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Introduccioén

El dolor constituye un hecho consubstancial a la vida y ésta
dificilmente seria concebible en su ausencia. En aquellas enfermedades
en las que el dolor no puede ser percibido se presentan mudaltiples
problemas, los que incluso, podrian llevar a la muerte. La nocicepcion es
evidentemente una funcion fisiolégica esencial de alerta, la que permite
mantener la integridad de nuestro organismo.

En odontologia, el dolor, es un aspecto constante en la atencion.
Muchas de las consultas son debidas a este motivo. Es por eso que, un
adecuado conocimiento, manejo y tratamiento, de su etiologia y
fisiopatologia, es fundamental, como también un provechoso uso de las
distintas opciones que ofrecen las industrias farmacéuticas en materia
analgésica.

Actualmente los mecanismos neurofisiolégicos que provocan
nociocepcién son conocidos, y en base a ellos, se ha trabajado en la
elaboracion de medicamentos con una poderosa y selectiva analgésia,
como los opioides, anestésicos locales y antiinflamatorios no esteroidales
(AINES), sin embargo, estos farmacos presentan efectos colaterales, que

en algunos casos, pueden obligar a interrumpir el tratamiento.



Los AINES han sido los farmacos de eleccion en el tratamiento del
dolor de origen orofacial. Si bien, su férmula es de eficacia comprobada,
su mecanismo de accion, ademas de inhibir a las enzimas COX;., y con
ello la sintesis de prostaglandinas, no ha sido claramente establecido.

Existen evidencias que el efecto analgésico es modulado por
farmacos que interactian con otros receptores, como por ejemplo agentes
adrenérgicos, colinérgicos, serotonérgicos, nitridérgicos. Se ha
demostrado también, que con el uso de antagonistas no selectivos y
selectivos de diversos neurotransmisores, se pueden modificar los efectos
analgésicos de los AINES, aumentandolos o bien disminuyéndolos.

En el caso de las enzimas oxido nitrico sintetasas (NOS),
productoras de oxido nitrico (NO), son bloqueadas por un grupo de
inhibidores con moderada selectividad, como son NG-Nitro-L-argininay 7-
nitroindazol, los que permiten identificar el rol del NO tanto en procesos
fisiolégicos como patoldgicos. De esta manera, al conocer su modulacion,
puede permitirnos un mejor y mas provechoso uso, aumentando la
analgesia, disminuyendo los efectos colaterales, permitiendo asi una

mejor calidad de vida para los pacientes (4, 5, 6, 7, 8).



Los AINES son farmacos racémicos, es decir, estan formados por
dos enantiomeros uno S (+) y otro R (-), los que poseen distintas funciones
bioldgicas. Actualmente, la industria farmacéutica ha logrado aislar el
isbmero S (+) del ketoprofeno, el dexketoprofeno, la molécula activa de
este racemato. Este enantidmero, clasificado como inhibidor preferencial
de la COX; y en menor medida de la COX,, pertenece al grupo de los
propionicos y presenta comprobadas ventajas, como son el uso de la
mitad de la dosis requerida en el ketoprofeno, disminucion de la carga
metabdlica y de los efectos secundarios causados directa o indirectamente
por el isémero no util, el isomero R (-) (1,2, 3).

El propésito de este estudio sera evaluar la posible modulacion
nitridérgica en el efecto analgésico del dexketoprofeno, usando
inhibidores de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS), como son la NG-
Nitro-L-arginina, inhibidor no selectivo de las NOS y el 7-nitroindazol,
inhibidor preferencial de la NOS neuronal, mediante el método

algesiométrico agudo de la formalina orofacial (9).



Marco tedrico
Definicion de dolor

El dolor, es definido por la Asociacion Internacional para el estudio
del dolor (IASO) como una experiencia sensorial y emocional
desagradable, asociada a un dafio tisular existente o potencial, o descrita
en término de ese dafo.

Ahora bien, la nocicepcién y el dolor son conceptos diferentes.
Nocicepcion es la excitacion de los nociceptores, la que puede o no
conducir a la percepcion dolorosa. El dolor es una percepcién producto de
la abstraccion del cerebro, que involucra al sistema limbico, el que aporta
el componente afectivo al dolor.

Actualmente se ha comprobado que son muchas las estructuras
nerviosas a nivel periférico, medular, subcortical y cortical que intervienen
en la percepcion del dolor, con lo que esta percepcion afecta a nuestros
pensamientos, memoria, actitudes, emociones, movimientos y conducta, y
a la vez esta percepcién se ve afectada por cada uno de esos procesos. Si
bien se sabe que la nocicepcidon comienza en receptores periféricos, no

podemos hablar de dolor hasta que llega al encéfalo (10, 11).
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Clasificacion del dolor.
Existen muchas clasificaciones para el dolor. Las mas habituales lo
evallan segun intensidad, evolucién, caracteristicas, origen y etiologia.
¢ Intensidad. No esta relacionada directamente con la magnitud del
dafio, pero es fundamental considerarla para el tratamiento. La forma
de ser evaluada debe quedar consignada en la ficha clinica del
paciente y por lo general se usan escalas descriptivas numéricas.
e Evolucién. Se clasifica en agudo y crénico.
- Dolor agudo: Es aquel que comprende el lapso estimado para que los
tejidos sanen, segun IASP, tres meses. Puede ser continuo, intermitente o
paroxistico, y estar acompafado de respuestas neurovegetativas, a saber,
taquicardia, aumento de la presion arterial, taquipnea, entre otros, segun
la magnitud del cuadro doloroso. Este tipo de dolor, es un mecanismo de

alarma fisiologica para limitar el dafio y asi iniciar la reparacion.

- Dolor crénico: Aquel que tiene una duracion mayor a 3 meses, 0 que por
las caracteristicas de su origen, excede el tiempo que habitualmente

tendria un dolor agudo semejante.
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Puede ser continuo o recurrente. Tiene poco 0 nulo componente

neurovegetativo, aunque si un alto compromiso psicolégico, con

alteraciones conductuales que pueden llevar a estados depresivos. Este

dolor carece de propiedades bioldgicas reparadoras.

Caracteristica somatosensorial. Se clasifica como epicritico, cuando es
superficial, localizado, y a su vez punzante, lacerante, lancinante,
guemante opresivo fulgurante o en ramalazo. Por naturaleza no es
referido. Se clasifica como protopatico cuando es difuso, mal
localizado, sordo. Es un dolor referido, o sea que su origen, es distante
al sitio localizado.

Sitio de origen. Puede ser periférico, profundo o visceral y central. El
periférico se refiere al que se origina en tegumentos, el profundo, es el
que inicia en visceras, cavidades serosas Yy articulaciones, y el central
tiene su origen en el sistema nervioso central.

Etiologia. Puede ser traumética, infecciosa, disfuncién neurolégica o

psicogena (6, 12).
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Anatomia nerviosa del dolor orofacial
Nociceptores

Son receptores especificos, que responden selectivamente ante
estimulos que podrian llegar a producir una lesion tisular. Se consideran
de adaptacion lenta, es decir, que envian sefiales eléctricas mientras
persiste el estimulo.

Responden directamente a estimulos lesivos o de forma indirecta,
al responder a sustancias liberadas por el tejido lesionado (histamina o
bradiquinina), o a alteraciones metabdlicas, como baja de pH, y aumento
de concentracibn de ciertos iones, es por esto que los nociceptores
pueden ser considerados quimioceptores.

A diferencia de otros receptores, otras estructuras puedan modular
las propiedades receptoras de los nociceptores.

Los nociceptores pueden responder a estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos. También existen los receptores polimodales, que
responden a una combinacion de estos.

e Térmico: fibras Ad,<5%y > 45°
e Mecanico: fibras A3, 5-30 m/s.
e Polimodal: fibras tipo C <1 m/s. Estimulos mecanicos, térmicos y

quimicos.
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Existen 2 tipos de fibras:

Fibras A8, mielinicas, de diametro 1-6 mm y velocidad de conduccion
entre 4-36 m/s. Son el 10% de las fibras sensitivas de la piel, dan
informacion de tipo mecénica y térmica. Su informacion es localizada, y
no evocan componente afectivo de la experiencia sensorial.
Responsable del dolor agudo, de aparicion rapida y corta duracion,
llamado primer dolor. Su umbral es menor al de fibras C. Secretan
glutamato, el que actia en receptores tipo AMPA.

Fibras C, amielinicas, de diametro 0,2-1,5 mm, velocidad de
conduccion entre 0,4 y 2 m/s. En piel son el 70% de las fibras
sensitivas. Son polimodales. Transmiten sensaciones mal localizadas.
Responsables del dolor urente y persistente, que sigue al dolor agudo,
o segundo dolor. Evocan el componente afectivo de la experiencia
dolorosa. El principal neurotransmisor es el glutamato, libera también
sustancia P y péptido relacionado con el gen de la Calcitonina (CGRP)
(10, 11).

Estas fibras Ad y C no son grupos homogéneos, sino que forman

fiboras que varian en el tipo de estimulo transmitido, su umbral de

activacion o la velocidad de transmision.
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Los cuerpos celulares estan en el ganglio de la raiz dorsal medular, y en el

caso de las regiones ceféalicas en el nucleo espinal del trigémino (10).

Vias Ascendentes trigeminales.

La informacién nociceptiva orofacial, originada desde la piel facial,
dientes, lengua, musculos masticatorios, articulacién témporomandibular y
glandulas salivales, llega al encéfalo mediante vias que se originan en las
neuronas de proyeccion del ndcleo espinal del trigémino.

Tracto trigeminotalamico o haz neotrigéminotalamico. Sefiales
nociceptivas orofaciales son transportadas por el V par, y en menor
medida, por los pares nerviosos del facial, glosofaringeo y vago. La
primera neurona de esta via tiene su soma ubicado en el ganglio de
Gasser, con una terminacion periférica que es el nociceptor, y una
prolongacion central hacia los nucleo trigeminales ipsilaterales, llevando la
informacion hacia la segunda neurona de los respectivos nucleo
sensoriales. Estos nucleos también reciben proyecciones de otros centros

superiores, asi se ejercen influencias modulatorias sobre estas vias.
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Tanto las fibras Ad y C, descienden al llegar a la protuberancia,
formando el tracto espinal del trigémino, al que se unen las fibras
aferentes somaticas del resto de los pares craneales, que aportan
informacion nociceptiva. El tracto espinal va desde la parte media de la
protuberancia hasta el 2° o0 3° segmento cervical, donde las fibras se unen
al tracto de Lissauer. Estas fibras terminan en el nucleo espinal del V par,
ubicado medial respecto al tracto. Las fibras nociceptivas llegan al
subnucleo caudal, que recibe también fibras de los segmentos cervicales

superiores (10, 13, 14).

Cada rama del nervio trigeminal ha sido ordenada en un campo
terminal especifico, tanto en el nlcleo sensitivo trigeminal (NST), como en
el nucleo espinal, el que se subdivide en: subnucleo oral, subnucleo

interpolar y subnucleo caudal.



16

Sensory inputs CEREBRAL CORTEX

* Facial skin
* Oral mucosa
* Tooth
+ Cranial vessels
* Muscle
* Temporo mandibular
joint
MAIN SENSORY

TRIGEMINAL
GANGLION

Zmeon Zeem

SPINAL CORD

Figura 1. Via somatosensorial principal de cara y boca segun Sessle.

La division mandibular esta localizada en la zona dorsal o
dorsomedial del NST y de los 3 subndcleos, la rama oftalmica en la zona
ventral o ventrolateral, y la rama maxilar es la zona intermedia de ellos.

Las neuronas orales y faciales difieren en el tamafio del soma, en
estructura y en los campos terminales centrales. Las neuronas orales
tienen sus centros terminales primarios en la zona rostral del nucleo del
Obex, ndcleo principal, oral y el interpolar, mientras que las neuronas

faciales tienen su terminal primario en el subnucleo caudal (13, 14).
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El subnucleo caudal, recibe algunas entradas aferentes de ambos
lados de la cara y boca (14).

Los axones de la segunda neurona, ubicada en el nucleo espinal,
se decusan y ascienden posterior al lemnisco medial, enviando colaterales
a la formacion reticular, terminando en los nucleos de tadlamo ventral
posteromedial (VPM), e intralaminares. Desde aqui, la informacion viaja a
la region facial del area sensitiva primaria de la corteza, area 1, 2, 3 de
Brodman, y a otras estructuras corticales y subcorticales, como son la
corteza insular, y la circunvolucion cingular, parte del Sistema Limbico,
relacionada con el procesamiento afectivo y emocional del dolor (11, 14).
Tractos Espinoparabraquiales. En la protuberancia se encuentra el
ndcleo parabraquial. Este integra respuestas vegetativas y motivacionales
ante el dolor. Ademas de las fibras que le llegan por el tracto
espinomesencefalico, estan los tractos espinoparabraquiohipotalamico y
espinoparabraquiamigdalino. El origen de estos tractos esta en la medula
y en el subnucleo caudal.

Asi, al ser estimulada una fibra Ag, se secreta glutamato, que actua

sobre receptores tipo AMPA/KAINATO, ubicados en la segunda neurona.
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Este receptor es un canal ionotropico, que al activarse produce una
violenta entrada de Na*, generando un potencial de accion que viaja por el
tracto trigeminotalamico, hasta el ndcleo VPM del talamo, donde se
encuentra la tercera neurona proyectada hasta la corteza somatosensitiva
primaria. Este es el dolor fugaz, localizado y de corta duracion (10, 13, 14).

La fibra C es activada con la aparicion de mediadores quimicos,
como bradiquinina, leucotrienos, prostaglandinas (PG), K*, entre otros. La
bradiquinina, ademas de estimular directamente a los nociceptores,
produce un aumento de PGs. La fibra C, libera como neurotransmisor
CGRP vy sustancia P, este ultimo, viaja tanto a la periferia como a la
segunda neurona de la via. En la periferia la sustancia P estimula
macrofagos, plaquetas y mastocitos para que liberen mas neuropéptidos y
mediadores de la inflamacion, provocando edema, enrojecimiento y
aumento de la temperatura local, fendbmeno Illamado inflamacion
neurogénica. Esto genera mas potenciales de accion, mas sustancia P,
produciendo un feed back positivo, generando sensibilizacién periférica
(11, 14, 15). A nivel central, la excitacion intensa de las fibras tipo C
determina la descarga de una alta frecuencia de potenciales de accién por
la via aferente, por lo cual, ademas de la secreciéon de glutamato, se

secreta sustancia P, CGRP, Neurokinina A.
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La sustancia P activa el receptor NK tipo 1 de la segunda neurona,
y genera excitaciones largas y prolongadas, las que aumentan la
concentraciéon de Ca'? intracelular, el que provoca la apertura de un
receptor de glutamato, taponado por Mg*? en condiciones fisiolégicas, que
es el receptor N-metilico-D-aspartate (NMDA). La apertura del receptor
NMDA determina una masiva entrada de Ca* y la formacién de éxido
nitrico (NO). El NO difunde hacia la terminacion presinaptica, provocando
aumento del GMPc, el que estimula una mayor secrecién de glutamato
(feedback positivo), lo cual produce una sensibilizacién prolongada de la
segunda neurona del nacleo espinal.

Este fenbmeno es conocido como hipersensibilizacién central,
gue es posible por un mecanismo llamado neuroplasticidad. En este
fenbmeno la propia neurona reorganiza conexiones sinapticas, con
proteinas que generan nuevos receptores y modifican mecanismos
bioquimicos vy fisiolégicos utilizados en sus comunicaciones intercelulares,

en respuesta a distintos estimulos (11, 14, 15, 16, 17, 18, 19).
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Pain signal

Nociceptor terminal ——
In spinal cord

Glutamate
Caiclum

Target: Calcium channels
onnociceptors

Some existing drugs, such as
gabapentin (Neurontin) and
ziconotide (Prialt), ease pain SUNSTERCS
byinhibiting specific calcium P
channels on nociceptors; oploid

other blockers are being receptor

considered.

Figura 2. Mecanismos involucrados en la hipersensibilizacion central
segun Basbaum.

Segun los distintos nucleos diana se pueden caracterizar dos
sistemas de procesamiento nociceptivo: medial y lateral.
- Sistema Medial responsable del componente afectivo del dolor,
relevante en el dolor cronico. Participan la sustancia gris periacueductal
del mesencéfalo y los ndcleos talamicos mediales e intralaminares, que se
proyectan hacia la circunvolucion del cingulo, estructuras limbicas, y
corteza prefrontal (10).
- Sistema Lateral da la percepcién conciente, localizacién exacta, calidad,
intensidad y duracién del estimulo doloroso y estan involucrados los

ndcleos talamicos y el cortex parietal (10, 14).
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Los procesos periféricos implicados en la sensibilizacion de
terminaciones aferentes nociceptivas en el sitio de la lesion se asocian a
una baja del umbral de activacion y aumento de la sensibilidad a
estimulos, es decir, hiperalgesia primaria. Ahora bien, los productos
qguimicos pueden difundir a tejidos vecinos y estimular fibras aferentes
nociceptivas, contribuyendo a la extensién del area dolorosa, fenémeno
conocido como hiperalgesia secundaria.

Activadas y sensibilizadas, las fibras nociceptivas pueden exhibir
una disminuciéon de umbrales de activacion y actividad espontanea, estos
cambios generan respectivamente alodinia, donde el dolor es producido
por un estimulo no doloroso, de baja intensidad, e hiperalgesia
espontanea, caracteristica de muchas condiciones de dolor cronico (11,
14, 16, 20).

En el proceso nociceptivo se pueden identificar cuatro procesos
involucrados en su transmisibn y procesamiento, estos son la
transduccion, conduccion, modulaciéon y percepciéon. Todos ellos pueden
ser modificados farmacolégicamente.

La transduccidn, proceso en el que los nociceptores transforman

la energia del estimulo a un potencial de accién, se puede manejar con el
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uso de anestésicos locales (AL) y con AINES, que alteran el proceso de
transduccion al inhibir la sintesis de mediadores inflamatorios.

La conduccion, propagacion de estos potenciales hacia el sistema
nervioso central (SNC) y periférico (SNP), puede ser abolida por AL, al
modificar la capacidad de descarga.

La modulacion es a la modificacion cuantitativa y cualitativa de la
informacion, en el SNC como en el SNP. Pueden producir hiperalgesia o
de hipoalgesia. Farmacoldégicamente se puede interrumpir interfiriendo en
la sintesis de mediadores de la inflamacion, como los AINES.

La percepcién implica la integracion de las vias medial y lateral.
Produce la experiencia emocional, subjetiva y conciente del dolor y
permite determinar localizacién, magnitud y naturaleza del estimulo,
acompafnandose tanto de angustia como de necesidad de alivio. Se puede

modular con AL, AINES, opioides, y antidepresivos entre otros (21).

Modulacion de la percepcion dolorosa.
Existen varios circuitos neuronales moduladores de la percepcién
dolorosa, tanto a nivel central como periférico; y estos procesos implican
mecanismos de regulacién presinapticos o postsinapticos, asi como una

variedad de sustancias enddgenas, neuroquimicos y receptores (11).
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Las aferencias sensoriales orofaciales son moduladas de diferentes
maneras, por interneuronas dentro del nucleo sensitivo trigeminal (NST):
por conexiones reciprocas entre el NST y la medula rostral ventromedial y
por la corteza cerebral (13). La modulacién inhibitoria descendente es
realizada por fibras eferentes de la sustancia gris periacueductal que
liberan opiopéptidos enddgenos; del nicleo magno del raphe y ndcleo
paragiganto celularis que liberan serotonina y del nicleo Locus coeruleous
que libera noradrenalina (11, 21). La modulacion periférica es por
estimulacion de fibras AB, a nivel periférico, estimula a una interneurona a

liberar encefalinas a nivel presindptico en segunda neurona (11).

Oxido Nitrico
El NO estructuralmente, es una de las moléculas biologicas
inorganicas mas simples, sin embargo participa en uno de los circuitos de
sefalizacion mas intrincados y versatiles actualmente conocidos. EI NO es
un gas, incoloro, formado por una atomo de nitrégeno y uno de oxigeno,
con un electrén desapareado. El caracter del radical libre del NO le
confiere caracteristicas especificas, como su alta reactividad, y determinan

su interaccion, in vivo, con numeroso blancos.
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Como gas es altamente lipofilico e hidrofilico, posee un alto poder
de difusién (40 - 300um didmetro), que determina una rapida extension
tridimensional y facil acceso a células vecinas, a menudo, lejos del sitio de
su sintesis. Esto sugiere que, cuando acta como neurotransmisor, tiene
un papel neuromodulatorio. Su vida media es de 5-6 segundos. ElI NO in
Vivo se neutraliza rapidamente por la hemoglobina, y los aniones del
superoxido.

A diferencia de los neurotransmisores establecidos, el NO es
sintetizado segin su demanda y no es almacenado en vesiculas
sinapticas ni liberado por exocitosis, simplemente difunde a medida que se
produce desde el terminal del axén. Sus receptores moleculares incluyen
una variedad de proteinas intracelulares y extracelulares. La mayor parte
de sus acciones son consecuencia de interacciones intracelulares, por lo
que es considerado principalmente como segundo mensajero (16, 17, 22).
La actividad de los neurotransmisores convencionales finaliza por
mecanismos de recaptura o degradacién enzimatica, pero en el caso del
NO, su reaccion continla hasta que se agote el sustrato. Por lo tanto, el

control de su sintesis es la llave para la regulacion de su actividad.
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Sintesis del oxido nitrico

Una familia de enzimas, llamadas 6xido nitrico sintetasas (NOS),
catalizan la oxidacion del aminoécido L-arginine para producir NO y L-
citrulina. Tres isoformas de NOS han sido distinguidos; cada una es
producida por diferentes grupos de genes y fueron nombradas por orden
de descubrimiento:

1.- NOS neuronal (hnNOS o NOS 1) en trombocitos, células  del pancreas,
en el musculo, pulmén, estbmago, neuronas, células epiteliales del Gtero y
células endoteliales de las arteriolas aferentes y eferentes.

2.- NOS endotelial (eNOS o NOS IIl) en trombocitos y células endoteliales.
3.-NOS tipo macréfago o inducible (INOS o NOSII) se encontré en
macrofagos, neutrdéfilos, células de Kupffer y microglia.

Tanto nNOS y eNOS estan normalmente expresadas en estos
tejidos, por eso también son llamadas constitutivas. Se encuentran en el
citosol y membranas celulares, su actividad depende de la concentracion
de Ca2+/calmodulina, producen NO en bajas cantidades, micromolares, y
son muy importantes en la regulacion de procesos fisioldgicos.

La INOS normalmente no se encuentra expresada, es sintetizada
luego de la induccion por un estimulo inmunoldgico/ inflamatorio como

endotoxinas bacterianas o citoquinas inflamatorias, como son TNF-q, IL-6,
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IL-1. Es independiente de la concentracion de Ca2*/calmodulina, produce
NO en mayores cantidades, nanomolares, en periodos controlados y se
considera que se expresan en cuadros patologicos. Su actividad aparece
después de 6 - 8 horas de la induccidén (tiempo en que se realiza la
activacion del gen y sintesis de la enzima).

Aungue todas los isoformas catalizan las mismas reacciones, cada
una de ellas tiene su propia estructura y localizacion. Estas caracteristicas
determinan diferencias en los caminos de la activacion, asi como la
especificidad de sus inhibidores. Las caracteristicas del NO y las
diferencias funcionales entre las isoformas de las NOS determinan su

diverso rol en la regulacion de muchos procesos fisioldgicos y patolégicos.

Accion bioldgica del 6xido nitrico

El NO actia sobre las células directa e indirectamente. Una vez
sintetizado, difunde a los tejidos vecinos, actuando sobre diversos
sustratos, siendo el mas importantes la enzima guanilato ciclasa soluble.
Esta enzima activada cataliza la transformacion de guanosin trifosfato

(GTP) en guanosin monofosfato ciclico (GMPc) (16, 22, 17, 18, 19, 23).
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Figura 3. Biosintesis de oxido nitrico, segun Esplugues.

El NO tiene multiples e importantes efectos en variados tejidos. A
nivel vascular, eNOS, es un potente un vasodilatador, regula la presion
arterial, inhibe la agregacion plaquetaria y la adherencia de los neutréfilos
activados (16, 17, 19).

La INOS desempefia un papel importante en la supresion de
actividad de bacterias, parasitos, virus y tumores. Sin embargo, bajo
condiciones patologicas, tiene efectos dafiinos, viéndose su expresion
aberrante en numerosas condiciones inflamatorias, como la enfermedad
de Crohn, shock hemorragico y en la patogénesis de la hipertension
arterial (16, 17, 19). También participaria en la patogénesis de
enfermedades orales, como la enfermedad periodontal, en la que INOS

seria activada por la placa bacteriana, en quistes odontogénicos e
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infeccion periapical, liguen plano oral, en desordenes témporo-
mandibulares y en tumores de glandulas salivales (24, 25).

Las distintas isoformas de NOS determinan el papel del NO como
regulador fisioldgico, ejerciendo efectos beneficiosos el organismo o0 como
agente toxico. Tales efectos negativos se producen porque las altas
cantidades persistentes del NO puede reaccionar con aniones del

superoéxido, el cual genera compuestos altamente toxicos (17, 19, 24).

Implicancia en funciones centrales y periféricas

El NO, proveniente de la nNOS, tiene complejas influencias en el
desarrollo cerebral, es modulador de variadas funciones fisiolégicas, entre
ellas la conformacion de la memoria, el comportamiento y en la regulacién
de la neuroplasticidad. También esta implicado en la tolerancia opioide y
de su retiro, ritmo circadiano, patron respiratorio, regulacién de la
microcirculacion, en respuestas neuroendocrinas, entre otras (16, 19).

Por ultimo, juega un controvertido rol en la modulaciéon dolorosa,
con un doble efecto, siendo agente promotor de hiperalgesia, y a su vez
con una intricada participacion en la via moduladora analgésica (16).

El NO participa en la transmisor sinaptica, tanto a nivel central como

a nivel periférico. EI NO actua como neurotransmisor retrogrado, como
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fue mencionado en péarrafos anteriores. Asi, el NO, estaria implicado en la
neurotransmision excitatoria glutamatenérgica y en la potenciacion del
estimulo a largo plazo (16, 17, 18, 19).

Aunque la nNOS es considerada constitutiva, los niveles de
actividad y expresion de ella parecen estar sujetos a una dinamica de up -
o down-regulatién, inducida por una gran variedad de estimulos,
incluyendo injurias nerviosas y cerebrales, envejecimiento, tratamientos
farmacoldgicos, lactancia, hipoxia, stress, gonadectomia y ejercicio (16).
Es importante recalcar, para una adecuada compresion de la actividad del
NO en el dolor, que los distintos papeles que posee en la mayoria de los
tejidos dependen de su concentracién; asi el NO producido por enzimas
constitutivas es en muy pequefias cantidades y por corto tiempo, en tanto
que, el NO producido por la enzima inducible en respuesta a estimulos
inflamatorios e infecciosos, se genera en cantidades mil veces mayores y
por largo tiempo (17, 26).

NO y analgesia

Trabajos experimentales, sugieren la participacion de la via L-
arginina: el NO en la via del dolor, especificamente en la analgesia
periférica y central. Estos trabajos establecieron que la acetilcolina. que

estimula la liberacion del NO constitutivo, antagoniza la hiperalgesia
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inducida en ratas por PGE,, carragenina y acido acético. Junto con esto,
se demostrd6 que donadores exdégenos del NO, como nitroglicerina y
nitroprusiato sodico, antagonizan la hiperalgesia provocada por un
estimulo inflamatorio como PGE,, carragenina, inflamaciéon neurogénica,
efectos bloqueados al inhibir GMPc, lo que sugiere que el efecto
antinociceptivo del NO es mediado por la via GMPc. Se observo también,
que durante la inflamacion experimental inducida por carragenina, la
administracion local de L-arginina produce antinocicepcion, la que es
bloqueada por inhibidores de la NOS. Estas afirmaciones provocaron una
polémica, pues existen otros autores que sugieren que el NO tiene mas
bien un rol pro-nociceptivo en los estado de dolor inducidos por estimulos
como carragenina, glutamato o formalina. Estas inconsistencias podrian
deberse a multiples motivos, incluyendo la complejidad de factores
involucrados en la regulacion del dolor, los que involucran la interaccion de
una amplia variedad de estimulos, la intensidad de los mismos y de otras
condiciones asociadas a la enfermedad de base que ocasiona el dolor.

En este contexto, los resultados clinicos y experimentales sugieren
que el NO, carece de una participacion importante como mediador del
dolor, bajo condiciones fisiolégicas de produccién endotelial o neuronal,

por accion de NOS constitutivas. Sin embargo, en caso de lesion tisular,
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luego de unas horas producida ésta, se induce la expresién de la iINOS
que lleva a la produccion prolongada del NO en distintas células, pasando
a tener un rol en la hiperalgesia (26).

Es importante destacar que el rol del NO cambia segun el tipo
estimulo doloroso. La inhibicion del NO produce antinocicepcion cuando el
dolor se debe a estimulos quimicos o térmicos en nociceptores periféricos
o en dolor visceral, y que la administracion intratecal de L-arginina induce
alodinia. En contraste, el bloqueo de la sintesis de NO exacerba el dolor
en modelos de hiperalgesia mecéanica. Sin embargo, el uso de ratones
transgénicos (knock-out o carentes) solamente para NnNOS no han
aclarado estos resultados contradictorios. Asi estos animales manifiestan
una sensibilizacion normal a ciertos tipos de dafios, sin modificaciones en
el uso de inhibidores de NOS (16).

Este doble rol, podria deberse también a una regulacién
diferenciada del NO en fibras nerviosas aferentes o, a que actiia como un
mensajero molecular diferenciado en distintas neuronas, dependiendo del
caracter exitatorio o inhibitorio en una via nociceptiva dada. Si actia sobre
neuronas excitatorias, el efecto resultante sera hiperalgesia, en tanto que
si el NO induce la activacion de neuronas inhibitorias, el efecto resultante

sera hipoalgésia (26).
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Inhibidores de las NOS

Existe una gran cantidad de inhibidores para NOS, utiles en
farmacologia como herramientas que permiten identificar el rol del NO en
procesos fisioldgicos como patoldgicos. Estos inhibidores actian sobre los
3 tipos de NOS, con moderada selectividad, con mayor potencia sobre un
tipo de NOS, en relacién a los 2 restantes. Son un grupo de sustratos
analogos a L-arginina, capaces de bloquear la sintesis del NO. Los
inhibidores mas comunes son 7-NITROINDAZOL (7-NI), 3-BROMO-7-
NITROINDAZOL, 6-NITROINDAZOL, L-NMMA, L-NNA y su Pro farmaco
el N®-nitro-l-arginine methyl ester (L-NAME). El L-NAME act(la como un
inhibidor no selectivo de las NOS, mientras que 7-NI actia

preferentemente sobre nNOS (18, 22, 23).

Analgésicos Antiinflamatorios No Esteroidales: AINES
Los AINES corresponden a un conjunto de farmacos, con diferentes
estructuras quimicas. La mayoria son acidos organicos débiles, derivados
de los acidos carboxilico y endlico. Su caracteristica comun es la inhibicion
de las ciclooxigenasas (COX), enzimas que inician la cascada de
transformacién del acido araquidénico (AA) en PGs y tromboxanos, lo que

les da ciertas caracteristicas terapéuticas y efectos adversos que les son



33

similares (27). Aunque la mayoria de los componentes comparten las tres
acciones que lo definen: analgésica, antitérmica y antiinflamatoria, su
eficacia relativa para cada una de ellas puede ser diferente. Asimismo, su
toxicidad puede coincidir con la del grupo o ser mas o menos especifica,
es por eso que su uso clinico depende tanto de su eficacia como de su
toxicidad relativa (6).

El mecanismo de accién comprende principalmente la bioinhibicién
de COX, enzima que inicia la cascada de transformacion del AA. Este AA,
esta presente en membranas celulares, unido a fosfolipidos. Frente a un
estimulo fisico, quimico o mecanico es liberado y metabolizado por COX,
generando endoperodxidos ciclicos inestables, que se transforman en PGs
y tromboxanos, sustancias llamadas genéricamente eicosanoides. La COX
actia oxigenando el AA, para asi, formar PGG2., la que mediante una
peroxidasa es reducida y forma PG H2.

Existen 3 isoformas fundamentales: COX-1, COX-2 Y COX-3. COX-
1 es expresada constitutivamente en el organismo, en casi todos los
tejidos y su esta relacionada con en el control de funciones fisiolégicas.
COX-2 se expresa primariamente en 6rganos como cerebro, rifilones vy
aparto reproductor femenino, sin embargo, tiene caracteristicas de enzima

inducible en determinadas células y bajo ciertas circunstancias
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patolégicas, mediante mediadores de la inflamacion y citoquinas

inflamatorias, como muestra el siguiente esquema, tomado de Florez:

Fasfolipidos de la membrana
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Figura 4. Representacion esquematica de la accion de AINE,

glucocorticoides (GC) e inductores de la expresion sobre COX-1y COX-2.

La dltima isoenzima descubierta fue COX-3. Esta isoenzima seria
constitutiva principalmente en el cerebro y moduladora del dolor. COX-3
es sensible a drogas analgésicas / antipiréticas como el paracetamol.

Algunos de estos eicosanoides participan en diversos grados en
inflamacion, dolor y fiebre, por lo que, la inhibicién de su sintesis mediante
AINES explica su actividad terapéutica, pero, debido a que también
participan en procesos fisioldgicos, dicha inhibicién seria responsable de
diversas reacciones adversas. Considerando que los eicosanoides son

s6lo una parte de los mediadores celulares involucrados una determinada
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funcién o proceso patoldgico y que los AINES no inhiben el conjunto de la
cascada biosintética que tiene su origen en el AA, se comprende la
limitacion que poseen estos farmacos (6, 28, 29).

Los AINES pueden ser clasificados segun su estructura quimica y

selectividad por las COXs, de acuerdo a Warner y Mitchell (28) en:

Structural class COX-1- nonselective COX2- selectve

alkanones nabumetone

anthranilic acids meclofenamic acid, mefenamic acid meclofenamate esters and amides

arvipropionic acids ibuproten, flurbiprofen, ketoprofen, naproxen,

diarvlheterocycles SCHG0 celecoxib, etoricoxib, parecoxib,
rofecoxib, valdecoxib

di-tert-bueyl phenols darbufelone

enolic acids piroxicam, tenoxicam, phenylbutazone meloxicam

heteroaryl acetic acids diclofenac, kerorolac, tolmetin lumiracoxib

indole and indene acetic acids indomethacin, sulindac erodolac, indomethacin amides
(and esters)

para-aminophenol derivatives acetaminophen

salicylic acid derivatives aspirin, diflunizal, sulfasalazine o-{acetoxyphenyljhepe-Z-ynvl sulfide
(APHS)

sulfanilides nimesulide, flosulide

La mayoria de los AINES, actualmente disponibles, inhiben de
manera no selectiva la actividad enzimética de ambas isoformas, siendo
en mayor medida la de COX-1. Aunque los mecanismos de inhibicién son
algo diferentes, la mayoria inhibe la enzima de forma estereoespecifica,
competitiva y reversible. Existen diferencias en la actividad de la COX en
los diversos tejidos o en su susceptibilidad a la accion inhibidora de los
distintos AINES. Esto puede indicar que otras acciones de los AINES,
independientes de la inhibiciéon de la COX, contribuyen a algunos de sus

efectos terapéuticos.
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Si a ello se suman las diferencias en la selectividad a la inhibicion
de COX-1 y COX-2, y sus diferencias farmacocinéticas, que condicionan
una diferente difusion tisular, celular o subcelular, podemos empezar a
entender la diversa potencia y espectro de accion farmacolégica (6).
Ademas se sabe que la COX-2 es también constitutiva en algunos tejidos
y COX-1 puede estar sobre-expresada durante la inflamacién. Esto implica
qgue la inhibicibn de ambas isoenzimas seria necesaria para obtener una
reduccion del dolor, y por otro lado, la inhibicion de cualquiera de las dos
isoenzimas induciria algun efecto no deseado. La potencia y efectividad
de los AINES con diferente selectividad por las isoenzimas de COX no es
todavia clara (30).

La actividad antialgica de los AINES es moderada. Son Utiles en
dolores articulares, musculares, dentarios y cefaleas de diversa etiologia,
incluidas las formas moderadas de migrafia. Estan indicados
especialmente en dolores caracterizados por una destacada participacion
de las PGs. Se ha aceptado que la accion analgésica de los AINES tiene
lugar a nivel periférico, inhibiendo la sintesis de las PGs producidas
durante la inflamacion, sin embargo, no existe una correlacion precisa
entre la actividad anticiclooxigenasa in vitro y el efecto analgésico en todos

los modelos de dolor experimental o clinico. Ademas, existen mediadores
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celulares no prostaglandinicos que también estimulan a nociceptores
periféricos, sobre los que apenas se conoce el efecto de los AINES.

Autores sugieren que algunos AINES pueden tener un lugar de
accion central. Pese a que no existe una hipétesis unitaria, se proponen,
entre otros, los siguientes mecanismos de accion central: a) inhibicion de
la sintesis de PGs a nivel medular y cerebral b) incorporacion a la
membrana plasmatica, modificando su viscosidad e interfiiendo en la
generacion de las sefales de transduccion dependientes de proteinas G;
c) activacion de vias serotonérgicas descendentes inhibitorias de la
informacion dolorosa; d) down-regulation del sitio modulador redox del
complejo receptor NMDA-canal i6nico, y e) abolicion de la induccién por
aminoacidos excitatorios de genes de expresion inmediata (6).

Existen evidencias que el efecto analgésico es modulado por
farmacos que interactian con otros receptores, como por ejemplo agentes
adrenérgicos, colinérgicos, serotonérgicos, nitridérgicos. Asi se ha
demostrado que con el uso de antagonistas no selectivos y selectivos de
diversos neurotransmisores (atropina, tropisetron, L-NAME, etc) se puede
modificar los efectos analgésicos de los AINES, aumentandolos o
disminuyéndolos, alterando factores que intervienen en el proceso

nociceptivo, ya sea a nivel de los receptores involucrados en él; por
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modificacién de la conductancia de ciertos iones, Na*, K* Ca*® por
interferir con la sefal intracelular emergente de los mediadores celulares;
por modificar el sistema de control del dolor inhibitorio descendente; por
influir en la enddgenos analgésicos o en la liberacion de sustancias
algégenas (4, 5, 6, 7, 8) . Por otra parte, existen estudios en los que se
demuestra que el efecto antinociceptivo del AINE ketorolaco esta mediado

por NO, debido a la activacion de NOS en el tejido dafiado (31).

Efectos adversos de los AINES (RAM)

La mayoria de ellos se presentan en consumos cronicos y altas
dosis, y se relacionar con la inhibiciébn de PGs. La tendencia a producir
algunas reacciones toxicas las varian segun el AINE utilizado (26).

Las principales RAM que presentan los AINES estan relacionadas
con problemas gastrointestinales; renales; fenédmenos hipersensibilidad,;
reacciones hematolégicas; inhibicion de la motilidad uterina en el
embarazo y su induccién al cierre prematuro del conducto arterioso (6, 27,

28).
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Dexketoprofeno

El dexketoprofeno (DKP) trometamol es una sal hidrosoluble vy
liposoluble, proveniente del enantiomero dextrorrotatorio del ketoprofeno.
Pertenece a la familia de los acidos propionicos. Usado como farmaco
analgésico, antipirético y antinflamatorio, siendo uno de los inhibidores
mas potentes de PGs in vitro. El ketoprofeno es una mezcla racémica,
compuesta por iguales cantidades de dos enantibmeros, R (-) y S (4),
siendo su forma dextrorrotatoria la molécula activa, mientras el
enantiomero R (-) carece de dicha actividad.

Los enantibmeros son moléculas que presentan una estructura
espacial particular, denominada quiralidad. Esta es una caracteristica de
algunas moléculas, debida a la presencia de un aomo de carbono
asimétrico, presentando la misma composicién gquimica pero diferente
configuracion tridimensional. Asi, pueden existir en el espacio en dos
formas diferentes que son imagenes especulares entre si y no
superponibles. Los enantibmeros se diferencian por asimetria
estereoquimica. El enantiomero en que la direccion sigue las agujas del
reloj se le asigna la letra R (rectus, derecha) y a aquel en que el orden es
antihorario la letra S (siniestra, izquierda). Las propiedades fisicas de los

enantiomeros también difieren, en los AINES, los enantibmeros S son
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dextrogiros (desvian la luz polarizada hacia la derecha) y los R son
levégiros (desvian la luz polarizada hacia la izquierda). En nomenclatura
guimica los compuestos dextrogiros se designan con el signo (+) o la letra
Dy los levégiros con el signo (-) o la letra L.

Ahora bien, la accion de los AINES esta dada por el bloqueo de
las COXs, mediante una disposicién espacial complementaria entre ellos.
Esta unién provoca un cambio estructural en la enzima, inactivandola. Asi,
en los AINES quirales, las COX solo reaccionan con los enantiomeros que
les son complementarios, los S (+), pues su forma R (-) es desprovista de

tal actividad sobre su receptor especifico (6, 32), ver figura 5:

) (

e @
©°0 059

R (-) ketoprofen S (+) ketoprofen

Figura 5. Unidn a receptor especifico. En este caso, solo el enantiomero

S (+) es capaz de bloquear a la COX.
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Caracteristicas farmacocinéticas del dexketoprofeno

El ketoprofeno racémico actia por inhibicibn competitiva y
reversible de COX 1 y en menor medida de COX 2. Este exhibe una
pequefia estereo-selectividad en su farmacocinética. El DKP administrado
por via oral se absorbe en el intestino delgado. EI DKP, &cido S (+)-2 (3-
benzoilfenil) propionico, corresponde al isémero acido, el cual es
convertido en sal TRIS (trometamol) aumentando su solubilidad,
mejorando su perfil cinético. Estudios farmacocinéticos en voluntarios
sanos demostraron que este farmaco posee un rango de velocidad de
absorcion mas alto que su forma &acida libre y que el racemato, lo que le
permite en un corto tiempo alcanzar la concentracion plasmatica maxima
(Cmax) del DKP trometamol con un tiempo maximo (Tmax) de 0.25 -0.75
hr, comparados con DKP &acido (Tmax. 0.5- 3. hr.) y ketoprofeno racémico
(Tmax: 0.25-3.0 hr.); las tres formas contenian cantidades equivalentes del
enantiomero S (+). Estos valores para DKP trometamol, generan un inicio
en la analgesia mas rapido y confiable, comparado con las otras
formulaciones, considerado potencialmente Uutil en casos de dolor agudo
(1, 32). La eficacia analgésica del enantibmero S (+) puro, es similar a la

observada con una doble dosis del compuesto racémico. En dosis
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mayores a 7 mg. el DKP fue significativamente superior a placebos en
dolor moderado a severo (1, 30).

La Cmax. del enantiomero S(+) después de la administracién del
DKP trometamol fue mas alta y mejor tolerada (3.71 +/- 0.72 mg/L) que las
obtenidas luego de la administracion de la droga racémica (2.72 +/- 1.25
mg/L) y DKP &cido (2.02 +/- 0.7 mg/L); sin embargo, la biodisponibilidad
relativa, medida por la valores del area bajo la curva versus concentracion
plasmatica, con un tiempo para el enantidmero S (+), fue similar para las
tres formulaciones. En la relacion dosis- respuesta se vio que la diferencia
entre las dosis de 12.5 mg y de 25 mg, radicaba en una mayor duracion de
laanalgésia, mas que a un aumento en su peak, por lo que se propone que
en dosis de 25 mg se produce un plateau en la curva. Asi, en el ser
humano, la biodisponibilidad relativa del DKP oral en dosis de 25 mg es
similar a la del ketoprofeno racémico oral de 50 mg.

El DKP no se acumula en el tejido graso significativamente cuando
se administra en dosis de 25 mg 3 veces al dia. Al ser ingerido con comida
se reduce la tasa de absorcion. Presenta una fuerte unién a proteinas
plasmaticas, especialmente la albimina, cercana a un 98%. Es
metabolizado en el higado, por las enzimas citocromo P450. La droga

tiene un alto numero de metabolitos, principalmente derivados hidroxilos.
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Su excrecion es renal, aproximadamente 70-80% en 12 horas, sin
presencia de la droga original en la orina (1, 30, 32).

Informes sugieren que enantiomeros R (-) de algunos derivados
acidos propionicos podrian exhibir actividad analgésica a través de
mecanismos no relacionados con las PGs. Un estudio demostré que 100
mg de R (-) de ketoprofeno es tan eficaz como 1000 mg del paracetamol
en el postoperatorio por dolor dental. Aunque el paracetamol de 1000 mg
posee una analgesia mas rapida el inicio (45 vs. 60 minutos) que 100 mg
del R (-) de ketoprofeno, la duracion de la accién analgésica parece ser
equivalente. La dosis 25 mg del R (-) de ketoprofeno no fue
estadisticamente superior al placebo. La accion analgésica de R (-) puede
ser explicada por la bioinversion de R (-) a S (+) del enantibmero, segun
lo demostrado en voluntarios sanos. ElI uso de una droga
enantioméricamente pura es justificado si proporciona una cierta ventaja
clinica sobre el uso del racemato, como es este el caso. Ademas,
enantiomero R (-) del ketoprofeno posee un bajo indice bioinversién a S

(+) en los seres humanos (menor al 15%) (1, 30).
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Indicacion y eficacia analgésica

Indicado para el tratamiento del dolor agudo de leve a moderado en
odontalgias, alivio del dolor postoperatorio en cirugia bucal y en
afecciones musculoesqueletales dolorosas como osteoartritis, esto es
gracias a su rapida accion analgésica, potente accion antiinflamatoria y
sus reducidos efectos secundarios (1, 30, 33). El DKP atraviesa la barrera
hematoencefélica, planteando un efecto analgésico a nivel central, distinto
a la accion analgésica que puede ejercer en el sitio de la injuria (30).

Comparado con Ibuprofeno de 600 mg, en el manejo del dolor post
exodoncia de terceros molares incluidos o semiincluidos, se comprobd
que el DKP es mas efectivo en la primera hora tras la intervencion y su
duracion analgésica es de 5.30 horas, mientras que la duracién analgésica
del lbuprofeno es de 6 horas tras su administraciéon (32). Otro estudio
compard la eficacia y tolerancia de DKP v/s tramadol. El DKP demostré
ser tan efectivo como tramadol 50 mg durante los tres primeros dias del
post-operatorio en cirugia ortopédica (33). EI DKP trometamol al ser
comparado con rofecobix no mostré diferencias estadisticamente
significativas, siendo eficientes analgésicos para el tratamiento del dolor
en cirugias de extraccion de terceros molares mandibulares. Ambos

fueron igualmente bien tolerados (2).
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Efectos adversos

Las complicaciones gastrointestinales es el efecto nocivo mas
comun del ketoprofeno racémico, sin embargo, la accién ulcerogénica del
DKP trometamol es muy baja: 5 veces menor. Su rapida absorcion parece
ofrecer alguna proteccion frente a complicaciones gastrointestinales
provocadas por irritacion directa de la mucosa gastrica independiente de la
inhibicion de la COX-1 (1, 32). Se ha publicado un estudio con 6 casos de
dermatitis fotoalérgica debido al uso del DKP topico y su posterior
exposicion al sol. Sin embargo, 2 de ellos presentaban historias previas de
fotoalergia por aplicacion de ketoprofeno, y los casos restantes una
sensibilizacion previa a este farmaco. Esto sugiere que existiria una

reaccion cruzada entre DKP y ketoprofeno (34).

Implicancias terapéuticas de las propiedades farmacocinéticas

El uso del enantibmero activo tiene numerosas ventajas clinicas
potenciales, incluyendo un perfil farmacol6gico mejorado, reduccién de
complejas interacciones de la droga y una farmacocinética mejorada.

El DKP requiere la mitad de la dosis para tener el mismo efecto,
gue el ketoprofeno, reduciendo la carga hepatica, renal y la cantidad total

de metabolitos formados. Sus ventajas radican en sus propiedades
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farmacocinéticas y perfil de tolerabilidad. Con mejores valores Cmax y
Tmax en la administracion de la sal, comparada a la forma acida y al
racemato, con un comienzo mas rapido de su accion analgésica. Ademas
reduce al minimo su toxicidad, interacciones y efectos toxicos atribuidos al
enantiomero inactivo R (-). Posee un perfil de tolerabilidad mejorado, con

un menor potencial de ulceracion gastrica (1).
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HIPOTESIS
La administracion de dexketoprofeno produce actividad
antinociceptiva, en el ensayo algesiométrico de la formalina orofacial, que

es modulada por el sistema nitridérgico.

OBJETIVO GENERAL
Comprobar la actividad antinociceptiva del dexketoprofeno, en el
ensayo algesiométrico de la formalina orofacial en ratones, determinando

la participacion de la via NO-GMPc en dicha actividad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la antinocicepcion inducida por la administracion del
dexketoprofeno en el test orofacial de la formalina.
2. Evaluar el efecto modulatorio de N®-Nitro-L-arginina en la analgesia
inducida por el dexketoprofeno.
3. Evaluar el efecto modulatorio de 7- nitroindazol en la analgesia

inducida por el dexketoprofeno.
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MATERIAL Y METODOS
1. Animales.

En el estudio fueron usados 140 ratones de la cepa CF/1 (Mus
musculus) machos de 28 a 30 gramos de peso. Todos los animales fueron
aclimatados al ambiente del laboratorio al menos dos horas antes de la
experimentacién (35), la que se realizd segun el protocolo CBA N° 238
FMUCH aprobado por la Comision de Etica de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. Cada animal seleccionado aleatoriamente, fue
usado una vez y recibié solo una dosis de las drogas estudiadas. Los
animales fueron tratados con formalina subcutanea al 5% vy distribuidos
para cada tratamiento de la siguiente forma:

1.- Grupo control: 28 ratones inyectados con suero salino.

2.- Grupo para determinar dosis de dexketoprofeno a utilizarse: 24 ratones
3.- Grupo de ratones tratados con L-NAME 1 mg /Kg.: 6; y con L-NAME
5mg/Kg.: 6.

4.- Grupo pretratado con L-NAME 1mg/Kg. y dexketoprofeno: 24 ratones.
5.- Grupo de ratones tratados con 7-NI 0.1 mg/Kg.: 6; y con 7-NI de

1 mg/Kg.: 6.

6.- Grupo pretratado con 7-NI 1mg/Kg. y dexketoprofeno: 24 ratones.
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Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de realizado el
experimento, mediante el método de dislocacion cervical, realizado por

personal experimentado.

2. Test de la formalina orofacial

La evaluacion de la analgesia se efectu6 mediante el test
algesiométrico orofacial de la formalina, que permite medir dolor originado
en la estimulacién del nervio trigémino. Para ello se inyectd, por via
subcutanea, 20 uL de solucion de formalina al 5% en el labio superior
derecho del animal, justo lateral a la nariz. Esta prueba muestra un curso
bifasico: una fase temprana, dada por la activacion de nociceptores que
sigue a la injuria corrosiva que produce el irritante (fase I) y una tardia,
debida a la organizacion de un foco inflamatorio en el sitio de la injuria y la
sensibilizacion central y periférica que ello conlleva (fase Il). Tras la
aplicacion de formalina aparecen respuestas conductuales, manifestado
como el rascado del &rea perinasal, tanto con la pata delantera y trasera
ipsilateral, como con las dos patas delanteras. (9, 35) El estimulo quimico
generado por la formalina se puede calificar como nocivo, puesto que
produce lesion del tejido fino, activa nociceptores Ad y C, en neuronas

nociceptivas espinales como trigeminales y se siente como doloroso en el
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hombre (35). Los ratones fueron colocados en un cilindro transparente,
inmediatamente después de la administracion de la formalina y se registro,
por medio de un crondmetro digital, el tiempo total de rascado perinasal,
durante los 5 minutos inmediatos a la inyeccion, correspondientes a la
fase |. Luego se registré por 10 minutos, a partir de los 20 minutos de la
inyeccion y hasta los 30 minutos, el tiempo total durante el cual se frotaron
el labio comprometido y que corresponde a la fase inflamatoria, mediado
por fibras C (fase IlI). No se contabiliza el tiempo entre la fase algésica y la
inflamatoria, debido a que el ratén se encuentra en un periodo de quietud.
Los resultados se expresaron como porcentaje de efecto antinociceptivo

maximo (% MPE) de acuerdo con la siguiente expresion:

% AN =100 - [TE/ TC x 100]
donde:
TE =tiempo de rascado de los animales inyectados con droga.
TC= tiempo de rascado de los animales inyectados con solucion salina

fisiologica.
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Fotografia 1. Ratones rascandose el labio superior derecho luego de
inyeccion con formalina. En el dltimo cuadro se observa el labio superior

derecho inflamado luego de la inyeccion con formalina.

3. Evaluacién de la analgesia

Para la evaluaciéon de la actividad antinociceptiva, se construyeron
curvas dosis-respuesta del AINE (3-100 mg/kg) administrado por via
intraperitoneal (i.p.) con un minimo de 6 animales por cada uno, de al
menos 4 dosis. La droga fue disuelta en solucién salina y administrada por
via i.p., en un volumen constante de 10 mL/Kg., 30 minutos antes del
ensayo algesiométrico, tiempo en que se alcanza el efecto analgésico
maximo determinado previamente. Los animales usados como grupo
control fueron tratados con salino i.p. al 0.9 %. A partir de la curva dosis-
respuesta se calculd, por regresion lineal, la dosis que produjo un 50 % del

MPE, la cual se utilizé para el estudio de la modulacion nitridérgica.
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Fotografia 2. Administracion de droga i.p. y en el labio superior derecho.

4. Estudio de la modulacion nitridérgica:

Para esto los animales fueron pretratados con 1 o 5 mg/Kg. de L-
NAME, o con 0.1 o 1 mg/Kg. de 7-NI y se repitieron las curvas dosis-
respuesta del DKP. Los farmacos se administraron i.p. en un volumen
constante, de 10 mL/kg. El ensayo de la formalina se realizd6 a los 30
minutos después de la administracion de los farmacos. Para analizar la
modulacion nitridérgica, sin interferir significativamente con la actividad
antinociceptiva del DKP, y considerando los efectos intrinsecos de los
inhibidores de la NOS, en el test orofacial, se eligieron las dosis de 1
mg/kg de L-NAME y de 0.1 mg/kg de 7-NI. El analisis de la modulacion se
efectu6 evaluando el desplazamiento de la curva dosis-respuesta del DKP,
por efecto de L-NAME o 7-NI y de los cambios de los valores de la DE50

(dosis que produce un 50 % del efecto maximo). En el caso que la
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interaccion es de naturaleza sinérgica, la curva dosis-respuesta se
desplazé hacia la izquierda, con una consecuente disminucion significativa
del valor de DE5S0. En el caso contrario, en una interaccion antagonica, el
desplazamiento es hacia la derecha y existe un incremento significativo
del valor de DE50. Por ultimo, no hay desplazamiento de la curva y si no
existe cambio significativo de DESO0, si la modulacién es aditiva.

Las observaciones fueron hechas en forma randomizada, ciega y
controladas con solucion salina, y de acuerdo a las normas éticas
internacionales que rigen este tipo de experimentacion, el nimero de
animales utilizados fue el minimo estrictamente necesario, para un
correcto analisis estadistico. Los resultados se expresan como promedio +
error estandar del promedio (SEM). El analisis estadistico de los datos
obtenidos y su valor significativo se determiné por andlisis de varianza
(ANOVA) y pruebas t de Student, considerando la significacion a un nivel

del 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

1.- Grupo control
La administracion de formalina al 5 % en ratones previamente tratados
con suero salino, produjo un tiempo de rascado de 133.71 + 4.70

segundos en la fase | y de 163.2 + 4.40 segundos en la fase II.

2.- Determinacion de la DE50 para dexketoprofeno

Al administrar DKP, indujo una respuesta antinociceptiva dosis-
dependiente, como se observa en la figura 7. La DE 50, en mg/Kg., del
DKP resultd ser 16.11 + 2.60 para la fase | y de 54.70 + 8.9 para la fase II.
Las curvas dosis-respuesta fueron estadisticamente paralelas y la
potencia relativa del DXP resulté ser 3.4 veces mas potente en la fase Il

comparada con la fase I. Estos resultados se muestran en la figura 6.
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|o DEXKETO 0-5 min O DEXKETO 20-30 min |

Figura 6. Curva dosis-respuesta del DKP en el ensayo de la formalina
orofacial en las fases | y Il. Cada punto representa el promedio de al
menos 6 animales con sus respectivos SEM. Todos los puntos son

significativamente diferentes (P<0.05).

3.- Grupo tratado con L-NAME.

El grupo tratado con L-NAME (1mg/Kg.) produjo 75.33 + 9.11 seg. de
rascado en la fase 1y 64.33 £ 11.23 segundos en la fase Il. En cambio, la
administracion de 5 mg/Kg. i.p. de L-NAME indujo 60.20 + 11.14 seg. de
rascado en la primera fase y 54.00 = 13.50 seg. en la fase Il. Estos

resultados se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Histograma del efecto de L-NAME en el ensayo de la

formalina orofacial. A= fase | y B= fase II. Cada columna es el promedio

con su respectivo SEM. * p< 0.05.

4.- Grupo tratado con dexketoprofeno y L-NAME

El pretratamiento de L-NAME no produjo cambios en el tiempo de

rascado en la fase |, evidenciado por una falta de desplazamiento de la

curva dosis-respuesta y DE50 obtenida fue de 16.96 + 2.6 mg/Kg., valor

no es estadisticamente significativo con respecto al valor del DKP solo, ver

figura8y 9.
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% MPE
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Figura 8. Curva dosis-respuesta a DKP, en la fase |, después del
pretratamiento con 1 mg/Kg. de L-NAME. Cada punto representa el

promedio de al menos 6 animales con sus respectivos SEM.

Dexketoprofeno / L-NAME 0-5min

B DEXKETO ip
B DEXKETO + L-NAME
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=
o
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Figura 9. Histograma del efecto de L-NAME en la actividad de DE50 del
DKP en el ensayo de la formalina orofacial en la fase |I. Cada columna

representa el promedio con su respectivo SEM.

En cambio, el pretratamiento con 1 mg/Kg. i.p. de L-NAME produjo un

cambio significativo en el tiempo de rascado inducido por la administracién
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orofacial de formalina en la fase Il, ya que la curva dosis-respuesta del
DXP se desplazo hacia la izquierda y se obtuvo una DE50 de 15.96 + 2.5

mg/Kg. (P< 0.05). Estos cambios se grafican en la figura 10y 11.

125 1 Dexketoprofeno/ L-NAME 20 - 30 min
100
W75 4
=
¥ 50~ 0]
25
[
0 . T T |
0 1 2 3
log DOSIS, mg/kg
|® DEXKETO ip O DEXKETO + L-NAME |

Figura 10. Curva dosis-respuesta a DKP, fase I, luego del pretratamiento
con 1 mg/Kg. de L-NAME, en el ensayo de la formalina orofacial. Cada
punto representa el promedio de al menos 6 animales con sus respectivos

SEM y todos ellos son significativamente diferentes entre si (p<0.05).

Dexketoprofeno / L-NAME 20 - 30 min

80 %
2 601 B DEXKETO ip
(o))
£ 40 -
S B DEXKETO +L-
a NAME
m 20 A
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Figura 11. Histograma del efecto de L-NAME en la actividad de DE50 de
DKP en el ensayo de la formalina orofacial en la fase Il. Cada columna

representa el promedio con su respectivo SEM. * p<0.05
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5.- Grupo tratado con 7-NI

El grupo tratado con 7-NI (0.1mg/Kg.) produjo 81.00 £ 10.65 seg. de
rascado en la fase | y 137.75 + 6.82 seg. en la fase Il. En cambio, la
administracion de 1 mg/Kg. i.p. de 7-NI indujo 44.17 + 5.69 seg. de

rascado en la fase 1 y 51.00 + 10.19 seg. en la fase Il. Ver figura 12.

A 7- NI 0-5min B 7- NI 20-30min
100 100 *
*
75
- L . g ©
7-N10,1 O7-NI0,1
E 50 T a7N1 3 50 O7-NI1
25 < 25
0 0

Figura 12. Histograma del efecto de 7- NI en el ensayo de la formalina
orofacial. A= fase | y B = fase Il. Cada columna con su respectivo SEM.
*p< 0.05.

6.- Grupo tratado con dexketoprofeno y 7-NI

La administracion de 7-NI, 30 minutos antes de la administracion
del DKP, produjo un cambio significativo en el tiempo de rascado inducido
por la administracion orofacial de formalina en ambas fases, ya que las
curvas dosis-respuesta del DKP se desplazaron hacia la izquierda y se

obtuvo una DE50 1.62 + 0.50 mg/Kg. (p< 0.05) y de 9.11 + 1.10 mg/Kg.
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(p< 0.05) para la fase | y fase Il, respectivamente. Estos cambios se

grafican en la figura 13, 14 y 15.

125 - Dexketoprofeno/ 7- NI 0-5min
" 100 - % I
% 75 A *
£ 50 A
25 -
0 T T T 1
-0,5 0,5 1,5 2,5 3,5
log DOSIS, mg/kg
|o DEXKETO ip © DEXKETO + 7-Ni |

Figura 13. Curva dosis-respuesta a DKP, en la fase |, después del
pretratamiento con 0.1 mg/Kg. de 7-NI, en el ensayo de la formalina
orofacial. Cada punto representa el promedio de al menos 6 animales con

sus respectivos SEM. * p<0.05.
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Figura 14. Curva dosis-respuesta a DKP, fase I, luego del pretratamiento
con 0.1 mg/Kg. de 7-NI, en el ensayo de la formalina orofacial. Cada punto

representa el promedio de al menos 6 animales con sus respectivos SEM.

* p<0.05.
A Dexketoprofeno /7-NI 0-5 min B 20 - 30 min
20 o 80
% 15 3, 60
€ 10 DODEXKETO ip € 40 ODEXKETOip
g % BDEXKETO + 7-NI g * BDEXKETO + 7-NI
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Figura 15. Histograma del efecto de 7-NI en la actividad de la DE50 del
DKP en el ensayo de la formalina orofacial. A= fase | y B= fase Il. Cada

columna representa el promedio con su respectivo SEM. *p<0.05.
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DISCUSION

La administracion subcutanea de formalina en el labio superior del
ratén indujo una conducta nociceptiva reproducible, resultado consistente
con los de una publicacion reciente, en que se describe el curso temporal
del efecto nociceptivo de la inyeccion subcutanea de formalina en la region
orofacial de la rata. Por otra parte, concuerda con lo informado, que la
inyeccion de formalina en el hombre induce un intenso dolor. Entre los
agentes comprometidos en la generacion del dolor se mencionan los
mediadores inflamatorios, como sustancia P, histamina, entre otros (35)

La actividad antinociceptiva del DKP, puede deberse a la capacidad
de este AINE de inhibir, en forma no selectiva tanto a COX-1 como a
COX-2. Ademas se ha descrito una accion a nivel central, capaz de inhibir
la sintesis de eicosanoides, los que han sido sefialados como mediadores
proinflamatorios, que producen una disminucion del umbral de descarga
de las neuronas nociceptivas, facilitando la transmision del impulso
nervioso (1, 30, 31, 32).

La falta de efecto del pretratamiento de los animales con 1 mg/Kg.
de L-NAME en la primera fase, es concordante con lo informado
previamente, que la administracion i.p. o intracerebroventricular de este

inhibidor de NOS, carece practicamente de efecto en la fase | de la
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formalina. La explicacion de este hallazgo, podria radicar en que la via
NO- GMPc no esta comprometida en los procesos nociceptivos espinales
y trigeminales, evocados por bajas concentraciones de agentes
nociceptivos inducidos por formalina (36). Ahora bien, se podria hipotetizar
que, la cinética de bioinhibicion de las NOS podria ser diferente,
alcanzando a la nNOS en ultimo término dado su caracteristica de no
selectividad. Sin embargo, entre los 20 a 30 minutos de la fase Il, produjo
una actividad antinociceptiva dosis dependiente de tipo sinérgico. Esto se
podria explicar por la inhibicion no selectiva que ejerce L-NAME sobre
NOS, que en un largo plazo logra inhibir a la nNOS evitando la formacién
de NO y con ello inhibiendo su funcibn moduladora, que en este caso
seria como agente pronociceptivo, pues su ausencia genera un aumento
en la analgesia. Estos hallazgos concuerdan con los descrito previamente,
en que NO puede producir analgesia o hiperalgesia, segun el tipo de
ensayo algesiométrico. En pruebas quimicas su rol seria hiperalgésico
(16).

La sinergia obtenida con la administracion previa de 7-Nl, en la
actividad analgésica del DKP en ambas fases, podria explicarse por la
mayor selectividad que presenta 7- NI para inhibir a nNOS, la que tendria

un rol pronociceptivo en la via NO-GMPc. Por otra parte, dado que 7-NI,
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es un inhibidor de NOS competitivo y reversible, su cinética le permite
alcanzar concentraciones mayores y en menor tiempo en la biofase, a
diferencia de L-NAME, por lo que inhibe con mayor eficacia a la nNOS.
Esto se traduce en una mas efectiva modulacion de la nocicepcion
trigeminal en el test de la formalina orofacial.

El hecho que la modulacién de la analgesia no sea en forma
completamente eficaz, podria indicar que la via NO-GMPc no es la Gnica
gue estaria modulando la nocicepcion trigeminal, lo que concuerda con los

antecedentes antes presentados en el marco teérico (13, 14, 15, 21).

En conclusién la administracibn de DKP produce efectos
antinociceptivos, parcialmente dependientes de la modulacion del sistema
NO-GMPc en el test de la formalina orofacial. Este hallazgo permite
sugerir la exploracién de asociaciones farmacologicas con donadores de
NO, evaluando -cuidadosamente sus efectos colaterales y asi,
contribuyendo en forma significativa al incremento de alternativas en
analgesia bimodal, para el tratamiento farmacoldgico del dolor agudo

postoperatorio, como también para el tratamiento del dolor crénico.
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Conclusiones
La administracion de DKP via i.p. induce una accion antinociceptiva
dosis-dependiente en el ensayo de la formalina orofacial.
El pretratamiento con L-NAME no altera la actividad analgésica del
DKP en la primera fase de test utilizado.
El pretratamiento con L-NAME produce un efecto sinérgico en la
actividad antinociceptiva del DKP, en la segunda fase del test de la
formalina orofacial.
El pretratamiento con 7-NI produce un aumento de la actividad
antinociceptiva del DKP de tipo sinérgico, en ambas fases del
ensayo orofacial.
Existe una participacion del sistema nitridérgico en la actividad del
DKP en la via trigeminal en el test de la formalina orofacial de tipo
hiperalgésico.
Los resultados obtenidos, sugieren que la via NO-GMPc no es la
Gnica que modula la nocicepcion trigeminal.
Los hallazgos del presente trabajo permiten explorar una via

alternativa para el tratamiento farmacologico del dolor.
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Sugerencias

En el presente trabajo se demuestra el desarrollo de la actividad
antinociceptiva del DKP, modulado por la via NO-GMPc, en el test de la
formalina orofacial. De este estudio surge la necesidad de realizar las
mismas curvas dosis- respuesta, evaluando con el mismo test, la
participacion de otras vias involucradas en la modulacion nociceptiva,
tales como: adrenérgicos, colinérgicos, serotonérgicos, dopaminérgicos,
entre otros, para determinar cual de ellas es la mas relevante en cuanto a
participacion y cual es la mas apropiada para nuevas alternativas de
tratamiento.

Seria interesante también evaluar combinaciones de otros tipos de
AINES con inhibidores de la NOS, estudiandolos tanto en este test como
en otros ensayos algesiométricos y modificando las vias de

administracion.
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Resumen

En el presente trabajo se investigd si existe modulacion de la
via NO-GMPc en la actividad antinociceptiva del dexketoprofeno en el
dolor trigeminal, en el modelo de la formalina orofacial. Se estudié en
ratones el rol del sistema NO-GMPc, pretratandolos por viai.p.con 16 5
mg/Kg. de L-NAME, o con 0.1 6 1 mg/Kg. de 7-NI. El andlisis de la
modulacién nitridérgica se efectué evaluando el desplazamiento de la
curva dosis-respuesta del DKP, por efecto de L-NAME o 7-NI y de los
cambios del 50% de los valores de la dosis efectiva (DE50). De los 2
inhibidores de la NOS, sélo 7-NI presenté efecto sobre la ED50 del
dexketoprofeno, sin embargo, a mayores concentraciones, ambos
inhibidores incrementaron significativamente la eficacia de la ED50 del
dexketoprofeno. Se concluye que existe una interaccidn sinérgica entre el
dexketoprofeno y los inhibidores de la NOS en el test de la formalina
orofacial. Este hallazgo podria ser de utilidad clinica por sus proyecciones
en asociar analgésicos con inhibidores de NOS, lo que permitiria obtener
sinergismo analgésico, el que permite disminuir los posibles efectos

colaterales, y ser Utiles en el tratamiento farmacologico del dolor.
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