al., 2013
combinaciones
produjeron
potenciacion
Isobolograma
(CEso) L
.. Déciga-
Tramadol + Dolor Modelo de la 5 combinaciones
. i o . Campos et
Palmitoiletanolamida | artritico formalina evaluadas con al. 2015

efectos supra-

aditivos
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Isobolograma

(DEso)
3 combinaciones
evaluadas:
Modelo de 1 combinacién
.. , ., Corona-
Tramadol + Dolor constriccion genero potenciacion Ramos et
Gabapentina neuropatico del nervio en efectos al. 2016
ciatico antialodinicos y B

anti-hiperalgésicos
2 combinaciones
generaron
aditividad

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor es un problema con muchas aristas por tratar dependiendo de la patologia que lo
origine. Se sabe que el dolor es el motivo méas habitual de consulta médica y una de las
principales razones de discapacidad laboral (Ruiz-Mejia et al., 2016). Por tal motivo, es de
vital importancia contar con tratamientos eficaces para que las personas que lo padecen
puedan llevar a cabo su vida lo mas normalmente posible. En especifico, los pacientes con
dolor artritico, como la artritis reumatoide o la gota, sufren de dolores intensos que repercuten
en su desarrollo tanto funcional como social (Gonzéalez-Chica et al., 2018). EI médico debe
tratar estas enfermedades con farmacos especificos de la patologia, pero tambien se deben

mitigar sintomas subyacentes como el dolor.

Los AINEs, que son los medicamentos mas prescritos a nivel mundial, (Williams y
Buvanendran, 2011), en especifico el celecoxib que es selectivo de COX-2, es una
herramienta util para el alivio del dolor inflamatorio ya que presenta alta eficacia
antinociceptiva y es accesible para los pacientes por ser de bajo costo, pero se conoce que su
uso continuo puede producir efectos adversos no deseables tales como dafio gastrico, renal y
cardiovascular (Frampton y Keating, 2007). Por su parte, el tramadol es un opioide que se
prefiere por su perfil farmacoldgico especial y por tener menor potencial de abuso, es
comUnmente usado para tratar dolor moderado o severo, usdndolo en administracion conjunta
para disminuir sus efectos adversos como son la somnolencia, mareos, nauseas, constipacion,
etc. (Vazzanaet al., 2015).
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Existe un antecedente de un estudio en el cual se analizé la combinacién 1:1 de tramadol y
celecoxib, dando como resultado que producian sinergismo en efectos antialodinicos y anti-
hiperalgésicos en un modelo de incision plantar de dolor postoperatorio en la rata (Merlos et
al., 2018). Sin embargo, no se menciona porqué se evaluo dicha proporcién o si era la 6ptima
en cuanto a eficacia. Por lo tanto, es importante recordar que las interacciones farmacoldgicas
no deben ser hechas arbitrariamente ya que estas dependen de la proporcion de los
componentes de la combinacion y su asociacion puede dar una gama de interacciones de
distintos tipos como aditivos, supra-aditivos o infra-aditivos. Se deben detectar aquellas
proporciones que generen la maxima eficacia y potenciacion y dejar de lado aquellas que
produzcan efectos de bajo interés (Lopez-Muioz, 1994). Dicho lo anterior, se cuenta con
nula evidencia cientifica de las proporciones éptimas o mas eficaces para usar en
combinacion entre estos dos farmacos para tratar el dolor inducido por acido Urico en estas
condiciones especificas. De manera interesante, la combinacion de rofecoxib (inhibidor
selectivo de COX-2) y tramadol en dolor artritico generd efectos antinociceptivos infra-
aditivos (Garcia-Hernandez et al., 2007). Por lo que surge la pregunta ¢;todos los inhibidores
selectivos de COX-2 al ser combinados con tramadol generaran efectos analgésicos infra-

aditivos?

En el presente proyecto se tiene interés por evaluar el efecto antinociceptivo de la
combinacion de tramadol con celecoxib empleando el modelo de disfuncion inducida por
dolor en la rata (PIFIR, por sus siglas en inglés) para simular las condiciones de dolor artritico
y posteriormente con ayuda del analisis de SIS determinar las dosis dptimas a combinar de

los mismos, asi como las interacciones que puedan producir.

6. HIPOTESIS

a. Lacombinacién de celecoxib y tramadol presenta efecto antinociceptivo en dolor tipo
artritico y algunas de sus proporciones generan alta eficacia y potenciacion

antinociceptiva.

b. Lacombinacion no aumenta los efectos adversos de los tratamientos individuales.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general
Evaluar el efecto antinociceptivo de la asociacion del tramadol y celecoxib y determinar las

proporciones de combinacién mas eficaces.

7.2 Objetivos especificos

En ratas Wistar hembra:

a. Caracterizar el efecto antinociceptivo de la administracion individual de celecoxib y
tramadol en dolor artritico, mediante el modelo experimental de disfuncion inducida
por dolor en la rata.

b. Identificar y analizar las posibles interacciones sinérgicas en los efectos
antinociceptivos de tramadol y celecoxib mediante el analisis de SIS en la rata,
evaluando su eficacia antinociceptiva de manera aislada o en combinacion y con
distintas proporciones de dosis.

c. Detectar las proporciones de combinacion que resulten Optimas en cuanto a su
actividad antinociceptiva.

d. Determinar si las combinaciones 6ptimas de celecoxib + tramadol, generan efectos
adversos (Ulceras gastricas y coordinacion motora).

e. Evaluar si la combinacion de alta eficacia genera tolerancia antinociceptiva y evaluar
los efectos adversos de Ulceras y coordinacion motora tras 12 administraciones
repetidas.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Animales

Para realizar la evaluacion de la actividad antinociceptiva se utilizaron ratas Wistar hembra
proporcionadas por el bioterio del Cinvestav, Sede Sur, con un peso de 180-200 g. Los
animales estuvieron bajo ayuno de 12 horas previas a la evaluacion con acceso libre de agua.
Los animales se alojaron en una habitacion con temperatura (26° + 1°C) y humedad (23 *

3%) controladas y con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12.

Este proyecto se desarroll6 empleando las recomendaciones del  Comité  de
Investigaciones y Etica de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor, asi
como la Guia de los Estandares Eticos para las Investigaciones del Dolor en Animales
(Zimmerman, 1983) y de acuerdo con los requerimientos establecidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) del Centro de Investigaciones y de Estudios
Avanzados (CINVESTAYV) con No. de protocolo 016-22, Lab.7-FILM, registrado el 1 de
julio del 2017.

8.2 Farmacos y reactivos

Los farmacos administrados fueron tramadol (Laboratorio RAAM de Sahuayo S.A. de C.V.)
y celecoxib (Laboratorio RAAM de Sahuayo S.A. de C.V.). Para la induccion de la
nocicepcion a los animales de experimentacion se les administro acido Urico (Sigma-Aldrich
Chemical Co) con una concentracion de 30% suspendido en aceite mineral en el espacio

fémoro-tibio-rotular de la extremidad derecha trasera.

El tramadol fue disuelto en solucidn salina al 0.9%, el celecoxib fue disuelto con solucion
salina al 0.9% (75%) y tween al 1% (25%). Por su parte, la indometacina (control positivo
para generar Ulceras gastricas) fue disuelta con carboximetilcelulosa al 0.5% (CMC). La via
de administracion de ambos farmacos para la evaluacién del efecto antinociceptivo, tanto
individual como en combinacidn, fue via oral (volumen de 4 ml/kg), a excepcion de la

evaluacion de tolerancia donde se administraron via subcutanea (volumen de 2 ml/kg).
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8.3 Grupos experimentales para la evaluacion de los efectos antinociceptivos

[ Control SHAM

Ulceras
Control s.s., p.o. stricas
Ratas Evaluacién de Evaluacion de
Wistar CEL 1-56.2 mg/kg, p.o. _efectos ; efectos Coordinacién
hembras antinociceptivos motora
180-200 g PIFIR L)
TRA 1-31.6 mg/kg, pP.0. Tolerancia
farmacolégica

| CEL+ TRA 20 combinaciones

Figura 15. Estrategia experimental empleada en el proyecto.

8.3.1 Tratamientos individuales

Se formaron dos grupos control, el primero denominado “control SHAM” compuesto por 6
animales, a los cuales se les administro intraarticularmente en la réotula de la extremidad
derecha trasera, aceite mineral (vehiculo). Por otro lado, el segundo grupo control (n=6), se

les administrd solucion salina al 0.9% via oral.

Se establecid un tercer grupo, donde se evalud el efecto antinociceptivo de la administracion
individual de CEL se emplearon dosis de 1, 3.2, 10, 17.8, 31.6 mg/kg y 56.2 mg/kg p.o. (n=
6 por dosis). Se utilizo este rango de dosis basadas en evaluaciones piloto, donde se observé

que la dosis mas alta empleada es segura y no genera efectos adversos.

Posteriormente, para un cuarto grupo se emplearon las dosis de 1, 3.2, 10, 17.8, 23.7y 31.6
mg/kg p.o. (n=6 por dosis) para evaluar el efecto antinociceptivo de la administracion
individual de TRA. Se decidié emplear este rango de dosis porque previamente ha sido
determinado en el laboratorio el efecto antinociceptivo de este farmaco, asi como, se ha
establecido que posterior a la dosis de 31.6 mg/kg los animales comienzan a presentar efectos

adversos.

Se determin6 emplear para las combinaciones las dosis de 1, 3.2, 10, 17.8 y 31.6 mg/kg p. o.
de CEL con las dosis de 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p. 0. de TRA, para evaluar un total de 20

combinaciones.
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8.3.2 Tratamientos en combinacion

Para el grupo cinco, donde se evalud el efecto antinociceptivo en conjunto de CEL+TRA, se
realizaron 20 combinaciones con una n=6 para cada combinacion (Tabla 4). Estas
combinaciones fueron examinadas con ayuda del analisis de SIS para conocer las
combinaciones 6ptimas de CEL + TRA que generen la més alta eficacia y la més alta
potenciacion.

Tabla 4. Combinaciones evaluadas de CEL + TRA.

X+Y Celecoxib (mg/kg, p. 0.)
Tramadol (mg/kg, p. 0.) 1 3.2 10 17.8 31.6
3.2 1+3.2 3.2+3.2 10+3.2 17.8+3.2 31.6+3.2
10 1+10 3.2+10 10+10 17.8+10 31.6+10
17.8 1+17.8 3.2+17.8 10+17.8 17.8+17.8 31.6+17.8
23.7 1+23.7 3.2+23.7 10+23.7 17.8+23.7 31.6+23.7

8.4 Evaluacion del efecto antinociceptivo

8.4.1 Modelo de disfuncion inducida por dolor en rata

El modelo experimental de disfuncion inducida por dolor en la rata (PIFIR, por sus siglas en
inglés) nos ayuda a evaluar de manera objetiva el dolor en un modelo animal, asi como
reducir las variables que se pueden presentar tales como la manipulacion incorrecta de los

animales o la subjetividad de los evaluadores (Lopez-Muiioz et al., 1993b).
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Primero, los animales fueron anestesiados en una camara de acrilico con isoflurano. Ahora,
para inducir la disfuncion por nocicepcion, se procedio a administrar intraarticularmente en
larotula de la rodilla de extremidad trasera derecha 50 uL de acido urico suspendido en aceite
mineral al 30% (vehiculo). Los animales fueron dejados en recuperacion de la anestesia, para
posteriormente colocarles un electrodo en la superficie plantar de cada extremidad trasera,
conectado a una computadora. Seguidamente, las ratas fueron puestas en un cilindro giratorio
de acero inoxidable de 30 cm de diametro por 60 cm de longitud, el cual cuenta con seis
carriles independientes. Este cilindro esta recubierto por una malla de acero inoxidable, que
evita que los animales resbalen mientras rota el cilindro. Su velocidad de giro es de 4 RPM.
Los registros fueron realizados en periodos de 2 min cada 30 min por 4 horas, donde fue
registrado el tiempo de contacto, expresado como porcentaje de indice de funcionalidad (%
IF) de ambas extremidades traseras mediante un programa de computo disefiado para dicho

fin (Lopez-Muiioz et al., 1993b). Se uso la siguiente formula para calcular el % IF:

Tiempo de contacto de la extremidad inyectada (derecha)

% IF = 100
% Tiempo de contacto de la extremidad control (izquierda) *

8.5 Evaluacion de efectos adversos
Como parte fundamental de este proyecto, se decidid evaluar los efectos adversos més
comunes de los tratamientos empleados, por lo que se realizé la evaluacion de dafio gastrico

y cambios en la coordinacion motora.

8.5.1 Evaluacion de dafio gastrico

Para hacer esta evaluacion, los animales de experimentacion fueron puestos en restriccion de
alimento por 12 h con agua ad libitum. Posteriormente, se realizo la primera administracion
p.o. de los tratamientos conforme a las dosis a evaluar. La siguiente administracion se realizo
a las 2.5 h después de la primera siguiendo las mismas dosis. A continuacion, fueron
sacrificados los animales por dislocacion cervical. Después, se hizo una incision horizontal
sobre el abdomen de las ratas para la extraccion del estomago desde el esofago hasta el

duodeno. Una vez extraido el estbmago se enjuagaron inmediatamente con solucidon salina al
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0.9% y se adicion6 de 1-3 ml de formol al 2% al interior del estémago, posteriormente se
colocé por 30 min en un recipiente con 20 ml de formol al 2%. Una vez transcurrido este
tiempo, se hizo un corte sagital desde el esfinter pilérico y hasta el esfinter esofagico inferior
para vaciar el contenido gastrico enjuagando el interior con solucién salina al 0.9%, se expuso
el interior del estomago para facilitar la cuantificacion de las Ulceras gastricas y erosiones
presentes como consecuencia de la administracion farmacoldgica. Se establecid el area
lesionada multiplicando el nimero de lesiones por el tamafio de estas en milimetros (mm)
(Lee et al., 1971; Déciga-Campos et al., 2003).

Cabe mencionar que el control positivo de este procedimiento fue la indometacina, la cual se
administré a una dosis de 20 mg/kg por via oral. Las Ulceras y erosiones que generd este
farmaco se tomaron como el 100% para la posterior comparacion con nuestros tratamientos

de interés. La formula empleada fue la siguiente:

L Area de lesiones del tratamiento de interés (mm?)
% Lesion gastrica = r - - - x 100
Area de lesiones de indometacina (mm?)

Ratas hembras
Wistar 180-200 g

Control indometacina
p.0.
Ayuno 12 h, agua a 1ra adm. p. o. 2da adm p. o. e .
CEL 56.2 mg/kg, p.o. — libre demanda Esperar 2.5 h Esperar 25 h Sacrificar animales
TRA 31.6 mg/kg, p.o. *
CEL+TRA Jocar | Extraer el estd)
- Colocar los estbmagos en raer el mago,
(i.uannflca;:lén df ::si:n:s. l— | formolal 2% por 30 min. enjuagar con s.s. al 9%,
rea total (mm?) de dafio Posteriormente, vaciar el afadir 1-3 ml de formol al
gstrico contenido géstrico 2% al interior de estémago

Figura 16. Protocolo empleado para la evaluacidn de lesiones gastricas (Lee et al., 1971; Déciga-Campos et al.,
2003).

8.5.2 Evaluacion de la coordinacion motora
Este parametro fue evaluado mediante el equipo Ilamado Rotarod (Figura 17) (Dunham y

Miya, 1957). Al inicio, los animales tuvieron una habituacion en el Rotarod, para
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posteriormente realizar un entrenamiento, el cual consiste en 2 sesiones de 10 min cada una,
con un descanso de 5 min entre cada sesion. Se hizo la primera evaluacion al tiempo cero
(To), después se les administrd el tratamiento. Por dltimo, llevd a cabo una segunda
evaluacion al tiempo 60 (Teo) (Figura 18). Se registrd el nimero de caidas que presento cada
animal para obtener el promedio grupal de caidas (Lopez-Rubalcava y Ferndndez-Guasti,
1994).

\ ! B
oo jo)

Figura 17. Animales de experimentacion sobre el equipo Rotarod para la evaluacion de cambios en la
coordinacion motora.

o Control
| Evaluacién 1 I
(T0)

CEL 56.2 mg/kg, p.o. i A

. E'F"E"a::)'e".t" Administracién Registro del
Habituacién sesiones min con p.o. del ndmero de

TRA 31.6 mg/kg, p.o.

descanso de 5 min e caidas
— CEL+TRA

entre cada uno
60
Figura 18. Protocolo para la evaluacion de cambios en la coordinacién motora (Dunham y Miya, 1957; Lopez-

Rubalcava y Fernandez-Guasti, 1994).

45



8.5.3. Evaluacion de tolerancia farmacol6gica mediante un esquema de
administraciones repetidas

Como se muestra en la figura 19, se dio la administracion subcutanea de las dosis mas
eficaces de ambos farmacos individualmente (CEL 56.2 mg/kg y TRA 31.6 mg/kg) y en
combinaciéon (CEL 17.8 y TRA 23.7 mg/kg) cada 8 horas durante 4 dias, resultando en un
total de 12 administraciones. El dia 5 se evalu6 el efecto antinociceptivo de los tratamientos
mediante el modelo PIFIR. También, se evaluaron los efectos secundarios (Ulceras y
coordinacion motora) de los tratamientos mencionados anteriormente después del esquema

de administraciones repetidas.

|
]. J J [ l Control s.s., s.C. !
{ CEL 56.2 mg/kg, s.c. ] gastricas
Adm. Repetidas Evaluacién d
== | 3vecesaldfax4 = Dia 5 PIFIR > valuacién de
dias = 12 adm. a efectos adversos
TRA 31.6 mg/kg, s.c.
tol
_I CEL+TRA mg/kgs.c. ‘ MOtora

Figura 19. Esquema de administraciones repetidas para la evaluacion de tolerancia farmacologica.

9. RESULTADOS

A continuacién, los datos experimentales obtenidos serdn representados por medio del
porcentaje del indice de funcionalidad (%IF) de la extremidad trasera (derecha) administrada
con &cido urico. En los cursos temporales del efecto antinociceptivo se grafico el %IF versus
tiempo, siendo 4 horas el periodo total de evaluacion que se determina por medio del area
bajo la curva (ABC), recordando que los tratamientos tanto individuales como en
combinacion fueron administrados en los animales después de que su %IF tuvo un valor
menor o igual al 10%, aproximadamente entre las 2-2.5 horas posterior a la administracion
del &cido drico al 30%. Posteriormente, la curvas dosis-respuesta (CDR) fueron construidas

a partir de los cursos temporales (CT) de cada tratamiento individual.
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9.1 Grupos controles del modelo experimental PIFIR

Fue evaluado el efecto que los grupos controles pudieran generar. En los experimentos del
grupo control SHAM, se administro intraarticularmente aceite mineral, que es el vehiculo del
acido urico, en la extremidad trasera derecha, se observd que no hubo disminucion (en
porcentaje) de la funcionalidad durante las 4 horas de experimentacion. Por su parte, el
siguiente grupo control donde se administrd solucion salina al 0.9% via oral, se nota la
presencia de la disfuncién en la extremidad trasera derecha del animal, la cual no mostro

mejoria a través de todo el experimento.

Controles
ElOOW; P pAA
o@ == Control SHAM
< 80-
c == Control s.s.
©
3 60_
o
)
O 40+
o
o
£ 20+
c
0 1 2 3 4
Tiempo (h)

Gréfica 1. Curso temporal del % de indice de funcionalidad del grupo SHAM donde fue administrado aceite
mineral (vehiculo) en el ligamento rotuliano de la extremidad trasera derecha de la rata y grupo control donde
se dio solucion salina al 0.9%. Los puntos muestran la media + error estandar (n=6/grupo).

9.2 Efecto antinociceptivo de CEL en administracion individual p.o. en el modelo de
dolor artritico

9.2.1 Analisis de cursos temporales

Tras la administracién oral de CEL se puede observar en la gréfica 2 que las dosis de 10,
17.8, 31.6 y 56. 2 mg/kg produjeron un efecto antinociceptivo desde los primeros 30 min y

este fue creciendo y se mantuvo hasta el final del experimento. Por su parte, en la dosis de
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3.2 mg/kg el efecto antinociceptivo se produjo pasada la primera hora después de la
administracion del tratamiento. En comparacion, es notable como la dosis de 1 mg/kg y el
grupo control de solucion salina al 0.9% dieron un alivio nulo desde el inicio y hasta las 4 h

que duro el experimento.

Latabla 5 muestra la latencia al efecto maximo de cada tratamiento, se visualiza que las dosis
1, 3.2, 10, 17.8 y 56.2 mg/kg alcanzaron este parametro alas 3 h (3.2 + 2.4, 17.3 + 3.6, 49.8
+9.6,65.7 £ 11.7y 94.6 + 3.9 % respectivamente). De diferente manera, la dosis de 31.6
mg/kg alcanzo la latencia al efecto méximo a las 2.5 h (70.2 + 8.8 %). Cabe destacar que la
dosis de 56.2 mg/kg fue la que genero el efecto global mayor con un ABC total de 258.9 +
9.5 U?h. Al realizar el analisis de ANOVA de una via y posteriormente una prueba de
Dunnet, destaca que la dosis de 1y 3.2 mg/kg en comparacién con el control s.s. no muestran
significancia estadistica. Al contrario, la dosis de 10 mg/kg si tienen diferencia significativa
(*p<0.05). Asimismo, la dosis de 17.8, 31.6 y 56.2 mg/kg (***p<0.001), versus el control

de s.s.
Celecoxib p.o.

10 =4~ Control SHAM
LL -e- Control s.s.
X
< 8 --= ]

[

© -== 32
o 6

% = 10

8 40 17.8
o ——

2 20- 31.6
c - 56.2
< mg/kg

Tiempo (h)

Gréfica 2. Cursos temporales del efecto antinociceptivo de las dosis 1, 3.2, 10, 17.8, 31.6 y 56.2 mg/kg con la
administracién p.o. individual de celecoxib. Cada punto representa la media + error estandar (n=6/grupo).
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Tabla 5. Parametros de los cursos temporales de la evaluacion antinociceptiva de celecoxib

p.o. vs control s.s.

) Dosis Latencia Emax  Emax £ E.E. ABC + E.E.
Tratamiento
(mg/kg) (h) (%) (U%h)
Solucién
Control ) - - 78x44
salina 0.9%
1 3 32+24 71+57
3.2 3 17.3+3.6 376+8.2
) 10 3 498 +9.6 136.4 + 22.6*
Celecoxib
17.8 3 65.7 +11.7 148.9 + 25.6***
31.6 25 70.2 +8.8 200.7 £ 22.0***
56.2 3 946 +3.9 258.9 + 9. 5***

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p< 0.05 y ***p <0.001 comparado

contra el grupo control s.s. 0.9%.

9.3 Efecto antinociceptivo de TRA en administracion individual p.o. en el modelo de

dolor artritico

9.3.1 Andlisis de cursos temporales

Al analizar el curso temporal de TRA en administracion p.o. individual (Gréfica 3) con la
prueba estadistica de ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnet (Tabla 6),
encontramos que las dosis 1 mg/kg (1.8 + 1.2 %), la dosis 3.2 mg/kg (12.3 £ 7.9 %) y la dosis
de 10 mg/kg (28.7 £ 9.2%) no presentan efecto antinociceptivo significativo respecto al
control s.s. (7.8 + 4.4 %) durante todo el experimento, o dicho en otras palabras, estas dosis
no generan alivio en la disfuncion de la extremidad trasera del animal. Por su parte, las dosis
de 17.8, 23.7 y 31.6 mg/kg mostraron efecto antinociceptivo moderado a la media hora
después de su administracion (18.2 + 8.6, 15.9 £ 7y 10 + 1 %, respectivamente) y este se
mantuvo durante la evaluacion de 4 h. La dosis de 17.8 mg/kg alcanzd la latencia al efecto
méaximo a la 1.5 h (28 + 7.5 %). Mientras que la dosis de 23.7 (50.8 £ 6.1%) y 31.6 (74.2 +

6.7 %) mg/kg su latencia al Eméax fue las 3 h.

La dosis de 17.8 mg/kg si tuvo diferencia significativa versus el control s.s. (*p<0.05), asi

como las dosis de 23.7 y 31.6 mg/kg (***p<0.001). La cobertura total de esta tltima dosis
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fue la de mayor efecto con un ABC de 215.7 + 19.1 U?h. Dichos datos se recaban en la tabla

6.

Antinocicepcion (%lF)

Tramadol p.o.

Tiempo (h)

[
o
o

LB N

¥t

Control SHAM
Control s.s.

1
3.2
10
17.8
23.7

31.6
mg/kg

Gréfica 3. Cursos temporales del efecto antinociceptivo de las dosis 1, 3.2, 10, 17.8, 23.7 y 31.6 mg/kg con la
administracion p.o. individual de tramadol. Cada punto representa la media * error estandar (n=6/grupo).

Tabla 6. Parametros de los cursos temporales de la evaluacion antinociceptiva de tramadol

p.o. vs control s.s.

Tratamiento

Control

Tramadol

Dosis
(mg/kg)
Solucion

salina 0.9%
1
3.2
10
17.8
23.7
31.6

Latencia Emax

(h)

1.5
1.5

(%)

14+14
8.5+£85
21.9+3.7
28+ 7.5
50.8+6.1
74.2+6.7

Emax + E.E.

ABC + E.E.
(U?h)

7844

18+1.2
123+7.9
28.7+£9.2
91.2 +£22.7*
139.2 + 10.8***
215.7 £ 19.1***
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Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001

9.4 Curso temporal del efecto antinociceptivo obtenido con las dosis mas eficaces de
CEL vs TRA en administracion individual p.o.

A manera comparativa, se construy0 la grafica 4, donde se presentan los cursos temporales
de las dosis mas eficaces de ambos tratamientos individualmente. A simple vista, podemos
apreciar como ambos farmacos comienzan a generar efectos antinociceptivos en la primera
media hora del experimento. Estos efectos de alivio nociceptivo van creciendo con el tiempo.
En consecuencia, la latencia al Emax de la dosis de 56.2 mg/kg de celecoxib se alcanza a las
3 h (94.6 + 3.9%). Siendo igual a la latencia al Emax de la dosis 31.6 mg/kg de tramadol
(74.2 £ 6.7%).

CEL 56.2 vs TRA 31.6 mg/kg p.o.

E_L\ 100+

N

£ 804

S

'S 60 == Control s.s.
% == CEL 56.2
O 40— -—= TRA 31.6
3]

o

S 20A

c

< o

0 1 2 3 4
Tiempo (h)

Gréfica 4. Cursos temporales del efecto antinociceptivo de la administracion p.o. individual de celecoxib 56.2
mg/kg y tramadol 31.6 mg/kg. Cada punto representa la media * error estandar (n=6/grupo).

9.5 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo dado por CEL vs TRA en
administracion individual p.o.

Con base en los cursos temporales del efecto antinociceptivo de los tratamientos individuales
evaluados de CEL y TRA se obtuvieron las ABC, las cuales muestran el efecto
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antinociceptivo global de cada dosis de ambos farmacos. A partir de esos datos se
construyeron las CDR. Como se observa en la gréafica 5, el celecoxib y el tramadol, que se
administraron via oral tienen un efecto dosis dependiente, es decir, conforme se incrementa

la dosis, el efecto crece.

En cuanto a la eficacia, se obtuvo con las mayores dosis evaluadas: celecoxib 56.2 mg/kg
con cobertura total de ABC de 258.9 + 9.5 U%/h y la de tramadol 31.6 mg/kg de 215.7 + 19.1
U?/h. Se les realizd la prueba de t de Student para comprobar cuél tenfa eficacia mayor. El
resultado arrojé que no hay diferencia significativa, por ende, podemos decir que tales
tratamientos a dichas dosis son equi-eficaces. Sin embargo, para el analisis de potencia
(Grafica 6), se realizd una correccion en el eje de las X, ya que dichos farmacos tienen
diferentes pesos moleculares (PM CEL = 381.4 g/mol y PM TRA = 263.4 g/mol). Siendo
mas preciso representar sus dosis en mmol/kg. Al hacer el analisis de regresion lineal para
comparar la potencia con las DEso, resultd que la dosis de celecoxib es 0.00689 mmol/kg,
comparandola con la dosis de tramadol que fue 0.01120 mmol/kg. Por lo tanto, en dicho
punto de comparacion el celecoxib es 2 veces mas potente que tramadol, en estas condiciones

especificas.

Celecoxib vs Tramadol

G 3007 . e
< -+ TRA
c
o 2004
O
o
(D]
(&)
‘o 100+
o
<
=
< 0 1 1
0.1 1 10 100

Dosis (mg/kg, p.o.)
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Gréfica 5. Curva dosis-respuesta de celecoxib vs tramadol. Cada punto representa la media + error estandar
(n=6/grupo).

Celecoxib vs Tramadol
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Gréfica 6. Curva dosis-respuesta de celecoxib vs tramadol (mmol/kg). Cada punto representa la media + error
estandar (n=6/grupo).

Tabla 7. Pardmetros comparativos de celecoxib 56.2 vs tramadol 31.6 mg/kg p.o.

Farmaco Eficacia DEso
(ABC  E. E. U%h) (mmol/kg)

Celecoxib 258.9+95 0.00689

Tramadol 215.7+19.1 0.01120

Una vez determinados los efectos antinociceptivos de las distintas dosis de los farmacos CEL
y TRA de forma individual (p.o.), se prosigui6 a evaluar los efectos analgésicos de las 20
combinaciones CEL + TRA, mediante el modelo PIFIR. A continuacion, se muestran los

cursos temporales de estas.
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9.6 Cursos temporales de las combinaciones celecoxib (CEL) + tramadol (TRA)

9.6.1 Cursos temporales de CEL 1 mg/kg + TRA 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

En la grafica 7 se muestran las combinaciones de CEL 1 mg/kg con cuatro dosis de TRA
(p.0.). La combinacion de CEL 1 + TRA 3.2 mg/kg genero un efecto antinociceptivo similar
al control s.s. (7.8 + 4.4 U?/h), con un ABC global de 5.8 + 4.0 U?/h, es decir, practicamente
nulo. Por su parte, CEL 1 + TRA 10 mg/kg tuvo una latencia al Emax (8.7 + 4.4 %) en la
primera hora del experimento. Posterior a esta primera hora, el efecto analgésico decayo. Las
combinaciones mencionadas anteriormente, no presentaron diferencias estadisticamente

significativas cuando se les compard contra el control s.s.

En contraste, las ratas a las que se les administro la combinacion CEL 1 + TRA 17.8 mg/kg,
mostraron un alivio que fue creciendo desde los 30 min del experimento y se conservo las 4
h con un efecto de ABC total de 168.2 + 15.0 U?%/h. Por Gltimo, CEL 1 + TRA 23.7 mg/kg
fue la combinacion de mayor efecto antinociceptivo con 243.8 + 12.4 U%/h de ABC. Dichas
combinaciones tienen diferencia significativa versus el grupo control s.s. (***p<0.001)
(Tabla 8).

CEL 1+ TRA 3.2,10,17.8y 23.7 mg/kg p.o.
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Gréfica 7. Cursos temporales del efecto antinociceptivo de la administracion p.o. de las combinaciones
celecoxib 1 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg y el control de s.s. Cada punto representa la media +
error estandar (n=6/grupo).
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Tabla 8. Parametros de CT de la evaluacién antinociceptiva de las combinaciones celecoxib
1 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

Combinaciones

Dosis (mg/kg) LatenciaEmax (h) Eméax+E.E.(%) ABC=E.E. (U%h)
Celecoxib Tramadol
3.2 1 14+13 5.8+4.0
10 1 8.7+44 129+54
' 17.8 2 56.8+9.9 168.2 + 15.0***
23.7 1 78.6+8.8 243. 8 + 12.4***

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001

9.6.2 Cursos temporales de CEL 3.2 mg/kg + TRA 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.
En el grafico 8, se encuentran las combinaciones de CEL 3.2 mg/kg con las dosis

correspondientes de TRA administradas via oral.

La administracién conjunta de CEL 3.2 + TRA 3.2 mg/kg resulto en una latencia al Eméax a
las 2 h (35.2 £ 5.7 %). Asimismo, para las combinaciones de CEL 3.2 + TRA 10 (83.0+£7.3
%) y CEL 3.2 + TRA 23.7 (79.6 £ 9.5 %) mg/kg. Solo la combinacion de CEL 3.2 + TRA
17.8 mg/kg genero su latencia al efecto méximo (53.5 = 7.5 %) en la primera hora. En cuanto
al andlisis de los efectos globales antinociceptivos de las combinaciones de CEL 3.2 + todas
las dosis de TRA, destaca que CEL 3.2 + TRA 3.2 mg/kg no tiene diferencia significativa
contra el control s.s. Sin embargo, las demés combinaciones (CEL 3.2 + TRA 10, 17.8y 23.7

mg/kg) presentan diferencia estadistica con una significancia de ***p<0.001 (Tabla 9).

55



CEL 3.2+ TRA 3.2,10, 17.8y 23.7 mg/kg p.o.
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Gréfica 8. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion p.o. de las combinaciones celecoxib
3.2 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg y el control de s.s. Cada punto representa la media + error
estandar (n=6/grupo).

Tabla 9. Parametros de CT de la evaluacion antinociceptiva de las combinaciones celecoxib
3.2 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

Combinaciones

Dosis (mg/kg) Latencia Emax (h) Eméax+E.E.(%) ABC=*E.E. (U%h)
Celecoxib Tramadol
3.2 2 35.2+5.7 109. 7+ 13.8
10 2 83.0+7.3 275.4 + 14.8***
> 17.8 1 53575 186.6 + 27.8
23.7 2 79.6£9.5 263.7 £ 24.5***

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001.
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9.6.3 Cursos temporales de CEL 10 mg/kg + TRA 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

Posteriormente, se evaluaron las combinaciones de CEL 10 mg/kg + cuatro dosis de TRA
(3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg). Los pardmetros por resaltar de la grafica 9, se presentan en la
Tabla X. Observamos gue la latencia al efecto maximo de las combinaciones CEL 10 + TRA
3.2 mg/kg y CEL 10 + TRA 17.8 mg/kg fue a las 2 h, con un porcentaje de indice de
funcionalidad de 71.0 + 4.3 %y 49.0 + 4.1 %, respectivamente. Por su parte, la combinacion
CEL 10 + TRA 10 mg/kg presentd un %IF de 91.5 £ 4.7 % a las 2.5 h, siendo este la latencia
al efecto maximo. Por Gltimo, la combinacion CEL 10 + TRA 23.7 mg/kg consigui6 este
pardmetro en la primera hora de la evaluacion (82.7 + 5.6 %). A todo este conjunto de
combinaciones se les realizé una prueba de ANOVA de 1 via, y posteriormente una prueba

Dunnet, considerando significancias de ***p<0.001, **p<0.01 y *p<0.05.

Los resultados mostraron que CEL 10 + TRA 3.2, 10 y 23.7 mg/kg resultan tener diferencia
estadistica significativa (***p<0.001). De manera similar, CEL 10 + TRA 17.8 mg/kg con

una diferencia estadistica de **p<0.01. Todo lo anterior se comparé con el grupo control s.s.

CEL 10+ TRA 3.2, 10, 17.8y 23.7 mg/kg p.o.
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Gréfica 9. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion p.o. de las combinaciones celecoxib
10 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg vy el control de s.s. Cada punto representa la media + error
estandar (n=6/grupo).
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Tabla 10. Parametros de CT de la evaluacidn antinociceptiva de las combinaciones celecoxib
10 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

Combinaciones

Dosis (mg/kg) LatenciaEmax (h) Eméax+E.E.(%) ABC=E.E. (U%h)
Celecoxib Tramadol
3.2 2 71.0+4.3 245.0 £ 10.5***
10 2.5 91.5+47 299.4 + 13.7***
10 17.8 2 49.0+41 143.2 + 12.3**
23.7 1 82.7+5.6 294.4 + 8.4%**

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001

9.6.4 Cursos temporales de CEL 17.8 mg/kg + TRA 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

Al evaluar celecoxib 17.8 mg/kg con las dosis de tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg, se
obtuvieron los cursos temporales de la grafica 10. El Eméax de la combinacion CEL 17.8 +
TRA 3.2 mg/kg resulto de 48.3 + 5.0%, el cual se generd a las 2.5 h de la evaluacion. No
obstante, las combinaciones de CEL 17.8 + TRA 10 mg/kg y CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg
generaron su latencia al Emax 30 min antes que la combinacion antes mencionada, es decir,
alas 2 h conun Emax de 73.1 + 8.9% y 47.6 + 5.3%, respectivamente. Por ultimo, CEL 17.8
+ TRA 23.7 mg/kg alcanzo este parametro a la 1.5 h (93.5 £ 6.9%). En la tabla X, resalta que

todas las combinaciones evaluadas tienen diferencia significativa vs el grupo control s.s.

58



CEL 17.8 + TRA 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.
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Gréfica 10. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracién p.o. de las combinaciones celecoxib
17.8 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg y el control de s.s. Cada punto representa la media + error
estandar (n=6/grupo).

Tabla 11. Parametros de CT de la evaluacion antinociceptiva de las combinaciones celecoxib
17.8 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

Combinaciones

Dosis (mg/kg) Latencia Emax (h) Emax+E.E.(%) ABC=*E.E. (U%h)
Celecoxib Tramadol
3.2 2.5 48.3+5.0 158.0 + 13.3**
10 2 73.1+89 233.7 £ 13.0***
L8 17.8 2 476 +5.3 162.5 + 26.0*
23.7 15 93.5%6.9 3405+ 6.1*

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001
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9.6.5 Cursos temporales de CEL 31.6 mg/kg + TRA 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.
Finalmente, se evaluaron los efectos antinociceptivos de la Gltima gama de combinaciones
que corresponden a CEL 31.6 + TRA 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg (Gréafica 11). En los cursos
temporales podemos visualizar que la latencia al Eméax de las combinaciones CEL 31.6 +
TRA 3.2, 10y 23.7 mg/kg se dio a las 2 horas, no asi para la combinacion CEL 31.6 + TRA
17.8 mg/kg que fue media hora después (2.5 h). Con respecto al ABC de sus efectos globales,
todas las combinaciones generaron buenos efectos antinociceptivos que se mantuvieron
durante toda la evaluacion como se muestra en la tabla X. La combinacion de CEL 31.6 +
TRA 3.2 mg/kg tuvo un alivio nociceptivo de 237.3 + 15.6 U%h. Para CEL 31.6 + TRA 10
mg/kg fue de 221.3 + 20.7 U?/h, para CEL 31.6 + TRA 17.8 de 270.75 + 5.8 U%h y en (ltima
instancia, la combinacion de CEL 31.6 + TRA 23.7 mg/kg genero6 un efecto antinociceptivo
global de 348.4 + 12.1 U?/h.

Se les analizd estadisticamente con ANOVA de 1 via y la prueba Dunnet, considerando
significancias de *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. Todas las combinaciones fueron

estadisticamente diferentes frente al control s.s. (***p<0.001).

CEL 31.6 + TRA 3.2,10,17.8y 23.7 mg/kg p.o.
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Gréfica 11. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion p.o. de las combinaciones celecoxib
31.6 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8, y 23.7 mg/kg y el control de s.s. Cada punto representa la media + error
estandar (n=6/grupo).
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Tabla 12. Parametros de CT de la evaluacidn antinociceptiva de las combinaciones celecoxib
31.6 mg/kg + tramadol 3.2, 10, 17.8 y 23.7 mg/kg p.o.

Combinaciones

Dosis (mg/kg) Latencia Emax (h) Eméax*E.E.(%) ABC+E.E. (U%h)
Celecoxib Tramadol
3.2 2 74.3%6.6 237.3 £ 15.6***
10 2 70.9+5.3 221.3 £ 20.7***
316 17.8 2.5 106.6 +9.2 270.75 £ 5.8***
23.7 2 103.3+6.6 348.4 £ 12.1***

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001

Ahora bien, después de obtener los cursos temporales de todo el abanico de las 20
combinaciones, se continud con el analisis para detectar qué tipo de sinergismo (efectos

aditivos, efectos supra-aditivos o efectos infra-aditivos) presentan dichas combinaciones.

9.7 Andlisis de la superficie de interaccion sinérgica del efecto antinociceptivo de CEL
+ TRA

Para dilucidar los tipos de interacciones que resultan de combinar celecoxib con tramadol en
diferentes proporciones se usé el andlisis de SIS, en el cual se construy6 el grafico 12 de
forma tridimensional. En dicha gréfica, se muestran los tratamientos que se seleccionaron
para dar un total de 20 combinaciones. En el eje X, se colocan las dosis de tramadol: 3.2, 10,
17.8 'y 23.6 mg/kg p.o., las cuales se combinaron con las dosis de celecoxib: 1, 3.2, 10, 17.8
y 31.6 mg/kg p.o., que se encuentran en el eje Z. Por ultimo, el eje Y corresponde al efecto

antinociceptivo representado por unidades de ABC.
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Efecto antinociceptivo de celecoxib y tramadol
individual y en combinacion
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Gréfica 12. Gréfica tridimensional del efecto antinociceptivo global obtenido de las combinaciones celecoxib
(eje Z) y tramadol (eje X). El porcentaje del efecto antinociceptivo global es representado como ABC de sus
correspondientes cursos temporales. Cada punto representa la media * error estandar (n=6/grupo).

Los efectos globales de CEL y TRA que se obtuvieron experimentalmente estan en los
extremos de sus respectivos ejes. Por su parte, en la parte central de la grafica 12 se observan

los efectos antinociceptivos globales de las diversas combinaciones.

Posteriormente, se construy6 una segunda grafica tridimensional para interpretar los tipos de
interacciones que resultaron de coadministrar los tratamientos (Grafica 13). En el

mencionado grafico se realiza la siguiente resta:
SIS = ABC experimental — ABC tedrico

Es importante puntualizar que el ABC tedrico es la suma del ABC individual de CEL + ABC
individual de TRA.
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Recordemos que de esta operacion pueden resultar tres tipos de interacciones:

a) Interaccidn de tipo aditiva 0 suma, si los valores se encuentran en cero
b) Interaccion de tipo supra-aditiva, si los valores se encuentran por arriba de cero

c) Interaccion de tipo infra-aditiva, si los valores son menores a cero

Tipo de sinergismos entre celecoxib + tramadol
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Tramadol (mg/kg, p.o.) (mg/kg, p.o.)

Gréfica 13. Tipos de sinergismo que resultan de la diferencia de la resta del efecto antinociceptivo global
obtenido experimentalmente menos el efecto tedrico esperado.

Finalmente, en la grafica 14 se muestra la SIS que se produce al unir los puntos de la gréfica
13.
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Superficie de interaccidn sinérgica de celecoxib y tramadol
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Gréfica 14. Superficie de interaccidn sinérgica del efecto antinociceptivo generado de las 20 combinaciones
entre celecoxib + tramadol administrados via oral.

Para una mejor visualizacion de estos resultados, se construyd la tabla 13, donde para fines
ilustrativos se nombra a CEL como farmaco A y a TRA como farmaco B. En la primera 'y
segunda columna, se encuentran las dosis que fueron evaluadas de cada tratamiento. En
seguida, se enlistan los efectos de alivio nociceptivo expresados en ABC esperados de la
terapia conjunta. Asimismo, en la cuarta columna se presentan los datos experimentales (en
unidades de ABC) de las combinaciones. Como se mencion6 anteriormente, la columna de
SIS resulta de la resta del ABC experimental de la combinacion - ABC esperado como suma
tedrica. Donde posteriormente, se hace la prueba estadistica de t de Student, para conocer el
tipo de sinergismo resultante. Como se observa en la tabla 13, 7 combinaciones presentaron
interacciones aditivas (resaltadas con color morado), 10 combinaciones supra-aditivos

(resaltadas en color verde) y 3 tienen sinergismo infra-aditivo (resaltadas con color naranja).
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Tabla 13. Unidades de ABC del efecto antinociceptivo de la terapia en conjunto CEL + TRA

y tipo de sinergismo.

Farmaco A

Celecoxib

(mal/kg, p.o.)
1

1
1
1
3.2
3.2
3.2
3.2
10
10
10
10
17.8
17.8
17.8
17.8
31.6
31.6

31.6
31.6

Prueba de t de Student, *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001

Farmaco B

Tramadol
(ma/kg, p.o.)
3.2
10
17.8
23.7
3.2
10
17.8
23.7
3.2
10
17.8
23.7
3.2
10
17.8
23.7
3.2
10
17.8
23.7

ABC
(A+B)

Esperado

194
35.8
98.3
146.3
49.9
66.4
128.9
176.9
148.7
165.1
227.6
275.7
161.2
177.6
240.1
288.1
2131
229.5
291.9
340.0

ABC
(A+B)

Experimental

5.83
12.9
168.2
243.8
109.5
275.4
186.6
263.7
2450
299.4
143.2
294.4
158.0
233.7
162.7
340.5
237.3
2213
270.7
348.4

ABC

SIS

-13.6
-22.9
69.9
975
59.5
209.0
57.7
86.8
96.2
134.3
-84.4
18.77
32
56.1
777
100.4
24.2
-8.1
-21.2
85

Tipo de

sinergismo

Aditivo
Infra-aditivo*
Supra-aditivo**
Supra-aditivo***
Supra-aditivo***
Supra-aditivo***
Supra-aditivo*
Supra-aditivo*
Supra-aditivo***
Supra-aditivo***
Infra-aditivo™*
Aditivo
Aditivo
Supra-aditivo*
Infra-aditivo*
Supra-aditivo*
Aditivo
Aditivo
Aditivo
Aditivo

A partir de los resultados que dieron las combinaciones con el analisis de SIS, se selecciond

la combinacion que presento la mas alta potenciacion siendo esta CEL 3.2 + TRA 10 mg/kg

p.o. y la de mas alta eficacia CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg p.o. En seguida, se presentan los

cursos temporales junto con las graficas de efectos globales para su comparacion.
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9.7 Andlisis y comparacion de la combinacion CEL + TRA de mas alta potenciacion vs
tratamientos individuales

9.7.1 Cursos temporales y efectos globales de CEL 3.2 + TRA 10 mg/kg vs CEL 3.2y
TRA 10 mg/kg individuales p.o.

En la grafica 15 se observan los cursos temporales de los efectos antinociceptivos de la
combinacion CEL 3.2 + TRA 10 mg/kg. A modo de comparacion, también se graficaron las

dosis individuales de celecoxib (3.2 mg/kg) y tramadol (10 mg/kg) y el control s.s.

Como se describié anteriormente (Tabla 5), la dosis 3.2 mg/kg de CEL obtuvo una latencia
al Emax a las 3 h (17.3 + 3.6 %) y un ABC de efecto global de 37.6 + 8.25 U¥h. A su vez, la
dosis 10 mg/kg de TRA su latencia al efecto maximo fue a la 1.5 h (27.9 £ 3.7 %) y se
mantuvo similar durante las 4 horas de la evaluacion, con un efecto global de 28.7 + 9.2 U?h
(Tabla 6). Ninguna de las dosis present6 diferencia significativa contra el grupo control. Por
su parte, la combinacion CEL 3.2 + TRA 10 mg/kg, tiene una latencia al Emax a las 2 h, con
una cobertura total del efecto antinociceptivo de 275.4 + 14.8 U?h. A diferencia de los
tratamientos individuales, en esta combinacion (CEL 3.2 + TRA 10 mg/kg) si existe
diferencia estadistica significativa vs el control s.s. (***p<0.001).

Por consiguiente, en la gréfica 16, fueron graficados los efectos globales que se obtuvieron
del ABC de los cursos temporales de la grafica 15. EI ABC esperado para esta combinacién
era de 66.4 U?h, es decir, la suma tedrica que resulta de sumar sus efectos antinociceptivos
de los compuestos individuales. Dicho lo anterior, es importante resaltar que el ABC
experimental que generd la administracion conjunta de CEL 3.2 + TRA 10 mg/kg fue de
275.4 + 14.8 U?h. En resumen, dicha combinacion produjo una interaccion farmacolégica

de tipo supra-aditiva, ya que se potencié un 314%.
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Gréfica 15. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion p.o. de la combinacion celecoxib
3.2 mg/kg + tramadol 10 mg/kg comparado contra los tratamientos individuales y el grupo control de s.s. Cada
punto representa la media * error estandar (n=6/grupo).
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Gréfica 16. Efectos antinociceptivos globales (ABC) de las dosis individuales de celecoxib 3.2 mg/kg, tramadol
10 mg/kg y la combinacion celecoxib 3.2 mg/kg + tramadol 10 mg/kg. Los datos representan la media + error
estandar (n=6/grupo). Prueba de t de Student (***p<0.001) vs suma tedrica.

9.8 Andlisis y comparacion de la combinacion CEL + TRA de mas alta eficacia vs
tratamientos individuales

9.8.1 Cursos temporales y efectos globales de CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg vs CEL 17.8
y TRA 23.7 mg/kg individuales p.o.

De misma manera, se graficaron los cursos temporales de los efectos antinociceptivos de la
combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg, los tratamientos individuales y el grupo control
s.s. (Grafica 17). Para posteriormente, obtener los efectos globales del ABC (Grafica 18).

La latencia al Eméax de celecoxib 17.8 mg/kg administrado individualmente se dio a las 3 h,
al igual que para la dosis de tramadol 23.7 mg/kg (65.7 £ 11.7% y 50.8 = 6.1 %,
respectivamente). Su cobertura total de ABC fue de 148.9 + 25.65 U?h para la dosis 17.8
mg/kg de celecoxib y de 139.2 + 10.8 U?h para la dosis de 23.7 mg/kg de tramadol. Destaca

68



gue ambas dosis tuvieron diferencia significativa (***p<0.001) cuando se les compar0 contra

el control s.s.

Con respecto a la combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg, su latencia al efecto maximo
antinociceptivo se gener6 antes que los tratamientos individuales, a la 1.5 h de la evaluacién
con un Emax de 93.5 + 6.9%. Su ABC esperado era de 288.1 U?h tomando en cuenta los
efectos antinociceptivos de los farmacos individuales. Sin embargo, el ABC experimental
que generd esta combinacion fue mayor, de 340.5 + 6.1 U?h. Se hizo el analisis estadistico
correspondiente (t de Student) vs la suma teorica, donde el resultado arrojé ser una
interaccion farmacolégica de potenciacion (18%) (*p<0.05).

Tomando en cuenta lo anterior, dicha combinacion es la de mayor eficacia antinociceptiva.
Esto resulta de gran importancia porque quiere decir que al administrar en conjunto estos
tratamientos se puede obtener un alivio mayor que lo que generaban de forma individual, en

menor tiempo, con menores dosis y posiblemente con menos efectos adversos.

ff 100 =@= Control s.s
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Gréfica 17. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion p.o. de la combinacion celecoxib
17.8 mg/kg + tramadol 23.7 mg/kg comparado contra los tratamientos individuales y el grupo control de s.s.
Cada punto representa la media + error estandar (n=6/grupo).
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Gréfica 18. Efectos antinociceptivos globales (ABC) de las dosis individuales de celecoxib 17.8 mg/kg,
tramadol 23.7 mg/kg y la combinacion celecoxib 17.8 mg/kg + tramadol 23.7 mg/kg. Los datos representan la
media + error estandar (n=6/grupo). Prueba de t de Student (*p<0.05) vs suma tedrica.

9.9 Evaluacion de efectos adversos de los tratamientos administrados p.o.

9.9.1 Evaluacion de la coordinacion motora

Los posibles cambios en la coordinacion motora se evaluaron mediante la prueba de Rota-
Rod. Se midio el registro de caidas de los animales de experimentacion tras la administracion
p.o. individual y en combinacion de los tratamientos. Dichos tratamientos evaluados fueron
CEL 56.2 mg/kg, TRA 36.1 mg/kg y la combinacién de mas alta eficacia antinociceptiva
CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg. Como se observa en la grafica 19, la media del nimero de
caidas fue 0 en estas condiciones experimentales. Se realizo la prueba estadistica de ANOVA
de una via, seguido de una prueba post hoc de Dunnet, comparando todos los grupos contra
el grupo control s.s. Ninguno tuvo diferencia estadistica significativa. Posteriormente, se

realiz6 la prueba de t de Student comparando el grupo tramadol 31.6 mg/kg contra la
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combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg. Debido a que uno de los efectos adversos mas
comunes del tramadol son los mareos y la somnolencia. Resulté que no existe diferencia

significativa.
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Gréfica 19. Efectos globales del efecto adverso de incoordinacion motora mediante la prueba de Rota-Rod. Los
datos representan la media + error estandar (n=5/grupo). ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de
Dunnet CEL 56.2 mg/kg, TRA 31.6 y CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg vs grupo control s.s. Prueba de t de Student
combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg vs TRA 31.6 mg/kg. No hay significancia estadistica.

9.9.2 Evaluacion de dafio gastrico

Se cuantificaron las Ulceras y erosiones gastricas de los tratamientos individuales y en
combinacion dados por via oral (Grafica 20). Siendo el grupo control positivo la dosis 20
mg/kg de indometacina, que fue tomado como el que producia el 100% de Ulceras y

erociones.

Los tratamientos CEL 56.2 mg/kg, TRA 31.6 mg/kg, la combinacion de mayor eficacia CEL
17.8 + TRA 23.7 mg/kg y el vehiculo de s.s. al 0.9% se compararon contra el control positivo
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de indometacina 20 mg/kg mediante una prueba de ANOVA de una 1 via y la prueba post
hoc de Dunnet. Todos los grupos resultaron ser significativamente diferentes (***p<0.001)

vs el grupo de indometacina 20 mg/kg.
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Gréfica 20. Efectos globales del efecto adverso de dafio géstrico. Los datos representan la media + error estandar
(n=5/grupo). Indometacina 20 mg/kg vs CEL 56.2 mg/kg, TRA 36.1 mg/kg y la combinaciéon CEL 17.8 + TRA
23.7 mg/kg, ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Dunnet, ***p<0.001.
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9.10 Efectos antinociceptivos en administracion aguda s.c. en el modelo de dolor
artritico

9.10.1 Efectos antinociceptivos de CEL 56.2 y 17.8 mg/kg, TRA 31.6 y 23.7 mg/kg y la
combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg en administracion aguda s.c.

Ahora bien, se evaluaron (por administracion aguda subcuténea) las dosis mas eficaces de
los compuestos individuales (CEL 56.2 mg/kg y TRA 31.6 mg/kg), asi como la dosis de CEL
17.8 mg/kg, la dosis de 23.7 mg/kg de TRA y la combinacion de mas alta eficacia CEL 17.8
+ TRA 23 mg/kg. Los resultados se muestran en la gréfica 21.

Adm aguda (s.c.)
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Gréfica 21. Efectos antinociceptivos de CEL 56.2 mg/kg, TRA 31.6 mg/kg, CEL 17.8 mg/kg, TRA 23.7 mg/kg,
la combinacion CEL 17.8 + TRA 23 mg/kg, grupo control s.s. y grupo control SHAM en administracion aguda
via subcutanea. Los datos representan la media + error estandar (n=6/grupo).

Como se visualiza en la tabla 5, la latencia al efecto méximo de la dosis de celecoxib 56.2
mg/kg se dio a las 3.5 h del experimento (40.6 £ 5.0%). Por otra parte, la dosis 17.8 mg/kg
de este mismo farmaco genero6 este parametro a la primera hora de la evaluacion (27.3 +
7.1%). A diferencia de ambas dosis de tramadol (31.6 y 23.7 mg/kg) que produjeron la
latencia al Emé&x en 1.5 h (53.6 £ 8.7% y 40.6 + 17.9%, segln corresponda). EI Eméax de
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combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg fue de 42.3 + 3.8% a las 2.5 h. La cobertura global
de ABC de estos tratamientos evaluados se enlista en la tabla X.

Se procedio a hacer un analisis de ANOVA de 1 via, seguido de una prueba Dunnet para
comparar los tratamientos vs el grupo control s.s. Los resultados arrojaron que la dosis de
CEL 56.2 mg/kg no tuvo diferencia significativa contra el control. No obstante, CEL 17.8
mg/kg si tuvo diferencia estadistica diferente al control (*p<0.05), asi como las dosis
individuales de tramadol 31.6 mg/kg y 23.7 mg/kg con diferencias de ***p<0.001 y
**p<0.01, respectivamente. Igualmente, la combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg

presentd diferencia significativa de **p<0.01 frente al grupo control s.s.

Tabla 14. Parametros de CT de la evaluacion antinociceptiva de celecoxib 56.2 y 17.8 mg/kg,
tramadol 31.6 y 23.7 mg/kg y la combinacion celecoxib 17.8 + tramadol 23.7 mg/kg s.c.

aguda.

) ) Latencia Emax Emax +E.E. ABC + E.E.
Tratamiento  Dosis (mg/kg)

(h) (%) (U?h)
Solucion salina
Control - - 08+0.1
0.9%
Control SHAM - - 3679+76
) 56.2 35 40.6 +5.0 66.6 +14.0
Celecoxib
17.8 1 27.3+x7.1 85.2 +8.7*
138.40 +
31.6 15 53.6 +8.7
Tramadol 15.2%**
23.7 15 40.6 +17.9 108.7 + 11.2**
Combinacion
17.8 + 23.7 2.5 423+3.8 03.1 £12.0**
CEL + TRA

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001
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9.10.2 Esquema de administraciones repetidas s.c.

Después, se decidi6 realizar un esquema de administraciones repetidas (3 veces por dia
durante 4 dias seguidos) por via subcutanea, con la finalidad de saber si los tratamientos
generan tolerancia. Se evaluaron las dosis mas eficaces de los compuestos individuales (CEL
56.2 mg/kg y TRA 31.6 mg/kg) y la combinacion de mas alta eficacia CEL 17.8 + TRA 23
mg/kg. En seguida, se muestran los cursos temporales de dichos resultados.

9.10.2.1 Efectos antinociceptivos de CEL 56.2 mg/kg, TRA 31.6 mg/kg y la combinacion
CEL 17.8 + TRA 23 mg/kg en administracion repetida s.c.

Se graficaron los efectos antinociceptivos dados por los tratamientos en administracion
subcutanea repetida antes mencionados (Grafica 22). Resulta importante mencionar que se
grafico desde las -2 h del experimento hasta las 4 h, con el propoésito de ver el comportamiento
de los animales después del esquema de administraciones continuas. Se observa como el
grupo SHAM no gener6 la disfuncion en la extremidad donde se le administré solo el
vehiculo (aceite mineral). Por su parte, el control s.s. no presentd efecto antinociceptivo
durante toda la evaluacion (0.2 + 0.2 U%/h). Todos los tratamientos tuvieron la latencia de su
Emax en la 1.5 h. La dosis de 56.2 mg/kg de celecoxib generé un Emax de 49.5 £ 7.0%, la
dosis de 31.6 mg/kg de tramadol fue de 1.0 £ 0.9% y la combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7
mg/kg (que fue la de mas alta eficacia en administracién oral) obtuvo su Eméx de 14.2 +
5.8%.

En cuanto a los efectos globales, la dosis de 56.2 mg/kg de celecoxib fue la mas alta entre
todos los tratamientos, siendo de 125.1 + 6.4 U%h. En contraste, la dosis de tramadol 31.6
mg/kg obtuvo un ABC de cobertura total de 1.6 + 1.0 U%/h, gener6 casi un nulo efecto de
alivio nociceptivo. La combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg tuvo un efecto global de
50.1 + 15.9 U?%h. No se encontraron diferencias estadisticas significativas cuando se les

compard con el control s.s.
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Gréfica 22. Efectos antinociceptivos de CEL 56.2 mg/kg, TRA 31.6 mg/kg, la combinacion CEL 17.8 + TRA
23 mg/kg, grupo control s.s. y grupo control SHAM en administracion repetida via subcutanea. Los datos
representan la media + error estandar (n=6/grupo).

Tabla 15. Parametros de CT de la evaluacion antinociceptiva de celecoxib 56.2 y 17.8 mg/kg,
tramadol 31.6 y 23.7 mg/kg y la combinacion celecoxib 17.8 + tramadol 23.7 mg/kg s.c.
repetida.

) _ LatenciaEmédx Emaéax + E.E. ABC + E.E.
Tratamiento = Dosis (mg/kg)

(h) (%) (U%h)
Solucion
Control ) - - 02+0.2
salina 0.9%
Control SHAM - -
Celecoxib 56.2 15 495+7.0 125.1+6.4
Tramadol 31.6 15 1.0+0.9 16+1.0
Combinacién
17.8 +23.7 15 142 +5.8 50.1+15.9
CEL + TRA

Prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05,
**p<0.01y ***p <0.001
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Dicho lo anterior, se construyd la tabla 16, para hacer mas visible la comparacion entre las
administraciones agudas y las administraciones repetidas (s.c.). Cabe mencionar que
celecoxib 56.2 mg/kg aumento su efecto un 89% cuando se le administrd de forma continua
3 veces al dia por 4 dias. De forma totalmente contraria, el efecto global de la dosis de
tramadol 31.6 mg/kg decayo a -98% tras este esquema. Asimismo, la combinacion de CEL
17.8 + TRA 23.7 mg/kg tuvo un decremento de -46% en los efectos antinociceptivos.

Tabla 16. Comparacion de los tratamientos administracion aguda s.c. vs administracion

repetida s.c.
Administracion aguda Administracion repetida
Dosis Dosis
_ ABC + E.E. _ ABC = E.E.
Tratamiento | (mg/kg, Tratamiento (mg/kag,
(U?/h) (U?/h)
s.Cc.) s.c.)
Celecoxib 56.2 66.6 £ 14.0 Celecoxib 56.2 125.1+6.4
138.40 £
Tramadol 31.6 Tramadol 31.6 16+£1.0
15.2
Combinacién 17.8 + Combinacién 17.8 +
93.1+120 50.1+15.9
CEL + TRA 23.7 CEL + TRA 23.7

9.10.3 Evaluacion de efectos adversos de los tratamientos administrados s.c.

9.10.3.1 Evaluacion de la coordinacion motora

Nuevamente, se evalud la coordinacion motora mediante el Rotarod. Se lleva un conteo del
numero de caidas que puedan presentar los animales de experimentacion tras la
administracion de los farmacos. Los tratamientos que se evaluaron fueron CEL 56.2 mg/kg,
TRA 31.6 mg/kg, la combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg y un grupo control de
solucidn salina al 0.9% (Gréfica 23). Los resultados se analizaron mediante un ANOVA de
1 via y posteriormente una prueba Dunnet (los tratamientos vs grupo control s.s.). Ninguno

presento diferencia estadistica significativa.
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Gréfica 23. Efectos globales del efecto adverso de incoordinacion motora mediante la prueba de Rotarod en
administraciones repetidas subcutaneas. Los datos representan la media + error estandar (n=5/grupo). ANOVA
de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnet CEL 56.2 mg/kg, TRA 31.6 y CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg
vs grupo control s.s. No hay significancia estadistica.

9.10.3.2 Evaluacion de dafio gastrico

Se realizé la cuantificacion de lesiones gastricas de los mismos tratamientos mencionados
anteriormente. Se tomo6 como grupo control positivo a indometacina 20 mg/kg, representando
el 100% de dafio gastrico. Los tratamientos CEL 56.2 mg/kg, TRA 31.6 mg/kg, la
combinacién CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg se compararon vs el control positivo de
indometacina 20 mg/kg a traves de la prueba de ANOVA de una 1 viay la prueba post hoc
de Dunnet. Todos los grupos son significativamente diferentes (***p<0.001) vs el grupo de

indometacina 20 mg/kg (Gréfica 24).
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Gréfica 24. Efectos globales del efecto adverso de dafio gastrico en administraciones repetidas subcutaneas.
Los datos representan la media + error estandar (n=5/grupo). Indometacina 20 mg/kg vs CEL 56.2 mg/kg, TRA
36.1 mg/kg y la combinacion CEL 17.8 + TRA 23.7 mg/kg, ANOVA de una via seguido de una prueba post
hoc de Dunnet, ***p<0.001.

10. DISCUSION

Este proyecto se centrd en caracterizar el efecto antinociceptivo o efecto terapeutico de un
opioide debil (tramadol) con un inhibidor selectivo de COX-2 (celecoxib) tanto de manera
individual como en combinacion, utilizando el modelo de disfuncion inducida por dolor en
la rata (PIFIR), el cual busca simular el dolor artritico tipo gota. En dicho modelo, la
disfuncidn de la extremidad trasera derecha se logra mediante la inyeccion de acido drico (al
30% p/v) en la articulacion femoro-tibio-rotuliana, lo que resulta en una disminucion del
porcentaje de indice de funcionalidad (%IF), reflejando asi la conducta nociceptiva del

animal de experimentacion (Lopez-Muifioz et al., 1993). Cabe destacar, que la administracion
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del vehiculo (aceite mineral) o la manipulacion de los animales no provocan la disfuncion en
la extremidad tratada. Esto es relevante porque nos permite discernir entre los efectos
antinociceptivos producidos por los farmacos frente a procesos de condicionamiento clasico
que podrian inducir una respuesta nociceptiva aparente o el aprendizaje de conductas

compensatorias (Tamayo-Valenzuela et al., 2004) .

Se ha observado que uno de los principales efectos provocados por la acumulacion de acido
urico en areas periféricas, como las articulaciones de las extremidades, es la activacion de la
caspasa 1, la cual es crucial para la conversion de la citocina pro-interleucina (IL-1B) en su
forma activa (Denoble et al., 2011). Los analisis histopatoldgicos realizados en el modelo
PIFIR, han detectado la formacion de leucocitos polimorfonucleares que crean masas o
filamentos libres dentro de la cavidad articular. Este proceso también induce inflamacion en
la zona afectada, lo que se traduce a que el animal no use la extremidad lesionada (Lopez-
Mufioz et al., 1993). Este modelo preclinico permite evaluar los efectos de diferentes
farmacos y entender sus posibles efectos antinociceptivos, interpretando dichos efectos como
un aumento del %IF, es decir, una recuperacion de la funcionalidad de la extremidad tras la
administracion de un fArmaco analgésico. Asimismo, se ha logrado caracterizar la funcion de
las COX en su papel para promover la produccion de mediadores inflamatorios como las PGs
(Martinez et al., 2002; Diaz-Reval et al., 2004; Lopez-Muiioz et al., 2004). Por otra parte, se
han dilucidado mecanismos de accién en los que intervienen los AINEs para contrarrestar el
dolor, como la activacién de la via L-arginina-0xido nitrico-GMPc dada por la indometacina
(Ventura-Martinez et al., 2004) o rofecoxib (Déciga-Campos y LOpez-Muiioz, 2004).
Adicionalmente, se ha evaluado el efecto antinociceptivo de farmacos opioides y de no
opioides (Diaz-Reval et al., 2004; Lopez-Munoz et al., 1993a; Salazar et al., 1995)

administrados en monoterapia o en combinacién.

La administracion de sustancias que dafian el cartilago en las articulaciones de animales de
experimentacién como ratas, ratones o cobayos imitan los efectos progresivos de las
enfermedades articulares como la artritis gotosa y la osteoartritis (Little y Zaki, 2012).
Algunos de los modelos preclinicos mas comunes para estudiar el dolor en estos
padecimientos son la inyeccion intraarticular de yodoacetato monosaddico,

carragenina/caolin, adyuvante de Freund y urato de sodio, los cuales se utilizan para inducir
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una artropatia inflamatoria aguda (Calvino et al., 1987; Coderre y Wall, 1987; Bove et al.,
2003; Hwang et al., 2008). Por su parte, el modelo PIFIR presenta el diferenciador dado por
la medicidon de la variable que no esta sujeta a la subjetividad del observador, esto resulta
idéneo para valorar la efectividad de los efectos antinociceptivos de los farmacos (Lopez-
Murioz et al., 1993).

Los AINEs representan el primer enfoque terapéutico en el tratamiento de padecimientos
como la gota y la osteoartritis (Kean y Buchanan, 2005; Crofford, 2013). La inhibicién sobre
la sintesis de las COX 1 y 2 los hace ideales para obtener efectos analgésicos y
antiinflamatorios (Shrestha et al., 1994). Adicionalmente, se sabe que generan sus efectos
terapéuticos mediante la modificacion de niveles intracelulares de neuromoduladores
(Sostres y Lanas, 2016), que suprimen la produccion de citocinas (Funakoshi-Tago et al.,
2008), que reducen la expresion de canales sensibles a &cidos (Voilley et al., 2001) y que
aumentan los niveles de endocannabinoides (Guindon and Beaulieu, 2006).

Como se sabe, la enzima COX-1 es constitutiva, es decir, que se encuentra en los tejidos en
condicionales basales, participa en la sintesis de PGs que mantienen la homeostasis y en la
proteccion de la mucosa gastrointestinal (Lanas et al., 2014). En cambio, COX-2 también
interviene en la sintesis de PGs, pero en condiciones de inflamacién y/o dolor, por lo que es
inducible (Williams y Buvanendran, 2011). Es importante mencionar que los efectos no
deseables de los AINESs no selectivos son la produccion de Ulceras o erosiones en el tracto
gastrointestinal (Lanas y Scheiman, 2007).

El celecoxib fue sintetizado para ser un farmaco inhibidor selectivo de COX-2 (McCormack
etal., 2011). Existen estudios clinicos, donde se compard la eficacia de celecoxib versus otros
AINEs no selectivos en artritis gotosa, en dichos casos la evidencia sugiere que celecoxib
tiene una eficacia comparable a los AINEs tradicionales, pero con menor riesgo de efectos

adversos gastrointestinales (Fung y Kirschenbaum, 1999; Bingham, 2002; Terkeltaub, 2003).

En lo que respecta a este proyecto, se analizaron los CT y CDR de la administracion
individual via oral del celecoxib y resalta que este farmaco presenta efectos antinociceptivos
en el modelo PIFIR y que la dosis més eficaz fue la de 56.2 mg/kg, con un efecto global de
258.9 (U2/h). Cabe destacar que tanto la dosis de tramadol 31.6 mg/kg como la de celecoxib

56.2 mg/kg son equieficaces en estas condiciones especificas.
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Pruebas farmacoldgicas sugieren que el efecto antinociceptivo del celecoxib no se debe
Unicamente a la inhibicion de la COX-2. Hay evidencia de que la accién antinociceptiva de
este farmaco fue disminuida por un antagonista de receptores p-opioides, en un modelo de
nocicepcion inflamatorio inducido por carragenina en ratas (Rezende et al., 2009). Esta
evidencia ha sido respaldada por otros ensayos preclinicos donde se ha observado que
celecoxib sirve para disminuir la nocicepcion aguda y crénica en animales mediante sistemas
opioide y cannabinoide (Correa et al., 2010), lo cual lleva a la teoria de que dicho farmaco
también puede activar a los receptores opioides antes mencionados para generar su efecto
analgésico. Asimismo, se ha comprobado que la propiedad analgésica del celecoxib puede
estar vinculada a receptores cannabinoides ya que una vez que se hace un pretratamiento se
incrementa el efecto anti-hiperalgésico de un agonista de receptores cannabinoides, en un
modelo de ratas con neuropatia diabética (Bujalska-Zadrozny et al., 2015). Otro estudio
sugiere que los efectos de alivio del dolor del celecoxib involucran canales de potasio
dependientes de voltaje (K*v), en especifico con la activacion de canales K*v7/M, los cuales

suprimen la percepcion de nocicepcion en animales (Mi et al., 2013).

Este farmaco ha sido evaluado en combinacién con otros farmacos y coadyuvantes en
modelos preclinicos de nocicepcion inflamatoria y neuropatica. En un modelo de osteoartritis
en ratas, fue administrado celecoxib y rebamipida individual y de forma combinada
resultando que la coadministracion de dichos farmacos generd en las ratas un umbral de
nocicepcion mayor a comparacion de cuando se les administré individualmente.
Adicionalmente, los resultados histoldgicos de las ratas con osteoartritis que fueron
coadministradas con celecoxib y rebamipida tuvieron un dafio menor en el cartilago vs la
monoterapia (Moon et al., 2013). En otra investigacion, se evalud la combinacion celecoxib
con vitamina E en dos modelos que incluyen la prueba de la retirada de la cola mediante un
estimulo térmico y la prueba de formalina. Se observo que el celecoxib y la vitamina E
mostraron efectos antinociceptivos dependientes de la dosis en el modelo de nocicepcion
inflamatoria (prueba de la formalina) pero no en el modelo de dolor agudo generado por un
estimulo térmico (retirada de la cola) (Shamsi Meymandi et al., 2019). También, los datos
indicaron que la coadministracion de celecoxib con vitamina E genera un incremento
significativo en los efectos antinociceptivos que son comparables con la indometacina
(Shamsi Meymandi et al., 2019).
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Los opioides son la primera linea del manejo del dolor en pacientes con dolor intenso
(Karamchandani et al., 2019b). Recordemos que uno de sus mecanismos de accién central
implica su afinidad por los receptores opioides (u, 6, x) los cuales se sabe que modulan tanto
vias ascendentes como vias descendentes del dolor (Jamison y Mao, 2015). Diversos estudios
han comprobado que los opioides generan analgesia o efectos antinociceptivos mediante la
activacion de los receptores opioides presentes en las neuronas aferentes primarias
(nociceptores) (Nozaki-Taguchi y Yaksh, 1999). Dicho efecto estd mediado por la via de
sefializacion del 6xido nitrico/GMPc (Leanez et al.,, 2009), lo que resulta en una
hiperpolarizacién de las neuronas nociceptivas. Sin embargo, se deben seguir pautas de
dosificacién junto con un monitoreo constante para reducir el riesgo de efectos adversos.
Dicho lo anterior, el empleo del tramadol, que es un opioide débil, se prefiere porque su perfil
farmacologico de seguridad es mayor versus la morfina, no hay reportes de casos de
depresion respiratoria ni adiccion cuando se administra individualmente por via parenteral
(Preston et al., 1991).

El tramadol actia como agonista parcial de los receptores py como inhibidor de la recaptura
de 5-HT y NA (Vazzana et al., 2015). Consta de dos enantidmeros, el enantiomero “D”, que
tiene mayor afinidad por los receptores p y acttia como inhibidor de la recaptura y liberacion
de 5-HT y el enantidémero “L”, que inhibe la recaptura de NA. Ademas, el metabolito activo
(M1) de este farmaco, tiene afinidad 200 veces mayor por los receptores opioides frente al
farmaco original y en cuanto a su potencia, se sabe que es 6 veces mayor (Vazzana et al.,
2015).

Diversos estudios preclinicos han comprobado la eficacia del tramadol para tratar el dolor.
Por ejemplo, en un modelo inflamatorio inducido por carragenina en la articulacion
temporomandibular en las ratas, se evidenci0 que tramadol producia un efecto
antiinflamatorio reduciendo los niveles de TNF-a e IL-1p cuando se daba como
pretratamiento (Lamana et al., 2017). De igual manera, se observé que tramadol disminuia
la migracion de leucocitos y neutrdfilos al sitio de inflamacion (Lamana et al., 2017). En otro
estudio, donde se indujo la inflamacion por adyuvante de Freund, se observé que los efectos
antinociceptivos de los agonistas mu y kappa fueron antagonizados tras la administracién

intraplantar de naloxona. Sin embargo, cuando la naloxona fue administrada via intravenosa
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y subcutanea no se presentaba el mismo efecto. Este hallazgo sugiere que los receptores
opioides periféricos podrian estar implicados en los efectos antinociceptivos de los agonistas
ny « (Stein et al., 1988). En el presente estudio empleando el modelo PIFIR, la evaluacién
tras una administracion p.o. aguda de tramadol demostrd que genera efectos antinociceptivos
que dependen de la dosis administrada. Siendo la dosis més eficaz la de 31.6 mg/kg con una
cobertura total de 215.7 (U%/h) (Tabla 6), sin presentar efectos secundarios graves.

La eficacia antinociceptiva del tramadol observados en el modelo PIFIR puede deberse a la
combinacidn de los efectos centrales como periféricos. Como se mencioné anteriormente, el
tramadol posee un mecanismo farmacoldgico de accidn dual. Los mecanismos no opioides
del tramadol estan asociados con sus propiedades noradrenérgicas, ya que los receptores
adrenérgicos alfa (localizados en locus ceoruleus) desempefian un papel en la regulacion del
dolor y la ansiedad (Berrocoso et al., 2006). Aunado a esto, el tramadol y el sistema
serotoninérgico también tienen un papel relevante en la modulacién del dolor, ya que induce
cambios similares a los de los antidepresivos (lvanavicius et al., 2007). Estos autores
observaron que los antidepresivos triciclicos, los cuales comparten la misma propiedad de
recaptura y liberacién de monoaminas como la 5-HTy NA que el tramadol, producen efectos
antinociceptivos en modelos animales de nocicepcion artritica. Por su parte, existe evidencia
de que la amitriptilina, que es un inhibidor de la recaptura de 5-HT y NA disminuyo la
conducta nociceptiva de las ratas, empleando un modelo preclinico de osteoartritis inducida

por yodoacetato monosédico en la articulacion de los animales.

Como se mencionod previamente, una estrategia para prescribir al tramadol con el objetivo
principal de mitigar la aparicion de sus efectos no deseables es la coadministracion con otros
farmacos no opioides. El tramadol ha sido combinado con AINEs como el acetaminofén,
empleando el modelo de la carragenina, donde se observaron efectos antinociceptivos supra-
aditivos (Shinozaki et al., 2015). También, ha sido coadministrado tramadol con ibuprofeno,
en el modelo de la formalina, donde una combinacién evaluada (3:1) resultd en efectos
aditivos en la fase 1y 2 (Chavarria-Bolafios et al., 2014). En especifico empleando el modelo
PIFIR, también existen estudios previos como la combinacion de tramadol con acido acetil
salicilico donde de las 24 combinaciones evaluadas, 8 resultados en efectos supra-aditivos y

las restantes en efectos aditivos (Salazar et al., 1995), cuando se combiné con ketorolaco 10
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combinaciones presentaron efectos supra-aditivos y 14 efectos de tipo suma (L6pez-Mufioz
et al., 2004). Con metamizol 3 combinaciones resultaron de tipo aditivas, mientras que 22 se
potenciaron (Lopez-Mufioz et al., 2013). De manera interesante, al combinar tramadol con
rofecoxib los resultaron no fueron ideales, ya que, de las 12 combinaciones evaluadas, 7
presentaron efectos aditivos y 5 combinaciones efectos infra-aditivos (Garcia-Hernandez et
al., 2007). Esto destaca la importancia de estudiar y conocer la gama amplia de interacciones
que pueden resultar de combinar dos farmacos porque las interacciones dependen de las

proporciones de los farmacos.

En nuestra investigacion se tuvo el interés por evaluar el efecto antinociceptivo de la
combinacion de tramadol con celecoxib, para dilucidar si la coadministracion de ambos
farmacos generaba sinergismo de tipo aditivo o supra-aditivo. Existe un estudio previo donde
se estudia dicha combinacion en una proporcion 1:1, los resultados arrojaron que existe
sinergismo en efectos antialodinicos y anti-hiperalgésicos en un modelo de incisién plantar
(Merlos, 2018). Este analisis nos dio un primer indicio de que al combinar tramadol y
celecoxib habria resultados positivos, pero necesitdbamos un analisis mas extenso para
detectar las proporciones Optimas que generen la méxima eficacia antinociceptiva y la mas

alta potenciacion para tratar el dolor artritico en estas condiciones especificas.

Es importante resaltar que la administracién de tratamientos en combinacién no se basa en
las propiedades individuales de los farmacos, sino en la interaccion entre los componentes
de la combinacion (Lopez-Munoz, 1994; Chou, 2010). Las células no pueden hacer la
distincion entre un tratamiento con un solo farmaco y un tratamiento con dos o mas farmacos.
De hecho, una combinacién con proporciones especificas podria ser percibida por la célula

como un agente Unico con propiedades mecanisticas distintas (Chou, 2010).

En este estudio tomamos dos farmacos (celecoxib y tramadol) en diferentes proporciones
para generar un total de 20 combinaciones. Los resultados obtenidos de este proyecto
sugieren que la asociacion de celecoxib con tramadol es de utilidad para el manejo del dolor
artritico. De las 20 combinaciones que fueron evaluadas mediante el analisis de SIS, destaca
que 10 combinaciones produjeron efectos antinociceptivos supra-aditivos, 7 combinaciones
resultaron aditivas y 3 interacciones de tipo infra-aditivas. Siento esto un claro ejemplo de

que cada tratamiento puede ser percibido como un agente Unico por las células blanco. Las
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combinaciones provocaron respuestas biologicas variadas dependiendo la proporcion
empleada. Nuevamente destaca la importancia de no simplemente investigar si la
combinacion de dos farmacos produce una interaccion sinérgica, sino que es preferible

determinar las proporciones 6ptimas en cuanto a eficacia y utilidad terapéutica.

Con los datos obtenidos se detectd la combinacion de mas alta eficacia antinociceptiva
(celecoxib 17.8 y tramadol 23.7 mg/kg) y la de mas alta potenciacion (celecoxib 3.2 y
tramadol 10 mg/kg) mediante el analisis de SIS. En ambos casos se pudieron reducir las dosis
de los tratamientos individuales. Para la combinacion de méas alta eficacia antinociceptiva,
celecoxib 17.8 y tramadol 23.7 mg/kg, la dosis de celecoxib disminuyé 3.2 veces en
comparacion con la dosis individual més eficaz de celecoxib (56.2 mg/kg) y la dosis de
tramadol disminuy6 1.3 veces vs la dosis individual mas eficaz de tramadol (31.6 mg/kg).
De manera similar, la combinacion de alta potenciacion antinociceptiva, celecoxib 3.2 y
tramadol 10 mg/kg, la dosis de celecoxib se redujo 17.6 veces vs la dosis de celecoxib
individual més eficaz (56.2 mg/kg) y la dosis de tramadol se redujo 3.2 veces vs la dosis de
tramadol individual mas eficaz (31.6 mg/kg). El decremento de las dosis de los farmacos, en
especifico de los opioides, es de gran relevancia a nivel clinico porque esta reduccion podria
significar una disminucion de los efectos adversos y una mejor adherencia al tratamiento para

los pacientes (Tallarida, 2011).

Aunqgue ain no se ha esclarecido el mecanismo de accion especifico de la combinacién
utilizada en este proyecto, se pueden plantear varias teorias que expliquen los efectos de suma
o0 de potenciacién de la combinacién de celecoxib y tramadol. Cabe destacar, que el dolor
artritico se produce como resultado de la combinacion de mecanismos de sensibilizacién
periférica (provocada por la inflamacion en el sitio de la lesion) asi como de mecanismos
centrales (donde el dolor responde a caracteristicas neuropaticas cuando la intensidad y
duracion del estimulo doloroso aumentan). Por lo tanto, para lograr una cobertura analgésica
adecuada, se deben considerar la modulacién integral de los mecanismos periféricos y
centrales. Por ejemplo, las estructuras centrales que responden tanto a los opioides como a
los AINEs incluyen la sustancia periacueductal gris (PAG) y el bulbo raquideo ventromedial

rostral (RVM). Esta primera estructura, envia impulsos que proyectan en el ndcleo del rafe
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magnus y el RVM. Ahi mismo, existen neuronas que proyectan hacia la médula espinal y
modulan el dolor de manera descendente (Tortorici et al., 2001; Vanegas et al., 2010).

Por afiadidura, existen reportes de que algunos AINEs como el diclofenaco, el acido acetil
salicilico y el metamizol cuando son administrados en la PAG y el RVM reducen las
conductas nociceptivas, sugiriendo que no solamente tienen efecto antinociceptivo a nivel
periférico, sino que también a nivel central, se cree que este efecto central involucra a las
células “on” y “off” del RVM (Bjorkman et al., 1992; Tortorici y Vanegas, 1994, 1995;
Jones, 1996). Ademaés, se ha comprobado que los efectos analgésicos de los AINEs
mencionados anteriormente se disminuyen o se revierten posterior a la administracion
sistémica de naloxona o directamente en el area de la PAG, esto plantea una conexion de los
AINEs con el sistema opioide enddgeno, el cual esta involucrado en el control descendente
del dolor (Bjorkman et al., 1992; Pini et al., 1997; Tortorici et al., 1996).

Otras vias comunes que se han propuesto para explicar el mecanismo sinérgico entre los
AINEs y los opioides, que involucran la accion de péptidos opioides endogenos y
endocannabinoides. Los opioides activan la PLA2 y aumentan la disponibilidad de &cido
eicosatetraenoico a nivel de la PAG, mientras que los AINEs bloguean la COX, impidiendo
asi la utilizacion del acido eicosatetraenoico y aumentando su disponibilidad para otras vias
moleculares (Vaughan et al., 1997). Ahora bien, el papel crucial en este proceso lo
desempefian las lipoxigenasas (en especifico la 12-lipoxigenasa) que catalizan la oxidacién
del &cido eicosatetraenoico en hepoxilinas, las cuales reducen la liberacion de GABA en las
terminales sinapticas de los axones inhibidores de la PAG (Vaughan et al., 1997; Vaughan,
1998). Como se sabe, la inhibicion de la COX no es el Gnico mecanismo de accion que
ejercen los AINES, sino que también inhiben a la enzima responsable de metabolizar los
endocannabinoides, la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y la monoacilglicerol
lipasa. Esto genera una mayor disponibilidad de anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol
(2-AG) para unirse a los receptores CB1 y CB2, que generan los efectos de analgesia (Fowler
et al., 2005; Piomelli, 2003).

Celecoxib es un inhibidor selectivo de COX-2. Se ha demostrado que esta enzima esta
implicada en la reduccion de la descomposicion de 2-AG, produciendo efectos

antinociceptivos en un modelo artritico inducido por carragenina (2%) en la articulacion de
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la rodilla del animal de experimentacion (Telleria-Diaz et al., 2010). En otro ensayo de dolor
inflamatorio, se comprobd que al inyectar un antagonista del receptor CB1 (AM251) en las
areas de laPAG y RVM se contrarrestaban los efectos antinociceptivos de metamizol, lo que
abona a la teoria de que los AINEs pueden actuar sobre el sistema endocannabinoide a nivel
central (Telleria-Diaz et al., 2010). En cuanto a nivel periférico, también hay un antecedente
de que existe un sistema endocannabinoide en la articulacion de la rodilla de la rata, esto se
documento tras la administracion local de ACEA (agonista de CB1) que modul6 la
percepcién del dolor en un modelo de dolor artritico mediante inyeccion intraarticular de

monoyodoacetato de sodio (Schuelert y McDougall, 2008).

Ademas, no se excluye la posibilidad de que la combinacion de celecoxib y tramadol pueda
tener interacciones farmacocinéticas y que procesos de liberacion, absorcién, distribucion,

metabolismo y excrecion podrian estar siendo modificados.

En lo que respecta los efectos adversos, se evaluaron los mas comunes de los tratamientos,
tanto individuales como en combinacién. Como se menciond anteriormente, el efecto
adverso mas comun de los AINESs es a nivel gastrointestinal, ya que al inhibir la COX-1 (que
es una enzima constitutiva) puede repercutir en la mucosa del intestino porque se impide la
sintesis de prostaciclinas cruciales que inhiben la generacion de acidos estomacales
produciendo Ulceras o erosiones gastrointestinales (Lanas and Scheiman, 2007). Dicho lo
anterior, en la época de los 90°s se optd por sintetizar farmacos selectivos de COX-2 con el
objetivo de reducir este efecto adverso antes mencionado. A pesar de que el celecoxib es un
AINE selectivo de COX-2, es decir, que en teoria no deberia de presentar este efecto adverso
caracteristico de los AINEs tradicionales, es importante seguir evaluando este parametro para
reforzar su seguridad. En este estudio se demostr6 que la dosis de celecoxib 56.2 mg/kg,
tramadol 31.6 mg/kg individual y la combinacion de mas alta eficacia celecoxib 17.8 mg/kg
con tramadol 23.7 mg/kg no presentaron dafio gastrointestinal a comparacion de la dosis de
indometacina 20 mg/kg que fue tomada como control positivo. Ademas, sabemos que los
efectos adversos de los opioides abarcan desde mareos, somnolencia, vomitos, tolerancia y
hasta la depresion respiratoria (Nafziger y Barkin, 2018). Dicho esto, se considero realizar la

prueba de coordinacién motora que se realiza en el Rota-Rod. Las dosis de celecoxib 56.2

88



mg/kg, tramadol 31.6 mg/kg individual y la combinacién de mas alta eficacia no generaron

alteraciones en la coordinacién motora.

En lo que respecta a la tolerancia farmacoldgica de los opioides, es decir, una disminucion
de los afectos analgésicos después de su uso prolongado (Nestler, 2004), una explicacion a
dicho fendmeno es la fosforilacion de receptores opioides ocasionado por la unién con B-
arrestina e internalizando a los receptores opioides, que se traduce en un decremento de los
receptores en la membrana (Nestler, 2004). Otro de los mecanismos propuestos es la contra
regulacion de incrementos continuos de AMPc, provocando que se deba incrementar las dosis
para poder mantener inhibido al AMPc (Kieffer y Evans, 2002).

Para evaluar la tolerancia farmacoldgica en este estudio se realizaron 12 administraciones
repetidas. Fueron evaluadas los efectos antinociceptivos, asi como los efectos adversos.
Nuestros hallazgos fueron que tanto la dosis de celecoxib 56.2 mg/kg, la dosis de tramadol
31.6 mg/kg y la combinacién celecoxib 17.8 y tramadol 23.7 mg/kg redujeron de manera
significativa sus efectos antinociceptivos cuando se les administr6 de manera repetida. Estos
datos pueden ser comparables con otros estudios, por ejemplo, hay registro de que los efectos
antinociceptivos de la administracion repetida de metamizol y tramadol disminuyen porque
se genera tolerancia farmacologica (Moreno-Rocha et al., 2012). De manera similar, en un
estudio se examind si el celecoxib podia generar tolerancia de una forma parecida al
tratamiento prolongado con opioides, los datos encontraron que la administracion repetida
de celecoxib provocaba tolerancia comparable con la morfina (Rezende et al., 2010).
Asimismo, las ratas que desarrollaron tolerancia al celecoxib no presentaron analgesia
después de recibir morfina (Rezende et al., 2010). Una hipétesis de porque ocurre esto podria
ser que los AINEs participan en los mecanismos de opioides enddgenos, y que al ser
coadministrados con un opioide se presente tolerancia cruzada (Tortorici y Vanegas, 2000).
Por ultimo, encontramos que los efectos adversos de coordinacion motora y dafio gastrico no
aumentan cuando se les administra de forma continua en ningln tratamiento empleado, aqui
probablemente las dosis disminuidas jueguen un papel importante en la reduccion de efectos

adversos.
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11. CONCLUSIONES

12.

>

La administracién aguda via oral individual de celecoxib y tramadol presenta efecto
antinociceptivo de tipo dosis dependiente en el modelo de disfuncién inducida por
dolor en la rata.

La administracion aguda via oral en conjunto de celecoxib y tramadol genera
interacciones mayoritariamente de tipo supra-aditivas, asi como también
interacciones de adicion e interacciones infra-aditivas en un modelo de dolor artritico
tipo gota en la rata.

La combinacion que generd el mayor grado de eficacia es celecoxib 17.8 mg/kg con
tramadol 23.7 mg/kg (la dosis de celecoxib se redujo 3.2 veces vs celecoxib 56.2
mg/kg, mientras que la dosis de tramadol se redujo 1.3 veces vs tramadol 31.6 mg/kg).
La combinacién con el mayor grado de potenciacion es celecoxib 3.2 mg/kg con
tramadol 10 mg/kg (la dosis de celecoxib se redujo 17.6 veces vs celecoxib 56.2
mg/kg y la dosis de tramadol se redujo 3.2 veces vs tramadol 31.6 mg/kg).

La deteccion de las combinaciones Optimas en cuanto a eficacia antinociceptiva nos
da la posibilidad de reducir las dosis de la monoterapia y mitigar o retrasar los efectos
no deseables de los farmacos empleados como cambios en la coordinacion motora y
dafio gastrico.

La administracion repetida combinada de celecoxib y tramadol via subcutanea puede
inducir tolerancia farmacoldgica en estas condiciones especificas. Sin embargo, la

administracion repetida de los farmacos no aumenta sus efectos adversos.

PERSPECTIVAS

>

Determinar si existen diferencias con las combinaciones éptimas detectadas en ratas
Wistar macho.

Comparar si en ratas Wistar macho se presenta igual o no la tolerancia farmacolégica
con las combinaciones dptimas de celecoxib y tramadol.

Evaluar si se genera tolerancia con la combinacion de alta eficacia antinociceptiva
por via oral.

Hacer uso de antagonistas de endocannabinoides o péptidos endégenos para dilucidar

el mecanismo de accidn que genera sinergismo entre AINEs y opioides.
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» Evaluar la combinacién de mayor eficacia antinociceptiva de celecoxib y tramadol en

otro tipo de modelos preclinicos de dolor.
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