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Resumen

Introduccion : Los Antiinflamatorios no esteroidales (AINES) son
farmacos analgésicos de uso comun en odontologia. En éste estudio se evaluo la
analgesia de 2 de ellos: el dexketoprofeno, el diclofenaco y su combinacion, segun

el método algesiométrico de la formalina orofacial.

Materiales y métodos Se utlizaron 120 ratones (Mus musculus)
machos de la cepa CF/1, de 25 a 30 gramos de peso y de 2.3 a 2.5 meses de
edad. Se les administr6 via intraperitoneal una solucion de: dexketoprofeno,
diclofenaco y su combinacion, para posteriormente realizar el ensayo
algesiométrico de la formalina orofacial, que consiste en la inyeccion en el labio
superior del animal de formalina al 2%, evaluando el tiempo de frotado de la zona
inyectada, tanto en la fase | (algésica), como en fase Il (inflamatoria). El analisis
estadistico fue expresado como promedio *+ S.E.M. (error estandar del promedio)
y se calculé con el programa computacional Pharm Tools Pro (versién 1.27,
McCary Group Inc., USA). La significacion estadistica se determiné por analisis de
varianza y pruebas t de Student, considerando la significacion a un nivel del 5%
(p<0,05).

Resultados : La Dosis Efectiva 50 (DE50) para el diclofenaco
en fase | resulté ser de 4,104 + 0,203 mg/kg. (n=32), mientras que para la fase Il
de 2,583 mg/kg + 0,293 (n=32). La Dosis Efectiva 50 (DE50) para el
dexketoprofeno en fase | resultd ser de 3,307 £ 0,552 mg/kg. (n=32), mientras que
en la fase Il de 5,128 mg/kg +0,365 (n=32). La DE5O0 para la combinacion de los
farmacos en fase | fue de 0,531 + 0,071 mg/kg (n=32) y para la fase Il de 0,513 +
0,039 mg/kg. (n=32). Segun el analisis isobologréafico, se obtuvo como resultado

una interaccion antinociceptiva de tipo sinérgica.



Conclusion : La administracibn via intraperitoneal de
dexketoprofeno, diclofenaco y su combinacién produce un efecto antinociceptivo
dosis dependiente en ambas fases del test algesiométrico; la coadministracion de
dexketoprofeno y diclofenaco actia de forma sinérgica, lo cual permitiria buscar
nuevas alternativas farmacolégicas para producir un mejor efecto analgésico con
menores dosis y asi también se esperaria que los efectos secundarios sean

menores.



Introduccion

En la odontologia existe un sin numero de patologias en la que tenemos
como sintoma principal el dolor. EIl dolor es, probablemente, el sintoma que con
mayor frecuencia lleva al paciente a la consulta del médico y, por lo tanto,
constituye un objetivo de interés para los médicos y demas profesionales de la
salud, ya que llega a afectar a una tercera parte de la poblacion en los paises
desarrollados. @

Todos sabemos perfectamente a qué nos referimos cuando hablamos de
qué es el dolor y sin embargo no significa lo mismo para ninguno de nosotros.
Una de las mejores definiciones para el dolor es la que nos entrega la International
Association for the Study of Pain (IASP) que define al dolor como "una experiencia
sensorial y emocional desagradable, con dario tisular actual o potencial o descrito

en términos de dicho dafio". ®

El area orofacial (cara y boca) representa uno de los sitios mas comunes de
dolor en el cuerpo, pues corresponde a una de las areas mas densamente
inervadas, los dolores que se originan en ésta zona pueden presentar distintas
etiologias y caracteristicas, por ejemplo; trastornos temporomandibulares, dolor

dentoalveolar y neuralgias, entre otros.>

Existen diversos farmacos usados para tratar el dolor, conocidos como
analgésicos, entre ellos existen: los opioides, los co-analgésicos, los anestésicos
locales, antiinflamatorios esteroidales y los antiinflamatorios no esteroidales
(AINES).

Los AINEs son farmacos de uso comun en odontologia para el manejo del
dolor y de la inflamacion, son ademas antipiréticos y antiagregantes plaquetarios.
Su mecanismo de accion esta ligado a la inhibicion de la ciclooxigenasa vy, por
consiguiente, de la sintesis de prostaglandinas (mediadores principales de la
inflamacion). Todos poseen un mecanismo de accion similar por lo que los efectos
secundarios también son comunes. Los mas frecuentes corresponden a

alteraciones gastricas leves (como nauseas o0 vOmitos) o graves (como hemorragia



o perforacion gastrica). Otros efectos secundarios incluyen el riesgo aumentado de
accidentes vasculares (en particular de infarto agudo de miocardio), toxicidad renal
por disminucién de la perfusion y riesgo de diatesis hemorragica por el efecto
antiagregante plaquetario de estos farmacos. Su uso esta contraindicado en el
tercer trimestre del embarazo por inducir el cierre prematuro del conducto

arterioso. @

La existencia de éstos efectos secundarios crea la necesidad de investigar
estrategias de aplicacion mas seguras de éstos farmacos, para disminuir los
efectos indeseados, en éste sentido nos referiremos al sinergismo, que dentro de
las interacciones farmacoldgicas corresponde a la facilitacion de la respuesta
farmacologica por el uso concomitante de dos o mas farmacos, con el cual se
consiguen algunas interacciones medicamentosas deseables con el tratamiento
conjunto, asi los farmacos empleados requeriran de una dosis menor para lograr
un mismo efecto, y en consecuencia sus reacciones adversas también tenderan a

disminuir. ©9

Existen estudios previos en donde se evalud el sinergismo de un AINE, el
paracetamol, junto a distintos AINEs (diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno,
meloxicam, metamizol, naproxeno, nimesulida, parecoxib y piroxicam). Como
resultado demostré un efecto analgésico sumatorio en la administracion

sistémica, tanto por via intraperitoneal como por via oral. ("

Entre los diferentes AINEs que existen se han seleccionado dos para éste

estudio ellos son: el dexketoprofeno y el diclofenaco.

El dexketoprofeno es un isomero activo del ketoprofeno, es un AINE
racémico y se ha descrito principalmente como inhibidor de la COX-1. Puede ser
administrado tanto por via oral como parenteral en procesos dolorosos agudos de

moderado a severo. ®

El diclofenaco, es un derivado fenilacético con actividad analgésica,
antitérmica y antiinflamatoria. Posee eficacia comparable a la de los derivados del
acido propiénico (como el ibuprofeno, naproxeno, etc.) que ha sido clasificado



preferentemente como inhibidor de la COX-2 y que se emplea tanto por via oral

como parenteral. ©%

En este estudio se evaluarq, usando un analisis isobolografico, la
interaccion analgésica entre dexketoprofeno y diclofenaco, en un modelo de dolor

orofacial en ratones. *V

Como todo estudio en animales, las limitaciones se refieren a las
extrapolaciones de los posibles resultados, en la poblacién humana, por lo cual

deberian efectuarse estudios clinicos pertinentes a futuro.



1. Marco Tedrico

Conocer el significado del dolor se basa en la experiencia personal de cada
individuo, existen innumerables causas para su aparicibn y se entremezclan
factores anatémicos, culturales y psicolégicos entre otros. Todo esto hace que sea
dificil generar una definicion del dolor que sea universal y que no genere
confusiones. La International Association for the Study of Pain (IASP) define el
dolor como "una experiencia sensorial y emocional desagradable, con dafio tisular
actual o potencial o descrito en términos de dicho dafio". La importancia del
dolor se debe a que es un mecanismo de defensa, es decir, una sefal de

alarma para proteger al organismo y aumentar la supervivencia del individuo. “?

1.1 Clasificacién del dolor

Existe un gran numero de clasificaciones del dolor, siendo las mas usadas
en el campo odontoldgico, segun duracion o evolucién (agudo o cronico) y segun
discriminacion espacial, debido a que tienen implicancias de tipo diagndstico y

terapéutico. Entre las variadas clasificaciones tenemos:
Segun duracion o evolucion:

e Dolor agudo: Es aquel que comprende el lapso estimado para que los
tejidos sanen, el Comité de Taxonomia de la IASP determin6 como tiempo
limite de duracién del dolor agudo, tres meses. El dolor agudo constituye un
mecanismo fisiolégico util, necesario y protector, puesto que evita que nos
expongamos a estimulos dafiinos, mediando reflejos de proteccion para
limitar el dafio e iniciar los procesos de reparacién. Su curso temporal es
propio de la lesion que lo origind. El dolor agudo, puede dividirse en
continuo o recurrente. El continuo permanece estable en una cierta
intensidad, mientras el recurrente experimenta periodos de alivio y periodos

mas intensos. ¥



Dolor cronico: En contraposicion al dolor agudo, es aquél que tiene una
duracién de mas de tres meses, 0 que por las caracteristicas de su origen,
sobrepasa el tiempo que habitualmente podria definir un dolor agudo
semejante. Este dolor tiene poco o nulo componente neurovegetativo, pero
grandes efectos psicologicos y conductuales. En la mayoria de los casos,
se le atribuyen causas de tipo neuroldgica, endocrina e inclusive genéticas.

Este dolor constituye un problema de salud publica. ¥

Segun caracteristicas somatosensoriales o discriminacion espacial:

Dolor epicritico: Es superficial, de localizacion precisa y delimitada por el
paciente, quien lo puede describir como punzante, lacerante, quemante,

opresivo o fulgurante.

Dolor protopatico: Es difuso, mal localizado por el paciente y referido en
varios cuadros clinicos. En relacion a la etiologia del dolor, ésta puede ser

traumatica, genética, infecciosa, inflamatoria, mecanica o psicégena.

Segun fisiologia:

Dolor fisioldgico: Es aquel desencadenado por estimulos especificos de
gran intensidad, bien localizados y de tipo transitorio. Su rol fundamental es
proveer un sistema protector, advirtiendo sobre estimulos potencialmente

daninos.

Dolor inflamatorio: Es generado por la existencia de una lesion tisular, la
cual conduce a un estado inflamatorio, con la consecuente liberacion de
mediadores quimicos y una activacion permanente de las vias

nociceptivas.

Dolor neuropatico: Se produce por anomalias funcionales o estructurales
en el sistema nervioso periférico (SNP) o central (SNC), lo que ocasiona
descargas espontaneas y paroxisticas que son interpretadas como dolor.

Se presenta como una sensacion basal dolorosa o quemante, con



hiperalgesia (sensacion elevada a estimulos dolorosos) y alodinia (dolor

producido por un estimulo que normalmente no lo produce). **

1.2 Neurofisiologia del dolor

La neurofisiologia explica el origen de la produccion del dolor mediante la
existencia de mecanismos que permiten ésta percepcion. El dolor se origina tras
un estimulo periférico que es conducido por un nervio periférico, a través de fibras
especializadas, hasta la médula espinal, desde donde asciende a través de haces

medulares hasta el tronco y la corteza cerebral, en la que se hara consciente. ©

En la percepcion del dolor participan el sistema nervioso central (SNC) y el
sistema nervioso periférico (SNP). El dolor desencadena una serie de reacciones
tanto en el SNC como en el SNP que permiten su percepcion con el fin de

disminuir la causa y limitar las consecuencias. (16)

La serie de eventos fisiologicos que se producen en el sitio activo del tejido
dafiado y la percepcion de dicho dafio se denominan nocicepcion, la cual

comprende varios procesos o etapas.

El esquema total se puede resumir en una cadena compuesta por 3
neuronas, donde la primera (de primer orden) va desde la periferia a la médula
espinal, la segunda (de segundo orden) asciende para llegar a los centros
superiores y una tercera (de tercer orden) envia la informacion a la corteza

cerebral donde se hace consciente. (Fig. 1)



Nivel encefalico

Nivel periférico

Nivel medular

Figura 1. Procesos neurofisiolégicos que participan en la nocicepcion en los distintos
niveles. 1: Activacién de receptores, 2: Transduccion, 3: Modulacién, 4:
Percepcion.

1.2.1 Activacién y sensibilizacion de los nociceptores periféricos

Los nociceptores son los receptores periféricos del dolor, histologicamente
son terminaciones de neuronas bipolares que tienen su soma en los ganglios
raquideos y cuyo axon centripeto penetra en el asta dorsal de la médula espinal.
Estos nociceptores funcionan ignorando estimulos de baja intensidad y sélo se

activan ante estimulos lesivos dentro de un rango de intensidades.

Estas fibras nerviosas son de dos tipos:

e Fibras A-06 : Fibras mielinicas de 1-5 ym de diametro, con una
velocidad de conduccion rapida de 4-30 m/s. Conducen sefiales de dolor

de corta latencia que precisan respuestas rapidas. (Fig. 2)



. Fibras C : Fibras amielinicas de 0,3 — 1,5 ym de diametro,
su velocidad de conduccion es lenta, entre 0,4-2 m/s. Son el grupo més
numeroso, son nociceptores polimodales, es decir, responden a

maltiples estimulos (térmico, mecanico, quimico) (Fig. 2). "

W C
2

Figura 2. Esquema de fibras nerviosas. 1: Fibra A-8, 2: Fibra C. Se puede apreciar la
diferencia de diametro total de las fibras y la presencia de la vaina de mielina
esquematizada en color amarillo para la fibra A-8.

Las fibras A-8 y C estan presentes en la piel, en las estructuras viscerales y
somaticas profundas, corresponden a los nociceptores propiamente tales. Se
caracterizan por poseer un umbral de estimulacion alto, en comparacion a las
fibras de grueso calibre que son de umbral muy bajo, ya que ellas transmiten el

tacto suave o ligero. Su bloqueo producira la abolicion del impulso doloroso. (18

La activacion de éstos receptores se produce directamente o por accion de
mediadores que excitan o inhiben las terminaciones nerviosas aferentes, actuando
sobre receptores especificos 0 en los canales i6nicos de la membrana que
modifican la permeabilidad de ésta Ultima para generar impulsos eléctricos que

vigjan al sistema nervioso central (SNC).
1.2.2 Transduccién

La transduccion corresponde al proceso en el cual los nociceptores
transforman los estimulos que reciben (quimicos, mecénicos y térmicos) en
impulsos nerviosos, podemos reconocer dos tipos de transduccion, la activacion y
la modificacion en la sensibilidad. La activacion corresponde a la generacion del
potencial de accion, mientras que la modificacion puede ser hacia una mayor o
menor sensibilidad (“‘up-regulation” y “down regulation”), a mayor sensibilidad

deben existir mayor cantidad de receptores y menor umbral de excitacién.



Las sustancias liberadas en el proceso nociceptivo que desarrollan la

sensibilizacion de los receptores son:

e Prostaglandinas, prostaciclinas, leucotrienos y tromboxanos.
e Sustancia P.

e Histamina y serotonina (5-HT).

e Bradicinina.

e Catecolaminas.

e Hidrogeniones.

Tras el proceso de activacion de los nociceptores periféricos; es en la
médula dénde se modulan las respuestas nociceptivas a través de las fibras A- 8 y
C, que terminan a nivel superficial del asta dorsal de la médula contactando con

neuronas de segundo orden, cuyo soma se encuentra en ésta asta dorsal. (Fig. 1)
(16)

1.2.3 Transmision

La transmision de informacion nociceptiva entre las neuronas, al interior del
asta posterior o dorsal de la médula espinal, ocurre a través de sefiales quimicas
mediadas por aminoacidos y neuropéptidos excitatorios e inhibitorios. Estos son
producidos, almacenados y liberados en los terminales de aferencias primarias,
interneuronas del asta dorsal y terminales de fibras descendentes del sistema
supraespinal. Es relevante destacar que la segunda neurona puede hacer sinapsis
con mas de una primera neurona, proveniente de piel o de una viscera y que esta
sinapsis se produce siempre en la sustancia gelatinosa de Rolando, cualquiera

sea la distribucion del soma en el asta posterior.

Aqui existen neuronas caracteristicas de esta zona, las interneuronas, que
de alguna manera modulan la sinapsis. Esto da un sustrato anatémico-fisiolégico a
fendbmenos como el dolor referido o la modulacion que sobre la transmision
nerviosa pueden ejercer centros superiores. Esta segunda neurona puede ser de
dos tipos: la neurona especifica que es activada por estimulos nociceptivos
propiamente tal y la llamada neurona de rango dinamico que tiene la capacidad de

activarse ante estimulos nociceptivos y no nociceptivos.



Las vias ascendentes, que llevan informacién hacia los centros superiores,
estan constituidas por tres haces que llegan al tdlamo, desde donde son
proyectados a distintas zonas del cerebro. Uno de ellos, el haz neoespinotalamico,
gue hace sinapsis en nucleos especificos del talamo: ventral-posterior y
posterolateral. Estos nucleos se proyectan a la corteza somestésica o parietal, en
las areas sensitivas | y Il, para darle la ubicacion topogréfica al dolor. Un segundo
haz, el paleoespinotalamico, se proyecta en forma bilateral a los nucleos
inespecificos del tadlamo y luego a la corteza frontal, constituyendo la evaluacién
cualitativa del dolor. Por ultimo, el haz espinorreticulotalamico 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 nudcleos
inespecificos del talamo. El haz espinorreticulotalamico, por sus relevantes
conexiones asociativas, es el que aporta el componente emocional y afectivo al
dolor, siendo este factor el responsable de las grandes variaciones en la
experiencia dolorosa ante un estimulo de igual naturaleza entre un individuo y
otro. Es por medio del haz espinorreticulotalamico que se puede lograr el control
voluntario de un estimulo doloroso con modalidades de respiracién, concentracion

o meditacién. @V
1.2.4 Percepcion

La percepcion es la respuesta cerebral cortical a las sefiales nociceptoras
que se proyectan a través de las neuronas de tercer orden al cerebro. La
experiencia del dolor se define en términos de conciencia, es una experiencia
sensorial que involucra multiples variables y no debe confundirse con nocicepcion,
nocicepcion es la respuesta a la estimulacion de los nociceptores, puede ocurrir
nocicepcion en ausencia de dolor y viceversa, generacion de dolor carente de
nocicepcion, esto explica tipos de dolor no nociceptivo como el neuropético y dolor

nociceptivo como el inflamatorio.



1.3 Neurofisiologia del dolor orofacial via trigeminal

La region orofacial es ricamente inervada y posee gran representacion y
diversificacion de receptores. Los impulsos dolorosos se generan por la activacion
de 4 nervios craneales, el nervio trigémino (V par), el nervio facial (VII par),
glosofaringeo (IX par) y vago (X par). De los nervios craneales mencionados es el

nervio trigémino el principal encargado de la inervacion de ésta region.

El nervio trigémino es de actividad mixta posee fibras motoras y
sensoriales, Su porcion sensorial transmite el tacto, dolor, temperatura, y
propiocepcion de: la cara, musculos faciales y masticatorios, de la articulacion
temporomandibular y de la cavidad bucal. Este nervio se divide en 3 ramas: la
oftalmica, la maxilar y la mandibular, las que emergen por el craneo por la cisura

orbitaria superior, el agujero redondo y el agujero oval respectivamente. %

La via aferente del dolor orofacial del V par se extiende desde los
receptores periféricos de la cara y el craneo, hasta la corteza cerebral en el
sistema nervioso Central. Esta formada por: tres neuronas contiguas y sucesivas;
un ganglio, que es la agrupacion de cuerpos de neuronas en la periferia del
sistema nervioso y por varios nucleos que son la agrupacion de cuerpos de

neuronas.

El nervio trigémino aferente, posee fibras nerviosas primarias que
corresponden a la estimulacién periférica de los nociceptores. En el ganglio de
Gasser esta el soma de la primera neurona de la via del dolor trigeminal, con una
prolongacion periférica que es una terminacion libre y una prolongacion central
que se dirige al nucleo espinal trigeminal ipsilateral, llevando la informacién
nociceptiva orofacial hacia los respectivos nucleos sensoriales del encéfalo, a
través de las fibras Ad y C. Estos nucleos reciben también proyecciones de otros
centros superiores que modulan estas vias. Las fibras Ad y C, descienden al llegar
a la protuberancia, formando el tracto espinal del trigémino, al que se unen las
fibras aferentes sométicas del resto de los pares craneales, que aportan
informacion nociceptiva. Las fibras nociceptivas llegan al subnucleo caudal, que

recibe también fibras de los segmentos cervicales superiores.



Los axones de la segunda neurona, ubicada en el nlcleo espinal, se cruzan
y ascienden, enviando colaterales a la formacién reticular, terminando en los
nucleos del talamo, ventral, posteromedial e intralaminares. Desde aqui la
informacion viaja a la region facial del area sensitiva primaria de la corteza (areas
1, 2, 3 de Brodmann) y a otras estructuras corticales y subcorticales como son: la
corteza insular, que procesa informacion del estado interno del organismo
integrando los aspectos cognitivo, sensorial y afectivo, modulando asi el umbral
doloroso; y la circunvolucion cingular, que es parte del sistema limbico,

relacionada con el procesamiento afectivo y emocional del dolor. *?

1.4  Tratamiento farmacoldgico del dolor

Para el control o alivio del dolor se cuenta con métodos farmacolégicos y no
farmacologicos. Existen un sin nimero de medicamentos que difieren tanto en su

via de administracibn como en su composicién quimica.

Los farmacos mas importantes en el tratamiento farmacolégico del dolor

son.

e Anestésicos locales.

e Analgésicos opioides.

¢ Analgésicos anti-inflamatorios esteroidales

¢ Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINES).

e Co-analgésicos.

De forma general estos farmacos pueden actuar en 3 niveles, en la
conduccion del estimulo doloroso (anestésicos locales), a nivel central
(analgésicos opioides) y a nivel periférico que actdan en la génesis de la injuria
como son los AINEs. Cabe destacar que los coanalgésicos son un grupo de
farmacos que tienen un objetivo distinto al de eliminar el dolor, pero que tratan
sintomas que pueden acompafar al proceso doloroso, ejercen su accion en

receptores que son expresados pre y postsinapticamente en neuronas a nivel



espinal y supraespinal, en éste grupo estan los antidepresivos triciclicos,

anticonvulsivantes, colinérgicos, nitridérgicos y serotonérgicos entre otros. %324

1.4.1 Analgésicos antiinflamatorios no esteroidales (AINES)

Los AINEs son un grupo de farmacos, en su mayoria corresponden a
acidos orgéanicos débiles que cuentan con una composicidon molecular variada,
pero con un mecanismo de accion comun. Son farmacos de uso comudn en
odontologia para el manejo del dolor y de la inflamacion, son ademas antipiréticos
y antiagregantes plaquetarios. Su mecanismo de accién, descrito por Vane en
1971, esta ligado a la inhibicion de las ciclooxigenasas (COXs) y, por lo tanto, de
la sintesis de prostaglandinas (mediadores principales de la inflamacion). Todos
poseen un mecanismo de accion similar por lo que los efectos secundarios

también son comunes. (29)

Los efectos secundarios o0 también llamadas reacciones adversas a
medicamentos (RAMs) se presentan como consecuencia de acciones
farmacodinamicas, expresadas en procesos en que las prostaglandinas actian de
manera fisiolégica. Las mas frecuentes corresponden a alteraciones gastricas
leves (como nauseas o0 vomitos) o graves (como hemorragia o perforacion
gastrica) producidas por la inhibicion de la biosintesis de las prostaglandinas que
actuan como citoprotectores de la mucosa estomacal. Otros efectos secundarios
incluyen el riesgo aumentado de accidentes vasculares (en particular de infarto
agudo de miocardio), toxicidad renal por disminucién de la perfusion y riesgo de
diatesis hemorragica por el efecto antiagregante plaquetario de éstos farmacos. La
funcién plaquetaria se altera porque los AINEs evitan la formacion de tromboxano
A2 por parte de las plaguetas, que es un potente agregante, ello explica la
tendencia de este tipo de farmacos a prolongar el tiempo de sangria. Su uso esta
contraindicado en el tercer trimestre del embarazo por inducir el cierre prematuro

del conducto arterioso. ©

1.4.2 Clasificacién de los AINEs



Existen variadas clasificaciones de AINES, se los agrupa segun: parametros

farmacocinéticos, su clasificacion quimica (Tabla 2), su clase estructural y su
actividad inhibitoria sobre las COXs (Tabla 1), etc. ¢>%°)

Tabla 1. Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroides segun su selectividad sobre

ciclooxigenasa, entre () el nombre comercial. ®?

Antiinflamatorios no Esteroidales
Clasificacion segun actividad sobre las COX

No Selectivos (COX-1y 2)
(tradicionales, convencionales)

Selectivos (COX-2)
(COXIBES)

Aspirina

Rofecoxib (Vioxx)

Acetaminofen

Valdecoxib (Bextra)

Indometacina (Indocid)

Parecoxib

Ibuprofeno (Motrin, Dalsy)

Celecoxib (Celebra)

Naproxeno (Naprosin)

Etoricoxib (Arcoxia)

Sulindac (Clinoril)

Lumiracoxib (Prexige)

Diclofenaco (Voltaren)

Piroxicam (Feldene)

B-Piroxicam (Cycladol)

Meloxicam (Movatec)

ketoprofeno (Profenid)

Dexketoprofeno (Stadium, Enantyum, Merlix)

Tabla 2. Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroidales segun su grupo quimico,
destacados los AINEs relativos al estudio.

Principales grupos quimicos de AINEs

AINEs

Salicilatos

ASA (4cido acetilsalicilico)

Derivados pirazolénicos

Aminofenazona (dipirona o metamizol)

Fenilbutazona

Azaprofazona

Derivados del para-aminofenol

Acetaminofen (paracetamol o tylenol)

Indometacina

Derivados del acido acético Sulindaco
Glucametacina

Etodolaco

Derivados carboxilicos y pirrolpirrélicos Ketorolaco




Diclofenaco

Aclofenaco

Derivados del acido fenilacético :
Tolmetina

Fenclofenaco

Acido mefenamico

Niflumico

Derivados del &cido n-acetilantranilico =
Meclofenamico

Clonixinato de lisina

Dexketoprofeno

Ibuprofeno, Naproxeno, Ketoprofeno,

Derivados del acido propidnico Flurbiprofeno, Fenoprofeno,

Oxaprozina

Piroxican

Derivados endélicos Meloxican

Tenoxican

Grupo naftilalcanonas Nabumetona

1.4.3 AINEs y cicloxigenasas (COXs)

La mayoria de los AINEs son inhibidores reversibles y competitivos de la
enzima ciclooxigenasa (COX), siendo una excepcién el acido acetil salicilico que
es un inhibidor irreversible, acetila la enzima en el sitio activo, por ello es uno de
los agentes mas utiles como antiagregante plaquetario ya que inhibe la enzima
cicloxigenasa plaquetaria (COX-1) por toda la vida de la plaqueta (7-11 dias),
como las plaquetas son fragmentos celulares son incapaces de sintetizar una

nueva enzima.

Las COXs son enzimas principalmente de naturaleza proteica, que
catalizan reacciones quimicas que ocurren en el organismo, siempre que sean
termodindmicamente posibles. Participan en la sintesis de prostaglandinas, las
cuales desempefian un importante papel en la fisiologia celular. Entre ellas se

encuentran las COXs, de las cuales existen 3 tipos o isoenzimas:




e COX-1
e COX-2
e COX-3.

La COX-1 se expresa de manera constitutiva en la mayoria de los tejidos
corporales (estbmago, rifiones, plaquetas e intestinos). Su actividad tiene que ver
con la participacién de las prostaglandinas y los tromboxanos en el control de
funciones fisioldgicas; de este modo, es responsable de proteger el epitelio
gastrico, incrementando secrecion de mucus e inhibiendo la accién acida, se
asocia también con la homeostasis vascular, induce la sintesis de tromboxano A2
(TXA2), promoviendo la agregacion plaquetaria, contraccion del muasculo liso,
mantencion del flujo sanguineo renal y ovulacion. Esta presente en el sistema
nervioso central (SNC), principalmente en el cerebro anterior. ¢?

Por su parte la COX-2 se expresa en células involucradas en el proceso
inflamatorio, como macréfagos y monocitos, siendo inducida por citoquinas
inflamatorias y otros mediadores como factores de crecimiento y endotoxinas
presentes en el sitio de inflamacién, por lo cual mantiene los mecanismos
inflamatorios y amplifica las sefiales dolorosas que surgen de éstos sitios. Se
encuentra también en el SNC donde tiene expresion constitutiva, ubicado
preferentemente en la corteza, hipocampo, hipotalamo y médula espinal. ¢”

Dado que se requiere tiempo para la induccion de la COX-2, se sugiere
que en situaciones donde el dolor se manifiesta en forma inmediata después del

estimulo nociceptivo, puede ser modulado por la actividad de la COX-1. %

Recientemente se considera un tercer tipo o isoenzima, la COX-3 que se
encuentra presente en el sistema nervioso central, corazon, aorta y tracto
gastrointestinal y esta relacionada con el dolor, la fiebre y la inflamacion. En
resumen estas 3 isoenzimas COXs contribuyen a mantener la homeostasis del
organismo catalizando la formacién de prostaglandinas, a partir del &cido

araquidonico.



1.4.4 Prostaglandinas y AINEs

Las prostaglandinas son un conjunto de sustancias de naturaleza lipidica
que derivan de acidos grasos, son de 20 carbonos (eicosanoides), contienen un
anillo ciclopentano y constituyen una familia de mediadores celulares, con efectos
diversos. Las prostaglandinas intervienen en la respuesta inflamatoria,
especificamente en lo que es vasodilatacién, aumentan la permeabilidad de los
tejidos permitiendo el paso de los leucocitos; son antiagregantes plaquetarios;
estimulan las terminaciones nerviosas nociceptivas; contraen la musculatura lisa,

intervienen en la regulacion de la temperatura corporal, etc. ¢*%

1.45 Mecanismo de Accion de los AINEs

Cuando una injuria produce ruptura de membranas celulares se liberan
sustancias como la serotonina, acetilcolina, histamina, norepinefrina, angiotensina
I, bradicininas y citoquinas inflamatorias que van a activar a la enzima fosfolipasa
A, (FLA,) que hidroliza el enlace éster de los fosfolipidos de la membrana, con la
liberacion de &cido araquidonico. EIl acido araquiddnico puede seguir dos vias; la

via de la ciclooxigenasa (COX) o la via de la lipooxigenasa (LOX) (Fig. 4). ©*3
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Fig. 3. Mecanismo de accién de los AINEs

Las COXs generan importantes mediadores de la inflamacion, estos son las
prostaglandinas y tromboxanos. En la via de la lipooxigenasa se produce
leucotrienos, sustancias hipersensibilizantes y vasoconstrictoras con efecto
guimiotactico sobre eosinofilos, neutréfilos y macréfagos. Los antiinflamatorios no
esteroidales inhiben la enzima ciclooxigenasa y la produccion de prostaglandinas,

pero no suprimen la formacién de leucotrienos.

La actividad antiinflamatoria de los AINEs se ejerce principalmente a través
de la inhibicion de las ciclooxigenasas. La inhibicion de la COX-1 seria la
responsable de los efectos adversos de los AINEs clasicos sobre la mucosa
gastrointestinal, mientras que sus beneficios terapéuticos dependerian de la
inhibicion de la COX-2. Los AINEs inhiben tanto la COX-1 como la COX-2, es por
esto que las lineas de investigacion apuntan a lograr farmacos altamente

selectivos por la COX-2, y por lo tanto, con minimo efecto sobre la COX-1. @



En general las acciones de los AINEs son a través de las COXs, sin
embargo, estudios sefalan que también modifican otros mediadores de la
inflamacion de manera directa o indirecta, tales como: radicales de oxigeno y
metabolitos citotoxicos, citocinas que intervienen en la inflamacién cronica,
sistema de complemento, cininas (bradicinia y precalicreina) que sensibilizan
terminaciones nerviosas produciendo dolor y aminas vasoactivas (histamina y
serotonina), que permiten el aumento de la permeabilidad vascular, producidos en
plaguetas basdfilos y mastocitos. ?°

Los AINEs ademas de realizar muchas propiedades terapéuticas, tales
como ser: analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios, antitumorigénicos, entre
otras, producen varios efectos colaterales indeseables o0 RAMs entre las que
destacan: gastrointestinales, renales, hematolégicas, hepaticas, cefaleas a nivel
del SNC e incluso fenémenos de hipersensibilidad. ¢°

La accion de los AINEs posee un “efecto techo” o efecto maximo, el cual no
puede sobrepasarse, ya que no se logra disminuir el dolor al aumentar la dosis,

por otro lado los efectos adversos si son dosis dependientes. ©

En este estudio se selecciond de toda la gama de AINEs a dos farmacos

para evaluar su interaccion, el diclofenaco y el dexketoprofeno. *

" Como se mencioné anteriormente en este estudio se evaluard, usando un analisis
isobologréfico, la interaccion analgésica entre dexketoprofeno y diclofenaco, en un
modelo de dolor orofacial en ratones. El laboratorio de Estudio del Dolor del Programa de
Farmacologia, dependiente de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, busca
estudiar la interaccién analgésica de multiples AINEs y pone a disposicién de los alumnos
interesados en realizar el trabajo de investigacion, un grupo de farmacos en donde el
alumno debe elegir 2 AINEs para la investigacién, con el prerrequisito de que esa

interaccion no haya sido estudiada antes en el laboratorio.



1.5 Diclofenaco.

El diclofenaco es un AINE fenilacético, y su hombre quimico es acido 2-[2-

[(2,6-diclorofenil)amino]fenil]acético. (Fig. 4)

Cl OH

Cl

Fig. 4. Estructura quimica del diclofenaco. Tomada de Enciclopedia of Pain. Schmidt R.

Editorial Springer pag. 1469

El Diclofenaco es inhibidor tanto de la COX-1 como de la COX-2, pero tiene
una preferencia de aproximadamente unas diez veces mas de bloquear la COX-2.
La inhibicibn de la COX-1 disminuye la produccion de prostaglandinas en el
epitelio del estdmago lo que lo hace mucho mas vulnerable a los ataques
producidos por acidos gastricos, siendo éste uno de los principales efectos
secundarios del diclofenaco. Pero como tiene una preferencia a actuar sobre la
COX-2, la incidencia de éstos efectos negativos gastrointestinales es baja en

comparacion a los mostrados por la indometacina y la aspirina. © 2

Existen evidencias de que el diclofenaco inhibe la produccion de la enzima
fosfolipasa A2 en su mecanismo de accién. Esta accion adicional puede explicar

su alta efectividad como analgésico antiinflamatorio.

El diclofenaco es absorbido répida y eficientemente luego de su
administracion oral, rectal o intramuscular. Las concentraciones plasmaticas
maximas se alcanzan entre los 10 y 30 minutos posteriores a la administracion
intramuscular y entre 1.5 y 2.5 horas luego de ingerir la formulacion oral

recubierta. El diclofenaco se une en gran medida (99.5%) a proteinas. La droga


http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosfolipasa

penetra en forma eficiente en el liquido sinovial inflamado, en el cual mantiene

altas concentraciones en comparacion con los niveles plasmaticos. ¥

S6lo un 60% de la droga alcanza la circulacibn sanguinea sin
modificaciones luego de la administracion oral. Se elimina principalmente por
metabolismo hepético y posterior excrecion urinaria de los conjugados de sus
metabolitos. La administracion diaria de 75 mg a 100 mg de diclofenaco produce
efectos analgésicos y antiinflamatorios significativos en el tratamiento de diversas
condiciones reumaticas (tendinitis, bursitis, ciatica, mialgias) y de dafio agudo de
tejidos blandos (esguinces, torceduras). El diclofenaco también resulta eficaz para

tratar los signos y sintomas de la dismenorrea.>*

1.6 Dexketoprofeno.

El dexketoprofeno es el enantiomero dextrorrotatorio del ketoprofeno
(S(+)-ketoprofeno) (Fig. 5) y su nombre quimico es acido (2S)-2-[3-
(benzoil)fenil]propanoico. El ketoprofeno es un AINE racémico y se ha descrito
como inhibidor tanto de la COX-1 como de la COX-2, pero con una preferencia
notable por la COX-1. Puede ser administrado tanto por via oral como parenteral

en procesos dolorosos agudos de moderado a severo. ("9

El ketoprofeno se viene usando desde 1973 como agente analgésico,
antipirético y antiinflamatorio y es uno de los inhibidores mas potentes de la
sintesis de prostaglandinas in vitro. Este efecto deseado del ketoprofeno, es
debido al enantidmero S(+)-ketoprofeno, por otro lado el enantibmero R(-)-
ketoprofeno carece de dicha actividad y al no ser una molécula inerte, se asocia
mas bien a la aparicion de efectos secundarios; es asi como la accion
ulcerogénica del dexketoprofeno es 5 veces menor en comparacidon con

ketoprofeno. ¢
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Figura 5. Esquemay nomenclatura de los enantiémeros del ketoprofeno.

La utilizacion del dexketoprofeno en comparacion con ketoprofeno, confiere

las siguientes ventajas:

e Podria disminuirse la dosis necesaria para obtener el mismo efecto
analgésico como combinacion racémica.

e La carga metabolica podria ser reducida a la mitad.

e El riesgo de efectos secundarios causados directa o indirectamente

por el isbmero puede ser minimizado.

Estudios realizados por Ferrer et al. llegaron a la conclusion de que la
potencia antinflamatoria de dexketoprofeno es equivalente a la demostrada por el
doble de la dosis de ketoprofeno; corroborando lo anterior Barbanoj et al.
demostraron que la eficacia analgésica clinica de la fase oral del dexketoprofeno
era aproximadamente similar a la que se veia después de la dosis doble
compuesto racémico, pero con un inicio de accién mas rapido. ©°

El dexketoprofeno se ha formulado como sal de trometamina, denominado
dexketoprofeno trometamol (DKT). Este corresponde a una sal hidrosoluble del
enantibmero dextrorrotatorio del ketoprofeno, formulacibn que posee una

solubilidad acuosa superior a la del acido libre. ¢



La biodisponibilidad relativa del DKT oral en dosis de 25mg es similar a la
del ketoprofeno racémico oral en dosis de 50mg. Al reducir la dosis del compuesto
racémico a la mitad, disminuye la carga renal y hepética, ademas de reducir la
formacion de metabolitos. Otra ventaja es que permite evitar los potenciales
efectos tdéxicos atribuidos al enantiomero R(-) inactivo, presentando una baja

incidencia de efectos adversos. ©®

El DKT administrado via oral, se absorbe en 0.25-0.75 horas hasta la
concentracion plasmatica maxima, mientras que el tiempo hasta la concentracion
plasméatica maxima del enantiomero S(+) del farmaco racémico es de 0.5-3 horas.
Estudios farmacocinéticos realizados en individuos sanos demostraron que la
administracion oral de dexketoprofeno trometamol presenté un perfil cinético
favorable para su uso en el dolor agudo, en comparaciéon con la formulacién de
acido libre o el ketoprofeno racémico. Aunque la concentracién plasmatica de
S(+)-ketoprofeno tras la administracién oral de dexketoprofeno trometamol es
equivalente a la existente tras la administracion del compuesto racémico a dosis
enantioméricamente equivalentes, la absorcion es mas rapida, y se alcanzan
concentraciones plasmaticas maximas mas elevadas que con la formulacién de

acido libre o el compuesto racémico. ©¢" )

Dexketoprofeno es eliminado luego de completar su metabolismo. El
proceso de eliminacion es muy rapido, permitiendo administrar varias dosis del

farmaco sin resultar en una acumulacién plasmatica evidente. ¢®



1.7 Interaccion de farmacos.

Como se mencion6 anteriormente los AINEs son de uso comun en
odontologia, sin embargo la existencia de estos efectos secundarios, crea la
necesidad de investigar estrategias de aplicacion mas seguras de estos farmacos

para disminuir los efectos indeseados.

La interaccion farmacolégica entre drogas se puede considerar desde el
punto de vista farmacocinético o farmacodinamico, por esto cuando dos drogas se

administran en forma conjunta, sus efectos pueden ser:

e Aditivos : Corresponde a la suma de los efectos que
produce cada una de ellas separadamente.

e Subaditivo o antagoénico Corresponde a un efecto menor que la
suma de cada agente por separado.

e Sinérgico o supraaditivo Que es un efecto mayor que la suma de

los efectos por separados de cada droga.

En éste sentido nos referiremos al sinergismo, que dentro de las
interacciones farmacoldgicas corresponde a la facilitacion de la respuesta
farmacoldgica por el uso concomitante de dos o mas farmacos, con el cual se
consiguen algunas interacciones medicamentosas deseables con el tratamiento
conjunto, asi los farmacos empleados requerirdn de una dosis menor para lograr
un mismo efecto, y en consecuencia sus reacciones adversas también tenderan a
disminuir. “*

En este estudio se evaluara usando el analisis isobologréfico la interaccion
analgésica entre dexketoprofeno y diclofenaco, en un modelo de dolor orofacial

en ratones, inducido por la administracién de formalina en el labio superior.



2. Hipotesis:

La coadministracion intraperitoneal de dexketoprofeno con diclofenaco,
produce sinergismo analgésico, en dolor producido por el ensayo de la formalina

orofacial en ratones.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general:

Determinar la actividad antinociceptiva de dexketoprofeno, diclofenaco y de

su mezcla en el ensayo algesiométrico de la formalina orofacial en ratones.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Evaluar la antinocicepcion inducida por la administracion

intraperitoneal (i.p.) de dexketoprofeno en el test de la formalina orofacial.

3.2.2 Evaluar la analgesia producida por la administracion i.p. de

diclofenaco en el mismo ensayo.

3.2.3 Evaluar el tipo de interaccion analgésica que se obtiene al

administrar en conjunto dexketoprofeno con diclofenaco en el ensayo antes citado.



4. Materiales y métodos.

Se utilizaron 120 ratones (Mus musculus) machos de la cepa CF/1 de 25 a
30 g de peso y de 2.3 a 2.5 meses de edad (Fig. 6), habituados al ambiente del
laboratorio al menos dos horas antes del experimento, de acuerdo al protocolo
realizado especialmente para este proyecto de investigacion CBA# 0502 FMUCH
(adjunto en el anexo), aprobado por la Comisién de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile (cada animal recibié solamente una dosis de
las drogas, las observaciones fueron efectuadas en forma ciega, aleatoria y
controladas con solucion salina). El nUmero de animales se encuentra justificado
por la necesidad de obtener resultados estadisticamente validos (p<0.05) vy se
deja constancia que, basandose en las normas éticas internacionales que rigen
este tipo de experimentacién, el numero de animales utilizados fue el minimo

estrictamente necesario, para un correcto analisis estadistico.

Figura 6. Ratones machos de la cepa CF/1, Mus musculus.



4.1 Justificacion del uso de animales y de la especie en particular.

No existen otros modelos alternativos para el estudio del dolor, es imposible
estudiar reacciones dolorosas en modelos computacionales, en células aisladas o
en tejidos de cultivo, el dolor como se describié anteriormente en este documento

es una reaccion compleja y dificil de interpretar.

Se utiliza esta especie animal por su facilidad de manipulacién para la
administracion de drogas, acompafiados de un bajo costo econdmico y excelente
exactitud en cuanto a la reproduccion de los resultados, ademas los modelos
algesiométricos utilizados que seran descritos estan disefiados para animales

pequeiios como roedores.

4.2 Procedimientos previos realizados a los animales.

Los ratones fueron trasladados desde el vivero perteneciente al Programa
de Farmacologia Molecular y Clinica, hasta el laboratorio de Estudio del Dolor del
Programa de Farmacologia, los ratones se aclimataron por lo menos 2 horas al
ambiente de laboratorio (Fig. 7), tiempo que ha sido determinado y aprobado en

publicaciones en revistas ISI.

o s

Figura 7. Ratones aclimatados en recipientes disefiados para el procedimiento.



En cada sesion un grupo de 6 ratones, sometido a ligera restriccion manual,
fue inyectado via intraperitoneal, por medio de una jeringa de tuberculina de
1mL con aguja de 27G en un volumen constante de 10 ml/kg con uno de los
AINEs (diclofenaco, dexketoprofeno y su mezcla) en diversas concentraciones
(que estan dados por la potencia de cada uno de los AINES) y con solucion salina

al 0.9% para el caso de los grupos controles. (Fig. 8)

Figura 8. Restriccion manual para la administracién via intraperitoneal de los

AINEs o de la solucién salina al 0.9%.

4.3 Test algesiométrico orofacial de la formalina.

La evaluacion de la actividad antinociceptiva se efectuard utilizando el test
algesiométrico orofacial de la formalina que mide el dolor originado por la
estimulacion del nervio trigémino, uno de los nervios de mayor inervacion del
territorio maxilofacial. Para ello se realizard una inyeccion subcutanea de 20 uL
de una solucién de formalina al 2 % en el labio superior del animal (Fig. 10). La
inyeccion de formalina orofacial al 2% ha sido descrita en varios trabajos de

Miranda y colaboradores. %4V

Esta administracion de formalina induce un sostenido frotamiento de la
zona inyectada y un vigoroso restregamiento de la cara en el area perinasal de
manera intermitente (Fig. 11). Luego de inyectados con formalina, los ratones se

colocan en un cilindro disefiado para la observacion y se registra por medio de un



cronometro digital el tiempo total que se frotan el area perinasal durante los 5
minutos inmediatos a la inyeccion y que corresponde a la fase algésica aguda
(fase 1). Luego se registra por 10 minutos, a partir de los 20 minutos de la
inyeccion y hasta los 30 minutos, el tiempo durante el cual los animales se frotan
el labio comprometido y que corresponde a la fase inflamatoria y que mide el
dolor crénico (fase Il). No se contabiliza el tiempo entre la fase | y II debido a que
el ratén se encuentra en un periodo de quietud. “% (Fig. 9)

Fasel Fase Il
] 5min 20 30 min

Tiempo de rascado (s)
E w = @ =
= = = = =

5]
=]
L

13 § 7 9 111315 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

o
!

Tiempo (min)

Figura 9. Curso temporal del ensayo de la formalina. (Control salino (7); formalina 1 %();
formalina 2 % (=) y formalina 5 % (A).Cada punto es el promedio + EEM de al menos 6 animales.
Se aprecian los tiempos de rascado tanto en fase | (en celeste) como en fase Il (en morado), se

observa el periodo de quietud entre ambas fases. ‘%

Fig 10. Inyeccion subcutanea de 20 ulL de una solucion de formalina al 2 % en el labio

superior del animal.



Fig 11. Frotamiento de la zona perinasal post-inyeccion de formalina 2%. Izquierda con la

pata trasera; derecha, con la pata delantera.

4.4  Procedimiento posterior al protocolo experimental.

Después de realizado el protocolo experimental los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical, sin observadores no comprometidos en la
experimentacion, previa anestesia por via intraperitoneal de una mezcla de
ketamina (100 mg/kg) con xilamina (10 mg/kg) o con 50 mg/kg de pentobarbital; el
procedimiento fue realizado por un técnico con mas de 25 afios de experiencia
gue fue entrenado por un veterinario y que realizé los cursos correspondientes
para el manejo y trabajo con animales en el ISP. El procedimiento realizado es
validado por todos los comités internacionales para el estudio del dolor en

animales. 2
4.5 Evaluacion de la analgesia

El tiempo total de rascado o frotamiento (grooming) contabilizado en
segundos, se convirtio a % del maximo tiempo posible de analgesia (MPE). El
valor del MPE se obtuvo con la siguiente formula.



| Tiempo de rascado

O/OMPE _ 100- experimental ‘100 -

Tiempo de rascado
control

4.6 Estudio de lainteraccion antinociceptiva

Para la evaluacion de la actividad antinociceptiva, se construyeron curvas
dosis-respuesta del AINE administrado por via intraperitoneal (i.p.) con un minimo
de 6 animales por cada uno, de al menos 4 dosis logaritmicas. Los animales
controles fueron inyectados con solucion salina al 0.9 %. Los farmacos se
administraron via i.p. en un volumen constante, de 10 mL/kg y el test de formalina
orofacial se realiz6 30 minutos después ya que es el momento en que se
obtiene el efecto maximo de cada droga, el cual ha sido determinado en un

estudio previo. *®

4.7 Método isobologréafico de Tallarida.

Para la evaluacion de las interacciones se utiliz6 el método
isobolografico de laboratorio, en la forma descrita por Tallarida “4), que
corresponde a representaciones graficas de dosis isoefectivas para un efecto
determinado, de cada uno de los farmacos utilizados individualmente y
combinados. Este tipo de andlisis permite conocer si existe interaccion, de que

tipo y cual es su magnitud.

Para cada combinacion de las drogas se determina la dosis efectiva 50
(DE50), que corresponde a la dosis que produce el 50% del MPE. La DE50
experimental de cada farmaco, tanto para fase | como para fase Il, se calcul6

mediante el analisis de regresion lineal de su curva dosis-respuesta, que fueron



construidas utilizando el logaritmo de las dosis en la abscisa versus % MPE en la

ordenada.

La DE50 experimental de la mezcla se compard estadisticamente con la
DESO0 tedrica que representa tedricamente la adicion de simple de efectos, que se

obtiene segun la siguiente férmula:

DE50 Aditividad Teérica DE50 droga 1/ (P1 + R x P2)

Donde:

‘R Relacion de potencia entre las drogas administradas solas.
+P1 Proporcion de dexketoprofeno en la mezcla.

P2 Proporcion de diclofenaco en la mezcla.

El punto experimental resultante se grafica en un sistema de coordenadas
cartesianas que contienen una linea que conecta la DE50 de dexketoprofeno en
la abscisa con la DE50 de diclofenaco en la ordenada (linea de aditividad simple o
tedrica) (Fig. 12). La regidon del grafico donde se ubica el punto experimental
determina el tipo de interaccion. En el caso de que la interaccion sea sinérgica
(supraditiva), el punto experimental se ubica bajo la linea de aditividad. En el caso
contrario, si resultase una interaccién antagonica, el punto se ubicara sobre la
linea de aditividad, y por ultimo, si el punto se ubica en un sector cercano a la

linea de aditividad, la interaccion sera de simple aditividad.
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Figura 12. Isobolograma que ejemplifica la interpretacion de los resultados, ya

sea esta sinérgica, antagénica o de simple aditividad.

Al mismo tiempo, el programa calcula el indice de interaccion (l.I.) entre las

drogas, de acuerdo a la siguiente formula:
l.I. = DE50 experimental / DE50 te6rico

Si el valor resultante es menor que 1 corresponde a una interaccion
sinérgica; al resultar igual a 1 la interaccion es aditiva, y si es mayor que 1, es

antagonica.

4.8 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio * error estandar del
promedio (SEM) o bien como promedio con su correspondiente 95 % de limite o
intervalo de confianza (95 % LC). El analisis estadistico de los datos obtenidos en
las curvas log dosis respuestas se analizaran mediante regresion lineal por
cuadrados minimos para determinar las DES50, ya sea de los farmacos
administrados en forma aislada como de sus combinaciones. Todos los
parametros estadisticos, se calcularon con un programa computacional de
laboratorio (Pharm Tools Pro, versién 1,27, McCary Group Inc., PA USA) vy la
significacion estadistica se determind por analisis de varianza y pruebas t de

Student, considerando la significacion a un nivel del 5% (p<0,05).



49 Obtencién de la muestra

Las observaciones se realizaron en forma aleatoria, ciega simple y con un
grupo control. La eleccion de los animales para ser asignados a sus respectivos
grupos se realiz6 de forma aleatoria, por lo tanto, la muestra es de tipo

probabilistica.

El tamafio de muestra fue de 120 ratones, los cuales se dividieron en 5

grupos:

4.9.1 Grupo control salino

Los ratones fueron inyectados por via i.p. con solucion salina al 0.9%. Su
administracion fue realizada 30 minutos antes de aplicar el test algesiométrico. Se

utilizaron 24 animales.

4.9.2 Grupo diclofenaco

Los ratones fueron inyectados con diclofenaco por via i.p. con dosis de 1, 3,
10 y 30 mg/Kg. La administracion de este farmaco fue realizada 30 minutos antes
de aplicar el test algesiométrico. Para cada una de las dosis se utilizaron 6

animales.
4.9.3 Grupo dexketoprofeno

Los ratones fueron inyectados con dexketoprofeno por via i.p. con dosis de
3, 10, 30 y 100 mg/Kg. La administracion de este farmaco fue realizada 30 minutos
antes de aplicar el estimulo nociceptivo. Para cada una de las dosis se utilizaron 6

animales.



4.9.4 Grupo diclofenaco con dexketoprofeno. Fase | (fase algésica)

Los ratones fueron inyectados por via i.p. con una mezcla de la DE50 de
cada farmaco, en una proporcion fija de 1:1, administrando 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de
sus DESO0. La administracion de estas proporciones fue realizada 30 minutos antes
de aplicar el estimulo nociceptivo, y la medicién del tiempo de rascado fue
cuantificada so6lo en los primeros 5 minutos del test de la formalina (primera fase).

Para cada una de las dosis se utilizaron 6 animales.
4.9.5 Grupo diclofenaco con dexketoprofeno. Fase Il (fase inflamatoria)

Los ratones fueron inyectados por via i.p. con una mezcla de la DE50 de
cada farmaco, en una proporcion de 1:1, administrando en 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de
sus DE50. La administracion de estas proporciones fue realizada 30 minutos antes
de aplicar el estimulo nociceptivo, y la medicién del tiempo de rascado fue
cuantificada sélo en los dltimos 10 minutos del test de la formalina, entre los 20 y
30 minutos, después de la inyeccion de la formalina (segunda fase). Para cada

una de las dosis se utilizaron 6 animales.

La distribucion de los ratones en cada uno de los grupos experimentales, se

muestra en la siguiente tabla (Tabla 3):

Tabla 3. Namero total de ratones utilizados (120) y su distribucidon en cada uno de los

grupos.
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Las diversas concentraciones de los farmacos usados, tanto de diclofenaco
(1-30 mg) como de dexketoprofeno (3-100 mg), estan dadas por la potencia de
cada uno de los AINEs y fueron definidas en estudios anteriores de Miranda, H.

F. y cols. sobre sinergismo entre AINEs. ©®

5. Resultados

5.1  Grupo control

Los ratones pertenecientes al grupo control, dieron un tiempo de rascado de
la zona labial y perinasal derecha de 92.5 £2.34 segundos, para la fase | (n=8) y
de 103 + 2.24 segundos para la fase Il (n=16) (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del grupo control, en fase |y en fase Il.

crupo [ 32008
Control 0.9%
fase | fase
n 8 16
Tiempo
de
rascado | 92,5 +2,34 103 + 2,24
en
segundos

5.2 Grupo administrado con Diclofenaco




La administracion de diclofenaco, resulté en una actividad antinociceptiva
dosis-dependiente, tanto en la fase | como en la fase Il, del ensayo algesiométrico
orofacial, lo que se observa en las figuras respectivas. La DE50 en fase | resulté
ser de 4,104 + 0,203 mg/kg. (n=32) (Fig. 13), mientras que en la fase Il result6 ser

de 2,583 mg/kg + 0,293 (n=32) (Fig. 14).
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Figura 13. Curva dosis respuesta para la administracion de Diclofenaco en la fase
| del test de la formalina orofacial al 2 % en ratones. Cada punto representa el

promedio £ EEM de 6 animales.
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Figura 14. Curva dosis respuesta para la administracion, de diclofenaco en la
fase Il del test de la formalina orofacial en ratones. Cada punto representa el

promedio £ EEM de 6 animales.

5.3 Grupo administrado con Dexketoprofeno

La administracion de dexketoprofeno, resultd6 en wuna actividad
antinociceptiva dosis-dependiente, tanto en la fase | como en la fase Il, del ensayo
algesiométrico orofacial, lo que se observa en las figuras respectivas. La DE50 en
fase | resultd ser de 3,307 + 0,552 mg/kg. (n=32) (Fig. 15), mientras que en la fase

Il resulté ser de 5,128 mg/kg +0,365 (n=32) (Fig. 16).
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Figura 15. Curva dosis respuesta para la administracion de dexketoprofeno en la
fase | del test de la formalina orofacial al 2 % en ratones. Cada punto representa el

promedio £ EEM de 6 animales.



FASE Il

P

0 0,5 1 1,5 2 2,5
DEXKETOPROFENO, log mg/kg

100 ~
75

50

% MPE

25

Figura 16. Curva dosis respuesta para la administracion, de dexketoprofeno en la
fase Il del test de la formalina orofacial en ratones. Cada punto representa el

promedio £ EEM de 6 animales.

5.4 Andlisis Isobologréfico de la administraciéon  entre

diclofenaco/dexketoprofeno

La coadministracion de la mezcla diclofenaco con dexketoprofeno en
proporcion 1:1 de cada una de sus correspondientes DE5O0, resultd en una
actividad antinociceptiva dosis dependiente tanto en la fase | como en la fase Il, lo
gue se muestra en las figuras respectivamente. La DE50 en la fase | fue de 0,531
+ 0,071 mg/kg (n=32) (Fig. 17 A) y para la fase Il de 0,513 + 0,039 mg/kg. (n=32)

(Fig. 17 B).



100
75
50

% MPE

25

0 T T T 1
-1 -0,5 0 0,5 1

log DOSE, mg/kg

Figural7 B FASE I

100 +
75

50 +

% MPE

25 -

0

-1 -0,5 0 0,5 1
log DOSE, mg/kg

Figuras 17. Curva dosis (DOSE) respuesta para la coadministracion de la mezcla
Diclofenaco con Dexketoprofeno en la fase | (Figura 17 A) y Il (Figura 17 B) del
test de la formalina orofacial en ratones. Cada punto representa el promedio *

EEM de 6 animales.

Del analisis isobolografico de la combinacion de diclofenaco con
dexketoprofeno, se obtuvo como resultado una interaccion antinociceptiva de tipo
supraaditiva o sinérgica, tanto para la fase | como para la fase Il, esto se concluye

por la ubicacion del punto experimental, bajo la linea de aditividad, y con indices



de interacciéon estadisticamente menores a 1 en ambas fases: Fase |, I.I.= 0,138

(Fig. 18) y fase Il, I.I: = 0,138 (Fig. 19).
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Figura 18. Isobolograma de interaccion entre diclofenaco con dexketoprofeno , en
el test de la formalina orofacial al 2%, en la fase I. El (@) en la linea de aditividad
representa el punto de aditividad tedrica de la mezcla, y el ( O) el de aditividad

experimental, cada uno con sus correspondientes LC al 95%.
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Figura 19. Isobolograma de interaccién entre diclofenaco con dexketoprofeno , en
el test de la formalina orofacial al 2%, en la fase Il. El (@) en la linea de aditividad
representa el punto de aditividad teorica de la mezcla, y el ( O) el de aditividad

experimental, cada uno con sus correspondientes LC al 95%.

5.5 Dosis Efectiva 50

Los valores de dosis efectiva 50 (DE50) con sus respectivos errores
estandar promedio (EEM), para el efecto nociceptivo de la administracion
intraperitoneal (i.p.) de: diclofenaco, dexketoprofeno, y de su mezcla en la fase |y
Il del test de la formalina orofacial al 2% en ratones, se muestran en la siguiente

tabla (Tabla 5).

Tabla 5. Valores dosis efectiva 50 (DE50) con sus respectivos errores estandar

promedio (EEM). (* = P<0.05)



Farmacos Fase | Fase Il
4,104 = 0,203 mg/kg 2,583 mg/kg £0,293
Diclofenaco
(n=32)% (n=32)°
3,307 + 0,552 mg/kg 5,128 mg/kg 0,365
Dexketoprofeno

(n=32)°

(n=32)*

Diclofenaco/Dexketoprofeno

0,531 + 0,071 mg/kg

(n=32)°

0,513 = 0,039 mg/kg

(n=32)%

0. Discusioén

La profesion odontologica esta obligada a lidiar con uno de los sintomas
mas relevantes para los pacientes, el dolor. La mayoria de las maniobras
realizadas en la practica diaria estan dirigidas a la disminucion del dolor y
contamos ademas con una variada gama de opciones farmacologicas que de

variadas formas ayudan a eliminar el dolor.

En este estudio revisamos que la accion de los AINEs es ejercida por la
bioinhibicién de las PGs, en todas las isoformas de la COX conocidas hasta hoy
en dia. Tanto la COX-1 como la COX-2, estan implicadas juntas en la reaccion
inflamatoria y pueden contribuir al efecto de transduccion a nivel periférico, donde
la respuesta mas temprana es debido a la COX-1 y, a medida que la inflamacion
progresa, la COX-2 es la que se transforma en la fuente principal de produccion de
PGs. ®?

El test algesiométrico de formalina orofacial al 2%, estimula las fibras A- 8 y

C, eso produce como respuesta dolorosa en el animal un frotamiento de la zona



afectada (en éste caso del labio superior), en esta respuesta podemos identificar 2
fases:
e Fase |: Fase algésica aqui tenemos una estimulacién directa
de los nociceptores periféricos.
e Fase Il: Fase Inflamatoria que se produce por la sintesis de

mediadores inflamatorios. “®

De los AINEs estudiados, diclofenaco y dexketoprofeno, demostraron ser
buenos analgésicos, tanto en fase | (fase algésica), como en fase Il (fase
inflamatoria), esto demostrado en las dosis de curva y respuesta obtenidas en el
test de formalina orofacial. Esta accion demostro ser ademas dosis dependiente y
es concordante con resultados previos de trabajos realizados en diferentes AINES.
(37)

Con los valores de las DE50 podemos establecer que la potencia relativa
en Fase | es mayor para el dexketoprofeno 1,24 veces comparada con el
diclofenaco, por otro lado la potencia en Fase Il del diclofenaco resulta ser 1,985
veces mayor que el dexketoprofeno. Este resultado puede ser explicado por la
afinidad que tiene cada uno de los farmacos por inhibir las COXs, como se
mencion6 anteriormente el diclofenaco tiene mayor afinidad por la COX-2, en

cambio el dexketoprofeno tiene mayor selectividad para inhibir la COX-1. 53637

La coadministraciéon de farmacos que inducen efectos antiinflamatorios
supra-aditivos o sinérgicos, constituyen un acercamiento valido para el tratamiento
del dolor agudo o crénico con gran inflamacién, el mecanismo intimo de la sinergia
no ha sido definido con exactitud, entre las posibilidades se deben citar el
incremento de absorcion de uno de los AINEs por el otro ; aumento de afinidad,
por su receptor, inducida por uno de los farmacos en combinacion sobre el otro;
posibilidad de aumentar los mecanismos de accion de una droga por el otro, como
ser a nivel de proteina G, AMPc, etc. “® 47

Este resultado puede deberse también a la cooperatividad que existe entre
los AINEs, debido a la distinta selectividad que poseen sobre las COXs, dado que,
diclofenaco es un inhibidor preferencial de COX-2 y dexketoprofeno un inhibidor

con mayor preferencia por COX-1. Esta diferencia en el mecanismo de accion,



diferentes blancos farmacologicos pero la produccion de un efecto comun la

analgesia, concuerda con las bases generales de sinergismo entre farmacos

descritas por Chou y Berenbaum.

(46, 48)

No debemos olvidar que los AINESs tienen efecto techo, es por lo tanto muy

beneficioso buscar alternativas que permitan lograr buena analgesia con la

administracion de concentraciones reducidas de éstos farmacos y por

consiguiente una disminucion de los efectos adversos.

7. Conclusiones

Diclofenaco produce una actividad antinociceptiva que es dosis
dependiente al ser administrado por via i.p. en el test algesiométrico de la

formalina orofacial al 2 % en ratones.

Dexketoprofeno produce una actividad antinociceptiva que es dosis
dependiente al ser administrado por via i.p. en el test algesiométrico de la

formalina orofacial.

Diclofenaco posee mayor potencia analgésica en la fase Il comparada con

la fase I.

Dexketoprofeno posee mayor potencia analgésica en la fase | que en la

fase Il.

Diclofenaco posee mayor potencia analgésica que dexketoprofeno en la

fase Il o Inflamatoria.

Dexketoprofeno posee mayor accion analgésica que diclofenaco en la fase

| 0 analgésica.



La combinacién de ambos farmacos interactian en forma sinérgica en el

test de la formalina orofacial.

La coadministracion de diclofenaco con dexketoprofeno permitiria buscar
nuevas alternativas farmacolégicas para producir un mejor efecto
analgésico con menores dosis y asi también he de esperar que los efectos

secundarios sean también menores.

8. Sugerencias

Evaluar la interaccion analgésica de diclofenaco con otros AINEs y de
dexketoprofeno con otros AINES, a través del ensayo de formalina orofacial.

Evaluar la interaccion analgésica de los AINEs estudiados con farmacos

opioides, a través de distintos ensayos algesiométricos.

Evaluar si la administracion de menores dosis en conjunto de diclofenaco y
dexketoprofeno produce realmente un  aumento o disminucién de

reacciones adversas.

Segun el test algesiométrico empleado, no siempre los resultados van en un
mismo sentido, ya que las noxas son diferentes: quimicas, en el caso de la
formalina orofacial o del test de la carragenina; fisicas, como el calor en el
test de la cola del ratbn o el hot-plate; por esta razén, es necesario
corroborar los resultados obtenidos en este estudio realizando el mismo

protocolo de investigacion, pero con otros métodos algesiométricos.
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