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ABREVIATURAS

AINEs: antiinflamatorios no-esteroidales
ATP: adenosin trifosfato

Ca*": calcio

cAMP: adenosin monofosfato ciclico
c¢GMP: guanidil monofosfato ciclico
CO: mondxido de carbono

COX: ciclooxigenasas

COX-1: ciclooxigenasa-1

COX-2: ciclooxigenasa-2

COX-3: ciclooxigenasa-3

eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial
GABA: 4cido gamma amino butirico
1.p.: intraperitoneal

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible
L-NAME: NG-Nitro-L-arginina metil éster
mRNA: acido ribonucleico mensajero
NADPH: Nicotinamida-Adenina Dinucle6tido Fosfato
NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: 6xido nitrico

NOS: enzima 6xido nitrico sintasa
nNOS: 6xido nitrico sintasa neuronal
nNOSa: 6xido nitrico sintasa neuronal a
NT: neurotransmisor

O,: oxigeno

PG: prostaglandina

PGE,: prostaglandina E,

sGC : guanidil ciclasa

SNC: sistema nervioso central

Via NO-GMP: via nitridérgica



RESUMEN

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto antinociceptivo de los antiinflamatorios no-
esteroidales parecoxib y piroxicam, y su interaccion con el sistema nitridérgico. Para este
estudio se utilizo6 ratones de la cepa CF/1 en el test algesiométrico de la formalina; se
midié el tiempo de lamidos o mordidas que realiza el raton en su pata izquierda los
primeros 5 minutos (primera fase) después de administrar la formalina y posteriormente, de
los 20 a 30 minutos (segunda fase) el tiempo de lamidos o mordidas. Para la evaluacion de
las interacciones, se construyo curvas dosis-respuesta de los farmacos administrados con un
minimo de 6 animales por cada una de las dosis en estudio, primero individualmente y
luego junto con L-NAME (inhibidor no selectivo de la 6xido nitrico cintaza). Los animales
del grupo control fueron inyectados con solucion salina y los de grupo control/L-NAME
con L-NAME. La evaluaciéon de ambos grupos control fue idéntica a la del resto de los
animales tratados. Se les inyect6 por via intraperitoneal, parecoxib o piroxicam, 30 minutos
antes de la administracion de la formalina. Para estudiar la participacion del sistema
nitridérgico, se administrd, por la misma via, L-NAME, 35 minutos antes de la inyeccion
de formalina.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que para las dosis empleadas y en las
fases observadas no hubo diferencias significativas entre los grupos inyectados con
parecoxib/L-NAME y parecoxib solo. Lo mismo se pudo observar entre los grupos
inyectados con piroxicam/L-NAME y piroxicam solo.

Como conclusion, podemos decir que los farmacos utilizados en este estudio, parecoxib y
piroxicam, no presentaron una interaccién en la accion antinociceptiva con el sistema

nitridérgico en el ensayo algesiométrico de la formalina.



ABSTRACT

The objective of this study is the evaluation of the antinociceptive effect of the NSAID’s
parecoxib and piroxicam, and his interaction with the nitridergic system. For this study CF-
1 mice in the algesiometric test of formalin, were used in this test, after administration of
formalin the time of licked and bites treated mouse did in his left leg the first 5 minutes
(first phase) and between 20 and 30 minutes (second phase) to evaluate interactions, dose-
response curves were built with a minimal of 6 animals per dose, before and after of the L-
NAME (non-selective inhibitor of nitric oxide sintase enzyme) pretreatment. The control
group animals were injected with a saline solution and the control/L-NAME with the same
saline solution plus L-NAME. The evaluation of both groups were identical to the other
study groups. The mice were injected intraperitoneally with, parecoxib or piroxicam, 30
minutes before the formalin shot. To evaluate the participation of nitridergic system, a
dose of L-NAME was injected intraperitoneally , 35 minutes before the formalin shot.

The results obtained in this study were, showed no significative differences among groups
injected with parecoxib/L-NAME and parecoxib alone, for the doses used and the phases
observed. The same was true for piroxicam/L-NAME and piroxicam alone.

As conclusions, we can say that the drugs used in this study, parecoxib and piroxicam, had
no interaction with the nitridergic system in the antinociceptive effect on the algesiometric

test of formalin.



INTRODUCCION

DEFINICION DEL PROBLEMA EN ESTUDIO

LEl efecto antinociceptivo del parecoxib y piroxicam estd mediado por el sistema

nitridérgico?

IMPORTANCIA DEL PROBLEMA EN ESTUDIO Y POSIBLES LIMITACIONES

El dolor ha repercutido en los seres humanos y se manifiesta como una sensacion
desagradable, molesta y muchas veces invalidante. Por esta razon, el dolor debe ser uno de
los temas mas investigados a nivel mundial y uno de los que mas preocupa a la comunidad

cientifica.

El dolor, ademas de producir esta sensacion no placentera frente a una injuria, es
uno de los mecanismos de defensa o de proteccion para evitar que se dafie mas el tejido u
organo afectado por la noxa. La IASP (Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor)
define el dolor como una “experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un

dafio tisular actual o potencial “.

Para que se produzca la sensacion nociceptiva, es necesario: a) Un receptor que se
encuentre en la periferia; b) Una sinapsis en la médula espinal; ¢) Vias de conduccion desde
la médula espinal hasta los centros superiores como bulbo, diencéfalo y corteza; y por
ultimo d) Vias descendentes desde los centros superiores como talamo y ntcleos reticulares

hacia la médula. (Paeile, 1997).

El grupo de fairmacos mas numeroso como sustancias analgésicas, y que ademas
poseen propiedades antiinflamatorias, son los denominados analgésicos antiinflamatorios
no-esteroidales (AINEs) o también denominados analgésicos periféricos, por su mecanismo
de accidn en la génesis de la noxa. Por su gran éxito terapéutico y de marketing, conforman
un grupo cuyo unico inconveniente son sus reacciones adversas que son extensiones de su

mecanismo de accion.



MARCO TEORICO

FARMACOS UTILIZADOS EN ANALGESIA

Existe una gran variedad de sustancias capaces de producir un efecto analgésico
tanto a nivel periférico como a nivel central, asi como en la génesis de dolores mas
selectivos. Asi, se puede mencionar los farmacos o-adrenérgicos, serotonérgicos,
colinérgicos, nitridérgicos, antidepresivos, antiepilépticos, anestésicos locales,
cannabinoides, anti-inflamatorios no esteroidales y opioides (Baek, 2002; Christie, 2000;

Miranda, 2001; Miranda, 2002)

De todos los grupos de farmacos antes citados, sin duda los analgésicos anti-
inflamatorios no-esteroidales (AINEs) son los mas usados por la mayoria de las
especialidades médicas, asi como en odontologia y en kinesiologia, para los diferentes tipos
de dolor (tanto agudo como cronico) y por lo tanto, también son los mas estudiados. Sin
embargo, independientemente de su eficacia como analgésicos, antiinflamatorios y

antipiréticos, presentan una serie de reacciones adversas que limitan su uso.

Los AINESs poseen varias acciones terapéuticas, de las cuales su efecto analgésico y
antiinflamatorio son los mas relevantes. En este estudio, se evaluara la actividad
antinociceptiva de los AINEs de estructura quimica diferente, el parecoxib y el piroxicam,
por tener una diferente selectividad en su mecanismo de accidn y por otra parte, ser de gran
uso en la clinica. Para ello se utilizarda un método algesiométrico agudo: el test de la

formalina en ratones.

A pesar de la existencia de una gran cantidad de drogas que producen analgesia, no
se ha identificado en forma completa y detallada el mecanismo de accidon farmacoldgico
responsable del efecto analgésico. Esto se debe, en parte, a la complejidad en la transmision
del impulso doloroso hacia el SNC, el que puede estar modulado por una o varias de las
siguientes sustancias: neuropéptidos (sustancia P, neuroquininas, etc.), aminoacidos (L-

aspartato, L-glutamato, etc.), neurotransmisores (adenosina, noradrenalina, acetilcolina,



serotonina, etc.), y neuromediadores (prostaglandinas, citoquinas, oxido nitrico, etc.)

(Contreras, 1998).

ANTI-INFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES

Son un numeroso grupo de farmacos con estructuras quimicas diferentes, pero que
poseen propiedades terapéuticas similares: analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas; y
que poseen reacciones adversas en comun debido a que tienen un mismo mecanismo de

accion.

Caracteristicas Generales

1.- Propiedades Diferenciales

Aunque la mayoria de los componentes de este grupo comparten las tres acciones
que los definen (analgésico, antiinflamatorio y antipirético), su eficacia relativa puede ser
diferente en cada uno de ellos. Lo mismo pasa con su toxicidad, que puede coincidir con la
del grupo o ser mas o menos especifica. De ahi que su uso clinico preferente, dependa tanto

de su eficacia como de sus efectos adversos.

2.- Mecanismo General de Accion

Los principales efectos terapéuticos y muchas de las reacciones adversas de los
AINEs se pueden explicar por su efecto inhibidor de las ciclooxigenasas (COX), enzimas
que convierten el acido araquidonico en endoperoxidos y luego en prostaglandinas y
tromboxanos. Algunos de estos eicosanoides participan en el proceso de la inflamacion,
dolor y la fiebre, por lo que la inhibicion de su sintesis por los AINEs seria responsable de
su actividad terapéutica, aunque dada su participacion en determinados procesos
fisiologicos, dicha inhibicidon seria también responsable de diversas reacciones adversas

caracteristicas de estos farmacos.

Los AINEs inhiben las COXs, y actualmente se ha demostrado la existencia de tres

isoformas de estas enzimas: COX-1, COX-2 y COX-3. La COX-1 es de expresion



constitutiva, o sea, el producto de un gen que transcribe en forma estable y continua y
ademas estd implicada en los procesos de proteccion de la mucosa gastrica, activacion
plaquetaria y funciones renales. La COX-2 es el producto de un gen con un elevado nivel
de regulacion, y cataliza la produccion local de prostaglandinas en situaciones fisioldgicas
y patoldgicas, aunque en condiciones basales su expresion estd restringida, se puede
detectar niveles elevados en SNC y corteza renal. Ademas, la expresion de COX-2 es
inducida por diversos mediadores asociados con la inflamacion y crecimiento celular,
desempefiando un rol esencial en la inflamacién, dolor, fiebre y proliferacion celular
normal y patolégica (Florez, 2003). La COX-3 es codificada del mismo gen de la COX-1,
pero la diferencia radica en que un intrén de su mRNA es retenido. En el hombre, la COX-
3 es abundante en la corteza cerebral y tejido cardiaco. En investigaciones realizadas con
animales menores, se comprobé que la COX-3 es inhibida selectivamente por
acetaminofeno (paracetamol) y dipirona (metamizol), y es potencialmente inhibida por
algunos otros AINEs. Se ha sugerido que esta tercera forma de COX apareceria 48 horas
después de iniciado el proceso inflamatorio y estaria involucrada en la biosintesis de

mediadores antiinflamatorios endogenos. (Chandrasekharan, 2002; Davies, 2004)

La mayoria de los AINEs actualmente disponibles inhiben, a concentraciones
terapéuticas, en forma no-selectiva ambas isoformas de COX, como lo seria el caso del
piroxicam. Algunos AINEs, como la nimesulida y meloxicam, exhiben una selectividad
preferencial por la COX-2. Se ha sugerido que el parecoxib, rofecoxib y el celecoxib

parecen inhibir exclusivamente la COX-2. (Florez, 2003)

3.- Acciones farmacologicas

3.1.- Accion Analgésica
Esta accion es de intensidad leve a moderada, con un techo analgésico claramente

inferior al de los opioides, pero con la ventaja de no producir una depresion respiratoria o
de producir euforia. Los AINEs estan indicados especialmente para dolores caracterizados
por una participacion destacada de prostaglandinas. La accion analgésica de los AINEs
tiene lugar tanto en tejidos periféricos, con la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, y

a nivel central en el SNC, inhibiendo preferentemente la COX-2. (Florez, 2003)



3.2.- Accion Antipirética
La fiebre es una respuesta compleja y coordinada, que se desencadena ante la

existencia de una lesion, inflamacion, infeccion, etc., y tiene una doble finalidad: alertar
sobre una situacion andmala y potencialmente lesiva, y poner en marcha una serie de
mecanismos fisiologicos para la defensa del organismo. Su signo cardinal es la elevacion de

la temperatura corporal del orden de 1 a 4 °C (Florez, 2003).

Esta accion antitérmica de los AINEs se explica, principalmente, por su capacidad
de disminuir las concentraciones centrales de PGE, (prostaglandina E,), mediante la

inhibicion directa de la actividad de la COX-2 (Florez, 2003).

3.3.- Accion Antiinflamatoria
La inflamacion es una de las respuestas fisiopatologicas fundamentales con las que

el organismo se defiende frente a agresiones producidas por gran variedad de estimulos (p.
ej., infecciones, lesiones, procesos isquémicos), aunque en ocasiones, su exageracion y

persistencia no parezca que sirve a tal propdsito.

La capacidad de los AINEs para reducir la inflamacion es variable, en general son
mas eficaces frente a inflamaciones agudas que cronicas. Al inhibir la sintesis de PGs y
tromboxanos, los AINEs reducen su actividad sensibilizadora de la terminaciones
sensitivas, asi como la actividad vasodilatadora y quimiotactica, interfiriendo asi en uno de

los mecanismos de la inflamacion (Florez, 2003).

3.4.- Accion Antiagregante Plaquetaria
Es una funcién que no comparten todos los AINEs. Es producida fundamentalmente

por la aspirina (&cido acetilsalicilico) a dosis bajas y otros AINEs como la indometacina e
ibuprofeno, que inhiben la COX plaquetaria (la aspirina lo hace de manera irreversible)
(Handin et al, 1992). Por otra parte la aspirina en bajas dosis tiene un efecto positivo en la

profilaxis de fendmenos tromboembolicos coronarios y cerebrovasculares (Paeile C, 1997).



3.5.- Accion Uricosurica
Es consecuencia de la inhibicion del transporte de acido urico desde la luz del

tubulo renal hasta el espacio intersticial. Es un proceso apreciable so6lo con algunos AINEs

y a dosis elevadas. (Florez, 2003)

4.- Reacciones Adversas

Los AINEs, como ya lo mencionamos, poseen acciones farmacoldgicas similares
pero también comparten sus efectos adversos en la mayoria de los casos. Las podemos

clasificar en las siguientes:

4.1.- Gastrointestinales
Son frecuentes los efectos menores (15-25%) como pirosis, gastritis, diarrea o

estrefiimiento. El mecanismo involucrado es el de la inhibicion en la sintesis de PGE; y
PGE,, las cuales son responsables de inhibir la secrecion gastrica y promover la secrecion

de mucus citoprotector en el aparato digestivo. (Insel, 1996)

4.2.- Renales
Los AINEs, debido al bloqueo de la sintesis de PGs, pueden disminuir el flujo renal

y la filtracién glomerular, junto con producir retenciéon de Na', agua y K'. La complicacion

mas importante es la insuficiencia renal aguda. (Brooks, 1991.)

4.3.- Hematologicos
Aunque su frecuencia es, en conjunto, baja, el amplio uso de los AINEs y la

gravedad de alguna de ellas (p. ej., anemia aplastica) obliga a tenerlas en cuenta. Algunas
de estas reacciones estan en relacion con las propiedades ya descritas, como un efecto en

exceso de la actividad antiagregante plaquetaria (Florez, 2003).

4.4.- Hipersensibilidad
Con una frecuencia de alrededor de 1 a 2% de los pacientes bajo tratamiento con

AINEs; se caracteriza como rinitis alérgica, asma bronquial, trastornos dérmicos, etc.
Pueden ser de caracter alérgico, mediados por anticuerpos, o seudo alérgico, que son mas

frecuentes y relacionados con la inhibicion de la sintesis de PGs y un desvio hacia la



sintesis de los leucotrienos y en conexion con una sensibilidad individual especial (Florez,

2003).

4.5.-Cardiovasculares
Esto principalmente se observa con los inhibidores especificos de COX-2, que

teoricamente alteran la produccion de prostaglandinas sintetizadas por medio de la COX-2
sin tener efectos en la produccion de tromboxano que se sintetiza, de preferencia, gracias a

la accion de la COX-1 (Wong, 2005).

FISIOPATOLOGIA DEL DOLOR

En condiciones psicoldgicas normales, las sefiales nociceptivas son producidas por
un intenso estimulo de las fibras terminales sensoriales aferentes Ad y C, por noxas
quimicas, fisicas o de presion (Besson, 1987). La fisiopatologia del dolor involucra
interacciones muy complejas de diferentes estructuras periféricas y centrales. La
nocicepcion es un mecanismo a través del cual, estimulos nocivos son transmitidos al

sistema nervioso central (SNC). (Fiirst, 1999).

El sistema nociceptivo es dual, y la sensacion del dolor que se experimenta llega al
sistema nervioso central por medio de dos vias: de un sistema discriminativo sensorial, que
participa en la capacidad de analizar la naturaleza, localizacion, intensidad y duracion de la
noxa; y de un componente cognitivo-afectivo, que contribuye a la evaluacion cualitativa del

dolor. (Moya, 1995)

Cuando un estimulo agresor (traumatico, fisico, quimico, infeccioso o inmunitario)
dana las membranas celulares, se inicia la sintesis de los llamados eicosanoides, término
que involucra principalmente a sustancias como las prostaglandinas, tromboxanos,
prostaciclinas y leucotrienos que se sintetizan en la zona lesionada, a partir del acido
araquidonico (Ortega, 1995). Al hidrolizarse por la fosfolipasa A2, genera diferentes lipo-
oxigenasas y leucotrienos. La enzima fosfolipasa A2 se activa por mecanismos neuronales,

toxicos, mecanicos, etc. Por otra parte, el acido araquidonico libre, por accion de las ciclo-



oxigenasas, forma prostaglandinas (PGs), prostaciclinas y tromboxanos. (Ortega, 1995).
Las PGs al hidrolizar el ATP, producen cambios en el potencial de membrana,
disminuyendo el umbral de excitacion de los nociceptores y sensibilizando las
terminaciones nerviosas aferentes, a estimulos quimicos o mecanicos. Por otro lado, hay
una accion directa de la prostaglandina E y de la bradicinina sobre los nociceptores y
ademas hay alteracion de la microcirculacion de leucocitos, al estimular la circulacion

sanguinea en la region inflamada.

1. Nociceptores

Los receptores del dolor son un sistema primario de defensa, se les Ilama
nociceptores y corresponden a terminaciones nerviosas libres (arborizaciones plexiformes
carentes de mielina), que se encuentran en la piel y el tejido celular subcutaneo, musculos,
articulaciones y visceras. Estos, se diferencian de otros receptores en que su capacidad de
adaptabilidad es muy mala. Y cualquier estimulo (tacto, presion, calor, etc.) que provoque
dafio, constituirda un estimulo suficiente para que provoque dolor. En general, los agentes
que activan a estos receptores se denominan sustancias algdgenas. (Pinardi, 1993). Se
distinguen dos tipos de nociceptores:
a.- Nociceptores mecanicos de umbral alto o nociceptores mecano termales.: formados por
fibras A, activandose directamente por estimulos intensos, sin mediacion de
intermediarios quimicos y estan relacionado con el dolor agudo, breve, bien localizado, que
dura solo lo que dura el estimulo.
b.- Nociceptores polimodales o mixtos: formados por fibras C, responden a estimulos
mecanicos, térmicos y quimicos. Estan mediados por la liberacion de histamina,
bradicinina, serotonina, prostaglandina, sustancia P, etc. y estan relacionado con el dolor

cronico, sordo, quemante y mal localizado. (Moya, 1995; Ortega,1995).

2. Vias y Sinapsis

Las fibras aferentes que llevan el estimulo doloroso desde el receptor hasta el asta
posterior de la médula espinal pueden ser de dos tipos, las fibras Ao: son gruesas,
mielinicas y de transmision rapidas, y las fibras C, que son delgadas, amielinicas y mas

lentas en su transmision.



Un estimulo doloroso se sentird primero como dolor agudo, bien localizado,
transmitido por fibras A9, seguido después de un pequefio retardo por un dolor ondulante,
quemante, sordo, mal definido, transmitido por fibras C. En el asta posterior de la médula
espinal, es donde se procesan e integran por primera vez los estimulos que ingresan. Se
produce aqui la transmision sinaptica, desde la primera a la segunda neurona, mediada por
la sustancia P, y aminoécidos, como el 4cido glutdmico, entre otros. (Ortega, 1995). La
sustancia gris medular de las astas posteriores fue clasificada por Rexed en 6 laminas. Las
fibras A Delta terminan en arborizaciones en las laminas [ y V, y las fibras C, en II y con
menor densidad en la lamina I, aqui termina la primera neurona sensitiva. (Torregosa,

1994).

Muchas fibras nociceptivas, antes de su ingreso a la sustancia gris, emiten
colaterales descendentes y ascendentes, constituyendo parte del haz de Lissauer. Estas
colaterales tienen la posibilidad de formar sinapsis hasta dos segmentos medulares
inferiores o superiores al del ingreso, lo que significa que la transmision de una primaria
puede propagarse a varias raices vecinas. Ademas pueden formar sinapsis con mas de una
primera neurona, proveniente de la piel o de una viscera, y esta sinapsis se produce siempre
en la sustancia gelatinosa de Rolando, cualquiera sea la distribucion del soma en el asta
posterior. (Torregosa, 1994). Aqui existen pequefias neuronas caracteristicas de esta zona,

las interneuronas, que de alguna manera modulan estas sinapsis.

Estos hechos tienen importancia, pues dan un sustrato anatomo—fisiologico a
fenomenos como el dolor referido y a la modulacidon, que sobre la transmision nerviosa
pueden ejercer centros superiores. Las segundas neuronas dan origen a tres haces
ascendentes contra laterales: el neoespinotalamico y el paleoespinotalamico, que conforman
la via espinotalamica y el espinoreticulotalimico. (Torregosa 1994). El tracto
neoespinotalamico conduce el dolor agudo bien localizado, para después sinaptar con
nucleos del talamo posterior y de alli hace sinapsis con la tercera neurona de la via, que
proyecta la informacion nociceptiva hacia las éareas SI y SII de la corteza parietal

somestésica para elaborar la ubicacion topografica del dolor (Ortega, 1995; Torregosa



1994); el tracto paleoespinotalamico, es el responsable de los dolores difusos cronicos,
sinaptando con nucleos inespecificos del tdlamo, desde donde se proyecta hacia las zonas

frontales de la corteza, para efectuar la evaluacion cualitativa del dolor (Torregosa 1994).

El haz espinoreticulotalamico hace sinapsis con la formacion reticular a diferentes
niveles: bulbo, protuberancia, zona mesencefalica y sustancia gris periacueductal y de alli
en forma bilateral hacia los nucleos inespecificos del tdlamo. A este haz se le atribuye

mayor importancia en relacion al componente afectivo del dolor (Torregosa 1994).

3. Sinapsis Centrales

Los cuerpos celulares de ambos tipos de aferencias nociceptivas (Fibras Ad y C)
estan contenidos en la cadena ganglionar dorsal y extienden axones para sinaptar con las
neuronas del asta dorsal que estan incluidas en la sustancia gris de la médula espinal. La
mayoria de las fibras Ad terminan en la capa mas superficial de la médula o lamina 1
(también llamada zona marginal). Otra alternativa es terminar en una zona mas profunda
llamada lamina 5. La mayoria de las fibras C terminan en la superficie del asta dorsal, en la

lamina 2 o sustancia gelatinosa (Lamont, 2000).

4. Neurotransmisores

En el asta dorsal medular, la transmision de informacion nociceptiva entre neuronas
ocurre mediante sefiales quimicas, mediadas por aminoacidos y neuropéptidos excitatorios
e inhibitorios, los cuales son producidos, almacenados y liberados en los terminales de
aferencias primarias, interneuronas del asta dorsal y terminales de fibras descendentes del
sistema supraespinal. Los agentes, en los terminales centrales de aferencias primarias,
incluyen aminodcidos como glutamato y aspartato, los cuales excitan los terminales
nerviosos de grandes fibras mielinicas Ademas, estas terminales primarias son capaces de
liberar sustancias consideradas como neuromoduladores, entre los que se pueden mencionar
la somatostatina, péptido vasoactivo intestinal, colecistocinina, ocitocina, entre otros. En
las neuronas propias del asta dorsal de la médula espinal se ha encontrado neuroquimicos
excitatorios de nociceptores tales como sustancia P y neurotensina, como también algunas

sustancias inhibitorias de nociceptores como encefalinas y otras endorfinas (Bonica, 1990).
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Tradicionalmente, el asta dorsal medular era considerada como una simple estacion
de relevo, sin embargo, hoy resulta ser una compleja estructura que contiene una gran
variedad de neuronas y dispositivos sindpticos que no solo permiten la recepcion y
transmision de aferencias sensitivas, sino que también un alto grado de procesamiento
sensitivo que incluye la abstraccion local, integracion, seleccion y una apropiada dispersion
de impulsos sensitivos. Esta compleja forma de procesamiento local se realiza a través del
fenémeno de convergencia, sumacion, excitacion e inhibicion entre otros, provenientes de
la periferia, interneuronas locales, cerebro y tronco cerebral. Es esta compleja interaccion
la que determina la transmision y modulacion de la informacidén nociceptiva (Bonica,

1990).

SISTEMA NITRIDERGICO

El 6xido nitrico (NO) es una molécula pequefia que se sintetiza en las células del
organismo a partir del aminoacido L-arginina y participa como neurotransmisor en el SNC
y periférico entre otras acciones, por lo que tendria una accién neuromoduladora
(Esplugues, 2002). Esta simple molécula estd complementada con la complejidad de su

enzima sintetizadora: la 6xido nitrico sintasa (NOS)

1. NOS

Se ha descrito 3 isoenzimas de la NOS, las cuales proceden de genes distintos pero

cumplen la misma funcioén, y presentan diferente localizacion y regulacion (Flores, 2003):

- NOS endotelial (eNOS): presente en las células endoteliales, plaquetas y células
mesangiales renales. Estd implicada en la regulacion de la hemostasia vascular.

- NOS neuronal (nNOS): localizada en neuronas del SNC y periférico, productora de
un NO que es neurotransmisor, y por ultimo.

- NOS inductible (iNOS): se expresa en muchas células cuando éstas entran en
contacto con endotoxinas o determinadas citoquinas que sintetizan gran cantidad de

NO con efecto citotoxico.
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1.1. Regulacion
Las isoformas nNOS y eNOS, que son las que nos interesan para esta investigacion,

se expresan de forma constitutiva en respuesta a diversos estimulos y producen pequefias
cantidades de NO. Se ha identificado 5 tipos de nNOS, de los cuales el nNOSa es el que
tiene mas accion en el SNC (Esplugues, 2002).

El regulador mas importante de la nNOS y eNOS es el calcio intracelular, el cual
unido a la calmodulina, estimula el nNOS, a diferencia de la iNOS que es independiente del
Ca", por lo tanto, la separacion del Ca2+ con la calmodulina inactiva a la nNOS (Flores,

2003).

Otro mecanismo de regulacion de la eNOS es por su fosforilacion de cAMP por una
proteina quinasa, proteina quinasa C o Ca®"/Calmodulina dependiente de proteina quinasa
IT (Esplugues, 2002). También estd descrito que existe una estimulacion postsinaptica de
los receptores de NMDA por un neurotransmisor excitatorio, como el glutamato. Por
ultimo, el NO efectia una retroalimentacion negativa que disminuye la accion de esta

enzima, actuando sobre los receptores NMDA (Esplugues, 2002).

1.2 Sintesis y degradacion del NO
La NOS cataliza la reaccion de sintesis de NO a partir de la oxidacion de un N-

guanidino terminal de la L-arginina en el que el O, y el NADPH actian como cosustratos,

dando origen a NO y citrulina (Flores, 2003).

1.3 Mecanismo de Acciéon
Como el NO no se almacena, sino que se sintetiza en respuesta a estimulos, se

difunde a través de las membranas bioldgicas donde reacciona con metales de transicion,
grupos tiol y amina, oxigeno, superdxido y otros radicales libres, que son sustancias
blancos. Su accion depende principalmente de la presencia de radicales libres donde
participe. En condiciones fisioldgicas, el principal regulador es el mismo NO, el cual activa
principalmente la guanidil ciclasa (sGC), que aumenta los niveles de GMP ciclico (cGMP).
Esta distribucion de sGC y cGMP es complementaria a la de nNOS. Lo anterior se
comprueba debido a que estos mecanismos aumentan el cGMP (Esplugues, 2002). Por otra

parte, se sabe que el NO modula el consumo de O, en la mitocondria inhibiendo a la
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citocromo oxidasa, efecto que es reversible y competitivo con el oxigeno, por lo que seria
un regulador crucial en la generacion de energia y la mediacion de la muerte celular por la
mitocondria (Esplugues, 2002). Ademas el NO influye en el efecto de varios NT como son
la acetilcolina, noradrenalina, dopamina, glutamato, GABA, serotonina, ATP, bombesin,
CO, opioides y endotelina. Los mecanismos responsables no estan muy claros, pero la S-
nitrosilacion de los receptores activa la cascada de fosforilacion de la proteina GMP-
dependiente, la cual regula la energia neuronal y el efecto modulador de transporte de los

NT (Esplugues, 2002).

1.4 NO en el SNC
El NO fue el primer mensajero intercelular comprobado que elevaba los niveles de

c¢GMP y que continuaba con la activacion de los receptores de glutamato. E1 NO es un
neurotransmisor que se encuentra en casi todas las zonas del SNC. Por su parte, la nNOS
también se encuentra en una gran cantidad de zonas del SNC, pre y post sinaptica y esta
particularmente implicada en la excitacion neural, neurotoxicidad, plasticidad sinaptica y
modulacion de la expresion del dolor (Esplugues, 2002).

Con respecto a la percepcion del dolor, el NO estd implicado en varias vias
periféricas y centrales. Funcionalmente, los reflejos nociceptivos involucran la interaccion
del NO con los receptores NMDA y establece que la sintesis de NO realza la facilitacion
espinal de los input aferentes de los comportamientos de respuesta. La inhibicion del NO
tiene un efecto antinociceptivo cuando se estimulan los terminales nerviosos periféricos
quimicos, en modelos de hiperalgesia o dolor visceral. Por el contrario, el bloqueo de la

sintesis de NO exacerba el dolor en problemas de hiperalgesia mecéanica (Esplugues, 2002).

1.5 Acciones Fisiopatologicas
A grandes rasgos, el NO en bajas concentraciones participa en la regulacion de

ciertas funciones hemostaticas y a grandes concentraciones se comporta como un elemento
de dafo tisular o un agente de la defensa inmunitaria frente a microorganismos (Flores,

2003):
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a)

Vasodilatacion: el NO inhibe la proliferacion celular e impide la formacion de la placa
de ateroma. En casos extremos, produce shock séptico por la gran vasodilatacion debido
a grandes concentraciones de NO. A nivel de plaquetas y leucocitos, el NO de origen
constitutivo, inhibe la adhesion y agregacion plaquetaria e induce desagregacion.
También previene la adhesion de los leucocitos y monocitos al endotelio vascular, lo

que inhibe la generacion de endotelina y modula la funcién del plasmindgeno

b) Neurotransmision: al estimular la nNOS, aumenta la concentracion intraneuronal de

Ca”" que sigue a una activacion postsinaptica de receptores NMDA por glutamato, o a
la generacion de potenciales presinapticos de accion con activacion de canales de Ca™"
dependientes de voltaje. Aca acttia el NO como neurotransmisor de diferentes procesos
cognitivos y sindpticos.

Componentes de la respuesta inmunitaria especifica, donde el NO media Ila
citotoxicidad del macrofago frente a una gran variedad de microorganismos como

bacterias, hongos, protozoos, etc.

1.6 Actuacion con farmacos

La sintesis excesiva de NO, hace necesario inhibir su produccion con inhibidores de

la NOS, o en otros casos se utilizan farmacos donantes de NO que aumentan la

concentracion de éste en los tejidos biologicos estimulados (Flores, 2003):

Inhibidores de la NOS: act@ian en diferentes sitios de union de la enzima. Existe una
familia del L-NAME, el cual compite con la L-arginina por el sitio de uniéon y produce
inhibicion. Actian preferentemente en procesos con gran cantidad de NO inhibiendo la
iNOS. El problema es que son inhibidores inespecificos, por lo que causa gran cantidad
de efectos colaterales como por ejemplo el aumento de la presion arterial.

Donantes de NO: conjunto de sustancias que son capaces de liberar NO tras su
administracion en sistemas biologicos.

Inhibidores de la fosfodiesterasa 5: se usan para el tratamiento de disfuncion eréctil, ya
que esta enzima degrada el cGMP y asi se mantiene regulada la concentracion de éste,

como el sildenafil.
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HIPOTESIS

La accion antinociceptiva del parecoxib y/o del piroxicam esta relacionada con el
sistema nitridérgico en el ensayo algesiométrico agudo experimental de la formalina en
ratones.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion del sistema de la via NO-GMP ciclico en la actividad
antinociceptiva de piroxicam y parecoxib en el ensayo algesiométrico agudo experimental
de la formalina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar la naturaleza del efecto antinociceptivo de piroxicam y parecoxib, utilizando

el test de la formalina.

- Evaluar el componente de la via NO-GMP ciclico, por el pretratamiento con L-NAME en

la actividad de piroxicam y parecoxib en el test de la formalina.
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MATERIALES Y METODOS

Se uso6 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) tanto machos como hembras, de 28
a 30 gramos de peso, los que fueron aclimatados al ambiente del laboratorio al menos dos
horas antes de la experimentacion, la cual se realizo de acuerdo al protocolo aprobado por
la Comision de Etica de la Facultad de Medicina (cada animal recibié solamente una dosis
de las drogas; las observaciones fueron efectuadas en forma randomizada, ciega y
controladas con salino). Los animales fueron sacrificados inmediatamente después del

experimento mediante dislocacion cervical.

El nimero total de la muestra fue de 108 ratones. Se separaron en grupos de 6
ratones, el grupo control tuvo un total de 6 ratones y el grupo control/L-NAME de 6

ratones.

La evaluacion de la actividad antinociceptiva se efectud utilizando el método
algesiométrico de la formalina. Para ello se inyectd subcutaneamente 20 pL de una
solucion de formalina al 5% en la superficie dorsal de la pata izquierda del animal. Los
ratones se colocaron en un cilindro especialmente disefiado para la observacion y se contd
el tiempo total que ellos se lamen la pata inyectada durante los 5 minutos inmediatos a la
inyeccion, que corresponde a la fase algésica aguda (primera fase). Luego se cont6 por 10
minutos, a partir de los 20 minutos de la inyeccion y hasta los 30 minutos, el tiempo total
durante el cual los animales se lamen la pata inyectada y que corresponde a la fase
inflamatoria y que mide el dolor crénico (segunda fase). No se contabiliza el tiempo entre
la fase algésica y la inflamatoria, debido a que el raton se encuentra en un periodo de

quietud o de no actividad.

Para la evaluacion de las interacciones, se construyd curvas dosis-respuesta de los
farmacos administrados por via i.p. con un minimo de 6 animales por cada una de las
curvas, antes y después del pretratamiento de los animales con L-NAME. Los animales
controles son inyectados con solucion salina al 0.9% y los animales del grupo control/L-

NAME con una concentraciéon 1mg/Kg de peso. Los demds ratones se inyectaron, por via
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1.p., con parecoxib (0.3, 1, 3 y 10 mg/Kg) o con piroxicam (1, 3, 10 y 30 mg/Kg), 30
minutos antes de la administracion de la formalina. Para estudiar la participacion del
sistema nitridérgico, se administr6é por la misma via, L-NAME (1 mg/kg), un inhibidor no-
selectivo de las enzimas nitrosintasas (NOS), 35 minutos antes de la inyeccién de

formalina.

Los farmacos se administraron por via i.p. en un volumen constante, para todos los
farmacos utilizados, de 10 ml/’kg y el ensayo algesiométrico se realizd al momento de

obtenerse el efecto maximo de cada droga.

Para la evaluacion de las drogas, se compar¢ el efecto del farmaco antes y después
de la administracion de L-NAME vy la significacion estadistica es determinada por analisis
de varianza y pruebas t de Student. La significacion es considerada a un nivel de 5 %.

TIPO DE INVESTIGACION

El presente proyecto utiliz6 un estudio del tipo explicativo, con un disefio

experimental de laboratorio con post-prueba solamente y grupo control.

OBTENCION DE LA MUESTRA

La seleccion de los animales se realizd en forma randomizada, por lo tanto, la

muestra es del tipo probabilistica.
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VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

Definicion conceptual: esta expresada como “la interaccion del sistema nitridérgico en la

actividad analgésica de parecoxib y piroxicam”, es decir, si el sistema NO-GMPc influye

en el mecanismo antinociceptivo de los AINEs en estudio.

Definicion operacional: La variable independiente se medira a través de un analisis de las

curvas dosis respuesta de los farmacos administrados via 1.p.

VARIABLE DEPENDIENTE

Definicion conceptual: Esta expresada como el “efecto antinociceptivo”, entendiéndose
por efecto antinociceptivo, a la disminucién de la actividad dolorosa (cambios en el tiempo

de lamido del raton), inducida al animal por la administracion sc de formalina.

Definicion operacional: Este efecto se evaluara utilizando el test algesiométrico de la

formalina
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PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Para la comparacion de los grupos de estudio con el grupo control se utiliz6 la
Prueba T (P value < 0,05). Los resultados presentados a continuacion se pueden ver

detallados en el Anexo 2.

Grupo Control Salino
En el grupo control se obtuvo, en la primera fase (0 a 5 minutos), un tiempo
promedio de lamidos de 139,71 £ 5.60 segundos. En la segunda fase (20 a 30 minutos) se

obtuvo un promedio de lamidos de 169 + 8.01 segundos.

Grupo Control L-NAME
En este grupo durante la primera fase se registré un tiempo promedio de lamidos de
126.38 + 8.48 segundos y durante la segunda fase un tiempo promedio de lamidos de

155.65 £ 10.20 segundos.

Grupo Parecoxib
En la dosis de 0.3 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 84.5 £ 16.72 segundos y en la segunda fase fue de 117.25 £ 13.2 segundos (p<0.05).

En la dosis de 1 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue
de 55.83 £ 12.82 segundos (p<0.05) y en la segunda fase fue de 126 = 12.66 segundos
(p<0.05).

En la dosis de 3 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue
de 36.4 £ 15.64 segundos (p<0.05) y en la segunda fase fue de 119.33 + 12.5 segundos
(p<0.05).

En la dosis de 10 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 30 £ 10.02 segundos (p<0.05) y en la segunda fase fue de 81.83 = 27.88 segundos
(p<0.05).
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Grupo Piroxicam
En la dosis de 1 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 92.30 £ 9.61 segundos (p<0.05) y en la segunda fase fue de 99.50 £ 14.85 segundos.

En la dosis de 3 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 81.83 £ 16.71 segundos (p<0.05) y en la segunda fase fue de 103.75 + 20.25 segundos.

En la dosis de 10 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue
de 71.33 + 19.98 segundos (p<0.05) y en la segunda fase fue de 94.86 £ 16.36 segundos
(p<0.05).

En la dosis de 30 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue
de 33.20 + 18.58 segundos (p<0.05) y en la segunda fase fue de 96.20 + 23.44 segundos
(p<0.05).

Grupo Parecoxib/L-NAME
Cabe recordar que en este grupo se inyectd previamente una dosis de 1 mg/kg de L-

NAME.

En la dosis de 0.3 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 44.20 £ 13.75 segundos y en la segunda fase fue de 100.00 £+ 9.39 segundos.

Con la dosis de 1 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 65.00 £ 14.98 segundos y en la segunda fase fue de 110.00 + 35.42 segundos.

En la dosis de 3 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 43.17 £ 7.83 segundos y en la segunda fase fue de 78.67 = 13.47 segundos.

En la dosis de 10 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 41.40 £ 9.67 segundos y en la segunda fase fue de 92.83 + 15.23 segundos.
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Grupo Piroxicam/L-NAME
En este grupo, al igual que en el anterior, previamente se inyectd una dosis de 1

mg/kg de L-NAME.

En la dosis de 1 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 52.25 £ 6.05 segundos y en la segunda fase fue de 80 + 17.10 segundos.

En la dosis de 3 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 58.00 £ 3.58 segundos y en la segunda fase fue de 103.00 £ 16.89 segundos.

En la dosis de 10 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 27.50 £ 7.60 segundos y en la segunda fase fue de 94.60 = 17.40 segundos.

En la dosis de 30 mg/kg, el tiempo promedio de lamidos durante la primera fase fue

de 34.33 £ 3.04 segundos y en la segunda fase fue de 97.00 + 13.27 segundos.
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Figura 1. Curva dosis-respuesta del Parecoxib i.p. en el ensayo algesiométrico de la

formalina, durante los primeros 5 minutos.
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Figura 2. Curva dosis-respuesta del Parecoxib i.p. en el ensayo algesiométrico de la

formalina, durante los altimos 10 minutos del test de la formalina.
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Figura 3. Curva dosis-respuesta del Piroxicam i.p. en el ensayo algesiométrico de la

formalina, durante los primeros 5 minutos.
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Figura 4. Curva dosis-respuesta del Piroxicam i.p. en el ensayo algesiométrico de la

formalina, durante los ultimos 10 minutos del test de la formalina.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta del Parecoxib i.p. previo tratamiento con L-NAME en el

ensayo algesiométrico de la formalina, durante los primeros 5 minutos.
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Figura 6. Curva dosis-respuesta del Parecoxib i.p. previo tratamiento con L-NAME en el

ensayo algesiométrico de la formalina, durante los ultimos 10 minutos del test de la

formalina.
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Figura 7. Curva dosis-respuesta del Piroxicam i.p. previo tratamiento con L-NAME en el

ensayo algesiométrico de la formalina, durante los primeros 5 minutos.
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Figura 8. Curva dosis-respuesta del Piroxicam i.p. previo tratamiento con L-NAME, en el
ensayo algesiométrico de la formalina, durante los Ultimos 10 minutos del test de la

formalina.
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DISCUSION

Los AINEs, como ya es sabido, poseen un mecanismo de accidon en comun que es la
inhibicion de las COXs, las cuales son enzimas que producen mediadores de la inflamacion
(Florez, 2003). La accidn de estos farmacos la realizan tanto periférica como centralmente,
inhibiendo la sintesis de prostaglandinas y cascada de reaccion posterior. El
comportamiento de los AINEs que se obtuvo en este estudio, demostré que la curva dosis-
respuesta concuerda con los estudios ampliamente validados y corrobora que son

analgésicos periféricos.

Por otro lado, el sistema nitridérgico es el responsable de la regulacion del NO tanto
a nivel central (SNC) como periférico y su sintesis es catalizada por la NOS, de la cual hay
3 isoformas. La mas involucrada en el proceso de neurotransmision del dolor a nivel central
es la nNOS, la cual involucra la interaccion del NO con los receptores NMDA y establece
que la sintesis de NO realza la facilitacion espinal de los input aferentes de los
comportamientos de respuesta sobre los reflejos nociceptivos (Esplugues, 2002). La
inhibicion del NO tiene un efecto antinociceptivo cuando se estimulan los terminales
nerviosos periféricos quimicos, en modelos de hiperalgesia o dolor visceral. Por el
contrario, el bloqueo de la sintesis de NO exacerba el dolor en problemas de hiperalgesia

mecanica (Esplugues, 2002).

Tomando en cuenta lo anterior, se sabe que el sistema nitridérgico esta relacionado
en mecanismos centrales de algunas sustancias, y por lo tanto, se esperaba que al
administrar L-NAME a un grupo, éste obtuviera valores mas elevados de tiempo de
lamidos en el test de la Formalina, lo que no ocurrio, ya que se obtuvo 126,38 + 8,48

segundos.
Con respecto a la interaccion de L-NAME con los AINEs, no se obtuvo ningin

cambio significativo, ni antagonista ni sinérgico, y por lo tanto, se puede desprender que no

tienen interaccion el sistema nitridérgico con los AINEs.
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Los resultados obtenidos por nuestro estudio no son categdricos en cuanto a que se
utiliz6 solo el test de la formalina como método para medir el efecto antinociceptivo. Por
esta razon, creemos necesario corroborar los resultados obtenidos en este estudio,
realizando el mismo protocolo de investigacion, pero comparando los resultados con otros
ensayos algesiométricos de dolor como por ejemplo el test de contorsiones abdominales o

el test térmico de la cola que son muy utilizados en la investigacion pre-clinica.

27



PROYECCIONES

En el futuro se podria experimentar con AINEs inhibidores especificos de COX-3,
para ver si es que tienen alguna relacion en la modulacion del dolor con L-NAME en el test

de la formalina.
También se podria utilizar farmacos inhibidores de COX-1, COX-2 o COX-3, pero
con un diferente ensayo algesiométrico y asi conocer si es que tienen alguna relacion con el

sistema nitridérgico. Y estos resultados entre cada test se pueden comparar para conocer la

especificidad de cada uno de ellos.

CONCLUSIONES

En el efecto antinociceptivo de parecoxib y piroxicam no es posible demostrar la

accion neuromoduladora nitridérgica empleando el test de la formalina.
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ANEXO 1: PROTOCOLO EXPERIMENTAL TEST DE LA FORMALINA

- Grupo Piroxicam

Grupo de 6 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) con dosis de piroxicam de 1, 3,

10 y 30 mg/kg. Total de 24 ratones.

- Grupo Parecoxib

Grupo de 6 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) con dosis de parecoxib de 0.3,

1,3y 10 mg/kg. Total de 24 ratones.

- Grupo Piroxicam/L-NAME

Grupo de 6 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) con dosis de 1 mg/kg de L-
NAME vy dosisde 1, 3, 10 y 30 mg/kg de piroxicam. Total de 24 ratones.

- Grupo Parecoxib/L-NAME

Grupo de 6 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) con dosis de 1 mg/kg de L-
NAME vy dosis de 0.3, 1, 3 y 10 mg/kg de parecoxib. Total de 24 ratones.

- Grupo Control Salino

Grupo de 6 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) inyectados con una solucion

salina al 0.9%. total de 6 ratones.

- Grupo Control/L-NAME

Grupo de 6 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) inyectados con 1 mg/Kg. de L-

NAME previa la administracion de formalina. Total de 6 ratones.
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ANEXO 2:

TABLA 1.

EVALUACION DEL DOLOR EN EL ENSAYO

ALGESIOMETRICO UTILIZANDO PARECOXIB Y PIROXICAM EN
PRESENCIA O AUSENCIA DE INHIBIDOR DE LA NOS (L-NAME).

Dosis Segunda Fase de 20 a 30
Grupos (mg/Kg) |Primera Fase de 0 a 5 minutos |minutos
Promedio Lamidos Promedio Lamidos
(seg) P (seg) P
Control 139,71 £ 5,60 169 + 8,01
Control/L- 126,38 + 8,48 155,65 + 10,20
NAME
Parecoxib 0,3 84,50 + 16,72 NS 117,25 £ 13,20 p <0,05
1 55,83 £ 12,82 p <0,05 126,00 = 12,66 p < 0,05
3 36,40 + 15,64 p <0,05 119,33 + 12,50 p <0,05
10 30,00 £ 10,02 p <0,05 81,83 £ 27,88 p <0,05
Piroxicam 1 92,30 £ 9,61 p <0,05 99,50 + 14,85 NS
3 81,83+ 16,71 p <0,05 103,75 £ 20,25 NS
10 71,33 £ 19,98 p <0,05 94,86 + 16,36 p < 0,05
30 33,20 + 18,58 p <0,05 96,20 * 23,44 p < 0,05
Parecoxib
con L-NAME 0,3 44,20 + 13,75 NS 100,00 + 9,39 NS
1 65,00 + 14,98 NS 110,00 £ 35,42 NS
3 43,17 +7,83 NS 78,67 + 13,47 NS
10 41,40 + 9,67 NS 92,83 £ 15,23 NS
Piroxicam 1 52,25 + 6,05 NS 80,00 £ 17,10 NS
con L-NAME 3 58,00 + 3,58 NS 103,00 + 16,89 NS
10 27,50 £ 7,60 NS 94,60 £ 17,40 NS
30 34,33 + 3,04 NS 97,00 + 13,27 NS
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