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1. INTRODUCCION

Los seres vivos se relacionan constantemente con su entorno mediante
sistemas sensoriales, los cuales tienen el rol de informar al cerebro acerca del
estado del medio ambiente externo e interno del organismo. Dentro de las
sensaciones que el organismo debe reconocer esta el dolor. El dolor es una
percepcion que se obtiene como resultado de un sistema nociceptivo
desarrollado a lo largo de la evolucion de los seres vivos. La nocicepcion
corresponde al mecanismo a través del cual el estimulo injuriante es transmitido
hacia el sistema nervioso central (SNC). El sistema nociceptivo forma parte de
un set global de control de respuestas homeostaticas del organismo.

El dolor ha sido definido por la Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (IASP) como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada a un dafo tisular existente o potencial, o descrita en términos de ese
dafno”. Corresponde en si a una experiencia subjetiva, ya que es un fenbmeno
multidimensional donde intervienen factores biol6gicos, cognitivos, emocionales
y ambientales. Cada individuo aprende el significado de la palabra dolor a
través de las experiencias dolorosas que experimenta desde su infancia. Este
puede ser clinicamente evaluado en cuanto a su intensidad, duracion,

caracteristica, lugar de origen y etiologia (1).



En contraste con la naturaleza multidimensional del dolor que se
describe en los humanos, el dolor en los animales so6lo se puede estimar
observando sus reacciones. En general, los signos mas indiscutibles de dolor
son los signos fisicos. Cada especie manifiesta el dolor segun su propio
repertorio de comportamiento (2).

Se ha re-interpretado la definicion de dolor de la IASP para que ésta
pueda ser aplicada en animales. El dolor en animales se define como: “Una
experiencia sensorial adversa causada por una injuria actual o potencial que
produce reacciones motoras y vegetativas progresivas, las cuales dan como
resultado comportamientos de evitacion aprendido, modificaciones del
comportamiento de la especie, incluyendo su conducta social” (2).

El dolor es el sintoma mas frecuente de enfermedad. Son relativamente
pocas las enfermedades que no tienen una etapa dolorosa. De esta manera, el
estudio del dolor y la forma de aliviarlo es un tema de gran relevancia en

Farmacologia para asi aplicar éstos conocimientos en el area de la salud.



2. ASPECTOS TEORICOS

Clasificacion del dolor

Resulta de gran utilidad clasificar el dolor segun sus caracteristicas clinicas en:
a. Dolor agudo: Constituye un mecanismo fisiolégico de alarma para limitar el
dafio e iniciar los mecanismos de reparacion. Incluye solo el tiempo necesario
para que los tejidos sanen. Su curso temporal es propio de la lesiébn que lo
origind y puede presentarse con respuestas neurovegetativas como taquicardia,
aumento de presion arterial, taquipnea, sudoracion, palidez, cambios en el
diametro pupilar, estados nauseosos llegando incluso a producir vomitos. La
causa de este tipo de dolor usualmente puede ser diagnosticada y tratada,
ademas es auto limitante y esta confinado a un periodo dado de tiempo y a su

severidad. En algunas ocasiones puede pasar a ser cronico (1,2).

b. Dolor crénico: Es el que se mantiene por un periodo mayor de tiempo,
después que una lesién ha originado la injuria, por lo que el sistema nervioso
puede programarse de nuevo para crear un umbral doloroso méas bajo. Carece
de propiedades fisiolégicas reparadoras y es un sintoma de enfermedad

continua o en brotes (1,2).



Fisiopatologia del dolor

El enfoque terapéutico por el que se optara en el manejo del dolor sera
tanto mas adecuado y eficaz si se conocen las estructuras, neurotransmisores
y neuromoduladores que estan involucrados en la conduccion de un estimulo
doloroso. La fisiopatologia del dolor involucra distintos mecanismos e
interacciones de estructuras periféricas y centrales desde la superficie de la
piel hasta la corteza cerebral. Para percibir el dolor es necesaria una estructura
periférica que actie como receptor, una sinapsis en la médula espinal, vias de
conduccion desde la médula espinal hasta los centros superiores y una via
descendente desde los centros superiores a la médula (3).

Bajo condiciones fisioldgicas, las sefales nociceptivas generadas por
estimulos intensos (térmicos, mecanicos 0 quimicos) activan las fibras
nociceptivas especializadas denominadas Ad o fibras C. Estas fibras son
estructuras periféricas constituidas por una neurona T y corresponden a las
neuronas de primer orden dentro de la transmision del estimulo doloroso. Las
fibras Ad son las responsables de transmitir el dolor “rapido” o “primario”, y
estas son de diametro pequefio y mielinizadas. Por otro lado las fibras C,
también conocidas como nociceptores C polimodales, son amielinizadas y son

las encargadas de transmitir el dolor lento o mas difuso (1).



La lesion de los tejidos inicia la produccion y liberacion de sustancias
guimicas que interactian entre si y estimulan las terminaciones nerviosas de
las fibras nociceptivas. Dentro de las sustancias liberadas en el tejido injuriado,
se inicia la sintesis de los llamados eicosanoides, entre las cuales se
encuentran las prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas y leucotrienos.
Estas sustancias quimicas se sintetizan a partir del acido araquidénico, el cual
es un acido graso poliinsaturado que forma parte de los fosfolipidos de la
membrana celular. El acido araquidonico se libera a partir de los fosfolipidos de
la membrana catalizados por la enzima fosfolipasa A2. El 4cido araquidénico
libre es metabolizado por las enzimas ciclooxigenasas (COXs) por medio de las
cuales se sintetizaran prostaglandinas (PGs), prostaciclinas y tromboxanos. Por
otro lado, el &cido araquidénico ingresara a otra via de metabolizacién
mediante las enzimas lipooxigenasas, donde se llevara a cabo la sintesis de
leucotrienos. Las prostaglandinas actuarian fundamentalmente sensibilizando
las neuronas, generando cambios en el potencial de membrana, disminuyendo
el umbral de excitacion de los receptores del dolor. También se estimula la
sintesis de bradicinina que es una de las sustancias mas algégenas de este
proceso. Las prostaglandinas intervienen en una gran variedad de reacciones

bioldgicas, propiciando el dolor, inflamacién y fiebre (3, 4).



Farmacologia del dolor

En el arsenal terapéutico para tratar el dolor existe una gran variedad de
agentes capaces de producir un poderoso y selectivo efecto en la inhibicion de
la neurotransmision dolorosa. De esta manera podemos mencionar tres

grandes grupos de farmacos analgésicos: (4)

a. Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINES)
b. Opioides

c. Farmacos coadyuvantes

a. Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINES): Historicamente
los AINEs han sido utilizados para tratar enfermedades reumatoldgicas. Luego
se comenzaron a utilizar para aliviar el dolor después de una extraccion dental.
Actualmente los AINEs son considerados los medicamentos de eleccion en el
manejo del dolor e inflamacién (5). Los AINEs son los farmacos mas utilizados
en el mundo. Ejercen su accién a nivel periférico e incluye a un grupo de
farmacos de estructura quimica diferente, pero con acciones farmacoldgicas

comunes.



b. Opioides: ejercen su accién en algun nivel del neuroeje al estimular
receptores especificos que son MOR: y, DOR: 6 y KOR: k. La morfina es el
farmaco tipo. Estos son hasta hoy los farmacos mas efectivos y potentes para
inhibir cuadros dolorosos, sin embargo, debido a sus efectos colaterales como
la dependencia, se han convertido en sustancias restringidas para su uso

masivo (6).

c. Farmacos coadyuvantes: dentro de este grupo se encuentra una serie de
farmacos que presentan distintos efectos farmacolégicos e incluyen también un
efecto analgésico. Se pueden mencionar los farmacos a-adrenérgicos,
antidepresivos,  antipsicéticos, antiepilépticos, relajantes  musculares,

anestésicos locales, anestésicos generales, entre otros (4).

Analgésicos Anti-Inflamatorios No Esteroidales (Aines)

La accion de estos farmacos se debe principalmente a la inhibicién de la
biosintesis de prostaglandinas mediante la inactivacion de las enzimas
ciclooxigenasas: COX-1, COX-2 y COX-3. Sin embargo en este efecto pueden
estar involucrados otros mecanismos mas complejos, ya que existen estudios
previos en los cuales hay evidencias experimentales de que en la inhibicion del

dolor por los AINES participan otros sistemas (7).



Mecanismos de accion analgésica de los AINES
a. Inhibicién de las enzimas COX-1, COX-2 y COX-3 a nivel periférico y a

nivel central

Las enzimas COXs se encuentran en los tejidos bajo 3 isoformas,
denominadas COX-1, COX-2 y COX-3. La diferencia entre ellas radica en la
expresion y regulacion de su actividad enzimatica. En consecuencia, la COX -1
es una enzima de regulacién constitutiva, presente en la mayoria de los tejidos,
en cambio la COX-2 es inducida durante la inflamacion y tiende a facilitar la
respuesta inflamatoria. La COX -1 produce PGs que juegan un importante rol en
varios procesos fisiolégicos tales como la citoproteccion gastrointestinal,
homeostasis renal y trombocitaria. Por otro lado, la COX-2 es practicamente
indetectable en tejidos normales, porque su actividad parece expresarse bajo
circunstancias patolégicas como lo seria el curso de un proceso inflamatorio,
donde la expresion de la COX-2 puede aumentar hasta 20 veces. Se ha
sugerido recientemente que existe otra isoforma de la enzima COX, formada
como la variante de COX-1. Esta se conoce con el nombre de COX-3y se cree
gue su inhibicion podria representar un mecanismo central primario por el cual

los AINES disminuyen el dolor y posiblemente la fiebre (8).



b. Interaccién con neuronas periféricas y centrales involucradas en la

transmision del dolor

Se ha postulado que existen otros mecanismos por medio de los cuales
los AINEs incluirian acciones analgésicas. Estas vias incluyen efectos
antinociceptivos en neuronas periféricas o centrales involucradas en la
transmision de sefiales dolorosas. Entre los mecanismos que se han propuesto,
se puede considerar la neuromodulacion que ocurre a nivel de la informacién
nociceptiva ejercida por los sistemas adrenérgico, colinérgico y serotonérgico
tanto a nivel espinal como supraespinal. Existe evidencia que relaciona el efecto
antinociceptivo de los AINEs como ketoprofeno, diclofenaco y piroxicam con la
activacion de receptores ay-adrenérgicos a nivel espinal y supraespinal,
mientras que el paracetamol podria ejercer antinocicepcion principalmente por
la activacién del sistema descendente inhibitorio noradrenérgico via receptores
aj-adrenérgicos. Otro sistema involucrado en la antinocicepcion generada por
AINEs es el de los opiodes enddgenos, lo cual es particularmente cierto para el
caso del diclofenaco pues su analgesia ha sido revertida mediante naloxona
(antagonista opioide). Finalmente, un gran numero de estudios sugieren la

participacion del sistema serotonérgico en la actividad antinociceptiva de AINEs

(4).



Efectos de los AINEs

En general, la mayoria de los AINEs se caracteriza por poseer en menor

0 mayor grado las siguientes acciones: (9)

a. Antipirética: la fiebre puede ser el resultado de un estado infeccioso o la
secuela de un dafio tisular, con la formacion de citoquinas, que estimulan la
sintesis de PGE,. Estas incrementan la temperatura corporal, que los AINEs

reducen al inhibir la sintesis de PGE,.

b. Analgésica: accidn que tiene lugar preferentemente en las terminaciones
nerviosas sensitivas, interfiriendo con ciertas sustancias endégenas, tales como

bradicinina, histamina, PGs, prostaciclinas.

c. Anti-inflamatoria: los signos clasicos de la inflamacién son modulados por
la PGE, y los AINEs, al inhibir la sintesis de prostanoides, interfieren en los

mecanismos de la inflamacion.

d. Efectos en el rifién: la COX-2 suele expresarse en forma constitutiva en los

tejidos vasculares renales. En sujetos sanos los AINEs no alteran las funciones



renales ni la presion arterial. Sin embargo, en sujetos hipertensos o con
disfuncion renal, el uso de inhibidores selectivos de la COX-2 puede causar
disminucién de la filtracion glomerular con la consecuente retencién de sodio y
potasio, promoviendo la formacion de edema y la elevacion de la presion

arterial.

e. Antitumorigenos: se ha observado esta actividad especialmente en el
cancer de colon. Aun no se encuentra claro el efecto protector de los AINEs
frente a esta patologia, pero se piensa que esto ocurre con la inhibiciéon de las
COX-2. De esta forma, los inhibidores selectivos de la COX-2 seran las drogas

de eleccion para la prevencion y el tratamiento de esta enfermedad.

f. Efectos en la enfermedad de Alzheimer: se ha sugerido que la COX-2 esta
involucrada tempranamente en el desarrollo del Alzheimer. La actividad
antiagregante plaquetaria de los AINEs puede aliviar o prevenir la enfermedad
reduciendo el dafio isquémico causado por el bloqueo de los capilares

cerebrales.



g. Efectos en el sistema reproductivo: las PGs participan en la ovulacién,
fertilizacion e implantacion del blastocisto. Estudios en humanos han
demostrado que el uso de inhibidores selectivos de la COX-2 como el
nimesulide reduce partos prematuros y el rofecoxib presenta acciones locales

negativas en la ovulacion.

h. Efectos en el tracto gastrointestinal: la ulceracion del tejido digestivo es el
dafio mas comun asociado a este tipo de farmacos. El mecanismo involucrado
trata de la irritacion local y la inhibicién en la sintesis de la COX-1, enzima
constitutiva responsable en promover la produccién del mucus citoprotectivo en

el tracto gastrointestinal (9).

i. Efectos en el sistema cardiovascular: Los AINEs, mediante la liberacion de
PGl2, contribuyen al funcionamiento normal del sistema cardiovascular, ya que
la PGI2 promueve la vasodilatacion, inhibe la agregacion plaguetaria vy
adhesion, y es un antilipidémico endégeno. Se ha sugerido que la inhibicién de
la COX-2 puede producir un efecto pro-trombético, incrementando el riesgo de
eventos tromboticos. Estos farmacos podrian ser beneficiosos en algunos

pacientes con enfermedad cardiovascular, debido a que mejorarian el proceso



de vasodilatacion del endotelio y reducirian la inflamacién crénica y el estrés

oxidativo en la enfermedad arterial coronaria e hipertension.

j. Efectos en el sistema respiratorio: El asma y enfermedades respiratorias
similares, se caracterizan por una proliferacibn excesiva de células
respiratorias. La induccion de la COX-2 inhibe la proliferacion de las células del
musculo liso del tracto respiratorio, lo que le confiere un rol protectivo. Sin
embargo, no existe evidencia significativa de que los AINEs selectivos de la

COX-2 sean capaces de desencadenar atagues de asma.

k. Cicatrizacion y consolidacién 6sea: En pacientes quirdrgicos el uso de
AINEs puede influir negativamente en la cicatrizacion de las heridas y
consolidacion ésea de fracturas, sin embargo, no existe evidencia suficiente
para asegurar que los AINEs presentan efectos inhibitorios en estas funciones

fisiolégicas (9).



Clasificacion de los AINEs
La mas paradigmatica clasificacion de AINEs, se muestra en la Tabla I,
adaptada de Warner y Mitchell (9).

Tabla I. Clasificacion de AINEs basada en los grupos funcionales

Grupo Farmacologico Farmaco prototipo
Salicilicos Acido acetilsalicilico o aspirina
Pirazolonas Metamizol o dipirona
Pirrolacético Ketorolaco
Fenilacético Diclofenaco
Propiénico Naproxeno, ibuprofeno y ketoprofeno
Antranilico Acido mefenamico
Paraaminofenoles Paracetamol
Oxicams Piroxicam,meloxicam y tenoxicam
Indolacético Indometacina
Piranoindolacético Etodolaco
Nicotinico Clonixina
Sulfoanilidas Nimesulida
Alcanonas Nabumetona
Pirazolidindionas Fenilbutazona
Diaril heterociclos (Inhibidores Celecoxib, parecoxib, lumiracoxib.
selectivos de COX-2)




También es posible clasificar a los AINEs en una tabla segun su

selectividad COX-1 o COX-2:
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Figura 1. Perfil farmacolégico de los inhibidores de COXs,

vitro (9).



Ketorolaco

El ketorolaco es un potente analgésico, pero posee moderada eficacia
antiinflamatoria. Puede ser administrado por via oral y es uno de los pocos
AINEs aprobados para su administracion parenteral. Esta caracteristica permite
una gran oportunidad para ser utilizado en pacientes incapaces de ingerir
medicamentos via oral, principalmente en el manejo del dolor post-operatorio
(10). Se administra por via intramuscular en forma de sal trometamina y es
considerado una alternativa mas segura que los analgésicos opioides, ya que a
diferencia de los opioides, el ketorolaco no genera tolerancia, efectos de
abstinencia ni depresion respiratoria. El ketorolaco presenta un alto poder
analgésico en comparacion con otros AINEs (figura 1). Por ejemplo, éste
farmaco es 50 veces mas potente que el naproxeno en modelos de analgesia,
pero sélo 3 veces mas potente que éste en modelos de anti-inflamacién. En
estudios clinicos se ha demostrado que el uso de 10 a 30 mg de ketorolaco
intramuscular es equivalente al uso de 6 a 12 mg de morfina. También se ha
comparado la actividad del ketorolaco y la morfina, en cuanto a su rapidez de
accion, efectividad analgésica y prolongacion del efecto. Los resultados
sugieren gue la rapidez de accion del ketorolaco es menor a la morfina, sin
embargo, su efectividad analgésica es similar y la duracién del efecto es mayor

(10).



El ketorolaco también puede ser combinado con farmacos opioides como
parte de una terapia analgésica. Existen estudios que sugieren que la eficacia
analgésica del ketorolaco aumenta al incrementar su dosis, sin embargo, el
aumentar la dosis intramuscular de éste medicamento por sobre los 60 mg o
100 a 200 mg via oral, no mejora el efecto analgésico. El paciente debe recibir
siempre la menor dosis efectiva posible con el fin de evitar riesgos de toxicidad
(10).

El mecanismo de accion del ketorolaco corresponde a la inhibicion de la
biosintesis de PGs. Esto ocurre mediante la inhibicién de las enzimas COX-2 y
COX-1, presentando principalmente accion sobre la COX-1. La inhibicion de la
COX-2 permite el efecto analgésico y anti-inflamatorio, sin embargo, la
inhibicion de la COX-1 genera efectos adversos. El uso prolongado de
ketorolaco puede dar origen reacciones adversas tales como: formacién de
Ulcera gastrica, inhibicién plaquetaria, posible enlentecimiento en proceso de
cicatrizacion y dafio renal agudo, el cual se revierte generalmente al

descontinuar el uso del farmaco (10).



Naproxeno

AINE derivado del &cido propionico. Es un agente antiinflamatorio
analgésico y antipirético. Presenta mayor accion anti-inflamatoria que
analgésica (11). Sus indicaciones incluyen el tratamiento sintomatico de la
artritis reumatoide, osteoartritis, espondilitis anquilosante y artritis gotosa aguda;
también se utiliza como analgésico en tendinitis y bursitis aguda. Su mecanismo
de accion radica en la inhibiciébn de las enzimas COXs, actuando en mayor
forma sobre la COX-2 que la COX-1 (10). Después de ser ingerido, el
naproxeno se absorbe en su totalidad. Las concentraciones maximas en plasma
se obtienen en término de dos a cuatro horas. La absorcion puede acelerarse
agregando bicarbonato de sodio o reducirse con hidroxido de aluminio. Se une
casi por completo (99%) a las proteinas plasmaticas después de dosis
terapéuticas normales. Atraviesa placenta y esta presente en la leche materna
en aproximadamente 1% de la concentracion plasmatica que presenta la
madre. Debido al potencial que existe de reacciones cruzadas de sensibilidad,
no debera administrarse naproxeno sodico a pacientes en quienes el acido
acetilsalicilico u otros anti-inflamatorios/analgésicos no esteroidales hayan
provocado manifestaciones alérgicas severas. En pacientes con historia de
enfermedad gastrointestinal, el naproxeno deber4d darse bajo estrecha

supervision. Las reacciones adversas mas comunes son malestar abdominal,



dolor epigastrico, cefalea, nausea, edema periférico moderado, tinnitus y
vértigo. Una dosis excesiva del farmaco puede caracterizarse por somnolencia,
pirosis, indigestion, nduseas o vomito, disfuncion renal, acidosis metabdlica,

apnea, desorientacion (12).

Naltrexona

Es un antagonista no selectivo de los receptores opioides, MOR, DOR y
KOR (6), pero tiene mayor afinidad por el receptor MOR, por lo tanto, revierte
todos los efectos producidos por los farmacos opioides. Se usa principalmente
en el tratamiento por intoxicacion inducida por los opioides y el alcohol (13).

Aungue la naltrexona es un antagonista opioide, se ha demostrado
experimentalmente que la administracion de bajas dosis de esta droga en
conjunto con otro analgésico, puede paradojalmente, aumentar el efecto

analgésico. Estas evidencias aun se encuentran en estudio (14).

Prazosin

El prazosin corresponde a un farmaco que se emplea en el tratamiento
de la hipertension. Pertenece a la clase de los bloqueadores a-adrenérgicos, los
cuales disminuyen la presion mediante la relajacion de los vasos sanguineos.

Especificamente, el prazosin es selectivo para los receptores a -1, presentes en



la musculatura lisa vascular. Estos receptores son los responsables de la acciéon
vasoconstrictora de la norepinefrina, la cual eleva la presion sanguinea. La
accion vasodilatadora del prazosin se lleva a cabo bloqueando estos receptores
(15). Existen estudios en ratones, donde se prueba la capacidad antinociceptiva
del prazosin mediante la modulacién del sistema adrenérgico. Cuando existe
dafio neuroldgico, el sistema nervioso simpatico responde atenuando el dolor
mediante bloqueadores adrenérgicos o del sistema simpético (4). De esta
forma, se ha visto que el prazosin en algunos casos tiene actividad
antinociceptiva, lo que indica la modulacion del sistema adrenérgico,

especificamente mediante los receptores a -1 (16-19).

Interacciones farmacoldgicas

Cuando dos drogas se administran en forma conjunta, sus efectos
pueden ser:
a. Aditivos: corresponde a la suma de los efectos que producen cada una de
ellas separadamente.
b. Subaditivo o Antagdnico: corresponde a un efecto menor que la suma de
cada agente por separado.
c. Sinérgico o Supra-adtivo: que es un efecto mayor que la suma de los

efectos separados de cada droga (20).



La combinacion de analgésicos de eficacia probada es una estrategia
que permite conseguir mas de una meta terapéutica, tales como: aumentar la
satisfaccion del paciente, simplificar la prescripcion, mejorar la eficacia
farmacoldgica sin incrementar los efectos adversos o disminuir efectos
adversos sin perder la eficacia de los farmacos utilizados.

En algunos casos, la coadministracion de agentes antinociceptivos
resulta en efectos sinérgicos, permitiendo reducir sustancialmente las dosis
individuales de los medicamentos empleados (7).

De esta manera, el estudio de farmacos con actividad sinérgica resulta
ser de gran interés en el campo de la salud, ya que estas asociaciones pueden
ser una alternativa viable en el manejo clinico del dolor. Debido a esta razon, en
el presente trabajo se evaluara la interaccién entre el naproxeno y el ketorolaco,
junto a su modulacion adrenérgica y opioide, utilizando el modelo de las
contorsiones abdominales inducidas por la administracion intraperitoneal de

acido acético al 0.6 % en ratones.



3. HIPOTESIS

La coadministracion de ketorolaco y naproxeno produce una interaccion

antinociceptiva de tipo sinérgica que es modulada por naltrexona y prazosin.



4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antinociceptiva de ketorolaco y naproxeno en el

ensayo algesiométrico experimental de las contorsiones abdominales y estudiar

la participacion del sistema opioide y adrenérgico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la antinocicepcién inducida por la administracién intraperitoneal

(i.p.) de ketorolaco y de naproxeno en el test de las contorsiones

abdominales.

2. Caracterizar la potencia analgésica de ketorolaco y de naproxeno.

3. Evaluar por isobologramas la interaccién de naproxeno y ketorolaco en el

test mencionado.

4. Estudiar la participacion del sistema opioide y adrenérgico en la actividad

de ketorolaco y de naproxeno, en el mismo modelo algesiométrico.



5. MATERIAL Y METODO

Con el fin de llevar a cabo la investigacion, se utilizaron ratones de la
cepa CF/1 (Mus musculus), machos, de 28 a 30 gramos de peso, los cuales
fueron aclimatados al ambiente del laboratorio al menos dos horas antes de la
experimentacion. El procedimiento experimental se realiz6 de acuerdo al
protocolo aprobado por la Comision de Etica de la Facultad de Medicina, el cual
indica utilizar para cada ensayo solo el nUmero de animales necesarios para
obtener una significancia estadistica, colocar a cada animal solamente una
dosis de las drogas y realizar las observaciones de manera randomizada,
ciegas y controladas con salino. El tiempo de trabajo fue el menor posible. Los
animales fueron sacrificados inmediatamente después del experimento,
mediante dislocacion cervical.

Para evaluar la actividad antinociceptiva, se efectué el método
algesiométrico agudo del writhing test o test de las contorsiones abdominales.
Este test consiste en provocar un estimulo nociceptivo, de tipo quimico irritativo

al animal manifestado por dolor visceral.



Writhing test o test de las contorsiones abdominales

Este método algesiométrico utiliza como estimulo antinociceptivo la
inyeccion i.p. de 10 ml/kg de una solucién de acido acético al 0,6%. EIl dolor
producido se mide contando el nimero de contorsiones que presenta el animal
después de 5 minutos de la inyeccion del acido y durante 5 minutos. Se
entiende por contorsion la contraccion de la musculatura abdominal, junto con la
elongacion de las extremidades posteriores (2). El ensayo algesiométrico se
realiz6 al momento del efecto maximo de cada droga, el cual se determind
previamente y resulté ser de 30 minutos. Los resultados se expresaron como

porcentaje de antinocicepcion (%AN) de acuerdo con la siguiente expresion:

%AN = 100 — [WE / WC x 100]

Donde:

WE: nimero de contorsiones de los animales después de la administracion del
farmaco.

WC: namero de contorsiones de los animales inyectados con salino o con

glucosa.



Administracion de los farmacos

Los animales controles fueron inyectados con solucién salina al 0,9% y la
evaluacion fue idéntica a la de los animales tratados.

Los farmacos analgésicos disueltos en una solucion salina e inyectados
en un volumen de 10 ml/kg, se administraron por via i.p. 30 minutos previos al
test algesiométrico, para construir una curva dosis-respuesta. Esto se realizo
antes y después del pretratamiento de los animales con los farmacos usados
para evaluar la modulacion opioide o adrenérgica, mediante la administracion
de 1 mg/kg i.p. de naltrexona y 0,1 mg/kg de prazosin, respectivamente. Estos

farmacos se inyectaron 30 minutos antes que la administracion de los AINEs.

Farmacos

Los farmacos utilizados fueron: ketorolaco, naproxeno, naltrexona y

prazosin.



Evaluacién de las interacciones

Para la evaluacion de las interacciones se utilizé el método isobolografico
del laboratorio de farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile, en la forma descrita por Tallarida y Murray (20), que corresponde a
representaciones graficas de dosis isoefectivas para un efecto determinado, de
cada uno de los farmacos utilizados individualmente y combinados. Este tipo de
analisis permite conocer si existe interaccidn, de que tipo y cual es su magnitud.

Para cada combinacion de las drogas se determiné la dosis efectiva 50
(DEsp) mediante el analisis de regresion lineal de su curva dosis-respuesta. Esta
dosis se comparé estadisticamente con la dosis que representa teéricamente la

adiciéon simple de efectos, que se obtiene segun la siguiente formula:

DEso aditividad tedrica = DEspdroga 1/ (P1 + R x P2)

Donde:
¢ R:relacion de potencia entre las drogas 1 y 2 administradas por si solas.
e P1: proporcion de la droga 1 en la mezcla.

e P2: proporcion de la droga 2 en la mezcla.



El punto experimental resultante se grafica en un sistema de
coordenadas cartesianas que contienen una linea que conecta la DEsp de la
droga 1 en la abscisa con la DEsy de la droga 2 en la ordenada (linea de
aditividad simple).

La region del grafico donde se ubica el punto experimental determina el
tipo de interaccion. En el caso de que la interaccién sea sinérgica, el punto
experimental se ubica bajo la linea de aditividad. En el caso contrario, si
resultase una interaccion antagonica, el punto se ubicara sobre la linea de
aditividad, y por altimo, si el punto se ubica en un sector cercano a la linea de
aditividad, la interaccién sera de simple aditividad.

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

drogas, de acuerdo a la siguiente formula:

DEs, experimental / DEsg teorico

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

antagonica (22).



El analisis estadistico de los datos obtenidos en las curvas log dosis-
respuestas se realizO mediante regresion lineal por cuadrados minimos para
determinar las DEsp. Los parametros estadisticos relativos a los isobologramas,
se calcularon con un programa computacional del laboratorio, y la significacion
estadistica se determind por andlisis de varianza y pruebas t de Student,

considerando la significacion a un nivel del 5% (p<0,05) (21).



6. RESULTADOS

Grupo control tratado con solucidén salina
El pretratamiento de los ratones con la administracion de 10 ml/kg de
solucion salina fisiolégica, via i.p. 30 minutos antes del ensayo algesiométrico,

produjo 18.5 +1.3 contorsiones (n =24).

Grupo tratado con ketorolaco
En el writhing test, la administracion i.p de ketorolaco produjo una
actividad antinociceptiva de naturaleza dosis-dependiente. La DEsy del

ketorolaco resultd ser de 2,9 + 0,2 mg/kg.

Grupo tratado con naproxeno
En el writhing test, la administracion i.p de naproxeno produjo una
actividad antinociceptiva de naturaleza dosis-dependiente. La DEsy del

naproxeno resulto ser de 46,4 + 3,9 mg/kg.



Paralelismo de las curvas dosis-respuesta de ketorolaco y de naproxeno
El andlisis estadistico de las curvas dosis-respuesta de ketorolaco y
naproxeno, demostr6 que ellas son estadisticamente paralelas como se

muestra en la figura 2.
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Figura 2. Curvas dosis-respuesta de ketorolaco (@) y de naproxeno (O) en el
ensayo algesiométrico de las contorsiones abdominales inducidas por acido
acético en ratones. Cada punto representa el promedio + SEM de al menos 6

animales.



Grupos tratados con ketorolaco o naproxeno y naltrexona.

El pretratamiento de los animales con 1 mg/kg i.p. de naltrexona, no
produjo cambio en la actividad antinociceptiva de la DEsy del ketorolaco (p>
0.05), como tampoco en la del naproxeno (p>0.05). Estos resultados se

observan en la figura 3.

Figura 3. Histograma del efecto de naltrexona (NTX) sobre la actividad
analgésica de las DEsg's de ketorolaco (K) y de naproxeno (N) en el test de las

contorsiones abdominales.



Grupos tratados con ketorolaco o naproxeno y prazosin
Al pretratar con 0.1 mg/kg, i.p. de prazosin, los animales muestran un
significativo aumento de la antinocicepcion inducida por la DEsy tanto de

ketorolaco como de naproxeno (p<0.05). Ver figura 4.
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Figura 4. Histograma del efecto de prazosin (PRAZ) sobre la actividad
analgésica de las DEsg's de ketorolaco (K) y de naproxeno (N) en el test de las

contorsiones abdominales. Ambos resultados son significativos (p<0.05).



Andlisis isobolografico de la combinacion ketorolaco y naproxeno

La coadministracion de las fracciones: 1/2, 1/4, 1/8, y 1/16 de las DEso de
ketorolaco con naproxeno, produce una interaccion antinociceptiva, que al ser
evaluada isobolograficamente, resultd ser de naturaleza sinérgica o supra-
aditiva, como se observa en la Figura 5. Ademas, al calcular el indice de

interaccidn, se confirma la naturaleza de esta interaccion, ya que resulto ser de

0,297.

EDsy Ketorolaco, mg/kg

0 10 20 30 40 50

EDso Naproxeno, mg/kg

Figura 5. Isobolograma de la interaccion analgésica entre ketorolaco y
naproxeno. @ punto de aditividad teorica de la mezclay O punto experimental.

Las lineas horizontales y verticales alrededor de cada punto representan los

respectivos LC al 95 %.



Por otro lado, el pretratamiento con 1 mg/kg i.p. de naltrexona, no
produce cambios significativos en la naturaleza de la interaccién antinociceptiva

de la mezcla, como tampoco del indice de interaccion, que resultoé ser de 0.284.

Ver figura 6.
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Figura 6. Isobolograma de la interaccion analgésica entre ketorolaco y
naproxeno en presencia del antagonista opioide naltrexona. @ punto de
aditividad teorica de la mezcla; O punto experimental y l con el pretratamiento
de los animales con naltrexona. Las lineas horizontales y verticales alrededor

de cada punto representan los respectivos LC al 95 %.



Ademas, se administré la mezcla de AINEs con un tratamiento previo con
prazosin. En este caso, prazosin incrementa en forma significativa la sinergia de
la combinacion y simultaneamente el indice de interaccion varioé a 0,056, valor
que al ser comparado con los resultados sin la administracion previa de

prazosin, es estadisticamente significativo, lo que indica una fuerte interaccion.

Esto se observa en la figura 7.
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Figura 7. Isobolograma de la interaccion analgésica entre ketorolaco y
naproxeno en presencia de prazosin. @ punto de aditividad tedrica de la
mezcla; O punto experimental y l con el pretratamiento de los animales con

prazosin. Las lineas horizontales y verticales alrededor de cada punto

representan los respectivos LC al 95 %.



7. DISCUSION
El presente trabajo demuestra que la administracion de ketorolaco y
naproxeno via i.p producen actividad antinociceptiva dosis dependiente en el
test de las contorsiones abdominales. Ademas, el ketorolaco presenta una

potencia relativa 16 veces mayor que el naproxeno, de acuerdo a:

DEso del naproxeno/ DEsg del ketorolaco= potencia relativa

El paralelismo de las curvas dosis-respuesta de ketorolaco y naproxeno
indica que ambos AINEs estarian actuando mediante la activacion de vias
comunes de transmisién nociceptiva, ya sea a nivel central o periférico. Esta
caracteristica sugiere que existe un mecanismo de accion similar, que estaria
relacionado con la inhibicion de las enzimas COXs, aunque con diferente
selectividad, ya que presentan potencia relativa diferente. Ambos analgésicos
inhiben tanto a la COX-1 como a la COX-2, sin embargo el ketorolaco inhibe en
mayor cantidad a la COX-1 que el naproxeno (9).

La sinergia obtenida con el analisis isobolografico de la asociacion ketorolaco
con naproxeno, refuerza la diferente capacidad inhibitoria de las COXs para cada
AINE (9), ya que ha sido establecido que si 2 farmacos poseen el mismo efecto

pero actlan con diferente mecanismo, es posible obtener sinergia (9).



La ausencia de efecto del antagonista opioide naltrexona, en la sinergia
obtenida con la mezcla de ketorolaco y naproxeno es indicativo de la escasa
participacion del sistema opioide en dicha combinacion. Esta accion es
confirmada por la carencia de efecto de la naltrexona en la actividad
antinociceptiva desarrollada por cada uno de los farmacos de la combinacién en
forma individual. Estos resultados no son concordantes con los estudios
bibliograficos que indican que los antagonistas opioides pueden incrementar la
actividad analgésica (14). Las diferencias entre estos estudios podrian radicar,
en los protocolos experimentales, ya sea en dosis, via de administracion,
ensayos algesiométricos, tipo de antagonista, etc.

La participacion del sistema adrenérgico, tanto en la accién analgésica de
ketorolaco como de naproxeno y de la combinacion de ellos, esta representada
por un aumento significativo del efecto sinérgico. Los hallazgos obtenidos son
concordantes con estudios previos que demuestran que los antagonistas oy,
como el prazosin, son capaces de incrementar los efectos analgésicos en otros
ensayos y con diferentes protocolos experimentales (16-19).

En conclusion, el presente trabajo demuestra la existencia de sinergia
antinociceptiva entre ketorolaco y naproxeno, la cual es independiente de la

modulacién opioide, pero es incrementada por el sistema adrenérgico.



8. CONCLUSIONES

El ketorolaco y el naproxeno, producen antinocicepcioén dosis-dependiente
al ser administrado por via i.p en el test de las contorsiones
abdominales.

Las curvas dosis-respuesta de ketorolaco y naproxeno son
estadisticamente paralelas.

La administracion conjunta, via i.p. de naproxeno con ketorolaco,
produce una interaccion de tipo sinérgica o supraditiva en el mismo
ensayo algesiomeétrico.

El pretratamiento con naltrexona no produce cambios significativos en la
naturaleza de la interaccién antinociceptiva de la mezcla de ketorolaco
con naproxeno.

El pretratamiento con el antagonista oua-adrenérgico, prazosin,
incrementa en forma significativa la sinergia de la combinacion de los

AINEs estudiados en el presente trabajo.



9. SUGERENCIAS

A partir de los resultados obtenidos del presente trabajo, se sugiere el

estudio de la coadministracion de otros AINES en presencia de prazosin.

Con el fin de complementar el estudio sinérgico entre el ketorolaco y el
naproxeno, se sugiere estudiar otras vias de modulacion de la actividad
analgésica de la mezcla, como son los sistemas colinérgico y

serotonérgico.



10. RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad antinociceptiva de los AINEs
ketorolaco y naproxeno y de su combinacion, en un modelo experimental de
dolor agudo: el writhing test o test de las contorsiones abdominales. El
ketorolaco y el naproxeno, administrados en forma independiente, producen
actividad analgésica dosis-dependiente, siendo de mayor potencia el
ketorolaco. La administraciéon conjunta, de ambos AINEs, demostré que se
produce una interaccion de tipo sinérgica o supraditiva. Naltrexona, antagonista
no selectivo de los receptores opioides, no influye significativamente en el
efecto antinociceptivo sinérgico, tanto en cada AINE individualmente como en
la combinacién, lo que excluiria una participacion del sistema opioide en el
mecanismo de los farmacos. Ademas, prazosin, antagonista oy-adrenérgico,
incrementd significativamente en el efecto antinociceptivo de cada AINE por
separado, como también de la mezcla. Esto puede indicar que existe una
modulacién de tipo oy-adrenérgica en la actividad analgésica de estos
farmacos. Los resultados de este trabajo permiten sugerir proyecciones clinicas
terapéuticas, ya que al obtener sinergia con la combinacién de los AINEs, se
aumenta el efecto analgésico y a su vez se disminuyen las reacciones adversas

de cada farmaco constitutivo de la combinacion.
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