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RESUMEN

El dolor es una respuesta normal de alarma y proteccién, la cual estd acompafiada
de una connotacion fisicoemocional, pero bajo ciertas circunstancias puede perder
su funcion llegando a convertirse en una enfermedad, generando una disminucion
en la calidad de vida de quien lo padece, asi como grandes gastos econémicos. Por
lo que el dolor actualmente es considerado un problema de salud publica a nivel

mundial.

Dentro de las técnicas de analgesia para el tratamiento del dolor, se encuentra el
uso de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos convencionales (AINES)
como el ketorolaco, el cual dentro de su mecanismo general de accion esta la
inhibicién de la COX, que es responsable de su efecto terapéutico, asi como de sus
efectos adversos, especialmente el dafio gastrointestinal, siendo éste la principal
causa de limitacion del tratamiento a usos prolongados y/o altas dosis. Por tal
motivo, la prescripcion de dos 0 mas agentes analgésicos en la practica clinica es
ampliamente usada, donde lo que se busca es disminuir las dosis y los efectos
secundarios generados por esta clase de medicamentos. Por otro lado, nuestro
grupo de trabajo ha estudiado el 4cido docosahexaenoico (DHA), un acido graso
poliinsaturado omega-3 que posee propiedades gastroprotectoras, antinociceptivas

y antiinflamatorias.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar mediante un analisis
isobolografico, la posible interaccion sinérgica del efecto antinociceptivo de la
combinacion DHA-ketorolaco en la prueba de formalina al 1% en ratas Wistar. Por
otro lado, se analiz6 el impacto gastroprotector del DHA en la disminucion del dafio

gastrico generado por el ketorolaco.

Primeramente, mediante la prueba de formalina al 1%, se realizaron las curvas
dosis-respuesta del ketorolaco (0.1-3.0 mg/kg, p.o.) y DHA (30-177.83 mg/kg p.o.),
donde se establecieron los valores de las DE3, por separado para cada uno de los
agentes. Posteriormente se diseflaron las combinaciones DHA-ketorolaco

manteniendo proporciones constantes de los agentes en cada una de las




combinaciones (1:1, 1:3 y 3:1), donde se determind el valor de la DE3, tedrica para
cada una de las proporciones y se compararon con las DE3, experimentales de la

combinacion, mediante el indice de interaccion y el isobolograma.

Los resultados isobologréaficos indicaron que el efecto antinociceptivo de la
combinacion DHA-ketorolaco en la proporcion 3:1 es de tipo sinérgico, mientras que
en las proporciones 1:1 y 1:3 presentaron un efecto aditivo. Asi mismo, en el analisis
macroscopico de los estdmagos tratados con ketorolaco todos presentaron lesiones
hemorrdgicas. En contraste, los grupos tratados uUnicamente con DHA y en

combinacion, no se encontro la presencia de lesiones gastricas.

En conclusion, los resultados sugieren que la combinacion DHA y ketorolaco
aparecen como una alternativa adecuada para lograr un buen efecto

antinociceptivo, manteniendo una seguridad gastrointestinal aceptable.




ABSTRACT

Pain is a normal response alarm and protection, which is accompanied by physical,
emotional connotation, but under certain circumstances it may lose its function
eventually becoming a disease, resulting in a decrease in the quality of life of the
sufferer and as large economic costs. So the pain is currently considered a public

health problem worldwide.

Among the techniques of analgesia for pain treatment is the use of conventional non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as ketorolac, which in its general
mechanism of action is inhibition of COX, which is responsible for its therapeutic
effect, and their adverse effects, especially gastrointestinal damage, this being the
main cause treatment limiting prolonged use and / or high doses. Therefore, the
prescription of two or more analgesic agents in clinical practice is widely used, where
what is sought is to reduce the dosage and side effects generated by this class of
drugs. On the other hand, our working group has studied docosahexaenoic acid
(DHA), a polyunsaturated fatty acid omega-3 that has gastroprotective,

antinociceptive and anti-inflammatory properties.

Therefore, the aim of this study was to assess by isobolographic analysis of possible
synergistic interaction antinociceptive effect of ketorolac-DHA combination in 1%
formalin test in Wistar rats. Furthermore, the gastroprotective impact of DHA in

decreasing gastric damage generated by ketorolac was analyzed.

First, by test 1% formalin, dose response curves of ketorolac (0.1-3.0 mg / kg, p.o.)
and DHA (30-177.83 mg / kg p.o.), were established DEz, and were performed for
each of the agents respectively. Then we proceeded to design combinations of DHA-
ketorolac, maintaining constant proportions of agents in each of the combinations
(1: 1, 1: 3 and 3: 1), where the value of the theoretical DE3, for each of the ratios is
determined and compared with the experimental DE3z, of combination, through

interaction and index isobologram.
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The isobolographic results indicated that the antinociceptive effect of ketorolac-DHA
combination in 3:1 ratio was synergistic, whereas in the ratios 1:1 and 1:3 had an
additive effect. Also, in the macroscopic analysis of the stomachs treated with
ketorolac all had hemorrhagic lesions. In contrast, the groups treated only with DHA

and in combination, the presence of gastric lesions was not found.

In conclusion, the results suggest that DHA and ketorolac combination appear as a
suitable alternative to achieve good antinociceptive effect while maintaining an

acceptable gastrointestinal safety.
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1. INTRODUCCION

1.1. DOLOR

El dolor es un fendmeno rapido de alerta ante un estimulo nocivo, el cual tiene como

objetivo garantizar la supervivencia del individuo.

El dolor es un proceso muy complejo, en el cual ademas de presentar una respuesta
fisioldgica, se genera una serie de factores que permiten al individuo dimensionar el
dolor, por ejemplo: creencias, cultura, emociones, entre otros. De tal forma, que
todos estos componentes alteran la forma como se padece el dolor y como se
desarrolla la experiencia dolorosa del individuo. La Asociacion Internacional para el
Estudio del Dolor (IASP) (por sus siglas en inglés) lo define como una experiencia
sensorial y emocional desagradable, asociada o no con el dafio tisular presente o

potencial, o descrito en términos de tal dafio [1].

1.1.1. Clasificacion del dolor

El dolor, al ser un proceso multidimensional se puede clasificar en dos grandes

grupos: el dolor adaptativo y maladaptativo.

El dolor adaptativo es un sistema fisiolégico de proteccion, esencial para
salvaguardar la vida del individuo, detectando y disminuyendo el contacto de
estimulos nocivos. Ademas de funcionar como una sefial de alarma, favorece la
reparacion tisular del tejido dafiado. El dolor adaptativo se subdivide en dolor
nociceptivo y dolor inflamatorio, mientras que el dolor maladaptativo o patolégico

comprende el dolor neuropatico y el dolor disfuncional (Figura 1) [2].
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Figura 1. Clasificacién del dolor. Modificada de Woolf 2010.




1.1.2. Dolor nociceptivo

Es importante diferenciar el dolor de la nocicepcion, ya que como se sabe el dolor
es un proceso que dependerd de sensaciones y emociones. Es decir, el dolor
siempre es subjetivo, mientras que el dolor nociceptivo es el mecanismo por el cual
un estimulo quimico, térmico o mecanico es detectado por una subpoblacion de
fibras nerviosas periféricas, llamadas nociceptores, en el cual el factor emocional no
es considerado [3]. De acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del
Dolor (IASP), se define como el proceso neuronal de codificacion y procesamiento
de estimulos nocivos. La nocicepcion comprende cinco procesos fisiolégicos

principales: transduccién, conduccion, transmisién, percepcion y modulacion [4].

» Transduccion

En este primer paso, los estimulos nocivos son convertidos a potenciales de accién
a nivel de nociceptores, los cuales se encuentran presentes en las terminales

nerviosas periféricas.

» Conduccion

Es la propagacion del potencial de accién a través de las terminaciones periféricas,
las cuales tienen diametros y velocidades de conduccion diferentes. Bajo este

esquema se pueden clasificar en dos tipos diferentes: fiboras Ay C.

Las fibras de clase A se dividen en a, B y 6. Las fibras Aa son de diametro medio,
mientras que las fibras Ap son de diametro grande, ambas son mielinizadas y
responden a estimulos inocuos tanto quimicos y mecanicos. A diferencia, las fibras
Ad son de diametro medio, mielinizadas y responden a estimulos térmicos y

mecanicos. Estas fibras Ad son consideradas la primera respuesta al dolor.




Las fibras C son amielinicas, en consecuencia, trasmiten el impulso de forma
continua a lo largo del axon siendo asi fibras de respuesta lenta. Por otro lado,
presentan una ventaja ya que son polimodales, es decir, responden a estimulos
quimicos, térmicos y mecéanicos. Ademas, constituyen mas de la mitad de la
poblacion de fibras periféricas. Por tal motivo, son conocidas como fibras

nociceptivas [5].

» Transmisiéon

Es el proceso mediante el cual las neuronas periféricas de primer orden ingresan a
la médula espinal por el surco posterolateral, pasan la informacién a neuronas de
segundo orden. Esto a través de la liberacion de transmisores como glutamato,

sustancia P, CGRP, entre otros.

» Percepcion

La informacién periférica que entra al sistema nervioso central asciende por
diferentes vias (espinotalamica, espinoreticula y espinomesencefélica) en la médula
espinal. Para generar la percepcion, es necesario que se integren todos los factores
tanto emocionales como cognitivos y esto se realiza a través del hipotalamo, el cual
es un integrador de la informacién para posteriormente mandarla a regiones

superiores.

» Modulaciéon

Es el proceso mediante el cual un estimulo nociceptivo es modulado o atenuado y
se realiza a través de la alteracion de la sefal nociceptiva. Existen diversos
mecanismos de modulacion como la activacion de la via gabaérgica o la activacion

del sistema opioide endbgeno.




1.1.3. Dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio es un mecanismo normal que provee proteccion contra
infecciones, facilitando asi la reparacion tisular. El dolor inflamatorio es causado
por la activacion del sistema inmune ante un dafio tisular generado por un
estimulo nocivo, el cual desencadenara un proceso inflamatorio caracterizado

por generar calor, rubor, tumefaccion, dolor y pérdida de la funcion [6].

La inflamacion puede clasificarse como aguda o cronica. La fase aguda se
caracteriza por un flujo de plasma y leucocitos del torrente sanguineo hacia el
tejido dafado, posteriormente, los leucocitos liberaran mediadores quimicos en
el sitio de inflamacion. Estos mediadores pueden incluir derivados de lipidos
(prostaglandinas, leucotrienos, factor activador de plaguetas, etc.), mediadores
peptidicos (citocinas o quimiocinas), especies reactivas de oxigeno (superoxido)
y derivados de aminoacidos (histamina). De tal forma que prolongaran,
maduraran y finalizaran la respuesta inflamatoria. Sin embargo, cuando no se
produce una apropiada regulacibn de la respuesta inflamatoria, algunos
mediadores (IL-6) escapan del sitio de inflamacion hacia el torrente sanguineo,
los cuales pueden amplificar la sefial y generar un efecto sistémico, el cual puede

generar fibrosis y degeneracion tisular. Este proceso puede tardar meses o afos.

1.1.4. Dolor maladaptativo o patoldgico

Este dolor resulta de un funcionamiento anormal del sistema nervioso (dolor
neuropatico) o también puede ocurrir en condiciones en la que no hubo
presencia de tal dafio o proceso inflamatorio (dolor disfuncional) pero si una

enfermedad congénita [2].




1.2. TERAPEUTICA DEL DOLOR

El dolor afecta a un grupo grande de la poblacion mundial. Es considerado por
muchos autores como un problema de salud publica. Hace 20 afios, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) implement6é un método para el alivio o control del dolor
conocido como escalera analgésica de 3 peldafios (Figura 2). El objetivo de esta
guia es poner las bases para el manejo farmacolégico del dolor mediante la
exposicion de cada grupo farmacoldgico (AINEs, opiaceos, coadyuvantes, etc.). La
escalera analgésica es una estrategia en la que, dependiendo la intensidad del dolor
se selecciona el peldafio que proporciona una guia para el tratamiento. De no
funcionar se pasara al siguiente peldafio y asi sucesivamente. El cuarto nivel no es
precisamente un peldafio mas. En este nivel no hay mas dolor que antes, pero sin
embargo, los pacientes sufren de dolor refractario, es decir, que a pesar de la
administracion de medicamentos, éstos no generan un efecto de mejoria en el
padecimiento del dolor o los efectos secundarios no son tolerados por el paciente
[7, 8].

Escalon 1V

| Escalon 1
I scalon v

Escalon |l
Escalon | I v
\V

U Métodos no
farmacolégicos
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debiles + AINEs
AINEs +
AINEs +
t AINEs .
* ) Coadyuvant
Coadyuvantes Coadyuvantes oadyuvantes
Coadyuvantes

Figura 2. Escalera analgésica de la O.M.S.




1.3. ANTINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Los antinflamatorios no esteroideos (AINEs) son la piedra angular para el
tratamiento de muchos padecimientos, dentro de ellos, el dolor, esto debido a que
constituyen un grupo farmacolégico muy heterogéneo. Son ampliamente utilizados,
en la practica clinica y son de venta libre, por lo cual, este tipo de medicamentos
tienden a la automedicacién. Los AINEs no producen depresion respiratoria,
dependencia fisica y no inducen tolerancia. Su eficacia analgésica es limitada,
debido a que presentan techo analgésico. Son efectivos para el tratamiento del dolor
leve a moderado, aunque en algunos casos pueden controlar el dolor intenso. Su

uso a largo plazo es limitado por sus grandes efectos secundarios [9].

Los AINEs al ser un grupo muy numeroso se pueden clasificar por su selectividad a
la COX-1 o la COX-2, por su tiempo de vida media en plasma o por su similitud
quimica [10, 11].

1.3.1. Mecanismo de accién

Los farmacos antinflamatorios no esteroideos tradicionales inhiben la actividad de
la ciclooxigenasa (COX), generando una disminucion de la formacion de
prostaglandinas y tromboxanos, los cuales se forman a partir del acido araquidénico
(AA). La COX transforma al 4cido araquidénico proveniente de las membranas en
su precursor el prostanoide PGHj,, el cual es posteriormente metabolizado a la gran
variedad de isoformas de prostaglandinas (PGl,, PGE,, PGF,, y PGD;) o
tromboxano (TXA;). La disminucién en la sintesis de prostaglandinas y su
importancia en la generacién del dolor, la inflamacién y la fiebre, asi como su
actividad en los diferentes tejidos, es la responsable de la mayoria de los efectos
terapéuticos y adversos de los AINEs (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de la via de biosintesis de prostaglandinas (PG) y tromboxano

(Tx) a partir del &cido araquidénico, mediante la COX1 / COX2, las cuales son inhibidas por
los AINEs. Modificada de Rao y Knaus 2008.




1.3.2. Efecto terapéutico

Los AINEs son farmacos que comparten ciertas acciones terapéuticas como el
efecto analgésico, antiinflamatorio, antipirético, entre otros, a pesar de no estar
relacionados quimicamente. De igual manera, comparten ciertos efectos
secundarios; sin embargo, difieren del grado terapéutico alcanzado en cada uno de
estos padecimientos. Por ejemplo, el paracetamol es un buen antipirético, pero
carece de actividad antinflamatoria, por el contrario, el naproxeno tiene buen efecto
analgésico y antiinflamatorio, pero carece de actividad antipirética. Por otro lado, el
ketorolaco presenta un buen efecto analgésico, pero tiene baja actividad
antinflamatoria. De tal forma que el conjunto de sus efectos farmacoldgicos
representard sus propiedades terapéuticas. Son efectivos para el tratamiento del
dolor leve-moderado, y en algunos casos se puede controlar el dolor intenso como
el caso del ketorolaco, en el cual se ha comparado su eficacia con ciertos opiaceos

como la morfina [12].

1.3.3. Efectos adversos

Los AINESs no selectivos inhiben en proporciones diferentes las dos isoformas de la
ciclooxigenasa (COX), es decir COX-1 y COX-2 [13]. Estas son enzimas clave para
la produccidon de prostaglandinas a partir del (AA), las cuales median funciones

importantes en el organismo (Figura 4) [14].

» Efecto gastrico

Desde los trabajos de Douth y Lintott en 1938, hasta la actualidad, esta bien
documentado que los AINEs pueden generar dafio gastrointestinal (ulceraciones,
hemorragias, perforaciones, dolor abdominal, entre otros). La probabilidad de la
ocurrencia aumentara con el uso de dosis altas o consumo prolongado de los
AINEs, la administracion concomitante de corticosteroides y/o anticoagulantes,

tabaquismo y bebidas alcohdlicas. Esto debido a que los AINEs inhiben la sintesis




de prostaglandinas encargadas de mantener la defensa gastrica contra agentes
nocivos. Dichas prostaglandinas estan implicadas en la proteccién de la mucosa
gastrica, incluyendo mucus y secrecion de bicarbonato. De igual manera controlan
la secrecidn del &cido estomacal, brindando una doble proteccién al epitelio géstrico
del posible dafio generado [15-17].

> Efecto cardiovascular

El TXA; es sintetizado principalmente en las plaquetas gracias a la COX-1, la cual
ocasiona agregacion plaquetaria, vasoconstriccion y proliferacion de las células
musculares lisas. Por otro lado, la PGI, es sintetizada por la COX-2 en las células
endoteliales macrovasculares, produciendo la relajacion de las células musculares
lisas vasculares, que lo convierte en un potente vasodilatador. Ademas, puede
interactuar con los receptores IP de las plaquetas, el cual tiene una actividad
antitrombdtica. De tal forma, el TXA, y la PGIl, mantienen la homeostasis

cardiovascular y cerebrovascular [18, 19].

» Efecto renal

La homeostasis renal se lleva a cabo gracias a las prostaglandinas PGE, y PGD,,
generadas por la COX-1 en distintas partes de los rifiones, que dilatan la
vasculatura, disminuyen la resistencia vascular renal y aumentan la perfusion del
organo. Esto lleva a la redistribucion del flujo sanguineo. La inhibiciébn de estos
mecanismos culmina en una vasoconstriccion aguda, isquemia medular y en

algunas ocasiones, la insuficiencia renal.
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insuficiencia cardiaca; IR- insuficiencia renal. Tomado de Batlouni, 2009.

11

——
| —



1.4. KETOROLACO

El ketorolaco es uno de los mas potentes antiinflamatorios no esteroides (AINES)
disponibles para uso clinico. Es frecuentemente utilizado para el dolor

postoperatorio en pacientes hospitalarios y ambulatorios [20].

1.4.1. Estructura

Su nombre quimico es el acido (£)-5-benzoil-2, 3-dihidro-1H, pirrolizina-1-acido
carboxilico, 2-amino-2-(hidroximetil)-1, 3-propanediol-trometamina (Figura 5).
Forma parte del grupo pirrozilina [21]. Dentro de sus vias de administracion se
encuentra la intravenosa, sublingual, intramuscular, oral, oftalmica, intranasal y

cutanea [22].

R
%j >\[ OH HGHJ( _/ OH

Figura 5. Estructura quimica de ketorolaco-trometamina. Imagen tomada de Isiordia et al., 2010.

1.4.2. Farmacocinética

El ketorolaco es altamente soluble en agua por lo que se ha reportado que tiene una
biodisponibilidad del 81 al 100% después de una administracion oral. Por
consiguiente, su accion es rapida ya que su efecto analgésico se presenta alrededor
de los 10 minutos después de una administracion IM o 1V. Por el contrario, después
de una administracion oral, el efecto terapéutico se presenta cerca de los 30
minutos, por un tiempo aproximado de 1.5 a 4 horas. El ketorolaco se une altamente
a proteinas por lo que su volumen de distribucion es limitado. Sin embargo, el

ketorolaco puede atravesar la placenta en un 10% [23].
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» Metabolismo y excrecién

El ketorolaco es metabolizado en el higado, mediante glucoronidacion y p-
hidroxilacion, se encuentra el 96% en la circulacion en su forma activa como
ketorolaco y el resto esta presente como el metabolito inactivo (p-hidroxi ketorolaco).
Tanto el ketorolaco como su metabolito es eliminado en un 90% en orina y el resto

en heces, con un tiempo de vida media de eliminacion de 4 a 6 horas [22, 24].

1.4.3. Farmacodinamia

» Mecanismo de accién

El mecanismo general del ketorolaco es la inhibicion inespecifica de la COX- 1y
COX-2, las cuales median el paso inicial del metabolismo del AA hacia la produccion
de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. Por otro lado, hay estudios que
sugieren que dentro de su mecanismo de accién en el efecto antinociceptivo, esta
la inhibicién de la sintesis del 6xido nitrico, a través de la modulacién de la expresién
de la sintetasa de Oxido nitrico endotelial, asi como la liberacion de opiaceos

endogenos [25].

> Efectos adversos

Los efectos adversos del ketorolaco son similares a los otros AINEs. Incluyen
sangrado intestinal, ulceracién peptidica, falla renal, disfunciones hematoldgicas,

inhibicién de la agregacion plaquetaria, entre otros [22, 26].
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1.5. TERAPIAS

1.5.1. Terapia preventiva

Dentro del esquema de tratamiento para el dolor, esta la administracion combinada
de AINEs con medicamentos supresores de acido, como los inhibidores de la bomba
de protones (omeprazol, rabeprazol, pantoprazol, etc.) y antihistaminicos (ranitidina,
cimetidina y famotidina). Esto con el objetivo de prevenir o disminuir los efectos
secundarios generados por los mismos AINEs. Por otro lado, se ha visto que el uso
prolongado de estos inhibidores puede generar otros efectos colaterales como la

disbiosis, la cual se ha observado que llega a generar dafio intestinal [17, 27].

1.5.2. Terapia alternativa

Por tal motivo, una de las estrategias actuales en la clinica para mejorar los efectos
terapéuticos y disminuir los efectos secundarios es la administracibn combinada de
dos o mas medicamentos con el mismo efecto terapéutico, pero con diferente
mecanismo de accién. El éxito de esta estrategia es gracias a que se consigue
disminuir la dosis de cada medicamento. Ademas de que se logra cubrir un intervalo

mas amplio de padecimientos dolorosos de manera mas eficiente.

Es por eso que actualmente hay muchos estudios donde se prueban moléculas con

alto poder analgésico y antiinflamatorio combinadas con varios AINEs.
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1.6. ACIDOS GRASOS

El consumo de grasa es un componente esencial en la dieta humana, pero mucha
grasa o un desbalance en el tipo de grasas pueden tener efectos negativos en la
salud o en el bienestar del individuo. El consumo crénico de calorias excesivas junto
con una inactividad fisica promueve obesidad, diabetes y sindrome metabdlico.
Ademas, un consumo de acidos grasos saturados (n-6) promueve una respuesta
inflamatoria mas exacerbada. En contraste, los acidos grados poli-insaturados
PUFAs (omega-3) juegan un papel protector (Figura 6). Existen aproximadamente
6 tipos de omega-3 (n-3) dentro de los cuales 3, DHA, EPA y DPA han mostrado
tener propiedades terapéuticas. Por ejemplo, en pacientes con intestino inflamado
se ha visto que mejoran la mucosa intestinal y hay un menor nimero de recaidas.
En pacientes con asma se ha observado que reduce la inflamacién pulmonar y
quimiotaxis de leucocitos. Por otro parte se ha visto en el modelo de rata, que
protegen contra el dafio gastrico inducido por la administracion de diferentes AINEs
[6, 16, 28].

AlS5-desaturase

Linoleic acid (18:2n-6) @-Linolenic acid (18:3n-3)
(Plants only)
Ab-desaturase Ab-desaturase
¥ ¥
Y-Linolenic acid (18:3n-6) Stearidonic acid (| 8:4n-3)
Elongase Elongase
L ¥
Dihomo-y-linclenic acid (20:3n-6) Eicosatetraenoic acid (20:4n-3)
AS-desaturase AS-desaturase
¥ ¥
Arachidonic acid (20:4n-6) Eicosapentaenoic acid (EPA; 20:5n-3)
Elongase
Elongase
Ab-desaturase
p-oxidation
v

Docosahexaenoic acid (DHA; 22:6n-3)

Figura 6. Metabolismo general de los &cidos grasos n-6 y n-3. Imagen tomada de Calder, 2012.
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1.7.  ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA)

El DHA es miembro de los omega-3 (n-3), lo cual indica que presenta un doble

enlace carbono-carbono en la tercera posicion respecto al grupo metil de la cadena

del acido poliinsaturado. EI DHA no puede ser sintetizado de »eve €n el humano. Por

tal motivo debe ser obtenido a partir de la dieta (pescado de agua fria, nueces y

algunas semillas) o puede ser sintetizado en el organismo a partir del acido linoleico
(18:3 n-3) o del acido eicosapentaenoico (EPA 20:5, n-3).

El DHA que es obtenido a partir de la dieta tiene un proceso de absorcion en el

tracto gastrointestinal, para posteriormente ser transportado y distribuido al

organismo como retina, cerebro, membranas celulares, entre otros (Figura 7) [29].
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Figura 7. Metabolismo del DHA. Imagen modificada de Schuchardt y Hahn, 2013.
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Estudios recientes en humanos y animales, han mostrado que presenta diferentes
funciones, incluyendo efecto analgésico, antiinflamatorio, gastroprotector,
neuroprotector y cardioprotector [30, 31]. Con varios mecanismos como la inhibicién
de la expresion de las moléculas de adhesién o la produccion de resolvinas y

protectinas, entre otros [6, 32].

1.8. MODELOS ANIMALES EXPERIMENTALES

1.8.1. Clasificacion

Los modelos experimentales usados para evaluar el dolor cutaneo agudo y visceral
agudo se pueden clasificar con base a las caracteristicas fisicas del estimulo nocivo
[33]. De acuerdo a esta clasificacion existen pruebas basadas en el uso de

estimulos de corta y larga duracion.

1.8.2. Pruebas basadas en el uso de estimulos de corta duracion.

Estas pruebas pueden subclasificarse dependiendo de su naturaleza: térmicas,

mecanicas y quimicas.
» Pruebas basadas mediante estimulos térmicos
En estas pruebas, la piel es estimulada siempre térmicamente. Cabe
mencionar que no implica la estimulacion de tejido visceral o musculo

esquelético. Dentro de los modelos térmicos mas usados estan: el retiro de

la cola (tail-flick), retiro de la pata y plancha caliente (hot plate).
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» Pruebas basadas mediante estimulos mecanicos

Las pruebas que actualmente se utilizan implican un estimulo progresivo o
de una sola aplicacion, asi como el incremento gradual de la presion en
alguna area del cuerpo, preferentemente la pata posterior y la cola del animal.

Unas de las pruebas mas utilizadas son: Randall y filamentos de von Frey.

» Pruebas basadas en un estimulo quimico

En estos modelos se estimula quimicamente alguna extremidad del animal
como son: cola, pata, etc. Los agentes mas usados son sustancias quimicas
irritantes. El comportamiento varia dependiendo de la especie, pero

actualmente ya se encuentran bien validados los modelos [33].

1.8.3. Pruebas basadas en el uso de estimulos de larga duracion

Estas pruebas practicamente implican la administraciébn de un agente quimico
irritante como estimulo nociceptivo. Estas pruebas difieren de las de corta duracion,
debido a que no se determina un umbral nociceptivo, sino se cuantifica el curso

temporal de la conducta que se observa después del estimulo.

» Inyecciones intraperitoneales de agentes irritantes

La exposicion de agentes como: acido aceético, triptamina, acetilcolina, entre
otros, irrita las membranas y genera una conducta estereotipada en los
animales, la cual se caracteriza por contracciones abdominales, reduccién
en la actividad motora y movimientos en las extremidades. Esta prueba

también se conoce como contorsion abdominal (writhing test) [4].
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» Inyecciones intraplantares

La sustancia comunmente usada es la formalina (formaldehido diluido); asi
como solucién salina hipertonica, capsaicina, carragenina y adyuvante

complemento de Freund.

1.8.4. Modelo de la formalina

La prueba de la formalina, en comparacion a las demas pruebas comunes de
nocicepcion que estan basadas en estimulos de corta duracion, pero de alta
intensidad, en las cuales la experiencia nociceptiva perdura poco tiempo, permite
evaluar mecanismos modulatorios que pueden ser disparados por el mismo
estimulo. La prueba de la formalina, en comparacion, permite evaluar el modo en
que el animal responde a un dolor de tipo moderado y continuo generado por un
dafio tisular [34]. Con base a lo anterior, se considera que esta prueba proporciona
un modelo que se aproxima mas al dolor clinico [35, 36]. Cabe mencionar que la
respuesta producida por la formalina es solo uno de los componentes de la reaccion
inflamatoria inducida por este quimico irritante. La prueba de la formalina produce
respuestas nociceptivas cuantificables y reproducibles en varias especies, y con un

patrén similar en la mayoria de las especies [37].

La respuesta conductual después de la inyeccién intraplantar de formalina es de

tipo bifasica (Figura 8).
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Figura 8. Curso temporal bifasico de la prueba de formalina

> Primera fase

Esta inicia después de la administracion de este compuesto y tarda de 3 a 10
minutos. En esta fase se manifiestan conductas como: elevaciones, lamidas,
sacudidas, mordisqueos y proteccion de la pata inyectada. Se ha sugerido que esta
primera fase del modelo en roedores resulta de la interaccién directa de la formalina
con los nociceptores, generando la activacion de las fibras aferentes tipo C,
produciendo una rapida transmision mono sinaptica hacia las neuronas del asta
dorsal de la médula espinal donde se provocan diversas reacciones como:
incremento del glutamato y aspartato. Asi mismo, se incrementan los niveles de
taurina y glicina, aminoacidos inhibidores, posiblemente como mecanismo de

proteccion [38].
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» Segunda fase

Posteriormente, hay un periodo de 10 a 15 minutos, donde los animales casi no
muestran una conducta nociceptiva. Seguido a esto, se presenta la segunda fase,
gue inicia de los 15 a 60 minutos [34]. Se sugiere que esta fase esta mediada por la
combinacion de una actividad escasa de las fibras aferentes y de un incremento de
la sensibilidad de las neuronas de la médula espinal, asi como, de un proceso
inflamatorio [36, 38]. En esta fase esta implicada la liberacion de prostaglandinas,
histamina (H1), serotonina (5-HT), entre otros [35, 39]. Por otra parte, se ha
demostrado que para que se manifieste por completo la segunda fase, es necesario
que se produzcan los procesos espinales, asi como el proceso inflamatorio [34].

Existen varios factores que tienen que ser contemplados a la hora de realizar la
prueba de la formalina. El primero es la temperatura, la cual se ha visto que al
incrementar la temperatura del medio ambiente donde se desarrolla el experimento
también se incrementa la respuesta nociceptiva del animal; se recomienda usar una
temperatura alrededor de los 28°C. Por otro lado, es importante mantener un
ambiente aislado de ruido ya que se podria confundir la respuesta nociceptiva [40].
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1.9. ANALISIS ISOBOLOGRAFICO

Cuando se administran dos o0 mas farmacos es necesario caracterizar el efecto que
se esta obteniendo de la combinacion y una herramienta que lo permite es el
isobolograma; el cual es un método grafico que permite ver de manera visual la
interaccion que se esté efectuando de las dosis tedricas y de los pares
experimentales; que pueden ser de tipo antagonico (subaditiva), aditivo y sinérgico
o superaditiva (Figura 9) [41, 42].

El isobolograma se construye a partir de las dosis efectivas (DE20, DE30, DES5O0,
etc.) que se usen para el andlisis. Se grafica en el eje de las X, la DE del farmaco A
yenelejedelasY, laDE del farmaco B, que estan unidas por una isobola o también
llamada linea de aditividad, la cual representa visualmente todas las posibles dosis
tedricas aditivas que pudieran presentarse. Esta isobola a su vez funciona como un
parametro de comparacion con respecto a las DE experimentales, las cuales fueron
obtenidas a partir de la administracion de la combinacion del farmaco Ay el farmaco
B, a una 0 mas proporciones diferentes [43, 44]. El isobolograma se entiende de la
siguiente manera, cuando la o las DE experimentales son graficadas por debajo de
la isobola se dice que se obtiene un efecto sinérgico, si estas se grafican en la zona
de laisobola se obtiene un efecto aditivo y por Gltimo, cuando las DE experimentales
son graficadas por arriba de la isobola se dice que se obtiene un efecto antagonico.

Aunado a esto se aplica un andlisis estadistico (t de Student modificada) [45].
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Figura 9. Representacion gréafica de un isobolograma.




2. ANTECEDENTES

Los AINEs constituyen un grupo heterogéneo de medicamentos ampliamente
utilizados, para el tratamiento de sintomas relacionados en diferentes
padecimientos de dolor agudo (dolor de cabeza y dolor postoperatorio), y dolor
cronico (artritis reumatoide, osteoartritis, y gota) [46]. A pesar de esto, su uso a largo
plazo es limitado por presentar graves efectos secundarios (dafio gastrointestinal,

renal y problemas vasculares) [18, 47].

En la actualidad, los antagonistas de los receptores de histamina y los inhibidores
de la bomba de protones, son prescritos con los AINEs como tratamientos
profilacticos, pero estudios recientes han demostrado que el uso cronico de estas

combinaciones desarrolla otras patologias [16].

Diversos reportes han comprobado que la administracion de dos a mas
medicamentos con efectos similares son empleados en la clinica, permitiendo asi,
el uso de dosis mas bajas de cada medicamento con el mismo o mejor efecto
terapéutico disminuyendo los efectos secundarios [45]. Por consiguiente, diversos
estudios han reportado la combinacion de diferentes AINEs con opioides,
analgésicos locales y otros agentes antinociceptivos donde ademéas de mejorar la
eficacia terapéutica han logrado una disminucion en los eventos adversos. Un claro
ejemplo es la administracion sistémica del ketorolaco y local de tramadol, donde se
muestra una interaccion de potenciacion (sinergismo) en el efecto antinociceptivo,
en la segunda fase, en el modelo de la formalina en ratones [48]. De forma
semejante se reportd que la administracion de ketorolaco con morfina reduce los
efectos secundarios del opioide (nauseas, vomito y sedacion) con la misma eficacia
analgésica que la administracion Unica de morfina [49]. Asi mismo, se ha reportado
el sinergismo del efecto analgésico de la combinacion de ketorolaco con vitamina B
[50]. Bajo este esquema, la combinacion de productos naturales con AINES es en
la actualidad una alternativa para optimizar los efectos antinociceptivos y
antiinflamatorios sin agravar los efectos secundarios; por ejemplo, la combinacién

de naproxeno con frutas citricas genera una potenciacion del efecto terapéutico con
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el menor dafio gastrico [51]. De igual forma, se ha reportado un sinergismo del
efecto antinociceptivo con alta seguridad gastrica, en la combinacion de

indometacina y acido docosahexaenoico (DHA) [52].

De igual forma, se ha reportado en ratas Wistar un sinergismo del efecto
antinociceptivo
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3. Justificacion

En la actualidad, no existe un tratamiento seguro y eficaz para el control del dolor y
la inflamacion a largo plazo, por lo que es un problema de salud publica, que genera
grandes pérdidas econdémicas a nivel mundial. Los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) son la piedra angular para el tratamiento de los diferentes tipos
de dolor. Sin embargo, tanto los AINEs tradicionales como los de nueva generacion
(inhibidores de la ciclooxigenasa 2), estan asociados a diferentes complicaciones
como gastrointestinales, cardiovasculares y renales [18]. Por tal motivo, la busqueda
de nuevas alternativas para mejorar el efecto terapéutico y minimizar los efectos
secundarios aun continua y los productos naturales han mostrado ser buenos
candidatos; en este sentido, se ha comprobado que el DHA tiene propiedades
antiinflamatorias, antinociceptivas, gastro y cardioprotectoras [53]. Estudios
recientes han demostrado que la administracion combinada de DHA con otros
AINEs como indometacina induce un efecto sinérgico en la antinocicepcion con
seguridad gastrica [52]. Pero si bien es cierto, no es posible generalizar este efecto
con las demas posibles combinaciones con DHA. Por tal motivo, es necesario
evaluar la eficacia y seguridad de otros AINEs como el ketorolaco mediante una
administracion combinada con DHA.
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4. HIPOTESIS

La administracion combinada de ketorolaco y acido docosahexaenoico (DHA) posee
un efecto sinérgico en la respuesta antinociceptiva con alto margen de seguridad.
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5. Objetivo

5.1. Objetivo general

Evaluar la actividad farmacodinamica del efecto antinociceptivo y su seguridad

gastrica de la combinacion de ketorolaco-DHA en un modelo murino.

5.2. Objetivos particulares

» Evaluar la dosis efectiva 30 (DE3,) del efecto antinociceptivo de ketorolaco y
DHA en el modelo de la formalina en ratas.
» ldentificar la interaccion farmacodindmica del efecto antinociceptivo de la

combinacion ketorolaco-DHA.

» Valorar la seguridad gastrica de la combinacion ketorolaco-DHA en un

modelo murino.
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6. Materiales y métodos

6.1. Animales de experimentacion

e Ratas Wistar hembras de 6 a 8 semanas de edad con un peso de 180 a 250
g.

e Los animales se mantuvieron en cajas con libre acceso al agua y con un
ayuno de alimento de 14 horas antes del experimento.

e Se mantuvieron en ciclos de 12 horas luz-oscuridad, a temperatura ambiente.

e Tolos los experimentos se realizaron cumpliendo la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio) y siguiendo el “Programa Interno para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del CINVESTAV”. Asimismo,
todos los experimentos se llevaron a cabo bajo las guias de “Estandares

éticos para la investigacion de dolor experimental en animales” [54].

6.2. Reactivos y Farmacos

e Ketorolaco

e Acido docosahexanoico (DHA)
e Formalina (1%)

e Aceite de oliva

e Solucion salina

6.3. Modelo de Formalina

e Cilindros trasparentes de acrilico de 20 cm de diametro por 40 cm de altura
e Termometro

e Espejos de 30 cm de ancho por 45 cm de alto

e Agujasy jeringas
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e Cronometro y contador

e Calentador

6.4. Modelo de dafio gastrico en ratas
e Camara fotografica

e Programa ImageJ

6.5. Método experimental de nocicepcion inducido por formalina

El modelo experimental de formalina (Figura 10) se realiza en un cuarto ambientado
a 27°C y aislado del ruido. Se coloca un cilindro sobre una mesa, el cual tiene dos
espejos atras formando un angulo de 90° para facilitar la observacion. La rata se
coloca dentro de dicho cilindro y se deja en un periodo de adaptacion de 30 minutos
antes de iniciar el experimento. A continuacion, es removida para la administracion
subcutanea de 50 pL de formalina diluida al 1% en la region subplantar de la pata
trasera derecha. Acto seguido, se a cuantificar, el numero de sacudidas de la pata

durante un minuto cada cinco minutos durante el transcurso de una hora.

Se emplearon 4 grupos de animales (n=6) para caracterizar la curva dosis-efecto.
El primer grupo recibié la administracion oral de solucion salina o aceite de oliva,
siendo este el grupo control (vehiculo). Al segundo grupo se le administré6 DHA (30-
177.83 mg/kg, p.0.) 24 horas antes de la prueba de formalina. El tercer grupo recibié
dosis crecientes de ketorolaco (0.1-3.0 mg/kg, p.0.) 10 minutos antes de la
administracion de formalina. Al grupo cuatro se le administré la combinacion de
ketorolaco-DHA en proporciones diferentes 1:1, 1:3 y 3:1 basadas en las fracciones
(1/2, 1/4 y 1/8) de sus dosis efectivas (DEs,), con sus respectivos tiempos de
dosificacion (DHA 24 horas y ketorolaco 10 min antes de la inyeccion de formalina).
Se determinaron las DE;, tedricas y experimentales de las combinaciones, para
proceder a la identificacion de la naturaleza de la interaccion (potenciacion,
sumacion o antagonismo) mediante el analisis isobolografico. Al final de los

experimentos, los animales fueron sacrificados por puncion cardiaca [52].
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) Acondicionamiento DHA (30-177.83 mg/Kg p.o) Cuarto ambientado a 28°C
Ratas hembras Wistar i
| semana ketorolaco (0.1-3.0 mg/Kg p.o) \
DHA-ketorolaco (I:1, 1:3,3:1 mg/Kg p.o) {;"
ImageJ DHA 24 h antes
{misge Provessing s Analysic i Java Ketorolaco 10 min antes

Medicion de las dreas de

todas la lesiones presentes Sacrificio por Cuantificacion de las sacudidas Formalina 50! (1%)
en el cuerpo del estémago puncién cardiaca (I min cada Smin durante |h)

Figura 10. Metodologia de la prueba de formalina al 1%.
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6.6. Meétodo de evaluacion de dafio géstrico

El dafio gastrico se determind en los grupos de animales que fueron sometidos al
modelo de nocicepcion inducido por formalina. Por consiguiente, se contd con los
grupos que recibieron el vehiculo, ketorolaco, DHA y la combinacion de DHA-

ketorolaco en sus diferentes proporciones.

Dos horas después de concluir el experimento de formalina se sacrificaron los
animales para posteriormente realizar la extraccion de los estomagos y la
evaluacion del dafio gastrico mediante la medicion de las areas de todas las
lesiones hemorragicas presentes en el cuerpo del estbmago, mediante el programa
ImageJ [28, 52].

Curvatura mayor

Imaged

Image Processing and Analysis in Java

Figura 11. Metodologia de la evaluacién de dafio gastrico.
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6.7. Determinacion de la interacciéon farmacoldgica de la combinacién

Mediante el analisis isobologréafico se caracterizo la interaccion farmacoldgica de la

actividad antinociceptiva del DHA y ketorolaco.

A partir del nimero de sacudidas de la rata se obtuvo el porcentaje de
antinocicepcion que produjeron los farmacos, con respecto al grupo control (VEH)

utilizando la siguiente formula.

Y. de sacudidas sin farmaco — Y, de sacudidas con farmaco
Y. de sacudidas sin farmaco

* 100

% de Antinocicepcion =

Partiendo de las curvas dosis-efecto de los farmacos individuales se determiné la
dosis efectiva 30 (DEs,), la cual representa el 30% del efecto antinociceptivo
producido por el farmaco, con base en estas DE;, se determind las dosis efectivas

30 tedricas (DE3, T) de las diferentes combinaciones:

20 DE3°T DHA DE3°T Ketorolaco
DE°"T = > + 5
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Por otra parte, se calcularon las diferentes dosis para la combinacion DHA-
ketorolaco en sus diferentes proporciones (1:1, 1:3 y 3:1), mediante la funcién

propuesta por Tallarida:

DE30=fA + (1 -f) B

donde: f corresponde a la proporcion del compuesto A (DHA) y 1-f corresponde a la

proporcion del compuesto B (ketorolaco).

DHA- ketorolaco

DEs, (DHA) + DE4, (ketorolaco)=
2

DE;, (DHA) + DE;, (ketorolaco)=
4

DEs, (DHA) + DE3, (ketorolaco)=
8

Tabla 1. Caélculos para la obtencion de las dosis de los farmacos a usar en la combinaciéon
DHA-ketorolaco, a diferentes proporciones, la dosis se obtiene sumando las DE;, y

dividiéndolas en una progresion geométrica de razon %-.

Posteriormente, se determinaron las curvas dosis-efecto antinociceptivo de la
combinacion DHA-ketorolaco en sus tres proporciones 1:1, 1:3 y 3:1 y mediante
regresion lineal se calcularon las dosis efectivas 30 experimentales (DE3, E) (Figura
12).
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DHA Ketorolaco

100 — 100 —

50| pE,, Emmm)  DEj, Tedrica

% Antinocicepcion
% Antinocicepcion

Dosis l l Dosis

550 DE; jExperimental

constantes

H
Combinacion
Efecto bioldgico

|

Proporcion de dosis

Figura 12. Esquema del método para caracterizar el efecto de interaccion farmacologica
de dos farmacos. DE;, - dosis efectiva 30.

Por ultimo, al obtener la DE3, tedrica y la DE3, experimental, se determiné el indice
de interaccion (y) el cual se obtiene de la siguiente férmula:

_ Dosis del farmaco 1 en la DE30 de la combinacién  Dosis del farmaco 2 en la DE30 de la combinacién
" DE30 del farmaco 1 administrado individualmente =~ DE30 del farmaco 2 administrado individualmente

Y

El valor del indice de interaccion es una medida cuantitativa de la interaccion entre
dos farmacos y se entiende de la siguiente manera: valores de y cercanos o iguales
a 1 se dice que se tiene un efecto aditivo, valores menores a 1 implica un efecto

sinérgico y valores por encima de 1 indica un efecto antagoénico.
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6.8. Anéalisis estadistico

Los datos de las curvas dosis-respuesta y de dafio gastrico se analizaron por un
andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de una prueba de comparacion
multiple Newman-Keuls realizadas con el programa GraphPad Prisma 5. Se
consideraron valores estadisticamente significativos aquellos que presentaron una
p < 0.05.
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7. Resultados

7.1. Actividad antinociceptiva

Se implement6 el modelo experimental de nocicepcion inducido por formalina al 1%,
el cual produjo un comportamiento tipico de sacudidas de tipo bifasico. La primera
fase comienza inmediatamente después de la administracion de formalina y
gradualmente va disminuyendo hasta los 10 min. La segunda fase comienza cerca
de los 15 min hasta aproximadamente 1 h, la cual fue analizada para fines de este

estudio.

A partir del curso temporal se construyd las curvas dosis-respuesta del efecto
antinociceptivo del DHA y ketorolaco (Figura 12 y 13). Mediante regresion lineal se

obtuvieron los valores de las DE;, de los farmacos administrados individualmente.
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7.2. Efecto antinociceptivo del ketorolaco y DHA

7.2.1. Curva dosis-respuesta del ketorolaco

La administracion oral de ketorolaco (0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 mg/kg) 10 minutos antes del
experimento redujo significativamente el comportamiento nociceptivo, caracterizado
por el nimero de sacudidas de la pata después de la administracién de formalina,

en la segunda fase de la prueba (Figura 13).

46.7+4.9
46.516.2
*
60- *
50+
26.546.2
40+ *

N W
i

% de Antinocicepcion
H
o
1

o
1

Control 0.1 0.3 1 3

Ketorolaco (mg/kg, p.o)

Figura 13. Efecto antinociceptivo del ketorolaco en la prueba de la formalina al 1%. Las
barras representan el promedio + S.E.M. (N=6), *Diferencia significativa con respecto al
control (solucién salina), p<0.05 segun lo determinado por el analisis ANOVA de una viay

Newman Keuls).
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7.2.2. Curva dosis-respuesta del DHA

La administracion oral del DHA (30, 56.23, 100 y 177.83 mg/kg) 24 horas antes de
la prueba de formalina redujo el comportamiento nociceptivo de la segunda fase,
caracterizada por el numero de sacudidas de la pata derecha donde se realizo la
administracion local de formalina. Mientras que en la primera fase de la prueba los

resultados fueron estadisticamente no significativos (Figura 14).

39.2644.3
507 33.243.0 *
= 28.149.0
\O *
‘G 40- *
o
8 19.143.6
5 301 .
=
= 201 T
<
(0]
T 104 25#4.0
N
o
oL T

Control 30 5623 100 177.83

DHA (mg/kg p.o.)

Figura 14. Efecto antinociceptivo del DHA en la prueba de la formalina al 1%. Las barras
representan el promedio + S.E.M. (N=6), *Diferencia significativa con respecto al vehiculo
(aceite de oliva), p<0.05 segun lo determinado por el analisis ANOVA de una viay Newman
keuls).
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A partir de las curvas dosis-respuesta del DHA y Ketorolaco, se realiz6 una
regresion lineal para la obtencion de las DE;, de los farmacos administrados
individualmente, con sus respectivos errores estandar.

DEso DHA =71.84+6.3 mg/kg, p.o.

DE3zo Ketorolaco = 0.2559+0.10mg/kg, p.o.

7.3. Efecto antinociceptivo de lacombinacion DHA-ketorolaco en las tres

proporciones diferentes (1:1, 1:3y 3:1)

Una vez obtenidas las DE;, para ambos agentes: DHA y ketorolaco. Se disefiaron
las combinaciones DHA-ketorolaco manteniendo las proporciones constantes de los

agentes, en cada una de las combinaciones (1:1, 1:3y 3:1) (Tabla 2).

. DHA en la Ketorolaco en | Dosis total de la
Proporcion 1:1 combinacién | la combinacién | combinacion
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
DE;o= 0.5 (DE3, DHA) + (1 - 0.5) (DE3, ketorolaco) 35.924 0.127 36.05
DE=, (DHA) + DEz, (ketorolaco)= 17.96 0.063 18.02
2
DEz, (DHA) + (DE3, (ketorolaco)= 8.98 0.031 9.01
4
DE.q (DHA) + (DEz, (ketorolaco)= 4.49 0.015 4.50
8
( )|
L )




» DHA en la Ketorolaco en | Dosis total de la
Proporcion 1:3 combinacién la combinacién combinacion
(mglkg) (mglkg) (mglkg)
DE;,= 0.25 (DE3, DHA) + (1 - 0.25) (DE;, ketorolaco) 17.96 0.191 18.15
DE-, (DHA) + DEz, (ketorolaco)= 8.98 0.095 9.07
2
DE;, (DHA) + (DEz, (ketorolaco)= 4.49 0.047 4.53
4
DE;, (DHA) + (DE;, (ketorolaco)= 2.24 0.023 2.26
8
» DHA en la Ketorolaco en | Dosis total de la
Proporcion 3:1 combinacién la combinacién combinacion
(mg/kg) (mglkg) (mglkg)
DE3,= 0.75 (DE3, DHA) + (1 - 0.75) (DE3, ketorolaco) 53.88 0.063 53.94
DEz, (DHA) + DE-, (ketorolaco)= 26.94 0.031 26.97
2
DEz, (DHA) + (DE;, (ketorolaco)= 13.47 0.015 13.48
4
DEz, (DHA) + (DE;, (ketorolaco)= 6.73 0.007 6.74

8

Tabla 2. Dosis utilizadas en la combinacion
diferentes 1:1, 1:3y 3:1.

41

——

DHA-ketorolaco en las tres proporciones

'




La administracion de las combinaciones redujo significativamente el efecto
antinociceptivo de la segunda fase del modelo de nocicepcion inducido por
formalina. Se realizaron las curvas dosis-efecto antinociceptivo de la combinacion

DHA-ketorolaco en las tres proporciones diferentes 1:1, 1:3 y 3:1 (Figura 15).
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Figura 15. Curvas dosis-efecto de la combinacion DHA-ketorolaco de la segunda fase de
la prueba de formalina al 1%. A) Combinacién DHA-ketorolaco en la proporcion 1:1. B)
Combinacion DHA-ketorolaco en la proporcion 1:3. C) Combinacion DHA-ketorolaco en la
proporcion 3:1. Las barras representan el promedio + S.E.M. (N=6), *Diferencia significativa
con respecto al control (aceite de oliva), p<0.05 segun lo determinado por el analisis ANOVA
de una via y Newman Keuls).
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7.3.1. Indice de interaccién

Al contar con la DE3, Ty la DEj3, E fue posible obtener el indice de interaccion (Tabla 3).

DHA-ketorolaco DE;(OZ:ZZr)ica DEso Ez(zztir;r)nental Indice de interaccién
1:1 36.05%+3.19 29.60+8.47 0.8212
1:3 18.15+1.60 11.89+3.93 0.6564
3:1 53.95+4.79 32.28+6.39 0.5983*

Tabla 3. Comparacion de las DEs, T y DE3o E con sus respectivos = S.E.M. indice de
interaccion de las combinaciones DHA-ketorolaco. *Diferencia significativa entre DE3, T y
DE30 E, p5005

El indice de interaccion de la combinacion de DHA-ketorolaco fue menor a 1 en
todas las proporciones (1:1, 1:3 y 3:1). Sin embargo, al realizar el analisis
estadistico, solo la proporcion 3:1 mostré tener un efecto sinérgico, mientras que las

proporciones 1:1y 1:3 presentaron un efecto aditivo.
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7.4. Analisis Isobologréafico de la interaccién antinociceptiva entre la

combinacion DHA-ketorolaco en sus diferentes proporciones.

La representacion gréfica de la interaccion entre DHA y ketorolaco en sus diferentes
proporciones (1:1, 1:3 y 3:1) se puede ver claramente en el isobolograma (Figura
16), en todos los casos, las DEs, E caen por debajo de la isobola, indicando la
presencia de una interaccion sinérgica. Pero cabe sefialar que a la hora de realizar
el andlisis estadistico, solo la proporcién 3:1 present6 un efecto sinérgico, mientras

que las proporciones 1:1 y 3:1 mostraron un efecto aditivo.

0.4 1 DE30
. 0.3 1
o
O
o
x
n
E 0.2 -
(=]
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@
(=]
S
1]
T D‘] -

0.0 A DEso

- I 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

DHA (mg/kg, p.o.)

Figura 16. Isobolograma de la interaccién farmacolégica entre DHA-ketorolaco del efecto
antinociceptivo de la prueba de formalina (fase Il). Los valores de la DE3z, para DHA y
ketorolaco con sus respectivos errores estandar (=). Los puntos (0) corresponde a las DEj3,
tedricas de las diferentes proporciones 1:1, 1:3 y 3:1. De igual forma, los valores
correspondientes de las DE;, experimentales de las proporciones 1:1 (a) 1:3 (&) y 3:1(e).
Los datos se muestran con el promedio +SEM (N=6), * p<0.05 (ANOVA de una via y prueba
de Newman-Keuls).
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7.5.Seguridad gastrica

7.5.1. Efecto gastrico generado por el ketorolaco

Como se puede observar en la Figura 17, todas las dosis administradas de
ketorolaco registraron dafio gastrico, especialmente la dosis 3.0 mg/kg, la cual fue
estadisticamente significativa. Esto se puede corroborar con las imagenes

representativas de los estbmagos (Figura 18).

0.8640.36
*

c 0.24+0.09

0.09+0.06
0.029+0.021

Control 0.1 0.3 1 3.0

ketorolaco (mg/kg, p.o)

Figura 17. Dafio generado por la administracién de ketorolaco (0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 mg/kg
p.o.). Las barras representan el promedio + S.E.M. (N=6), *Diferencia significativa con
respecto al vehiculo (solucién salina), p<0.05 segun lo determinado por el analisis ANOVA
de una viay Newman Keuls).
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10mm

Ketorolac

Figura 18. Im&genes representativas de las lesiones géastricas generadas por los diferentes
tratamientos de ketorolaco via oral (A) Control, (B) Ketorolaco 0.1 mg/kg, (C) Ketorolaco 1.0
mg/kg y (D) Ketorolaco 3.0 mg/kg.
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7.5.2. Seguridad gastrica generada por el DHA

El DHA fue administrado en dosis crecientes (30, 56.23, 100 y 177.83 mg/kg) 24
horas antes de la prueba de formalina. De la misma forma, se realizé la extraccion
y diseccion de los estbmagos y se procedio al analisis del dafio gastrico mediante
el software Image J. Como se puede apreciar en la Figura 19 todos los grupos de
animales a los cuales se les administré DHA por via oral, no mostraron presencia

de dafio géstrico.

Figura 19. Imagenes representativas del efecto gastrico generado por el DHA en sus
diferentes tratamientos via oral (A) Control, (B) DHA 56.23 mg/kg, (C) DHA 100 mg/kg y (D)
DHA 177.83 mg/kg.
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7.5.3. Seguridad gastrica generada por la combinacién DHA-ketorolaco

La evaluacion de la seguridad géastrica de la combinacién DHA-ketorolaco se realizd
en las tres proporciones 1:1, 1:3 y 3:1. De igual forma, los estomagos de los
animales fueron removidos y diseccionados, para luego ser analizados mediante el

software (Image J). Como se puede apreciar en la Figura 20 no hubo presencia de

dafo géstrico en las tres proporciones.

Figura 20. Laminas representativas del efecto gastrico inducido por los diferentes
tratamientos. A) Control. B) Ketorolaco (3 mg/kg. C) DHA (177.83 mg/kg, D) DHA-ketorolaco
proporcion 1:1. E) DHA-ketorolaco proporcion 1:3. F) DHA-ketorolaco proporcion 3:1.
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8. DISCUSION

8.1. Evaluacion del efecto antinociceptivo

En el presente estudio, los resultados obtenidos de la administracion sistémica de
ketorolaco (0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 mg/kg) 10 minutos antes de la prueba de formalina,
redujeron considerablemente la respuesta nociceptiva, mostrando efectos del 23 al
46.7 %, lo que concuerda con lo descrito por Medina-Santillan y colaboradores. El
efecto antiinflamatorio y antinociceptivo reportado por el ketorolaco ha sido atribuido
principalmente a la inhibicién de la COX, impidiendo la sintesis de prostaglandinas,
las cuales estan involucradas en la respuesta nociceptiva producida por la formalina

en la fase II.

En este estudio se corroboré el efecto antinociceptivo reportado por la
administracién oral del DHA [31]. Por otra parte, el efecto antinociceptivo obtenido
por la administracion unica de DHA, es compatible con lo reportado por Arroyo- Lira
y colaboradores en el 2014, donde el DHA generé un efecto antinociceptivo del 40
%,; pero cabe resaltar que este efecto se obtuvo con una dosis de 300 mg/kg, que
es superior a la usada en este estudio (177.83 mg/kg) esto pudiera ser debido a que
en su metodologia se administré 14 h y no 24 h antes de la prueba de formalina.
Esta discrepancia de los resultados podria generarse por el proceso de absorcion e
integracion del DHA a los tejidos, ya que se sabe que el DHA al introducirse a las
membranas, modifica la composicion las balsas lipidicas, las cuales son complejos
proteicos capaces de desencadenar una respuesta nociceptiva o inflamatoria mas
exacerbada [6, 29].
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8.2. Interaccidon entre DHA-ketorolaco

La interaccion de la combinacion entre el DHA y ketorolaco queddé demostrada a
través del andlisis isobologréfico, el cual revel6 que las proporciones 1:1 y 1:3
presentaron un efecto aditivo, mientras que la proporcion 3:1 generd un efecto
sinérgico, este efecto es de gran interés ya que se logra disminuir las dosis del AINE

y potenciar el efecto terapéutico.

El efecto del ketorolaco en combinacion con otras moléculas como el complejo B en
un modelo de formalina en rata es también mencionado, encontrandose un
sinergismo de la combinacién en una proporcion 1:1 [50]. De igual manera, se ha
reportado un efecto sinérgico en la combinacién de ketorolaco-tramadol, usando un
modelo de artritis en rata [55]. Del mismo modo se ha reportado el mismo efecto de

la combinacion ketorolaco-tramadol mediante un modelo de formalina en raton [21].

Este estudio pone de manifiesto que la sinergia entre el DHA-ketorolaco es, al
menos en parte, generada por la actividad inhibitoria de la sintesis de
prostaglandinas por parte del ketorolaco. Ademas, hay reportes donde se propone
gue el ketorolaco disminuye la sintesis del éxido nitrico, a partir de la regulacion a
la baja de la enzima sintetasa de 6xido nitrico endotelial, que esté relacionada con
la migracién de leucocitos al foco inflamatorio, favoreciendo asi el proceso doloroso
[25]. Estos mecanismos pudieran estar participando con los mecanismos

reportados del DHA y asi estar generando el sinergismo de la combinacion.

Actualmente, hay muchos reportes de la capacidad antinociceptiva y anti-
inflamatoria del DHA; en estudios recientes se propone que el efecto antinociceptivo
inducido por el DHA es a través de la liberacién de p-endorfinas, que es mediado
por la sefalizacion de los GPR40, el cual es parte de una gran familia de receptores
gue pueden ser activados por algunos acidos grasos [31, 32, 56]. Por otro lado, el
DHA tiene la capacidad de integrarse a las membranas lipidicas de las células,
generando cambios en la composicion de éstas. Las membranas lipidicas son ricas

en AA, pero cuando se modifica la dieta aumentando mas el consumo de omega-3
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estos valores se modifican aumentando los niveles de DHA y EPA y disminuyendo
los niveles de AA, esto mediante un proceso de competitividad. Este proceso
involucra un cambio en la respuesta inflamatoria, ya que modifica la
biodisponibilidad de los sustratos para generar prostaglandinas, en el caso del AA
y resolvinas, protectinas, lipoxinas y maresinas, en el caso del DHA, que muchas
veces funcionan como agonistas parciales de receptores involucrados en la

respuesta nociceptivas [29, 53, 57].

Las resolvinas D1 (RvD1) tienen la capacidad de interaccionar con los canales
ionicos TRPV3, TRPV4 y TRPAL, los cuales estan involucrados en la respuesta
nociceptiva ante estimulos térmicos y quimicos [58], asi como se ha visto que la
protectina D1 (PD1) tiene la capacidad de interaccionar con los receptores CCR5
presentes en células inmunes, promoviendo el cambio del estado M1 pro-

inflamatorio a un estado M2 resolutivo [59, 60].

Esta sinergia, si bien requiere ser completamente dilucidada, la suma de los
mecanismos de accion ya reportados tanto del DHA como para el ketorolaco
pudieran estar generando esta respuesta biolégica (Figura 21).
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Figura 21. Posibles mecanismos involucrados en el efecto sinérgico de la combinacion
DHA-ketorolaco.

8.3. Evaluacion de la seguridad gastrica

Los resultados de la evaluacion del dafio gastrico inducido por el tratamiento previo
del ketorolaco (0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 mg/kg) (Figura 18), corresponden con el
comportamiento reportado por la administracion de éste y otros AINEs tradicionales
[15, 26, 61]. Dicho dafio es caracteristico por desarrollar lesiones hemorragicas en
el cuerpo del estbmago y este a su vez, se presenta de manera dosis-dependiente.
Cabe mencionar que el mecanismo por el cual los AINEs generan el dafio gastrico
es atribuible a la inhibicién de las sintesis de ciertas prostaglandinas como la PGE,,
la cual esta implicada en la formacién del mucus y secrecién de bicarbonato, y en
la regulacién de la secrecion acida [16, 26]. Aunado a esto, esta la participacién del




sistema inmune en el sitio de la lesién, a través de la expresion de moléculas de
adhesion inducidas por citocinas como el TNFa, generando una disminucion del
flujo sanguineo de las células epiteliales y promoviendo su muerte celular [15], de
tal forma que estos mecanismos juegan un papel importante en la formacion de

dicho dafio.

Del mismo modo se evalué el efecto gastrico inducido por la administracion de DHA
(0.1, 0.3, 1 y 3 mg/kg p.o.) 24 horas antes de la prueba de formalina. En
comparacion con los resultados obtenidos por la administracion Unica de ketorolaco,
el DHA no desarroll6 dafio gastrico (Figura 19), lo que concuerda con la literatura ya
gue se ha reportado que el DHA tiene propiedades gastroprotectoras, esto se pudo
constatar con los resultados obtenidos de la evaluacion gastrica de la combinacién
DHA-ketorolaco en sus tres proporciones diferentes 1:1, 1:3 y 3:1, ya que no se
encontré la presencia de tal dafio (Figura 20). Estos resultados son comparables
con los obtenidos por Pineda-Pefia y colaboradores en el 2012, donde evaluaron el
efecto gastroprotector del DHA en un modelo de dafio gastrico inducido por
indometacina (30 mg/kg, p.o.), en el cual encontraron que el DHA es capaz de
revertir las lesiones gastricas inducidas por la indometacina de manera dependiente
de la dosis. Ademas, Arroyo- Lira y colaboradores en el 2014 caracterizaron la
combinacion de DHA-indometacina, asi como su seguridad gastrica. Ellos
reportaron que dicha combinacion presenta una seguridad gastrica aceptable

comparada con la administracion sola de indometacina.

Varios autores han propuesto diferentes mecanismos de accion del DHA, dentro de
los cuales pudiera estar implicada la accion gastroprotectora. Se sabe que el DHA
puede actuar como antioxidante directo, ya que su estructura quimica le permite
oxidarse, de tal forma que una vez que el DHA se integra a las membranas lipidicas,
éste mantiene la integridad de las mismas impidiendo el dafio generado por
especies reactivas. Por otra parte, es capaz de aumentar la habilidad antioxidante

de la célula promoviendo la sintesis de enzimas antioxidantes [57, 62].

Por otra parte, se ha reportado que el DHA es capaz de interaccionar con los
receptores GPR120 asi como de interactuar con los receptores PPARYy; estos
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mecanismos estan involucrados en la inhibicion de la via de sefializacion del NF-kp,

el cual esta involucrado en la sintesis de citocinas y moléculas de adhesion [59, 60].

Se sabe que el LTB4 participa en la respuesta inflamatoria, favoreciendo el
reclutamiento de neutréfilos a partir de los receptores LTB1 y 2. Algunos estudios
han sugerido que otro posible mecanismo mediante el cual el DHA pudiera estar
ejerciendo su efecto gastroprotector es a través de sus metabolitos como el LTB5,
gue es un agonista parcial de estos receptores, sugiriendo que favorece la

resolucion de la inflamacion [28, 63].

Si bien es cierto que todos los reportes concuerdan con la respuesta

gastroprotectora del DHA, los mecanismos mediante los cuales logra su efecto

terapéutico, no estan del todo esclarecidos.

Estdmago

H'l'

H+

Citocinas
Moléculas de adhesion

H+

Célula endotelial

Figura 22. Mecanismos de accién del DHA involucrados en el efecto gastroprotector.




. CONCLUSIONES

El DHA reduce el efecto nociceptivo inducido por el modelo de formalina
(fase II).

El ketorolaco reduce el efecto nociceptivo de la formalina (fase ).

La combinacion DHA-ketorolaco (3:1) produjo una potenciacién, mientras
que las proporciones (1:3) y (1:1) resultaron en un efecto aditivo en la

antinocicepcion.

La presencia de DHA en las 3 combinaciones redujeron significativamente

el dafio gastrico inducido por el ketorolaco.

La combinacién DHA y ketorolaco aparecen como una alternativa adecuada
para lograr un buen efecto antinociceptivo, manteniendo una seguridad

gastrointestinal aceptable.
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