S

UNIVERSIDAD DE CHILE e eAieiieel s
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

FACULTAD DE MEDICINA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
LABORATORIO DE FARMACOLOGIA DEL DOLOR

2
=
]
w
v}
>
)

FEACULTAD B}

\ DE CHILE )

INTERACCION ANALGESICA DE CELECOXIB Y
KETOPROFENO EN DOLOR OROFACIAL EXPERIMENTAL

SEBASTIAN ANDRES ZUNIGA QUIDENAO

TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL TITULO DE
CIRUJANO DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL
Prof. Dr. Hugo Miranda G.

TUTOR ASOCIADO

Prof. Dr. Fernando Sierralta G.

SANTIAGO, CHILE
2012



INDICE

RESUMEN. ...t 1

INTRODUGCCION. .....uiiiiii e, 3
MARCO TEORICO.......oiiiiieee e e 6
HIPOTESIS. ..., 27
OBUETIVOS. ... .o 28
MATERIALES Y METODOS.........oiiiiiieiie e, 29
RESULTADOS. ... 37
DISCUSION. ... 45
CONCLUSIONES. ..ot oo, 48

SUGERENCIAS. .. 49



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Jorge Zufiga y Marisol Quidenao por su apoyo y amor

incondicional a lo largo de mi vida.

A mi “Mami” Maria Alcarruz, por estar siempre ahi, cuando la necesite,

por su carifios y cuidados.
A toda mi familia por su apoyo, y la confianza que depositaron en mi.

A mi Polola Teresa Loyola, por su apoyo, carifio y amor que me ha

entregado y que me entrega cada dia

A mis amigos David Sandoval, quien ha estado conmigo desde 8vo
basico apoyandome y ayuddndome a crecer como persona. A Matias
Bahamondes, Hernan Pérez, Pablo Tisi, Cristian Bersezio, Francisco Araya,

Jaime Gomez, Cecilia Lillo.

A los funcionarios de la facultad, ya que sin ellos esto no seria posible,
mencionando en especial a Consuelo por su inmensa ayuda y carifios

entregados en mi desarrollo como profesional.

Quiero expresar mis mas sinceros agradecimientos a todo el equipo de
Farmacologia, por su increible disposicion para desarrollar este trabajo. Al Dr.
Hugo Miranda, por su paciencia, y a Don José y Don Alejandro por su simpatia,

calidez y entrega en la labor que realizan con los alumnos.



RESUMEN

Los AINEs son farmacos que han sido utilizados en el tratamiento tanto
del dolor agudo como del crénico. En el presente estudio se evalud la analgesia
del ketoprofeno, del celecoxib y la combinacion de ellos, farmacos que inhiben
la ciclooxigenasa 1 y 2, siendo el celecoxib un inhibidor selectivo de la
ciclooxigenasa 2 . Como método algesiométrico en este trabajo se utilizé el test
de la formalina orofacial al 2% . Para ello, se utilizaron 160 ratones Mus
musculus cepa CF/1 a los que se les inyectd solucion salina, ketoprofeno,
clecoxib y la combinacion de ellos en un volumen constante de 10 mg/kg, 30
minutos antes del ensayo algesiométrico de la formalina orofacial, este consiste
en la inyeccion de formalina en el labio superior del animal, evaluando el
tiempo de frotamiento del animal en la zona inyectada, tanto en la fase
algésica, aguda o fase I, como en la fase inflamatoria, cronica o fase Il. Luego,
se elaboré el andlisis isobologréfico para evaluar la accién combinada de

ambos farmacos.

El andlisis estadistico de los parametros relativos al presente estudio, se
expresaron como el promedio + SEM (error estandar del promedio) o con su
limite de confianza del 95% (95% L.C) y se calcularon en un programa
computacional elaborado en base a antecedentes publicados por Tallarida . La
significacion estadistica fue considerada a un nivel de 5%, a través del analisis

de varianza ANOVA y prueba de t de Student

La administracion via intraperitoneal de ketoprofeno, celecoxib y la
combinacion de estos farmacos produce un efecto antinociceptivo dosis

dependiente en ambas fases del test; la coadministracion de ketoprofeno y
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celecoxib actian de forma supraaditiva o sinérgica, resultado arrojado en el
andlisis isobologréfico. La DE50 para el ketoprofeno fue, en fase I, 4.49 mg/kg,
para fase Il fue 6.56. mg/kg; celecoxib en fase | fue 8.86 mg/kg, para fase Il
6.15 mg/kg; y su combinacién 4.05 mg/kg para la fase |, y de 1.83 mg/kg para

la fase II.

Estos hallazgos poseen relevancia clinica, ya que la combinacion de
estos farmacos disminuye la dosis a emplear sin aumentar los efectos

adversos.



|. INTRODUCCION

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable que
experimentan los individuos de manera Unica a través de la experiencia

personal, lo cual es referido y vivido en cada persona de manera diferente.

La importancia fisiologica del dolor es su funcién de preservacion de la
integridad del individuo. Es una estrategia adaptativa que le permite protegerse
de las agresiones del medio externo e interno, produciendo una reaccion del
sujeto para eliminar de manera oportuna el estimulo doloroso. Sin embargo, en
algunas circunstancias el dolor pasa de tener una funcién benéfica y se
convierte en si mismo en una patologia que debe ser suprimida para permitirle

al organismo sobrevivir (1,2).

El dolor tiene multiples causas, diversas caracteristicas anatomicas y
fisiopatolégicas, y variadas interrelaciones con aspectos psicolégicos vy

culturales.

La International Association for the Study of Pain (IASP) define el dolor como
‘una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio
tisular existente o potencial, o descrita en términos de este dafo” (1,2,3).
Esta definicidbn incorpora varios elementos: el dolor es una experiencia
individual, una sensacién, evoca una emocion y ésta es desagradable.
Habitualmente existe un estimulo nocivo que produce dafio tisular o
eventualmente lo produciria de mantenerse. Por otra parte, muchas personas
refieren dolor en ausencia de dafio tisular o causa fisiopatolégica conocida; sin

embargo, esta experiencia debe ser aceptada como dolor, puesto que no hay



manera de distinguirla de aquella debida a un dafio tisular efectivo. Otra
manera de expresar el concepto de la naturaleza subjetiva del sufrimiento, es

"dolor es lo que el paciente dice que es" (1,2).

En el manejo del dolor (pre y postoperatorio), disponemos de una amplia gama
de medicamentos. Un grupo son los conocidos genéricamente como

antiinflamatorios no esteroidales (AINES)

Los AINEs han sido ampliamente utilizados para el tratamiento del dolor agudo
y cronico, ya sea en el preoperatorio como postoperatorio médico y dental. Los
AINEs comprenden un amplio grupo de moléculas con diferentes estructuras
quimicas, pero que tienen la particularidad de poseer ciertas acciones
farmacoldgicas en comun. Sus principales propiedades son: antiinflamatoria
(por inhibicion de distintas fases en la cascada del acido araquidonico,
particularmente en la via COX2), analgésica (pudiendo incluso superar los
efectos de los opioides) y antipirética (ya que los AINEs inhiben la sintesis de
PGE2 suprimiendo la respuesta que conlleva al aumento de la temperatura
corporal). Ademas, se podria también considerar el efecto de antiagregante
plaguetario. Esta accién la cumplen el acido acetilsalicilico y otros AINEs que
inhiben la COX plaquetaria. Las caracteristicas antes mencionadas han llevado
a que estos farmacos sean ampliamente prescritos para tratar la inflamacion,

los estados de fiebre y los diferentes tipos de dolor (4).

Algunos de los farmacos que pertenecen a este grupo tienen ciertas
propiedades mas acentuadas, mientras que otros las poseen en forma
equivalente. Como consecuencia de este mecanismo de accion comun,

también comparten algunas reacciones adversas a medicamentos (RAMs) al
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inhibir en mayor o menor grado las COXs. Hasta el momento se han descrito
tres isoformas de COXs, las cuales son: COX-1, COX-2 y COX-3. Si bien su
estructura es similar, se diferencian en cuanto a sustratos, ubicacién

intracelular y selectividad de sus inhibidores (4).

Existe un grupo de AINES inhibidores selectivos de la COX-2, dentro de los
que se encuentra el celecoxib, que forman parte de una nueva generacion de
farmacos que, manteniendo sus beneficios terapéuticos, intentan disminuir los
diferentes efectos indeseables descritos, entre los que destacan los

gastroerosivos. (5,6).

La investigacion basica esta generando gran cantidad de informacion en lo que
se refiere al conocimiento del sistema nociceptivo. En gran medida, estos
avances se producen como consecuencia de la utilizacion de los modelos
animales de dolor. Aungue no se puede conocer las sensaciones de un animal,
ya que éste no las puede comunicar, se pueden estudiar las reacciones de

éstos ante estimulos nocivos de diversa naturaleza (1).

El objetivo de este trabajo, es, por tanto, evaluar la interaccidon antinociceptiva
de ketoprofeno y celecoxib en dolor orofacial experimental, utilizando el test de

la formalina al 2% en ratones.



Il. Marco Teérico

1. Dolor:

El dolor ha sido una experiencia compafiera a lo largo de toda la historia de la
humanidad, la que se ha tratado de erradicar de las mas distintas formas. En la
actualidad, seguimos combatiendo esta desagradable sensacién, que como

odontodlogos afrontamos diariamente en nuestra practica profesional.

El término 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, o descrita en términos de ese
dafo” (1). En circunstancias fisiologicas tiene una funcion protectora,
desencadenando reacciones e induciendo comportamientos para evitar
posibles dafios. Sin embargo, existen patologias en que el dolor deja de ser un
signo de alerta y se convierte en el sintoma principal de la enfermedad. La
sensacién de dolor es considerada una experiencia subjetiva y desagradable,
que se complementa con experiencias fisicas, psicolégicas y sociales del
individuo, resultando una percepciéon individual y subjetiva (2,7). En esta
definicion el término potencial indica que si el dolor se mantiene por un tiempo

prolongado, la permanencia de la noxa provocara un dafio tisular efectivo (8).

Actualmente, entendemos el dolor como la integracion de tres componentes:

e Un componente sensitivo, que hace referencia al impulso

desencadenado desde los receptores periféricos de dolor.

e Un componente cognitivo, que se relaciona con el aprendizaje cultural,

entorno social y experiencias previas respecto al dolor.



e Un componente emotivo-afectivo, que hace referencia a las
emociones frente a un impulso doloroso y la manera en que éstas

puedan influir en la interpretacion del mismo. (1)

2. CLASIFICACION DEL DOLOR.

Existen varias clasificaciones de dolor, siendo las mas usadas en el campo
odontoldgico, segun duracién o evolucion y segun discriminacion espacial,
debido a que tienen implicaciones de tipo diagndstico y terapéutico. Entre ellas

tenemos:

2.1 Segun duracién o evolucion:

Dolor agudo: es aquel que comprende el lapso estimado para que los tejidos
sanen, considerandose como norma un tiempo méaximo de 3 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 iniciando los procesos de reparacion.

Dolor crénico: es aquel que persiste mas alla del tiempo necesario para que
los tejidos sanen, incluso posterior a la eliminacion de la causa. 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 tipo de dolor constituye un
problema de salud publica, debido a los problemas que genera a quien lo
padece en términos de calidad de vida, capacidad para desenvolverse en el
medio, ausentismo laboral, etcétera (1).

2.2 Segun caracteristicas somatosensoriales o discriminacion espacial:
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Dolor epicritico: es superficial, de localizacion precisa y delimitada por el
paciente, quien lo puede describir como punzante, lacerante, quemante,

opresivo o fulgurante.

Dolor protopético: 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 (1).

2.3 Segun fisiologia:

a) 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

dafinos.

b) Dolor inflamatorio: es generado por la existencia de una lesion tisular, la
cual conduce a un estado inflamatorio, con la consecuente liberaciéon de

mediadores quimicos y una activacion permanente de las vias nociceptivas.

c) 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 y

alodinia :dolor producido por un estimulo que normalmente no lo produce (1,2).

3. NEUROFISIOLOGIA DEL DOLOR

El componente fisioldgico del dolor se denomina nocicepcidén que corresponde

al proceso de transduccidn, transmision y modulacion de las sefiales nerviosas
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que se generan en respuesta a un estimulo nocivo y que son enviadas al

sistema nervioso central :SNC, (9,10).

Para entender la fisiologia del dolor se deben conocer previamente las

estructuras periféricas, centrales y las sustancias moduladoras involucradas.

Para percibir el dolor debe estar presente:

[J Una estructura periférica que actlie como receptor.

[J Una sinapsis en la médula espinal.

[J Vias de conduccion desde la médula espinal hasta los centros superiores

como bulbo, diencéfalo y corteza

[1 Vias descendentes desde los centros superiores: corteza, talamo y nucleos

reticulares a la médula. (1, 9)

La propagacion del dolor es iniciada con la activacion de receptores de dolor,
llamados nociceptores los cuales son receptores no encapsulados periféricos
de una neurona bipolar cuyo cuerpo neural se encuentra en el ganglio raquideo
de la raiz dorsal que por medio de neurotransmisores envian mensajes hacia la
via central, distribuidos en distintos tejidos a través de todo el organismo, son
considerados de adaptacion lenta, es decir, que envian sefales eléctricas
mientras persiste el estimulo, estos pueden ser de origen mecanico, térmico y
guimico. También existen los nociceptores polimodales, que responden a mas

de un tipo de estimulo (1, 7, 14).

Los nociceptores responden directamente a estimulos lesivos o también de

forma indirecta, al responder a sustancias liberadas por el tejido lesionado
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(histamina, bradicinina, etc), o alteraciones metabdlicas, como baja de pH, y
aumento de concentracion de ciertos iones, es por esto que los nociceptores

pueden ser considerados quimioceptores (2, 7, 9).

Corteza

Estimulo
Nocivo

Nociceptor

Figura 1. Representacion esquematica de los eventos del proceso nociceptivo.

Modificada del Curso de Neurologia, IASP. Peru. 2006.

El sistema nociceptivo es dual, y la sensacién de dolor que se
experimenta llega al SNC por medio de dos tipos de fibras, Ad y C. Las fibras
Ad son mielinizadas y de conduccion rapida, responde a estimulos mecéanicos y
térmicos, lo cual se correlaciona con el dolor agudo, su didmetro es de 1,0 a
5,0 micrones. Las fibras C son amielinicas y de conduccion lenta, son
polimodales (pueden transmitir ademas del estimulo nociceptivo, sensaciones
térmicas en todo su rango, tactiles o de presion), se correlaciona con el dolor

cronico proveniente de estimulos que son fundamentalmente de naturaleza
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quimica, su didmetro es de 0,3 a 1,5 micrones. Las fibras Ad y C terminan en
neuronas de segundo orden en el cuerno dorsal de la médula espinal, donde
los neurotransmisores secretados por las fibras aferentes primarias, para la
sensacién dolorosa son la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la

calcitonina :CGRP (11,12,13).

La via general del dolor es la termoalgesia, que es la via que conduce el dolor y
la temperatura. Una vez que las fibras nociceptivas entran en la médula espinal
hacen sinapsis en el asta posterior, a través de sefiales quimicas mediadas por
aminoécidos y neuropéptidos excitatorios e inhibitorios. Estos son producidos,
almacenados y liberados en los terminales de aferencias primarias,
interneuronas del asta dorsal y terminales de fibra descendentes del sistema
supraespinal, en resumen tras el proceso de activacion de los nociceptores
periféricos; es en la médula donde se modulan las respuestas nociceptivas a
través de las fibras Ad y C que terminan a nivel superficial del asta dorsal de la
médula (15,16). El asta dorsal de la médula espinal permite el primer nivel de
integracion en el SNC y su modulacién por las interneuronas espinales, dirige
la informacion a través de las vias ascendentes y, finalmente, permite la

elaboracién de respuestas reflejas, tanto vegetativas como motoras (16).

Desde el punto de vista neurofisiolégico, dos grupos de neuronas son activadas
en el asta dorsal por las mismas fibras, por tanto, es necesario precisar que la
organizacién espacial de las neuronas es importante en la codificacién de los
mensajes y depende también de la intensidad del estimulo para la activacion:
de las neuronas especificas que son activadas por estimulos nociceptivos

propiamente tal y las neuronas de rango dinamico o de convergencia que
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tienen la capacidad de activarse ante estimulos nociceptivos y no nociceptivos

(15,16).

Las vias ascendentes estan constituidas por tres haces que llegan al tdlamo,
desde donde son proyectados a distintas zonas del cerebro. Uno de ellos, el
haz neoespinotalamico, que hace sinapsis en nucleos especificos del talamo:
ventral-posterior y posterolateral y de alli con la corteza somatosensorial, cuya
funcion es entregar la ubicacién topogréfica del dolor. Un segundo haz, el
paleoespinotaldmico, el cual se proyecta junto al neoespinotaldmico en forma
bilateral a los nucleos inespecificos del tdlamo, mediales e intralaminares,
luego se proyecta a la corteza frontal donde se conecta con el sistema limbico,
hipotalamo, ganglios basales, constituyendo la evaluacion cualitativa del dolor
(1,17). Finalmente, el haz espinorreticulotaldmico que corresponde a la
comunicacién mas directa entre la médula espinal y la formacion reticular. La
formacion reticular desempefia un papel importante en los mecanismo
nociceptivos, siendo sus principales funciones: desencadenar los mecanismo
de alerta, contribuir a la actividad neuronal de los aspectos motivacionales y

afectivos del dolor y participar en reflejos somaticos y autonémicos motores (1).
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“—h. necespinotaldmico

h. palecespinotaldmico
h. espinorreticulotaldmico

Figura 2. Representacion esquematica de las vias nociceptivas aferentes (10).

3.1 Nocicepcion a nivel facial.

Los impulsos nerviosos que codifican el dolor a nivel orofacial, se originan
principalmente en la distribucion periférica sensorial de cuatro nervios
craneales: el nervio trigémino (V par), y en menor medida el nervio facial (VII
par), glosofaringeo (IX par) y vago (X par). Y también en la terminacién de los
tres nervios cervicales superiores. En toda esta region existen fibras
nociceptivas Ad y C, pero son especialmente abundantes en la pulpa dental.
Algunas penetran en los tubulos dentinarios y la caries dental las deja
expuestas, junto con otros nervios de la pulpa, a los estimulos que provocan
dolor. Es probable que el dolor sordo producido por la inflamacion de la pulpa
se deba a la actividad de las fibras tipo C. La hipersensibilidad de los dientes,
caracterizada por dolor agudo, corresponde a la activacion de las fibras Ad
(18). El V par, es un nervio mixto, contiene fibras sensitivas (aferentes) y
motoras (eferente). Posee un gran ganglio (trigeminal) que da lugar a tres

ramas principales: V1 oftdlmica; V2 maxilar y V3 mandibular. Su porcion
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sensorial transmite el tacto, dolor, temperatura, y propiocepcion de: la cara,

musculos faciales y masticatorios, de la articulacion temporomandibular y

cavidad bucal (fig. 2).
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Fig. 3 Via de nocicepcion trigeminal. Extraida de Atlas de Neurofisiologia de F.

Netter.

El nervio trigémino, posee 3 nulcleos sensitivos: Nucleo Sensitivo

Principal, Nucleo Mesencefalico, Nucleo Espinal. En este ultimo, se reconoce;

una unidad superior, correspondiente al Subnudcleo Oral, que al igual que el

nucleo sensitivo principal estéd encargado de la sensibilidad tactil discriminativa;
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y otra unidad inferior, correspondiente al Subnucleo Interpolar y al Subnucleo
Caudal que es el que resume tanto la sensibilidad tactil no discriminativa y de

presion, como la sensibilidad térmica y dolorosa del territorio cefalico.

En el ganglio trigeminal se encuentra 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 nacleo espinal
trigeminal ipsilateral, llevando la informacion nociceptiva orofacial hacia los

respectivos nucleos sensoriales del encéfalo, a través de las fibras Ad y C.

Las neuronas de segundo orden del ndcleo sensitivo principal (porcién
dorsomedial/ventrolateral) se encargan de relevar la informacion del tacto
discriminativo de la cabeza hacia el nucleo ventral posteromedial (VPM). Los
axones derivados de su porcién ventrolateral llegan al VPM contralateral junto
con fibras procedentes del ndcleo espinal (caudal) conforman el fasciculo
trigeminotalamico anterior. Las neuronas de la division dorsomedial del nacleo
sensitivo principal inervan el VPM ipsilateral por medio del fasciculo
trigeminotalamico posterior. El nacleo mesencefalico contiene células de origen

que participan en la propiocepcion (18).

Las fibras que transmiten el dolor, temperatura y tacto general,
descienden formando el fasciculo trigéminoespinal. Esta udltima via que
contiene fibras tanto facilitatorias como inhibitorias junto con su ndcleo, se
extiende desde la union de la protuberancia y el bulbo hasta los segmentos
mas altos (C2 o C3) de la médula espinal. En el tracto espinal del trigémino, se
unen las fibras aferentes somaticas del resto de los pares craneales, que

aportan informacion nociceptiva. Las fibras nociceptivas llegan al subnucleo
18



caudal, que recibe también fibras de los segmentos cervicales superiores. En el
ndcleo espinal, se produce la sinapsis con la segunda neurona, cuyo axén se
cruza y asciende (fasciculo trigeminotalamico anterior), enviando colaterales a
la formacion reticular, para terminar en los nucleos de tdlamo (VPM), posterior
e intralaminares. Desde alli, la informacién va al &rea sensitiva primaria de la
corteza, sector 1, 2, 3 de Brodman y a otras estructuras corticales y
subcorticales como 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 circunvolucién cingular, que es parte del
sistema limbico, relacionada con el procesamiento efectivo y emocional del

dolor (19).

4. TRATAMIENTO DEL DOLOR.

Dentro de la amplia gama de farmacos terapéuticos, existen agentes
capaces de inducir efectos selectivos en la inhibicién de la neurotransmision
dolorosa. Los farmacos mas importantes en el tratamiento farmacoldgico del

dolor son:

[J Anestésicos locales.

[1 Analgésicos opioides.

[1 Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINES).

[1 Co-analgésicos: en forma sucinta, los co-analgésicos son un grupo de
farmacos cuyo proposito original era otro distinto a eliminar el dolor. Asi pues,
se utlizan la mayoria de las veces, para tratar sintomas que pueden

acompanfar al proceso doloroso (insomnio, depresion, ansiedad) en cuadros
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como el “sindrome del miembro fantasma” o en neuralgia post-herpética.
Farmacos que pueden entrar en este grupo son: antidepresivos triciclicos (ej.
Amitriptilina,  nortriptilina), anticonvulsivantes (ej: carbamazepina), los
corticoesteroides (ej. prednisona) y los inhibidores selectivos de la recaptacion

de la serotonina (16, 20).

4.1 Analgésicos antiinflamatorios no esteroidales

Son los antiinflamatorios mas utilizados en la actualidad, constituyendo
un conjunto de farmacos que presentan accién similar, pero que pertenecen a

diferentes familias quimicas (tabla 1).

Los antinflamatorios no esteroidales (AINEs) abarcan un amplio grupo
de moléculas que pertenecen a diferentes estructuras quimicas, pero que

tienen la particularidad de poseer ciertas acciones farmacoldgicas en coman.
Sus principales propiedades son:

-Antiinflamatoria: por inhibicion de distintas fases en la cascada del &cido

araquidénico, particularmente en la via COX2.
- Analgésica: pudiendo incluso superar los efectos de los opioides.

- Antipirética: ya que, los AINEs inhiben la sintesis de PGE2 suprimiendo

la respuesta que conlleva al aumento de la temperatura corporal.

Actualmente se podria también considerar el efecto de antiagregante
plaquetario. Esta accion la cumplen el acido acetilsalicilico y otros AINEs que

inhiben la COX plaquetaria
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Grupo farmacologico

Farmaco prototipo

1) Acidos

A) salicilico

B) endlico
i) Pirazolonas
i) Pirazolidindionas
iif) Oxicams

C) Acético
i) Indolacético
ii) Pirrolacético
iif) Fenilacético

D) Propidnico

E) Antranilico

2) No Acidos
A) Sulfoanilidas
B) Paraaminofenoles

3) Inhibidores especificos de la
COX-2

Acido acetilsalicilico

Metamizol
Fenilbutazona

Piroxicam, meloxicam

Indometacina

Ketorolaco

Diclofenaco

Dexibuprofeno, Ibuprofeno,
Ketoprofeno, Dexketoprofeno,
Naproxeno

Acido mefenamico, clonixinato de

lisina

Nimesulida

Paracetamol

Celecoxib
Rofecoxib
Valdecoxib

Parecoxib

Tabla 1. Principales grupos de AINESs. (21)
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Las caracteristicas antes mencionadas han llevado a que estos
farmacos sean ampliamente prescritos para tratar la inflamacién, los estados

de fiebre y los diferentes tipos de dolor (23).

Los AINEs actian inhibiendo de manera competitiva y reversible a las
ciclooxigenasas (COXs), con excepcion de la aspirina, estas enzimas son las
responsables de la transformacién de acido araquidénico en prostanoides. Para
que ocurra la sintesis de prostaglandinas (PGs) debe existir dafio a nivel de la
membrana celular, con esto la enzima fosfolipasa A2, es activada por
citoquinas inflamatorias produciendo degradacién de los fosfolipidos de la
membrana, generando acido araquidonico. Este ultimo al metabolizarse forma
por una parte leucotrienos mediante la accion de lipooxigenasa, y por otra

prostaglandinas y tromboxano a través de enzimas COXs (24,25).

Las COXs convierten mediante oxigenacion el acido araquidonico en
prostaglandina G2 (Pg G2) y prostaglandina H2 (PgH2). Estas prostaglandinas
posteriormente son transformadas por enzimas isomerasas, las que convierten
PgH2 en diferentes prostaglandinas bioldgicamente activas: prostaciclina,
tromboxano A2 y prostaglandinas D2, E2 y F2a, llamados genéricamente
prostanoides (25, 26, 27). Existen tres isoformas de las COXs codificadas por
distintos genes, COX-1, COX-2 y COX-3. La COX-1 es definida como una
enzima constitutiva. Esta presente en casi todos los tejidos cumpliendo
diferentes funciones, como la sintesis de PGs citoprotectoras de la mucosa
gastrica, contraccion de musculatura lisa, homeostasis vascular y funcién renal.
La COX-2 es principalmente expresada por células que estan comprometidas

en el proceso inflamatorio. En los inicios de la individualizaciéon de COX-2 se
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pensé que era una enzima que solo se inducia durante el proceso inflamatorio,
es decir, que su presencia se debia a un determinado estado mérbido y que en
condiciones normales, no estaba presente, motivo por el cual se le acufi6 el
término de COX-2 inducida. No obstante, esta enzima cumple un rol fisiolégico
importante expresandose en forma constitutiva en el rifién, cerebro, huesos y
endotelio vascular, aunque es indudable que en los cuadros inflamatorios hay
una mayor produccion de COX-2, como también de COX-1. Por lo tanto, usar
un inhibidor especifico de la COX-2 durante un periodo prolongado y sin control
debido, puede provocar algun tipo de iatrogenia importante (1, 2, 25). La COX-
3 es muy similar a COX-1, pero conserva el intron 1, siendo de esta manera su
secuencia aminoacidica mas larga. Su funcién exacta aun no esta totalmente
definida, pero se relaciona con el dolor, la fiebre e inflamacion. Se encuentra
principalmente en pulmén, corazén, sistema nervioso central y en algunos

tejidos periféricos (1, 2).
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olaguetario v vasodilatacion

Figura 4. Secuencia de la sintesis de eicosanoides. (30).

La mayoria de los AINEs inhiben de manera no selectiva, tanto a la
isoforma COX-1, como la COX-2. La inhibicion de la COX-2, es la principal
responsable de las reacciones antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas de
los AINEs y por la inhibicion simultanea de la COX-1, se sumarian las
reacciones adversas(30). Estos potenciales efectos secundarios, llevaron al
desarrollo de los inhibidores selectivos de la COX-2 (coxibs), pero estudios
sobre modelos de dolor agudo demostraron que los inhibidores selectivos de la
COX-2 no presentan una mayor eficacia que los no selectivos, ademas de
contribuir a una mayor prevalencia de morbilidad cardiovascular (22). Esto se

da en contraposicion con ciertos beneficios tales como la no produccion de
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Ulceras gastricas, efectos ligeros sobre agregacion plaquetaria y un incremento

en la duracién de los analgésicos convencionales (fig. 5) (25, 26).

Hipotalamo Fiebre

PGE,COX-3

)

Cél. endatelial
COX-3

PGs COX-1
PGs COX-2

Fig. 5. Mecanismo de accién de las PGs, en un proceso febril.

Tomada de Chandrasekharan NV, Dai H, Lamar Turepe Roos K, et al. PNAS

99:13926-31, 2002.

La cinética compartida por los AINESs, incluye la buena absorcién via oral
y el alto porcentaje de union a proteinas plasmaticas, caracteristica importante
a la hora de prescribir AINEs. Los AINEs son eliminados por inactivacion

hepatica (sistema citrocromo P450) y excrecion renal (28).

4.1.1 Principales reacciones adversas de los AINEs

Los AINEs tienen una serie de efectos indeseados como consecuencia de
acciones farmacodinamicas expresadas por todos aquellos sistemas en los que

las prostaglandinas cumplen funciones fisiolégicas. La mayoria se presentan en
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individuos que consumen o han consumido estos farmacos por periodos

prolongados de tiempo (consumos cronicos) (29, 30).

El dafio al aparato digestivo que generan dichos farmacos puede surgir de dos
mecanismos diferentes: uno de ellos, es que la irritacion local de las sustancias
ingeridas permite la difusién retrégrada del acido al interior de la mucosa
gastrica y la induccién de dafo tisular, y por otro lado, la administracién
parenteral del farmaco puede ocasionar dafio y hemorragia, en relacion con la
inhibicibn de la biosintesis de las prostaglandinas que actian como
citoprotectores de la mucosa estomacal. En general, la toxicidad
gastrointestinal se agrupan en: dispepsia, lesiones en mucosa visibles a
endoscopia y perforaciones de la mucosa o ulceras sangrantes (31, 32). Otras
RAMs (Reacciones adversas a medicamentos) de estos farmacos, incluyen
perturbaciones de la funcion plaquetaria, prolongacion de la gestacion o trabajo
de parto espontaneo y cambios en la funcion renal. La funcidn plaguetaria 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 farmacos

de este tipo a prolongar el tiempo de sangria (30, 33).

Otros efectos no deseados, se pueden expresar por signos o sintomas
qgue incluyen desde una rinitis, edema angioneurotico, urticaria generalizada y
asma bronquial, hasta edema laringeo, broncoconstriccién, hipotension y

shock.
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4.1.2 Ketoprofeno.

El ketoprofeno, es un farmaco racémico, corresponde al grupo de los
AINES derivados del acido arilpropibénico, presentando ventajas notables con
respecto a la aspirina e indometacina en muchos enfermos, ya que son mejor
tolerados. Los estudios en humanos sefialan que los derivados del &cido 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 funcion plaquetaria y prolongan el tiempo de sangrado.(30)

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, aunque suelen ser menores que
con el uso de aspirina. El ketoprofeno comparte las propiedades
farmacoldgicas de otros derivados del acido propionico, es un AINE derivado
de éste, relacionado con el ibuprofeno, y el naproxeno. Inhibe la actividad de la
prostaglandinas y de los tromboxanos a partir del acido araquidénico. Los
efectos analgésicos pueden implicar bloqueo de la generacion del impulso
doloroso mediante una accién periférica por inhibicion de la sintesis de
protaglandinas. Esta indicado en artritis reumatoidea; osteoartritis; dolor leve a

moderado; dismenorrea; inflamacion no reumatica (34).
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Figura 6: Estructura quimica del ketoprofeno (35)

4.1.2 Celecoxib

Los inhibidores selectivos de la COX-2 forman parte de una nueva
generacion de farmacos pertenecientes a la familia de los AINEs que,
manteniendo sus beneficios terapéuticos, intentan disminuir los diferentes
efectos indeseables descritos, entre los que destacan los gastroerosivos,

renales, y efectos coagulantes.

Los coxibs son farmacos de disefio, surgidos de programas de desarrollo sobre
la base del conocimiento de las diferencias entre COX-1 y COX-2, presentan
alto grado de selectividad sobre la COX-2 y son los que han generado mayor

interés (36).

Las principales indicaciones son en patologias articulares, Patologias artriticas

y reumaticas. Artritis reumatoidea. Osteoartritis.

Las principales RAMs de este farmaco son gastrointestinales: dispepsia,
constipacion, epigastralgias, nauseas y vomitos. Dermatologicos: rash cutaneo,

dermatitis, xerosis, urticaria, prurito, edema facial. Sistema nervioso: cefalea,
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mareos, parestesias, Vvértigo, calambres, nerviosismo. Respiratorio: tos,
broncospasmo, disnea. Metabolico: anormalidades del funcionamiento hepatico
con elevacion de las transaminasas (SGOT y SGPT), aumento de la fosfatasa
alcalina, creatinina, glucemia, y colesterol que se normalizan con la suspension
o continuidad del tratamiento. Generales: astenia, sofocacion, sindrome gripal,

precordialgias, edemas periféricos y facial, ansiedad, taquicardia (4,38),

Se han documentado mediante historia clinica el primer caso de anafilaxia
atribuible a celecoxib, obteniendo, sin embargo, pruebas cutaneas negativas a
dicho farmaco (37). Ademas se report6 el primer caso de anafilaxia a celecoxib
en una paciente de 56 afios, que al igual que en el caso anterior presentd

pruebas cutaneas en prick negativas a dicho farmaco. (38).

HH;
g
&
]
=
W—F,
e,
EH

Figura 7: Estructura quimica del celecoxib (37).
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5. INTERACCION DE FARMACOS

La coadministracion de dos farmacos, generalmente con diferente
mecanismo de accion, pero con similar efecto, pueden generar las siguientes

alternativas de interaccion:

] Aditivos: el efecto obtenido corresponde a la simple suma de los efectos que

produce cada uno de los farmacos por separado.

[1 Subaditivo o Antagdnico: el efecto que se obtiene corresponde a un efecto

menor que la suma de la actividad de cada farmaco por separado.

[1 Supraaditivo o Sinérgico: el efecto obtenido es significativamente mayor que

la suma de los efectos de cada farmaco por separado.

La farmacologia al realizar combinaciones de preparados, en general, busca
interaccidn de tipo sinérgica, ya que esta asociacién permitiria disminuir las
dosis de cada farmaco reduciendo asi sus RAMs, sin minimizar el efecto

deseado (39)
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[ll. HIPOTESIS

La administracion intraperitoneal (i. p.) de celecoxib en combinacion con
ketoprofeno produce la antinocicepcion sinérgica, en el ensayo algesiométrico

de la formalina orofacial.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la actividad antinociceptiva de celecoxib, ketoprofeno y de su

combinacion en ensayo algesiométrico de la formalina orofacial en ratones.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la antinocicepcién inducida por la administracién i.p. de celecoxib en

el test orofacial

- Estudiar la analgesia producida por la administracién i.p. de ketoprofeno en el

ensayo de la formalina orofacial.

- Estudiar el tipo de interaccion analgésica al administrar la combinacon de

celecoxib con ketoprofeno en el mismo test.
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V. MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratones (Mus musculus) machos de la cepa CF/1 de 28 a
30 g de peso (fig.8). Los animales fueron aclimatados al ambiente del
laboratorio al menos dos horas antes del experimento, de acuerdo al protocolo
CBA N° 238 y 455 FMUCH (ver anexos 1 y 2) aprobado por la Comision de
Etica de la Facultad de Medicina (cada animal recibe solamente una dosis de
las drogas, las observaciones fueron efectuadas en forma ciega, en relacion a
los farmacos, aleatoria y controladas con solucién salina). Se deja constancia
que, basandose en las normas éticas internacionales que rigen este tipo de
experimentacion, el numero de animales utilizados fue el minimo estrictamente
necesario, para un correcto andlisis estadistico. Los animales se sacrificaron
después del experimento mediante dislocacion cervical, por personal

experimentado.

El nidmero total de la muestra fue de 160 ratones, separados en grupos de 8
ratones para cada una de las 4 dosis administrada de celecoxib, ketoprofeno y
su combinacion. En total para cada farmaco se utilizaron 32 ratones y para la
combinacion de ellos 64 ratones. La evaluacion de la actividad antinociceptiva
se efectud utilizando el test de la formalina. Las drogas disueltas en solucién
salina fueron ketoprofeno (3, 10, 30, 100 mg/Kg), celecoxib (6.25,12.5,25,50
mg/Kg) y la combinacién de ellos (6.18, 3.3, 1.54, 0.77 mg/kg en fase 1); (3.93,
1.96, 0.98, 0.49 mg/kg en fase Il), estos se administraron via intraperitoneal
(i.p) (fig. 8), en un volumen constante de 10 mi/kg, 30 minutos antes del ensayo
algesiométrico, ya que existen evidencias previas que demuestran que es el

tiempo en que se alcanza el efecto analgésico maximo(40,41). Los animales
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utilizados como grupo control fueron tratados con solucion salina al 0.9% i.p, 30

minutos antes del ensayo algesiométrico. Se incluyeron, 2 ejemplares en cada

grupo experimental. Ver tabla 2.

Tabla 2: Resumen de concentraciones de farmacos administradas y numero

total de ratones por grupo utilizados.

FARMACO DOSIS (mg/kg) N° RATONES (n)
SALINO (control) 0.9% 32
KETOPROFENO 3, 10, 30, 100 32
CELECOXIB 6.25,12.5,25,50 32
KETOPROFENO CON | 1.95,3.9,7.8,15.6 32
CELECOXIB (fase I)

1.2,2.4,4.97,9.94 32

(fase 1)
TOTAL 160

Figura 8. Inyeccion intraperitoneal de farmacos, en ratbn Mus musculus de la

cepa CF/1
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1. TEST DE LA FORMALINA OROFACIAL

La evaluacion de la actividad antinociceptiva se efectué utilizando una
modificacion del test algesiométrico orofacial de la formalina de Luccarini y
cols. (43), que mide el dolor originado en la estimulacion del nervio trigémino,
uno de los nervios de mayor inervacion del territorio maxilofacial. Se uso la
concentracion de formalina al 2 %, debido a que esta concentracion permite
una mejor discriminacion del efecto analgésico, sin alterar significativamente la
actividad motora del animal. Para ello se realiz6 una inyeccion subcutdnea de

20 pL de solucion de formalina al 2 %, en el labio superior derecho del animal

(fig. 9).

Figura 9. Inyeccion subcutanea de formalina en el labio del ratén

La inyeccion induce un sostenido frotamiento de la zona inyectada y un
vigoroso restregamiento de la cara en el area perinasal, con alguna de sus
extremidades. Esto da lugar a un comportamiento que representa una

respuesta dolorosa que puede ser dividida en 2 fases:

[0 Fase |. fase algésica aguda o temprana, los nociceptores reciben

directamente la irritacion quimica provocada por la formalina. Comienza en el
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minuto O (inmediatamente después de realizada la inyeccion con formalina) y

termina al minuto 5 (44).

[ Fase lI: Fase inflamatoria o tardia, debida a la organizacién de un foco
inflamatorio en el sitio de la injuria con la consecuente sensibilizacion central y
periférica. Comienza al minuto 20 de realizada la inyeccion y termina al minuto

30 (44),

Los ratones se colocaron en un cilindro disefiado para la observacién
(fig. 10) y se registré por medio de un cronémetro digital el tiempo total que se
frotaron el area perinasal, durante los 5 minutos inmediatos a la inyeccion (fase
). Luego, se registré por 10 minutos, a partir de los 20 minutos de la inyeccién
y hasta los 30 minutos, (fase Il). Los resultados se expresan en segundos de
frotado en cada intervalo de tiempo medido en cada fase. No se contabilizo el
tiempo entre la fase |1 y I, debido a que el ratén se encuentra en un periodo de

quietud (39).

Figura 10. Cubiculo de observacion
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2. EVALUACION DE LA ANALGESIA

El tiempo total de frotamiento (grooming) en cada periodo (en segundos), se
convirtio a % del méaximo tiempo posible de analgesia (MPE). El valor del MPE

se obtuvo de acuerdo a la siguiente férmula:

tiempo de rascado experimental
WMEP = 100 — [( , )>< lﬂﬂ}
tiempo de rascado contral

Para la evaluacion de la actividad antinociceptiva, se construyeron curvas
dosis-respuesta en 8 animales por dosis, usando para celecoxib, via i.p.,
6.25, 12.5, 25,y 50 mg/kg y para ketoprofeno 3, 10, 30, 100 mg/ kg). Los
animales controles fueron inyectados con solucién salina al 0.9 %, durante el
desarrollo del protocolo. Los farmacos se administraron i.p. en un volumen
constante, de 10 mL/kg y el ensayo de la formalina se realiz6 al momento de
obtener el efecto méximo de cada droga, el cual fue determinado previamente.
Luego, se determind la dosis efectiva 50 (DE50) de celecoxib y ketoprofeno,
que es la dosis que produce el 50% del efecto maximo posible. La DE50 de
cada farmaco, tanto para fase | como fase I, se calcul6 mediante el analisis de
regresion lineal de las curvas dosis-respuesta, que fueron construidas
utilizando el logaritmo de las dosis en la abscisa versus el maximo efecto

posible (% MEP) en la ordenada.
3. ESTUDIO DE LA INTERACCION ANTINOCEPTIVA

Para la evaluacion de la interaccion antinociceptiva de celecoxib y ketoprofeno,
se construyeron curvas dosis-respuesta de la coadministracion de celecoxib

con Kketoprofeno, en dosis combinadas de: 1/2,1/4,1/8,1/16 de sus
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correspondientes valores de DESO0, obtenidos en la fase | como en la fase Il de
cada farmaco, en proporcion fija 1:1. Las dosis combinadas corresponderan a
A, B, C y D respectivamente. Luego se calcula la DE50 experimental de
celecoxib més ketoprofeno, por andlisis de regresion lineal de la curva obtenida

por el trazado del logaritmo de la dosis versus %MPE.

En la evaluacion de las interacciones se utiliz6 el método isobolografico de
Tallarida (39), que corresponde a representaciones gréficas de las curvas
isoefectivas para un efecto determinado de cada uno de los farmacos utilizados
individualmente y combinados. Este tipo de andlisis permite conocer si existe

interaccidn, de qué tipo y cudl es su magnitud.

La DE50 (experimental) de la mezcla se compara estadisticamente con la
DE50 (tedrica) que representa tedricamente la adicion simple de efectos,
mediante un programa computacional elaborado en el laboratorio de dolor de

farmacologia.

La DESO0 tedrica se obtiene segun la siguiente formula:

i DE_,droga 1
DE_, aditividad teérica = ——————
P14+ R X P2

Dénde:

* R: relacion de potencia entre celecoxib y ketoprofeno administradas

aisladamente.
* P1: proporcién de celecoxib en la mezcla
» P2: proporcién de ketoprofeno en la mezcla.
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El punto experimental resultante se graficO en un sistema de coordenadas
cartesianas, que contiene una linea que conecta la DE50 de celecoxib en la
ordenada abscisa con la DE50 de ketoprofeno en la abscisa (linea de aditividad
simple o tedrica). La region del grafico donde se ubica el punto experimental
determina el tipo de interaccion. En el caso de que la interaccidon sea sinérgica
(supraaditiva), el punto experimental se ubica bajo la linea de aditividad. En el
caso contrario, si resultase una interaccion antagonica, el punto se ubicara
sobre la linea de aditividad, y por dltimo, si el punto se ubica en un sector

cercano a la linea de aditividad, la interaccidén sera de simple aditividad.

Al mismo tiempo, el programa calcula el indice de interaccion entre las drogas,

de acuerdo a la siguiente formula:

DES0 experimental
DE50 tedrica

Indice de interaccion =

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

(39, 45).

4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como valores promedio + error estandar del
promedio (EEM), o bien con sus correspondientes limites de confianza al 95 %
(95 % LC). El andlisis estadistico de los datos obtenidos de las curvas
logaritmicas dosis — respuestas, se analizaron mediante regresiéon lineal por
cuadrados minimos para determinar las DE50, ya sea, de los farmacos
administrados en forma aislada como de sus combinaciones. Todos los

pardmetros estadisticos, se calcularon con el programa computacional del
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laboratorio (Pham Tools pro. Version 1.2 Mc Cary Group, PA, U.S.A). Para
comparar los puntos experimental y tedrico en los isobologramas, y la
significancia estadistica se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) y pruebas t de

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

1. GRUPO CONTROL

Los ratones pertenecientes al grupo control, dieron un tiempo de frotamiento de
la zona labial y perinasal derecha de 92.63 + 1.96 seg. , para la fase | (n=16) y

de 97.75 + 1.90 seg. para la fase Il (n=16).

2. GRUPO TRATADO CON KETOPROFENO

La administracion de ketoprofeno, 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 10 y 11
respectivamente. La DE5S0 en fase | resulté ser de 4.49 + 0.30 mg/kg (n=32),

mientras que en la fase Il resulto ser de 6.56 + 0.15 mg/kg. (n=32).

100
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KETOPROFENO, mg/kg

Figura 10. Curva dosis respuesta para la administracion de ketoprofeno en la
fase | del test de la formalina orofacial al 2 % en ratones. Cada punto

representa el promedio £ EEM de 8 animales.
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Figura 11. Curva dosis respuesta para la administracién, de ketoprofeno en la

fase Il del test de la formalina orofacial en ratones. Cada punto representa el

promedio + EEM de 8 animales.
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3. GRUPO TRATADO CON CELECOXIB

La administracion de celecoxib, provocd 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 12 y 13 respectivamente. La DE50
resulto ser en fase | de 8.86 + 0.97 mg/kg (n=32), mientras que en la fase Il fue

de 6.15 + 0.18 mg/kg. (n=32).

FASE |

100

75 -
L
S 50
52

25 -

D T T T T 1
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Figura 12. Curva dosis respuesta para la administracion, de celecoxib en la
fase | del test de la formalina orofacial 2% en ratones. Cada punto representa el

promedio =+ EEM de 8 animales.
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Figura 13. Curva dosis respuesta para la administracion, de celecoxib en la

fase Il del test de la formalina orofacial 2%. En ratones. Cada punto representa

el promedio £ EEM de 8 animales.
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4. ANALISIS ISOBOLOGRAFICO DE LA INTERACCION ENTRE

KETOPROFENO / CELECOXIB

La coadministracion de la mezcla ketoprofeno with celecoxib en proporcion 1:1
de cada una de sus correspondientes DES5O0, resultdé en una actividad
antinociceptiva dosis dependiente tanto en la fase | como en la fase I, lo que
se muestra en las figuras 14 y 15 respectivamente. La DE50 en la fase | fue de

4.05 + 0.08 mg/kg (n=32) y para la fase Il de 1.83 + 0.115 mg/kg. (n=32).

Del andlisis isobolografico de la combinacién de celecoxib con ketoprofeno, se
obtuvo como resultado una interaccién 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
interaccion estadisticamente menores a 1 en ambas fases: Fase I, I.1.= 0,.52 y

fase Il, I.I: = 0,34.
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Figura 14. Isobolograma de interaccion entre ketoprofeno con celecoxib , 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 15. Isobolograma de interaccion entre ketoprofeno y celecoxib , en el
test de la formalina orofacial 2%, en ratones, durante la fase Il. 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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Tabla 3. Valores dosis efectiva 50 (DE50) con sus respectivos errores estandar
promedio (EEM), para el efecto nociceptivo de la administracion intraperitoneal
(i.p.) de: ketoprofeno, celecoxib, y de la mezcla ketoprofeno/celecoxib; en la

fase |y Il del test de la formalina orofacia 2% en ratones.

Farmacos Fase | Fase Il
Ketoprofeno 4.49 +0.30 (n = 32) 6.56 + 0.15 (n = 32)°
Celecoxib 8.86 £ 0.97 (n = 32) 6.15+0.18 (n = 32)%

Ketoprofeno/Celecoxib 4.05 + 0.08 mg/kg (n =32) 1.83 +0.115 mg/kg (n = 32)*

2= P<0.05

Tabla 4.

Razones de las potencias relativas de ketoprofeno y celecoxib en el test de la

formalina orofacial en ratones.

Droga Fase | Fase Razén I/l
Ketoprofeno 4.49 6.56 1.46
Celecoxib 8.86 6.15 1.44
Mezcla 4.05 1.83 2.21
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VIl. DISCUSION

En la labor diaria del odont6logo como profesional de la salud, el dolor
es un sintoma que en nuestra profesion, se ve como un motivo de consulta de
forma muy frecuente, del cual a su vez, debemos entender en sus diversas
dimensiones emocionales y fisioldgicas. Esta alta complejidad que involucra un
cuadro doloroso, es lo que debemos saber enfrentar de una manera adecuada,
debido a la gran cantidad de tratamientos que tienen como objetivo final
eliminar el dolor, ya sea por acciones clinicas directas en el territorio

maxilofacial, o por la administracién de farmacos analgésicos.

El test algesiométrico de la formalina orofacial al 2%, permite cuantificar
el comportamiento durante el efecto antinociceptivo de farmacos en modelos
animales experimentales y es uno de los métodos mas adecuados para
estudiar el dolor en este territorio, debido a que se considera similar a la
respuesta dolorosa en humanos. La inyeccion de formalina, genera un
comportamiento debido a la estimulaciéon nerviosa de fibras A9 y C, en
neuronas del asta dorsal y nucleos del trigémino, asi como el rascado o
frotamiento del animal es una respuesta directa a ésta, en la que se distiguen 2
fases, la algésica, debida a la estimulacion directa de los nociceptores
periféricos vy la inflamatoria debida a la sintesis de los mediadores inflamatorios

(40).

La administracion de ketoprofeno y de celecoxib, produjo una actividad
antinociceptiva de naturaleza dosis-dependiente en el test de la formalina

orofacial que es concordante con resultados previos de otros AINEs (40,43).
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Debe notarse que la potencia relativa del ketoprofeno es mayor en la
fase | que en la fase I, lo contrario es cierto para el celecoxib. Estos resultados

concuerdan con la afinidad relativa de cada de los AINEs ( 26 , 30).

La potencia relativa del celecoxib resultd ser 2 veces mayor en la fase |
que la del ketoprofeno y por el contrario en la fase Il el ketoprofeno resulto ser
1,06 veces mayor que la del celecoxib. Estos hallazgos podrian ser explicados
por las caracteristicas del perfil farmacolégico de cada uno de los farmacos
usados, asi , ketoprofeno ha sido caracterizado como inhibidor de las enzimas
COXs, preferentemente de COX-1, en cambio celecoxib, es un inhibidor

selectivo de las COX-2 (46).

El sinergismo obtenido por la combinacion de celecoxib y ketoprofeno,
en ambas fases, podria explicarse por la saturacion de los receptores de las
COX-2, puesto que ambos farmacos las inhiben, esto permitiria al ketoprofeno,
actuar en las vias de conduccion del estimulo doloroso, en una mayor cantidad
gue cuando se aplica este farmaco en monoterapia. Asi como resultado final,
se produciria un efecto analgésico incrementado debido a una mayor cantidad
de ketoprofeno disponible para su accion sobre el sistema nervioso central,

estando bloqueadas las COX-2 periféricas por el celecoxib.

Colabora con el paradigma precedente, la hipétesi de que la accion de
los AINEs en el SNC se deberia a: a)inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas a nivel espinal y cerebral, en respuesta a la estimulacion
periférica; b) penetracion en la membrana plasmatica que interferiria en sefal
de transduccién dependiente de proteina G; c) activacion de vias adrenérgicos

y/o serotonérgicas descendentes que participan en la inhibicion de la
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informacion dolorosa; d) retroalimentacién del sitio modulador redox del
complejo receptor NMDA-canal i6nico y e) abolicion de la induccion por

aminoacidos excitatorios de genes de expresion inmediata (46) .

El sinergismo producido entre estos farmacos, es concordante con la
teoria general de interaccion de drogas, que establece que la combinacion de
ellas es mas efectiva cuando los agentes individuales actian, a través de
mecanismos de accidén analgésicos diferentes, por lo tanto, la posibilidad de
que actuen de forma sinérgica es mayor. Otros posibles mecanismos pueden
explicar las interacciones sinérgicas entre los farmacos analgésicos, que
comprometen practicamente todos los niveles de la funcién celular. Entre ellos
se podrian citar: cambios en la afinidad de los farmacos; disminucién de la tasa
de eliminacién; mayor activacion de proteina G con el consecuente aumento en

la actividad del otro farmaco, etc. (41,45).

Se pueden mencionar multiples factores que explicarian el sinergismo,
pero en la actualidad el mecanismo intimo es desconocido. Sin duda sus
beneficios terapéuticos son importantes. Estos hallazgos podrian mejorar el
perfil terapéutico de este tipo de combinacién, sobre todo porque con bajas
dosis de los componentes, es probable que los efectos secundarios disminuyan
sensiblemente, y es posible utilizar estas combinaciones especialmente para el

tratamiento farmacologico del dolor a largo plazo.

De esta forma, conocer las dosis mas eficaces es la base para lograr
nuestro propoésito, y dentro de esto, conocer los farmacos analgésicos que
pudieren desarrollar acciones sinérgicas nos proporcionara un abanico aun

méas amplio de opciones.
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VII. CONCLUSIONES

Ketoprofeno 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.

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

la formalina orofacial.

Ketoprofeno posee mayor potencia analgésica en la fase | comparada

con la fase Il.

Celecoxib posee mayor potencia analgésica en la fase Il que en la fase

Ketoprofeno posee mayor potencia analgésica que celecoxib en la fase

| 0 algésica.

Celecoxib posee mayor accién analgésica que ketoprofeno en la fase Il

o inflamatoria.

La combinacion de ambos farmacos interactian en forma sinérgica en el

test de la formalina orofacial.

La coadministracion de ketoprofeno y celecoxib permitiria buscar nuevas
alternativas farmacolégicas para producir un mejor efecto analgésico con

menores dosis y asi también reducir los efectos secundarios.
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IX SUGERENCIAS

Evaluar la interaccion analgésica de ketoprofeno con otros AINEs, a

través de distintos ensayos algesiomeétricos.

Evaluar la interaccién analgésica de celecoxib con otros AINEs, a través

de distintos ensayos algesiométricos.

Evaluar la interaccién analgésica de celecoxib con farmacos opioides, a

través de distintos ensayos algesiométricos.

Estudiar si la administracion asociada de ketoprofeno y celecoxib

produce aumento o disminucién reacciones adversas.
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Anexo |

Carta de aprobacion del protocolo N° 238, del comité de bioética sobre
investigacion en animales.
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Anexo |l

Certificado de aprobacion del protocolo N° 455, del comité de bioética sobre
investigacion en animales.
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