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RESUMEN

La analgesia o antinocicepcion puede ser realizada por diferentes farmacos que actdan en
distintos niveles de la via del dolor, tanto a nivel periférico, como a nivel del Sistema
Nervioso Central (SNC). Esta inhibicion de la transmision dolorosa puede ocurrir por
variados farmacos: Alfa-adrenérgicos, Serotoninérgicos, Colinérgicos, Opioides, Anti-
Inflamatorios No Esteroidales (AINEs), Nitridérgicos, Canabinoides, Antidepresivos,

Anestesicos locales, Antiepilépticos.

Los AINEs y Tramadol (un opioide sintético) son los farmacos mas utilizados en el tipo de
dolor leve a moderado. En esta investigacion se propuso realizar combinaciones de dos
farmacos analgésicos, las cuales fueron Ketoprofeno con Metamizol, Ketoprofeno con
Parecoxib y Ketoprofeno con Tramadol y determinar si existe antagonismo, aditividad o

sinergismo en estas combinaciones.

Si las combinaciones de droga utilizadas produjeran sinergismo, las Reacciones Adversas
Medicamentosas (RAM), generadas por el uso de cada droga por separado en dosis mas

altas, serian reducidas notoriamente.

Para comenzar la investigacién, primero que todo, fue necesario realizar la evaluacion
antinociceptiva de cada farmaco por si solo y luego de las correspondientes combinaciones,
utilizando el test algesiométrico de las contorsiones abdominales o Writhing Test. Este test
involucra la administracidn de un estimulo quimico irritativo, via intraperitoneal (i.p.).

Se utilizo ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) a los cuales se les administro via i.p. los

farmacos y las combinaciones de farmacos.

Primero se obtuvieron las DEsy de cada farmaco, las cuales se utilizaron para evaluar la
actividad analgésica de cada farmaco y para realizar las combinaciones ya mencionadas de
los farmacos. Para realizar el célculo de la DEsg y evaluar la actividad analgésica de cada

combinacion, se administro via i.p. 1/2, 1/4, 1/8, y 1/16 de las DEsy de cada farmaco. El
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isobolograma determind interacciones de tipo sinérgica para las combinaciones de
Ketoprofeno con Metamizol, Ketoprofeno con Parecoxib y Ketoprofeno con Tramadol.

Diferentes estudios sugieren la participacion del Oxido Nitrico (NO, por sus siglas en
ingles) en el proceso de nocicepcion. Por lo tanto se propuso que alteraciones en su
produccion participarian en la modulacion del dolor. El rol del NO es controversial ya que
hay estudios que han determinado su accion como un agente que favorece la analgesia y

otros estudios han comprobado su accién hiperalgésica.

El presente trabajo confirmd la participacion del sistema NO-GMPc en la magnitud del
efecto analgésico en las combinaciones de Ketoprofeno con Metamizol, Ketoprofeno con
Parecoxib y Ketoprofeno con Tramadol, al administrarse L-NAME como pretratamiento de
ellas, determinando una actividad hiperalgésica del sistema NO-GMPc en dichas

combinaciones.
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SUMMARY

Analgesia or antinociception can be performed by different drugs, acting at different levels
of the pain pathway: at the peripheral level, as well as at the Central Nervous System
(CNS). The inhibition of the pain transmission can occur by a variety of drugs: Alpha—
Adrenergic, Serotonergic, Cholinergic, Opioid, Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs
(NSAIDs), Nitridergics, Cannabinoids, Anti—Depressants, local Anesthetics, Anti—-Epileptic
drugs.

NSAIDs and Tramadol (a synthetic opioid) are the most utilized drugs to control the mild
to moderate pain. In this research it was suggested to conduct the combination of two
analgesics, which were Ketoprofen with Metamizol, Ketoprofen with Parecoxib and
Ketoprofen with Tramadol and determine if antagonism, additivity or synergism exist in

these combinations.

If the combination of the drugs utilized produced synergism, the Adverse Drug Reactions
(ADR), generated by the use of each drugs separately and in higher doses, would be
notoriously reduced.

First of all, to start with the research, it was necessary to conduct the antinociceptive
evaluation of each drug separately and then, the evaluation for each drug combination,
using the algesiometric of abdominal contortions or Writhing Test. This test involves the
administration of a chemical irritant stimulus, via intraperitoneal (i.p.).We used C/F1 mice

(mus musculus) and they received the drug separately and the drug combinations via i.p.

First, we obtained the EDs of each drug, which were used to evaluate the analgesic activity
of each drug and also, to conduct the already mentioned drug combinations. In order to
calculate the EDsg and evaluate the analgesic activity for each drug combination via i.p.
1/2, 1/4, 1/8 and 1/16 of the EDso of each drug was administered. The isobologram
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determined synergic interactions for combinations of Ketoprofen with Metamizol,

Ketoprofen with Parecoxib and Ketoprofen with Tramadol.

Different researches suggest the participation of Nitric Oxid (NO) in the process of
nociception. Therefore, it suggests that alterations in its production would be involved in
the pain modulation. The role of Nitric Oxid is controversial due to the fact that researches
have determined its action as an agent that promotes analgesia, while other researches have

proven its hyperalgesic action.

This research confirmed the participation of NO- cGMP system in the magnitude of
analgesic effect in combinations of Ketoprofen with Metamizol, Ketoprofen with Parecoxib
and Ketoprofen with Tramadol, when the L — NAME was administered as a pretreatment of
the previous drug combinations, leading to a hyperalgesic activity from the NO system -

cGMP in these combinations.



INTRODUCCION

En los ultimos 30 afos, el estudio sobre el dolor se ha convertido en el campo de
investigacion de mas rapido desarrollo. Aunque el dolor mismo es un analisis subjetivo de
la actividad del Sistema Nervioso Central (SNC) e involucra la relacion entre este sistema 'y
la mente, se considera como una experiencia que involucra una sensacion fisiologica y
emocional o en el caso de los animales, reacciones conductuales para esa sensacion
(Lamont, et al. 2000). La IASP (Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor) define
al dolor como una “experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio

tisular actual o potencial” (Andn, 1986a).

El dolor, aungue indeseable, representa una estrategia adaptativa que permite protegernos
de las agresiones del medio externo, creando respuestas reflejas ante un estimulo doloroso.
El dolor que acompafia a los procesos de dafio tisular, conserva una naturaleza protectora,
ya que es un componente necesario para los procesos de reparacion tisular, pero en la
medida que esto ocurre, también se espera que disminuyan las sensaciones dolorosas. Sin
embargo, en algunas circunstancias el dolor deja de ser una sensacion benéfica para el
organismo y se convierte en si mismo en una patologia que debe ser suprimida para

permitirle al organismo sobrevivir.

Entre los farmacos de uso cotidiano que permiten entregar un estado de analgesia adecuado
se pueden mencionar tanto los Antinflamatorios No Esteroidales (AINEs), como también el

Tramadol, un opioide sintético.

Los AINEs constituyen un grupo de farmacos muy requerido en la clinica veterinaria. Entre

ellos destacan Ketoprofeno, Metamizol, Fenilbutazona, Flumexin Meglumine.

Otros AINEs menos utilizados son los Coxib. Sin embargo es necesario contar con
informacién acerca de la eficacia y seguridad de estos farmacos, sobre todo cuando la

tendencia en la clinica es la administracion de varios farmacos en forma simultanea en un
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paciente. Este escenario se complica ain méas cuando la clinica de pequefios animales
dispone de todo el arsenal de uso en medicina humana y cuya adecuacion posologica, en no

pocas ocasiones, responde a extrapolaciones con resultados que pueden ser muy variables.

Por lo tanto es conveniente y necesario seguir realizando investigaciones que permitan
saber como el dolor puede ser contrarrestado y aplicar sus resultados experimentales en la
practica clinica de la medicina, humana y veterinaria. Este trabajo tiene como objetivos
evaluar la naturaleza de la interaccion entre Ketoprofeno con Metamizol, Tramadol o
Parecoxib y determinar el efecto modulatorio que ejerce el sistema NO-GMPc en dichas
asociaciones, a través de un modelo de dolor agudo, que usa un estimulo quimico irritativo;
lo que permitird determinar si existe sinergismo, antagonismo o aditividad en la asociacion

de dichos farmacos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El dolor es el sistema de alerta mas primitivo frente a injurias, que pueden alterar la

integridad del ambito corporal.

Hoy en dia se entiende el dolor como la integracion de tres componentes: el sensitivo, que
hace referencia al impulso desencadenado desde los receptores periféricos de dolor; el
componente cognitivo, que se relaciona con el aprendizaje cultural respecto al dolor y con
las conductas que se toman como reaccion a este, integra factores tales como el entorno
social y cultural, aprendizajes previos, y otros factores; y un tercer componente, el
emotivo-afectivo, que hace referencia a las emociones frente a un impulso doloroso y la
manera como éstas pueden influir en la interpretacién del mismo. La percepcion final del
dolor es consecuencia de la integracion de estos tres componentes y depende de la
contribucion relativa de uno u otro, del individuo y de la clase de dolor.

Clasificacion de Dolor:

El dolor tiene diferentes tipos de clasificaciones, pero generalmente las mas utilizadas son

aquellas basadas en su evolucion y naturaleza de su origen:

Segun Evolucion:
Dolor Fisioldgico.
Es el producido por la estimulacion breve de los nociceptores de la piel u otros tejidos, sin

generar dafio tisular; se considera una sensacion protectora que es necesaria para la

supervivencia y el bienestar del individuo (Armero et al., 2004).



Dolor Agudo.

Es aquel producido por un dafio tisular importante y su duracion depende del tiempo que
puedan tardar los tejidos en sanar (Armero et al., 2004). El dolor agudo indica al individuo
que algo anda mal. En algunos casos, el dolor limita la actividad, previniendo un dafio
mayor o ayudando a la curacién (Bonica, 1990). Los factores psicolégicos y ambientales
tienen una influencia importante en la manera en que se experimenta este tipo de dolor y
ademas pueden desencadenar una serie de acontecimientos que lo perpettan y favorecen su

evolucion a dolor crénico (Dagnino, 1994).

Dolor Cronico.

La persistencia del estimulo nociceptivo, de la enfermedad, o de ciertas condiciones
fisiopatoldgicas, puede conducir al establecimiento de un dolor crénico. (Dagnino, 1994).
Este dolor, se puede definir como aquel que dura por semanas, meses e incluso arios, el cual
tiene efectos fisiologicos, psicologicos y conductuales sobre el paciente (Andn, 1986a).
Podria decirse que mientras el dolor agudo es un sintoma de una enfermedad, el dolor

cronico constituye una enfermedad por si mismo. (Armero et al., 2004).

Segun Naturaleza de su Origen:

Dolor Somatico.

Aparece cuando un estimulo potencialmente dafiino estimula los receptores nociceptivos, y
en el que se incluye el dolor originado en cualquier parte del cuerpo que no pertenezca al
SNC (Armero et al., 2004), es generalmente bien localizado y el individuo afectado no
tiene dificultades para describirlo (Dagnino, 1994). Frecuentemente se habla de dolor
somatico propiamente tal cuando los receptores estan en la piel, musculos o articulaciones
(Bonica, 1990).



Dolor Visceral.

Se habla de él cuando los receptores activados por el estimulo estdn en una viscera.
(Bonica, 1990), es frecuentemente menos localizado y puede ser referido a un area cutanea
que tiene la misma inervacion (Dagnino, 1994) Por ejemplo, el estimulo de receptores en el
miocardio activa aferentes viscerales que terminan en los cuatro primeros segmentos
medulares torécicos; esta informacién converge sobre la misma neurona que recibe los
estimulos cutaneos, por lo que el dolor es referido muchas veces al hombro y brazo

izquierdos.

Dolor Neuropético.

Es el resultado de lesiones o alteraciones cronicas en vias nerviosas periféricas o centrales.
La etiologia del dolor neuropatico incluye traumas en nervios periféricos (por ejemplo
amputaciones), infecciones (por ejemplo neuralgias post-herpéticas), presion debida a
crecimientos andmalos (por ejemplo neoplasias), infartos, alteraciones metabodlicas (por
ejemplo neuralgia diabética), etc. (MacFarlane et al., 1997). Puede desarrollarse y persistir
en ausencia de un estimulo nocivo evidente. Los sintomas pueden ser focales 0 mas
generalizados. Caracteristicamente, el sintoma se presenta como una sensacion basal
dolorosa o0 quemante (disestesia), con hiperalgesia (respuesta exagerada) o percepcion de

un estimulo cualquiera como doloroso (alodinia) (Dagnino, 1994).

Dolor Psicogénico.

Ocurre cuando el paciente describe problemas psicoldgicos como ansiedad o depresion en
términos de dafio tisular, verbalmente o a través de su comportamiento. Si bien el dafio
puede o pudo existir, el problema central es la amplificacion y distorsion de esos impulsos

periféricos por el estado psicoldgico (Armero et al., 2004).



Fisiopatologia del Dolor

El componente fisiolégico del dolor se denomina NOCICEPCION que corresponde al
proceso de Transduccion, Transmision y Modulacion de las sefiales nerviosas que se
generan en respuesta a un estimulo nocivo y que son enviadas al SNC (Paeile y Bilbeny,
2005) (Figura 1). Este proceso resulta en la Percepcion consciente del dolor. La distorsion
entre estimulacion y percepcion dolorosa incluyen todos los pasos de la informacion

dolorosa, desde el nivel periférico a los sitios supraespinales.

PFR(“EPL“IL’JN
| certeza ff;)(}/"rf“
\'<___/’T MODULACION

Lalamo

——=~_TRANSMISION
Pt \\‘
\ ‘L\H
: \ TRAM::LILICCIDN
. e —— j’*
tracto espinctalam:ca aferente prima ri?:. ﬁ]

estimulo nocivo

Figura 1 : Representacion Esquematica de los Fenémenos del Proceso Nociceptivo:
Transduccién, Transmision, Modulacion y Percepcién (Torregrosa, 1994)



Transduccion:

Proceso por el cual el estimulo nocivo periférico se transforma en un estimulo eléctrico
(potencial de accion). En este caso los nociceptores (receptores de dolor), que consisten en
una terminal nerviosa de una neurona bipolar, responden con potenciales de accion a un
amplio espectro de estimulos, como térmicos, mecéanicos o quimicos capaces de producir
dafio tisular (Chizh et al., 2000). Actualmente se acepta que existen tres tipos de
nociceptores: mecanoreceptores de alto umbral, nociceptores térmicos y nociceptores
polimodales. Los dos primeros, localizados en piel y mucosas, responden a un solo tipo de
estimulo: mecénico intenso o térmico, respectivamente. Ambos transmiten la informacion a
la médula por axones finamente mielinizados, que forman las fibras Ad. Los nociceptores
polimodales responden a la presion, temperatura, estimulos quimicos, tales como cationes,
neurotransmisores, polipéptidos y también a productos del metabolismo celular; se
encuentran en piel, tegumentos y paredes viscerales y transmiten los impulsos a través de
fibras C amielinicas (Muriel y Madrid, 1994). Los mecanoreceptores responden a estimulos
de intensidad moderada 0 a noxas mecanicas, pero no son capaces de responder a la noxa
térmica inicial (45-55° C), frio intenso, o quimicos aldégenos, sin embargo la aplicacion
repetitiva de una noxa térmica es capaz de generar el fendmeno de sensibilizacion de la
terminal nociceptiva, haciéndose esta receptiva para un estimulo de menor umbral. La
presencia de este tipo de receptores ha sido demostrada en la piel del cuerpo y rostro del
gato y mono, asi como también en el antebrazo humano (Bonica, 1990). A nivel de los
nociceptores y fibras nerviosas se inicia la despolarizacion y la transmision de los impulsos
dolorosos hacia la medula espinal. La respuesta de estos receptores pude ser mediada y
facilitada por factores que los sensibilizan, aumentando la respuesta (acidez del medio,
presencia de prostaglandinas o bradiquininas, leucotrienos, tromboxanos, factor activador
de plaquetas, serotonina, histamina, sustancia P y radicales libres) o por otros que causan
fatiga, disminuyendo su respuesta (estimulos mecanicos repetidos). Estos receptores
aumentan significativamente su respuesta eléctrica cuando los estimulos se hacen dolorosos
(Nakamura y Shiomi, 1999).



Transmision:

Propagacion del impulso nervioso hasta los niveles sensoriales del SNC. Esquematicamente
se puede simplificar este proceso en la participacion de tres neuronas: Neurona de primer
orden que tiene su extremo distal en la periferia, el cuerpo en el ganglio raquideo, y su
extremo proximal en el Asta Posterior o Dorsal de la Medula Espinal (APME) (Figura 1).
Una neurona de segundo orden que asciende en el trayecto medular y se asocia con una
neurona de tercer orden que se proyecta a la corteza cerebral (Figura 1). En una forma mas
compleja del sistema puede haber comunicacion con otras neuronas sensitivas y neuronas
descendentes inhibitorias que provienen del cerebro medio y que son capaces de modular el
estimulo doloroso (Dickenson, 1996). Con algunas excepciones, todos los impulsos
dolorosos se transmiten desde la periferia hasta el APME por fibras C, con velocidad de
conduccion lenta (0,5-2 m/s), que transmiten un estimulo doloroso de tipo cronico, lento,
guemante y mal localizado y por las fibras Ad, con mayor velocidad de conduccion (4-30
m/s), que transmiten un estimulo doloroso agudo, punzante y localizado (Torregrosa,
1994). La transmisién del impulso nervioso a distintas velocidades por parte de las fibras
Ad y C, explica la doble percepcion de un estimulo doloroso, uno inicial, breve llamado
epicritico transmitido por fibras Ad y otro profundo, difuso llamado protopatico transmitido

por fibras C.

Las fibras Ad y C terminan en las neuronas de segundo orden especificamente en el APME,
en donde la transmision sindptica de la informacion es comandada por la naturaleza y la
cantidad de los neurotransmisores (Nt) liberados por los aferentes primarios (neurona
presinaptica), la densidad e identidad de los receptores post- sinapticos (ionotropicos y
metabotropicos), la cinesia de la activacién del receptor, la abertura o cierre de los canales
ionicos y los factores responsables de la recaptacion o degradacion de Nt. Cada uno de
estos factores es objeto de influencias moduladoras pre y post-sinapticas. El principal Nt
excitatorio presente en todos los tipos de aferentes primarios es el glutamato y la mayor
parte de la transmision entre los aferentes primarios y la neuronas del APME ocurre
principalmente a través del receptor ionotropico post-sinaptico AMPA (o-amino-3-
hidroxyl-5 methyl-4-isoxazole propionic acid) y en menor grado con el receptor NMDA
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(N-methyl-D-aspartate) (Yoshimura y Nishi, 1993). Otros Nt excitatorios son péptidos
como la sustancia P, neurocinina, y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP). Ademas de los Nt hay muchas sustancias que pueden modular la transmision
sinaptica, como las prostaglandinas, el ATP y el factor neuroldgico derivado del cerebro
(FNDC).

Transmision del Dolor en la Médula Espinal:

En la Médula Espinal la sustancia gris esta dividida en diez laminas (laminas de rexed) o
capas de las cuales las seis primeras (Iaminas | a V1) corresponden al asta posterior. Las
fibras de las astas anteriores, que se pensaban que solo eran eferentes y motoras, transmiten
también impulsos sensoriales en mas de un 15% (arbaiza, 2005). Las fibras Ad terminan
fundamentalmente en las laminas | y V, mientras que las fibras de tipo C terminan casi
exclusivamente en la lamina Il, aungque unas pocas poseen terminaciones en la zona ventral

de la lamina | y en la zona dorsal de la [amina 111 (Ortega, 1995; Torregrosa, 1994).

Muchas fibras nociceptivas, antes de su ingreso a la sustancia gris, emiten colaterales
descendentes y ascendentes, constituyendo parte del Haz de Lissauer. Estos colaterales
tienen la posibilidad de formar sinapsis hasta dos segmentos medulares inferiores o
superiores al del ingreso, lo que significa que la transmision de una neurona de primer
orden puede propagarse a varias raices vecinas. Ademas la neurona de segundo orden del
APME puede formar sinapsis con més de una neurona de primer orden, proveniente de la
piel o alguna viscera; esta sinapsis se genera siempre en la sustancia gelatinosa de rolando
(lamina I1), cualquiera sea la distribucién del soma en el asta posterior. En el APME existe
tres clases de neuronas: las neuronas de proyeccidon, que transmiten informacion sensitiva y
representan una pequefia parte de las neuronas del APME, las neuronas propio-espinales,
que transfieren informacion de un segmento medular a otro y su rol en la nocicepcién no es
claro (Arbaiza, 2005) y las neuronas caracteristicas de esta zona, las interneuronas, cuyos
axones se extienden a corta distancia dentro de la médula espinal, hay interneuronas
excitadoras e inhibidoras, cuyo rol de alguna manera seria modular esta sinapsis. Estos

hechos tienen importancia, ya que dan un sustrato anatomo-fisioldgico a fendmenos como
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el dolor referido y a la modulacién que sobre la transmision nerviosa pueden ejercer centros

superiores (Cashman, 1996).

Neuronas Nociceptivas de la Medula Espinal (Neurona de Segundo Orden):

Las neuronas de proyeccion se dividen en dos grandes grupos: las neuronas Nociceptivas
Especificas (NE) y las neuronas de Rango Dindmico Amplio (RDA). Las neuronas NE son
aquellas que responden de manera casi exclusiva a los estimulos nociceptivos de las fibras
Ad y C, identifican la localizacion del estimulo y hasta cierto punto la modalidad. Su
localizacion principal es en las laminas | y 1l, y conforman el 20-25 % de las neuronas
espinotalamicas. Las neuronas RDA reciben aferencia de diverso origen y naturaleza como
las aferencias tactiles de fibras Aa, AP y las nociceptivas Ad y C; es decir responden a un
abanico de estimulos de diverso origen e intensidad. Las neuronas RDA se localizan
mayormente en las laminas profundas del asta posterior (IV, V y VI), y algunas en las
superficiales (I, I1); sus axones forman la mayor parte de las vias ascendentes; son
incapaces de distinguir entre estimulos inocuos de estimulos nocivos, ademas carecen de la
capacidad de localizacién precisa de los estimulos periféricos, ya que poseen campos

receptores muy amplios (reciben informacion de un elevado nimero de nociceptores).

Vias Ascendentes:

Una gran proporcion de las neuronas nociceptivas medulares, del APME compuestas por
neuronas de proyeccidn envian sus axones a centros 0 complejos supraespinales, bulbares y
talamicos: el complejo medular reticular, el complejo reticular mesencefélico, la sustancia
gris periacueductal, y el nacleo ventroposterolateral del tdlamo. Estas neuronas son las
encargadas de la transmisiéon de la informacion sensitiva desde la médula espinal a los
centros cerebrales superiores que estan relacionados con la percepcion, atencion,
aprendizaje, conducta, emocion y respuestas autondmicas; ademas estan comprometidas en
la activacion de los sistemas descendentes moduladores, que a su turno controlan el estado
de excitabilidad de las neuronas del APME a través de mecanismos excitatorios o
inhibitorios (Arbaiza, 2005).
10



Luego de su paso por la medula espinal la mayor parte de la informacién nociceptiva se
transmite por vias cruzadas ascendentes situadas en la region o cordon anterolateral de la
medula espinal hasta el tdlamo y la corteza cerebral, las mas importantes son la via
espinotalamica, la via espinoreticular, la via cervicotalamica, la via espinohipotalamica y la

via espinomesencefélica (Figura 2) (Basbaum y Jessell, 2000; Barrientos, 2009).

haz espinctaldmico tracto de
Lissauer

Rexed 3 4,5,6

Figura 2 : Transmision del Dolor en la Medula Espinal (Torregrosa, 1994).

La via espinotalamica es la mas relacionada con la sensacién de dolor y temperatura de
todo el cuerpo a excepcion de la cabeza. Esta via se origina a partir de las neuronas
medulares de las laminas I, 1V, V, VIl y VIII (Arbaiza, 2005). Sus axones cruzan la linea
media al lado contralateral de la medula espinal y parte de sus fibras ascienden hacia el
tdlamo donde finalizan su recorrido y las restantes se proyectan hacia la corteza sensitiva

primaria y secundaria (Figura 3) (Perena et al., 2000).
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Figura 3 : Vias Ascendentes, Vias Descendentes y Modulacion del Dolor (Torregrosa,
1994)

Las fibras que provienen de la via espinotaldmica, llegan al tdlamo especificamente al
nacleo ventral posterolateral, medial y a los nucleos intralaminares. Las fibras de la via
espinotalamica que acaban en los nucleos ventral posterior y ventral posterolateral del
tadlamo componen la via neoespinotaldamica, ya que es filogenéticamente mas reciente, para
que luego la neurona de tercer orden haga sinapsis en la corteza parietal, cuya funcién es
entregar la ubicacién topografica del dolor (Cashman, 1996; Paeile y Saavedra, 1990); las
fibras que acaban en los ndcleos taldmicos medial y nucleos intralaminares que reciben
aferencia del tracto espinotalamico y también del tracto reticulotalamico, conforman la via
paleoespinotalamica, que luego se proyecta a la corteza no especifica, preferentemente a la
corteza frontal, donde se conecta con el sistema limbico, hipotdlamo, ganglios basales y
cortex en general lo que contribuye a la evaluacion cualitativa del dolor (Torregrosa, 1994);
es un sistema que transmite impulsos relacionados con el dolor sordo, pobremente
localizado y se asocia con algunos componentes afectivos-motivacionales del dolor
(Cashman, 1996). Las vias neoespinotaldamica y paleoespinotalamica conforman la via

espinotalamica.
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La via espinoreticular tiene su origen en las neuronas de las laminas V, VII y VII del
APME (Molina, 2007). Es importante para integrar la actividad nociceptiva con los

procesos homeostaticos que son controlados por el tronco cerebral (Arbaiza, 2005).

Via cervicotalamica, su origen reside en neuronas de las ldminas Il y IV. Continla hasta

nacleos en el cerebro medio y el nicleo ventral posterolateral del tdlamo (Molina, 2007).

Via Espinohipotaldamica, se forma a partir de las neuronas de las laminas I, V y VIII. Sus
fibras llegan directamente al hipotadlamo. Se cree que a través de esta via se activan las
respuestas vegetativas y emocionales a los estimulos nociceptivos. (Giesler et al., 1994).

Via espinomesencefalica, tiene su origen en las laminas I y VV del APME, termina en la
formacion reticular, en la sustancia gris periacueductal, en el nlcleo parabraquial y en el
tubérculo cuadrigémino superior. Se asocia también a los aspectos afectivos de la

percepcion dolorosa (Molina, 2007).

Mecanismos Talamo-Corticales (Neurona de Tercer Orden):

Tradicionalmente se habia considerado que la integracion final de los componentes
discriminativos, sensoriales y afectivos del dolor se hacia a nivel subcortical, sobre todo en
el talamo y nucleos diencefalicos subtalamicos, pero se ha podido demostrar que también
existen centros corticales que participan en esta integracion final, llegando la informacion
modulada desde el talamo hasta el cdrtex cerebral a través de las neuronas de tercer orden.
La sensacién de dolor comprende dos componentes distintos: el discriminativo-sensorial y
el componente afectivo. Los elementos discriminativo sensoriales estdn mediados
principalmente por el complejo ventro-basal del talamo y por la corteza somatosensorial,
estas areas poseen neuronas nociceptivas con caracteristicas similares a las de la médula
espinal, con propiedades que permiten clasificarlas dentro de neuronas nociceptivas
especificas (NE) y neuronas de rango dindmico amplio (RDA) (Reyes, 2003). El

componente afectivo de las sensaciones dolorosas esta mediado por nucleos talamicos
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mediales y por zonas de la corteza que incluyen las regiones prefrontales y especialmente la
corteza supraorbital (Reyes, 2003). Respecto al componente discriminativo-sensorial, la
proyeccion mas importante parece ser la que va desde los ndcleos del talamo
ventroposterior lateral y ventroposterior inferior hasta las areas corticales S1 y S2, que
estan interconectadas a su vez con &reas visuales, auditivas, de aprendizaje y memoria
(Schaible y Grubb, 1993).

En la corteza cerebral ocurre el procesamiento Gltimo de la informacidn nociceptiva y la
percepcion del dolor. Sabemos que el dolor es una sensacion compleja en la que influyen
experiencias previas y el contexto en el que se produce el estimulo nocivo (Petrovic et al.,
2000). Las neuronas de determinadas regiones de la corteza cerebral responden
selectivamente a los estimulos nocivos. Sin embargo, no se puede hablar de un centro
especifico de procesamiento de la informacion nociceptiva, sino de un conjunto de
estructuras involucradas, que daria lugar a una matriz de estructuras neuronales o
neuromatriz (Melzack, 1999) formada por diversas areas, participando cada una de ellas en

un aspecto de la percepcion. Dentro de este conjunto de estructuras se incluyen:

Corteza somestésica primaria. A este area llegan las sefiales procedentes de los nucleos

taldmicos ventral posterolateral y ventral posteromedial.

Corteza insular. Se cree que su parte posterior participa en los aspectos emocionales de la
percepcion del dolor (Casey et al., 1994) y también en relacion con la memoria (Treede et
al., 2000).

Circunvolucién del cingulo. Ademéas de estar involucrada en el procesamiento de la
informacidn de tareas cognitivas y motoras complejas, parece estar relacionada con el
componente afectivo de los estimulos nocivos y en los mecanismos de aprendizaje
asociados con la prediccion y la evitacidn del dolor. Se le atribuye la organizacién de las
respuestas motoras adecuadas a los estimulos nocivos, ya sean de evitacion o de adaptacion

(Petrovic e Ingvar, 2002).
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Corteza prefrontal. Se cree que la activacion de la porcion dorsolateral por un estimulo
doloroso se corresponde con la elaboracion de mecanismos de conducta y atencion frente al
dolor (Derbyshire et al., 1997).

Amigdala. Una de sus funciones principales consiste en asignar una carga emocional a las

diversas situaciones que experimenta el sujeto (Molina, 2007).

Hipotalamo. Se trata de una estructura esencial para la coordinacion de las pautas dirigidas
a la supervivencia del individuo y a su reproduccion. Le llegan aferencias del tracto
espinohipotalamico, que aporta informacion nociceptiva desde el asta dorsal medular.
Recibe también informacion indirecta procedente de la médula por medio de aferencias de
la formacion reticular y de la sustancia gris periacueductal. Del hipotadlamo parten
proyecciones hacia la sustancia gris periacueductal y el bulbo raquideo, estructuras
relacionadas con el control de la llegada de los estimulos nocivos al SNC y con el inicio de

las conductas de agresion y defensa (Molina, 2007).

La percepcion del dolor se debe, por tanto, a multiples areas corticales y subcorticales.
Asimismo, parece ser que cuanto mayor es la intensidad de la estimulacion nociva, mas
estructuras, tanto ipsilaterales como contralaterales, se suman al procesamiento de la
informacién (Coghill et al., 1999).

Modulacion:

Capacidad que tienen los sistemas analgésicos enddgenos de modificar la transmision del
impulso nervioso, tanto a nivel central como periférico. A nivel molecular las
terminaciones centrales de las fibras Ad y C liberan neurotransmisores excitatorios
(glutamato, neuricininas como la neurocinina A y sustancia P, prostaglandinas, péptido
relacionado con el gen de la calcitonina 0 CGRP), que acttan sobre receptores especificos e
inducen la despolarizacion de las neuronas de segundo orden, transmitiéndose la

informacion hacia los centros superiores (Molina, 2007). La transmision excitatoria en su
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camino cortical, va recibiendo la modulacion de los sistemas inhibitorios. Estos sistemas
estan formados por neurotransmisores y receptores capaces de disminuir la liberacion de
neurotransmisores excitatorios y la excitabilidad neuronal (Yaksh, 1999). Los sistemas
inhibitorios mejor conocidos son los opioides, el a-adrenérgico, el colinérgico y el
gabérgico. Los sistemas inhibidores descendentes estan mediados tanto por opioides, que
causan analgesia profunda, como también por otros mediadores, entre los que destacan dos
sistemas: uno mediado por norepinefrina y otro por serotonina (Cashman, 1996). Estas vias
inhibitorias descendentes también pueden ser estimuladas por el dolor y el estrés y provocar

alguna modulacion a nivel medular (Torregrosa, 1994).

Las encefalinas, son otro grupo de opioides que probablemente actian como
neurotransmisores, se encuentran especialmente en zonas de alta concentracion de
receptores morfinicos. Las endorfinas, un grupo de sustancias enddgenas opioides,
denominadas asi por su accién semejante a la de la morfina, constituyen otro de los
sistemas de control y modulacion enddgena del dolor. La B-endorfina, un polipéptido de
mayor tamafo, también tiene una accidn agonista opioide intensa; se encuentra en hipofisis,
hipotalamo y en tejidos periféricos, pero por degradarse mas lentamente y tener la
propiedad de actuar a distancia, es mas bien considerado un agente hormonal.

Estos sistemas se activan a la vez por el estimulo doloroso y parecen actuar sinérgicamente
con el sistema excitatorio. La transmisién nociceptiva, resulta del balance entre sistemas
excitatorios e inhibitorios, confluyendo especialmente en la medula espinal. (McQuay,
1992; Phillips y Cousins, 1986).

Anatomicamente se identifican vias descendentes, que modifican la actividad de todos los
sistemas ascendentes y controlan la llegada de la informacion nociceptiva procedente de
estas vias nociceptivas aferentes. (Stamford, 1995; Warren et al., 1997; Basbaum y Jessell,
2000; Petrovic e Ingvar, 2002). Son vias muy numerosas y mal delimitadas. Entre ellas, las

mas importantes son:
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Fibras descendentes con origen en la Sustancia Gris Periacueductal (SGP). La SGP, es un
centro nervioso que actda de enlace entre emocion, dolor y conductas defensivas. Las fibras
descendentes de la SGP envian conexiones excitadoras a los ndcleos del rafe relacionados
con la supresion del dolor, en especial el nucleo magno, tanto de forma directa como
mediante interneuronas de la formacion reticular del bulbo raquideo. Algunas de las fibras
de la SGP se proyectan directamente hacia el APME. Desde los nucleos del rafe, que
utilizan como neurotransmisores serotonina y diversos neuropéptidos, como por ejemplo
opioides, se envian fibras descendentes que realizan conexiones de tipo inhibidor con las
neuronas de las laminas I, 11 y V del asta dorsal y con las del ndcleo espinal del Trigémino,
regulando la entrada de sefiales nociceptivas (Masson y Leung, 1996).

Fibras descendentes originadas en el Locus Coeruleus (LC). EI LC forma parte de la
formacion reticular y recibe conexiones aferentes del hipotdlamo, la amigdala, los nucleos
del rafe, la sustancia negra y la SGP. Envia proyecciones descendentes hacia la médula
espinal y el nacleo del trigémino. Estas fibras bloguean la salida de informacion de las
neuronas de las laminas | y V del APME, mediante acciones inhibidoras directas e
indirectas mediadas por receptores adrenérgicos (Budai et al.,, 1998; Pudovkina y
Westerink, 2005).

Percepcion:

Proceso final generado en la corteza cerebral, a través de la interaccion de los procesos de
Transduccién, Transmision y Modulacion, ademas de una serie de otros fendémenos
individuales, con la finalidad de crear la experiencia subjetiva y emocional denominada

dolor.
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Dafio Tisular Agudo

La agresion aguda a un tejido genera la respuesta del mismo y del organismo, la cual se
manifiesta como una inflamacion de la zona, que implica la reaccion de los vasos
sanguineos y comprende una serie de cambios que clinicamente se evidencian por calor,
rubor, tumor y dolor. A nivel del tejido dafiado, se liberan diversos mediadores

inflamatorios, tanto moleculares como celulares:

Mediadores moleculares de la respuesta inflamatoria aguda:

Proteasas plasmaéticas: via sistema del complemento, kininas (bradiquininas), proteinas de

la coagulacién y fibrinoliticas.

Mediadores lipidicos: prostaglandinas, leucotrienos, factor activador de plaquetas.

Péptidos y Aminas: histamina y serotonina, neuropeptidos (sustancia P, péptido intestinal

vaso activo).

Oxido Nitrico.

Citoquinas proinflamatorias: IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, TNFa, IFN-y

Mediadores celulares de la respuesta inflamatoria aguda:

Neutrofilos, monocitos y macréfagos, eosinéfilos, plaquetas y linfocitos, células

endoteliales.
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Oxido Nitrico (NO)

La participacion de NO en la respuesta inflamatoria ha sido demostrada en modelos
animales y en enfermedades inflamatorias humanas (Kawachi et al. 1999).

El NO o Factor relajador derivado de endotelio (FRDE) (Palmer et al., 1987), es
considerado un gas de féacil difusion (no se almacena); su vida media es extremadamente
corta, de 4 a 5 segundos en condiciones fisiologicas, por lo cual su cuantificacion directa es
dificil, tiene caracteristicas de radical libre (electron no apareado), es producido en forma
enddgena por una gran variedad de células después de lo cual se degrada a compuestos de
desecho como nitritos y nitratos. Cuando una célula produce NO, éste escapa a través de la
membrana celular difundiendo a las proximidades. Esa misma propiedad de atravesar las
membranas permite al NO afectar a otras células sin necesidad de receptores en la
superficie. Se trata por tanto de una molécula-sefial que puede ser liberada desde cualquier
parte de la célula (donde se encuentre la enzima de sintesis) y actuar sobre la misma célula
que la produce o cualquier célula en las proximidades, que pueda responder a ella (Schmidt
et al., 1988).

El NO es una molécula Unica, tiene actividad vasodilatadora, immunotoxicidad y
transduccion de sefiales, estimulante de la sintesis de musculo liso vascular, antiagregante
plaquetario, y esta involucrado en la génesis de enfermedades como hipertension, shock
séptico, inflamacion y demencia, entre otras (Vallance y Collier, 1994; Court et al., 2002).
Por otra parte, existen evidencias considerables en la literatura que implican al NO como
neurotransmisor o con una accién neuromoduladora intercelular (Garthwaite y Boulton,
1995) en el SNC y otros tejidos (Moncada et al., 1991).

Biosintesis del Oxido Nitrico
Es sintetizado a partir de la conversion de L-Arginina mas una molécula de oxigeno. De
esta reaccion se genera NO y L-citrulina. Para la sintesis de NO, ademas de la L-arginina

como sustrato, se requiere de la presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavin
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mononucleotido (FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD), tetrahidrobloptenina (TBH) y
de nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH) (Figura 4).
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Figura 4 : Biosintesis del Oxido Nitrico (Viacava, 2005)

Esta reaccion es catalizada por la enzima éxido nitrico sintetasa (NOS) de la cual se
conocen 3 isoformas: dos constitutivas (cNOS) y una inducible (iNOS). La produccion de
INOS es regulada transcripcionalmente (presencia o ausencia), mientras que la forma cNOS
es regulada en relacion con su actividad (siempre esta presente, pero puede estar mas o

menos activa). Las 3 isoformas reconocidas son:

1. Dos isoformas constitutivas (cNOS) ambas dependientes de calcio: la isoforma
endotelial (eNOS), también conocida como tipo 11 (NOS3) y la isoforma neuronal (nNOS),
también denominada tipo I (NOS1). Dichas isoformas median la produccion de NO en
cantidades bajas y fisiologicas, para actuar como sefializador molecular (Moncada et al.,
1997).

2. Una forma inducible (iNOS), independiente de calcio, también denominada de tipo Il

(NOS2), cuya expresion puede ser inducida en diferentes tipos de células, tales como
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macrofagos, hepatocitos, neutrofilos, masculo liso y endotelio; dicha induccion se produce
como respuesta a diferentes estimulos inmunolégicos e inflamatorios tales como: el
interferon gamma (IFN-v), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el lipopolisacarido
bacteriano (LPS), citoquinas proinflamatorias y endotoxinas. Esta isoforma cataliza la
produccion de gran cantidad de NO, que puede ser toxico en ciertas circunstancias para
ciertos grupos celulares (Moncada et al., 1997).

Las tres isoformas de la NOS contienen un dominio carboxi-terminal homélogo al
citocromo P450, con una flavina como grupo prostético, y un dominio amino-terminal con
un grupo heme como grupo prostético. Estos dominios terminales estdn conectados por un
tercer dominio, que es afin a calmodulina. La union de la calmodulina a la NOS parece ser
el "interruptor molecular" que permite el flujo de electrones desde el dominio reductasa
hacia el grupo heme, permitiendo la transformacion del O2 y L-arginina en NO y L-
citrulina (Kelly et al., 1996). Las isoformas constitutivas NOS1 (nNOS) y NOS3 (eNOS) se
encuentran inactivas hasta que aumenta el calcio intracelular. Por ejemplo, en las células
endoteliales, la acetilcolina (ACh), la bradiquinina, el ADP o el estrés de roce son capaces
de iniciar la sefial que incrementa el calcio celular, el cual regula la union de calmodulina a
su dominio, iniciando la sintesis de NO. Cuando la calmodulina se une a la enzima, los
electrones donados por el NAPDH fluyen desde el dominio reductasa hacia el dominio
oxigenasa y son aceptados por el citocromo C y otros aceptores de electrones. En contraste,
en la isoforma inducible (NOS2, o independiente de calcio), la calmodulina permanece
fuertemente unida, aln a bajas concentraciones de calcio, actuando esencialmente como
una subunidad mas (Kelly et al., 1996). En este caso, los electrones donados por el NADPH
son transportados por el FAD y por FMN hacia el grupo heme. En estas condiciones, la
INOS cataliza la produccién de una mezcla de aniones superoxido (O2-) y de NO en altas
cantidades, produciendo peroxinitritos (ONOQ), con capacidad para producir citotoxicidad
(Ferrer et al., 1998; Moncada et al., 1997).

La enzima constitutiva endotelial (eNOS) tiene un sitio de miristilacién, capaz de unirse a
un acido graso. Esto le permite asociarse a la membrana lipidica de las células, a diferencia

de las otras isoformas, que no tienen este brazo lipidico, y en consecuencia, son
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hidrosolubles y se encuentran libres en el citoplasma. Se cree que la asociacion de la eNOS
a la membrana facilita que el NO formado esté mas cercano al exterior celular y en
consecuencia difunda mas rapidamente hacia la sangre y hacia el masculo liso adyacente
(Gosgnach et al., 2000).

El NO tiene muchos "blancos moleculares” o sitios de unién. Es capaz de ligarse
covalentemente al grupo heme de diversas proteinas; interactta con radicales libres para
formar peroxinitritos; interactla con atomos de hierro o de cobre, presentes en enzimas; se
une a grupos tioles libres de varias proteinas y asi puede ser transportado. De todos esos
sitios potenciales de unidn del NO, el més importante en el sistema cardiovascular es el
grupo heme de la guanilato ciclasa soluble. Dicha union causa un desplazamiento alostérico
de grupos histidina y un cambio conformacional en la enzima, activandola para producir
GMPc (Michel, 1999).

La funcion del GMPc es fundamental para el NO, ya que este es el mediador de los efectos
fisiolégicos del NO (Moncada et al., 1991), incluyendo dolor y analgesia (Moore et al.,
1991). Las células musculares lisas contienen una fosfodiesterasa V, especifica para el
GMPc. Esto activa a una protein kinasa dependiente de GMPc, llevando a la extraccion de
calcio desde el citoplasma, por medio de una bomba calcio/magnesio ATPasa y la
consecuente relajacion del muasculo liso (Dusting, 1995). La biodisponibilidad de GMPc
estd modulada por esta fosfodiesterasa cuyas isoformas son tejido dependiente, por lo que
constituyen blancos farmacolégicos para amplificar el efecto de NO, por ejemplo
Sindenafilo adquiere especificidad por inhibir una fosofodiesterasa que se expresa

particularmente en tejido erectil y pulmonar (Abacioglu et al., 2000).

La NOS puede ser inhibida por derivados estructurales del aminoacido arginina, tales como
N-mono-metil-L-arginina (L-NMMA) y el metilester de N-Nitro-L-Arginina (L-NAME).
Usando farmacos activadores e inhibidores de la cascada L-arginina/NO/GMPc, se ha
reportado que el NO juega un rol nociceptivo y antinociceptivo en los tejidos periféricos en

donde se encuentra esta via. Asi, se ha demostrado la participacion de la via L-arginina-NO
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en la modulacion del dolor. En ellos se ha establecido que la liberacion de acetilcolina,
sustancia que estimula la liberacion de NO constitutivo, antagoniza la hiperalgesia inducida
en ratas por prostaglandina E2 (PGE2) y carragenina, asi como las contorsiones inducidas
en ratones por el acido acético (Duarte y Ferreira, 1992; Ferreira et al., 1992). Ademas, los
donadores exdgenos de NO como nitroprusiato sédico, nitroglicerina y SIN-I, antagonizan
la hiperalgesia inducida por un estimulo inflamatorio como la carragenina o la PGE2, o por
estimulacion neurogénica, efectos que son bloqueados por azul de metileno, lo que sugiere
que el efecto antinociceptivo del NO en estas condiciones experimentales es mediado a
través de la estimulacion de GMPc (Dolan et al., 2000). Por el contrario, estudios sobre el
rol del NO en la nocicepcion periférica sugieren que el NO tiene mas bien un rol
pronociceptivo en el desarrollo y mantencion de los mecanismos que provocan la
hiperalgesia (Abacioglu et al., 2000) inducidos por estimulos como carragenina, capsaicina,
glutamato, formalina o estimulos mecénicos, quimicos o térmicos. Estos estudios han
demostrado que las concentraciones de NO aumentan notablemente en diferentes modelos
animales de dolor (Lin et al., 1999). Estos resultados contradictorios podrian depender del
animal usado en el estudio y el estimulo doloroso utilizado. Los diversos test que miden
actividad antinociceptiva en laboratorios utilizan estimulos térmicos (calor doloroso),

mecanicos (presién en la cola o la pata) o quimicos (&cido acético o p-benzoquinona).

El NO juega un rol en la percepcion del dolor en muchos niveles de la via nociceptiva.
Periféricamente, las neuronas aferentes y los ganglios del asta dorsal contienen NOS, a
nivel central, en el cerebro y el tdlamo, varias estructuras sensoriales también contienen
esta enzima. Pareciera ser que los reflejos nociceptivos involucran un receptor de
glutamato, el NMDA, el cual media la produccion de NO. Existe una serie de evidencias
qgue indican que la activacion aferente nociceptiva da como resultado una mayor
excitabilidad de las neuronas espinales, fendmeno conocido como sensibilizacion central.
Estudios farmacologicos sugieren que la sensibilizacion central es parcialmente mediada
por la activacion de receptores NMDA lo que se relaciona con la produccién de 6xido
nitrico neural. Esto se produce por la liberacion presinaptica de glutamato el cual produce
un flujo transmembrana de calcio y la activacion de la NOSn, con la consecuente

produccion de NO. Este gas difunde, sale de la célula, atraviesa la membrana, y se
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introduce en la terminacion presinaptica estimulando una mayor secrecion de glutamato, es
decir se produce un “feed back” positivo a nivel central (Abacioglu et al., 2000). Basandose
en estas observaciones se propuso que el NO neural puede modular la hiperexcitabilidad de
neuronas dorsales y jugar por lo tanto un papel pronociceptivo en estados de dolor (Beirith
et al., 1999). En soporte de esta propuesta, se demostrd que el tratamiento intratecal con
inhibidores de la NOS como el L-NAME en concentraciones que bloquean por completo la
produccién de NO estimulada por receptores NMDA antagonizan significativamente el
dolor en animales, lo que demuestra que la activacion de los receptores espinales de
NMDA estan relacionados con la produccion y aumento de GMPc, lo que puede inducir la
liberacion posterior de neurotransmisores excitatorios, resultando en un proceso de
retroalimentacion positiva que conduce a hiperexcitabilidad neuronal dorsal. Estos
resultados implican que el NO pueda tener un papel mediador de las neuronas excitatorias.
Lo anterior permite realizar estudios de generacion de analgesia en base a la utilizacién de
inhibidores de las nitrosintasas, como el L-NAME, un inhibidor no selectivo de las
nitrosintasas, el cual bloquea las enzimas que catalizan la conversion del precursor L-

arginina en NO.

Farmacos Analgésicos

Existen distintos niveles de accion, de los farmacos que producen analgesia. Asi, existen
farmacos cuya accion principal ocurre en la terminacion nerviosa, los que se conocen como
farmacos analgésicos periféricos; otros farmacos actlan sobre la via de conduccion
propiamente tal, los cuales se denominan anestésicos locales y por ultimo estan los

anestésicos centrales que acttan a nivel del sistema nervioso central.

Para el alivio del dolor existen en la actualidad una gran variedad de agentes capaces de
producir un poderoso y selectivo efecto de inhibicién de la neurotransmision dolorosa,
tanto a nivel preclinico en animales, como a nivel clinico en el hombre. Para su correcto
uso en forma efectiva y racional, es necesario tener en cuenta tres conocimientos basicos
interrelacionados entre si: 1- El conocimiento de sus efectos agudos y crénicos y los

mecanismos de accion. 2.- Las relaciones entre estas acciones y sus efectos colaterales
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potencialmente severos. 3.- La farmacocinética de los farmacos para producir estos efectos
en el contexto de la variabilidad de sus acciones en diferentes individuos y enfermedades.
Ademas de lo antes sefialado, es necesario conocer los siguientes aspectos: a) Los
estimulos, las condiciones y los sitios del dolor. b) La percepcion subjetiva del dolor, asi
como las respuestas objetivas a los estimulos dolorosos (nocicepcién). ¢) Las contrapartes
emocionales, sicoldgicas y de la conducta de la percepcion del dolor.

AINEs

Los farmacos llamados antinflamatorios no esteroidales (AINES) corresponden a un grupo
muy diverso de sustancias, que para diferenciarlos de los antinflamatorios esteroidales, en
su mayoria son acidos organicos débiles derivados en general de los acidos carboxilico y

enolico, clasificados en los siguientes grupos entre otros (Goodman y Gillman, 1996):

Derivados del 4cido salicilico: Acido Acetil Salicilico.
Derivados de la pirazolona: Metamizol.

Derivados del para-aminofenol, anilicos: Acetominofeno.
Derivados del fenamato: Acido Mefenamico.

Derivados del acido indolacético: Indometacina.

Derivados del &cido propidnico: Ibuprofeno, Ketoprofeno, Naproxeno.
Derivados enolicos: Piroxicam, Tenoxicam, Meloxicam.
Derivados de la metasulfonamidas: Nimesulida.

Derivados del acido fenilacético: Diclofenaco.

Derivados del acido pirrolacetico: Ketorolaco.

Derivados del acido piranoacetico: Etodolaco.

Derivados del &cido nicotinico: Clonixinato de Lisina.
Inhibidores selectivos COX-2: Rofecoxib, Celecoxib, Parecoxib.

Oxicames: Piroxicam, Tenoxicam, Meloxicam.
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Propiedades:

Los numerosos compuestos que conforman los AINESs, se caracterizan por poseer, en

mayor o menor grado, las siguientes propiedades (Dubois et al., 1998):

Accion analgésica en dolores de intensidad leve a moderada, particularmente si el dolor se
localiza en tejidos y tegumentos, aunque también tienen uso en cefaleas y sindromes
jaquecosos. Esta accion tiene lugar preferentemente en estructuras periféricas relacionadas
con las terminaciones nerviosas sensitivas, interfiriendo en la accion de ciertas sustancias
sobre dichas terminaciones: bradiquininas, prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas,

etc.

Accién antinflamatoria que contribuye a la analgesia cuando la causa del dolor es la

inflamacion.

Accidn antipirética de gran uso y debida principalmente a la interferencia, a nivel

hipotalamico, en la sintesis de ciertas sustancias como prostaglandinas, e interleuguinas.

Accion uricosurica, la cual es consecuencia de la inhibicién del transporte de acido Urico
desde la luz del tabulo renal hasta el espacio intersticial, es un proceso apreciable solo con

algunos AINEs y a dosis elevadas.

Actividad antiagregante plaquetaria presente en algunos de estos compuestos.

Actividad antitumorogénica, usada para el tratamiento del cancer colorrectal.

Empleo también en la terapia de la enfermedad de Alzheimer.
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Por lo general los AINEs son facilmente absorbidos desde el tracto gastrointestinal
superior. Sin embargo, existen algunos factores capaces de intervenir en este proceso: la
especie animal, motilidad gastrointestinal, pH gastrico ya que se disocian facilmente en un
pH &cido, presencia de alimento, lesiones patologicas y concentracion de la droga. Se unen
fuertemente a proteinas plasmaticas con desplazamientos y prolongacion de la vida media
de warfarinas, hipoglicemiantes, corticoides, inmunosupresores y psicotropicos. La vida
media varia de 1 a 2 horas y en algunos casos se prolonga 24 horas. Presentan inactivacion
hepatica y eliminacion renal (Vasquez, 2005). Los inhibidores selectivos COX-2 se
eliminan por metabolismo hepético, describiéndose alteraciones de las pruebas hepaticas

hasta en 15% de los casos.

De todas las drogas usadas en animales, la mayor diferencia entre las especies se encuentra
en la farmacocinética de eliminacion o excrecion de los AINEs. Esta diferencia hace de la
extrapolacion interespecies una situacion extremadamente peligrosa puesto que la
acumulacién de AINEs en los tejidos puede resultar francamente toxica y potencialmente
fatal. ElI ejemplo clasico de este fendmeno son las diferencias en la vida media de
eliminacion (T %) del &cido acetil salicilico, el cual tiene T % de 1 hora en el equino, 8
horas en el canino, 38 horas en el gato. En esta Gltima especie, otro farmaco como el
paracetamol, en relacion a su farmacodinamia, puede generar cuadros de
metahemoglubinemias graves y mas aun la muerte en dosis que en caninos son
consideradas terapéuticas (Jenkins, 1987). Estas diferencias se explican por la deficiencia
de los sistemas enzimaticos, requeridos para la inactivacién de metabolitos intermediarios

toxicos.

Mecanismo de Accion:

Los AINEs forman un grupo numeroso de drogas que comparten acciones terapéuticas y
efectos adversos y tienen la particularidad de tener un mecanismo de accion comun
propuesto para ellos, el cual se basa fundamentalmente en la inhibicion, tanto a nivel
central como periférico y en mayor o menor grado, de las isoformas de ciclooxigenasas
(COXs), COX-1 y COX-2 (Smith et al., 2000; Warner y Mitchell, 2004), enzimas que
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inician la cascada de transformacion del acido araquidénico en prostaglandinas (PG),
prostaciclinas y tromboxanos. Actualmente se considera que el Paracetamol, es un AINE
atipico cuyo blanco de accién seria una nueva isoforma de la COX denominada COX-3
(Botting y Ayoub, 2005). Sin embargo la sola inhibicion de las COXs no es suficiente para
explicar la actividad analgésica, tanto de AINEs como de Paracetamol (Miranda et al.,
2001; Miranda et al., 2002; Pinardi et al., 2002; Pinardi et al., 2003).

La inflamacion y consecuentemente la generacion de dolor comienza con la injuria, que a
nivel celular produce destruccion de membranas celulares y la posterior liberacion de
fosfolipidos, los cuales, por accion de fosfolipasas, generan &cido araquidonico, el que, en
contacto con la ciclooxigenasa, da origen a endoperdxidos ciclicos que rapidamente se

convierten en prostaciclinas, prostaglandinas y tromboxanos ( Figura 5).

FOSFOLIMDOS DE MEMBRANA CH WU AR

CORTICODES 5
-8

FOSFOLIPASA

ACDO ARAQUIDONCO [yﬂHE

LI OXIGENASA CICLO-OXIGENASA

S5HPETE EMDOPEROXIDOS CICLICOS

LEUCOTRIENOS PROSTACICLINA PROSTAGLANDINAS Y TROMBOXANOS

Figura 5 : Muestra el Nivel de Accion de AINE en la Inhibicion de la Formacion de
Prostaciclinas, Prostaglandinas y Tromboxanos (Gonzélez y Dagnino, 1994)
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En el hombre cada una de estas isoenzimas (COX-1 Y COX-2) es codificada por un gen
distinto, cuya expresion esta regulada diferentemente en las células (Hla y Neilson, 1992),
pero observamos una homologia de alrededor de un 60% a nivel de las secuencias de los
aminoacidos. Las dos isoenzimas estan presentes en el reticulo endoplasmatico y la COX-2
estd igualmente asociada a la cubierta nuclear. La principal diferencia entre ellas reside en
su expresion y en la regulacion de su actividad enzimética. En efecto, la COX-1 es una
enzima de regulacion constitutiva, presente en la mayoria de los tejidos, la COX-2 se
encuentra solamente en la prostata, en el cerebro (dendritas y cuerpos celulares de las
neuronas de regiones discretas de la corteza y del hipocampo) (Simmons, et al., 1989), en
los rifiones (Harris et al. 1994), y en las células cancerosas del colon (Breder et al. 1995),
como constitutiva. La COX-2 es inducible en la mayoria de los tejidos estimulados por
numerosas sustancias como las citoquinas, la interleuquina-la y B y otros mediadores
sintetizados en el curso de una reaccion inflamatoria (Hla et al. 1999). La presencia de la
COX-2 ha sido también puesta en evidencia en los tejidos articulares de pacientes con
artritis reumatoidea, y las prostaglandinas formadas por la COX-2 juegan un papel
importante en la ovulacion y en el parto (Vane et al. 1998). La COX-1 produce
prostaglandinas que juegan un papel importante en varios procesos fisioldgicos tales como
la citoproteccidn gastrointestinal, la homeostasis renal y trombocitaria, mientras que la

COX-2 parece producir prostaglandinas en el sitio inflamatorio.

De esta manera la accién de las prostaglandinas, expresadas a través de un dafio tisular, es
como mediador de la inflamacién y consecuentemente del dolor, interviniendo en la
respuesta inflamatoria generando vasodilatacion, aumento de la permeabilidad de los
tejidos permitiendo el paso de los leucocitos, antiagregante plaquetario, que luego

estimulan las terminaciones nerviosas del dolor.

La accion de las prostaglandinas no es especifica, ya que una misma prostaglandina puede
estimular determinadas funciones e inhibir otras en normalidad, ademas las acciones de las

prostaglandinas son variadas y multiples.
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A nivel géstrico y duodenal se generan en normalidad prostaglandinas E2, 12, F2, cuyas
funciones son: proteger la mucosa frente a diversas agresiones, como el alcohol, el acido,
las sales biliares y la aspirina; las prostaglandinas acttan estimulando la secrecion mucosa
de bicarbonato y la secrecion de mucus; aumentan el flujo sanguineo a nivel de la mucosa;
previenen la ruptura de la barrera mucosa gastrica, acelerando la proliferacion celular;
estimulan los procesos de transporte idnico celulares y la produccién de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc); la promocion de fosfolipidos de superficie activos; la
preservacion de los compuestos sulfhidrilos en la mucosa gastrica; la estabilizacion de los

lisosomas y membranas celulares.

Las prostaglandinas E2 y F2 tienen efecto sobre la resistencia vascular cortical renal,
produciendo vasodilatacion, un aumento del flujo sanguineo cortical renal con el
consiguiente aumento del volumen intracelular y disminucion de la resistencia periférica,
ademas generan natruresis. De esta manera, junto con la hormona ADH y con la

aldosterona regulan en forma hormonal la presién arterial.

A nivel de los vasos sanguineos actlan las prostaglandinas 12, E2, H2 y tromboxano A2. La
prostaglandina 12, es un potente vasodilatador que se sintetiza a distintos niveles del vaso
sanguineo, pero también inhibe la agregacion plaguetaria mediante la activacion de la
adenil-ciclasa ademaés, es rapidamente degradada en el plasma. La prostaglandina E2 se
sintetiza a nivel del masculo liso de los vasos sanguineos y ejerce en ellos una actividad
vasodilatadora (Taddei et al.,, 2001). El tromboxano A2 ademéas, de generar
vasoconstriccion, es un potente agregante plaquetario que actla en condiciones de injuria
celular de las paredes de los vasos sanguineos (Moncada y Vane, 1978) al igual que la
prostaglandina H2 (Moncada et al., 1991).

Efectos Adversos de los AINEs

La no produccion de las prostaglandinas, especialmente por inhibicion de COX-1, de

origen constitutivo, genera diversos efectos adversos, entre los cuales los mas importantes
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son a nivel gastrico, hemostatico y renal (Warner y Mitchell, 2004; Botting y Ayoub,
2005), entre otras.

A) Gastrointestinales

Como se menciond anteriormente, las prostaglandinas normalmente controlan la secrecion
acida del estbmago, mantienen la barrera mucosa y tienen descritos efectos citoprotectores,
regulando la cantidad y espesor de la capa de mucus. También participa en la motilidad
gastrointestinal. Estos mecanismos protectores, se alteran con el uso de AINE,
principalmente en individuos geriatricos, pacientes con antecedentes de Ulcera péptica,
abuso de alcohol, uso de AINE por méas de una semana (triplica el riesgo) o en combinacién

con corticoides, anticoagulantes u otro AINE.

El dafio generado va desde una gastritis y/o enteritis hasta la generacion de Ulceras con

hemorragias que incluso pueden llegar a perforarse y generar peritonitis.

El mecanismo del dafio celular es sistémico y ademas directo sobre la mucosa, aditivo al
anterior. Por lo tanto, en su uso endovenoso también ocurre esta complicacién (Simon,
1997).

B) Renales

Existe una poblacion de enfermos, cuyo flujo y filtracion glomerular depende de las
prostaglandinas. Los pacientes hipovolémicos, portadores de insuficiencia cardiaca,
estenosis de arteria renal presentan con el uso de AINE una disminucion de los mecanismos
de compensacion para mantener la homeostasis (Tamblyn et al. 1997; Amadio et al. 1997).
La toxicidad renal se manifiesta por retencion de sodio, agua y productos nitrogenados,
discreta disminucion de funcién tubular y capacidad de concentrar, hipertensién arterial,

llegando hasta una insuficiencia renal irreversible. Es mas frecuente esta toxicidad en
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mujeres con antecedentes de infeccion del tracto urinario en forma recurrente vy

habitualmente es de lenta instalacion.

Constituyen factores de riesgo la hepatitis cronica, patologia renal previa, diabetes mellitus

y usuarios de diuréticos y Beta bloqueadores.

C) Hemostaticos

El TxA2 participa en la formacion del tapdn primario en el proceso de cascada de
coagulacion. La inhibicion de la sintesis de este, derivada de la accion de AINEs genera
coagulopatias, que se manifiestan en una inadecuada coagulacion después de un dafio en el
endotelio vascular, produciéndose hemorragias (Warner y Mitchell, 2004; Botting y Ayoub,
2005).

D) Reacciones de Hipersensibilidad

Constituyen un factor de riesgo aquellos pacientes en edad media, asmaticos, portadores de
polipos nasales, urticaria cronica, hipersensibilidad a la tartrazina o quienes tienen
hipersensibilidad previa a cualquier AINE. Se describen cuadros de rinitis vasomotora,
urticaria generalizada, asma bronquial, edema laringeo, broncoconstriccién, hipotension y

shock, muy semejante a una anafilaxia, pero por un mecanismo no inmunoldgico.

E) Hepaticas

Poco frecuentes, dosis dependientes. Descritas con Paracetamol, Acido Acetil Salicilico,
Naproxeno y Sulindaco. Puede producir leve alza enzimatica y con menos frecuencia

cuadros de hepatitis aguda constituyendo un mayor riesgo, el antecedente de hepatitis.
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Perfil Farmacoldgico de Ketoprofeno:

Aspectos Generales del Ketoprofeno:

El Ketoprofeno es un antinflamatorio no esteroidal (AINE) derivado del &cido propionico,
ampliamente usado en su formulacién de mezcla racémica, como agente analgésico,
antinflamatorio y antipirético por més de 20 afios. Posee una efectiva y segura actividad
analgesica en diversas situaciones de dolor leve a moderado provocado por la inflamacion
de los tejidos. Sus efectos antinflamatorios estan relacionados con la inhibicion de las
ciclooxigenasas (COX-1 > COX-2) con la consecuente reduccion de la produccion de
prostaglandinas (Veys, 1991). En su mezcla racémica participan los enantiomeros S (+) y R
(), los cuales pese a estar en cantidades equivalentes en la mezcla, tienen diferentes
actividades farmacocinéticas y farmacodindmicas. Se ha demostrado que la habilidad de
inhibir la formacién de prostaglandinas reside casi exclusivamente en el enantiomero S (+)
de los AINEs racemicos, el cual en el caso de Ketoprofeno es llamado Dexketoprofeno. Si
bien el isémero R (-) del Ketoprofeno no ejerce inhibicién de la ciclooxigenasa, varios
estudios han sugerido un mecanismo de accion independiente del bloqueo de la sintesis de
prostaglandinas, que también puede ser importante en el efecto analgésico de estos
farmacos (Cooper, et al., 1998).

Caracteristicas Farmacocinéticas:

Después de ingerido, el Ketoprofeno se absorbe en forma rapida en el tracto
gastrointestinal, la presencia de alimentos disminuye la rapidez de absorcion, pero no su

magnitud. Tiene una biodisponibilidad via oral del 90%.

Una dosis de 50 mg en término de una a dos horas, alcanza concentraciones maximas en el
plasma (Tmax) (Sweetman, 2003). Volumen de distribucion aparente (Vpa) de 0.1 L/kg.
Tiene una vida media de eliminacion (Ty) corta de 1-1.5 horas. Su unién a proteinas

plasmaticas es alta (99%). Llega también al fluido sinovial y difunde rapidamente a través
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de la barrera hematoencefalica. Este farmaco se conjuga con acido glucorénico en el higado
dando lugar a metabolitos inactivos. El 60-70% se elimina por excrecion renal en forma de

metabolitos conjugados con &cido glucurénico (Goodman y Gillman, 1996).

Caracteristicas Farmacodinamicas:

El Ketoprofeno actla por inhibicion competitiva y reversible de la ciclooxigenasa
impidiendo la sintesis de prostaglandinas y otros eicosanoides que son liberados en el
proceso inflamatorio. La inhibicién de la COX previene o reduce la sensibilizacion de los
nociceptores y por consecuencia alivia la hiperalgesia asociada a la inflamacién de los
tejidos (Herrero et al., 1997). Tiene actividad antibradikinina y actividad estabilizadora de
membrana lisosomal. La accion antipirética puede ser secundaria a una accion central de
inhibicién de la liberacion de prostaglandinas inducida por pirégenos y posiblemente
también a una accion vasodilatadora periférica de mediacion central. La potencia analgésica
del Ketoprofeno es similar a la de la Indometacina y unas 20 veces superior a la del

Ibuprofeno y la del Acido Acetil Salicilico (Cooper, 1988).

Evidencias experimentales sugieren que la inhibicion de prostaglandinas sintetizadas
periféricamente no explica completamente los efectos analgésicos de Ketoprofeno, y por lo
tanto deben considerarse posibles los efectos centrales de este farmaco. Asi, se postula que
los AINEs, como Ketoprofeno podrian producir analgesia actuando en dos niveles: (i) por
accion periférica relacionada con el bloqueo de la sensibilizacion de nociceptores mediante
la inhibicién de la COX y (ii) por la inhibicion de los procesos responsables de la
sensibilizacion central, especialmente a nivel de la médula espinal. Estudios donde se
comparan las acciones del Ketoprofeno a nivel central concluyeron que la administracién
sisttmica de Ketoprofeno fue efectiva en deprimir la actividad eléctrica de unidades
motoras Unicas en el cordon espinal de ratas, provocada por la estimulacién nociceptiva
térmica y mecanica de la piel, ya sea sana o inflamada (Herrero et al., 1997). Por otro lado,
al inyectar Ketoprofeno en diferentes sitios del SNC, se produjo diferentes grados de
analgesia, por lo que fue sugerido que ejerce una actividad central independiente de
inhibicion de COX (Pinardi et al., 2001).
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Perfil Farmacoldgico de Metamizol

Aspectos Generales de Metamizol:

El Metamizol, es un derivado pirazolénico, tiene efecto analgésico antipirético con poco
poder antinflamatorio (Gonzélez de Mejia, 2005). Entre los AINEs, Metamizol es
ampliamente usado para el manejo del dolor debido a su alta eficacia y su buena
tolerabilidad gastrica (Hernandez-Delgadillo y Cruz, 2004). EI Metamizol ha demostrado
ser clinicamente efectivo en el alivio del dolor debido a colico renal agudo, cancer, cirugia
abdominal y extraccion dental, y es comparable en su eficacia, sino superior, a otros AINES

y opiodes suaves (Martinez-Martin et al. 2001).

Caracteristicas Farmacocinéticas:

El Metamizol es una prodroga, la cual a temperatura ambiente y en una atmdsfera con
oxigeno, es espontaneamente, no enzimaticamente convertida a 4-metilaminoantipirina,
esto ocurre después de ser administrada por via oral. Subsecuentemente el sitio N-metil de
la cadena 4-metilaminoantipirina es oxidado para producir 4-formilaminoantipirina, la cual
ademas es convertida en 4-aminoantipirina. Por lo tanto, es aceptado que Metamizol en
solucién acuosa y en presencia de oxigeno consta de un grupo de derivados pirazolénicos,

de los cuales 4-metilaminoantipirina es farmacol6gicamente el mas importante.

Ninguno de los metabolitos se liga fuertemente a proteinas plasmaticas, siendo excretados
predominantemente por el rifidn (Schug et al., 1990; Levy et al., 1995). La accion
analgésica de Metamizol alcanza su méxima potencia 40 a 60 minutos después de su
ingestion, es efectivo por 6 a 8 horas, lo cual aumenta con dosis sobre 1.5 g. Altas dosis
tienden a prolongar el efecto analgésico. La analgesia que produce Metamizol es dosis-
dependiente, o sea, a mayor dosis, en general del orden de 25-30 mg/kg, mayor eficacia

analgésica.
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Caracteristicas Farmacodinamicas:

Se ha reportado que Metamizol puede ejercer su efecto en dolor inflamatorio a traves de la
inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas en el sistema nervioso central y en la periferia,
aungue su mecanismo de accidn preciso permanece poco claro y parece ser diferente al de
las drogas antinflamatorias no esteroidales clasicas. Ha sido sugerido que la accion
antinociceptiva de Metamizol, tal como la de otros AINEs, es mediada centralmente.

Metamizol y sus metabolitos 4-metilaminoantipirina y la 4-aminoantipirina inhiben la
sintesis de prostaglandinas. Este efecto es mediado a través de la inhibicién de la actividad
COX, estudios al respecto han demostrado que Metamizol es sustancialmente mas potente
(alrededor de 10 veces) en la inhibicion de la actividad de COX-2 cuando células intactas
son usadas como fuente de COX-2, y que no regula la actividad COX-1 en células intactas
en concentraciones terapéuticas. También se le han descrito acciones inhibitorias sobre la
actividad de COX-1 y una posible COX-3 (Campos et al., 1999; Chandrasekharan et al.,
2002).

Los metabolitos biolégicamente activos de Metamizol rdpidamente entran al fluido
cerebroespinal y alcanzan concentraciones en el tejido cerebral de alrededor del 50% de la
concentracion plasmatica (Cohen et al., 1998). Se ha demostrado que la microinyeccion de
Metamizol en la sustancia gris periacueductal (SGP) de la médula induce cambios en la
actividad de la neuronas que se proyectan espinalmente, localizadas en la médula rostral
ventromedial (MRV), especificamente, en las llamadas células on y off. Al respecto
Metamizol causa facilitacion de las neuronas que inhiben el dolor (células-off) y la
inhibicidn de las neuronas que facilitan el dolor (células-on) de la MRV (Fields et al., 1991;

Tortorici y Vanegas 1994).

Consecuentemente produce una disminucién en la actividad, generada por estimulacion

eléctrica de fibras C periféricas, en varios axones espinales (presumiblemente ascendentes).
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También se ha visto un aumento de la latencia del reflejo del tail-flick, al utilizar

Metamizol como pretratamiento (Vanegas et al., 1997).

Un estudio realizado inyectando intravenosamente Metamizol mostrd que inhibe la
nocicepcion mecanica en las neuronas de rango dinamico amplio en el APME (Vésquez,
2005). Estos hallazgos revelan al menos alguno de los mecanismos a través de los cuales
Metamizol alivia clinicamente el dolor en humanos. Los efectos antinociceptivos de
Metamizol microinyectado en la SGP imitan los efectos de los opiodes microinyectados en
la SGP y son abolidos por Naloxona administrada en el sitio de la SGP, en el nucleo rafe
magno y en el corddn espinal. Por lo tanto, el efecto antinociceptivo es mediado por
opiodes enddgenos en la SGP, la MRV, y el cordon espinal, a lo largo del sistema de
control descendente del dolor (Vasquez, 2005; Hernandez y Vanegas 2001). Una
posibilidad inexplorada es la posibilidad de que Metamizol genere cambios en el sistema no
opiodérgico (es decir, catecolaminérgico, serotoninérgico) en la SGP, la MRV o el corddn

espinal (Tortorici y Vanegas 2000).

En relacion a las reacciones adversas medicamentosas (RAM) los datos coinciden con el
hecho que el riesgo de sangramiento gastrointestinal asociado con el uso de Metamizol es
comparable al del Paracetamol y claramente menor al del Acido Acetil Salicilico y otros
AINEs (Laporte et al., 1991). Se ha sugerido que Metamizol induce discrasias sanguineas,
tales como agranulocitosis. En los inicios del 1970 la incidencia de tales discrasias
sanguineas debidas al Metamizol fueron consideradas mayor al 0.1%. Sin embargo, ningln
estudio epidemioldgico de este problema habia estado disponible hasta la publicacion en
1986 del estudio internacional de agranulocitosis y anemia aplastica (Anon, 1986b). Los
resultados obtenidos indicaron que el riesgo de agranulocitosis fue menos de 1.1 por millén
de usuarios y que el riesgo de anemia aplastica fue virtualmente inexistente. Un malestar
y/o posible hipotension arterial es relatado con su empleo por via oral, pero raramente
observado cuando se administra via endovenosa en bolo de manera lenta. En personas
sensibilizadas puede aparecer un shock anafilactico especialmente después de su

administracion endovenosa (Lullmann et al., 2004).
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Perfil Farmacologico de Parecoxib

Aspectos Generales de Parecoxib

Dentro de los AINEs, éste farmaco pertenece al grupo de los inhibidores selectivos de la
COX-2, El Parecoxib es un profarmaco inactivo de Valdecoxib que se convierte
rdpidamente en Valdecoxib (Talley et al., 2000).

Caracteristicas Farmacocinéticas:

Tras su administracion por via parenteral, el profarmaco es rapidamente hidrolizado por las
esterasas hepaticas a Valdecoxib, que es un sustrato de las isoenzimas CYP 3A4 y CYP
2C9 del citocromo P450 (Cheer y Goa, 2001) para generar Valdecoxib y acido propionico.
Esta ultima, se encuentra también implicada en la metabolizacion de Celecoxib (Paulson et
al., 2000). Valdecoxib se elimina por metabolismo hepético recuperandose menos del 5%
de Valdecoxib inalterado en la orina. No se detecta Parecoxib inalterado en la orina, y s6lo
se detectan trazas en las heces. Alrededor del 70% de la dosis se excreta en la orina en

forma de metabolitos inactivos (Ormrod et al., 2002).

La concentracion plasmatica maxima (Cmax) de Valdecoxib es entre un 25-30% maés
elevada tras la administracién de Parecoxib por via endovenosa frente a la administracién
de 20 0 40 mg. por via intramuscular. EI tiempo que esta tarda en alcanzar la concentracion
plasméatica maxima (tmax) es de 0,5 horas tras la administracién intravenosa y 1,5 horas
tras la administracion intramuscular. La vida media de eliminacion (Ty2) de Valdecoxib es
de 8-11 horas.
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Caracteristicas Farmacodinamicas:

Produce a concentraciones terapéuticas, una inhibicion selectiva de la COX-2, con lo que se
evitan los efectos secundarios mas frecuentes e importantes de los AINEs (toxicidad
gastrointestinal, renal y problemas hemorragicos) relacionados con la inhibicion de la
COX-1 (Feria, 2003).

Posee actividad analgésica, antinflamatoria y antipirética comparable a la de los AINEs
convencionales. No posee efecto antiagregante plaquetario, al no inhibir la sintesis del
tromboxano dependiente de la COX-1 y si la de prostaciclina, dependiente de la COX-2,
tampoco posee efecto uricosurico.

Son claramente menos lesivos que otros AINEs para la mucosa gastrointestinal, pero no
son totalmente inocuos. En ocasiones en su administracion crénica se han descrito gastritis,
Ulceras y hemorragias. Su uso esta limitado, con preferencia sobre el resto de los AINEs a
los pacientes con riesgo elevado de padecer reacciones adversas gastrointestinales serias.
Los efectos adversos mas frecuentes son: prurito, dolor abdominal, diarrea, dispepsia,
flatulencia, osteitis alveolar, mareo, insomnio, faringitis, rinitis, sinusitis, infeccién del

tracto respiratorio superior, edemas.

Presentan hipersensibilidad cruzada con otros AINEs. Esta contraindicado su uso en
pacientes con alergia a sulfonamidas o a salicilatos 0 AINEs. También en pacientes que
hayan experimentado asma, rinitis aguda, pélipos nasales, edema angioneurdtico, urticaria
u otras reacciones de tipo alérgico después de tomar AINEs. No se debe administrar a
pacientes afectados de Ulcera péptica activa o hemorragia gastrointestinal, enfermedad
inflamatoria intestinal, insuficiencia cardiaca grave (por la posible retencion de liquidos y

edemas), insuficiencia hepética grave, o insuficiencia renal grave.

La administracion prolongada de los inhibidores de la COX-2 se ha asociado con un

aumento en el riesgo de reacciones adversas cardiovasculares y trombaticas.
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Tramadol

Aspectos Generales de Tramadol

El Tramadol es otro de los farmacos utilizados en esta tesis, por lo tanto es conveniente

diferenciarla de los AINEs, ya que es un compuesto totalmente distinto.

El Tramadol se encuentra incluido dentro de los analgésicos opiaceos, cuya caracteristica
comun es actuar selectivamente sobre receptores especificos, ampliamente distribuidos por
el sistema nervioso central, asi como a nivel periférico (Vidal et al., 2005). La interaccion
es saturable y competitiva. Se conoce con certeza la existencia de 3 tipos de receptores
opioides, p, K y 6, y es muy posible que de ellos existan varios subtipos (Dhawan et al.,
1996). Estos receptores son moléculas enddgenas que pertenecen al grupo de receptores
celulares de membrana pre y pos sinaptica, constituidos por una cadena proteica con siete
segmentos transmembrana, asociados a proteina G (Flérez y Faura, 1997). Los receptores
opiaceos se encuentran acoplados a los receptores para proteinas G funcionando como
moduladores positivos 0 negativos de la transmision sinéptica a través de las proteinas G
que activan proteinas efectoras. Los receptores p son los que producen una analgesia mas
profunda, y también pueden provocar euforia, depresion respiratoria, dependencia fisica y
bradicardia. Los receptores k desencadenan una respuesta analgésica menor, y pueden

causar miosis, efecto sedante y disforia. Los receptores 6 modulan la actividad del receptor

L.

Loa farmacos opioides pueden actuar como agonistas (que se unen y estimulan el receptor),
antagonistas (que se unen y bloquean o inhiben su actividad), agonistas parciales (se unen y
estimulan parcialmente la actividad de ciertos subtipos de receptores) 'y
agonistas/antagonistas mezclados (estimulan unos mientras bloquean otros receptores)
(Florez y Faura, 1997).
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La estructura quimica corresponde a una piperidina relacionada con el grupo fenantreno de
los alcaloides del opio, entre los que se encuentra la Codeina y la Morfina (Rico et al.,
2000).

Caracteristicas Farmacocinéticas:

Se absorbe bien por via digestiva, las concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan
1,5-2 horas después de su administracion oral siendo su biodisponibilidad del 70%, con una
unién a proteinas del 4% (poca posibilidad de interaccion). Es convertido en el higado en el
O-desmetiltramadol (M1), el cual es en si mismo una sustancia activa, de dos a cuatro
veces mas potente que el Tramadol. Posterior a la biotransformacion, resulta en metabolitos
inactivos los cuales sufren eliminacion renal (90%) y fecal (10%). EI Tramadol tiene una
vida media plasmatica de 6 h. La duracion del efecto analgésico es de 4-6 h dependiendo de

la dosis administrada y de la intensidad del dolor (Lara et al., 2001).

Caracteristicas Farmacodinamicas:

El Tramadol es un agonista opiaceo con doble mecanismo de accion (opioide y no opioide),
esto permite mezclar en un solo farmaco el efecto opioide sobre receptores p con una
afinidad muy débil sobre ellos, 10 veces menor a la de la codeina (Cuéllar et al., 2001), con
el efecto no opioide, basado en la inhibicidn de la recaptacion de serotonina y noradrenalina
a nivel las vias descendentes inhibitorias del dolor en la médula espinal (Casals y Samper,
2004). El componente de accién no opioide del Tramadol desarrolla un rol muy importante
de su actividad analgésica que esta comprendido entre un 60 y un 70% (Casals y Samper,
2004). La interaccion del Tramadol (agonista opiaceo) con su receptor lleva a la
disminucion del AMPc, inhibiendo la adenilato-ciclasa con la consiguiente apertura de
canales de potasio y cierre de canales de calcio, que se traduce en una disminucion de la
actividad neuronal: pierde excitabilidad y pierde capacidad para liberar sus
neurotransmisores nociceptivos especificos intracelulares como la sustancia P, la dopamina,
la acetilcolina y la noradrenalina. El resultado final es la inhibicién del estimulo

nociceptivo.
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Dentro de las caracteristicas de los agonistas opiaceos se encuentran la generacion de
analgesia espinal y supraespinal, euforia, depresion respiratoria, miosis, nauseas y vomitos,

estrefiimiento y aumento de la presion de las vias biliares (Flérez y Faura 1997).

Tramadol tiene un perfil de efectos adversos bien definido y previsible (Casals y samper,
2004). La mayoria son dosis dependientes, de caracter leve, transitorio y son menos
frecuentes que para otros opiaceos (Casals y Samper, 2004). Por su interés cabe destacar el
que no afecta el tono del esfinter de Oddi, no induce depresion respiratoria a dosis
farmacoldgicas, no altera los parametros hemodindmicos, no induce la liberacién de
histamina y tiene una baja incidencia de constipacion, aspectos de relevancia para su

aplicacion en el postoperatorio (Castro et al., 2000).

La combinacién de farmacos permite obtener magnitudes de efectos variables: aditivos,
sinérgicos o antagonicos. La asociacion de AINEs ha sido escasamente estudiada en
medicina veterinaria. ES por esto que, interesa conocer la naturaleza de la interaccion entre
Ketoprofeno, AINE muy utilizado en clinica veterinaria, con Tramadol o Metamizol o
Parecoxib. Ademas se considera estudiar la modulacién que pudiera ejercer el sistema NO-
GMPc en dicha interaccién, ya que este sistema puede actuar generando hiperalgesia o
analgesia cuando es utilizado, segun se ha demostrado en estudios experimentales previos
(Moncada et al., 1997).
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HIPOTESIS

La actividad analgésica o antinociceptiva de Ketoprofeno, Metamizol, Tramadol y
Parecoxib, evaluada en un modelo de dolor agudo experimental, es significativamente
aumentada (sinergismo) si se administran combinaciones de estos farmacos. Este

sinergismo es modulado por el sistema NO-GMPc.

OBJETIVOS
Objetivo General
Estudiar la magnitud del efecto antinociceptivo de Ketoprofeno, Metamizol, Tramadol y

Parecoxib, la naturaleza de la asociacion de dichos farmacos y su modulacién por el
sistema NO-GMPc.

Objetivos Especificos

« Evaluar la actividad antinociceptiva, por via intraperitoneal, de Ketoprofeno,

Metamizol, Tramadol y Parecoxib.

« Evaluar la naturaleza de la interaccién analgésica de Ketoprofeno con
Metamizol, Tramadol o Parecoxib (Determinar si existe un sinergismo,

antagonismo o aditividad).

» Evaluar el efecto de L-NAME (metil ester de N-Nitro-L-Arginina) en la
magnitud del efecto analgésico de la asociacion de Ketoprofeno con Metamizol,

Tramadol o Parecoxib.
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MATERIAL Y METODO

Animales a Utilizar en el Modelo de Dolor Agudo:

Se usaron 174 ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus) (Fotografia 1) machos y hembras,
entre 25-30 gramos de peso, los cuales fueron aclimatados al ambiente (22-24° C) del
Laboratorio de Neurofarmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
por lo menos dos horas antes de la experimentacion. Los animales provinieron del
Laboratorio de Inmunologia del Departamento de Medicina Preventiva Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Chile. La experimentacion se
realiz6 de acuerdo al protocolo previamente establecido y aprobado por la Comision de
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile en que cada animal fue
seleccionado de manera aleatoria y recibio solamente una dosis de las drogas estudiadas, las
observaciones fueron efectuadas en forma aleatoria y ciega, utilizando como control ratones
inoculados via intraperitoneal (i.p.) (Fotografia 2) con 10 mi/kg de NaCl 0,9% (se adjunta
certificado del Comité de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile en el marco de utilizacion de animales en esta
investigacion biomédica en el capitulo de anexos). Los animales fueron sacrificados

después del experimento mediante dislocacion cervical.
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La evaluacion de la actividad antinociceptiva, en un nimero total de 174 ratones, se efectuo
a través del método algesiométrico agudo, en el que se usa un estimulo quimico irritativo,

llamado “Writhing Test” o Test de las Contorsiones Abdominales (Miranda et al., 2002).

Fotografia 2 Inyeccion Intraperitoneal (i.p.)

Test Algesiométrico de las Contorsiones Abdominales o Writhing Test

Para el método algesiométrico se utilizd6 como estimulo nociceptivo, quimico irritativo la
inyeccion via i.p. de 10 ml/kg. de una solucién de acido acético al 0.6 %. El dolor de tipo
visceral producido se midié contando el nimero de contorsiones abdominales (Fotografia
3) que presentd el animal después de 5 minutos de la inyeccion del acido y durante 5
minutos. Se entiende por contorsion abdominal a la contraccion de la musculatura
abdominal acompafiada de la elongacién del cuerpo y extension de una o ambas
extremidades posteriores (Pinardi et al., 2001). Los controles se obtuvieron a partir de los

registros histéricos del laboratorio.

Para todos los farmacos administrados por via i.p. el tiempo de espera para realizar el test
algesiométrico fue de 30 minutos tiempo en el que la actividad antinociceptiva de los
farmacos es maxima (Pinardi et al., 2001). Los resultados se expresaron en ndmero de
contorsiones y/o como porcentaje de antinocicepcion (% AN) de acuerdo con la siguiente

expresion:
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% AN =100 - [( WE /WCS) x 100 ]

Donde WE es el nimero de contorsiones de los animales inyectados con farmaco, WCS es

el numero de contorsiones en los animales inyectados con suero fisiologico 0,9%.

Fotografia 3 Contorsion Abdominal

Evaluacion de las Interacciones (Analisis Isobolografico)

Para este fin, se usé la dosis que produjo un 50 % de efecto maximo (DEs), pero para la
determinacion de las DEsq de cada farmaco por si solo (Ketoprofeno, Metamizol, Tramadol,
Parecoxib, L-NAME), en este proyecto, se usaron los datos de experimentos anteriores
(Miranda y Pinardi, 2004; Miranda et al., 2003; Miranda et al., 2006) realizados en el
laboratorio, asi se obtuvieron las DEsy de estos 5 farmacos, las cuales luego fueron
comprobadas, sin la necesidad de utilizar un nimero mayor de animales en este proyecto.
Las DEsp de la combinacion de los farmacos fueron calculadas mediante analisis de
regresion lineal a partir de las correspondientes curvas dosis-respuesta (% AN) de los

farmacos administrados por via sistémica (i.p.), con un minimo de 6 animales por cada
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dosis sugerido por la IASP. Se estudian al menos 4 dosis por combinacion de farmacos para

obtener cada DEs.

Las interacciones entre los diferentes farmacos se evaluaron mediante el andlisis
isobolografico en la forma descrita por Tallarida y Murray (Tallarida y Murray, 1987). Para
esto se administraron combinaciones en proporciones fijas de dos farmacos (Ketoprofeno y
Metamizol; Ketoprofeno y Tramadol; Ketoprofeno y Parecoxib) correspondientes a 1/2,
1/4, 1/8 0 1/16 de la DEsy

Para cada combinacién de fa&rmacos se determiné la DEsq por andlisis de regresion lineal de
una curva dosis-respuesta. Esta dosis se compard estadisticamente (Tallarida y Murray,
1987) con la dosis que representa tedricamente la adicion simple de efectos que se obtiene

segun la siguiente formula:

DEs aditividad teérica = DEsg droga 1/(P1 + R x P2)

Donde R, es la relacion de potencia entre los farmacos 1 y 2 administrados por si solos, P1,
es la proporcion del farmaco 1 en la mezcla y P2 es la proporcion del farmaco 2 en la

mezcla.

El punto experimental resultante se grafico en coordenadas cartesianas que contienen una
linea que conecta la DEs, del farmaco 1 en la abscisa con la DEsy del farmaco 2 en la

ordenada (linea de aditividad simple).

La region del grafico donde se ubicéd el punto experimental determind el tipo de
interaccion. Con este andlisis se pudo evaluar si la interaccion entre dos farmacos es
sinérgica (efecto mayor que la suma de los efectos individuales), antagonica (efecto menor
que la adicién de los efectos individuales) o de simple aditividad (efecto igual a la suma de

cada uno de ellos).
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Al mismo tiempo, el programa calculd el indice de interaccion entre los farmacos, de

acuerdo a la siguiente formula:

EDs experimental / EDs tedrico

Si el valor resultante es menor que 1 corresponde a una interaccion sinérgica; al resultar

igual a 1 la interaccidn es aditiva, y si es mayor que 1, es antagonica (Miranda et al., 2005).

El estudio del efecto modulatorio del sistema NO-GMPc se realizd después del
pretratamiento de los animales por via i.p. con L-NAME con una dosis (DEs) usada y
comprobada en el Laboratorio, modificada de Toda y Okamura (Toda y Okamura, 2003) y
a los 30 minutos se repiten las curvas dosis-respuesta de las combinaciones de farmacos ya

determinadas.

Distribucion de los Grupos

Para cada farmaco (Ketoprofeno, Metamizol, Tramadol, Parecoxib y L-NAME) se
comprobaron las DEsy. Para comprobarlas, se usaron 6 animales para cada farmaco, a los
cuales se les administraron las DEsq histdricas, publicadas por el Laboratorio, del Programa
de Farmacologia Molecular y Clinica (Pinardi et al., 1998; Miranda et al., 2006).

En una primera etapa con las DEsy de Ketoprofeno, Metamizol, Tramadol y Parecoxib se

prepararon, en proporcion 1:1 las siguientes mezclas o combinaciones:

DEs, de Ketoprofeno + DEsy de Metamizol

DEs, de Ketoprofeno + DEsp de Tramadol

DEs, de Ketoprofeno + DEs de Parecoxib
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El siguiente paso fue calcular las DEs, de las combinaciones de estos farmacos, para lo cual
se formaron 4 grupos, con 6 animales por grupo, para cada combinacion, los que recibieron
las dosis que corresponden en el primer grupo a 1/2; el sequndo grupo a 1/4; el tercero a
grupo 1/8 y el cuarto grupo a 1/16 de las DEsp de la combinacion de los farmacos. A partir
de las curvas dosis-respuesta obtenidas, por analisis de regresion lineal se calcularon las
DEs, de cada combinacion.

El estudio del efecto modulatorio del sistema NO-GMPc se realizd6 después del
pretratamiento de los animales por via i.p. con L-NAME con una dosis (DEsp) usada y
comprobada en el Laboratorio, modificada de Toda y Okamura (Toda y Okamura, 2003) y
a los 30 minutos se repiten las curvas dosis-respuesta de las combinaciones ya
determinadas. Para esto fue necesario nuevamente obtener DEsg, pero integrando ahora a L-

NAME forméandose nuevas combinaciones:

DEs, de la combinacion de Ketoprofeno y Metamizol + DEsy L-NAME

DEsq de la combinacion de Ketoprofeno y Tramadol + DEsy L-NAME

DEs, de la combinacion de Ketoprofeno y Parecoxib + DEsy L-NAME

Como se dijo anteriormente el siguiente paso fue calcular las DEsy de estas nuevas
combinaciones para lo cual se formaron 4 grupos, con 6 animales por grupo, para cada
combinacion, los que recibieron las dosis que corresponden en el primer grupo a 1/2; el
segundo grupo a 1/4; el tercero a grupo 1/8 y el cuarto grupo a 1/16 de las DEsy de la
combinacion de los farmacos. A partir de las curvas dosis-respuesta obtenidas, por analisis

de regresion lineal se calcularon las DEs, de cada nueva combinacion.
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Estudio Estadistico

Los datos experimentales contenidos en las curvas log dosis-respuesta, se analizaron
mediante regresion lineal para determinar las DEs, los errores tipicos y las medidas de
dispersion de los limites al 95 % (Tallarida y Murray, 1987). Los pardmetros estadisticos
anteriormente calculados se usaron para la construccion de los isobologramas, los cuales se
calcularon con un programa computacional del Laboratorio (modificacion del programa
Pharm Tools Pro, version 1.27, The Mc Cary Group Inc.) junto a la significacion
estadistica que se determinG por analisis de varianza y pruebas t de Student, segun

correspondiera. La significacion fue considerada en un 5 % (p< 0,05).
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RESULTADOS

Grupo Control Writhing Test:

La administracion de 10 ml/kg de solucién fisiologica via i.p., 30 minutos antes del
estimulo nociceptivo (acido acético al 0.6%), produjo 19.77 * 0,3 contorsiones, (n= 40) de
acuerdo a registros historicos del laboratorio.

DEso de cada Farmaco y Combinacion de ellos:

Como se menciond en el punto 3. Evaluacion de las interacciones del item Material y
Método, las DEsy de Ketoprofeno, Metamizol, Tramadol, Parecoxib y L-NAME se
obtuvieron de registros del laboratorio en donde las condiciones experimentales (material y

método) fueron estandar. Las DEs, de los farmacos y combinacion de ellas son:

Ketoprofeno:
DEsy 30,300 = 3,850 mg/kg. Obtenida de registros del laboratorio en el ensayo

algesiométrico de las contorsiones abdominales y luego comprobadas en este estudio
(Figura 6).
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Figura 6 : Curva Dosis-Respuesta de Ketoprofeno en el Ensayo de las Contorsiones
Abdominales Inducidas por Acido Acético.

Metamizol:

DEs, 28,500 + 3,170 mg/kg. Obtenida de registros del laboratorio en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales y luego comprobadas en este estudio
(Figura 7).
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Figura 7 : Curva Dosis-Respuesta de Metamizol en el Ensayo de las Contorsiones
Abdominales Inducidas por Acido Acético.
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Tramadol:

DEsy 3,904 + 0,495 mg/kg. Obtenida de registros del laboratorio en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales y luego comprobadas en este estudio
(Figura 8).
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Figura 8 : Curva Dosis-Respuesta de Tramadol en el Ensayo de las Contorsiones
Abdominales Inducidas por Acido Acético.

Parecoxib:
DEs; 1,643 £ 0,168 mg/kg. Obtenida de registros del laboratorio en el ensayo

algesiométrico de las contorsiones abdominales y luego comprobadas en este estudio
(Figura 9).
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Figura 9 : Curva Dosis-Respuesta de Parecoxib en el Ensayo de las Contorsiones
Abdominales Inducidas por Acido Acético.

L-NAME:
DEsp 25,292 =+ 2,943 mg/kg. Obtenida de registros del laboratorio en el ensayo

algesiométrico de las contorsiones abdominales y luego comprobadas en este estudio
(Figura 10).
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Figura 10 : Curva Dosis-Respuesta de L-NAME en el Ensayo de las Contorsiones
Abdominales Inducidas por Acido Acético.
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Ketoprofeno/Metamizol:

La administracion i.p., de la combinacion de Ketoprofeno y Metamizol en proporciones
fijas correspondientes a la 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, de las DEs, de ambos farmacos, en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales, genera una respuesta antinociceptiva
dosis-dependiente (figura 11). De esto se infiere que la DEsy de la combinacion de
Ketoprofeno y Metamizol es 10,486 + 0,551 mg/kg.
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Figura 11 : Curva Dosis-Respuesta de la Combinacion Ketoprofeno/Metamizol en el
Ensayo de las Contorsiones Abdominales Inducidas por Acido Acético.

Ketoprofeno/Tramadol:

La administracién i.p., de la combinacion de Ketoprofeno y Tramadol en proporciones fijas
correspondientes a la 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, de las DEsy, de ambos farmacos, en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales, genera una respuesta antinociceptiva
dosis-dependiente (figura 12). De esto se infiere que la DEsy de la combinacion de
Ketoprofeno y Tramadol es 3,697 + 0,340 mg/kg.
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Figura 12 : Curva Dosis-Respuesta de la Combinacion Ketoprofeno/Tramadol en el
Ensayo de las Contorsiones Abdominales Inducidas por Acido Acético.

Ketoprofeno/Parecoxib:

La administracion i.p., de la combinacién de Ketoprofeno y Parecoxib en proporciones fijas
correspondientes a la 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, de las DEsy de ambos farmacos, en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales, genera una respuesta antinociceptiva
dosis-dependiente (figura 13). De esto se infiere que la DEsy de la combinacion de

Ketoprofeno y Parecoxib es 5,962 + 0,344 mg/kg.

= 100 -
2
a 75
1]
=
2 &0 4
=
£ 251
==
U T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5
log Parecox/Keto, mg/kg

Figura 13 : Curva Dosis-Respuesta de la Combinacion Ketoprofeno/Parecoxib en el
Ensayo de las Contorsiones Abdominales Inducidas por Acido Acético.
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Ketoprofeno/Metamizol + L-NAME:

La administracion i.p. de esta combinacion en proporciones fijas correspondientes a la 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, de las DEsy de Ketoprofeno/Metamizol y L-NAME, en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales, genera una respuesta antinociceptiva dosis
dependiente (figura 14). De esto se infiere que la DEsy de la combinacién
Ketoprofeno/Metamizol + L-NAME es 0,236 + 0,131 mg/kg.
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Figura 14 : Curva Dosis-Respuesta de la Combinacion Ketoprofeno/Metamizol + L-
NAME en el Ensayo de las Contorsiones Abdominales Inducidas por Acido Acético.

Ketoprofeno/Tramadol + L-NAME:

La administracion i.p. de esta combinacion en proporciones fijas correspondientes a la 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, de las DEsy de Ketoprofeno/Tramadol + L-NAME, en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales, genera una respuesta antinociceptiva dosis
dependiente (figura 15). De esto se infiere que la DEsy de la combinacién
Ketoprofeno/Tramadol + L-NAME es 0,329 + 0,213 mg/kg.
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Figura 15 : Curva Dosis-Respuesta de la Combinacion Ketoprofeno/Tramadol + L-
NAME en el Ensayo de las Contorsiones Abdominales Inducidas por Acido Acético.

Ketoprofeno/Parecoxib + L-NAME:

La administracion i.p. de esta combinacion en proporciones fijas correspondientes a la 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, de las DEsy de Ketoprofeno/Parecoxib + L-NAME, en el ensayo
algesiométrico de las contorsiones abdominales, genera una respuesta antinociceptiva dosis
dependiente (figura 16). De esto se deduce que la DEsy de la combinacion
Ketoprofeno/Parecoxib + L-NAME es 0,355 + 0,078 mg/kg.
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Figura 16 : Curva Dosis-Respuesta de la Combinacion Ketoprofeno/Parecoxib + L-
NAME en el Ensayo de las Contorsiones Abdominales Inducidas por Acido Acético.
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Analisis Isobolografico:

Ketoprofeno/Metamizol:

El estudio de la interaccion analgésica entre Ketoprofeno y Metamizol, administrados por
via i.p. y en proporciones fijas de sus DEsg fue realizado mediante analisis isobologréfico.
El indice de interaccion fue de 0.357. Con un valor de t observado de 10,322, siendo su
valor teorico de 2,828 para una significancia de un 1%. Con estos resultados se establece

que dicha interaccion antinociceptiva es de naturaleza sinérgica (figura 17).

El pretratamiento de los animales con L-NAME en esta combinacion no modifico la
naturaleza de dicha interaccion, la cual sigue siendo sinérgica de igual manera con un
indice de interaccién de 0,008 y un valor de t observado de 8,553 con 5% de significancia
para un valor tedrico de t de 4,256, lo cual indica que existe una modulacion a través del
sistema NO-GMPc y la accién de este sistema en la combinacion de Ketoprofeno y

Metamizol es la generacion de hiperalgesia.
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Figura 17 : Isobolograma de la Interaccion Analgesica entre Ketoprofeno y
Metamizol, Administrados por Via ip., en el Ensayo de las Contorsiones Abdominales
Inducidas por Acido Acético. El (e) Representa el Punto de Aditividad Tedrica de la
Combinacién de Ketoprofeno y Metamizol, el (o) Corresponde al Punto Experimental
de la Combinacién y el (m) al Punto Experimental Obtenido Después del
Pretratamiento con L-NAME.
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Ketoprofeno/Tramadol:

El estudio de la interaccion analgésica entre Ketoprofeno y Tramadol, administrados por
via i.p. y en proporciones fijas de sus DEs, fue realizada mediante andlisis isobologréafico.
El indice de interaccion fue de 0.216, con un valor de t observado de 10,477, siendo su
valor tedrico de 5,893 para una significancia de un 1%. Los resultados demostraron que

dicha interaccién antinociceptiva es de naturaleza sinérgica (Figura 18).

El pretratamiento de los animales con L-NAME en esta combinacion no modifico la
naturaleza de esta interaccién, siendo de igual manera sinérgica, con un indice de
interaccion de 0,019 y con un valor de t observado de 6,018 con un 5% de significancia,
para la cual el t teérico fue de 4,242, lo cual indica que existe una modulacion a través del
sistema NO-GMPc y el tipo de modulacion de este sistema en la combinacién de

Ketoprofeno y Tramadol es la generacién de hiperalgesia.
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Figura 18 : lIsobolograma de la Interaccién Analgésica entre Ketoprofeno y
Tramadol, Administrados por Via ip., en el Ensayo de las Contorsiones Abdominales
Inducidas por Acido Acético El (e) Representa el Punto de Aditividad Teérica de la
Combinacion de Ketoprofeno y Tramadol, el (o) Corresponde al punto experimental
de la Combinacion y el (m) al Punto Experimental Obtenido Después del
Pretratamiento con L-NAME.
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Ketoprofeno/Parecoxib:

El estudio de la interaccion analgésica entre Ketoprofeno y Parecoxib, administrados por
via i.p. y en proporciones fijas de sus DEs, fue realizado mediante anélisis isobologréafico.
Para este experimento el indice de interaccion fue de 0,373 y el valor de t observado fue de
7,359, siendo su valor tedrico de 4,580 para una significancia de un 1%. Los resultados

demostraron que esta interaccion antinociceptiva es de naturaleza sinérgica (Figura 19).

El pretratamiento de los animales con L-NAME en esta mezcla no modifico la naturaleza
de dicha interaccion, siendo esta sinérgica de igual manera, con un indice de interaccién de
0,022 y un valor de t observado de 15,141 con un 5% de significancia, que para la cual el
valor de t tedrico es de 3,842, lo que indica que existe una modulacion del sistema NO-
GMPc vy el tipo de modulacion de este sistema en la combinacién de Ketoprofeno y

Parecoxib es la generacion de hiperalgesia.
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Figura 19 : Isobolograma de la Interaccibn Analgésica entre Ketoprofeno y
Parecoxib, Administrados por Viai.p., en el Ensayo de las Contorsiones Abdominales
Inducidas por Acido Acético. El (e) Representa el Punto de Aditividad Tedrica de la
Combinacion de Ketoprofeno y Parecoxib, el (o) Corresponde al Punto Experimental
de la Combinacion y el (m) al Punto Experimental Obtenido Después del
Pretratamiento con L-NAME.
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DISCUSION

Cuando se administran en combinacién dos o mas farmacos, estos pueden interaccionar o
no. Si no interaccionan, sus efectos farmacologicos se manifiestan independientemente y el
efecto observado corresponderd a la suma de los efectos que cada uno produce por
separado. En el caso que el efecto observado sea mayor o menor que el esperado, existe una

interaccion de tipo sinérgica o antagonica, respectivamente (Tallarida, 2001).

Los estudios destinados a establecer el tipo de interaccion permiten definir la proporcion
Optima de los farmacos en la combinacién y/o comparar el tratamiento conjunto con el de
un farmaco unico en lo referente a la eficacia analgésica, lo cual ayuda en el uso clinico de

estas combinaciones de farmacos analgésicos que ayudan al manejo del dolor.

La presencia de una determinada interaccion se establece para una combinacién especifica
de farmacos y no puede ser extrapolable a otras combinaciones o situaciones

experimentales.

En base a estudios previos (Miranda y Pinardi, 2004; Miranda et al., 2003; Miranda et al.,
2006) la capacidad antinociceptiva de cada farmaco utilizado en este estudio es dosis

dependiente, expresada a través de sus DEsy.

La administracién i.p. de Ketoprofeno conjuntamente con cada uno de los distintos AINEs
antes mencionados y Tramadol mostr6 un efecto antinociceptivo dosis-dependiente
(figuras 11, 12 y 13). Asimismo, el analisis por isobologramas de la combinacion de cada
uno de los AINEs con Ketoprofeno, administrados por via i.p., resultd en interacciones

sinérgicas de distinta magnitud, al igual que la combinacion de Ketoprofeno con Tramadol.

Existen diferentes estudios previos, que revelan las diferencias entre los distintos AINEs en

cuanto a su capacidad analgésica, la cual depende de muchos factores entre otros el método
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utilizado para el estudio y los farmacos a utilizar (Urdaneta, et. al., 2009; Jovic, et al.,
2008; Antila, et al., 2006).

La existencia de cambios estadisticamente significativos en la sinergia establecida con la
coadministracion de Ketoprofeno y Metamizol producida por el pretratamiento con L-
NAME, sugiere la intervencion del sistema NO-GMPc, en este caso produciendo una
hiperalgesia, lo que determina de cierta forma la participacion del NO en la generacion de

dolor para esta combinacion.

El mismo efecto que la combinacion de Ketoprofeno-Metamizol-L-NAME tienen las
combinaciones de Ketoprofeno-Tramadol con el pretratamiento con L-NAME, mostrando
diferencias estadisticamente significativas, generando un sinergismo, con respecto a la
combinacién sin L-NAME, lo que sugiere la participacion del sistema NO-GMPc en la
generacion de dolor para este tratamiento.

El NO también participa en la generacion de hiperalgesia al existir diferencias
estadisticamente significativas en la sinergia establecida entre la combinacion Ketoprofeno-
Parecoxib y la combinacion de Ketoprofeno-Parecoxib conjuntamente con L-NAME.

El efecto del NO en las tres combinaciones de farmacos se relaciona con otros estudios
realizados en ratas donde el NO participa favoreciendo el dolor (Talarek y Fidecka, 2002;
Fischer et al., 2002). Por otro lado se observa su efecto analgésico en otras investigaciones
realizadas, otorgandose un efecto dual a la accion del Oxido Nitrico en la via nociceptiva,
tanto como pro como anti nociceptivo (Sousa y Prado, 2001; Espluges, 2002; Mollace et
al., 2005).

El NO, producido tras la activacion de los receptores NMDA por la NOS neuronal del
APME, puede potenciar otros mecanismos de sensibilizacién central, que activan

NUMEerosos procesos biogquimicos postsinapticos y posiblemente presinapticos.
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Si bien una serie de estudios sugieren que el Oxido Nitrico participa en el proceso de
nocicepcion, la complejidad de los mecanismos que regulan la expresion de las diferentes
NOS, la produccion cuantitativa de NO producida por la enzima, y la célula donde se
genera, asi como también la diferente respuesta de la neuronas inhibitorias o excitatorias
frente al NO, ha determinado que no se tenga bien definido cudl es el papel exacto de este

agente en el dolor.

Clinicamente el uso de farmacos analgésicos, mas en medicina humana que en medicina
veterinaria, estd ampliamente masificado siendo esto una ventaja para la obtencion de una
analgesia potenciada y la disminucion de las dosis de dichos farmacos evitando asi la
aparicion de efectos adversos anteriormente mencionados, existiendo en este sentido otro
campo de investigacion que permita el desarrollo de un mayor conocimiento de estos

farmacos y sus asociaciones en este &mbito.

En el desarrollo experimental de esta tesis se puede decir que la asociacion de los diferentes
AINEs y tramadol result6 efectiva tomando en cuenta el poder analgésico obtenido luego

de su administracion, sin embargo hacen falta otros estudios que determinen su seguridad.
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CONCLUSION

Ketoprofeno, Metamizol, Parecoxib y Tramadol, por si solos, luego de su administracion,
via i.p. en ratones de la cepa CF/1 (Mus musculus), producen actividad antinociceptiva de

tipo dosis dependiente, en el test algesiométrico de las contorsiones abdominales.

La coadministracion de Ketoprofeno y Metamizol, via i.p. genera una interaccion de tipo

sinérgica en el test algesiométrico de las contorciones abdominales.

La coadministracion de Ketoprofeno y Parecoxib, via i.p. genera una interaccion de tipo

sinérgica en el test algesiométrico de las contorciones abdominales.

La coadministracion de Ketoprofeno y Tramadol, via i.p. genera una interaccion de tipo

sinérgica en el test algesiométrico de las contorciones abdominales.

El pretratamiento con L-NAME produce un efecto sinérgico, generando un mayor efecto
analgésico en la combinacion de Ketoprofeno y Metamizol, en este test algesiométrico, lo
que sugiere la participacion del sistema NO-GMPc en la generacion de dolor.

El pretratamiento con L-NAME produce un efecto sinérgico, generando un mayor efecto
analgésico en la combinacion de Ketoprofeno y Parecoxib, en este test algesiométrico, lo
que sugiere la participacion del sistema NO-GMPc en la generacion de dolor.

El pretratamiento con L-NAME produce un efecto sinérgico, generando un mayor efecto

analgésico en la combinacion de Ketoprofeno y Tramadol, en este test algesiométrico, lo

que sugiere la participacion del sistema NO-GMPc en la generacién de dolor.
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Este estudio sugiere que la combinacién de dos analgésicos que difieren en su mecanismo
de accion, en este caso las combinaciones Ketoprofeno-Parecoxib y Ketoprofeno-Tramadol

inducen sinergismo.

La generacion de sinergismo en la administracion conjunta de Ketoprofeno y Metamizol,
dos farmacos analgésicos cuyo mecanismo de accién es comun, sugiere la existencia de un

mecanismo mas complejo involucrado en el proceso antinociceptivo.
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SUGERENCIAS

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se sugiere:

Evaluar si existe un efecto sinérgico para las mismas combinaciones de farmacos
estudiadas en este trabajo en otros ensayos algesiométricos como: Test del Tail Flick; Test

de la Formalina en la Pata; Test de la Formalina Orofacial; Ensayo de la Plancha Caliente.

Estudiar el efecto de otros agentes que modifiquen el nivel de NOS, como por ejemplo: 7-
Nitroindazol, L-Arginina; Azul de Metileno, etc.

Evaluar los efectos adversos producidos por la administracion de los diferentes AINES y

combinaciones de ellos utilizados en este estudio.
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ANEXO

UNIVERSIDAD DE CHILE
FacuLTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS

CERTIFICADO

Con relacion a los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales en el Proyecto titulado “ANALISIS DE LA INTERACCION
ENTRE KETOPROFENO CON METAMIZOL, TRAMADOL O PARECOXIB EN
DOLOR AGUDO VISCERAL EXPERIMENTAL Y LA NATURALEZA DE LA
INTERACCION DE DICHOS FARMACOS Y SU MODULACION POR EL
SISTEMA NO-GMPc”, cuyo investigador principal es el Prof. HUGO F,
MIRANDA, el Comité de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile pueda sefialar que:

1. El método algesiométrico agudo (writhing test) es un test aceptado en la
comunidad internacional para estudios de alivio del dolor, especialmente
porque corresponde a un Método que desde el punto de vista bioético
corresponde a un grado 3, es decir de intenso dolor inicial pero de corta
duracién, sin efectos colaterales ni secuelas y absolutamente reversible.

2. No obstante lo anterior, se hace imperioso tomar el maximo de
recomendaciones que los protocolos sometidos a comités de ética
disponen. A este respecto se deberia reducir el nimero de animales a
utilizar.

3. Al mismo tiempo se recomienda focalizar el estudio en las interacciones,
ya que el efecto individual de la mayorfa de las drogas propuestas ya ha
sido evaluada con este test por el propio laboratorio del Profesor Tutor o
de otros investigadores (ver Padi et al. Eur. J. Pharmacol 491: 69-76,
2004). (Aunque no tiene que ver con el Comité de Bioética Animal, a la
referencia Miranda et al. (2001) le faltan autores.
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FacuLtap DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS

Teniendo en consideracion lo anterior este Comité puede certificar que éste
satisface lo estipulado en la guia de principios directrices internacionales
para el uso de animales en investigaciones Biomédicas, elaborada por el
Consejo para las Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité.

SANTIAGO URCELAY V)ZENTE A
Decano T
Presidente
omité de Bioética Animal

Santiago, Enero 27 del 2006
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