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INTRODUCCION Y ASPECTOS TEORICOS

El dolor, como elemento estructural de las entidades morbidas en el ser
humano, esta considerado, en la gran mayoria de los casos, entre los sintomas
mas importantes que integran la estructura general de lo que consideramos
como una enfermedad (1). Por esto, el estudio del dolor se ha convertido en el
campo de la investigacion neurologica de mas rapido desarrollo, lo cual ha
tenido profundas implicancias clinicas en el tratamiento de los pacientes que
sufren este sintoma (2).

El principal obstaculo en cualquier discusion sobre el dolor animal es
establecer una definicién aceptable. Esta dificultad radica en que el dolor mismo
es un andlisis subjetivo de la actividad del sistema nervioso central (SNC) vy,
como tal, involucra la relacién entre el SNC y la mente.

El dolor ha sido definido por la Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (IASP) como: “una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada a un dafio tisular existente o potencial” (1).

Por otra parte, muchas personas refieren dolor en ausencia de dafio
tisular o causa fisiopatolégica conocida; sin embrago, esta experiencia es
aceptada como dolor, ya que no existe forma de distinguirla de aquella debido a
un dafio tisular efectivo (3). Sabemos que es esto y algo mas. Su esencia se
imbrica en el psiquismo en forma imperceptible y directa. El dolor es tolerable o
intolerable segun el estado animico temporal del individuo; la alegria lo mitiga y
la angustia lo exacerba (1).

De muchas formas, el dolor trasciende el intento de definirlo, y es mejor
considerado como una experiencia que involucra una sensacion fisiologica y

emocional o, como en el caso de los animales, reacciones conductuales (4).



No existe razdn para concederle una mente a los seres humanos y
negarsela a los animales. Ademas, no hay razon para suponer que en la
evolucion la percepcion del dolor aparece como un fendmeno totalmente nuevo
en los seres humanos. Estudios comparativos anatémicos, fisioldgicos y de
conducta realizados en seres humanos y animales han revelado muchas mas
similitudes que diferencias en el mecanismo neurologico del dolor.

En los animales, el dolor ha sido definido como una experiencia
sensorial y emocional, la cual produce reacciones motoras protectivas, que
resultan en evasiones aprendidas, y que pueden modificar rasgos conductuales
especie-especificos, incluyendo el comportamiento social. Debe hacerse
énfasis en el hecho de que el dolor es una percepcion, un fenémeno de la
mente, y que de esta forma no tiene dimensiones fisicas (5).

Se han realizado grandes avances en este Ultimo tiempo, debido a un
mayor conocimiento de la accion de los farmacos analgésicos y de sus
coadyuvantes, al igual que un mejor entendimiento de las vias comprometidas
en la conduccion del estimulo doloroso (1).

Se puede actuar a distintos niveles del sistema nervioso central, para
producir un efecto analgésico. Asi por ejemplo, a nivel periférico, actdan un
grupo de farmacos de estructuras quimicas diferentes, pero que tienen acciones
farmacoldgicas en comun, los analgésicos anti-inflamatorios no-esteroidales
(AINEs). Estas drogas, son considerados analgésicos débiles, compartiendo
también propiedades anti-inflamatorias y antipiréticas. La génesis de su
analgésia, se produciria principalmente por la inhibicion de sintesis de las
prostaglandinas tanto a nivel periférico como centralmente. También se puede
obtener analgésia, bloqueando la transmisién del impulso nervioso, a través de

los anestésicos locales, o, en forma irreversible, utilizando alcoholes y fenoles.



Por altimo, se puede actuar directamente a nivel central, mediante los opioides,
de los cuales la morfina es el prototipo (1).

Los modelos experimentales de inflamacion son herramientas valiosas e
indispensables para entender, entre otras cosas, la complejidad de la
participacion de diferentes mediadores en la respuesta inflamatoria in vivo.
Como ya se ha descrito, el NO (6xido nitrico) puede actuar como mediador del
componente vasodilatador de la inflamacién, asi como tener un papel relevante
en la extravasacion de macromoléculas iniciada por diversos estimulos
inflamatorios.

Hoy en dia se sabe que los farmacos esteroideos con actividad

anti-inflamatoria inhiben la sintesis de la NOS (oxido nitrico sintasa) (6) (7).

Otras drogas anti-inflamatorias también inhibirian la induccion de la
NOS, incluyendo las drogas anti-inflamatorias no esteroideas (AINES) (8).

Los recursos farmacologicos se han perfeccionado y son de gran
importancia en el tratamiento del dolor, pero si se carece de una vision total del
espectro de posibilidades, tanto farmacolégicas como no farmacoldgicas para
combatir un cuadro doloroso, es facil caer en una mecanizacion o rutina de

prescripcion de farmacos, que no siempre cumple con su objetivo final (1).

ANALGESICOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINES)

Los analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINEs) también
suelen ser denominados como analgésicos débiles, analgésicos periféricos o
analgésicos no esteroidales. Comprenden un vasto grupo de farmacos que
pertenecen a diferentes estructuras quimicas funcionales, pero que tienen la

particularidad de poseer ciertas acciones farmacolégicas en comun, entre las



que destacan sus propiedades anti-inflamatorias, sus efectos analgésicos y
antipiréticos. Como consecuencia de este mecanismo de accion comun,
también comparten algunas reacciones adversas a medicamentos (RAM) por
inhibir en menor o mayor grado a la cicloxigenasas (COXs), enzimas que
inician la cascada de transformacion del acido araquiddnico para la formacién
de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos (1).

Por lo general son facilmente absorbidos desde el tracto gastrointestinal
superior. La clasica distribucién de los AINEs es extracelular, y al ser acidos
débiles, tienden a penetrar el medioambiente acido de los tejidos dafiados e
inflamados. Como grupo, los AINEs tienen la caracteristica de unirse en una
alta proporcion (90%) a proteinas plasmaticas, ademas si la afinidad por
proteinas es particularmente grande para una droga, la farmacocinética de
eliminacién se ve prolongada. El metabolismo de los AINEs generalmente es
hepatico y mediado por el sistema de oxidacion, siendo también comunes las
reacciones de conjugacion, existiendo diferencias entre AINEs para las distintas
especies. La excrecion es principalmente renal via filtracion glomerular y
secrecion tubular, pero también es posible la eliminacion biliar de conjugados.
La velocidad de excrecion renal es dependiente del ph, y la secrecién tubular

puede ser inhibida competitivamente por otros acidos débiles (9).

EFECTOS TERAPEUTICOS Y COLATERALES DE LOS AINES.

1) Efectos terapéuticos.

Todos los anti-inflamatorios no esteroidales son ademas antipiréticos y
analgésicos, pero existen diferencias importantes en sus actividades. No se
conocen en detalle las causas de tales diferencias, pero tal vez sea importante

la sensibilidad diferencial de las enzimas COXs en los medios histicos. Sus



efectos maximos son mucho menores, que los opioides, pero no originan las
manifestaciones indeseables de ellos en el sistema nervioso central, que
incluyen la depresioén respiratoria y aparicion de dependencia fisica.

Como antipiréticos, los AINEs aminoran la temperatura corporal en
estados febriles; todos los productos de este tipo son antipiréticos y
analgésicos, pero algunos no son idoneos en el empleo sisteméatico o duradero
dada su toxicidad. El control de la temperatura del cuerpo se lleva a cabo en el
hipotalamo, el cual actia como termostato del organismo y conserva una
temperatura constante en el cuerpo al mantener un equilibrio entre la
produccion y la pérdida de calor. Durante la fiebre, el termostato se ajusta mas
alto. En los estados patoldgicos, ciertas substancias llamadas pirégenos que se
derivan y liberan de los leucocitos estimulan la sintesis de prostaglandinas en el
cerebro. A su vez la accidn de las prostaglandinas en el hipotdlamo equivale a
reajustar el termostato a un nivel mas alto. De manera similar a la descrita para
un efecto analgésico, los salicilatos inhiben la sintesis de prostaglandinas y
evitan el efecto pirético (10).

La aplicacion clinica principal de estos compuestos es como analgésicos
y anti-inflamatorios en el tratamiento de trastornos musculo-esqueléticos como
la artritis reumatoide, osteoartritis y espondilitis anquilosante. En términos
generales, los AINEs brindan Gnicamente alivio sintomético del dolor y de la
inflamacion que acompafian a las enfermedades y no detienen la evolucién de

la lesion patoldgica de tejidos durante episodios graves (11).

2) Efectos colaterales de los AINEs.
Ademas de compartir muchas actividades terapéuticas, los AINES tienen
en comun algunos efectos adversos indeseables. EI mas frecuente es la

propension de éstos a inducir Ulceras gastricas o intestinales, que a veces se



acompafan de anemia por la pérdida hematica resultante. ElI dafio en el
estbmago que generan dichos farmacos puede surgir de dos mecanismos
diferentes; La irritacion local de las substancias ingeridas permite la difusion
retrograda de &cido al interior de la mucosa gastrica y la induccién de dafio
tisular, pero la administracion parenteral puede ocasionar también dafio y
hemorragia, en relacion con la inhibicion de la biosintesis de las prostaglandinas
en el estbmago y, en particular, PGI2 y PGE2 que actlan como agentes
citoprotectores de la mucosa estomacal. Los eicosanoides ya mencionados
inhiben la secrecion acida del estbmago, intensifican la corriente sanguinea por
la mucosa y estimulan la secrecion de moco citoprotector en el intestino; al
suprimirse su sintesis, el estbmago se torna mas sensible a sufrir dafios.

Otros efectos colaterales de estos productos, que dependen del bloqueo
de la sintesis de prostaglandinas enddgenas, incluyen perturbaciones de la
funcién plaquetaria, prolongacion de la gestacion o del trabajo de parto

espontaneo, y cambios en la funcion renal (11)
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CLASIFICACION QUIMICA DE AINES
Comprenden varios grupos, que suelen agruparse de la siguiente

manera:

Derivados del acido salicilico

Aspirina, salicilato de sodio.

Derivados del para-aminofenol.

Acetaminofén

Indol v a&cidos indenacéticos

Indometacina, sulindac.

Acidos heteroarilacéticos

Diclofenac, ketorolac.

Acidos arilpropionicos

Ibuprofeno, ketoprofeno.

Acidos antralinicos (fenamatos)

Acido mefenamico.

Acidos endlicos

Meloxicam, piroxicam.
Alcanonas

Nabumetona.
Coxib

Parecoxib, lumiracoxib

Ketoprofeno
Los derivados del acido arilpropiénico constituyen un grupo de anti-
inflamatorios no esteroidales Utiles y eficaces; pueden tener ventajas notables

con respecto a la aspirina e indometacina en muchos enfermos, por que suelen
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ser mejor tolerados. Los estudios en seres humanos sefialan que los derivados
del acido propiénico son similares a la aspirina para tratar signos y sintomas de
artritis reumatoide y osteoartritis. Son inhibidores eficaces de las COXs aunque
se advierte notable variacion en su potencial al respecto. Todos los compuestos
de este grupo modifican la funcién plaquetaria y prolongan el tiempo de
sangrado. Todos son anti-inflamatorios eficaces en varios modelos de
inflamacion en animales de experimentacion; todos poseen propiedades anti-
inflamatorias, analgésicas y antipiréticas en seres humanos, y pueden causar
efectos adversos en vias gastrointestinales de seres humanos, aunque suelen
ser menores que con el uso de aspirina. El ketoprofeno comparte las
propiedades farmacolégicas de otros derivados del &cido propionico, es un
AINE derivado de éste, relacionado con el diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y
el acido tiaprofénico. Inhibe la actividad de las enzimas COXs para provocar
una disminucion de la formacion de precursores de las prostaglandinas y de los
tromboxanos a partir del acido araquidénico. Los efectos analgésicos pueden
implicar bloqueo de la generaciéon del impulso doloroso mediante una accion
periférica por inhibicidbn de la sintesis de prostaglandinas. Esta indicado en
artritis reumatoidea; osteoartritis; dolor leve a moderado; dismenorrea;

inflamacion no reumatica (11).

Meloxicam

Es uno de los derivados del oxicam, una clase de acidos endlicos con
propiedades anti-inflamatorias, analgésicas y antipiréticas. El meloxicam es un
anti-inflamatorio no osteroidal con intensa accion anti-inflamatoria, puede ser
mejor tolerado que el acido acetilsalicilico o la indometacina. Tienen una vida

media larga que permite administrar una o dos dosis al dia. Es un AINE con
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accion analgésica y antipirética. Indicado en el tratamiento de la osteoartritis,
artritis reumatoide, periartritis de hombro y cadera, espondilitis anquilosante,
esguinces, distensiones musculares y ataques agudos de gota. Util en la
analgesia y tratamiento de la inflamacion secundaria a traumatismos. En
procesos inflamatorios de las vias respiratorias como amigdalitis, faringitis,
faringoamigdalitis, sinusitis, otitis. Su mecanismo de accion se debe a su
capacidad para evitar la sintesis de prostaglandinas a través de la inhibicion
selectiva de la COX-2, enzima mediadora del proceso inflamatorio en el sitio de
lesion. El meloxicam inhibe la sintesis de prostaglandinas con una potencia
mayor en el sitio de la inflamacion y no sobre la mucosa gastrica o0 en los
rifiones. Esta ventaja se debe a su mecanismo de accion especifico consistente
en la inhibicion selectiva de la COX-2 en relacién con la COX-1 cuyos productos
expresados en forma constitutiva son citoprotectores para el riién y en
particular para la mucosa gastrica, por lo que se puede reducir la inflamacion

sin mostrar los efectos adversos en rifiones ni en vias gastrointestinales (11).
Mecanismo de accion de AINES

Los principales efectos analgésicos de los AINES son consecuencia de
su propiedad de inhibir la produccién prostaglandinica. La primera enzima en la
via sintética de prostaglandina es la prostaglandina de endoperoxido sintetasa o
ciclooxigenasa de acidos grasos; esa enzima transforma el acido araquidénico
en productos intermediarios inestables, PGG2 y PGH2. Se sabe ahora que hay
dos formas de la ciclooxigenasa llamadas ciclooxigenasa-1 (COX-1) vy
ciclooxigenasa-2 (COX-2). La primera es una isoforma constitutiva que aparece
en vasos sanguineos, estbmago y rifilones, en tanto que la segunda se
presenta en situaciones de inflamacion por citocinas y mediadores inflamatorios
(11).
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Los AINEs inhiben a las isoenzimas COX-1 y COX-2, que son pieza
clave en la sintesis de los eicosanoides derivados del acido araquidonico.

El metabolismo de fosfolipidos de la membrana celular genera acido
araquidénico, que en contacto con las ciclooxigenasas (COXs), da origen a
endoperoxidos ciclicos que rapidamente se convierten en prostaglandinas y
tromboxano (12).

El &cido acetilsalicilico y los anti-inflamatorios no esteroidales inhiben a
las COXs y por tanto, la produccién de prostaglandinas, pero no suprimen las
vias de la lipooxigenasa ni la formacion de leucotrienos.

En la estructura de COX-1, la aspirina acetila la serina 530, de modo que
impide que se ligue al 4cido araquidonico al sitio activo de la enzima y, de ese
modo, la posibilidad de que esta ultima elabore prostaglandinas. En el caso de
la COX-2, la aspirina acetila una serina homoéloga en posicion 516. La
modificacion covalente COX-2 por parte de la aspirina también bloquea la
actividad ciclooxigenasa de dicha isoforma.

La mayor parte de los AINEs son &cidos organicos y, a diferencia del
acido acetilsalicilico constituyen inhibidores competitivos reversibles de la

actividad de la ciclooxigenasa.

Los AINEs de mayor uso inhiben con diferente selectivad las isoformas de
COX-1y COX-2, de acuerdo al siguiente esquema, tomado de una publicacién
reciente de Warner y Mitchell (13). Fig. 1.
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OXIDO NITRICO.

El éxido nitrico (NO) es una molécula gaseosa que tiene diferentes funciones,
para mantener la homeostasis organica. Asi, se ha relacionado en las funciones
de mensajero intracelular en el SNC, en el dafio neuronal, en la mantencion de
las funciones inmunes, en la disfuncién endotelial, en la percepcién del dolor,
etc (16). EI NO es sintetizado a partir de L-arginina por accion de varias
enzimas denominadas NO sintasas: inducible: INOS, endotelial: eNOS vy
neuronal: nNOS (17).

Las funciones del NO podrian ejercerse a varios niveles:

1. Inicialmente, por su capacidad de producir vasodilatacién, alteracion de
la permeabilidad vascular y extravasacion de proteinas plasméticas (18) (19).

2. En una fase mas tardia o cronica de la inflamacion, la sefial inflamatoria
puede magnificarse mediante la produccibn de moléculas como el factor
transcripcional NF-kB, el factor de necrosis tumoral (FNT) y el interferén (IFN);
estos, promoverian la trascripcion de la iINOS, generandose grandes cantidades
de NO, mayor vasodilatacion y edema; este NO puede sufrir procesos de
transformacién a productos altamente reactivos capaces de inducir dafio por
diversos mecanismos, siendo uno de los mas importantes, el dafio de la doble
hélice del DNA, con la consecuente la muerte celular (19)(20). La
administracion sistémica del L-NAME o del L-NMMA (inhibidores no selectivos

de la NOS) reduce las fases tempranas y tardias del edema (21).

El 6xido nitrico (NO) ha sido implicado en varios niveles de la via

neuronal; nociceptiva, periférica y central. Funcionalmente, la mayoria de los
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reflejos nociceptivos envuelven la interaccion de NO y el receptor NMDA, y se
ha establecido que la sintesis de NO incrementa la facilitacion del transporte
espinal de la via aferente a la corteza y la manifestacion subsecuente de la
respuesta del comportamiento. Sin embrago el rol del NO cambia acorde con el
estimulo doloroso. La inhibicién del NO tiene efectos antinociceptivos cuando el
dolor proviene de la estimulacién quimica de un nervio periférico y en modelos
de termo-hiperalgésia o dolores viscerales, mientras que la administracion
intratecal de L-arginina induce alodinia convirtiendo el estimulo mecanico no
nocivo a nocivo. En contraste, el bloqueo de la sintesis de NO exacerba el dolor
en modelos de hiperalgésia mecanica. El uso de bloqueadores de la nNOS en
ratones no ha sido clarificada debido a resultados contradictorios; por ejemplo,
estos animales exhiben una sensibilizacion normal a algunos tipos de dafio no
modificados por inhibidores de la NOS. La implicancia de NO en el efecto
antinociceptivo de las drogas es también controversial. Por ejemplo, los
inhibidores del sistema NO/guanilato ciclasa potencia la accion antinociceptiva
de la morfina mientras que atenua los efectos antinociceptivos de la beta-
endorfina. Ademas, existe evidencia que sugiere la variante nNOS-2 de la
NNOS, modula la analgésia de la morfina pero no la tolerancia (16).

Existe evidencia de que el efecto nociceptivo del rofecoxib, otro inhibidor
selectivo de la COX-2, esta involucrado en la activacion de la via del NO/CMPc.
Ademas, estudios recientes sugieren gue el diclofenaco induce antinocicepcién
periférica a través de la activacion de la via del NO/CMPc. Al igual que el
diclofenaco, otros AINEs estimulan la via del NO/CMPc en la periferia.

Después de un dafo agudo, el estimulo repetitivo de la fibra C evoca un
estado de facilitacion espinal. Entre los receptores que median este fenémeno

estan el N-Methil-D-aspartato (NMDA) y la sustancia P. La activacién de estos
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receptores incrementan las concentraciones de Ca2+ intracelular que activan la
NOS asi como también la COX-2 (22).

Recientemente, el efecto antinociceptivo de ciertos AINES, como
dipirona, diclofenaco y ketorolaco y algunos inhibidores selectivos de la COX-2,
como rofecoxib, esta reportado que esta involucrado en la activacion de la via
de la L-arginina/NO/CMPc ademas de la inhibicibon de la sintesis de

prostaglandinas (23).

El éster metilico de la nitro-L-arginina (L-NAME) inhibidor no selectivo de
las NOS, ha sido utilizado en dilucidar en rol del NO en las funciones de
algunos los AINEs (16) (22). Hoy en dia se sabe que los farmacos esteroideos
con actividad anti-inflamatoria inhiben la sintesis de la iINOS (11) (12). Otras
drogas anti-inflamatorias también inhibirian la induccion de la INOS, incluyendo
las drogas anti-inflamatorias no esteroideas (AINES) (13), o los productos
nuevos que demuestran efectos anti-inflamatorios en modelos experimentales,
tales como los derivados de chalcona, capaces de inhibir la sintesis de novo de
la INOS (24) o un derivado nuevo del ditriazine, también capaz de inhibir la
induccion de la COX (25).

L-NAME

La inhibicién de la 6xido nitrico sintasa (NOS) puede realizarse mediante
sustancias andlogas a la L-Arginina como son N&-metil-L-arginina (L-NMA), N¢-
nitro-L-arginina (L-NNA) y NC€-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME) que inhiben
a las tres isoenzimas con diferente intensidad (26). En ratones, la inyeccién de
formalina en la extremidad produce un comportamiento de lamido en dos fases,

lo cual indica nocicepcion (27). Es generalmente aceptado que la inyeccion de
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L-NAME intraperitoneal (i.p) no ejerce una gran influencia en la fase temprana
provocada por la formalina, aunque la fase tardia puede ser inhibida por un

pre-tratamiento con L-NAME en ratones y ratas (28) (29) (30).

OPIOIDES
La existencia de diversos receptores: u, 9, Yy Kk ha sido establecida

desde hace tiempo, tanto en lo que se refiere a agonistas como antagonistas.
Las funciones relacionadas con la activacion de ellos ha sido sujeto de extensas
revisiones. Las respuestas relacionadas con los receptores opioides, radican

principalmente en los del subtipo p (31). Entre los antagonistas de este subtipo

se encuentra la naltrexona. Los cambios en la estructura quimica de un opioide
pueden convertir al farmaco, que era primordialmente un agonista, en otro con
acciones antagonistas sobre uno o mas tipos de receptores opioides. La
sustitucion mas frecuente es la de la mitad de mayor tamafio (p. ej., un grupo

alilo o un grupo metilciclopropilo) por un grupo N-metilo que es tipico de los
agonistas de los opioides |. Estas sustituciones transforman a la morfina en

nalorfina, levorfanol o levalorfan, y a la oximorfona en naloxona o naltrexona. En

algunos casos se producen congéneres que son antagonistas competitivos a

nivel de los receptores p, pero que tienen también acciones agonistas a nivel de

los receptores K. Otros congéneres, en especial naloxona y naltrexona, parecen

carecer de acciones agonistas y probablemente interactien con todos los tipos
de receptores de opioides, aunque con afinidades muy diversas.

La naltrexona parece también un antagonista relativamente puro, pero
con mayor eficacia por via oral y accion de mayor duracion. En dosis altas,

tanto naloxona como naltrexona muestran ciertos efectos agonistas especiales
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(7). La naltrexona es similar a la naloxona en su actividad antagonista. Se utiliza
principalmente para ayudar a individuos con dependencia al opio, a permanecer
sin la droga. La naltrexona bloquea la euforia y la dependencia fisica producida
por los opioides y puede reducir el deseo de los pacientes por dicha droga (9).

En este estudio se usaron dos farmacos antagonistas: uno de
receptores opioides: naltrexona y otro sobre las NOS: L-NAME, con la finalidad
de comprobar el posible efecto que podrian tener sobre la actividad analgésica

de meloxicam y ketorpofeno.
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HIPOTESIS

La administracion de meloxicam y/o ketoprofeno produce actividad analgésica y

anti-inflamatoria en el ensayo agudo experimental de la formalina en ratones.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la actividad antinociceptiva de meloxicam y de ketoprofeno en el
ensayo algesiométrico experimental de la formalina y estudiar la participacion

del sistema opioide y de la via NO-GMP ciclico en dicha actividad.

Objetivos especificos:

1- Evaluar la antinocicepcién inducida por la administracion intraperitoneal
o sistémica de meloxicam y de ketoprofeno en el test de la formalina.

2- Caracterizar la naturaleza de la potencia analgésica de meloxicam y de
ketoprofeno.

3- Caracterizar la naturaleza de la potencia anti-inflamatoria de meloxicam y
de ketoprofeno.

4- Estudiar la participacion del sistema opioide en la actividad de meloxicam
y de ketoprofeno, en el mismo modelo algesiométrico.

5- Evaluar el componente de la via NO-GMP ciclico en la actividad de

meloxicam y de ketoprofeno en el test de la formalina.
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MATERIALES Y METODOS

Se usaron 180 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) tanto machos
como hembras, de 28 a 30 gramos de peso, los que fueron aclimatados el
ambiente del laboratorio al menos dos horas antes de la experimentacion. La
cual se realizé de acuerdo a un protocolo aprobado por la Comision de Etica de
la Facultad de Medicina: cada animal recibira 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.

Fig. 2: Raton de la cepa CF/1 (Mus musculus)
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La evaluacion de la actividad antinociceptiva se efectuo por el método de
la formalina. Para ello se realiz6 una inyeccién intradérmica de 20 pyL de una
solucién de formalina al 5 % en la superficie dorsal de la extremidad posterior
izquierda. Los ratones se colocaron en un cilindro especialmente disefiado para
la observacion y se registré el tiempo total que ellos se lamen la extremidad
inyectada durante los 5 minutos inmediatos a la inyeccién, que corresponde a la
fase analgésica. Luego se registrd 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 extremidad inyectada y que corresponde a la fase anti-inflamatoria.
No se contabiliza el tiempo entre la fase analgésica y la inflamatoria, debido a
que el ratén se encuentra en un periodo de quietud o de no actividad.
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Fig. 3: Raton lamiendo extremidad inyectada con formalina al 5%.

Los animales controles fueron inyectados intra-peritonealmente (i.p.) con
solucion salina al 0.9 % y la evaluacion fue idéntica a la de los animales
tratados. Estos se inyectaron, por via i.p. con meloxicam (1 — 100 mg/kg) o con
ketoprofeno (1- 100 mg/kg), 30 minutos antes de la administracion de la
formalina. Para estudiar la participacion del sistema opioide o del nitridérgico, se
administr6, por la misma via, naltrexona (1 mg/kg), un antagonista de
receptores opioide mas potente y de mayor duracion que la naloxona, o bien L-
Name (10 mg/kg), un inhibidor no selectivo de las enzimas nitrosintasas (NOS),
30 minutos antes de la inyeccién de meloxicam o de ketoprofeno.
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Los farmacos se administraron por via i.p. en un volumen de 10 ml/kg y
el ensayo algesiométrico se realizd6 cuando se produjo el efecto maximo de
cada droga, que fue determinado previamente.

Para la evaluacion de las drogas, se comparo el efecto del farmaco antes
y después de la administracion de naltrexona o de L-Name y el analisis
estadistico de los datos fueron procesados por ANOVA y pruebas t Student. La

significancia se consideré a un nivel de 5 % (p< 0.05).
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RESULTADOS
Grupo tratado con solucién salina:

El pre-tratamiento de lo ratones con la administracion de 10 mL/kg de
solucién salina fisiolégica, via i.p. 30 minutos antes de la inyeccion de formalina
produjo en promedio 140 segundos de lamido en la primera fase (n=30) y 169

segundos de lamido en la segunda fase (n=36).
Grupo tratado con meloxicam:

La administracion intra-peritoneal de meloxicam 30 minutos antes
produce una disminucion en el tiempo de lamido, de forma dosis dependiente.
Al administrar 100 mg/Kg el tiempo de lamido disminuyé a 18 segundos en la
Fase | y a 5 en la fase Il. La administracién de 30 mg/Kg el tiempo de lamido
disminuyé a 72 en la fase | y a 71 segundos en la fase Il. En el caso de usar
10 mg/Kg el tiempo de lamido fue de 97 en la primera fase y 132 segundos en
la segunda fase, respectivamente. Cuando se administrd6 3 mg/Kg el tiempo de
lamido fue de 125 en la primera fase y de 135 segundos en la segunda fase.

Todos estos resultados se observan en la figura 4y 5.
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Meloxicam 0 - 5 min

10 30 100
ma/kg ip

Fig.4: Histograma de la respuesta a meloxicam i.p. ( @ ) en el test de la

formalina en la fase I. TTL,s: tiempo total de lamido en segundos. * p < 0,05

versus control

()
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Meloxicam, 20 - 30 min

180 -
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-
|_
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mg/kg ip

Fig. 5: Histograma de la respuesta a meloxicam (i.p.)(@ml ) en distintas dosis
en el test de la formalina. Segunda fase (20-30 min.). * = significancia p < 0,05

C =Control (1IN ).
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Grupo tratado con naltrexona:

El pretratamiento de los animales con naltrexona (0.1mg/Kg), 30
minutos antes de la inyeccion de formalina, produjo en promedio 126 segundos
de lamido en la primera fase (n=24) y 161 segundos en la segunda fase (n=20).

Grupo tratado con naltrexona y meloxicam:

El pretratamiento con naltrexona del meloxicam disminuye el tiempo de
lamido, tanto en la fase | como en la fase Il. Los resultados obtenidos se

muestran en la figura 6.
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200 - Meloxicam+NTX, 0 - 5 min
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Fig. 6: Histograma de la respuesta a meloxicam (i.p.) ( L ) previa

administracion de 0.1 mg/kg de naltrexona (NTX) en el test de la formalina.
Primera fase (0-5 min). * = significacia p < 0,05. C = control ( ll ); A = NTX
().
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Fig. 7: Histograma de la respuesta a Meloxicam (i.p.) previa administracion de

NTX (0.1mg/Kg) (Il en el test de la formalina. Segunda fase (20-30 min.) * =

significancia p < 0,05 C = control ( g ) ;A=NTX (

- )
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Grupo tratado con L-NAME:

Al administrar L- NAME, 2.5 mg/Kg i. p, 30 minutos antes de la
inyeccién de formalina no produjo cambios en el tiempo de lamido, ya que se
obtuvo 129 segundos de lamido en la primera fase (n=24) y 145 segundos de

lamido en la segunda fase (n=20).
Grupo tratado con meloxicam y L-NAME:

La administracion de L-NAME antes de la administracion de meloxicam

no produjo una disminucion significativa en el tiempo de lamido en ambas fases.
Grupo tratado con ketoprofeno:

La administracion i.p. de ketoprofeno 30 minutos antes del test
algesiométrico produce una disminucion en el tiempo de lamido, dosis
dependiente. Al administrar 100 mg/Kg el tiempo de lamido disminuy6é a 29
segundos en la primera fase y a 18 en la segunda fase. Al administrar 30 mg/Kg
el tiempo de lamido fue de 89 segundos en la primera fase y de 28 en la
segunda fase. Al administrar 10 mg/Kg el tiempo de lamido fue de 110 en la
primera fase y 127 segundos en la segunda fase. Al administrar 3 mg/Kg el
tiempo de lamido fue de 128 en la primera fase y de 134 segundos en la

segunda fase.
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150 - Ketoprofeno, 0 -5 min
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mg/kg ip

Fig. 8: Histograma de la respuesta a ketoprofeno (i.p.) ( L ) en distintas
dosis en el test de la formalina. Primera fase (0-5min.) = significancia p <

0,05. C=control (1)
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Ketoprofeno, 20 - 30 min
180 -
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Fig. 9: Histograma de la respuesta a ketoprofeno (i.p.) ( -) en distintas
dosis en el test de la formalina. Segunda fase (20-30 min.). *= significancia p <

0,05; C = control (1N ).
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Grupo tratado con naltrexona y ketoprofeno:

Al administrar 0.1mg/Kg de naltrexona 30 minutos antes de la
administracion de ketoprofeno 100 mg/Kg no produjo un cambio significativo en
el tiempo de lamido en la primera fase, pero aumenté a 140 segundos en la
segunda fase. Al administrar 30 mg/Kg de ketoprofeno no produjo un cambio
significativo en el tiempo de lamido en la primera fase, sin embargo en la
segunda fase el tiempo de lamido aumentd a 145 segundos. Al administrar 10
mg/Kg de ketoprofeno el tiempo de lamido no experimentd cambios
significativos. Al administrar 3 mg/Kg no hubo cambios significativos en el

tiempo de lamido.
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Ketoprofeno+NTX, 05 min

C 3 10 30 100 A
mg/kg ip

Fig.10: Histograma de la respuesta a ketoprofeno (i.p.) previa administracién de
NTX (Img/Kg) (HEl) en el test de la formalina. Primera fase (0-5 min.) * =
significancia p < 0,05; C = Control ( ) A =NTX (ggm )-
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Ketoprofeno+NTX, 20 - 30 min
200 -
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Fig. 11: Histograma de la respuesta a ketoprofeno (i.p.) previa administracion de
NTX (1mg/Kg) ( - en el test de la formalina. Segunda fase (20-30 min.) * =
significancia p < 0,05; C = Control (gmm ); A=NTX (mmm )-
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Grupo tratado con ketoprofeno y L-NAME:

La administracion de L-NAME 30 minutos antes de la administracion de
ketoprofeno no produjo cambios significativos en el tiempo de lamido en la
primera y segunda fase, en ninguna de las dosis de ketoprofeno administradas.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la
administracion de meloxicam y ketoprofeno, por via i.p., producen una actividad
antinociceptiva dosis dependiente, en el test de la formalina, tanto en la primera
como en la segunda fase. La potencia relativa de meloxicam resulté ser mayor
qgue la del ketoprofeno tanto en la fase | como en la fase Il. Este hallazgo
sugiere que el meloxicam es mejor analgésico y anti-inflamatorio que el
ketoprofeno. Este hallazgo podria radicar en la diferente selectividad inhibitoria
de COX-1 y COX-2 que poseen los AINEs, ya que meloxicam tiene mayor
selectividad por COX-2 que ketoprofeno y éste tiene mayor capacidad
inhibitoria de COX-1 que de COX-2 (32) (33). El pretratamiento con 0.1 mg/kg
de naltrexona, no indujo actividad antinociceptiva en la primera o en la segunda
fase del ensayo de la formalina. Sin embargo, es capaz de inducir un
incremento parcial en la actividad antinociceptiva del meloxicam a las dosis de
10 y 30 mg/kg en la fase | y en la dosis de 3, 10 y 30 mg/kg en la fase Il. Para
el caso del ketoprofeno, no se obtuvo modificaciéon en su potencia analgésica,
en la primera fase, sin embargo hubo un antagonismo significativo en su
potencia antinociceptiva a las dosis de 30 y 100 mg/kg. Estos resultados,
permiten sugerir la participacién del sistema opiode, tanto en la fase solamente
analgésica como en la fase analgésica post-inflamatoria del ensayo de la

formalina.

El efecto desarrollado por naltrexona podria ser explicado por la
capacidad de ella de unirse con distinta afinidad a los diferentes tipos de
receptores opioides, induciendo un blogueo de los sistemas autoinhibitorios
presinapticos de la liberacion de opioides enddgenos, que se manifiesta en un

aumento en la liberacion de ellos, que conducen por un efecto modulatorio, a
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una mejor respuesta analgésica del AINE (34). Sin embargo este efecto
modulatorio de la naltrexona en la actividad antinociceptiva de los AINES,
parece ser dependiente de la capacidad inhibitoria de las COXs, ya que es
significativamente mayor en los inhibidores de COX-2 (meloxicam) que en los
inhibidores de COX-1 (ketoprofeno). Por otra parte, el antagonismo inducido
frente a la actividad analgésica de ketoprofeno, sugiere que este AINEs podria
usar como mediador la liberacion de opioides enddgenos para su efecto
antinociceptivo, en forma dual o diferida, ya que se obtiene solo cuando se

utilizan dosis altas.

Para evaluar el rol del de la via NO-GMPc, se utilizé L-NAME, el que
administrado por via i.p. no produce efecto alguno en este ensayo
algesiométrico. La falta de efecto del L-NAME, confirma la controversia de que
el NO es capaz de producir analgesia e hiperalgesia en los procesos
nociceptivos (35) Por otra parte, el pretratamiento con L-NAME no modificd
significativamente el efecto de meloxicam y ketoprofeno, ya sea en la primera
fase o en la segunda fase del test de la formalina. El efecto del L-NAME, no
parece estar relacionado con la selectividad de los AINEs en su efecto
inhibitorio de las COXs (33) ya que los efectos analgésicos e anti-inflamatorios

de meloxicam (COX-2) y ketoprofeno (COX-1) no fueron modificados.

Estos resultados, no concuerdan con la informacién de la literaratura, que
sefala que el L-NAME inhibe, la sintesis o la liberacién, tanto de NO como de
glutamato, que normalmente son liberados por la administracion de formalina
(36). Ademas se ha sugerido que, en el sistema nervioso, el NO puede
aumentar la actividad neuronal espinal frente a inflamacion pero la deprime
frente a un estimulo doloroso (37). Esta diferencia podria estar dada por una

regulacion diferenciada en las fibras aferentes o que debido a que el NO podria
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actuar como un mensajero molecular diferenciado en las distintas neuronas,
dependiendo del caracter excitatorio o inhibitorio en una via nociceptiva dada.
Si actia sobre neuronas excitatorias el efecto resultante sera hiperalgesia, en
tanto que si el NO induce activacion de neuronas inhibitorias el efecto resultante

sera hipoalgesia.

En conclusion, la actividad antinociceptiva de meloxicam y ketoprofeno,
en el ensayo algesiométrico de la formalina, es dependiente de la dosis y
parcialmente modulada por la actividad de los sistemas opioides y el sistema
nitridérgicos, parece no tener mayor contribucibn o implicancia en dicha

actividad.
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CONCLUSIONES

e Meloxicam y ketoprofeno producen antinocicepcion dosis-dependiente al ser

administrados por via i.p. en el test de la formalina.

e Meloxicam posee mayor potencia analgésica que ketoprofeno, lo que se
debe probablemente, a su selectividad por COX-2.

e Naltrexona administrada i.p. no posee efecto antinociceptivo per se en el
ensayo de la formalina

¢ Existe una participacion del sistema opiode tanto en la actividad analgésica
de meloxicam como de ketoprofeno.

e L-NAME administrado i.p. no posee efecto antinociceptivo per se en el test
de la formalina

e La actividad antinociceptiva de los AINEs no parece ser modulada por el

sistema nitridérgico.
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RESUMEN

En el presente trabajo, se investigd la actividad analgésica o
antinociceptiva, de dos AINEs, con distinta selectividad inhibitoria de las
ciclooxigenasas: meloxicam y ketoprofeno, en un ensayo que mide dolor e
inflamacion: modelo de la formalina. Se usaron 180 ratones, machos y

hembras, con un peso aproximado de 30 g. Los animales fueron inyectados en
la superficie dorsal de la extremidad posterior izquierda con 20 pL de solucion

de formalina al 5 % y se midio el tiempo que se lamieron la extremidad, durante
los 30 minutos consecutivos a la inyeccién (fase I: 5 minutos posteriores a la
inyeccién; fase Il: 20 a 30 minutos finales). La participacion de los sistemas
opioide y NO/GMPc, en la accién desarrollada por meloxicam y ketoprofeno, se
evalué con el pretratamiento de los animales con naltrexona y L-NAME,
respectivamente. Los resultados demuestran que tanto en la fase | como en la
fase Il, el meloxicam es mas potente en su actividad analgésica y anti-
inflamatoria que el ketoprofeno. En la accion antinociceptiva de meloxicam la
participacion del sistema opioide y del NO/GMPc es de mayor contribucion que
el caso del ketoprofeno. Los resultados obtenidos, podrian explicarse porque
naltrexona, que aun cuando carece de actividad analgésica en el modelo de la
formalina por si solo, modula en forma mas importante el analgésico cuyo

mecanismo de accion se debe a su efecto inhibitorio de COX2.
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