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TABLA DE ABREVIATURAS

ABREVIATURAS ) SIGNIFICADO
ABC Area bajo la curva
Ac ar Acido drico
AG Artritis gotosa
AGI Almohadilla grasa infrapatelar
AINEs Analgésicos no esteroideos
AMPc Adenosin monofosfato ciclico
ANOVA Andlisis de varianza
ATP Adenosin trifosfato
C-1/C-2 Combinacién 1y 2
CDR Curva dosis respuesta
CGRP Péptido relacionado con el gen de la calcitonina
Cmax Concentracion maxima
COX-1/COX-2 Ciclooxigenasa 2
CUuM Cristales de urato monosodico
CT Curso temporal
DAMPs Patrones moleculares asociados al dafo
DEso Dosis efectiva 50
EE Error estandar
GDNF Factor neurotroéfico derivado de la glia
GRD Ganglio de la raiz dorsal
IASP Asociacion internacional para el estudio del dolor
IL-1 Interleucina 1
IL-6 Interleucina 6
IL-8 Interleucina 8
IL-1B Interleucina 13
Ind Indometacina
Ket Ketorolaco
MCP-1 0 CCL2 Proteina quimioatrayente de monocitos




MMP13
Nav
NE
NETs
NGF
OA
OMS
PAG
PGE2
PIFIR
PKA
P.O
ROS
RIPK3
RTKs
RVM
SIS
SNC
SP

ST
TGF-B1
Tra
TLRs
TNF-A
TRP
Ua
Veh
5-HT
%TGlI
%LG

Metaloproteinasas de matriz 13
Canales de sodio dependientes de voltaje
Noradrenalina

Trampas extracelulares de neutrofilos
Factor de crecimiento nervioso
Osteoartrosis

Organizacion Mundial de la Salud
Sustancia gris periacueductal
Prostaglandina E2

Disfuncién inducida por dolor en rata
Proteina quinasa A

Per os (via oral)

Especies reactivas de oxigeno
Receptor quinasa 3

Receptor tirosina quinasa A

Médula ventromedial rostral
Superficie de interaccién sinérgica
Sistema nervioso Central

Sustancia P

Suma teorica

Factor de crecimiento transformante beta 1
Tramadol

Receptores tipo toll

Factor de necrosis tumoral alfa
Receptores de potencial transitorio
Unidades de area

Vehiculo

5-Hidroxitriptamina

Porcentaje de transito gastrointestinal

Porcentaje de lesion gastrica



RESUMEN

El dolor es sintoma cardinal de la artritis y la terapia actual se dirige a disminuir su
intensidad. La monoterapia empleada para este tipo de dolor, puede ser
terapéuticamente adecuada en ciertas condiciones de dolor, pero su utilidad o
eficacia analgésica se reduce importantemente cuando la intensidad del dolor
aumenta. La combinacionentre un AINE (ketorolaco)y un opioide débil
(tramadol) puede resultar eficaz en diferentes niveles de nocicepcion en dolor
artritico tipo gota en rata. En este proyecto se caracteriz6 la farmacodinamia de los
efectos antinociceptivos de un opioide (tramadol: Tra, dosis: 10, 17.78, 23.71 y
31.62 mg/kg) un AINE (ketorolaco: ket, dosis: 0.56, 1.0, 1.78, 3.16 mg/kg) y dos de
sus combinaciones que generan alta potenciacion y maximo efecto antinociceptivo
(C1: Ket 0.56 + Tra 10 mg/kg y C2: Ketl.78 + Tra 17.78 mg/kg, respectivamente).
Los efectos individuales y combinados de los tratamientos fueron evaluados
utilizando el modelo de “Disfuncion inducida por dolor en rata” (PIFIR), el cual
modela un dolor artritico tipo gota, consiguiendo instaurar tres diferentes
intensidades de nocicepcion (moderado o Nivel |, subintenso o Nivel Il e intenso o
nivel Ill). Resultados: a) Existe una relacion dosis-dependiente en los efectos
antinociceptivos individuales de ket en los niveles | y I, siendo la dosis 3.16 mg/kg
la més efectiva. En el Nivel Ill los efectos de Ket se vieron reducidos casi en su
totalidad. B) Existe una relacion dosis-dependiente de los efectos individuales de
Tra en los tres niveles evaluados, resultando la dosis mas efectiva 31.62 mg/kg. c)
la C1 gener6 efectos supraaditivos con potenciacién de 101% y 75% en los niveles
I y I, respectivamente. En el nivel lll los efectos de la combinacion fueron de suma
o aditivos. d) La C2 genero efectos aditivos en los niveles | y 1l y supraaditivos con
potenciacion del 60% en el nivel Ill. €) En los 3 niveles de dolor, empleando la C2
se alcanza el maximo efecto antinociceptivo producido también por el opioide solo,
pero la combinacion emplea la mitad de la dosis del opioide (17.78 mg/kg) + una
dosis adecuada de ketorolaco (1.78 mg/kg) y no aumentd efectos adversos
(constipacién, coordinacion motora y lesiones gastricas).

Conclusiones: Distintas intensidades de dolor artritico tipo gota generan cambios
en los efectos antinociceptivos individuales de un AINE. La coadministracion de
ketorolaco y tramadol genera combinaciones importantes del tipo suma vy
supraaditivos que pueden emplearse en niveles de dolor o nocicepcion mas
intensos, como una opcion terapéutica, a la par de no aumentar efectos adversos
de constipacion, coordinacién motora y lesiones gastricas.
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ABSTRACT

Pain is a cardinal symptom of arthritis and current therapy focuses on decreasing
the intensity of pain. The monotherapy used for this type of pain may be
therapeutically adequate in certain conditions, but the analgesic usefulness is
significantly reduced when pain intensity increases. The combination of a non-
steroidal anti-inflammatory drug, (NSAID; ketorolac) and a weak opioid (tramadol)
may be effective at different levels of nociception in gout-like arthritis pain in rats.
This research analyzed the pharmacodynamics of the antinociceptive effects
produced by an opioid (tramadol: Tra; doses: 10, 17.78, 23.71 and 31.62 mg/kg) an
NSAID (ketorolac: Ket; doses: 0.56, 1.0, 1.78, 3.16 mg/kg) and two of the
combinations that produce high potentiation and the maximum antinociceptive effect
(C1: Ket 0.56 + Tra 10 mg/kg; C2: Ket 1.78 + Tra 17.78 mg/kg). Individual and
combined effects of the treatments were evaluated using the “pain-induced
functional impairmentin the rat model”, also called PIFIR for its acronym. This model
resembles a gout-like arthritis pain in three different levels of nociception (level | or
moderate; level Il or sub-intense; and level Il or intense). Results: A) There is a
dose-dependent relationship in the individual effects of ketorolac at level | and II,
with the 3.16 mg/kg dose being the most effective. At level lll the effects of ketorolac
were almost entirely reduced. B) There is a dose-dependent relationship between in
the individual effects of tramadol at the three levels evaluated, with the most effective
dose being 31.62 mg/kg. C) C1 resulted in supra-additive effects with a potentiation
of 101% and 75% at levels | and Il, respectively. At level Ill, the effects of the
combination produced additive effects. D) C2 generated additive effects in levels |
and Il, while the evaluation of level Ill produced supra-additive effects with a
potentiation of 60%. E) C2 reached the maximum antinociceptive effect in all levels
(1, I and IIl), as did opioid alone. Importantly, C2 uses half-dose of the opioid alone
(17.78 mg/kg) plus an adequate dose of ketorolac (1.78 mg/kg). This did notincrease
adverse effects (constipation, motor coordination and gastric lesions).
Conclusions: Different intensities of gout-like arthritis pain can produce different
responses to the antinociceptive effects of NSAIDs. The coadministration of
ketorolac and tramadol generates important combinations of additive and supra-
additive effects that can be used at more intense levels of pain or nociception. This
leads to a safe and effective therapeutic option that does not increase adverse
effects such as constipation, motor coordination and gastric lesions.
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1.INTRODUCCION
1.1 Generalidades del dolor

1.1.2 Definicién de dolor
Desde su formacién en 1985 la Asociacion Internacional para el estudio del dolor

(IASP, por sus siglas en inglés) se ha aproximado a incluir la basta cantidad de
caracteristicas del dolor en una definicion. En la ultima actualizacion del 2020 la
IASP lo defini6 como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada con, o parecida a la asociada con, dafio tisular real o potencial”’(Raja et
al., 2020). La palabra “dolor” proviene del latin “poena” (pena, castigo) y a su vez
del griego “poine” (pago, pena)(Raja et al., 2020).

Hace mas de 500 afios un hombre con una gran capacidad de observacion,
describi6 la importancia del dolor como mecanismo de defensa o proteccion de los
organismos; en palabras de Leonardo Da Vinci “la naturaleza ha hecho sensibles al
dolor a los organismos vivos que tienen la facultad de moverse, para preservar las
partes que pudieran destruirse por el movimiento” (Isaacson, 2018). El dolor
representa el sintoma preponderante de una gran variedad de trastornos clinicos, y
de acuerdo con sus caracteristicas permite al médico o personal de salud orientar
un diagnostico y emplear la terapéutica adecuada. Segun el informe de
morbilidades de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realizado de 1990 a
2015, indico que la principal causa de discapacidad a nivel mundial es el dolor (Vos
et al., 2016). El tratamiento del dolor es y deber ser el imperativo clinico principal.
Buscar nuevas estrategias terapéuticas ante el incremento incesante en la
prevalencia mundial de dolor crénico, ha puesto de relevancia seguir investigando
en tratamientos mas eficaces y seguros, teniendo un papel preponderante la
investigacion preclinica en el area farmacolégica del dolor.

Errobneamente en el area de dolor se emplean como sinénimos; dolor y nocicepcion.
Estos son fendmenos diferentes, el dolor no puede inferirse solamente con la
activacion de terminales nerviosas de neuronas aferentes primarias (nociceptor);
como lo indica la definicibn hay componentes emocionales que los diferencian. En
el area preclinica de dolor se emplean animales para estimar las respuestas y

examinar la nocicepcion (Lee et al., 2020).



1.1.2 Fisiologia del dolor

Los mecanismos fisiologicos del dolor se desarrollan en cuatro procesos:
transduccion, transmision, modulacién y percepcion (Yam et al., 2018). La
transduccién alude a la conversion del estimulo nocivo (quimico, térmico o
mecanico) en una sefial eléctrica. La transmision es la conduccion del potencial de
accion a través del axdn desde el sitio de la lesion hasta llegar a la corteza
somatosensorial primaria donde subyace la percepcion del estimulo nocivo. La
modulacion se refiere a la capacidad de amplificar o disminuir la sefial nociceptiva
en el sistema de transmision dependiendo la necesidad del organismo. La
percepcidn, es una serie compleja de procesos de integracién de los estimulos

sensoriales que concluye en la interpretacion del dolor (Yam et al., 2018).

1.1.2.1 Transduccion

Todo estimulo nocivo comienza con la activacion de nociceptores (Dubin &
Patapoutian, 2010), terminales nerviosas de neuronas aferentes primarias que
codifican y procesan estimulos mecanicos, térmicos y quimicos(Schaible & Richter,
2004). Los cuerpos celulares de estos receptores surgen del ganglio de la raiz
dorsal (GRD) o en ganglios del trigémino dependiendo su ubicacion en cuerpo o
cara, respectivamente. Al activar un terminal nociceptivo se desencadenan reflejos
axonicos que envian en forma bidireccional una sefial dromica a la médula espinal
o tronco encefalico y antidromicamente hacia la periferia, lo que va a desencadenar
la liberacidén de sustancia P (SP) entre otros mediadores (Nascimento et al., 2018)
(Figura 2).

Los procesos axonales que se dirigen a la periferia son denominados “terminaciones
libres” no especializadas (nociceptor) (Purves et al., 2001). Cuando las intensidades
del estimulo son eminentes, como la producida directamente por una lesion en el
tejido, comienza la salida del ion K* al intersticio, que facilita la despolarizacion del
nociceptor, desencadenando un potencial de accion. A su vez enzimas proteoliticas
actian sobre precursores plasmaticos produciendo bradiquinina, PGE2 vy
leucotrienos, estas sustancias sensibilizan a las distintas clases de receptores del
dolor (Basbaum et al., 2009).
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Figura 1. Mecanismos que subyacen al dolor. A) Transduccién: Terminaciones nerviosas
periféricas (Fibras C y Fibras A &/B). C)Organizacion del ganglio de la raiz dorsal (GRD), en su
periferia células de Schwann y células gliales satélite. B) Transmisién El ax6n de la neurona de
primer orden ingresa a la médula espinal y contactan con la de segundo orden en la sustancia gris,
posteriormente se proyecta a una zona del tronco encefélico y nicleos del tdlamo, para finalmente
dirigirse regiones corticales y subcorticales del cerebro (Modificado de Liu et al., 2021).
De acuerdo con el nivel de mielinizacion, marcadores distintivos quimicos y de
acuerdo con la caracteristica y modalidad que evoca una respuesta se puede
clasificar a los receptores del dolor en (Basbaum et al., 2009;Millan, 1999):

- Fibras A B: Mielinizadas. Con un didmetro de >10 ym y con una velocidad

de conduccién rapida que ronda los 30-100 m/s. Responden a estimulos



mecanicos de baja intensidad normalmente inocuos como son el tacto,
vibracion o presion (Millan, 1999;Basbaum et al., 2009).

- Fibras A &: Ligeramente Mielinizadas. Con un diametro de 2 a 6 ym y con
una velocidad de conduccion intermedia que ronda los 12-30 m/s (Basbaum
et al., 2009). De acuerdo a su respuesta electrofisioldgica estas fibras se
pueden subdividir en Tipo | A 8, presente en piel sin pelo y con pelo son
activados por estimulos mecanicos muy intensos o de alto umbral,
insensibles a capsaicina y sensibilizados a temperaturas altas (52-53°C).
Los nociceptores de Tipo Il A 8, presente en piel con pelo son insensibles a
estimulos mecanicos y sensibles a capsaicina(Millan, 1999).

- Fibras C: Desmielinizadas. Presentan un diametro de 0.4-1.2 ym con una
velocidad de conduccion lenta que ronda los 0.5-2 m/s (Millan, 1999). Son
fibras polimodales capaces de sensibilizarse ante estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos. A su vez se subdividen en Fibras C “peptidérgicas” que
expresan neuropéptidos y sustancia P (SP) (Urban et al., 1995) asi como
péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés)
y receptores para el factor de crecimiento nervioso (NGF)(Basbaum et al.,
2009). La clase de fibras C “no peptidérgicas” expresa receptores para el
factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF, por sus siglas en inglés) (Pinto
etal., 2019).

Los mecanismos por los cuales estas fibras traducen y transmiten los estimulos
percibidos es a través de apertura de canales activados por iones, trasmitiendo una
sefal electroquimica (McEntire et al., 2016). Los principales canales involucrados
en este proceso son canales de sodio dependientes de voltaje (Nav 1.3, Nav 1.7,
Nav, 1.8, Nav 1.9), receptores de potencial transitorio (TRPs, TRPV1, TRPV3,
TRPA1 y TRPM8) y canales iénicos sensibles al acido) (McEntire et al.,
2016)(Figura 4).
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et al., 2018).
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1.1.2.2 Transmision

Terminaciones nerviosas periféricas (Fibras C y Fibras A &/B) detectan un estimulo
nocivo, lo que trae consigo activacién de un potencial de accién. La rama axonal
central que emerge del GRD se proyectan a la asta dorsal de la médula espinal. La
sustancia gris de la médula espinal se encuentra organizada en laminas con distinta
actividad de procesamiento sensorial. Las fibras AB que reciben senales de bajo
umbral como los que podria generar estimulos inocuos cutaneos (tacto ligero) se
proyectan sobre las laminas Ill, IV y V. Los nociceptores Ad se proyectan hacia la
lamina | y responde a estimulos nocivos ya descritos anteriormente, estas fibras
también se proyectan en la lamina V donde recibe informacion de tejidos viscerales.
Por altimo, los nociceptores C con actividad polimodal ante diversos estimulos se

proyectan hacia las laminas | y Il (Dubin & Patapoutian, 2010).
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Figura 4. Proyeccién de los nociceptores a laminas de la médula espinal. Los nociceptores de
fibras Ad se proyectan hacia la lamina | y V. Los nociceptores C hacia las laminas | y Il. Las fibras
AB proyectan en las laminas |, Il, Il de la médula espinal (modificado de Kandel et al., 2014).



El sistema de proyeccion del dolor sigue vias ascendentes; a través de tractos: el
tracto espinotalamico, que finalizan en el talamo, el tracto espinoreticular que hace
sinapsis con formaciones reticulares del bulbo raquideo y la protuberancia y el tracto
espinomesencefalico que se proyecta hacia la sustancia gris periacueductal (PAG)
estructura del mesencéfalo(Meeks et al., 2015).

El tracto espinotalamico es el encargado de transmitir informacion sobre la
localizacion e intensidad del estimulo doloroso. El tracto espinoreticular,
responsable de la respuesta autondémica, de alerta y escape. El tracto
espinomesencefalico involucrado en el componente afectivo de dolor y en vias
descendentes y moduladoras del dolor (Renthal, 2020). A su vez estos tractos
forman conexiones con estructuras corticales encargadas de la percepcion del dolor
como son la corteza somatosensorial primaria, la circunvolucién del cingulo anterior

y la corteza insular (Steeds, 2009)(Figura 5).
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Figura 5. Vias de transmisién ascendente y descendente del dolor. Tractos: espinotalamicos
(rojo), espinoreticular (azul), espinomesencefalico (verde) y descendente PAG (morado) (Modificado
de Renthal, 2020).



1.1.2.3 Modulacién

Describe los procesos por los cuales se puede modular la transmision del dolor a lo
largo de la via nociceptiva (Kirkpatrick et al., 2015). Se ha establecido el papel del
mesencéfalo, tronco encefalico y sitios medulares encargados de ejercer un control
bidireccional sobre el dolor. Estas vias estdn mediadas principalmente por sistemas

noradrenérgicos y serotoninérgicos (Bannister & Dickenson, 2017) (Figura 5y 6).

Vias descendentes del dolor

La sustancia gris periacueductal (PAG, por sus siglas en inglés) rodea el acueducto
del mesencéfalo (antes denominado acueducto de Silvio). PAG se encuentra
estructurada por columnas, que difieren en su histologia, existen tres pares de
columnas; ventrolateral, lateral y dorsolateral, asi como una Unica columna
dorsomedial (Renthal, 2020). Esta division estructural, es también funcional, la
columna ventrolateral, juega un papel importante en la analgesia o antinocicepciéon
producida por opioides (Morgan et al., 1991). La estimulacion eléctrica en esta area
provoca analgesia ante la presencia de algun estimulo nocivo (Ossipov et al., 2014).
Asimismo, la microinyeccion con opiaceos directamente en el PAG induce analgesia
(Renthal, 2020). PAG recibe informacién de vias ascendentes del dolor a través de
las astas dorsales espinales por medio de los nucleos parabraquiales (Gauriau &
Bernard, 2002). También posee conexiones bilaterales con el bulbo raquideo
ventromedial rostral (RVM, por sus siglas en inglés), que a su vez lleva fibras
inhibidoras y excitatorias descendentes a través de las que hacen sinapsis con la
asta dorsal de la médula espinal e inhibe directamente las laminas I, Il y V a través
del sistema serotoninérgico (Renthal, 2020). Ademas de recibir informacion de PAG,
el RVM recibe proyecciones del principal productor de noradrenalina en el Sistema
Nervioso Central (SNC), el locus coeruleus, atenuando mecanismos de dolor y
reduciendo la intensidad de este a través del sistema noradrenérgico actuando
directamente en la asta dorsal de la médula espinal (Ossipov et al., 2014; Llorca-
Torralba et al., 2016).
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Figura 6. Control descendente del dolor. Estructuras involucradas en la modulacion del dolor, a
través de sistemas noradrenérgicos y serotoninérgicos (Modificado de Bannister &
Dickenson, 2017).

1.1.2.4 Percepcion

Es un conjunto de procesos complejos que culminan en la capacidad de
interpretacion subjetiva del dolor. Con ello se puede dirigir la atencion hacia el
estimulo doloroso, determinar su fuente, una evaluacion cognitiva que genera una
respuesta conductual y/o emocional ante la experiencia sensorial desagradable
(Garland, 2012). La génesis del dolor crénico se encuentra en la disfuncién o
aberracion de cualquier nivel en la matriz del dolor. Comprender los mecanismos
fisiopatoldégicos que subyacen al dolor permite emplear mejores terapéuticas.
Cualquier via o ubicacion anatomica y funcional involucradas en la percepcion del
dolor pueden volverse disfuncionales en uno o varios sitios simultaneamente,
ocasionando en su mayoria un dolor sin una etiologia evidente, o un dolor tipo
cronico (Fenton et al., 2015).

La percepcion comienza desde la activacion de neuronas aferentes primarias en la

periferia, posteriormente ese estimulo asciende a través de la médula espinal,



llegando a estructuras del tronco encefélico (Fenton et al., 2015); estos procesos
fueron descritos anteriormente. La matriz del dolor fue un concepto revolucionario
en el mecanismo descrito para la percepcion del dolor (Melzack, 1990). La matriz
anteriormente mencionada corresponde a diversas areas corticales que son
activadas simultdneamente ante un estimulo nocivo o el parecido o asociado con,
dafio tisular real o potencial (Garcia-Larrea & Peyron, 2013). Las areas involucradas
corresponden con diferentes aspectos relacionados al dolor como su: intensidad,
localizacion, emocién, respuesta conductual y cognitiva (Garcia-Larrea & Peyron,
2013). La matriz primaria del dolor recaba informacion de las sefales periféricas
gue ascienden por el tracto espinotalamico y que terminan proyectandose a la
corteza primaria (Garcia-Larrea, 2012). Las conexiones de primer orden de esta
matriz corresponden al area de la insula posterior y medial, asi como del opérculo
parietal, areas encargadas en la ubicacion y delimitacion del estimulo doloroso
(Garcia-Larrea, 2012). Aunque estas areas son esenciales para la percepcion del
dolor, se requiere de otras matrices para producir la experiencia emocional
desagradable que caracteriza al dolor. La matriz secundaria es la encargada de
focalizar la atencion, agregando elementos temporales (cuando) y espaciales
(“donde”) en la percepcion de este. A través de proyecciones de la corteza
opérculo-insular que envia informacion hacia la insula anterior media y a la corteza
cingulada anterior y medial, se median procesos cognoscitivos para la percepcion
del dolor como el reflejo de sufrimiento, culpa o empatia (Fenton et al., 2015). La
matriz terciaria esta mediada por cambios en actividad de la corteza orbitofrontal, la
corteza cingulada posterior y corteza prefrontal. Esta matriz integra la sefal de las
otras dos matrices y evoca una respuesta conductual. Estados cognitivos como
meditacién, creencias, autocontrol, estados hedonicos presentan proyecciones
bilaterales entre la matriz terciaria y vias descendentes del dolor como PAG,
dandole una indole diferente a la percepcion de dolor y analgesia (Leknes et al.,
2013).
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MATRIZ PRIMARIA Corteza
somatosensorial

Corteza cingulada primaria

Opérculo parietal

insula posterior

Corteza cingulada
anterior

insula anterior
Amigdala

Corteza cingulada posterior

medial

Corteza frontal: orbitofrontal,
anterolateral, prefontal

Figura 7. Areas del dolor cortical. Matriz primaria corresponde a informacion de la ubicacion y
delimitacién del estimulo doloroso, la matriz secundaria focaliza la atencién en el dolor. La tercera
matriz integra la sefial de las otras dos matrices y evoca una respuesta conductual (Modificado de
Fenton et al., 2015).

11



1.1.3 Clasificacion del dolor

Se puede clasificar al dolor en tres grandes categorias: nociceptivo, inflamatorio y

patoldgico, este Ultimo se puede subdividir en dolor neuropatico y dolor disfuncional

(Woolf, 2004,2010).

A Dolor nociceptivo

Calor
Frio
Fuerzas mecanicas intensas
Irritantes quimicos

B Dolor inflamatorio

Inflamacion
Inflamacién  Macréfagos
periférica  Mastocitos <
Sintomas Neutréfios @
positivos Granulocitos
Dafio tisular

—

C Dolor patolégico

negativos

Dolor disfuncional >

No hay lesion al nervio
No inflamacién
Sintomas positivos

Nociceptor

Danio al nervio

Nervio y tejido
periférico normal

Dolor espontaneo
Respuesta autonémica
Reflejo de retirada

Neurona sensorial

Estimulo nocivo +.-}—?——> ' \—>

Adaptativo, dolor de alto umbral
Sistema de alerta temprana(protector)

O

Médula espinal

Dolor espontaneo
Hipersensibilidad al dolor

Adaptativo, dolor de bajo umbral
Promueve la reparacién (protector)

Dolor espontaneo
Hipersensibilidad al dolor

periférico
Dolor neuropético — ... 1}3__> , ~ .
Lesion neural \
Sintomas positivos y

9 lesién
" Infarto

Procesamiento central anormal

\
Maladaptativo, dolor de bajo umbral
Estado patolégico del sistema nervioso
i
Dolor espontaneo
Hipersensibilidad al dolor

Procesamiento central anormal

Figura 8. Clasificacion del dolor. A) Dolor nociceptivo. B) Dolor inflamatorio. C) Dolor patolégico,
con subdivision en dolor neuropético y disfuncional (Modificado de Woolf, 2010).
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Nociceptivo
Este tipo de dolor detecta estimulos nocivos intensos de calor, frio, mecéanicos y

guimicos. Evita un dafio potencial tisular y con ello la pérdida de la funcion. Tiene
un papel protector, generando un dolor espontaneo, seguido de una reaccion
inmediata que produce el reflejo de retirada. El dolor produce desagrado que evita
dafnos futuros y preserva la vida. La falta de este tipo de dolor como sucede en
mutaciones de los genes que codifican el canal de sodio dependiente de voltaje Nav
1.7, mutaciones en el canal del receptor neurotréfico de tirosina quinasa (RTKs) y
NGF, mencionados en la seccion de transduccion del dolor, resulta en autolesiones,
amputaciones, fracturas y deformidades Gseas, recalcando el papel intercesor del

dolor nociceptivo (Woolf, 2010).

Inflamatorio
Producido por la activacion del sistema inmunitario, debido a una lesién o infeccién

tisular. Uno de los sintomas cardinales de la inflamacién es el dolor, el cual es
adaptativo y de bajo umbral aumentando la sensibilidad, proceso conocido como
hiperalgesia. Un ejemplo de lo anterior puede ser la presion al tacto ligero de la
articulacién que genera dolor y la sensacion de dolor ante algo inocuo como es el
rango normal de movimiento, alodinia. Ejemplos de este tipo de dolor son los

distintos tipos de artritis o lesiones graves o extensas (Woolf, 2010).

Patoldgico
Este tipo de dolor resulta del funcionamiento anormal del sistema nervioso, se

considera desaptativo y no protector. Se puede producir después de un dafio directo
al sistema nervioso (dolor neuropatico) o en ausencia de dafio o inflamacion (dolor
disfuncional). Este tipo de dolor es consecuencia de sefales sensoriales
amplificadas (Woolf, 2010).

Neuropatico
Existe una lesion neural, provocando un estado patoldgico de dolor maladaptativo y

de bajo umbral. Se caracteriza por hiperalgesia y alodinia. Ejemplos de este tipo de
dolor lo podemos encontrar en pacientes con lesiones en el sistema nervioso

periférico como el caso de la neuropatia diabética, neuralgia postherpética,
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radiculopatias, o al sistema nervioso central en pacientes con esclerosis multiple o

lesion de la médula espinal (Woolf, 2010).

Disfuncional
No existe evidencia de un dafio directo al sistema nervioso o inflamacién. Se vincula

a un procesamiento central anormal. Con caracteristicas similares al dolor
neuropatico de dolor espontaneo e hipersensibilidad. El prototipo clasico de este
tipo de dolor es la fibromialgia, aunque existen condiciones relacionadas como el

sindrome del intestino irritable y cefaleas tensionales (Woolf, 2010).

1.2 Dolor artritico

Los componentes |éxicos de la palabra artritis provienen del griego “arthron” que
significa articulacién o coyunturay el sufijo itis que denota inflamacion. El compuesto
de dichos elementos se define como inflamacion de la articulacion (RAE, 2023).
Este tipo de enfermedad siempre esta relacionado con el sintoma cardinal de
estudio, dolor. El dolor relacionado a la inflamacién de la articulacion no proviene
solo de una enfermedad. El dolor tipo artritico se caracteriza primordialmente por
hiperalgesia y alodinia. Es decir, una respuesta exagerada en la percepcién de un
estimulo nocivo como puede ser el tacto a la articulacién y la sensacion de dolor
ante algo inocuo como es el rango normal de movimiento articular (Schaible et al.,
2002). Se conoce que los mecanismos de sensibilizacion son la génesis del dolor
artritico (Schaible et al., 2002). Comprender los mecanismos multifactoriales que
subyacen al dolor en la osteoartrosis (OA) y artritis gotosa (AG), proporciona
informacion valiosa para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. El tipo de
artritis mas comun a nivel mundial es la OA, que esta asociado a un dafio al cartilago
articular (Neogi et al., 2016). La artritis inflamatoria con mayor prevalencia en el
mundo es la artritis gotosa (Ragab et al., 2017). El sintoma cardinal de ambos tipos
de artritis es el dolor. El uso adecuado de farmacos o sus combinaciones podrian

generar tratamientos mas eficaces y seguros para el dolor de la OA 'y AG.
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1.2.1 Epidemiologia del dolor artritico

A nivel mundial el dolor es un problema con carga social, econémica y clinica
(Henschke et al., 2015). Realizar una adecuada semiologia lleva a la conjetura de
muchos diagndsticos y es empleado como indicador prondstico (Scholten-Peeters
et al., 2003). Especificamente abordaremos estos temas referentes a un dolor tipo
artritico.

Cual sea la causa de la inflamacion articular siempre va a generar consigo
limitaciones en la actividad, esto a su vez repercute en la calidad de vida y genera
un costo muy alto para los sistemas de salud, ya que es la primera causa de
discapacidad laboral (Barbour et al., 2017). En el afio 2013 los costos nacionales en
Estados Unidos por artritis ascendieron a los $304 mil millones en total, de los cuales
$140 mil millones eran atribuibles a costos médicos y el otro tanto $164 mil millones
a los salarios perdidos(Barbour et al., 2017).

El Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, por sus siglas en
inglés) estima que para el 2030, aumente el diagnostico médico de artritis. El riesgo
de padecer algun tipo de artritis se incrementa con la edad y es mas frecuente en
mujeres que en hombres (Barbour et al., 2017).

Se conoce poca informacion de la prevalencia de enfermedades reumaticas en
México; un estudio en el 2011 sefialé una prevalencia de dolor musculo esquelético
del 25.5% y encontraron en distintas regiones de México la siguiente distribucion:
10.5% osteoartritis, 5.8% lumbalgia, 3.8% sindrome de dolor regional reumético,
1.6% artritis reumatoide, 0.7% fibromialgia y 0.3% artritis gotosa (Pelaez-Ballestas
etal., 2011).

Comenzando con la forma mas comun de artritis, la osteoartritis en 2017 afect6 a
més de 303 millones de pacientes alrededor del mundo, siendo las articulaciones
mas afectadas las de rodilla, manos y cadera (James et al., 2018). La artritis
inflamatoria mas comun es la gota, con una carga mundial del 1 al 4% y a diferencia
de otros tipos de estudio, es mas comun en hombres que en mujeres (Almutairi,
2021).
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1.2.2 Mecanismos fisiopatoldgicos de la osteoartrosis

En la OA, el dolor esta ocasionado por un dafio al cartilago articular, si bien es cierto
en esta estructura no se encuentran nervios ni vasos sanguineos, el dolor puede
generarse por estructuras contiguas al cartilago (Salaffi et al., 2014).

Los tejidos adyacentes en la articulacion como lo son la membrana y liquido sinovial,
ligamentos, almohadilla grasa infrapatelar (AGI), capsula articular y el tejido
subcondral, cuentan con fibras aferentes primarias y simpéticas, por lo que estan
implicados en la génesis del dolor nociceptivo (Salaffi et al., 2014). Cuando existe
inflamacion de la capa de tejido conjuntivo que reviste las estructuras articulares
(sinovitis) o, también llamada membrana sinovial genera dolor caracteristico de la
OA (Y. Zhang et al., 2011). Los osteoclastos también juegan un papel importante en
el dolor de esta patologia, estas células en condiciones fisiol6gicas se encargan de
la reabsorcion y remodelacion 6sea. Se ha observado que la remodelacion
aberrante del tejido subcondral conlleva a una degeneracion progresiva del cartilago
articular, a traves de la actividad excesiva del factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGF-B1) (Zhu et al., 2019). El anticuerpo 1D11, dirigido a TGF-p1, ha
demostrado que disminuye la progresion de la OA en administracion sistémica o
local (Xie et al., 2016). El uso de bifosfonatos ha resultado beneficioso para el
tratamiento de la OA ya que reduce la intensidad del dolor evaluado con una escala
numérica en los primeros 3 afios de uso (Laslett et al., 2014). El mecanismo de
accion de los bifosfonatos como el acido zoledronico, actuan inhibiendo a los
osteoclastos. Estos farmacos presentan considerables efectos adversos como
osteonecrosis (Zhu et al., 2019). Estos hallazgos han demostrado que después de
la induccién de OA, se incrementa la proporcion de neuronas CGRP que inervan al
tejido subcondral (Aso et al., 2016). Las almohadillas de tejido adiposo en la rodilla
(grasa de hoffa) con ubicacion infrapatelar anormal, las anormalidades en el
cartilago y hueso subcondral, la proliferacion excesiva de osteofitos en la
articulacion y la hipertension intradsea se han asicado con el sintoma cardinal en la
OA (Belluzzi et al., 2019). La inflamacién de la membrana sinovial y ahora hallazgos
recientes demuestran la participacion de la AGI en respuesta al dafio para la
generacion de dolor en OA (Belluzzi et al., 2019).
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Figura 9. Estructuras articulares involucradas en la génesis del dolor en la osteoartrosis (OA).
Los tejidos adyacentes en la articulacion como lo son la membrana y liquido sinovial, ligamentos,
almohadilla grasa, cdpsula articular y el tejido subcondral, cuentan con fibras aferentes primarias y
simpéticas, por lo que estan implicados en la génesis del dolor nociceptivo de la OA. (Tomado de
Apuntes de Anatomia. Tipos de Articulaciones: Sinoviales y Sélidas, n.d.).

Un estimulo dafiino (mecanico, térmico o quimico) directo en las estructuras
articulares desencadena un impulso eléctrico, gracias a la variedad de canales de
transduccion. De relevancia para el dolor se encuentran los receptores de potencial
transitorio (TRP, TRPV1, TRPM3, TRPA 1) y canales de sodio dependientes de
voltaje (Navl.7 y Nav 1.8). Estos canales se encuentran expresados en las
terminales periféricas de los nociceptores (Bamps et al.,, 2021). En la OA la
inflamacion sinovial podria desencadenar mecanismos de sensibilizacion periférica
y central (Neogi et al., 2016). El tejido sinovial sano y la AGI poseen nervios
perivasculares con SP y CGRP, asi como inervacion simpatica con tirosina hidrolasa
(Mapp & Walsh, 2012). Las moléculas que subyacen al dolor en la OA son de tres
tipos: neuropéptidos y hormonas peptidicas, factores de crecimiento y citocinas. Dos
neuropéptidos relevantes para la génesis de este tipo de dolor son la SP y CGRP
presentes en los nociceptores. La SP estimula la producciéon de interleucinas o
citoquinas inflamatorias, de células inmunitarias (células T o macréfagos), las

interleucinas secretas por estos tipos celulares son: IL-1 8, IL-6 e IL-8. La SP tiene
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un rol importante en el mecanismo fisiopatolégico de la OA ya que induce
inflamacion local, activas células inmunitarias (mastocitos, monocitos o linfocitos) e
induce asi una inflamacion neurogénica (Stanisz, 2001) . La SP, esta involucrada
en la contraccion del musculo liso, aumento de la permeabilidad capilar y atraccion
al sitio de lesion de neutréfilos y macrofagos (Stanisz, 2001). Las células sinoviales
estimuladas con SP producen colagenasay PGE2. En estudios in vitro la exposicion
con SP induce hipertrofia y proliferacion aberrante de la membrana sinovial en el
espacio articular (Matayoshi et al., 2005). EI CGRP, es otro neuropéptido
involucrado en el dolor y progresion del dafio en la OA (Dong et al., 2015). Se ha
identificado expresion de CGRP en el liquido sinovial y en la almohadilla grasa
infrapatelar, teniendo un papel importante en el desarrollo de sinovitis (Cruwys et
al., 1992). Existe una correlacion directa de CGRP y COX2 en muestras tomadas
de rodillas en pacientes con OA, lo que abre paso a investigar como la via de la
enzima COX2 participa en la regulacién y expresion de este neuropéptido en las
estructuras involucradas en la progresion y dolor de la OA. La AGI, es productora
de una triada de citocinas relacionadas con la inflamaciéon; TNF-a, IL-6 e IL-8. A su
vez las TNF-a, IL-18 y PGEZ2 regulan la expresion de CGRP, en células del tejido
sinovial, inmunitarias, epiteliales y neurales (Aikawa et al., 2017).

Se ha dilucidado que el factor de crecimiento nervioso (NGF), es también una
citocina inflamatoria y esta mediado por citocinas como TNF y producido por
macréfagos, mastocitos, sinoviocitos y neutréfilos en la articulacién (Ohashi et al.,
2021). Este factor actiua acoplandose a su receptor de alta afinidad TrkA, la
asociacion entre el ligando y el receptor (NGF/TrkA) induce la liberacién de citocinas
inflamatorias y activacion de canales TRPV1 y Nav 1.8 lo que contribuye la
transmision del dolor a través del GRD y vias centrales (Ohashi et al., 2021).

El dolor se transmite a lo largo de los GRD, donde se aloja el cuerpo celular de las
neuronas sensoriales y la asta dorsal de la médula espinal, en esta estructura (GRD)
comienza el alza de expresion de la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-
1) o también llamado CCL2, NLRP3 y Wnt/B-catenina. La CCL2, se produce por
muchas células activadas como los macréfagos, fibroblastos, linfocitos, células

endoteliales y funciona como quimioatrayente de monocitos, macrofagos, células
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dendriticas y linfocitos T en el sitio de inflamacién como sucede en la OA. Un estudio
experimental demostré que la inyeccion intraarticular de CCL2, aumentd la
hiperalgesia de la rodilla en ratones, mientras el antagonista de CCL2 disminuyo la
respuesta hiperalgésica inducida (Ishihara et al., 2021). El inflamasoma NLRP3, es
un receptor del sistema inmune innato y se encuentra involucrado en el alza de
citocinas inflamatorias como IL-18 y TNF-a y enzimas que degradan el cartilago y
evocan una inflamacion sinovial, como lo son MMP13 y Adamt5 (Yu et al., 2021).

Otra via involucrada en la progresion de la OA es la sefializacién de Wnt/ 3-catenina,
necesaria para la homeostasis del hueso en adultos y la formacion de articulaciones
embrionarias (Yuasa et al., 2008). Un alza aberrante en la sobreexpresion de [3-
catenina en los condrocitos induce la expresion de enzimas que degradan los
proteoglicanos de la matriz cartilaginosa y forman osteofitos (Yuasa et al., 2008). En
modelos animales, un antagonista de [(-catenina (XAV-939) revirti6 el
comportamiento antinociceptivo asociado a dolor crénico (Kim et al., 2021). Los
mecanismos de sensibilizacion central se desarrollan a partir de hiperexcitabilidad
de las neuronas de la médula espinal, las vias ascendentes y descendentes del
dolor (Bjurstrom et al., 2022). Los neurotransmisores claves que se encuentran en
esta area son: glutamato, el CGRP y SP (antes descritos). La sensibilizacién central
esta involucrada, en el desarrollo, amplificacion y mantenimiento del dolor crénico
caracteristico de la OA(Schaible, 2008). El control descendente del dolor esta
presente durante la fase aguda de la inflamacién. En la OA existen mecanismos
cronicos de inflamacién que conllevan a una desregulacién de la inhibicion
descendente, ocasionando que esta patologia sea progresiva y tenga un peor
prondstico y deterioro con el tiempo (Arendt-Nielsen et al., 2010). Un incremento en
la sensibilizacion central se relaciona con mecanismos de alodinia e hiperalgesia,
relacionados con el dolor neuropético, por lo que se ha propuesto que el dolor de la
OA no solo sea un dolor nociceptivo ocasionado por tejido lesionado o inflamado si

no mediado por mecanismos neuropaticos (Hochman et al., 2010).
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Figura 10. Mecanismos de trasmision y transduccién de sefiales en el dolor por osteoartrosis
(OA). A) Sensibilizacion periférica, los nociceptores detectan un estimulo dafiino, los canales en las
fibras nociceptores (TRPV1, TRPALly NAV 1.7.) convierten el estimulo en actividad eléctrica, lo que
desencadena un potencial de accion axoaxonico reflejos axoaxonicos que envian bidireccionalmente
una sefial drdmicamente a la médula espinal o tronco encefélico y antidrémica hacia la periferia.
NGF, IL-18 y TNF-a, se unen a sus receptores para contribuir a juntos con los canales de los
nociceptores a la transmisién de la sefial a través de la fibra sensorial aferente. CCL2 comienza a
expresarse para el reclutamiento de macréfagos. B) En el GRD se alojan los cuerpos celulares de
los nociceptores, aqui participan al alza NLRP3, Wnt/B-catenina y CCL2, moléculas involucradas en
la génesis del dolor crénico caracteristico de la OA. C) El axdn central se dirige a las laminas de la
médula espinal donde hace sinapsis y libera neuropéptidos (SP y CGRP) y neurotransmisores como
el glutamato para excitar a la neurona de segundo orden nociceptiva. En la neurona presinaptica,
existe una expresion positiva de NLRP3, Wnt/B-catenina y CCL2 (Modificado de Yu et al., 2022).

1.2.3 Mecanismos fisiopatoldgicos de la artritis gotosa

La forma ionizada de &cido arico es el urato. La artritis gotosa, se origina por el
cumulo excesivo de urato en los tejidos, principalmente articulaciones. El deposito

20



de cristales de urato monosodico (CUM) ocurre cuando los niveles de acido Urico
se incrementan por arriba de lo normal (Ragab et al., 2017). Factores
predisponentes de formacion de cristales son: el pH, concentracidén de electrolitos,
los componentes articulares en el liquido sinovial, la temperatura, la solubilidad de
uratos (Chhana et al., 2015).

La deposicion de CUM desencadena que las células inmunitarias, en especial los
macrofagos, inicien la cascada inflamatoria al fagocitar los cristales. Esto a su vez
ocasiona la liberacion de citocinas como leucotrienos, IL-8, que inducen el
reclutamiento de neutrofilos en el sitio de lesion y el proceso de artritis se exacerbe
(Schiltz et al., 2002).

El aumento de cristales de CUM en el tejido sinovial, provoca la liberacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrdgeno (NOS) en
los sinoviocitos, lo que conlleva a muerte celular (Zamudio-Cuevas et al., 2016). Los
cristales pueden estimular la citotoxicidad directa en los tejidos y desarrollar
inflamacion de la membrana sinovial, y desarrollar necrosis celular (Mulay et al.,
2016). La proteina que interactia con el receptor quinasa 3 (RIPK3) y la
pseudoquinasa similar al dominio quinasa de linaje mixto (MLKL), forman el
complejo de necrosoma, que culmina con la alteracibn de las membranas
plasmaticas y mitocondrial e induce la muerte celular (Mulay et al., 2016). El proceso
anterior desencadena la liberacion de patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs), incrementando la respuesta inmunitaria, con la atraccion de neutrofilos y
macrofago en el tejido sinovial (Mulay et al.,, 2016). Los DAMPs activan a los
receptores de reconocimiento de patrones ubicados sobre la superficie o en citosol
de los fagocitos mononucleares, lo que exacerba la inflamacién local (Lamprecht et
al., 2008). El concentrado de neutréfilos y monocitos, y la liberacion de IL-1 por estas
células ocasiona la liberacion de mas citocinas y quimiocinas (IL-8, IL-6 y CXCLS8),
ocasionando un bucle de autoinflamacién con aumento de selectinas e integrinas
en la superficie de células endoteliales, con aumento de permeabilidad capilar. Los
cristales de CUM activan a los neutréfilos e inducen la formacién de trampas

extracelulares de neutroéfilos (Nets).
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No se ha dilucidado el mecanismo exacto por lo que los macrofagos fagocitan CUM,
se ha propuesto que al ser CUM higroscépico, es decir que tiene la capacidad de
absorber agua y unir proteinas a su superficie, se incluya el acople de IgG y
proteinas del complemento, que interactian con receptores de los leucocitos para
promover su reclutamiento y fagocitosis (Ortiz-Bravo et al., 1993). Se ha identificado
gue los CUM interactian directamente con el antigeno CD14 que se encuentran en
la membrana superficial de leucocitos y participa a partir de receptores tipo toll
(TLR2 y TLR4) para activar a células inmunitarias (Scott et al., 2006).

Otra via descrita en la interaccion de los CUM y el inicio de la cascada inflamatoria
es a partir de NALP3. EIl inflamasoma NALP3, estd compuesto de un complejo
proteico, donde la proteina ASC (adaptadora) induce la activacion de la caspasa 1,
o proteinasa 3 (PR3), ubicada en el citoplasma de los neutrofilos. PR3 escinde pro-
IL-18, para producir IL-1( activa (pirégeno enddgeno), este ultimo producto se libera
al medio extracelular para la generacién de autoinflamacién con reclutamiento
exacerbado de leucocitos, aumento de la permeabilidad capilar y produccién de mas
citocinas inflamatorias, como IL-1 (Martinon et al., 2006).

En investigaciones preclinicas la ausencia del NALP3, Caspasa 1, ASC en
macréfagos, se asocio con una produccion deficiente de IL-1[3, inducida por cristales
(Martinon et al., 2006). Lo que subyace a que uno de los mecanismos
fisiopatoldgicos de esta entidad sea el inflamasoma. Otros factores contribuyen a la
produccién del pirégeno enddgeno (IL-1B) a partir de la interaccion con CUM, son
los acidos grasos libres, que activan a los receptores TLR2 e incrementa la
expresion de IL-1B (Joosten et al., 2010). Se ha demostrado que la administracion
de acido urico intraarticular genera mayor expresion de ciclooxigenesa-2 (COX2),
gue induce la produccion de prostanoides, que contribuye al proceso inflamatorio y

posiblemente un incremento de produccién de IL-13 (Ventura et al., 2010).
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Figura 11. Mecanismos moleculares que subyacen en la artritis gotosa. 1y 2. La deposicion de
cristales ocasiona directa o indirectamente efectos citotdxicos en células epiteliales a través de la via
RIPK1-RIPK3-MLKL. 3. Se produce la liberacién de patrones moleculares asociados al dafio
(DAMP). 4. La fagocitosis de cristales de urato monosédico induce la activaciéon del complejo
Inflamasoma (NLRP3 e IL-1 B. 5y 6. Se desencadena la liberacion de citocinas y quimiocinas
mediadas por IL-1R/NF-kB. 7 y 8. Se induce el reclutamiento de neutrdéfilos, los cuales entran en
contacto con CUM y sufren necroptosis y formacién de trampas extracelulares de neutréfilos (NETS)
mediados por la via RIPK1-RIPK3-MLKL. 9. Liberacién de mediadores inflamatorios como proteasas
e histonas citotoxicas, provenientes de los neutrdfilos necréticos y NETs. Todos estos procesos
suceden simultaneamente y ocasionan un aumento en la amplificacion de la necroinflamacion en la
artritis gotosa (Modificado de Desai et al., 2017).

23




Necrosis

Inflamacioén

\J

Inhibidores de necroptosis

Necrosis

Necrostatinas,
Necrosulfamida
NETs
Y} Inhibidor de histonas
Histonas
Inhibidores de la inflamacion:
‘000
DAMPs, |7 Esteroides, Colchicina,
citocinas AINEs
A, Reclutamiento de neutrofilos:
B Esteroides, Colchicina
Neutrofilos
oe® Inhibidor de IL-1:
Anakinra, Rilonacept,
IL-1B Canakinumab
Inhibidores del Inflamasoma
Macréfagos '_ NLRP3:
Ester fenetilico del acido
cafeico (CAPE),
B-hidroxibutirato (BHB)
Células
dendriticas

Figura 12. Blancos terapéuticos en la necroinflamacién por gota. Los tratamientos se basan en
la regulacion o inhibicion de las vias de involucradas en la necroinflamacion iniciada por deposicion
de cristales de urato monosédico (Modificado de Desai et al., 2017).
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1.3.3 Modelos animales para la investigacién del dolor en la OA y AG.

La importancia de los modelos preclinicos en estas entidades de inflamacion
articular, es proveer informacion de la fisiopatologia, los mecanismos que subyacen
al dolor y la busqueda de tratamientos modificadores, que atenulen la progresion de
OA y AG. Reproducir de forma controlada el progreso de dafo articular, puede
identificar estrategias terapéuticas nuevas y seguras para modular el sintoma
cardinal de esta enfermedad (Teeple et al., 2013).

Los modelos animales de OA pueden dividirse en tres categorias: los animales
genéticamente modificados que presentan degeneracién articular, la induccion por
medio de cirugia o trauma, y la inyeccion intraarticular de sustancias con
propiedades condrotoxicas o proinflamatorias (Teeple et al., 2013).

La induccién por medio de cirugia representa una OA postraumatica, se logra con
modelos que engloban meniscectomia, transeccion del ligamento cruzado anterior
y osteotomia. Un modelo que ejemplifica esta categoria es el “desgarro de menisco
medial en rata”, en este modelo se secciona el ligamento colateral medial justo por
debajo de la unién al menisco, este se contrae hacia el fémur y se corta en su punto
mas estrecho (Bendele, 2001). Este modelo busca investigar la participacion de los
tratamientos de la condroproteccion. Otro modelo por induccion de trauma es la
seccion del ligamento cruzado anterior después de realizar una incision quirargica
en la articulacién, este procedimiento puede provocar que la almohadilla grasa
infrapatelar inflame como sucede en la progresion de OA (Teeple et al., 2013).

El método de inyeccion intraarticular de sustancias con propiedades condrotoxicas
o proinflamatorias, funcionan a partir de generar un dafio directo en el tejido articular
y propiciar inflamacion. Se ha descrito un modelo en ratas con una inyeccion
intraarticular de 200 pg de yodoacetato monosoédico a través del ligamento
infrapatelar de ambas rodillas para simular la progresién e inflamacion de la OA
(Barve et al., 2007).

Modelos animales de OA, inducidos por obesidad o movilizacion forzada. Un estudio
observé la progresion de OA a partir de la induccién de obesidad, en dicho modelo
se emplean ratones C57BL/6J hembras y se les afiade una dieta de 10% o 45% de

kcal de grasa desde la semana 9 hasta las 54 semana de edad. La dieta alta en

25



grasa genera obesidad dietética que se asocia a cambios musculoesqueléticos
relacionados con los de la OA (Griffin et al., 2010).

Se han desarrollado modelos animales a partir de movilizacién forzada, con ejercicio
de alta intensidad para acelerar la progresion de la OA. En este modelo primero se
realiza una transecciéon del ligamento cruzado anterior para posteriormente ser
sometidos a diferentes intensidades de ejercicio (ligero, moderado e intenso). Se
observo que el ejercicio intenso que se realiza en entrenamientos de carrera una
vez al dia, 5 dias a la semana durante 2 0 4 semanas con ayuda de una cinta
rodante (velocidad promedio de 30 cm/s por 60 min), generé6 mayores lesiones
histologicas observadas, relacionadas con la progresion de OA (Galois et al., 2004).
Los modelos animales de artritis gotosa (AG) incluyen la inyeccién de cristales de
urato monosaddico (30 mg/ml) por via intraarticular en el tobillo derecho. Las
variables medidas en este estudio son la relacion de hinchazon, los niveles séricos
de IL-1 B, TNF- a y proteina quimioatrayente de monocitos. Se realizan estudios
patoldégicos a partir de cortes histopatoldégicos de capsulas articulares y
articulaciones del tobillo (Li et al., 2019).

Para la medicién de los efectos antinociceptivo en el modelo de disfuncién inducida
por dolor en ratas (PIFIR) se administra una inyeccion de 0.05ml de acido Urico en
la articulacion fémoro-tibio-rotuliana de la extremidad derecha utilizando una jeringa
de vidrio de 1 ml con una aguja calibre 24 de 5 mm. La suspension se prepara
homogenizando en un mortero de vidrio 3 g de acido Urico con su vehiculo (10 ml

de aceite mineral) (LOpez-Mufioz et al., 1993).

1.4 Escalera analgésica de la OMS

En 1986 Ila Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecio las
primeras recomendaciones para sistematizar el tratamiento del dolor en
cancer mediante la escalera analgésica. Este método se ha establecido
en general para uso en caso de dolor. Cada uno de los escalones va
dirigido al uso de analgésicos de acuerdo con la intensidad del dolor y los

diferentes espectros de este (Anekar & Cascella, 2022).
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Estructura de los tres escalones con algunos ejemplos (Anekar &
Cascella, 2022):

1. Dolor Leve: Analgésicos no esteroideos (AINES) +/- Coadyuvantes:
Ibuprofeno, diclofenaco, paracetamol, ketorolaco.

2. Dolor Moderado: Opioides débiles +/- AINES +/- Coadyuvantes: Tramadol,
buprenorfina.

3. Dolor Severo: Opioides fuertes +/- AINES +/- Coadyuvantes: Morfina,

oxicodona, metadona.

Dolor moderado
Tercer escalon
Eva 5-6 > Opioides
débiles y/o
Dolor leve > Opioides
Segundo escaldn fuertes y/o
Eva 1-4 » Opioides > Paracetamol
débiles y/o y/o
» Paracetamol
Primer escalén y/o > Aines y/o
» Analgésicos no Aines y/o
opioides » Coadyuvantyes
» Paracetamol y/o » Coadyuvantes
> Ainesyl/o
» Coadyuvantes

FIGURA 13. Escalera analgésica de la OMS. *EVA: Escala visual analoga (modificado de
Fernandez et al., 2014).
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1.4.1 Opioides

Los opioides representan el espectro de sustancias enddgenas y exdgenas que
presentan afinidad por los tres subtipos de receptores mu (u), delta (8), kappa (k)
(Jamison & Mao, 2015). Posteriormente se identificé un cuarto receptor opioide, el
cual no se unia con alta especificidad a ligandos opioides, pero si un péptido
endbégeno que tenia capacidad de unirse a este receptor, denominado
nociceptina/orfanina FQ (Mollereau et al., 1994). Los receptores opioides se
encuentran expresados en neuronas centrales, que modulan la via descendente de
dolor; incluido el locus coeruleus y PAG. También se encuentran en la médula
espinal y, en la periferia por ejemplo articulaciones, en la glandula pituitaria y
suprarrenal, en células inmunitarias y en capas germinales del embrion
especificamente en ectodermo (Stein & Machelska, 2011).

Los opioides son la primera linea del tratamiento del dolor en pacientes
traumatizados en estado critico y en dolor intenso (Karamchandani et al., 2019).
Los opioides exdgenos se clasifican segun su origen (naturales, semisintéticos y
sintéticos) también varian en su composicion quimica y en la afinidad o eficacia
sobre los receptores opioides. Los opioides exdgenos se pueden comportar como
agonistas, agonistas parciales, agonistas-antagonistas mixtos o antagonistas puros.
Este fenbmeno se conoce como dualismo farmacoldgico y consiste en que varios
farmacos opioides pueden actuar en distintos receptores opioides (M,k,0); como
agonista, agonistas parciales o antagonistas, ocasionando una interaccion distinta
(Li etal., 2023).

Segun la afinidad-eficacia pueden dividirse en:

- Agonistas puros: poseen afinidad por los receptores (principalmente y) con
actividad intrinseca. Ejemplos: morfina, heroina, petidina, metadona,
fentanilo (Gallantine & Meert, 2005).

- Agonistas-antagonistas mixtos: Actian sobre algunos receptores (k) como
agonistas y en otros receptores (J) como agonistas parciales o antagonistas.

Ejemplos: Pentazocina, butorfanol o la nalorfina (Hoskin & Hanks, 1991).
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- Agonistas parciales: Tienen una eficacia menor que los agonistas puros,
pueden ser analgésicos cuando se administran solo, pero contrarrestan o
antagonizan los efectos del agonista puro cuando se dan en combinacion.
Ejemplo: buprenorfina (van Niel et al., 2016).

- Antagonistas puros: poseen afinidad por los receptores, pero no presentan
actividad intrinseca, es decir carecen de efectos, pero impiden o revierten la

accion del agonista. Ejemplos: naloxona (Sawynok et al., 1979).

Un efecto no deseable de los opioides es la tolerancia farmacolégica, que se define
como la disminucién o acortamiento en la duracién de los efectos analgésicos, tras
la exposicion prolongada al farmaco. La tolerancia en los opioides esta mediada
entre otros, por mecanismos de contraregulacion, donde existe un incremento
progresivo de AMPc. Se necesita incrementar la dosis para mantener la disminucién
de este segundo mensajero (AMPc). ElI fendmeno de up-regulation o
contraregulacién del AMPc se ha demostrado en diversas estructuras involucradas
en la modulacion del dolor: locus coeruleus, nucleo accumbens, area tegmental
ventral y PAG (Nestler, 2004). La via involucrada en el fenbmeno de “up regulation”
es el factor de transcripcion CREB, este factor aumenta la sintesis de un opioide
enddogeno; dinorfina, que activa los receptores Kappa en el area tegmental ventral
y produce un decremento de liberacion de dopamina en el nucleo accumbens
(Nestler, 2004). Otra teoria que explica la tolerancia es la fosforilacién de receptores
opioides a través de la unién a B arrestina, donde se internaliza al receptor y

disminuye el nimero de receptores de membrana (Nestler, 2004).

1.4.1.2 Clorhidrato de tramadol

El tramadol es un opioide sintético con mecanismo de accion dual, acta como
agonistas de los receptores p principalmente, y con baja afinidad para los receptores
K. El otro mecanismo de accion no se debe a las propiedades opioides sino a la
inhibicién de la recaptura de serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) y noradrenalina
(NE) (Vazzana et al., 2015). El tramadol ostenta menor incidencia de efectos

adversos que otros opioides exdgenos como la morfina (Bonnet et al., 2010).
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Dentro de las caracteristicas farmacocinéticas del clorhidrato de tramadol se
encuentra una absorcién rapida y completa después de la administracion por via
oral. La concentracion maxima (Cmax) plasmética se alcanza a las 2 horas, su
biodisponibilidad es del 70% aproximadamente, después del metabolismo de primer
paso hepatico. Veinte porciento del farmaco se une a proteinas plasmaticas como
la albumina y su vida media es de 6 horas aproximadamente (Klotz, 2011). La
metabolizacion en el higado se logra a través de tres isoenzimas del citocromo
P450; P4502D6, P4502B6 Y P4503A4. El resultado del metabolismo de primer paso
son dos metabolitos: O-desmetiltramadol (M1) y N-desmetiltramadol (M2) (El-Sayed
et al., 2013). El metabolito M1 es considerado el mas activo, siendo 200 veces mas
afin para los receptores opioides que el farmaco original y 6 veces mas potente
(Vazzana et al., 2015). M1 y M2, se metabolizan a metabolitos secundarios; N, N-
didesmetiltramadol, N, N, O-tridesmetiltramadol y N, O-desmetiltramadol.
Finalmente, todos los metabolitos se conjugan a través de procesos de

glucuronidacion y sulfonacion (Klotz, 2011)

El tramadol racémico, esta compuesto de dos enantiomeros “d” y “I”. El enantiomero

“d” con afinidad al receptor p e inhibidor de la recaptura y liberacion de 5-HT. El

enantiomero "I” es un inhibidor de la recaptura de noradrenalina. Asi, estos dos
mecanismos actuan modulando los procesos inhibitorios del dolor (Scott & Perry,

2000).

Se han descrito vias de sefializacion del receptor opioide. Estos receptores se
acoplan a proteinas transmembranales, proteinas Gi/Go. La unién del ligando al
receptor opioide desencadena un gran numero de fendmenos intracelulares
mediados por el acople a Gi/Go y constituida por subunidades (Vazzana et al.,
2015):

- La subunidad a inhibe la actividad del adenilato ciclasa, la cual se encarga
de convertir el ATP en AMPc (segundo mensajero). La disminucion del
AMPc, regula la actividad de la proteina quinasa A (PKA), responsable de

fosforilar proteinas (McKenzie & Milligan, 1990).
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- La subunidad a ocasiona un aumento en la apertura de canales de K*, entre
los que se destacan los de K * de rectificacion interna activados por proteinas
G (GIRK), ocasionando una hiperpolarizacién a nivel postsinaptico.

- El complejo By provoca la reduccién de la apertura de canales de calcio
(Ca?).

- El aumento de la expresion de la proteina quinasa activada por mitégeno,

aumenta la expresion génica y activacion de fosfolipasa A2.

Los mecanismos de accion no opioide de tramadol son mediados por propiedades
noradrenérgicas. Receptores adrenérgicos a ubicados en el locus coeruleus,
regulan el dolor y la ansiedad (Berrocoso et al., 2006). El sistema serotoninérgico
también juega un papel relevante en el mecanismo de accion del tramadol ya que
induce a cambios similares a los de antidepresivos convencionales. Esto incluye
una disminucioén de receptores adrenérgicos a2 frontocorticales, adrenoreceptores

() y el subtipo de receptor de serotonina 5-HT2a (Jesse et al., 2010)

Al tener mecanismos centrales también prevalecen los efectos adversos atribuibles
a este farmaco. Por orden de frecuencia son: mareos, vOmitos, nauseas,
somnolencia y estrefiimiento (Hsu et al., 2012). Otro efecto adverso mas grave es
debido a la inhibiciébn de la recaptura de 5-HT y NE, esto puede ocasionar
convulsiones y sindrome serotoninérgico, probablemente por interaccion
farmacoldgica con antidepresivos y antecedentes de epilepsia (Josi et al., 2012;
Raiger et al., 2012). Se han observado casos de apnea por ingesta de tramadol, la
cual no fue precedida de depresion respiratoria 0 convulsiones (Hassanian-
Moghaddam et al., 2013). La depresion respiratoria ocasionado por tramadol es
atribuible a interacciones farmacoldégicas con otros farmacos como
benzodiacepinas, barbitlricos o antidepresivos triciclicos (Hassanian-Moghaddam
et al., 2013; Michael et al., 1999).
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Figura 14. Sefalizacion del receptor opioide. Transduccion de sefiales a partir de fendmenos
intracelulares mediados por acople a Gi/Go y constituida por sus subunidades. A) La subunidad a
inhibe la actividad del adenilato ciclasa. B) Existe un aumento en la apertura de canales de K*. C) El
complejo By provoca la reduccién de la apertura de canales de calcio. D) Aumento de la expresion

de la proteina quinasa activada por mitégeno (Modificado de Fletcher, 2011)
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Figura 15. Mecanismo de accion no opioide del clorhidrato de tramadol. Mediado por la
inhibicién de neurotransmisores monoaminérgicos (5-HT y NE) (Modificado de Subedi et al., 2019)
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1.4.2 Analgésicos no esteroideos (AINES)

La mayor parte de los analgésicos no esteroideos actian entre otros mecanismos,
inhibiendo la enzima ciclooxigenasa (Cashman, 1996).
Los AINEs se pueden clasificar de acuerdo a su estructura quimica (Kowalski &
Makowska, 2015):
- Derivados de acido salicilico (salicilatos): sulfasalazina, acido acetil salicilico,
salicilato de sodio, diflunisal.
- Derivados de &cido acético (arilo-acéticos): diclofenaco, etodolaco,
ketorolaco.
- Derivados de arilpropidnicos: ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno,
dexketoprofeno.
- Derivados del acido acético (Indolacéticos): indometacina, sulindaco.
- Derivados del acido antranilico: diclofenaco, acido mefenamico y &acido
meclofenamico.

- Derivados del acido endlicos: Meloxicam, piroxicam.

Existen dos isoformas de COX: 1y 2, con una homologia del 60%. Las enzimas
COX difieren en su distribucién y funcién, COX1 se produce en condiciones
normales, es una enzima constitutiva involucrada en proceso de homeostasis
celular, como el flujo sanguineo renal y la produccion de moco gastrico. COX 2 es
inducible posterior a una lesion tisular y por lo tanto juega un papel preponderante
en el proceso inflamatorio, se expresa en una gran cantidad de células endoteliales,
macrofagos, fibroblastos, sinoviocitos, mastocitos, condrocitos y osteoblastos
(Sharif et al., 2000). La inhibicion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) es mediadora de
gran parte de las acciones antipiréticas, analgésicas y antiinflamatorias de los
AINES (Vane, 1971).

La clasificacion de los AINEs segun el tipo de interaccion y selectividad depende de
la potencia para inhibir COX1 o COX2, y se determina calculando ICso
(concentracién de AINE que inhibe el 50% de la actividad de la enzima) en ensayos
in vitro. El cociente de ICso COX1/ ICso COX2 determina el tipo de selectividad
dependiendo el resultado (Warner et al., 1999).
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La inhibicion simultdnea de la ciclooxigenasa-1 (COX-1) contribuye a los efectos
secundarios indeseables en el tubo digestivo como lo son Ulceras y erosiones
gastricas (Sostres et al., 2010). Los inhibidores selectivos de la COX-2
(celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib) rompe el equilibrio entre los efectos
antitromboticos y pro-trombdéticos incrementando la probabilidad de eventos

tromboticos cardiovasculares (Chaiamnuay et al., 2006).
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Figura 16. Eje de la biosintesis de prostanoides. Los analgésicos no esteroideos inhiben la
enzima ciclooxigenasa responsable de inducir prostaglandinas a partir del acido araquidénico
(Modificado de Bindu et al., 2020).

1.4.2.1 Ketorolaco trometamina

Es una mezcla racémica de dos enantiomeros Ry S. Donde la actividad analgésica
esta proporcionada por la molécula quiral S (Jamali et al., 1989; Mroszczak et al.,
1996). Su biodisponibilidad es del 80 al 100% por via oral, intramuscular e

intravenosa. Se une a proteinas en >99 %, con distribucién limitada a tejidos
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extravasculares y barrera hematoencefélica (Jung et al.,, 1988). Se metaboliza
atravé de glucuronidacion y para hidroxilacién y su eliminacion en el 90 % es por
orina'y 8 % por las heces.

Pertenece al grupo de los derivados heteroaril del acido acético, inhibidores no
selectivos de COX. Inhible de este modo las prostaglandinas periféricas inducidas
por el dafio tisular, caracteristico del dolor inflamatorio. Otros mecanismos de
accion probable, involucran el sistema serotoninérgico y noradrenérgico (Bravo et
al., 2019). Se ha estudiado un mecanismo que subyace el efecto analgésico de
ketorolaco atraveés de la via del 6xido nitrico. Al utilizar un inhibidor de la sintasa de
oxido nitrico, posterior administrar el ketorolaco, se observé una disminucién del
efecto antinociceptivo en un modelo preclinico (Granados-Soto et al., 1995a).

Los efectos adversos de ketoraloco son los asociados a todas las familias de los
AINEs. Los efectos adversos mas relevantes son; sangrado gastrointestinal por el
desarrollo de Ulceras (géastricas y pépticas), induccion de falla renal o enfermedades
hematoldgicas debido a la inhibicion de la agregacion plaquetaria y la via de los

tromboxanos (Bessone, 2010; Laine, 2003).

Efectos benéficos Efectos adversos
-Gastrointestinales
-Hepatotoxicidad
-Lesién renal
Disminucién de PG | Toxicidad mitocondrial -Cardlovasou|_ares (COX-2
selectivos)

Reduccién de la | Disminucién de COX

» agregacion plaquetaria

AINEs

Figura 17. Efectos adversos y benéficos de los analgésicos no esteroideos (Bindu et al., 2020).
1.5 Interacciones farmacol6gicas

La combinacion de dos farmacos puede generar tres tipos de interacciones

farmacoldgicas (Wessinger, 1986):
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1. Potenciacién o efectos supraaditivos, cuando el efecto combinado supera la
suma de los efectos de la monoterapia (Tallarida, 2011).

2. Suma o efectos aditivos, cuando el efecto es igual a la suma tedrica de los
efectos de la monoterapia (Wessinger, 1986).

3. Antagonismo o efectos infraaditivos, disminucion de los efectos evaluados en

combinacién (Wessinger, 1986).

1.5.1 Sinergismo

Combinar farmacos que actuan a diferentes niveles con distintos mecanismos
farmacolégicos de accion, puede proporcionar beneficios terapéuticos en analgesia
o efectos antinociceptivos (Lopez-Mufioz et al.,1993; 1994; Lopez-Muiioz 1994). La
utilidad de la interaccion farmacoldgica del tipo potenciacion involucra (Filitz et al.,
2008): aumentar la eficacia analgésica, ampliar el espectro analgésico, disminuir las
dosis individuales en la monoterapia y con ello; disminuir los efectos adversos y
retrasar el mecanismo de tolerancia como es el caso de los opioides (L6pez-Mufioz
et al.,1993; 1994; L6épez-Mufioz 1994).

Dadas las mdltiples vias involucradas en la percepcion del dolor, la Organizacion
Mundial de la Salud y la Sociedad Americana del Dolor han recomendado la

combinacién terapéutica (Hamrick et al., 2019).

1.5.2 Métodos para evaluar la combinacion de dos farmacos.
Existen métodos cuantitativos para determinar si dos farmacos al combinarse

producen un efecto superior al de la suma de sus efectos individuales (1+1= >2).

1.5.2.1 Isobologramas

El método mas comun utilizado en experimentos farmacolégicos preclinicos vy
clinicos en interacciones farmacologicas; es el isobolograma, desarrollado por
Loewe (Tallarida, 2011).

En un plano cartesiano se grafica la dosis efectiva 50 (DEso) del farmaco A en el eje
de las abscisas y la DEso del farmaco B en el eje las ordenadas. Se puede calcular
a cualquier dosis efectiva, pero lo mas comun es a DEso. Los puntos se conectan y

forman la linea de suma o aditividad (Huang et al., 2019). Una vez trazada esa linea
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se localiza el punto de la combinacion experimental, si este punto (P) cae por debajo
de la linea de aditividad se considera una interaccion supraditiva o de potenciacion,
si por otro lado el punto experimental (Q) se encuentra por encima de la linea, se
interpreta como una interaccién de efectos infraditivos o antagonismo (Tallarida,
2011).

Tiene ciertas limitaciones y desventajas este método: solo determina el tipo de
interaccidon o sinergismo de dosis equiefectivas entre dos farmacos, y no permite

determinar la combinacién de maxima eficacia o0 maxima potenciacion.

Dosis droga B

0 Dosis droga A A

Figura 18. Isobolograma. (Modificado de Tallarida, 2011)

1.5.2.2 Superficie interaccion sinérgica (SIS)

Otra manera de determinar el tipo de interaccién entre combinaciones de farmacos
es a través de la construccion tridimensional de una grafica, donde se muestra en
el eje de las abscisas (X) el efecto producido por el farmaco A de manera individual
con distintas dosis, en el eje Z se traza al farmaco B de forma individual con distintas
dosis evaluadas. Por ultimo, el eje de las ordenas (Y) representa el area bajo la
curva (ABC) obtenida del curso temporal (CT) (Figura 19 A). En la parte central del
gréfico se obtienen de forma experimental los resultados de las combinaciones de

las dosis del farmaco A + B. Para obtener el tipo de interaccion producida por las
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combinaciones, se resta al efecto de la combinacion, los efectos individuales de los
componentes de la combinacion; donde los valores obtenidos sobre el plano del “0”
denotan una interaccion del tipo suma o aditivos, mientras tantos valores “> 0”
indican una interaccion de tipo supraditiva o potenciacion, los valores “<0” muestran
un efecto infraaditivo o “antagonismo” (Figura 19 B) (L6pez-Mufioz, 1994).
La determinacién de la superficie de interaccion sinérgica es la unién de todos los
puntos de la figura 19 B para obtener un plano tridimensional (Figura 19 C).
El analisis con SIS tiene ventajas sobre el isobolograma:
- Puede detectar los tipos de interaccion que se generen con las distintas
proporciones entre el farmaco Ay B.
- Permite detectar la combinacion que genera el mayor efecto y la que genera
la mayor potenciacion.

- Permite analizar el sinergismo en curso temporal.

Antinocicepcién (ABC)

9 0 ' Fh\'ﬂ‘ac

o® \
pos'® \‘“gm;

Figura 19 A). Construccion tridimensional de los efectos obtenidos del FArmaco Ay B, en eje Xy Z
respectivamente, ya sea solos o en combinacién. El eje Y representa el area bajo la curva (ABC)
(Modificado de Lépez-Muiioz, 1994).
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Figura 19 B). Efectos producidos por las diferentes combinaciones del farmaco A y B después de
restar al efecto de la combinacion, los efectos individuales (Modificado de Lopez-Mufioz, 1994).

Antinocicepcién (ABC)

Fé A S - 08
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Figura 19 C). La determinacion de la superficie de interaccion sinérgica (SIS) es la unién de todos
los puntos de la figura 19 B para obtener un plano tridimensional caracteristico de esta combinacion
de farmacos en diferentes proporciones (modificado de Lépez-Mufioz, 1994).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios preclinicos de la combinacion de un AINE y un opioide.

Lopez-Mufioz y cols. (2004) caracterizo por primera vez la interaccion
antinociceptiva sinérgica de los efectos de ketorolaco trometamina y clorhidrato de
tramadol por via oral, usando el modelo de disfuncion inducida por dolor en rata en
un nivel moderado de nocicepciéon (Lépez-Muiioz et al., 2004). Estos farmacos
fueron administrados de forma individual y combinados. Los datos se interpretaron
usando el andlisis de superficie interaccion sinérgica e isobolograma para
establecer el tipo de interaccion. Se emplearon diferentes dosis de ketorolaco
individual por via oral (0.18, 0.32, 0.56, 1.0, 1.78, 3.16 y 5.62 mg/kg), asi como
tramadol individual (3.16, 5.62, 10.0, 17.78, 31.62, 56.23 y 100.0 mg/kg) o 24
diferentes combinaciones de ketorolaco mas tramadol. Las dosis individuales mas
eficaces fueron las de 3.16 y 31.62 (mg/kg) de ketorolaco y tramadol
respectivamente. Se observaron dos combinaciones importantes: una generd un
alto efecto de potenciacion y fue Ket 0.56mg/kg + Tra 10 mg/kg, y otra combinacion
gue generd los maximos efectos antinociceptivos o la maxima eficacia, siendo la
combinacién de Ketl,78 mg/kg + 17,78 mg/kg. Estas combinaciones generaron
menos lesiones gastricas que las producidas por el control positivo indometacina.
Esta investigacion abrié paso a que la combinacion fuera usada exitosamente en
clinica para usos terapéuticos a la par de no aumentar los efectos adversos (Lopez-
Mufioz et al., 2004).

En un estudio descrito por Lépez-Mufioz y cols. (2008) evaluaron metamizol (177.8
mg/kg sc) y morfina (3.2 mg/kg sc) de forma individual y combinada en diferentes
niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso) empleando un modelo
preclinico tipo gota en rata (PIFIR). Demostrando que la combinacion proporcioné
una mejor cobertura antinociceptiva para los 3 niveles evaluados que la
monoterapia. La morfina mantuvo sus efectos antinociceptivos al aumentar la
intensidad de la nocicepcion, a diferencia del farmaco de referencia que disminuyé

sus efectos conforme se escalaba de intensidad (Lopez-Mufioz et al., 2008).
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2.2 Estudios clinicos de la combinacién de un AINE y un opioide.

En un ensayo aleatorizado, doble ciego realizado por Cepeda y cols. (2005)
evaluaron a 1003 pacientes de entre 18 y 60 afios en el periodo postquirdrgico y se
registraba la intensidad de dolor referido. Si indicaban que el dolor era moderado
inmediatamente recibian 30 mg de ketorolaco intravenoso (IV) o 0.1mg/kg de
morfina, 30 minutos posteriores a la infusidn analgésica se pidid a los pacientes
calificar del O al 10 la intensidad del dolor, siendo 0 ausencia de dolor y 10 el peor
dolor experimentado. Si el dolor que referian era mayor a 5 los pacientes de ambos
grupos recibian 2.5 mg de morfina IV cada 10 minutos hasta que el dolor cediera a
una escala de 4 o menos. Por lo tanto, se dividieron en dos grupos, aquellos que
solo recibieron morfina y el grupo que recibié ketorolaco seguido de morfina. A la
par de estimar la intensidad del dolor, evaluaron la presencia de efectos secundarios
(mareos, nauseas, vomitos, purito y sedacién). Este estudio concluyé que los
opiaceos resultan mejores analgésicos que los AINES y que la combinacién de un
AINE con el opioide reduce los requisitos de morfina a la par de disminuir efectos
secundarios (Cepeda et al., 2005).

En otro estudio prospectivo, aleatorio, doble ciego realizado por Villegas-Gomez y
cols. (2009) estudiaron a 258 pacientes en el periodo postoperatorio de
colecistectomias abiertas, se dividieron en tres grupos; el primer grupo recibié 50
mg de tramadol mas 20 mg de ketorolaco, el segundo grupo recibié 100 mg y 40
mg respectivamente y el tercer grupo “placebo” administrandoles 1gr de metamizol
por cuestiones éticas. Se valor6 la intensidad del dolor con la escala visual analoga
y la version simplificada del cuestionario de McGill cada 4 horas por un periodo de
24 horas. La coadministracion de 100mg de tramadol mas 40mg de ketorolaco
resulté ser la combinaciéon mas eficaz para el alivio del dolor. En los tres grupos no
hubo diferencias en la presencia o disminucion de efectos adversos registrados
(ndusea y vomitos) (Villegas-Gomez et al., 2009).

En otro estudio descriptivo, longitudinal y retrospectivo se estudiaron 66
expedientes de pacientes polifracturados de entre 18 y 80 afios, en el cual se
compararon dos grupos con distinto tratamiento, en el grupo 1 se prescribié un AINE

y en el grupo 2 morfina mas ketorolaco. Encontrando que el grupo 1 logré mejor
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analgesia con diferencia estadisticamente significativa, aunque en ninguno de los

dos grupos se logré la ausencia de dolor (Sanchez-Zermefio et al., 2014).

3. JUSTIFICACION

El dolor es el sintoma cardinal de la artritis y la terapia actual se dirige a disminuir
su intensidad. La monoterapia empleada para este tipo de dolor presenta en
ocasiones poca eficaciay considerables efectos adversos. Los analgésicos con
gue se cuenta actualmente pueden ser terapéuticamente adecuados en ciertas
condiciones de dolor, pero se reduce importantemente su utilidad o eficacia y la
gama de analgésicos utiles cuando la intensidad del dolor aumenta.

Empleando el sinergismo que generala combinacion entre un AINE (ketorolaco) y
un opioide débil (tramadol) se pretende analizar si las combinaciones que generan
alta potenciacién y mayor efecto antinociceptivo pueden ser Utiles y aplicadas en
niveles de dolor o nocicepcion artritico mas intensos, como una opcién terapéutica,
a la par de no aumentar efectos adversos y retrasar la tolerancia.

La importancia de este proyecto radica en que no ha sido documentada la
utilidad antinociceptiva o analgésica terapéutica de las mejores combinaciones de
ketorolaco y tramadol en un modelo preclinico o clinico de dolor tipo artritico en

diferentes niveles de nocicepcién o dolor.

4. HIPOTESIS
1. La coadministracion de ketorolaco y tramadol genera alta eficacia antinociceptiva
y alta potenciacién en tratamientos agudos y administraciones repetidas, en los tres
niveles nociceptivos que es posible establecer (moderado, subintenso e intenso) en
artritis tipo gota en rata.
2. La combinacién entre ketorolaco y tramadol no aumenta los efectos adversos de
constipacion, coordinacion motora y lesiones gastricas en tratamientos agudos y

administraciones repetidas.

5. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto antinociceptivo de la coadministracion de ketorolaco y tramadol
(en su combinacién mas eficaz y de mayor grado de potenciacién) en diferentes
niveles de nocicepcién en un modelo preclinico de dolor tipo artritico en rata.
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5.1 Objetivos especificos:

1.

6.

Analizar los efectos antinociceptivos de ketorolaco, tramadol y las
combinaciones (combinaciébn mas eficaz “C2” y de mayor grado de
potenciacion “C1”) en 3 diferentes niveles o intensidades de dolor: moderado,
subintenso e intenso, tras una administracion de los tratamientos individuales
y combinados. Empleando el modelo de disfuncion inducida por dolor en rata
(PIFIR).

Analizar los efectos antinociceptivos en 3 diferentes intensidades de dolor,
moderado, subintenso e intenso tras 12 administraciones repetidas de los
farmacos individuales y combinados (C1 y C2, empleando el modelo de
disfuncion inducida por dolor en rata (PIFIR).

Detectar si las combinaciones de maxima eficacia (C2) y mejor grado de
potenciacion (C1l) en administracion repetida generan tolerancia
antinociceptiva.

Evaluar los posibles efectos adversos de constipacion, lesiones gastricas, y en
la coordinacidbn motora tras una sola administracién de los tratamientos
individuales y combinados (C1y C2).

Evaluar los efectos adversos de constipacion, lesiones gastricas, coordinacion
motora tras 12 administraciones repetidas de los farmacos individuales y
combinados (C1y C2).

MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales
Se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar proporcionados por el bioterio de

CINVESTAV, sede sur. Con un peso corporal de 180 a 220 g. Los animales fueron

usados bajo condiciones estandarizadas de ciclos de luz/oscuridad 12:12, los

periodos experimentales se llevaron a cabo durante la fase de luz del ciclo e ingesta

de agua ad libitum y previo a los experimentos 12h de restriccion de alimento.

El manejo de animales se llevd a cabo bajo los lineamientos internacionales del

Comité para la Investigacion y Cuestiones Eticas de la Asociacion Internacional para

el Estudio del Dolor (Covino et al., 1980), las Directrices sobre estandares éticos
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para investigaciones de dolor experimental en animales (Zimmermann, 1983) vy los
lineamientos del Comité Interno para el cuidado y uso de animales de laboratorio
(CICUAL) del Cinvestav. Al finalizar las determinaciones experimentales, las ratas
fueron sacrificadas por el método de cadmara de CO:2 para evitar un sufrimiento

innecesario.

6.2 Reactivos
Acido drico, aceite mineral, ketorolaco trometamina, clorhidrato de tramadol e

indometacina obtenidos del laboratorio Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.). El
ketorolaco y tramadol fueron disueltos en solucion salina al 0.9% e indometacina en
0.5% de carboximetilcelulosa (CMC). El acido urico fue suspendido en aceite
mineral. La via de administracion de los analgésicos fue por via oral a un volumen
de 8 ml/kg de peso, a través de una canula intragastrica. Se realizaron las
correcciones necesarias de dosis, tomando en cuenta las sales de ketorolaco

trometamina.

6.3 Medicion de la actividad antinociceptiva
Para la medicion de los efectos antinociceptivos se utilizé el modelo de disfuncién

inducida por dolor en ratas (PIFIR model) (Lépez-Mufioz et al., 1993).

Los animales fueron anestesiados con isoflurano en una camara de anestesia. Una
vez perdida la sensibilidad general, la nocicepcién fue inducida por la inyeccion de
0.05ml de &cido urico en la articulacion fémoro-tibio-rotuliana de la extremidad
posterior derecha utilizando una jeringa de vidrio de 1 ml (Becton Dickinson LTDA,
Brasil) con una aguja calibre 24 de 5 mm. Inmediatamente después de la inyeccion,
a las ratas se les coloc6 un electrodo en la superficie plantar en cada extremidad
posterior. A lo animales se les permiti6 recuperarse de la anestesia e
inmediatamente fueron colocados en un cilindro de acero inoxidable de 30 cm de
didmetro, con carriles propios para cada animal. A las ratas se les obligé a caminar
girando el cilindro a 4 revoluciones por minuto. Los periodos de entrenamientos no
fueron necesarios ya que las ratas aprenden a caminar en el cilindro de manera
inmediata. El registro de la variable medida es el tiempo en que el electrodo

colocado en cada pata hace contacto con el cilindro, esto a su vez cierra un circuito
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y una computadora registré el tiempo que el electrodo entra en contacto con el
cilindro.

Posterior a la inyeccién de acido Urico, las ratas generaron progresivamente una
disfuncién de la extremidad posterior derecha (inyectada). Cuando el registro del
tiempo de contacto del electrodo de la extremidad posterior derecha fue igual a cero
o menor al 10 % en comparacién con la extremidad control (extremidad posterior
izquierda) del mismo animal, en este punto se inicia la evaluacion de los efectos
antinociceptivos generados por los tratamientos durante periodos de 2 minutos cada
30 minutos por cuatro horas. La antinocicepcion se establecio como la recuperacion
del tiempo de contacto de la extremidad administrada con acido urico. Los datos se

expresan como el porcentaje del indice de funcionalidad (IF %).

Tiempo de contacto de la extremidad invectada (derecha)
IF = X100

Tiempo de contacto de extremidad control (izaquierda)

Esta metodologia permitié formar graficos de cursos temporales (CT) y a partir del
efecto global durante las 4 h de evaluacién (ABC) formar curvas dosis-respuesta de
las dosis individuales y combinadas de los tratamientos.

Un estudio previo en el laboratorio establecio los diferentes niveles o intensidades
de nocicepcion a través de la inyeccion intra-articular de 0.05 ml de acido urico a
distintas concentraciones (Lopez-Mufioz et al., 2008). Para un nivel de nocicepcion
moderado (nivel 1) el &cido arico fue preparado al 30%, la suspensién se prepard
homogenizando en un mortero de vidrio (Pyrex) 3 g de acido Urico con su vehiculo
(10 ml de aceite mineral). Para establecer un nivel nociceptivo subintenso (nivel II)
fue preparado al 50%, la suspensioén se preparé con 5 g de acido urico y el vehiculo.
Para el nivel nociceptivo intenso (nivel Ill) se realiza la inyeccién de acido urico al
50% en dos ocasiones con un intervalo de 7 dias.

El tiempo en el que se genera la disfuncion después de la inyeccién intra-articular
alcanzando un IF%= 0 o menor a 10% varia en cada nivel nociceptivo. Para un nivel
| la disfuncion se consigue a las 2.5 h, con el nivel Il alas 2.0 h'y en un nivel lll a
1.5h.
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Para el propésito del presente estudio, inducir nocicepcion en las ratas era
inevitable. Empero, se evitd el sufrimiento innecesario. Todos los experimentos se

realizaron entre las 6:00 y 14:00 horas.

6.4 Determinacién de porcentaje de lesidn gastrica (Lee et al., 1971; Déciga-
Campos et al., 2003)

Previo a los experimentos las ratas son sometidas a restriccion de alimento por 24
h. con agua a libre demanda. Transcurrido este tiempo se realizé la primera
administracion por via oral de los farmacos y las dosis correspondientes a evaluar.
La segunda administracion se efectu6 a 2.5 h después de la primera con las mismas
dosis. Los estomagos se examinaron 2.5 h después de la segunda administracion
de la siguiente manera: se sacrifican a las ratas por dislocacion cervical y se
remueve el estbmago. Inmediatamente se enjuaga con solucion salina al 0.9% para
posteriormente afadir formaldehido al 2% (1 ml) al interior del estbmago y se deja
reposar en un recipiente con formaldehido al 2% por 30 minutos. Una vez realizado
el procedimiento anterior, se abri6 el estbmago por la curvatura menor y se enjuago
el interior con solucién salina al 0.9%, para retirar el contenido gastrico. Una vez
extendido, se cuantifico el numero de lesiones (lUlceras y erosiones). Una vez
cuantificadas las lesiones, se establecio el area lesionada multiplicando el nimero
de lesiones por el tamafio de estas en milimetros (mm).

El control positivo fue indometacina a una dosis de 20 mg/kg. Las lesiones
generadas por la indometacina fueron tomadas como el 100% para compararlas

con las distintas dosis de los tratamientos a evaluar. Se empled la siguiente formula:

2
% Lesioén Numero de lesiones de un tratamiento dado (mm )

astrica ~ . . . : 2
9 Numero de lesiones de indometacina (mm )

x 100

6.5 Determinacion de Constipacion (Schulz et al., 1979; Manara et al., 1986)
Se realiz6 la medicion del trdnsito gastrointestinal usando la prueba de carboén
activado. Previo a los experimentos las ratas son privadas de alimento por 12 horas

con agua ad libitum. Posteriormente se administré los tratamientos individuales y
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combinados. 30 minutos después se administré una suspension al 5% de carbon
activado, 5% de goma arabiga en 0.2% de carboximetilcelulosa en un volumen de
2 ml. Esta suspension se administra via intragastrica y 30 minutos después los
animales son sacrificados por dislocacion cervical para remover el estbmago junto
con el intestino delgado. Para obtener la respuesta de porcentaje de motilidad
intestinal y determinar el efecto adverso de constipacion se medié la longitud del
intestino delgado desde el esfinter pilérico hasta la unién ileocecal y se medié
cuanto recorrido hizo el carbén activado. El porcentaje de trdnsito gastrointestinal

se obtiene con la siguiente formula:

Distancia recorrida por el carbon activado

o - x 100
% TGl Longitud total del intestino delgado.

6.6 Determinacion de la ccoordinacion motora
(Durham & Miya, 1957;L6pez-Rubalcava & Fernandez-Guasti, 1994)

Para evaluar el efecto sobre la coordinacidon motora se empleara la prueba de Rota-
rod. Se realizd colocando a las ratas sobre cilindros de 7 cm de diametro
obligdndolas a caminar a una velocidad de 11 rpm. La prueba consistio de 4
sesiones de marcha con periodos de tiempo de 5 minutos. Las sesiones se
organizan de la siguiente manera: Las primeras dos sesiones son de entrenamiento.
La tercera sesidn se realiza previo a la administracion de tratamientos.
Inmediatamente después de la tercera sesion se administraron los tratamientos.
Una hora post-administracion se realizé una ultima sesién donde se registro el
namero de caidas. Después de cada caida las ratas fueron colocadas

inmediatamente en el cilindro hasta completar el tiempo definido.

6.7 Esquema de administraciones repetidas (tolerancia)
Se evaluaron los efectos antinociceptivos en el nivel nociceptivo | (moderado), asi

como los efectos adversos (coordinacidon motora, lesiones gastricas, constipacion)
tras varias administraciones repetidas de los tratamientos individuales y
combinados, se realizé 1 administracion del analgésico o combinaciones cada 8

horas por 4 dias, es decir con un total de 12 administraciones (las administraciones
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se realizan a las 7:00, 15:00, 23:00 horas). Al quinto dia se realiz6 la determinacion
de efectos antinociceptivos y efectos adversos que producen los farmacos solos o

combinados antes descritos.

6.8 Disefio Experimental
Las dosis que se utilizaron fueron seleccionadas de un estudio previo en el

laboratorio bajo la misma condicion de dolor y tratamientos (Lépez-Mufioz et al.,
2004).

Para los efectos antinociceptivos se construyeron curvas dosis-respuesta a partir de
una n=5 animales con las siguientes dosis 0.56, 1.0, 1.78, 3.16 mg/kg de Ketorolaco
(Ket) y 10, 17.78, 23.71 31.62 mg/kg de tramadol (Tra). Se analizaron las dosis
individuales mas efectivas que corresponde a 3.16 y 31.62 (mg/kg) de Ket y Tra,
respectivamente. Las combinaciones empleadas que generan alta potenciacion
(C1) y maximo efecto antinociceptivo (C2) fueron Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg y
Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg, respectivamente. Los tratamientos individuales
y combinados seran evaluados posterior a generar los efectos nociceptivos de acido
arico al 30%(moderado), 50% (subintenso) y 50% x2(intenso) (nivel I, 11, lll). En cada
nivel fueron determinados los controles adecuados y un grupo Sham con la
inyeccion de aceite mineral utilizado como vehiculo para suspender el acido urico.
Para evaluar los efectos adversos (coordinacibn motora, lesiones gastricas,
constipacion) a partir de una n=5 animales se analizaron las dosis individuales mas
efectivas que corresponde a 3.16 y 31.62 (mg/kg) de Ket y Tra, respectivamente,
asi como las combinaciones que generan alta potenciacion (C1= Ket 0.56 mg/kg +
Tra 10 mg/kg) y mayor efecto antinociceptivo (C2= Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78
mg/kg). El control positivo para evaluar lesiones gastricas fue indometacina a una
dosis de 20 mg/kg. Como control para determinar los otros dos efectos adversos fue
empleada solucion salina al 0.9%.

Adicionalmente fueron evaluados los efectos antinociceptivos en el nivel moderado
y los efectos adversos (coordinacion motora, lesiones gastricas, constipacion) tras
12 administraciones repetidas de las dosis méas efectivas de los tratamientos

individuales de ketorolaco y tramadol (3.16 y 31.62 mg/kg respectivamente). Del
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mismo modo fueron evaluadas las combinaciones que generan alta potenciacion
(C1) y mayor efecto antinociceptivo C2.

Disefio Experimental-Efecto Antinociceptivo

n=5
i Tratamientos Tratamientos
Controles individuales combinados
I ‘ ] ' ]
1 [ ] f 1
T El mayor efecto Efecto de alta
Sham Ket (mglkg) -2 antinociceptivo Potenciacién
\ Ac. Urico 30% \ 0.56 10 Ket Ket
- - (mg/kg)
\ Ac. Urico 50% \ 1.0 17.78 1.78 0.56
- - + +
‘ Ac. Urico 50 % X 2 178 | 2.1 ‘ Tra Tra
3.16 31.62 \ 17.78 10
k \
Nivel
LILII
Diseiio Experimental-Efectos Adversos Disefio Experimental-Efecto Antinociceptivo
n=5 | [ n=5
‘ l J 1
. .. . , Administraciones
Tratamientos agudos y 12 administraciones repetidas. repetidas
| :
Ulceras (mgkg)
inani Coordinacion
Gastricas Constipacién motora Tra 31.62
. Carbén — Ket 3.16
[nt;%meta!clna activado Sol. salina o 1
mglkg 8milk e ra
Bmilk LA 05 + 10
|
Ket Tra
(mglkg) 178 + 17.78
Tra Ket Ket Tra Ket Tra .
3178 | | 316 | | (0.56) + (10) || (1.78) + (17.78) Ni\;el
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6.9 Andlisis estadistico

Los datos representan el promedio +/- error estandar (EE) con una n=5 por grupo.
La variable medida de antinocicepcion, expresa el porcentaje de indice de
funcionalidad (IF %). A partir del efecto antinociceptivo en el curso temporal (CT) de
una evaluacion de 4 horas en el modelo PIFIR, se obtiene el Area Bajo la Curva
(ABC) de las dosis individuales y combinadas de Ket y Tra. El ABC se calcula a
través de la regla trapezoidal (Gibaldi, 1991), el valor méximo asequible bajo estas
condiciones experimentales es de 375 unidades de area (ua), tomando en cuenta
el area del primer triangulo, ya que la primera determinacion se obtiene a las 0.5 h.
Las Curvas Dosis Respuesta (CDR) se construyeron con los efectos globales de los
CT. Para establecer el tipo de interaccion de las dos combinaciones propuestas (C1
y C2), se comparo los efectos obtenidos contra los efectos de la suma teérica de los
tratamientos individuales, si existian diferencias estadisticamente significativas se
consideraba interaccion del tipo supraditiva o de potenciacion. Del mismo modo si
no se encontraban diferencias estadisticas entre ambos grupos, se consideran
efectos aditivos. Lo anterior se realizé utilizando una prueba T de Student con
correccion de Bonferroni para muestras independientes, en caso de que los datos
se distribuyeran normalmente. Cuando los datos no presentaban una distribucion
normal segun la prueba de Shapiro-Wilk, se comparé a través de una prueba no
paramétrica de U de Mann-Whitney. Para contrastar el ABC e IF de los tratamientos
en distintos niveles de nocicepcion, se emple6 un andlisis de varianza (ANOVA),
seguido de pruebas post hoc. Cuando las varianzas fueron heterogéneas se utilizo
una prueba de Dunnett, por el contrario, cuando las varianzas fueron homogéneas,
se utiliz6 la prueba de Tukey. Para evaluar la tolerancia de los efectos
antinociceptivos y adversos, se comparo la administracion simple y repetida a través
de una prueba t de Student o U de Mann- Whitney segun la distribucion de
normalidad. Los andlisis estadisticos y graficos (CT, ABC y CDR) se llevaron a cabo
por medio del programa GraphPad Prism 8.0.1. La diferencia estadisticamente

significativa se considerd con un valor de p<0.05 (*).
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7. RESULTADOS

7.1 Controles
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Figura 20: Curso Temporal de tres niveles de nocicepcion: I, I, Ill (moderado, subintenso e

intenso) en el modelo PIFIR. CT del modelo de disfuncién inducida por dolor en rata (PIFIR), el eje
de las abscisas representa el tiempo en horas y el eje de las ordenadas el indice de funcionalidad
(%). Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo.

En el grupo Sham, la inyeccidn intraarticular del aceite mineral (vehiculo del acido
arico) no genera disminucion del indice de funcionalidad a través del tiempo. La
administracion intraarticular de acido urico con su vehiculo genera progresivamente
un descenso del IF%. Establecer un IF= 0% o <10% varia de acuerdo con el nivel
nociceptivo: en el nivel I, se alcanza hasta aproximadamente 2.5 h, después de la
administracién intraarticular, en el nivel Il, hasta las 2.0 h y en un nivel lll, hasta 1.5
h después. La administracion y evaluacion de los tratamientos analgésicos se
realiza durante el periodo de disfuncién total. La recuperacién espontanea del IF%
va en relacion con el nivel de intensidad de nocicepcidn; en un nivel de nocicepcion
moderado, se observa un aumento progresivo del IF% a las 5 h, mientras que para
el nivel subintenso e intenso, el tiempo recuperacion espontanea se va hasta las 48

y >72 h, respectivamente.
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7.2 Ketorolaco en diferentes niveles de nocicepcion

7.2.1 Nivel moderado
En la figura 21 se observa el curso temporal de Ket en las dosis empleadas (0.56,

1.00, 1.78 y 3.16 mg/kg) en un nivel moderado de nocicepcion. Destacando
pardmetros del CT, se observa que la latencia del inicio de accion para todas las
dosis fue de 30 minutos. La latencia al efecto maximo difiri6 en cada dosis siendo
de 1 hora para0.56 y 1.78 (mg/kg), de 1.5 h para 3.16 mg/kg y 2 h para 1.00 mg/kg.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) alas0.5hy 4
h de evaluacion con las dosis mas altas (1.78 y 3.16 mg/kg) respecto a las dosis
inferiores (0.56 y 1.00 mg/kg). Los efectos antinociceptivos se mantienen durante el
curso temporal evaluado de 4 horas para las dosis de 1.0, 1.78 y 3.16 (mg/kg). Los
efectos antinociceptivos después de una hora de administracion decrecen
progresivamente con la dosis inferior (0.56 mg/kg).

En la figura 22A se graficaron los efectos globales obtenidos del area bajo la curva
de los cursos temporales de las distintas dosis de Ket. Se encontraron diferencias
significativas (***p<0.001) del efecto antinociceptivo global de la dosis de 1.78 mg/kg
y 3.16mg/kg con respecto a la dosis inferior 0.56 mg/kg. Y diferencias estadisticas
(**p<0.01) de 0.56mg/kg vs 1.00 mg/kg. El Ket produjo un efecto antinociceptivo
representado como efecto global (ABC) dependiente de la dosis en un nivel
moderado de nocicepcion.

La figura 22B representa la CDR de Ket en el nivel moderado, se puede observar

gue la dosis antinociceptiva eficaz fue 3.16 mg/kg.

Ketorolaco Efectos globales Latenciainicio | Latencia efecto
(mg/kg) (ABC) £ EE accion (h) maximo (h)
0.56 109.66 + 16.75 0.5 1.0
1.00 211.20 £ 27.78 0.5 2.0
1.78 250.41 £11.97 0.5 1.0
3.16 286.79 + 15.02 0.5 15

Tabla 1. Parametros obtenidos del curso temporal y efectos globales (ABC) en unidades de
area (ua) de las dosis de ket en un nivel moderado de nocicepcion.
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Figura 21. CT de las dosis individuales de ketorolaco, en un nivel moderado de nocicepcion,
en el modelo PIFIR. Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. A las 0.5 hy 4h
***n<0.001 vs 1.0, 1.78 y 3.16 mg/kg. Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 22. A) Efectos antinociceptivos globales de las dosis individuales de ketorolaco
obtenidos como ABC del CT en un nivel moderado de nocicepcidon. B) CDR del efecto
antinociceptivo de ketorolaco en intensidad moderada. A y B: Los datos representan la media
+/- error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 y **p<0.01 vs 0.56 mg/kg. Anova de una via, seguido de
una prueba Tukey.
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7.2.2 Nivel subintenso

En la figura 23 se observa el curso temporal de Ket en las dosis empleadas (0.56,
1.00, 1.78 y 3.16 mg/kg) en un nivel subintenso de nocicepcion. Destacando
paradmetros del CT, se identificd que la latencia del inicio de accion para todas las
dosis fue de 30 minutos. La latencia al efecto méaximo difirié6 en cada dosis siendo
de 1 hora para 0.56 y 1.78 (mg/kg), de 0.5 h para 1.00 mg/kg y 2 h para 3.16 mg/kg.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) alas0.5hy 4
h de evaluacién con la dosis mas alta de 3.16 mg/kg respecto a todas las dosis
inferiores a (0.56, 1.00 y 1.78 mg/kg). Las dosis mas altas (3.16 y 1.78 mg/kg)
mantienen sus efectos a través del tiempo. Con las dosis inferiores (0.56 y
1.00mg/kg) el efecto evaluado después de una hora de administracion decrece
progresivamente a través del tiempo.

En la figura 24A se encuentran graficados los efectos globales del &rea bajo la curva
de los cursos temporales de las distintas dosis de Ket en el nivel subintenso. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (***p<0.001) del efecto
antinociceptivo global de la dosis mas alta que fue 3.16 mg/kg con respecto a las
dosis inferiores utilizadas (0.56, 1.00 y 1.78 mg/kg). El Ket produjo un efecto
antinociceptivo representado como efecto global (ABC) dependiente de la dosis en
un nivel subintenso de nocicepcion.

La figura 24B representa la CDR de Ket en el nivel subintenso, se puede observar
gue la dosis eficaz fue 3.16 mg/kg y las dosis inferiores (0.56 y 1.00mg/kg) redujeron

su efecto a 51.38 y 72.68 unidades area, respectivamente.

Ketorolaco Efectos globales | Latenciainicio [Latencia efecto
(mg/kq) (ABC) £+ EE accion (h) maximo (h)
0.56 51.38 £6.73 0.5 1.0
1.00 72.68 + 13.89 0.5 0.5
1.78 212.55 + 18.02 0.5 1.0
3.16 314.02 + 16.07 0.5 2.0

Tabla 2. Parametros obtenidos del curso temporal y efectos globales (ABC) en unidades de
area (ua) de las dosis de ketorolaco en un nivel subintenso de nocicepcion.
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Figura 23. CT de las dosis individuales de ketorolaco en un nivel subintenso de nocicepcion,
en el modelo PIFIR. Los datos representan la media +/- error estdndar, n=5/grupo. A las 0.5h y 4h
***n<0.001 vs 0.56, 1.0 y 1.78mg/kg. Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 24. A) Efectos globales de las dosis individuales de ketorolaco obtenidos como ABC
de los CT en el nivel subintenso de nocicepcién. B) CDR del efecto antinociceptivo de
ketorolaco en el nivel Il (subintenso). A y B: Los datos representan la media +/- error estandar,
n=5/grupo. ***p<0.001 vs 3.16 mg/kg. Anova de una via, seguido de una prueba Tukey.
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7.2.3 Nivel intenso

En la figura 25 se observa el curso temporal de Ket en las dosis empleadas (0.56,
1.00, 1.78 y 3.16 mg/kg) en un nivel intenso de nocicepcion. En esta figura se
identifica que la latencia del inicio de accion se extendio para todas las dosis a 1.5
h. No existieron diferencias significativas en el indice de funcionalidad, el cual
permanecio por debajo del 10% a través del tiempo con tres dosis (0.56, 1.0, 1.78
mg/kg). La dosis més alta de 3.16 mg/kg presenté diferencia significativa (**p<0.01)
alas 2.5 h en el CT con respecto a las demas dosis y alcanzando solo un IF%
maximo de 24.11%. No se encontraron diferencias estadisticas (ns) alas 0.5 hy 4
h en el CT para los efectos de Ket, en las dosis experimentales, en un nivel Il de
nocicepcion (intenso). Para todas las dosis, el efecto evaluado después de una
hora de administracion decrece progresivamente a través del tiempo.

En la figura 26A se encuentran graficados los efectos globales (ABC) de Ket en el
nivel intenso. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (ns) del
efecto antinociceptivo global de las dosis experimentales. El Ket no produce un
efecto antinociceptivo representado como efecto global (ABC) dependiente de la
dosis en un nivel intenso de nocicepcion.

La figura 26B representa la CDR de Ket en el nivel intenso. En el nivel I, no se
observa una CDR clasica, ya que los efectos obtenidos por ABC no son

significativos entre las dosis experimentales.

Ketorolaco (mg/kg) Efectos globales Laten(.:i,a inicio Latepgia efecto
(ABC) £ EE accion (h) maximo (h)
0.56 12.85 +6.73 1.5 1.5
1.00 18.99 + 8.00 1.5 1.5
1.78 35.46 + 18.11 1.5 3.5
3.16 45.76 £ 13.45 1.5 2.5

Tabla 3. Parametros obtenidos del curso temporal y efectos globales (ABC) en unidades de
area (ua) de las dosis de ketorolaco en un nivel intenso de nocicepcién.
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Figura 25. CT de las dosis individuales de ketorolaco en un nivel intenso de nocicepcion en
el modelo PIFIR. Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. **p<0.01 vs 3.16

mg/kg a las 2.5 h en el CT. Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 26. A) Efectos globales de las dosis individuales de ketorolaco obtenidos como ABC
del CT en un nivel intenso de nocicepcién. B) CDR del efecto antinociceptivo de ketorolaco
en el nivel lll. Ay B: Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (ns) del efecto antinociceptivo global de las dosis
experimentales. Anova de una via, seguido de una prueba Tukey.
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7.2.4 Comparativa de ketorolaco en diferentes niveles de nocicepcion

En la figura 27 se observa el comportamiento antinociceptivo representado por area
bajo la curva obtenido de los CT de cuatro dosis de ketorolaco, administrado por via
oral, en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso). La dosis
inferior de 0.56 mg/kg presentd diferencias estadisticas (**p<0.01) entre el nivel
moderado y el nivel subintenso. En la misma dosis (0.56 mg/kg) hubo diferencias
estadisticamente significativas (***p<0.001) entre el nivel de nocicepcién moderado
e intenso. Con la dosis de 1.00 mg/kg, persistieron las diferencias estadisticas
(***p<0.001) en el efecto evaluado entre el nivel moderado, subintenso e intenso.
Con las dosis mas altas de ket (1.78 y 3.16 mg/kg) no existio diferencia significativa
entre los niveles moderado y subintenso, pero si hallando diferencia estadistica
(***p<0.001) con el nivel intenso. En un nivel intenso de nocicepcion, los efectos de
Ket se vieron reducidos con una diferencia estadisticamente significativa
(***p<0.001) comparados con los efectos en un moderado y subintenso.

En la tabla 4 son representados los efectos globales, obtenidos del area bajo la
curva de cada dosis experimental de Ket, en los diferentes niveles de nocicepcion.
Se puede notar que los efectos en unidades de area van disminuyendo conforme
se aumenta la intensidad de dolor. En la columna 4 y 6 de la tabla 4 se coloco el
porcentaje de reduccién del efecto antinociceptivo entre los niveles subintenso e

intenso, comparado con el nivel moderado de nocicepcion.

Ket Moderado | Subintenso | Reduccion Intenso Reduccioén
(mg/kg) | (ABC)ua (ABC) ua del efecto (ABC)ua | del efecto
+ EE + EE (%) entre + EE (%) entre
Nivel 1y I Nivel 1y llI
0.56 109.66 + 51.36 53.17 12.85 + 88.29
16.75 6.73 6.37
1.0 211.2 + 72.68 + 65.58 18.99 + 91.00
27.78 13.89 8.00
1.78 250.4 + 214.2 + 14.45 35.46 + 85.83
11.97 18.02 18.11
3.16 286.8 = 314 + Incremento 45.76 84.04
15.02 16.07 9.4 13.45

Tabla 4. Efectos globales (ABC) en unidades de area de los efectos antinociceptivos de
ketorolaco en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso) en el modelo PIFIR.
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Figura 27. Efectos globales antinociceptivos de ketorolaco expresados en area bajo la curva
(ABC) obtenidos de los CT en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso)
en el modelo PIFIR. Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. Con la dosis de
0.56mg/kg **p<0.01 vs moderado, ***p<0.001 vs moderado. En la dosis de 1.00 mg/kg, (***p<0.001)
vs moderado. Sin diferencia significativa (ns) con las dosis de 1.78 y 3.16 mg/kg en el nivel moderado
y subintenso. ***p<0.001 vs moderado y subintenso. Anova de dos vias, seguido de una prueba post
hoc, Tukey.
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Figura 28: Curva dosis respuesta de ketorolaco después administracién oral, en diferentes
niveles de nocicepcion en el modelo PIFIR. Los datos representan la media +/- error estandar,
n=5/grupo. El eje X representa los efectos antinociceptivos expresados como ABC obtenido de los
CT. El eje Y representa las dosis empleadas de Ket en mg/kg.
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7.3 Tramadol en diferentes niveles de nocicepcion

7.3.1 Nivel moderado
En la figura 29 se observa el curso temporal del Tra en las dosis empleadas (10,

17.78, 23.71 y 31.62 mg/kg) en un nivel moderado de nocicepcién. Destacando
parametros del CT, se observa que la latencia del inicio de accion para todas las
dosis fue de 30 minutos. La latencia al efecto maximo difirié6 en cada dosis, siendo
de 1 hora para 10 mg/kg, de 1.5 h para 17.78 y 23.71 (mg/kg) y 2 h para 31.62
mg/kg. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (***p<0.001) a las
0.5 hy 4.0 h de la evaluacion entre dos dosis experimentales (23.71 y 31.62 mg/kg)
y la dosis inferior de 10 mg/kg. Existe también diferencia significativa (**p<01) con
la dosis de 10mg/kg respecto a 17.78 mg/kg a las 0.5 hy 4 h. Una vez llegando al
efecto maximo en la curva del CT, los efectos con las dosis de 17.78 y 23.71 (mg/kg)
decrecen a través del tiempo. La duracién del IF% con la dosis de 31.62 mg/kg
permanecen durante la evaluacion de 4 h. Con la dosis inferior de 10 mg/kg el IF%
permanece por debajo del 10% durante el tiempo experimental.

En la figura 302 son graficados los efectos globales obtenidos del area bajo la curva
de los cursos temporales de las distintas dosis de Tra. Se encontraron diferencias
significativas (***p<0.001) del efecto antinociceptivo entre todas las dosis
experimentales. El Tra produjo un efecto antinociceptivo representado como efecto
global (ABC) dependiente de la dosis en un nivel moderado de nocicepcion.

La figura 30B representa la CDR de Tra en el nivel moderado, se puede observar

gue la dosis mas efectiva fue 31.62 mg/kg.

Tramadol Efectos globales Latenciainicio | Latencia efecto
(mg/kg) (ABC) £ EE accion (h) maximo (h)
10 16.74 + 5.90 0.5 1.0
17.78 126.76 £ 18.12 0.5 15
23.71 234.83 + 24.48 0.5 15
31.62 335.11 +5.60 0.5 2.0

Tabla 5. Pardmetros obtenidos del curso temporal y efectos globales (ABC) en unidades de
area (ua) de las dosis de tramadol en un nivel moderado de nocicepcion.
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Figura 29. CT de las dosis individuales de tramadol, en el modelo PIFIR, en un nivel moderado
de nocicepcién. Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 a las 0.5
hy 4.0 h vs 10 mg/kg y una diferencia significativa **p<01 vs 10 mg/kg. Anova de dos vias, seguido
de una prueba Tukey.
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Figura 30. A) Efectos globales de las dosis individuales de tramadol obtenidos como ABC de
los CT en un nivel moderado de nocicepcion. B) CDR del efecto antinociceptivo de tramadol
en el nivel I. Ay B: Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. Existen diferencias
estadisticamente significativas (***p<0.001) entre todas las dosis experimentales. Anova de una via,
seguido de una prueba Tukey.
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7.3.2 Nivel subintenso

En la figura 31 se observa el curso temporal de Tra en las dosis empleadas (10,
17.78, 23.71 y 31.62 mg/kg) en un nivel subintenso de nocicepcion. Destacando
parametros del CT, se observa que la latencia del inicio de accion para todas las
dosis fue de 30 minutos. La latencia al efecto maximo difirid en cada dosis, siendo
de 1.5 horas para 10, 17.78 y 23.71 (mg/kg), y de 1.5 h para 31.62 mg/kg. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (***p<0.001) alas 0.5 h entre
tres dosis experimentales (17.78, 23.71 y 31.62 mg/kg) y la dosis inferior de 10
mg/kg. Una vez llegando al efecto méximo en la curva del CT, el efecto
antinociceptivo con las dosis de 17.78 mg/kg decae a través del tiempo. El efecto
de la dosis mas alta (31.62 mg/kg) permanece durante el tiempo de evaluacién (4
h). Con la dosis inferior de 10 mg/kg el IF% permanece por debajo del 10% durante
el tiempo experimental.

En la figura 32A se graficaron los efectos globales obtenidos del area bajo la curva
de los cursos temporales de las distintas dosis de Tra. Se encontraron diferencias
significativas (***p<0.001) del efecto antinociceptivo entre las dosis experimentales
inferiores (10 y 17.78 mg/kg) y la dosis mas alta (31.62 mg/kg). Existe diferencia
estadistica (*p<0.05) entre la dosis de 23.71mg/kg y 31.62 mg/kg. EIl Tra produjo
un efecto antinociceptivo representado como efecto global (ABC) dependiente de la
dosis en un nivel subintenso de nocicepcion.

La figura 32B representa la CDR de Tra en el nivel subintenso, se puede observar

que la dosis mas efectiva fue 31.62 mg/kg.

Tramadol (mg/kg) Efectos globales Laten(_:i,a inicio Late,nc_ia efecto
(ABC) £ EE accion (h) maximo (h)
10 25.27 + 4.36 0.5 15
17.78 139.94 + 14.68 0.5 1.5
23.71 197.32 £ 21.29 0.5 15
31.62 271.55 + 17.87 0.5 1.0

Tabla 6. Parametros obtenidos del curso temporal y efectos globales (ABC) en unidades de
area (ua) de las dosis de Tra en un nivel subintenso de nocicepcion.
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Figura 31. CT de las dosis individuales de Tra en un nivel subintenso de nocicepcion, en el
modelo PIFIR. Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001a las 0.5 h
vs 10 mg/kg. Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 32. A) Efectos globales de las dosis individuales de Tra obtenidos del ABC de los CT
en un nivel subintenso de nocicepcion. B) CDR del efecto antinociceptivo de Tra en un nivel
subintenso de nocicepcién. Ay B: Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo.
***p<0.001 vs 31.62 mg/kg. *p<0.05 vs 31.62 mg/kg. Anova de una via, seguido de una prueba
Tukey.
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7.3.3 Nivel intenso

En la figura 33 se observa el curso temporal de Tra en las dosis empleadas (10,
17.78, 23.71 y 31.62 mg/kg) en un nivel intenso de nocicepcion. Destacando
parametros del CT, se observa que la latencia del inicio de accion para todas las
dosis fue de 30 minutos, exceptuando la dosis inferior (10 mg/kg) donde no se
observo una respuesta en el aumento de IF%. La latencia al efecto maximo difirid
en cada dosis, siendo de 2.0 horas para 17.78 mg/kg, de 1.5 h para 23.71 mg/kg y
de 1.0 h para 31.62 mg/kg. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (***p<0.001) a las 0.5 h entre dos dosis empleadas (23.71 y 31.62
mg/kg) y la dosis inferior de 10 mg/kg. Se encontr¢ diferencia (**p<0.01) alas 0.5 h
en los efectos de 10 mg/kg vs 17.78 mg/kg. Una vez llegando al efecto maximo en
la curva del CT en cada dosis, se observa posteriormente un descenso del IF% a
través del tiempo.

En la figura 34A se graficaron los efectos globales obtenidos del area bajo la curva
de los cursos temporales de las distintas dosis de Tra. Se encontraron diferencias
significativas (**p<0.001) del efecto antinociceptivo (ABC) entre dos dosis
experimentales (23.71 y 31.62 mg/kg) y la dosis inferior de 10 mg/kg. Existe
diferencia estadistica (**p<0.01) entre la dosis de 10 mg/kg y 17.78 mg/kg. EIl Tra
produjo un efecto antinociceptivo representado como efecto global (ABC)
dependiente de la dosis en un nivel intenso de nocicepcion.

La figura 34B representa la CDR de Tra en el nivel intenso, se puede observar que

la dosis mas efectiva fue 31.62 mg/kg.

Tramadol (mg/kg) Efectos globales Latengi'a inicio Latepqia efecto
(ABC) £ EE accion (h) maximo (h)
10 4.13+1.88 0.5 0
17.78 112.92 + 20 0.5 2.0
23.71 180.35 + 20.24 0.5 1.5
31.62 238.59 + 24.24 0.5 1.0

Tabla 7. Pardmetros obtenidos del curso temporal y efectos globales (ABC) en unidades de
area (ua) de las dosis de Tra en un nivel intenso de nocicepcion.
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Figura 33. CT de las dosis individuales de Traen un nivel intenso de nocicepcidn, en el modelo
PIFIR. Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 a las 0.5 h vs 10
mg/kg. Diferencia significativa **p<0.01 vs 10 mg/kg en el tiempo de 0.5 h. Anova de dos vias,
seguido de una prueba Tukey.
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Figura 34. A) Efectos globales de las dosis individuales de Tra en un nivel subintenso de
nocicepcion, en el modelo PIFIR. B) CDR del efecto antinociceptivo de Tra en el nivel Ill. Ay
B: Los datos representan la media +/- error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 vs 10 mg/kg. **p<0.01
vs 10 mg/kg. Anova de una via, seguido de una prueba Tukey.
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7.3.4 Comparativa de tramadol en tres niveles de nocicepcion

En la figura 35 se observa el comportamiento antinociceptivo representado por area
bajo la curva obtenido de los CT de cuatro dosis de tramadol (10,17.78,23.71 y

31.62 mg/kg), administrado por via oral, en tres niveles de nocicepcion (moderado,

subintenso e intenso). No existen diferencias estadisticas entre los efectos

antinociceptivos la dosis de 10, 17.78 y 23.71 (mg/k) en los diferentes niveles

nocicepcion. Existen diferencias significativas (**p<0.01) de los efectos globales

(ABC) de la dosis mas alta (31.62 mg/kg) en un nivel moderado e intenso de

nocicepcién. Existe una reduccién del efecto global de la dosis de 31.62 mg/kg del

28.80% en el nivel intenso, con respecto al nivel moderado.

Moderado Subintenso Intenso
Tramadol (mg/kg) |Efectos globales |Efectos globales| Efectos globales
(ABC) £ EE (ABC) £ EE (ABC) £+ EE
10 16.74 £ 5.90 25.27 + 4.36 4.13+1.88
17.78 126.8 + 18.12 139.9 + 14.68 112.92 + 20
23.71 234.8 + 24.48 197.3 +21.29 180.35 + 20.04
31.62 335.1 £ 5.60 271.6 £17.87 238.59 £ 24.24

Tabla 8. Efectos globales (ABC) en unidades de area de los efectos antinociceptivos de Tra
en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso) en el modelo PIFIR.
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Figura 35. Efectos globales (ABC) antinociceptivos de tramadol en tres niveles de nocicepcion
(moderado, subintenso e intenso) en el modelo PIFIR. Sin diferencia significativa (ns). **p<0.01
vs moderado y subintenso. Anova de dos vias, seguido de una prueba post hoc, Tukey.

66



-0~ Nivel Moderado
5 250 L] Nivel Subitenso
° 200~ - Nivel Intenso

O | T 1
0.1 1 10 100

Dosis (mg/kg p.o)

Figura 36. Curva dosis respuesta de ketorolaco, en diferentes niveles de nocicepcidn
(moderado, subintenso e intenso) en el modelo PIFIR. Los datos representan la media +/- error
estandar, n=5/grupo. El eje X representa los efectos antinociceptivos expresados como ABC
obtenido de los CT. El eje Y representa las dosis empleadas de Ket en mg/kg.

7.4 Ketorolaco y tramadol en tres niveles de nocicepcion

En la figura 37 se muestran las CDR de Ket y Tra, tras administracion por via oral,
en tres niveles de nocicepcién (moderado, subintenso e intenso). En la CDR, de Ket
y Tra en el nivel moderado, las dosis mas efectivas fueron 3.16mg/kg y 31.62 mg/kg,
respectivamente. No se encuentran diferencias significativas (ns) en los efetos
globales de Kety Tra, con respecto a sus dosis mas efectivas en un nivel moderado
de nocicepcién. La dosis para alcanzar un efecto de 200 unidades de area del ABC
de los CT es de 1.37 mg/kg para el Kety de 22.22 mg/kg para Tra, interpretando
gue el Ket es 16 veces mas potente que el Tra, en un nivel moderado. En la CDR,
de Ket y Tra en el nivel subintenso, las dosis eficaces fueron 3.16mg/kg y 31.62
mg/kg, respectivamente. No se encuentran diferencias significativas (ns) en los
efetos globales de Ket y Tra, con respecto a sus dosis eficaces en el nivel
subintenso. La dosis para alcanzar un efecto de 200 unidades de area de ABC de
los CT es de 1.97 mg/kg para el ket y de 24.45 mg/kg para Tra, interpretando que
el Ket es 12 veces mas potente que el Tra, en un nivel subintenso de nocicepcion.

En la CDR, las dosis mas efectivas de Tra fue de 31.62 mg/kg en un nivel intenso
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de nocicepcidon. No hubo una respuesta en los efectos antinociceptivos de Ket en
este nivel nociceptivo (intenso). Existen diferencias estadisticamente significativas
(***p<0.001) en los efetos globales antinociceptivos de los tratamientos, resaltando
gue Tra tiene mayor eficacia que Ket en un nivel intenso de nocicepcion artritica, en
el modelo PIFIR.

Nivel | Nivel Il Nivel Il
Parametros (Moderado) (Subintenso) (Intenso)
Ket Tra Ket Tra Ket Tra
Emax (ABC) 286.8 335.1+ 314 + 2716+ | 45.76+ | 238.59+
ua* EE 15.02 5.60 16.07 17.87 13.45 24.24
Eficacia Tra > Ket Ket > Tra Tra > Ket
Dosis/200 1.37 22.22 1.97 24.45 No 26.84
(ABC) ua mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg existen mg/kg
efectos
Potencia Ket 16 veces > Tra Ket 12 veces > Tra Sin determinar

Tabla 9. Comparativa de la respuesta antinociceptiva (eficacia y potencia) de ketorolaco y
tramadol, tras administracién por via oral, en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e
intenso), en el modelo PIFIR.
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Figura 37. Curvas dosis respuesta de ketorolaco y tramadol, tras administracion por via oral, en
tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso) en el modelo PIFIR. Los datos
representan la media +/- error estdndar, n=5/grupo. El eje X representa los efectos antinociceptivos
expresados como ABC obtenido de los CT. El eje Y representa las dosis empleadas de Kety Tra en
mg/kg. ***p<0.001 vs Ket y Tra en el nivel moderado, subintenso e intenso. Anova de una via,
seguido de una prueba post hoc, tukey.
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7.5 Combinacién 1 (alto efecto de potenciacion) en diferentes niveles de
nocicepcion

7.5.1 Nivel moderado

En la figura 38 se observan el curso temporal de los efectos antinociceptivos en el
nivel moderado, de la combinacion 1; conformada por 0.56mg/kg de Ket + 10 mg/kg
de Tra. También se graficaron las dosis individuales (0.56mg/kg y 10mg/kg) de Ket
y Tra. En pardmetros obtenidos en el CT, la latencia al inicio de accién de la C1y
los componentes individuales, fue de 0.5 h. Existe diferencia estadisticamente
significativa (***p<0.001) a la hora de evaluacion entre la C1 vs Ket y Tra. Después
de alcanzar el efecto maximo obtenido a la hora en el CT, los efectos de la C1, Ket
y Tra decrecen a través del tiempo.

En la figura 39, fueron graficados los efectos globales, obtenidos del &rea bajo la
curva de los CT de C1 en el nivel moderado de nocicepcion. El efecto global de Tra
10 mg/kg fue de 16.74 + 12.69 ua. El efecto global de Ket 0.56 mg/kg fue de 109.66
+ 16.75 ua. La suma teodrica de Ket + Tra en las dosis anteriormente mencionados
fue 126.4 £ 12.76. Existe diferencia estadisticamente significativa (***p<0.001) entre
la C1 y la suma teorica, encontrando una interaccion farmacoloégica con efectos

supraaditivos o de potenciacion del 101%, con efectos globales de 252.93 + 5.9.

Tramadol (mg/kQg) Efectos globales
(ABC) + EE
Tra 10 16.74 + 12.69
Ket 0.56 109.66 + 16.75
Suma tedrica 126.4 £12.76
Interaccion farmacoldgica:
Ket 0.56 + Tra 10 252.93+5.9 Efectos supraaditivos
101%

Tabla 10. Efectos globales (ABC) de la combinacién 1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y de
sus componentes individuales. Resultado de la interaccion farmacoldgica de la Combinacion 1 (de
maxima potenciacién) en el nivel moderado de nocicepcion.
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Figura 38. Curso temporal de las dosis individuales de Ket (0.56mg/kg), Tra (10 mg/kg) y C1
(Ket 0.56mg/kg +Tra 10 mg/kg) en el nivel moderado de nocicepcidn, en el modelo PIFIR. Los
datos representan la media * error estandar, n=5/grupo. (***p<0.001) a 1.0 h vs Ket (0.56mg/kg) y
Tra (10 mg/kg). Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 39. Efecto antinociceptivo global (ABC) de las dosis individuales de ketorolaco
(0.56mg/kg), tramadol (10 mg/kg) y combinacién 1 (Ket 0.56mg/kg +Tra 10 mg/kg) en el nivel
moderado de nocicepcion, en el modelo PIFIR. Los datos representan la media + error estandar,
n=5/grupo. (***p<0.001) vs suma tedrica. Prueba t de Student con correccion de Bonferroni.
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7.5.2 Nivel subintenso

En la figura 40 se observan el curso temporal de los efectos antinociceptivos en el
nivel subintenso, de la combinacién 1; conformada por 0.56mg/kg de Ket + 10 mg/kg
de Tra. También se graficaron las dosis individuales (0.56mg/kg y 10mg/kg) de Ket
y Tra. En parametros obtenidos en el CT, la latencia al inicio de accion de la
combinacién 1 y los componentes individuales, fue de 0.5 h. Existe diferencia
estadisticamente significativa (***p<0.001) a la hora de evaluacién entre la C1 vs
Ket y Tra. Después de alcanzar el efecto maximo obtenido a la hora en el CT, los

efectos de la C1, Kety Tra decrecen a través del tiempo.

En la figura 41, se graficaron los efectos globales, obtenidos del &rea bajo la curva
de los CT de C1 en el nivel subintenso de nocicepcion. El efecto global de Tra 10
mg/kg fue de 25.27 + 4.36 ua. El efecto global de Ket 0.56 mg/kg fue de 51.36 +
6.73 ua. La suma tedrica de Ket + Tra en las dosis anteriormente mencionados fue
76.63 = 5.67. Existe diferencia estadisticamente significativa (***p<0.001) entre la
Cl y la suma tedrica, encontrando una interaccion farmacoloégica con efectos

supraaditivos o de potenciacion del 76 %, con efectos globales de 134.57 + 21.69.

Efectos globales

Tramadol (mg/kg) (ABC)gi EE
Tra 10 25.27 £ 4.36

Ket 0.56 51.36 £ 6.73

- 76.63 £ 5.67

Suma teorica
Interaccion farmacologica:
Ket 0.56 + Tra 10 134.57 £ 21.69 Efectos supraaditivos
76 %

Tabla 11. Efectos globales (ABC) de la combinaciéon 1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y de
sus componentes individuales. Resultado de la interaccién farmacoldgica de la Combinacion 1 en
el nivel subintenso de nocicepcién.
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Figura 40. CT de las dosis individuales de Ket (0.56mg/kg), Tra (10 mg/kg) y C1 (Ket 0.56mg/kg
+Tra 10 mg/kg) en el nivel subintenso de nocicepcion, en el modelo PIFIR. Los datos
representan la media * error estandar, n=5/grupo. (***p<0.001) a 1.0 h vs Ket (0.56mg/kg) y Tra (10
mg/kg). Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 41. Efecto antinociceptivo global (ABC) de las dosis individuales de Ket (0.56mg/kg),
Tra (10 mg/kg) y C1 (Ket 0.56mg/kg +Tra 10 mg/kg) en el nivel subintenso de nocicepcidn, en
el modelo PIFIR. Los datos representan la media + error estandar, n=5/grupo. (***p<0.001) vs suma
tedrica. Prueba t de Student con correccion de Bonferroni.
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7.5.3 Nivel intenso

En la figura 42 se observa el curso temporal de los efectos antinociceptivos en el

nivel intenso, de la combinacién 1; conformada por 0.56mg/kg de Ket + 10 mg/kg

de Tra. También se graficaron las dosis individuales (0.56mg/kg y 10mg/kg) de Ket

y Tra. Existe diferencia estadisticamente significativa (***p<0.001) a la hora de

evaluacion entre la C1 vs Tra.

En la figura 43, se graficaron los efectos globales, obtenidos del area bajo la curva
de los CT. El efecto global de Tra 10 mg/kg fue de 4.13 + 1.88 ua. El efecto global

de Ket 0.56 mg/kg fue de 12.85 + 6.37 ua. La suma tedrica de Ket + Tra en las dosis

anteriormente mencionados fue 16.98 + 6.64. No existe diferencia estadisticamente

significativa (ns) entre la C1 y la suma teérica, encontrando una interaccion

farmacoldgica con efectos aditivos, con efectos globales de 48.49 + 25.2 ua.

Tramadol (mg/kg)

Efectos globales

(ABC) £ EE
Tra 10 4.13+1.88
Ket 0.56 12.85 + 6.37
L 16.98 + 6.64
Suma teorica
Ket 0.56 + Tra 10 48.49 + 25.2 Interaccion farmacologica:

Efectos aditivos

Tabla 12. Efectos globales (ABC) de la combinacion 1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y de
sus componentes individuales. Resultado de la interaccién farmacoldgica de la Combinacion 1 en

el nivel intenso de nocicepcién.
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Figura 42. CT de las dosis individuales de Ket (0.56mg/kg), Tra (10 mg/kg) y C1 (Ket 0.56mg/kg
+Tra 10 mg/kg) en el nivel intenso de nocicepcion, en el modelo PIFIR. Los datos representan
la media + error estandar, n=5/grupo. (***p<0.001) a 1.0 h vs Tra (10 mg/kg). Anova de dos vias,
seguido de una prueba Tukey.
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Figura 43. Efecto antinociceptivo global (ABC) de las dosis individuales de Ket (0.56mg/kg),
Tra (10 mg/kg) y C1 (Ket 0.56mg/kg +Tra 10 mg/kg) en el nivel intenso de nocicepcion, en el
modelo PIFIR. Los datos representan la media + error estandar, n=5/grupo. No significancia
estadistica (ns) vs suma tedrica. Prueba t de Student con correccién de Bonferroni.
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7.5.4 Comparativa de C1 en diferentes niveles de nocicepcion

En la figura 44 se muestran los efectos globales de las dosis individuales de Ket
(0.56mg/kg), Tra (10 mg/kg) y la combinacion 1 (Ket 0.56mg/kg + Tra 10 mg/kg) en
tres niveles de nocicepcion artritica (moderado, subintenso e intenso), en el modelo
PIFIR. No existe diferencia significativa (ns) con la dosis individual de Tra en tres
niveles evaluados. La dosis individual de Ket presenta diferencia entre las
intensidades de nocicepcién, viéndose reducidos los efectos conforme se
incrementa la intensidad. Para el nivel subintenso hay diferencia estadistica
(**p<0.01) de la dosis de Ket (0.56 mg/kg) con respecto al nivel moderado, mientras
gue para un nivel intenso la diferencia se incrementa (***p<0.001). La combinacién
1 sufre cambios en la interaccién farmacoldgica de los efectos antinociceptivos
evaluados entre los niveles experimentales. En un nivel moderado de nocicepcion,
la C1 arrojo un resultado de efectos supraaditivos del 101% con respecto a su suma
tedrica. Para el nivel subintenso esta combinacion (C1) permanecio con efectos de
potenciacion del 75%, viéndose claramente reducido la interaccion en un 26% con
respecto al nivel moderado. Para el nivel intenso, la C1 genero efectos aditivos o de

suma, con efectos globales de 21.17 + 10.19 ua.

DOSIS MODERADO SUBINTENSO INTENSO
(mg/kg) Efectos globales Efectos globales Efectos globales
(ABC) £ EE (ABC) £ EE (ABC) £ EE
Tra 10 16.74+£5.9 25.27 + 4.36 413+1.88
Ket 0.56 109.56 + 16.8 51.36 £6.73 12.85 +6.37
Suma tegdrica 126.4+12.6 76.63 £ 5.67 16.98 +£4.70
C1 252.93+5.9 13457 +£21.7 21.17 £10.19
Interaccién Potenciacion Potenciacion (75%) Aditivos
(101%)

Tabla 13. Comparativa de los efectos globales (ABC) antinociceptivos de la combinacion 1
(Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e
intenso), en el modelo PIFIR. Resultado de interaccién farmacoldgica de la C1 en los tres niveles
experimentales.
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Figura 44. Efectos antinociceptivos de la combinacion 1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg)
expresados en &rea bajo la curva (ABC) obtenidos de los CT en tres niveles de nocicepcién
(moderado, subintenso e intenso), modelo PIFIR. Los datos representan la media + error

estandar, n=5/grupo. No significancia estadistica (ns) en Tra 10 mg/kg. Ket 0.56mg/kg, **p<0.01 vs
Moderado. Ket 0.56mg/kg, ***p<0.001 vs Moderado. C1, ***p<0.001 vs Nivel intenso. Anova de vias,
seguido de una prueba post hoc, tukey.

7.6 Combinacién 2 (de maximo efecto) en diferentes niveles de nocicepcion
7.6.1 Nivel moderado

En la figura 45 se observan el curso temporal de los efectos antinociceptivos en el
nivel moderado, de la combinaciéon 2; conformada por 1.78 mg/kg de Ket + 17.78
mg/kg de Tra. También fueron graficadas las dosis individuales (1.78 mg/kgy 17.78
mg/kg) de Kety Tra. En parametros obtenidos en el CT, la latencia al inicio de accion
de la combinacion 2 y los componentes individuales, fue de 0.5 h. Existe diferencia
estadisticamente significativa (***p<0.001) a las 0.5 h y 4h de evaluacion entre la
C2 vs Kety Tra. Después de alcanzar el efecto maximo obtenido a la hora en el CT,
los efectos de la C2 y de Ket permanece durante las 4 h de evaluacion. Después de
2.5 henel CT el IF% decrecen a través del tiempo con los efectos de 17.78 mg/kg
de Tra.

En la figura 46 se graficaron los efectos globales, obtenidos del area bajo la curva
de los CT. El efecto global de Tra 17.78 mg/kg fue de 126.76 £+ 18.12 ua. El efecto
global de Ket 1.78 mg/kg fue de 250.41 + 11.97 ua. La suma tedrica de Ket + Tra
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en las dosis anteriormente mencionados fue 377.17 + 15.36. No existe diferencia

estadisticamente significativa (ns) entre la C2 y la suma tedrica, encontrando una

interaccion farmacolégica con efectos aditivos o de suma, los efectos globales
registrados de C2 fueron de 345.36 = 7.27 ua.

Tramadol (mg/kg)

Efectos globales
(ABC) + EE

Tra17.78

126.76 £18.12

Ket 1.78

250.41 +11.97

Suma tedrica

377.17 +15.36

Ket1.78 + Tra 17.78

345.36 £ 7.27

Interaccion farmacoldgica:
Efectos aditivos

Tabla 14. Efectos globales (ABC) de la combinacién 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) y de
sus componentes individuales. Resultado de la interaccion farmacologica de la Combinacion 2 en

el nivel moderado de nocicepcion.

n o (0] B
o o o o
1 | 1 |
*
*
*

N
o
|

Indice de Funcionalidad (IF %)

T
0 1

Tiempo (h)

Ac ar. 30%-Veh

Ket + Tra (1.78+17.78)
Tra 17.78 (mg/kg)

Ket 1.78 (mg/kg)

bttt

Figura 45. CT de las dosis individuales de Ket (1.78mg/kg), Tra (17.78 mg/kg) y C1 (Ket 1.78
mg/kg +Tra 17.78 mg/kg) en el nivel moderado de nocicepcion, modelo PIFIR. Los datos
representan la media * error estandar, n=5/grupo. (***p<0.001) a 1.0 h vs Ket (1.78 mg/kg) y Tra
(17.78 mg/kg). Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 46. Efecto antinociceptivo global (ABC) de las dosis individuales de Ket (1.78 mg/kg),
Tra(17.78 mg/kg) y C1 (Ket 1.78 mg/kg +Tra 17.78 mg/kg) en el nivel moderado de nocicepcion,
en el modelo PIFIR. Los datos representan la media + error estandar, n=5/grupo. Sin diferencia
significativa (ns) vs suma tedrica. Prueba t de Student con correccién de Bonferroni.

7.6.2 Nivel subintenso

En la figura 47 se observan el curso temporal de los efectos antinociceptivos en el
nivel subintenso, de la combinacion 2; conformada por 1.78 mg/kg de Ket + 17.78
mg/kg de Tra. También se graficaron las dosis individuales (1.78 mg/kg y 17.78
mg/kg) de Kety Tra. En parametros obtenidos en el CT, la latencia al inicio de accion
de la combinacion 2 y los componentes individuales, fue de 0.5 h. Existe diferencia
estadisticamente significativa (***p<0.001) a las 0.5 h de evaluacion entre la C2 vs
Ket y Tra. Sin diferencia significativa entre los efectos de las dosis individuales de
Kety Tra (1.78 y 17.78 mg/kg, respectivamente). A las 4 h de evaluacion existe
diferencia significativa (***p<0.001) entre los efectos de la C2 y Tra. Sin significancia
estadistica (ns) a las 4 h entre C2 y Ket. Después de alcanzar el Emax obtenido a
la hora en el CT, los efectos de la C2 y de Ket permanece durante las 4 h de
evaluacion. Después de 1.5 h en el CT el IF% decrece a través del tiempo con los
efectos de 17.78 mg/kg de Tra.
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En la figura 48, se graficaron los efectos globales, obtenidos del area bajo la curva
de los CT. El efecto global (ABC) de Tra 17.78 mg/kg fue de 139.94 + 14.68 ua. El
efecto global (ABC) de Ket 1.78 mg/kg fue de 214.23 + 19.4 ua. La suma teérica de
Ket + Tra en las dosis anteriormente mencionados fue 354.17 + 17.21. No existe
diferencia estadisticamente significativa (ns) entre la C2 y la suma teorica,
encontrando una interaccion farmacolégica con efectos aditivos o de suma, los

efectos globales registrados de C2 fueron de 323.21 + 5.75 ua.

Tramadol (mg/kg) Efectos globales
(ABC) +E. E
Tra 17.78 139.94 + 14.68
Ket 1.78 214.23+194
Suma teodrica 354.17 £ 17.21
Interaccion farmacologica:
Ket1.78 + Tra 17.78 323.21 £5.75 Efectos aditivos

Tabla 15. Efectos globales (ABC) de la combinaciéon 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra17.78 mg/kg) y de
sus componentes individuales. Resultado de la interaccién farmacoldgica de la Combinacion 2 en
el nivel subintenso de nocicepcién.
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Figura 47. CT de las dosis individuales de Ket (1.78mg/kg), Tra (17.78 mg/kg) y C1 (Ket 1.78
mg/kg +Tra 17.78 mg/kg) en el nivel subintenso de nocicepcion, modelo PIFIR. Los datos
representan la media + error estandar, n=5/grupo. (***p<0.001) a 1.0 h vs Ket (1.78 mg/kg) y Tra
(17.78 mg/kg). (***p) a las 4 h vs Tra (17.78 mg/kg). Anova de dos vias, seguido de una prueba
Tukey.
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Figura 48. Efecto antinociceptivo global (ABC) de las dosis individuales de Ket (1.78 mg/kg),
Tra (17.78 mg/kg) y C1 (Ket 1.78 mg/kg +Tra 17.78 mg/kg) en el nivel subintenso de
nocicepcién, en el modelo PIFIR. Los datos representan la media + error estandar, n=5/grupo. Sin
diferencia significativa (ns) vs suma teérica. Prueba t de Student con correccién de Bonferroni.

7.6.3 Nivel intenso

En la figura 49 se observan el curso temporal de los efectos antinociceptivos en el
nivel intenso, de la combinacién 2; conformada por 1.78 mg/kg de Ket + 17.78 mg/kg
de Tra. También se graficaron las dosis individuales (1.78 mg/kg y 17.78 mg/kg) de
Ket y Tra. En parametros obtenidos en el CT, la latencia al inicio de accion de la
combinacién 2 y de Tra 17.78 mg/kg, fue de 0.5 h. Mientras que la latencia de inicio
de accién de Ket 1.78mg/kg fue a 1 h. Existe diferencia estadisticamente
significativa (***p<0.001) alas 2.0 h de evaluacion entre la C2 vs Kety Tra. A las
4 h de evaluacioén existe diferencia significativa (***p<0.001) entre los efectos de la
C2 y Ket 1.78 mg/kg. Sin significancia estadistica (ns) a las 4h entre C2y Tra 17.78
mg/kg. Después de alcanzar el efecto maximo obtenido a las 2h en el CT, los efectos
de la C2y de Tra decrecen en el tiempo. Mientras que los efectos de Ket 1.78 mg/kg
permanecen por debajo de 10% de IF.

En la figura 50 se graficaron los efectos globales, obtenidos del area bajo la curva
de los CT. El efecto global (ABC) de Tra 17.78 mg/kg fue de 112.92 + 20 ua. El
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efecto global de Ket 1.78 mg/kg fue de 35.46 + 18.11ua. La suma teodrica de Ket +

Tra en las dosis anteriormente mencionados fue 148.38 + 19.08 ua. Existe diferencia

estadisticamente significativa (**p>0.01) entre la C2 y la suma teérica, encontrando

una interaccion farmacolédgica con efectos supraaditivos o de potenciacion, los

efectos globales registrados de C2 fueron de238.06 + 11 ua.

Tramadol (mg/kQg)

Efectos globales

(ABC) +E. E
Tra 17.78 112.92 + 20
Ket 1.78 35.46 +18.11
Suma teodrica 148.38 + 19.08
Ket1.78 + Tra 17.78 238.06 +11 Efectos supraaditivos

60 %

Tabla 16. Efectos globales (ABC) de la combinaciéon 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra17.78 mg/kg) y de
sus componentes individuales. Resultado de la interaccion farmacoldgica de la Combinacion 2 en

el nivel intenso de nocicepcion.
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Figura 49. CT de las dosis individuales de Ket (1.78mg/kg), Tra (17.78 mg/kg) y C1 (Ket 1.78
mg/kg +Tra 17.78 mg/kg) en el nivel intenso de nocicepcidon, modelo PIFIR. Los datos
representan la media * error estdndar, n=5/grupo. (***p<0.001) a 2.0 h vs Ket (1.78 mg/kg) y Tra
(17.78 mg/kg). (***p) a las 4 h vs Ket (1.78 mg/kg). Anova de dos vias, seguido de una prueba Tukey.
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Figura 50. Efecto antinociceptivo global (ABC) de las dosis individuales de Ket (1.78 mg/kg),
Tra (17.78 mg/kg) y C1 (Ket 1.78 mg/kg +Tra 17.78 mg/kg) en el nivel intenso de nocicepcion,
en el modelo PIFIR. Los datos representan la media + error estandar, n=5/grupo. **p<0.01 vs suma
tedrica. Prueba t de Student con correccion de Bonferroni.

7.6.4 Comparativa de C2 en diferentes niveles de nocicepcion

En la figura 51 se muestran los efectos globales de las dosis individuales de Ket
(1.78 mg/kg), Tra (17.78 mg/kg) y la combinacion 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78
mg/kg) en tres niveles de nocicepcién artritica (moderado, subintenso e intenso), en
el modelo PIFIR. No existe diferencia significativa (ns) con la dosis individual de Tra
(17.78 mg/kg) en tres niveles evaluados. Para un nivel intenso Ket (1.78 mg/kg)
presenta diferencia estadistica (***p<0.001) con respecto al nivel moderado y
subintenso obteniendo efectos globales de 35.46 + 18.11 ua. La combinacion 2 sufre
cambios en la interaccidén farmacologica de los efectos antinociceptivos evaluados
entre los niveles experimentales. En un nivel moderado de nocicepcion, con la C2
se obtuvo un resultado de efectos aditivos o de suma con respecto a la suma tedrica
de los componentes individuales. Para el nivel subintenso la combinacion (C2)
permaneciéo con efectos aditivos. Para el nivel intenso, la C2 generd efectos

supraaditivos o de potenciacion del 60% con respecto a la ST de las dosis
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individuales de Kety Tra (1.78mg/kg y 17.78 mg/kg, respectivamente) con efectos

globales de C2, 238.06 £+ 11 ua.

DOSIS MODERADO SUBINTENSO INTENSO
(mg/kg) Efectos globales Efectos globales Efectos globales
(ABC)xE.E (ABC)+E.E (ABC)xE.E
Tra 17.78 126.76 £ 18.12 139.94 + 14.68 112.92 + 20
Ket 1.78 250.41 £11.97 214.23 £19.40 35.46 £18.11
Suma 377.17 +15.35 35417 +£17.21 148.38 + 19.08
tedrica
C2 345.36 + 7.27 323.21+5.75 238.06 + 11
Interaccion | Aditivos o de suma | Aditivos o de suma Potenciacion

Tabla 17. Comparativa de los efectos globales (ABC) antinociceptivos de la combinacion 2
(Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e
intenso), en el modelo PIFIR. Resultado de interaccién farmacolégica de la C2 en los tres niveles
experimentales.
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Figura 51. Efectos antinociceptivos de la combinacion 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg)
expresados en area bajo la curva (ABC) obtenidos de los CT en tres niveles de nocicepcion
(moderado, subintenso e intenso), modelo PIFIR. Los datos representan la media + error
estandar, n=5/grupo. No significancia estadistica (ns) en Tra 17.78 mg/kg. Ket 1.78 mg/kg, **p<0.01
vs moderado y subintenso. C2, ***p<0.001 vs Nivel moderado y subintenso. Anova de vias, seguido
de una prueba post hoc, Tukey.
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7.7 Ket, Tray C2 en diferentes niveles de nocicepciéon

En la figura 52 se muestran los efectos globales de las dosis mas efectivas
individuales de Ket (3.16 mg/kg), Tra (31.62 mg/kg) y la combinacion 2 (Ket 1.78

mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) en tres niveles de nocicepcion artritica (moderado,

subintenso e intenso), en el modelo PIFIR. En el nivel moderado y subintenso no

existen diferencias significativas (ns) con la dosis mas efectiva de Tra 31.62 mg/kg.

Existe diferencia significativa (**p<0.01) en el nivel intenso con respecto al nivel

moderado en los efectos globales de Tra 31.62 mg/kg. La dosis mas efectiva de

Ket fue 3.16 mg/kg en los niveles moderado y subintenso sin diferencia significativa

(ns). En el nivel intenso la dosis mas efectiva de Ket, presenté diferencias

estadisticas (***p<0.001) con respecto a los efectos globales en el nivel moderado

y subintenso, reduciendo su efecto global (ABC) a 45.76 + 13.45.

DOSIS MODERADO SUBINTENSO INTENSO
(ma/kg) Efectos globales Efectos globales Efectos globales
(ABC) + EE (ABC) £+ EE (ABC) £t EE
Tra 31.62 335.11 +£5.6 271.60 + 17.87 238.6 + 24.24
Ket 3.16 286.8 £ 15 314 +16.07 45.76 + 13.45
C2 345.36 £ 7.27 323.21+5.75 238.06 £ 11

Tabla 18. Comparativa de las respuestas antinociceptiva de los efectos globales (ABC) de las
dosis més efectivas de Ket (3.16 mg/kg), Tra (31.62 mg/kg) y de la combinacion 2 (Ket 1.78
mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) tras administracion por via oral, en tres niveles de nocicepcién
(moderado, subintenso e intenso), en el modelo PIFIR
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Figura 52. Efectos globales (ABC) de los efectos antinociceptivos de las dosis eficaces de Ket
(3.16 mg/kg), Tra (31.62 mg/kg) y de la combinacién 2 (ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) tras
administracién por via oral, en tres niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso), en el
modelo PIFIR. Los datos representan la media = error estandar, n=5/grupo. No significancia
estadistica (ns) con Tra 31.62 mg/kg en nivel moderado vs subintenso. Ket 3.16 mg/kg, (ns) vs
moderado y subintenso. Ket ***p>0.001 vs moderado y subintenso. C2, ***p<0.001 vs Nivel
moderado y subintenso. Anova de vias, seguido de una prueba post hoc, Tukey.

La combinacion 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) presento los mejores efectos
antinociceptivos comparados con las dosis mas efectivas individuales de Kety Tra
(3.16 mg/kg y 31.62 mg/kg, respectivamente) empleando 44 % menos de las dosis.
Realizando la comparativa y estadistica, no existe diferencia entre los efectos de la
C2 y Tra en el nivel moderado de nocicepcion. Si existe diferencia significativa
(**p<0.01) entre la C2 y Ket. Y diferencia (*p<0.05) en los efectos obtenidos de Ket
vs Tra. En el nivel subintenso de nocicepcidn, no existié diferencia significativa entre
los tratamientos individuales y C2. En el nivel intenso la C2 no tuvo diferencias
estadisticas (ns) con respecto al Tra, mientras que Ket si presentd diferencias

estadisticamente significativas en comparacion con C2 y Tra.
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7.8 Efectos adversos: administraciéon aguda

7.8.1 Constipacion: Porcentaje de transito gastrointestinal

Al evaluar el efecto adverso de constipacion, a través de la prueba de carbdon
activado, se observo que el porcentaje de transito gastrointestinal (%TGI) contrasto
entre los tratamientos: Vehiculo (sol. Sal. 0.9%), Tra (31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg),
C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras
una administracion por via oral.

El %TGI del control (sol. Salina al 0.9%) fue del 81 + 2.5 %. Comparado con el
control hubo una disminucién estadisticamente significativa (***p<0.001) del transito
gastrointestinal con la administracion de Tra (31.62 mg/kg) y C2, reflejado en 57+
7.17 y 58 + 3.48 de %TGl, respectivamente. No hubo diferencia estadistica (ns)

entre el control vs Ket 3.16 mg/kg.
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% %k %k %k %k %k
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31.62 3.16

Dosis (mg/kg p.o)

Figura 53. Efecto adverso de constipacién, a través de la prueba de carbén activado entre los
tratamientos: Vehiculo (sol. Sal. 0.9%), Tra (31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg +
Tra 10 mg/kg) y C2 combinacién 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras una administracion por
via oral. Los datos representan la media + error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 vs vehiculo. *p<0.05
vs vehiculo. Anova de una via, seguido de una prueba post hoc, Tukey.
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7.8.2 Coordinacion motora: Prueba de rota-rod

Al evaluar el efecto adverso de coordinacion motora, a través de la prueba del rota-
rod, la variable medida fue el registro de caidas postratamiento VO. Los
tratamientos evaluados fueron: Tra (31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56
mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras una
administracion por via oral. La dosis de 31.62 mg/kg de Tra, genero el mayor nimero
de caidas entre los tratamientos con significancia estadistica (***p<0.001). Los
animales evaluados con Ket (3.16 mg/kg), y las combinaciones 1 y 2 no generaron

caidas en la prueba del rota-rod.
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Figura 54. Efecto adverso de coordinacion, através de la prueba del rota-rod. Tra (31.62mg/kg),
Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 combinacion 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra
17.78 mg/kg), tras una administracion por via oral. Los datos representan la media * error estandar,
n=5/grupo. ***p<0.001 vs Ket y C1, C2. Anova de una via, seguido de una prueba post hoc, Tukey.

7.8.3 Porcentaje de lesidn gastrica: Ulceras y erosiones

Al evaluar el efecto adverso de Ulceras y erosiones, de los tratamientos: Vehiculo
(sol. sal. 0.9%), Tra (31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10
mg/kg) y C2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) tras una administracién por via
oral. Se encontr6 que Tra (31.62 mg/kg) y el vehiculo (sol. salina 0.9%) no
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generaron efectos adversos gastrointestinales expresados como porcentaje de
lesion gastrica (Ulceras y erosiones). El dafio que genera indometacina es tomado
como el 100% de lesidn gastrica y se compara con los efectos de los tratamientos
individuales y combinados. Ket 3.16 mg/kg genero 43.18 % de lesion gastrica. C1y
C2 gener6 7.58 y 19.70 % de lesidn gastrica, respectivamente. Las combinaciones
(C1ly C2) generaron menos % lesion géstrica que indometacina y Ket en su dosis

mas efectiva (3.16 mg/kg) con diferencia estadisticamente significativa (***p<0.001).
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Figura 55. Efectos gastrointestinales representados como % de lesion gastrica producido por
Indometacina 20 mg/kg, Ket 3.16 mg/kg, Tra 31.62 mg/kg, C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y
C2 combinacion 2 (ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) tras una administracién por via oral. Los datos
representan la media + error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 vs indometacina. Anova de una via,
seguido de una prueba post hoc, Tukey.

Tratamiento Numero de erosiones Ulceras %Lesion
(mg/kg) (mm?) gastrica
Vehiculo 0 0 0
Ind 20 82+21 26.4 +3.3 100
Ket 3.16 42 +1.3 11.4+28 43.18
Tra 31.62 0 0 0
C1 0.8+0.2 2+ 0.6 7.58
C2 2+1.2 5.2+1.4 19.70

Tabla 19: Comparacion de los efectos gastrointestinales representados como % de lesion
gastrica producidos por Indometacina 20 mg/kg, Ket 3.16 mg/kg, Tra 31.62 mg/kg, C1 (Ket 0.56
mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 combinacion 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg).
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7.9 Administraciones repetidas: Efecto antinociceptivo

7.9.1 Ketorolaco en administraciones repetidas

En la figura 56 se encuentran las CDR de los efectos antinociceptivos, después de
una y 12 administraciones repetidas de Ket en el modelo PIFIR. El porcentaje de
reduccion del efecto, se calculo a partir de tomar los efectos de cada dosis evaluada
en administracién aguda como el 100 % y restar los efectos que se obtuvieron tras
la administracion repetida. El Ket (AINE) reduce el porcentaje de efecto
antinociceptivo, dependiente de la dosis, tras administraciones repetidas. Con la
dosis de 0.56 mg/kg la reduccién del efecto antinociceptivo fue del 92.41 %, con la
dosis de 1.00 mg/kg se reduce 63%, 1.78mg/kg redujo su efecto en el 41% y 3.16
mg/kg presento una reduccién del 35.98%. El incremento de la dosis de Ket, reduce
la tolerancia representada como la reduccion del efecto tras el esquema de 12

administraciones (1 cada 8 horas por 4 dias), en modelo preclinico de dolor artritico.

Tolerancia-Ketorolaco

Dosis Una Administracion Administracion Reduccién del
(mg/kQg) (ABC)ua zEE repetida efecto (%)
(ABC) ua + EE
0.56 109.66 + 16.75 8.32+3.85 92.41
1.0 211.20+27.78 78.13 +18.35 63
1.78 250.41 +11.97 147.73 £ 14.05 41
3.16 286.79 + 15.02 183.6 £ 18.90 35.98

Tabla 20: Se colocan los efectos antinociceptivos, de unay 12 administraciones repetidas de
Ket en el modelo PIFIR. El porcentaje de reduccién del efecto, se calculd a partir de tomar los
efectos de cada dosis evaluada en una administracion como el 100% y restar los efectos que se
obtuvieron tras la administracion repetida.
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Figura 56. CDR de los efectos antinociceptivos de la administracion aguda y 12
administraciones repetidas de las dosis experimentales (0.56, 1.0, 1.78 y 3.16 mg/kg) de
ketorolaco, en el modelo PIFIR. Los datos representan la media £ error estandar, n=5/grupo.
***p<0.001 vs Ket en una administracion. Anova de dos vias, seguido de una prueba post hoc, Tukey.

7.9.2 Tramadol en administraciones repetidas

En la figura 57 se encuentran las CDR de los efectos antinociceptivos, de unay 12
administraciones repetidas de Tra en el modelo PIFIR. El porcentaje de reduccion
del efecto, se calculé a partir de tomar los efectos de cada dosis evaluada en una
administracién aguda como el 100 % y restar los efectos que se obtuvieron tras la
administracion repetida. ElI Tra (Opioide) reduce el porcentaje de efecto
antinociceptivo, dependiente de la dosis, tras administraciones repetidas. Con la
dosis de 10 mg/kg la reduccion del efecto antinociceptivo fue del 8.54 %, con la
dosis de 17.78 mg/kg reduce 92.11 % el efecto, 23.71 mg/kg redujo su efecto en el
95.65% Yy 31.62 mg/kg presento una reduccion del 96.31%. El incremento de la dosis
de Tra, no reduce la tolerancia representada como la reduccién del efecto tras el
esquema de 12 administraciones (1 cada 8 horas por 4 dias), en modelo preclinico

de dolor artritico.
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Tolerancia-Tramadol
Dosis Una Administracion Administraciéon Reduccion del
(mg/kQg) (ABC)ua t EE repetida efecto (%)
(ABC)ua t EE

10 16.74 £5.90 15.31 £ 9.45 8.54
17.78 126.76 + 18.12 9.99 +8.19 92.11
23.71 234.83 +24.48 10.21 +6.19 95.65
31.62 335.11 +5.60 12.35+6.44 96.31

Tabla 21. Se colocan los efectos antinociceptivos de una y 12 administraciones repetidas de
tramadol en el modelo PIFIR. El porcentaje de reduccion del efecto, se calculé a partir de tomar los
efectos de cada dosis evaluada en una administracion como el 100% y restar los efectos que se
obtuvieron tras la administracion repetida.
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Figura 57. CDR de los efectos antinociceptivos, de la administracion aguda y 12
administraciones repetidas de las dosis experimentales (10, 17.78, 23.71 y 31.62 mg/kg) de Tra
en el modelo PIFIR. Los datos representan la media + error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 vs Tra
en una administracion. Anova de dos vias, seguido de una prueba post hoc, Tukey.

7.10 Administracién aguda y repetida de Ket, Tra, C1y C2

En la figura 58 se observan las CDR de Ket y Tra, de una administracién y 12
administraciones repetidas (esquema:1l cada 8 horas por 4 dias), via oral en el
modelo PIFIR. Las comparativas entre los tratamientos agudos y repetidos, se
describieron en lineas anteriores. Los efectos antinociceptivos de la dosis mas

efectiva de Tra (31.62 mg/kg) se ven reducidos en un 96.3% después del esquema
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de 12 administraciones repetidas por via oral. Tras administraciones repetidas (12
ocasiones) la dosis mas efectiva de Ket (3.16 mg/kg) reduce su efecto
anticonceptivo en un 35.98%. Se destaca que existe diferencia estadistica
(***p<0.001) entre el efecto de tolerancia farmacoldgica del tramadol (opioide
sintético) y la tolerancia generada por el ketorolaco (AINE). Generando mayor
tolerancia farmacoldgica el Tra que el Ket, en un modelo de disfuncion inducido por
dolor en rata (PIFIR). La C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg), redujo sus efectos
antinociceptivos tras 12 administraciones repetidas, observando una reduccion del
efecto del 90.30% con respecto a la administracion aguda de C1. La C2(Ket 1.78
mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), redujo sus efectos antinociceptivos tras 12
administraciones repetidas, observando una reduccién del efecto del 76.47% con

respecto a la administraciéon aguda de C2.
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Figura 58. CDR de los efectos antinociceptivos de la administracion aguda y 12
administraciones repetidas de ketorolaco y tramadol, en el modelo PIFIR. También se
encuentran graficados los puntos (ABC) de C1y C2 de su administracion aguda y repetida. Los datos
representan la media + error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 vs Tra 31.62 mg/kg en administracion
repetida. ***p<0.001 vs C1 y C2 en administracion repetida. Anova de una via, seguido de una prueba
post hoc, tukey.
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Tolerancia
Dosis Una Administracion Administracion Reduccion del
(mg/kQg) (ABC)ua tEE repetida efecto (%)
(ABC)ua zEE
Ket 3.16 286.79 + 15.02 183.6 + 18.90 35.98
Tra 31.62 335.11 +5.60 12.35+6.44 96.31
C1 252.93 +12.69 2452 +11.63 90.30
C2 345.36 + 7.27 81.26 £11.02 76.47

Tabla 22: Se colocan los efectos antinociceptivos después de una y 12 administraciones
repetidas de Ket (3.16 mg/kg), Tra (31.62 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 (Ket
1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) en el modelo PIFIR. El porcentaje de reduccién del efecto, se
calcul6 a partir de tomar los efectos de cada dosis evaluada en una administracion como el 100% y
restar los efectos que se obtuvieron tras la administracion repetida.

7.11 Administracion repetidas: efectos adversos

7.11.1 Constipacion: porcentaje de transito gastrointestinal

Al evaluar el efecto adverso de constipacion con el esquema de 12 administraciones
repetidas (esquema:1 administracion cada 8 horas por 4 dias) a través de la prueba
de carbdén activado, se observé que no hubo una reduccion del porcentaje de
transito gastrointestinal. No se encontraron diferencias estadisticas (ns) en el %TGI
entre los tratamientos evaluados: Vehiculo (sol. Sal. 0.9%), Tra (31.62mg/kg), Ket
(3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 combinacion 2 (Ket 1.78
mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras 12 administraciones repetidas por via oral. Se genero
un efecto de tolerancia farmacoldgica de este efecto adverso tras el esquema

repetido de los tratamientos.
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Figura 59. Efecto adverso de constipacion, a través de la prueba de carb6n activado.
Porcentaje de transito gastrointestinal (%TGI) de los tratamientos: Vehiculo (sol. Sal. 0.9%), Tra
(31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 combinacién 2 (Ket 1.78
mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras 12 administraciones por via oral. Los datos representan la media +
error estandar, n=5/grupo. No significancia estadistica (ns). Anova de una via, seguido de una prueba
post hoc, Tukey.

7.11.2 Coordinacién motora: Prueba de rota-rod

Al evaluar el efecto adverso de coordinacion motora a través de la prueba del rota-
rod, la variable medida fue el registro de caidas postratamiento con el esquema de
12 administraciones repetidas (esquema:1l administracién cada 8 horas por 4 dias)
VO. Los tratamientos evaluados: Tra (31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56
mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), no generaron
caidas en la prueba del rota-rod tras el esquema de administraciones repetidas. Se
generd un efecto de tolerancia farmacoldgica de este efecto adverso tras el

esquema repetido de los tratamientos.
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Figura 60. Efecto adverso de coordinacion motora, a través de la prueba del rota-rod. Tra
(31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 combinacién 2 (Ket 1.78
mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras 12 administraciones por via oral. Los datos representan la media +
error estandar, n=5/grupo. No significancia estadistica (ns). Anova de una via, seguido de una prueba
post hoc, Tukey.

7.11.3 Porcentaje de lesion gastrica: Ulceras y erosiones

Al evaluar el efecto adverso de Ulceras y erosiones, de los tratamientos: Vehiculo
(sol. sal. 0.9%), Tra (31.62mg/kg), Ket (3.16 mg/kg), C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10
mg/kg) y C2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras el esquema de 12
administraciones repetidas (esquema:1l administracién cada 8 horas por 4 dias) VO.
Se encontré que Tra (31.62 mg/kg) y el vehiculo (sol. salina 0.9%) no generaron
efectos adversos gastrointestinales expresados como porcentaje de lesidén gastrica
(Ulceras y erosiones). El dafio que genera indometacina es tomado como el 100%
de lesidn gastrica y se compara con los efectos de los tratamientos individuales y
combinados. Ket 3.16 mg/kg generd 51.52 % de lesion géstrica. C1 y C2 genero
25.76 y 31.82 % de lesidn gastrica, respectivamente. Las combinaciones (C1y C2)
generaron menos % lesion géstrica que indometacina y Ket en su dosis mas efectiva

(3.16 mg/kg) con diferencia estadisticamente significativa (***p<0.001).
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Tratamiento (mg/kQg) Numero de Ulceras %Lesion
erosiones (mm?) gastrica
Vehiculo 0 0 0
Ind 20 82+21 26.4 +3.3 100
Ket 3.16 3.8+13 13.6+2.8 51.52
Tra 31.62 0 0 0
Cl 1.2+0.2 6.8+1.6 25.76
C2 2+1.2 84+24 31.82

Tabla 23. Comparacion de los efectos gastrointestinales representados como % de lesién
gastrica producidos por Indometacina 20 mg/kg, Ket 3.16 mg/kg, Tra 31.62 mg/kg, C1 (Ket 0.56
mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2 combinacion 2 (ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg), tras 12

administraciones repetidas.
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Figura 61. Efectos gastrointestinales representados como % de lesién gastrica producido por
Indometacina 20 mg/kg, Ket 3.16 mg/kg, Tra 31.62 mg/kg, C1 (Ket 0.56 mg/kg + Tra 10 mg/kg) y C2
combinacion 2 (Ket 1.78 mg/kg + Tra 17.78 mg/kg) tras 12 administraciones por via oral. Los datos
representan la media * error estandar, n=5/grupo. ***p<0.001 vs indometacina y Ket 3.16 mg/kg.
Anova de una via, seguido de una prueba post hoc, tukey.
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7.12 Resumen de resultados

1. Distintas intensidades de dolor artritico tipo gota, generan cambios en los efectos

antinociceptivos individuales de ketorolaco.

2. Tramadol mantiene sus efectos antinociceptivos al aumentar la intensidad de
nocicepcién en un dolor artritico tipo gota, pero genera efectos adversos

considerables.

3. La coadministracion de ketorolaco y tramadol genera combinaciones importantes
del tipo suma y supraaditivos que pueden emplearse en niveles de dolor o
nocicepcién mas intensos, como una opcion terapéutica, a la par de no aumentar

efectos adversos.
4. Las combinaciones empleadas entre Ket y Tra (C1 y C2) no aumentaron los
efectos adversos de coordinacion motora, constipacion y efectos gastrointestinales

(Ulceras) en rata.

5. Tras administraciones repetidas (12 ocasiones) el Tra (opioide) pierde su efecto

antinociceptivo en un modelo preclinico de dolor tipo artritico.

6.Tras administraciones repetidas (12 ocasiones) el Ket (AINE) reduce su efecto

antinociceptivo en un modelo preclinico de dolor tipo artritico.

7.Las combinaciones empleadas entre Ket y Tra (C2) no reducen el efecto de

tolerancia farmacolégica.

8.No se observan cambios en los efectos adversos de constipacion y coordinacion

motora, tras 12 administraciones repetidas de Ket, Tra, C1y C2.
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8. DISCUSION

Los modelos animales preclinicos in vivo proporcionan un gran aporte en los
conocimientos fisiopatolégicos y terapéuticos del dolor artritico. Este proyecto se
enfoco en el efecto terapéutico, también mencionado en el presente trabajo como
efecto antinociceptivo.

El modelo de disfuncién inducido por dolor en rata (PIFIR model), representa un
dolor artritico tipo gota (Lopez-Mufioz et al., 1993). En el Modelo PIFIR se induce
disfuncién de la extremidad, a través de la inyeccion intraarticular de &cido urico en
la articulaciéon fémoro-tibio-rotuliana, provocando asi una disminucion en el
porcentaje de indice de funcionalidad (%IF). La disminucién en el %lF se traduce
como la conducta nociceptiva observada en el animal. Esta metodologia permite
evaluar farmacos de manera individual o combinaday conocer sus posibles efectos
antinociceptivos. El efecto antinociceptivo en el modelo PIFIR, se interpreta como el
incremento en el %IF o recuperacion de la funcionalidad de la extremidad inyectada
con &cido Urico posterior a utilizar un farmaco analgésico (Lopez-Mufioz et al.,
1993). En un estudio previo se observo que la inyeccion intraarticular de distintas
concentraciones de acido urico (30%, 50 % y 50% x 2) cambia parametros en el
modelo de disfunciéon inducido por dolor en rata (Lopez-Mufioz et al., 2008). Estos
pardmetros modificables de acuerdo con la concentracion de &cido Urico que se
administra en la articulaciéon son: tiempo para establecer el IF%=0, tiempo de
recuperacion espontanea del IF% y cambio en el efecto antinociceptivo de un
farmaco de referencia como lo es el &cido acetil salicilico (AAS) (Lépez-Muiioz et
al., 2008).

Esto es comparable con otros modelos preclinicos de dolor artritico, donde se
induce la conducta nociceptiva con la administracién intraarticular de yodoacetato
monosodico (YAM) en la articulacion fémoro-tibio-rotuliana de la rata, en este
modelo la conducta medida es la redistribucion del peso de la pata inyectada con la
medicion de fuerza a través de panales transductores. En el modelo mencionado
anteriormente distintas dosis administradas intraarticulares de YAM generan
cambios histopatoldgicos dependiente de la dosis (Bove et al., 2003a; Fernihough

et al., 2004; Guingamp et al.,, 1997). En el presente estudio se observé que
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establecer un IF=0 o0 <10% varia de acuerdo con la concentracién de acido Urico
gue se administre de manera intraarticular: acido arico al 30%, el IF=0 se alcanza a
la 2.5 h después de la administracion intraarticular, con la concentracion de 50% y
dos inyecciones de 50% (con intervalo de 7 dias), el IF=0 se obtiene alas 2.0y 1.5
h, respectivamente después de la administracion intraarticular. La recuperacion
espontanea del IF% también va en relacion con la concentracién de &cido Urico
administrado; con la concentracién del 30% se observa un inicio de recuperacion
espontanea del IF% a las 5 h, mientras que para una concentracién de 50% y 50%
X 2, la recuperacion espontanea se va hasta las 48h y >72 h, respectivamente. El
efecto antinociceptivo de farmacos de referencia como el Ket y AAS (AINES)
reducen su efecto de acuerdo con la concentracion de acido urico administrado en
la articulacion. Con los parametros antes mencionados se demuestra que es posible
establecer distintas intensidades de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso)
en un modelo preclinico de dolor artritico y de esta manera como se realiz6 en el
presente trabajo poder describir el comportamiento de un AINE (Ket), un opioide
(Tra) y sus combinaciones al escalar la intensidad de nocicepcion artritica.

La administracion de sustancias condrotoxicas en las articulaciones de animales
pequeiios (ratas, ratones, cobayos) simulan los efectos progresivos de las
enfermedades articulares mas frecuentes; osteoartrosis y artritis gotosa. (Little &
Zaki, 2012). La administracion intraarticular de yodoacetado monosédico (YAM),
carragenina/caolin, adyuvante de Freund y urato de sodio, para la induccion de
artropatia inflamatoria aguda, son los modelos mas empleados para el estudio del
dolor en la OA'y AG (Bove et al., 2003b; Calvino et al., 1987; Coderre & Wall, 1987;
Hwang et al., 2008). EI modelo PIFIR, presenta ventajas sobre los modelos
mencionados, ya que la variable medida no es dependiente del observador y es
adecuado para estimar la eficacia de los compuestos analgésicos.

No se puede abordar la farmacoterapia sin antes describir la etiologia y
fisiopatologia del dolor artritico. Se ha asociado el dolor artritico con los cambios
estructurales de la articulacién (Dieppe & Lohmander, 2005). Se ha demostrado que
las ratas presentan una abundante inervacion en la rodilla, siendo que el 80 % de

todas las neuronas aferentes de la articulacion femoro-tibio-rotuliana, son
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nociceptores(Hildebrand et al., 1991). La estimulacion con sustancias condrotéxicas
activan y sensibilizan a los nociceptores ubicados en la estructura articular: la
capsula articular, el hueso subcondral, el tejido sinovial, la almohadilla grasa,
ligamentos y meniscos (Dye et al., 1998; McDougall et al., 1997). En un modelo
donde se induce artritis por la inyeccion intraarticular de un antigeno (albumina
sérica bovina metilada), con adyuvante de Freund, se ocasiona una
hipersensibilidad mecéanica a través del incremento de citocinas proinflamatorias;
TNF-e IL-6 (H.-G. Schaible et al., 2010). Se ha demostrado un aumento en la
expresion de canales de sodio regulados por voltaje en GRD que inervan la
articulacion de la rodilla de la rata (Nav 1.7, Nav 1.8 y Nav 1.9) en fibras C y fibras
A delta en un modelo de dolor articular inflamatorio crénico inducido por YAM
(Strickland et al., 2008). Se conoce que una de las principales fuentes de produccién
de eicosanoides (PGE2 y leucotrienos), posterior a un dafio inflamatorio articular,
es el tejido sinovial (Wittenberg et al., 1993). Ya se ha estudiado el componente
inflamatorio del dolor artritico (Berenbaum, 2013). Cada vez hay mas evidencia de
un componente neuropatico en el dolor artritico(Hochman et al., 2010). Un
incremento en la sensibilizacion central se relaciona con mecanismos de alodinia e
hiperalgesia, por lo que se ha propuesto que el dolor artritico no solo se compone
del elemento inflamatorio ocasionado por tejido lesionado o inflamado, también esta
mediado por mecanismos neuropaticos (Hochman et al., 2010). En un modelo
murino de OA, se evidencio un aumento en ATF-3-IR en el GRD L5 posterior a la
inyeccion de YAM intraarticular (lvanavicius et al., 2007). ATF-3 es marcador de
dafio celular posterior a una axotomia de neuronas aferentes y eferentes (Tsujino
et al., 2000). La administracion de amitriptilina y gabapentina ha demostrado
efectos antinociceptivos en la segunda fase del modelo de YAM (lvanavicius et al.,
2007a; Levine et al., 1986).

Los AINEs, son la primera linea de tratamiento en OA y AG (Crofford, 2013), su
mecanismo de accion periférico con la inhibicién de COX/1-2 sustenta su utilizacién
como analgésicos y desinflamatorios (Shrestha et al., 1994). La caracterizacion

farmacologica aguda de Ket, en el modelo PIFIR demostr6 que el efecto
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antinociceptivo de este AINE, depende de la dosis administrada y que el efecto
evaluado disminuye conforme se aumenta el nivel de nocicepcion. La construccion
de las CDR de Ket se realizaron sobre incrementos logaritmicos de 0.25, siendo la
dosis mas efectiva 3.16 mg/kg, y siendo esta dosis la que no presenté efectos
adversos graves y podia ser util para los fines experimentales.

En este trabajo se observd que las dosis experimentales mas bajas de Ket (0.56
mg/kg y 1.0 mg/kg) presentan diferencias significativas entre todos los niveles de
nocicepcion evaluados (moderado, subintenso e intenso) en un modelo de dolor
artritico tipo gota en rata (figura 27). No se encontraron diferencias significativas
entre las dosis mas altas de Ket (1.78mg/kg y 3.16 mg/kg) en los niveles moderado
y subintenso (figura 27). Este trabajo demostré que existe diferencia significativa en
la CDR de Ket en un nivel intenso de nocicepcion, comparados con las CDR en los
niveles de nocicepcion moderado y subintenso (Figura 28). Se observa claramente
una diferencia del efecto antinociceptivo de Ket dependiente de la intensidad de
nocicepcion, por lo que es importante discernir algunos puntos importantes sobre
estos hallazgos.

La actividad analgésica de Ket trometamina, esta proporcionada por la molécula
quiral S (Jamali et al., 1989; Jung et al., 1988; Mroszczak et al., 1996), la inhibicion
de la COX/1-2 es mediadora de las acciones analgésicas y antiinflamatorias de los
AINEs (Lorenzetti & Ferreira, 1985; Shrestha et al., 1994; Vane, 1971). La induccion
de prostaglandinas posterior a la inyeccidén intraarticular de sustancias
condrotéxicas, conlleva al efecto nociceptivo en modelos preclinicos de dolor
artritico (Pomonis et al., 2005). Un aumento en la induccién de COX2, contribuye al
proceso inflamatorio e hipersensibilidad del dolor artritico (Vardeh et al., 2009). Se
ha propuesto que la IL-113, se encuentra involucrada en la degeneracion de la matriz
del cartilago articular y es un mediador del proceso fisiopatoldgico articular. (Kapoor
etal., 2011). Una investigacion previa demostré que la administracién de acido Urico
intraarticular genera mayor expresiéon de COX-2, que induce la produccién de
prostanoides, que contribuyen al proceso inflamatorio y posiblemente a un
incremento de IL-1B (Ventura et al., 2010).
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El efecto antinociceptivo de Ket en los niveles de nocicepcion moderado y
subintenso podrian estar relacionados con la disminucion de los sensibilizadores
neurales (prostaglandinas y leucotrienos) (Anderson et al., 1996; Déciga-Campos
et al., 2003). En estudios in vitro, bajo una linea celular condrogénica (ATDC5), con
induccion de OA por IL-1, se demostré que el tratamiento con Ket trometamina
aumenta la viabilidad celular de condrocitos y disminuye la expresion de COX2,
dependiente de la dosis (C. Liu & Chen, 2022). En otro estudio se demostro que Ket
trometamina suprime el fenotipo secretor asociado a senescencia en los condrocitos
inducidos por IL-1 B y regula a la baja la expresiéon de IL-6 e IL-8, MMP-3 y MMP-
13 (W. Zhang et al., 2022). Otro de los mecanismos involucrados en el efecto
analgésico de los AINEs, es mediante el sistema adrenérgico, un estudio demostré
gue la administracién de antagonistas del receptor alfa 1 (prazosin) y un antagonista
de los receptores B adrenérgicos, revirtieron los efectos antinociceptivos de
diclofenaco y dipirona en un modelo inflamatorio de inyeccion subcutanea de
prostaglandina E2, realizada en la prueba de Randall Sellito (Silva et al., 2015). Se
ha propuesto la participacidon de la via del éxido nitrico, ya que un estudio probé que
previo a la administracion de Ket, la administracion con un inhibidor de la sintasa de
oxido nitrico, disminuye los efectos antinociceptivos de Ket y dipirona (Granados-
Soto et al., 1995b). La evidencia también demuestra que hay mecanismos centrales
involucrados en el mecanismo de analgesia de los AINEs (Jurna & Brune, 1990).
Ket también ha demostrado tener efecto en la hiperalgesiainducida por la activacion
del neurotransmisor glutamato a nivel o espinal (Malmberg & Yaksh, 1992).

En el presente trabajo se demostré el nulo efecto antinociceptivo de Ket
trometamina en un nivel de nocicepcion intenso artritico en rata. Bajo las mismas
condiciones experimentales, estudios previos demostraron diferencias en las CDR
de dos AINEs; acido acetil salicilico e indometacina, en un nivel intenso de
nocicepcion (Lopez-Mufioz et al., 2008).

Dos administraciones intraarticulares con ac. ur. al 50% en un intervalo de una
semana en larodilla de la rata parece ser una entrada nociceptiva continua e intensa
para generar mecanismos centrales, con un aumento en la respuesta nociceptiva,

y una inhibicion descendente anémala, que reduce el umbral de excitacion de las
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neuronas a nivel central en la medula espinal. Se ha relacionado el grado de
sensibilizacion con la intensidad de nocicepcion (Danziger et al., 1999; Neugebauer
et al., 1993; H.-G. Schaible, 2008b). Destacar que los factores moduladores del
dolor mas relevantes son la intensidad y la duracién del estimulo, por lo que la
induccion del nivel nociceptivo intenso en el modelo PIFIR podria estar produciendo
cambios bioquimicos y estructurales en las distintas etapas del procesamiento del
dolor (Woolf, 2011).

En un modelo artritico se observaron los efectos antinociceptivos de un AINE y
paracetamol en los dias 3, 14 y 28 postinduccion de artritis en la rodilla de la rata
con la inyeccion de YAM, en este estudio se observo que diclofenaco y paracetamol
fueron efectivos en el dia tres después de la inyeccion de YAM, coincidiendo con el
grado de inflamacion medible en la articulacién de la rodilla, lo que traduce el
componente inflamatorio que caracteriza la artritis. Del mismo modo en el estudio
anterior se reportd una respuesta antinociceptiva reducida casi en su totalidad de
los mismos farmacos (diclofenaco y paracetamol) a los dias 14 y 28 en el modelo
artritico inducido por YAM. Lo anterior podria argumentarse desde el punto de vista
de los mecanismos no inflamatorios, que podrian involucrar al dolor artritico
(Fernihough et al., 2004). Un incremento en la sensibilizacion central se relaciona
con mecanismos de alodinia e hiperalgesia, relacionados con el dolor neuropatico,
por lo que se ha propuesto que el dolor de la OA no solo sea un dolor inflamatorio
ocasionado por un tejido lesionado si no también este mediado por mecanismos
neuropaticos (Hochman et al., 2010). Ya se ha demostrado que gabapentina un
farmaco prototipo para tratar dolor neuropético, fue mas eficaz en el modelo artritico
inducido por YAM, en la tltima fase que el AINE empleado, diclofenaco (Fernihough
et al., 2004).

Durante la fase aguda de la inflamacién los mecanismos descendentes inhibitorios
y los efectos analgésicos de los farmacos de referencia como los AINEs funcionan
de manera eficiente, pero en cuanto el estimulo o inflamacion es persistente o se
incrementa el nivel nociceptivo o de dolor, se producen cambios neuroplasticos
inducidos a nivel central, donde los AINEs no parecen tener participacion debido o

tienen una entrada limitada al SNC y con ello se vuelven insuficientes para
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proporcionar un adecuado alivio nociceptivo o de dolor en artritis tipo gota en rata
(Rice et al., 1993; Woolf, 2011). Desde el punto de vista farmacocinético se ha
demostrado que el Ket y sus metabolitos activos presenta una entrada limitada al
SNC, como se demostr6 en estudio donde se administré una dosis Unica
intramuscular de 90 mg de Ket, los resultados demostraron que la cantidad de Ket
en el liquido cefalorraquideo era mil veces inferior que la concentracion en el plasma
(Rice et al., 1993). Este mecanismo central todavia no se descarta ya que quiza la
cantidad de farmaco necesaria para inhibicion de prostaglandinas a nivel de SNC
sea menor a las que se requiera para la inhibicion de prostaglandinas a nivel

periférico.

Los Opioides, son la primera linea del tratamiento en intensidades de dolor
moderado a intenso (Karamchandani et al., 2019), uno de sus mecanismos de
accion central esta mediado por la union a los receptores opioides (u, 6, k) (Jamison
& Mao, 2015), modulando vias ascendentes y descendente del dolor (Fletcher,
2011).

La caracterizacion farmacoldgica aguda de clorhidrato de tramadol, en el modelo
PIFIR demostr6 que el efecto antinociceptivo de este opioide sintético, depende de
la dosis administrada y que el efecto antinociceptivo se conserva aun aumentando
el nivel de nocicepcién o dolor artritico en rata. La construccion de las CDR de Tra
se realizaron sobre incrementos logaritmicos de 0.25, siendo la dosis mas eficaz
31.62 mg/kg, y siendo esta dosis la que no presenté efectos adversos graves y que
pudo ser til para los fines experimentales. En este trabajo se observé que todas
las dosis experimentales de Tra (10, 17.78, 23.71 y 31.62 mg/kg) no presentaron
diferencias significativas entre los niveles de nocicepcion evaluados (moderado,
subintenso e intenso) en un modelo de dolor artritico tipo gota en rata (figura 27).
Este trabajo demostrd que no existe diferencia significativa en la CDR de Tra en un
nivel intenso de nocicepcion, comparados con las CDR en los niveles de
nocicepciéon moderado y subintenso (Figura 28). Por lo que es importante discernir
algunos puntos importantes sobre estos hallazgos y compararlos con los

encontrados con el AINE evaluado, Ket.
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Clorhidrato de tramadol es un opioide sintético con mecanismo de accion dual,
agonista parcial de los receptores y e inhibidor de la recaptura de 5-HT Y NE (Dayer
et al., 1994; Vazzana et al., 2015). El tramadol racémico, estd compuesto del
enantidmero “d” con afinidad al receptor p e inhibidor de la recapturay liberacién de
5-HT. Y por otro lado, el enantiémero "I” es un inhibidor de la recaptura de
noradrenalina. Tra tiene un metabolito activo M1, el cual es 200 veces mas afin para
los receptores opioides que el farmaco original y 6 veces mas potente (Vazzana et
al., 2015). El tramadol presenta una ventaja con respecto a la morfina ya que tienen
mejor perfil de seguridad, y no se han registrado casos de depresion respiratoria ni
adiccion, cuando se administra en monoterapia por via parental (Preston et al.,
1991).

En el presente trabajo se demostré que los efectos antinociceptivos de Tra no
disminuyen aumentado el nivel de nocicepciéon en un modelo preclinico de dolor
artritico. Se ha demostrado que el Tra en monoterapia disminuye la intensidad de
dolor en OA, pero genera efectos adversos considerables (Cepeda et al., 2006). Se
ha demostrado que los opioides generan analgesia o efectos antinociceptivos en
tres niveles moduladores del dolor: Supraespinal, espinal y periférico (Barakat,
2019).

En el sistema nervioso periférico, los agonistas opioides median sus efectos
analgésicos o antinociceptivos por medio de la activacidon de los receptores opioides
ubicados en las neuronas aferentes primarias o nociceptores (Nozaki-Taguchi &
Yaksh, 1999), este efecto se encuentra mediado por la via de sefializacion del 6xido
nitrico/GMPc (Leéanez et al., 2009), que da como resultado una hiperpolarizacién de
las neuronas nociceptivas. Se ha demostrado que existen receptores opioides y
péptidos opioides enddgenos en estructuras articulares de la rata, como lo son la
capsula articular, el tejido sinovial y periostio (Bergstrom et al., 2006). En un modelo
inflamatorio inducido por adyuvante de Freund se demostr6 que los efectos
antinociceptivos de agonistas mu y kappa (morfina y U-50488H) se antagonizaban
por naloxona tras la administracion intraplantar pero no sufrian el mismo efecto
antagonico si la naloxona se administraba por via subcutanea o intravenosa. La

investigacion antes mencionada demostré que los receptores opioides periféricos
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podrian estar involucrados en los efectos antinociceptivos de agonistas opioides mu
y kappa (Stein et al., 1988). En otro estudio se mostro evidencia electrofisiologica y
conductual de los efectos antinociceptivos de un agonista Kappa (U-50488)
administrado por via intraarticular en un modelo de dolor artritico inducido por
carragenina. En el estudio previo se destaca que los receptores Kappa periféricos
pueden inhibir la excitacion neural en condiciones de inflamacion (Moon et al.,
2016).

Se ha demostrado también un papel antiinflamatorio de Tra en un modelo
inflamatorio inducido por carregenina de la articulaciéon temporomandibular de ratas,
en este estudio se obsevo que el pretratamiento con tramadol disminuye los niveles
de TNF-alfa, IL-1 8, y disminucién de la migracion de leucocitos y neutroéfilos al sitio
de inflamacion, este mecanismo esta mediado por la via de sefializacion del 6xido
nitrico/GMPc (Lamana et al., 2017).

La eficacia observada de Tra en el nivel intenso de nocicepcion artritica del modelo
PIFIR podria suponer la suma de los efectos centrales y periféricos del tramadol.
Los mecanismos de accion no opioide de tramadol son mediados por propiedades
noradrenérgicas. Receptores adrenérgicos a ubicados en el locus coeruleus,
regulan el dolor y la ansiedad (Berrocoso et al., 2006). El sistema serotoninérgico
también juega un papel relevante en el mecanismo de accion del tramadol ya que
induce a cambios similares a los de antidepresivos convencionales. Ya se ha
discutido anteriormente el componente neuropéatico de OA 'y AG, porque también es
importante mencionar que la propiedad no opioide del Tra a través de la inhibicion
de la recaptura de 5-HT y NE podria contribuir a los efectos antinociceptivos en un
nivel intenso de nocicepcién artritica en el modelo PIFIR. Otros estudios ya han
demostrado que los antidepresivos triciclicos con la misma propiedad del Tra de
recaptura y liberacibn de monoaminas (5-HT y NE) producen efectos
antinociceptivos en modelos animales de dolor artritico (Ivanavicius et al., 2007b).
En el modelo animal de OA inducido por YAM en la articulacion de la rodilla de rata
se demostré que amitriptilina (inhibidor de la recaptura de 5-HT y NE) redujo la
conducta nociceptiva observada en la rata como un aumento en la distribucién de

peso de la extremidad inyectada
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En lineas anteriores ya se ha discutido de forma individual los mecanismos
analgésicos o antinociceptivos del AINE (Ket) y del opioide (Tra). Se ha discutido
también el papel de los mecanismos de sensibilizacion central y periféricos
involucrados en el dolor artritico. Por lo tanto, los efectos analgésicos o
antinociceptivos se ven beneficiados si se emplea una terapia multimodal, con una
combinacién de farmacos que se dirijan a diferentes blancos terapéuticos, como ya
se ha descrito en diversos estudios (Déciga-Campos et al., 2003; Lopez-Mufioz et
al., 2008; Lépez-Mufioz, 1994; Lopez-Mufioz et al., 2004; Sanchez-Zermefio et al.,
2014; Cialdaiet al., 2013). Es importante mencionar que no todas las combinaciones
entre un AINE y un opioide generan efectos esperados de suma o de potenciacion
como se evidencio en un estudio previo donde la combinacion de rofecoxib y
tramadol generaron efectos infraaditivos en el modelo PIFIR (Garcia-Hernandez et
al., 2007). Por lo que es sumamente importante siempre dilucidar la farmacodinamia
de los efectos antinociceptivos de la combinacion de farmacos.

En un estudio previo se demostré que la combinacion entre Ket y Tra en el modelo
PIFIR, generdé una combinacion de alto efecto de potenciacion y fue C1: Ket
0.56mg/kg + Tra 10 mg/kg, y otra combinacion que generd los maximos efectos
antinociceptivos o la méxima eficacia, siendo la combinacién de C2: Ket 1.78 mg/kg
+ Tra 17.78 mg/kg (LOpez-Mufioz et al., 2004). En el presente trabajo se emplearon
las combinaciones anteriormente mencionadas (C1 y C2) en diferentes niveles de
nocicepcion artritico, pudiendo instaurar tres niveles nociceptivos (moderado,
subintenso e intenso) dependiendo la concentracién administrada de acido Urico en
la articulacion fémoro-tibio-rotuliana en rata. La C1 y C2 sufren cambios en la
interaccién farmacoldgica de los efectos antinociceptivos evaluados entre los
niveles experimentales. En un nivel moderado de nocicepcién, la C1 presenta
efectos supraaditivos del 101%. Para el nivel subintenso esta combinacion (C1)
permanecio con efectos de potenciacion del 75%. Para el nivel intenso, la C1 gener6
efectos aditivos o de suma. En un nivel moderado de nocicepcion, con la C2 se
obtuvo un resultado de efectos aditivos o de suma. Para el nivel subintenso la
combinacién (C2) permanecio con efectos aditivos. Para el nivel intenso, la C2

genero efectos supraaditivos o de potenciacion del 60%. Es importante mencionar
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gue la C2 presentd los mejores efectos antinociceptivos en los tres niveles de
nocicepcion, estableciendo que esta combinacion empleo 43% menos dosis que las
dosis mas efectivas individuales de Ket y Tra. Otra investigacion ya ha resaltado el
papel de la combinacion entre un AINE (metamizol) y un opioide (morfina) en
diferentes niveles de nocicepcion (moderado, subintenso e intenso) empleando un
modelo preclinico tipo gota en rata (PIFIR), mostrando que la combinacion
proporciond una mejor cobertura antinociceptiva para los 3 niveles evaluados que
la monoterapia (L6épez-Mufioz et al., 2008). Otras investigaciones han demostrado
gue la combinacién entre un AINE y un opioide proporcionan combinaciones
importantes del tipo supraaditivos o potenciacion y de suma o aditivos (Déciga-
Campos et al., 2003; Lopez-Muiioz et al., 2008; Lopez-Mufioz, 1994; Lopez-Muiioz
et al., 2004; Sanchez-Zermefnio et al., 2014;Cialdai et al., 2013).

En el presente trabajo se demostro que la coadministracion de Ket + Tra genera alta
eficacia antinociceptiva y alta potenciacion en tratamientos agudos, en tres niveles
nociceptivos (moderado, subintenso e intenso) en artritis tipo gota en rata.

Si bien es cierto no se han dilucidado el mecanismo de accién en particular de la
combinacién empleada en el presente trabajo, se podrian discutir varias teorias que
den respuesta a los efectos de suma y supraaditivos de esta combinacién (Ket +
Tra). El dolor artritico, debe atenderse como la suma de los mecanismos de
sensibilizacion periférica dado por la inflamacion en el sitio de la lesién y por
mecanismos centrales, donde el dolor esta mediado por mecanismos ajenos a la
inflamacion y que responde mas a caracteristicas neuropaticas cuando la intensidad
y duracién del estimulo se incrementan. Es entonces que para obtener una buena
cobertura antinoceptiva o analgésica se requiere la modulacion dual de mecanismos
periféricos y centrales.

A nivel central hay estructuras que responden a AINEs y opioides; estas estructuras
son PAG y bulbo raquideo ventromedial rostral (RVM). PAG proyecta impulsos
hacia el nucleo del rafe magnus y a estructuras del bulbo RVM. En RVM hay dos
clases de neuronas que se dirigen a la médula espinal y cuya participacion es
importante para la modulacion descendente del dolor; las células on, que facilitan la

propagacion del dolor, y las células off que inhiben la trasmision del dolor a nivel de
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la médula espinal (Tortorici et al., 2001). Estas estructuras estan dotadas de
receptores opioides, la microinyeccién de sustancias opioides exdgenas como la
morfina, contribuye a los efectos analgésicos (Smith et al., 1988; Yaksh et al., 1976).
También se ha demostrados que algunos AINEs (diclofenaco, aspirinay metamizol)
administrados en estas estructuras (PAG y RVM) provocan una disminucion de las
conductas nociceptivas (Bjorkman et al., 1992; Jones, 1996; Tortorici & Vanegas,
1994, 1995). De la misma manera se ha demostrado que los efectos
antinociceptivos de los AINEs antes mencionados se ven reducidos o revertidos tras
la administracion de naloxona por via sistémica o administrada directamente en el
area de la PAG, lo que sugiere la relacion de estos farmacos con el sistema opioide
enddgeno, involucrado en el control descendente del dolor (Bjorkman et al., 1992;
Pini et al., 1997; Tortorici et al., 1996; Vazquez et al., 2005). En el modelo de la
placa caliente, evaluado en ratones, la naloxona revierte o disminuye los efectos
antinociceptivos de Ket (Domer, 1990).

Han sido propuestas dos vias en comun del mecanismo sinérgico entre AINES y
opioides, mediado por péptidos opioides enddgenos y por endocannabinoides.
Los opioides a nivel de PAG activan la PLA2 y aumentan la disponibilidad de acido
eicosatetraenoico, los AINEs al bloguear a la COX también impiden la utilizacion del
acido eicosatetraenoico por lo que aumenta la disponibilidad de este acido para
otras vias moleculares (Vaughan et al., 1997a). Aqui juega un papel importante las
lipoxigenasas, en especifico la 12-lipoxigenasa, enzima que cataliza la oxidacion
del &cido eicosatetraenoico en hepoxilinas que disminuyen la liberacion del
neurotrasmisor GABA de los terminales sinapticos de los axones PAG inhibidores
(Vaughan, 1998; Vaughan et al., 1997b).

Por otro lado, los AINEs no solo inhiben a la COX si no también la enzima
responsable de metabolizar los endocannabinoides; la amida hidrolasa de &cidos
grasos (FAAH) y monoacilglicerol lipasa. Los AINEs generan mayor disponibilidad
de anandamida (AEA) y 2- araquidonilglicerol (2-AG) para unirse a receptores CB1
y CB2, que median los efectos analgésicos (Fowler et al., 2005; Piomelli, 2003). Se
ha demostrado la participacion de COX-2 al reducir la descomposicion de 2-AG

provocando con ello efectos antinociceptivos observados en un modelo artritico
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inducido por carragenina al 2% en la articulacién de la rodilla en rata (Telleria-Diaz
et al., 2010). En otro modelo inflamatorio, se observd que la microinyeccion de un
antagonista del receptor CB1 (AM251) en PAG Y RVM, revirti6 los efectos
antinociceptivos de metamizol, demostrando que los AINEs tienen participacion en
el sistema endocannabinoide a nivel central (Telleria-Diaz et al., 2010). A nivel
periférico también se ha demostrado la existencia de un sistema endocannabinoide
en la rodilla de la rata, la administracion local de un agonista del receptor CB1
(ACEA) puede modular la nocicepcion en un modelo artritico inducido por la
inyeccion intraarticular de monoyodoacetato de sodio en rata (Schuelert &
McDougall, 2008). Ya se ha demostrado que a nivel periférico las articulaciones de
la rata estan provistas de receptores cannabinoides y receptores opioides y sus
ligandos producen efectos antinociceptivos. En un estudio se observo que la
combinacién de endomorfina-1y 2-AG, producia efectos aditivos y duraderos en el
CT, en un modelo artritico inducido por la inyeccion de carragenina en la articulaciéon
tibio-tarsiana de la pata trasera derecha de la rata (Mecs et al., 2010).

Otro posible mecanismo para dilucidar los efectos supraditivos entre un AINE (Ket)
y un Opioide (Tra) es a través de la via del 6xido nitrico (ON). La combinacion de
tramadol y dexketoprofeno produce efectos antinociceptivos sinérgicos en la
segunda fase de la prueba de la formalina, estos mismos efectos de la combinacion
fueron revertidos por antagonistas del ON (L-NAME), o glibenclamida (antagonista
de los canales de K+ sensibles a ATP) lo que sugiere que los canales de K*
sensibles al 6xido nitrico y al ATP participan en esta interaccién farmacolégica
(Isiordia-Espinoza et al., 2014).

Hablando de los efectos adversos de los farmacos individuales. El Ket al igual que
otros AINEs produce efectos adversos a nivel gastrointestinal, al disminuir la
produccion de COX1, indispensable para la homedstasis de la mucosa
gastrointestinal (Laine, 2003). El uso prolongado de AINEs se ha asociado a la
generacion de Ulceras pépticas y gastricas, que podria desencadenar una
hemorragia gastrointestinal (Laine, 2003). El empleo extendido de AINEs, se asocia
a dafio hepatico, con el subsecuente incremento de enzimas hepaticas; aspartato

aminotransferasa y alanina aminotransferasa (AST Y ALT) (Bessone, 2010). Otro
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efecto adverso atribuible a los AINEs es la inhibicion de componentes de la
coagulacion como lo es la agregacién plaquetaria e inhicién del tromboxano.

Los opioides presentan por orden de frecuencia los siguientes efectos adversos:
mareos, vomitos, nauseas, somnolencia y estrefiimiento (Hsu et al., 2012). Otros
efectos no deseables del Tra son convulsiones y sindrome serotoninérgico,
probablemente por interaccion farmacoldgica con antidepresivos y antecedentes de
epilepsia (Josietal., 2012; Raiger et al., 2012). La depresion respiratoria ocasionado
por tramadol es atribuible a interacciones farmacolégicas con otros farmacos como
benzodiacepinas, barbitdricos o antidepresivos triciclicos (Hassanian-Moghaddam
et al., 2013; Michael et al., 1999). Si bien es cierto el Tra cuenta con mejor perfil de
seguridad que otros opioides como la morfina, los efectos adversos en monoterapia
observados en este trabajo fueron considerables.

En el presente estudio se demostro que las combinaciones (1y 2) no solo generaron
los mejores efectos antinociceptivos, si no también no aumentaron los efectos
adversos atribuibles a los farmacos individuales. En la prueba del rota-rod Los
animales evaluados con Ket (3.16 mg/kg), y las combinaciones 1 y 2 no generaron
caidas, no asi, la dosis de Tra (31.62 mg/kg) que generd el mayor nimero de caidas
en esta prueba. Lo anterior se traduce a que las combinaciones propuestas en este
trabajo disminuyen la incoordinacion motora o somnolencia, generada por la dosis
efectiva del opioide utilizado (Tra:31.62 mg/kg). Al evaluar otro efecto adverso
atribuible a los opioides como lo es la constipacion o disminucién del porcentaje de
transito gastrointestinal (%TGI), se observé que con la dosis de Tra 31.62 mg/kg se
genero constipacion. La combinaciéon 1y Ket 3.16 mg/kg no generaron cambios en
el %TGI, en otras palabras, no hubo presencia del efecto adverso de constipacion
bajo las condiciones experimentales antes mencionadas.

Un efecto adverso estudiado en este trabajo atribuible a los AINEs fue la medicion
de lesiones gastrointestinales, cuantificado como la medicion de Ulceras y erosiones
gastricas postratamiento. Las combinaciones (C1 y C2) generaron menor dafio en
la mucosa gastrica que Ket en su dosis més efectiva (3.16 mg/kg). Los resultados

obtenidos respaldan otros estudios donde la combinacion entre Ket y Tra genero
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menos Ulcerasy erosiones que el control positivo con indometacinay Ket por si solo
(L6pez-Munioz et al., 2004).

Para evaluar el efecto de tolerancia farmacolégica, definida como la disminucion o
acortamiento en la duracion de los efectos analgésicos, tras la exposicion
prolongada al farmaco, se utilizd6 un esquema de administraciones repetidas (12
administraciones), con esta metodologia fueron evaluados los efectos
antinociceptivos y los efectos adversos de Ket, Tra y las combinaciones (C1y C2).
Uno de los efectos no deseables de los opioides es la tolerancia que se genera tras
su uso prolongado, algunos mecanismos propuestos que median este efecto, es la
contra-regulacién de incrementos progresivos de AMPc (Kieffer & Evans, 2002). Se
necesita incrementar la dosis para mantener la disminucién de este segundo
mensajero (AMPc). El fendmeno de up-regulation o contra-regulacion del AMPc se
ha demostrado en diversas estructuras involucradas en la modulacion del dolor:
locus coeruleus, nucleo accumbens, area tegmental ventral y PAG (Nestler, 2004).
La via involucrada en el fendmeno de “up regulation” es el factor de transcripcion
CREB, este factor aumenta la sintesis de un opioide endégeno; dinorfina, que activa
los receptores Kappa en el area tegmental ventral y produce un decremento de
liberaciéon de dopamina en el nicleo accumbens (Nestler, 2004). Otra teoria que
explica la tolerancia es la fosforilacion de receptores opioides, a través de la uniéon
a B arrestina, donde se internaliza al receptor y disminuye el nimero de receptores
de membrana (Nestler, 2004). Es importante mencionar que cada opioide es Unico
en sus propiedades farmacodinamicas por lo que contribuye a diferentes grados de
tolerancia generado. Bajo las condiciones experimentales antes expuestas se
observo que Tra (opioide) reduce el porcentaje de efecto antinociceptivo, tras
administraciones repetidas. Nuestros hallazgos respaldan lo encontrado con otros
autores sobre la tolerancia generada por los opioides (Kieffer & Evans, 2002;
Moreno-Rocha et al., 2012; Pernia-Andrade et al., 2004; Tortorici & Vanegas, 2000).
Bajo las condiciones experimentales mencionadas en el disefio experimental se
demostré6 que el Ket (AINE) reduce el porcentaje de efecto antinociceptivo,
dependiente de la dosis, tras administraciones repetidas en el modelo PIFIR. La

tolerancia de los AINEs aun es discutida por varios autores que ponen de manifiesto
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la existencia o no de tolerancia farmacolégica de los efectos antinociceptivos de
estos farmacos. Nuestros hallazgos son consistentes con los encontrados en otro
modelo inflamatorio, el de la formalina donde se demostré que la administracion
repetida de algunos AINEs entre ellos el Ket, produce una disminucion de los
efectos antinociceptivos evaluados, cabe destacar que los efectos antinociceptivos
de estos AINEs fueron contrarrestados con el pretratamiento de un antagonista
opioide (naloxona) (Tsiklauri et al., 2017). Lo que sugiere un posible papel del
mecanismo opioide enddgeno para Ket.

Las combinaciones (C1 y C2) redujeron sus efectos antinociceptivos tras 12
administraciones repetidas, observando una reduccion del efecto de 90.30% y
76.47% respectivamente comparada con sus administraciones agudas. Los datos
obtenidos en el presente trabajo respaldan los hallazgos obtenidos de otros autores,
donde se observo que la coadministracion repetida entre metamizol y tramadol
generd tolerancia farmacoldgica de los efectos antinociceptivos en el modelo de
prueba de retirada térmica de la pata (Moreno-Rocha et al., 2012). En otro estudio
se observo que la administracion de acido acetilsalicilico de lisina (AASL) dos veces
al dia durante tres dias produjo tolerancia cruzada con morfina y que el efecto
antinociceptivo de AASL fue abolido por naloxona (Pernia-Andrade et al., 2004). Lo
anterior sugiere que los AINEs participan en mecanismos opioides endégenos en
estructuras como PAG y la combinacién entre un AINE y un opioide con esquema
de administraciones repetidas este generando tolerancia cruzada (Tortorici &
Vanegas, 2000).
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9. CONCLUSIONES

La coadministracion de Kety Tra genera efectos antinociceptivos de potenciacion
o supraaditivos y efectos de suma o aditivos, después de la administracién oral
aguda, en tres niveles de nocicepcion evaluados (moderado, subintenso e intenso)

en un modelo de dolor artritico tipo gota en rata.

La combinacion entre Ket y Tra por via oral en el tratamiento agudo, ofrece la
posibilidad de reducir las dosis efectivas de la monoterapia y en consecuencia no
aumentar los efectos adversos de constipacién, coordinacion motora y lesiones

gastricas.

La coadministracion repetida de Ket y Tra por via oral puede inducir tolerancia
farmacolégica en el modelo de disfuncion inducido por dolor en rata (PIFIR), por un

probable mecanismo de tolerancia cruzada.
La coadministracion repetida de Ket y Tra por via oral puede inducir tolerancia

farmacoldgica en los efectos adversos de constipacion, coordinaciéon motora y

lesiones gastricas.

114



10.PERSPECTIVAS

Nuestros resultados experimentales abren la posibilidad de ampliar algunos puntos.

1. Fisiopatologia del dolor artritico en el modelo PIFIR:

- Realizar un ensayo de migracion-quimioatrayante del acido Urico.

- Realizar un estudio dosis-respuesta del acido Urico y observar los cambios
en la morfologia y bioquimica de la articulacion.

- Establecer la relacion entre la sinovitis y los efectos nociceptivos.

- Evaluar la atraccion de células inmunes tras la administracion intraarticular
de &cido urico.

- Determinar los cambios que se inducen con la combinacién de un AINE y un

opioide en células inmunes e histologia articular.

2. Efectos antinociceptivos:

- El empleo de un analisis de superficie interaccién sinérgica en busca de
establecer las mejores proporciones entre Ket + Tra de acuerdo a la
intensidad de dolor.

- Dilucidar los mecanismos farmacocinéticos: estableciendo si un farmaco
modifica la absorcién, metabolismo o excrecién del otro.

- Dilucidar los mecanismos farmacodinamicos periféricos y centrales: evaluar
los efectos antinociceptivos de Ket, Tra y empleando antagonistas de manera
intraarticular y parental.

- Evaluar si el tramadol promueve la analgesia periférica en este modelo de
dolor artritico.

- Emplear antagonistas o0 agonistas de endocannabinoides, péptidos

enddgenos, por la posible via analgésica en comun entre AINEs y opioides.

3. Dimorfismo sexual:

+ Determinar las diferencias entre machos y hembras en el modelo de dolor
tipo artritico y establecer si existen diferencias o no de acuerdo a la intensidad

de dolor y la interaccién farmacoldgica entre AINES y opioides.
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» Determinar la diferencia de tolerancia farmacolégica entre machos y hembras

con los farmacos individuales y en combinacion.
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