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Antecedentes

I. ANTECEDENTES

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) son un grupo
heterogéneo de sustancias que comparten propiedades analgésicas y
antipiréticas con eficacia variable. Tienen la capacidad de inhibir a la
ciclooxigenasa (COX) (Ferreira y cols., 1972), enzima responsable de la sintesis
de prostaglandinas (PGs), uno de los mecanismos por el cual se produce
analgesia (Vane y Botting, 1996). También se sabe que los AINEs bloquean la
actividad de los nociceptores inhibiendo la hiperalgesia y el dolor (Lorenzetti y
Ferreira, 1985). Sin embargo, su eficacia analgésica es menor a la de los
opioides.

Con la finalidad de aumentar la eficacia analgésica de los AINEs y la de
disminuir los efectos indeseables, se han empleado diversas estrategias
experimentales. Una de ellas es combinar AINEs con cafeina (Granados-Soto y
Castafeda-Hernandez, 1999) o morfina (Granados-Soto y cols., 1999). Otra es
la combinacién de AINEs con vitaminas del complejo B (Reyes-Garcia y cols.,
1999).

Es bien sabido que el efecto analgésico del complejo de vitaminas B se ha
asociado con un aumento del control inhibitorio aferente de las neuronas de la
meédula espinal (Fu y cols., 1988; 1990), con la reduccion de la respuesta de las
neuronas talamicas ante una estimulacién nociva (Jurna y Bonke, 1988; Sharma
y cols., 1990; Jurna y cols., 1990), y con el aumento de la regeneracién de las
fibras nerviosas (Jurna y cols., 1990). En adicion, este cormplejo de vitaminas B

se ha usado extensivamente como un adyuvante analgésico para el tratamiento
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Antecedentes

de diferentes tipos de dolor (Vetter. y cols., 1988; Kuhiwein y cols., 1990; Meyer
y cols., 1991, Lettko y cols., 1991) como es el caso de dolores de espalda o
lumbalgias (Bruggemman y cols., 1990; Juma y cols., 1990), dolores en
neuropatia diabética, polineuropatias y dolores reumaticos (Bartoszyk, 1990).

Bruggermann, Lettko y Vetter en 1991 esclarecieron que la administracion
del complejo de vitaminas B, ademas de disminuir la dosis de diclofenaco,
también reduce la duracién en el tratamiento para diversos tipos de dolor.

Existe evidencia documental de que el complejo de vitaminas B, solas o
combinadas presenta actividad analgésica en diversos modelos de dolor,
mientras que el efecto anti-inflamatorio se ha observado en la prueba de edema
inducida por carragenina. Se ha descrito que estas vitaminas potencian el efecto
analgésico de AINEs (Bartoszyk y cols., 1989, 1990; Dimpfel y cof., 1990) como
es el caso de metamizol (Wild y cols.,, 1990) morfina y paracetamol (Jurna y
cols., 1990) y del diclofenaco en un modelo de dolor tipo inflamatorio (Bartoszyk
y Wild, 1989; Reyes-Garcia y cols., 1999).

Existe controversia de si las vitaminas del complejo B realmente producen
alivio del dolor por si solas o si son capaces de aumentar el efecto analgésico
del diclofenaco (Eschalier et al., 1983; Misumi y cols., 1985; Brom y cols., 1995).

Puesto que hay poca informacion sobre los estudios de la interaccién del
complejo de vitaminas B como analgésico adyuvante para potenciar el efecto del
diclofenaco o de otros AINEs y esclarecer el tipo de actividades que le confieren
esta co-administracion, es necesario estudiar el efecto del diclofenaco solo o

combinado con el complejo de vitaminas B en diversos modelos de hiperalgesia y
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asi establecer si la co-administracion potencia el efectos analgésico y anti-

inflamatorio del diclofenaco y de otros AINEs.
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Introduccion

Il. INTRODUCCION.

il.1. Dolor y Nocicepcion.

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada
a un dario tisular real o potencial (Lipton, 1991), es una experiencia subjetiva y el
foco predominante de las manifestaciones clinicas, que cuando tienen fa

suficiente intensidad se justifica con la atencion clinica (Hyman y Cassem, 1995).

La funcién del dolor es ayudar a mantener la integridad del organismo ante
un dafio que, eventualmente, pudiera ser destructivo. Sin embargo, muchas
veces el dolor sobrepasa esta funcion y se vuelve patologico (Fields y Martin,
1994). El componente sensorial del dolor se denomina nocicepcién. La
nocicepcion es un término neurofisioldgico que se enfoca a los mecanismos
neuronales por los cuales se detectan los estimulos nocivos (Hyman y Cassen,
1995) e involucra la transduccion de impulsos nerviosos por terminales
periféricas (nociceptores). El estimulo nocivo activa las terminaciones
sensitivas periféricas de los nociceptores aferentes primarios por un proceso de
transduccion. El mensaje se transmite por el nervio periférico a la médula
espinal, en donde ocurre sinapsis con las células que se originan en las vias
ascendentes principales del dolor y liega hacia centros superiores del dolor como
el talamo y corteza (Figura 1). Este mecanismo electroquimico complejo

consiste en cuatro procesos fisiologicos distintos:

1. La transduccion que describe la conversion de estimulos nocivos en

senales eléctricas por terminaciones nerviosas periféricas.
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Introduccion

2.-Transmision es la propagacion de las seiiales eléctricas a lo largo de las

vias nociceptivas.

3.-La modulacién describe la alteracion de las sefiales nociceptivas dentro
del asta dorsal de la médula espinal. En ella se entrecruzan terminaciones
nerviosas de diferentes tipos, y se liberan neurotransmisores que inhiben, alteran

o amplifican la sefial sensorial.

4.-Percepcion es el proceso por el cual se integran los impulsos
nociceptivos con factores cognoscitivos y emocionales para crear la experiencia

subjetiva de dolor.

La funcion del sistema nociceptivo es detectar, localizar e identificar los
procesos que lesionan los tejidos. La percepcion del estimulo nociceptivo es
controlado a cualquier nivel de la via sensitiva aferente, desde el nervio

periférico hasta la corteza cerebral (Hyman y Cassem, 1995).

Nervio perifécico

Figura 1. Fibras de conduccién del estimulo doloroso.
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Introduccién

11.2. Fisiopatologia del dolor.

1i.2.1. Nociceptores.

Los nociceptores estan localizados en todo el cuerpo, son ramificaciones
terminales especializadas de las fibras nerviosas sensitivas. Estos nociceptores
se pueden activar directa o indirectamente por una sensacién térmica,
mecanica o quimica que pueden desencadenar el proceso del dolor. El dolor
puede surgir a partir de la estimulacion de los receptores del dolor o
nociceptores, éstos estan localizados en cuatro zonas principales del cuérpo: la
piel (cutaneos), las estructuras musculo-esqueléticas, musculo-visceral vy
visceral. Los nociceptores pueden contener uno de los varios tipos de axones,
clasificados en cuatro grupos principales, dependiendo de su diametro y grado
de mielinizacién: fibras A-o, A-B, A-8 y C (Fields y Martin, 1994; Hyman y
Cassem, 1995) (Tabla 1). Las fibras A-a son fibras mielinizadas, tienen un
diametro de 12-22 ym, responden a actividad motora propioceptiva. Las fibras A-
B tienen menor diametro (5-13 pm), estdn mas mielinizadas e incluyen a
mecano-receptores cutaneos que responden al tacto ligero y estiramiento. Las
fibras A-5 responden sélo a estimulos mecanicos moderadamente intensos o
nocivos, estan poco mielinizadas y el diametro del axén es de 1 a 5 pm, su
velocidad de conduccioén es de 6-30 m/seg. En ausencia de estimulacién estos
receptores son silenciosos, no responden al frio intenso, ni a las sustancias
algégenas, pero si a los estimulos nocivos caléricos que se aplican

repetitivamente. Las fibras C son amielinicas y el diametro de su axén es de 0.2

6. @




Introduccién

a 1.3 pm, tienen una velocidad de conduccién de 0.2-2.3 m/seg (Bowman y

Rand, 1984) ademas son nociceptores que responden a estimulos térmicos,

mecanicos y quimicos (Figura 2).

Tabla 1. Caracteristicas y propiedades de las fibras nerviosas.

Clasificacion de las

Diametro de
fibras nerviosas

Velocidad de
la fibra

Otras caracteristicas
conduccion

anatomicas y
fisiologicas
miseg

Motora prociceptiva
Tacto ligero
{sensibilidad al
musculo) presién
Tono muscular
Mecanicos pero pueden

6-30 sensibilizarse con

estimulos térmicos

repetitivos
B-B 12-30 Dolor, temperatura (frio-
calor) presion
Nervios autonémicos
B-B 3-15 preganglionares

30-70

14-40

NO MIELINIZADAS
C-11IvV

Dolor, temperatura
{frio-calor)
Vaso-motor, viscero-
motor, pilo-motor/sudor




Introduccion

VIAS DE LA NOCICEPCION -

MATERIA GRIS MATERIA BLANCA | GANGLIO ] TERMINALES CUALIDAD DEL.
TA DORSAL ASTA DORSAL AS ESTIMULO

>
ia

BIER

LENTA
ESTIMULO

— .~ | _nNocivo

[ oruesas | «— | EsTiMuLO
INNOCUO

166
|
/.

i

SCAEICNENEL

Figura 2. Esquema de los componentes de un nervio cutaneo tipico. Los axones
aferentes primarios son mielinizados de didmetro grande (A-B), mielinizados de diametro

pequefio (A-3) y amielinicos (C).

11.2.2. Médula Espinal.

La estimulacion de los nociceptores cutaneos produce impulsos que son

transmitidos por las fibras A5 y C, y llegan a la médula a través de los nervios

espinales.

Las tres cuartas partes de las fibras A5 responden a estimulos inocuos

mecanicos y térmicos y sélo una cuarta parte responde a estimulos mecanicos
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Introduccion

muy intensos que dafan a los tejidos. Estas unidades nociceptivas constituidas
por estas fibras se hallan no so6lo en la piel y tejido celular subcutaneo, sino
también en las visceras, musculos y otras estructuras profundas. En las raices
dorsales el 50% de las fibras C no mielinicas pertenecen a los
mecanoreceptores que responden a la estimulaciéon inocua del cuero cabelludo u
otras zonas del foliculo, mientras que unos pocos son sensibles a la estimulacion
térmica innocua. Del 50% restante, alrededor del 20% son nociceptores
mecanicos y un 30% nociceptores térmicos. Algunas fibras de umbral alto son
también polimodales; responden tanto al calor nociceptivo como a la distorsion

mecanica intensa (Tabla 2).

Tabla 2. Sistemas que participan en la integracién y modulacién del dolor.

- _
SISTEMA TRANSMISOR*
Fibras A Fibras A5y C **
Espesor Gruesas Finas
Funcionalidad No nociceptivas nociceptivas
Velocidad de conduccion Alta Baja
Adaptacion Rapida Lenta
Agotamiento Facil Dificil

Actiian como Sistema inhibidor Sistema activador

- La descarga es responsable del mensaje doloroso.
.- Los dos tipos de fibras forman parte de las raices sensitivas de los nervios
espinales que penetran en el asta posterior de la médula.

11.2.3. Asta posterior de la médula espinal.

El asta posterior es una estructura altamente compleja, contiene diversos
tipos de neuronas y sinapsis, ademas de la recepcion y la transmisién, produce

un alto grado de procesamiento sensitivo que incluye abstraccién local,
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integracion, seleccion y distorsion apropiada. Por lo tanto, se produce una
marcada modulacién de la nocicepcion y de otras sensaciones, mediante una
forma muy compleja de procesamiento local que se activa a través de
fenomenos de excitacibn e inhibicion provenientes de la periferia, de las

interneuronas  locales, tallo cerebral y cerebro, involucrandose

neurotransmisores locales y centrales (Tabla 3).

Tabla 3. Componentes principales del asta posterior de la médula

Terminales centrales de neuronas primarias aferentes inervando tejido cutdneos y

profundos.
Neuronas internas, incluyendo neuronas locales y neuronas de proyeccion.

Axones terminales de neuronas externas originadas principalmente desde vias
descendentes del tallo cerebral.

H.2.4. Sistema espinotalamico.

Es la via mas importante para la transmisién nociceptiva de la médula
espinal al talamo. El haz espinotalamico lateral, formado por fibras largas
mielinizadas que hacen conexion directa con el talamo, en los nlcleos
ventrolateral y posterior. Alli se establecen sinapsis en las fibras de la corteza
somatosensorial, conduciendo los impulsos nociceptivos mas rapidamente
procesando la informacién en forma discriminativa en forma continua.

El haz espinotalamico medio, filogenéticamente mas antiguo, se localiza en
la zona media y estd compuesto por fibras cortas qué se proyectan a la
formacion reticular de la médula media, a los puentes laterales y cerebro medio

(area limbica media) y luego al nucieo talamico intralaminar medial. Estas fibras
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espinorreticulares establecen contacto con fibras que se conectan con
estructuras hipotalamicas, del cerebro limbico anterior y con otras zonas del
cerebro. Este sistema no esta organizado para brindar informacién discriminada,
pero esta involucrado en las respuestas reflejas relacionadas con la circulacion y
la funcién endocrina; provocando el impulso motivacional y el efecto

displacentero que lleva al organismo a la reaccion.

11.2.5. Sistema trigeminal.

La nocicepcion de la region cefalica se conduce por fibras sensoriales de
los nervios craneanos V, VI, IX y X, cuyas fibras proximales penetran en el tallo
encefalico, asocidndose con el nicleo sensitivo del trigémino, donde hacen
sinapsis con neuronas de segundo orden. Estos nociceptores trigeminales
centrales estan localizados en la porcion inferior del niicleo caudado (caudal) del
asta posterior de la médula espinal cervical.

Muchos de ellos atraviesan varias zonas hasta la formacién reticular del
tallo encefalico hipotalamico y los nucleos talamicos medial e intralaminar

(Figura 3).
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Figura 3. Sistema de modulacion nociceptiva: A. Sistema anterolateral ascendente
(ALF), B. Sistema hipotalamo-espinal descendente y C. Sistema PAG-espinal.
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i.3. Neurmoduladores del dolor y la inflamacion.

Existen diversas sustancias quimicas llamadas neuromoduladores, que
median o facilitan el proceso de inflamacion, alterando las funciones de las
neuronas ocasionando o modulando el dolor. Entre los neuromoduladores mas
comunes se encuentran {a histamina, serotonina, bradicinina, el factor activador
de plaquetas, interleucina-1, prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos,
sustancia P, protones, radicales libres, péptido vasoactivo intestinal (PVI),
noroepinefrina, dopamina, glicina, GABA, neurotensina, 6xido nitrico (Vane y
Botting, 1990). Sin embargo, las funciones de cada una de estas sustancias no
estan completamente esclarecidas, ya que hay una interaccion intima con ia
liberacion de las mismas en el sitio de lesion (Figura 4), lo cual provoca que la
accion de una modifica la respuesta de otra.

Aunque algunas de estas sustancias quimicas activan a los nociceptores, y
por tanto estan involucradas directamente en la generacidn de! dolor, otras
llevan a la sensibilizacion de la respuesta nociceptiva ante un estimulo natural
(Meyer y cols., 1994).

A continuacién se mencionan algunos de los neuromoduladores de mayor

importancia sobre el dolor y la nocicepcién.
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Corteza Modulacion
Descendente

Tatsmo

SEROTONINA (SHT)
..

TN Encefallna
> -

Serotonina

-

MEDULA

Meédula Espinal

SP, 5-HT, NE, ENK,
NEUROTENSINA, ACH,
CGRE. 7 I PROSTAGLANDINAS.
ENZIMAS INHIRIDORAS o : e < Joiiiny
ENK-ASA, NO-SINTASA SEROTONINA,

Figura 4. Mediadores quimicos de la nocicepcion liberados por las terminaciones
nerviosas que contribuyen al dolor e inflamacion.

11.3.1. Dopamina.

Es una catecolamina derivada de la hidroxilacion de la tirosina y de la
descaroxilacion de la dopa. Parece jugar un papel importante en ia modulaciéon
del dolor ya que al unirse a su receptor preganglionar sensibiliza a los

nociceptores causantes de la hiperaigesia. Existen neuronas dopaminérgicas en




Introduccion

la sustancia negra, en el cerebro medio, en el niucleo del mesencéfalo y el
hipotalamo. Ademas se ha demostrado que la administracion de
dopamina intracerebral aumenta la actividad analgésica de la morfina (Stimel,

1983).

11.3.2. Histamina.

La histamina puede ser identificada en el cerebro, los niveles mas altos se
localizan en el cerebelo, hipotalamo ventral y regiéon predptica (Stimel, 1983). La
histamina se produce por descarboxilacion de la histidina, por efecto de la
enzima L-histidina descarboxilasa. Esta sustancia se libera en los procesos de
degranulacién de las células cebadas, provocados por mediadores de la
inflamaciéon. La activaciéon de su receptor Hy produce un aumento en la
permeabilidad de la membrana neuronal al calcio, liberando pépidos y cininas

causando hiperalgesia.

11.3.3. Serotonina (5-HT).

La serotonina (5-hidroxitriptamina) se produce por descarboxilacion del 5-
hidroxitriptofano. La serotonina se libera desde los eritrocitos y macréfagos
durante un dafo al tejido y puede sensibilizar y activar directamente a los
nociceptores provocando dolor. Actualmente se han relacionado tres subtipos de

receptores de serotonina: 5-HTy, 5-HT, y 56-HT3. Se ha visto que los receptores 5-
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HT,a facilitan la respuesta nociceptiva en tanto que los receptores 5-HTqpp la

inhiben (Athaider y Wilcox, 1993).
Los receptores 5-HT> acoplados a proteinas G sensibilizan a las neuronas
mediante la activacion de la fosfolipasa C que produce IP3 y DAG, lo que libera
calcio, aumentando su concentracion intracelular, que a su vez provocan un
aumento en la descarga neuronal. Los receptores 5-HT, se encuentran
acoplados a canales i6nicos que aumentan la permeabilidad de sodio y
disminuyen la de potasio permitiendo una repeticion mas frecuente de disparos

neuronales produciendo hiperalgesia (Wilcox y cols., 1990).

11.3.4. Sustancia P.

La sustancia P es un polipéptido perteneciente a la familia de las
neurocininas que agrupa a la neurocinina A y al péptido refacionado al gen de la
calcitonina. Es una sustancia que se encuentra en el asta dorsal de la médula
espinal, en la duramadre, médula espinal y aferencias sensoriales (Hall y Geppetti,
1995; Basbaum y Fields, 1999).

La sustancia P es un neurotransmisor aferente primario liberado por la
activacion de fibras C, esta involucrado en reacciones inflamatorias debidas a un
dafio tisular quimico o térmico (Gamse, 1984) que produce vaso dilatacion,
incremento en la permeabilid.ad plasmatica, liberacién de histamina por mastocitos
e incremento en la actividad fagocitaria de neutréfilos y macréfagos. Cuando hay

una produccion exagerada de impulsos anormales en el asta dorsal, se libera
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sustancia P, presentandose una despolarizacion prolongada, representandose

como hiperalgesia (Boehmer y cols., 1989).

11.3.5. Glutamato.

El glutamato es un heurotransmisor ampliamente asociado a la
neurotransmision excitatoria rapida entre los nociceptores y las neuronas
espinales (Wilcox, 1991). Mas de la mitad de las neuronas del asta dorsal liberan
glutamato en respuesta al dolor (Wilcox y cols., 1997). En apoyo a esta
interpretacion, se menciona a la capsaicina, que es una sustancia presente en el
chile que provoca dolor y que activa selectivamente los nociceptores C
polimodales estimulando la fiberacion de glutamato de las neuronas aferentes
primarias. Ademas, se ha visto que la recuperacion de glutamato y aspartato en
microdialisis del asta dorsal de la médula espinal en vivo se incrementa después
de la inyeccion de guimicos nocivos en la periferia (Skilling y cols., 1988),
proporcionando soporte adicional a la hipotesis que el glutamato y aspartato

estan relacionados con la actividad nociceptiva.
1i.4. Inflamacion y dolor.

La respuesta inflamatoria generalmente esta asociada con dolor (Stimmel
y cols., 1983). Los mediadores quimicos de la nocicepcion surgen no sélo de ios
tejidos danados y de las células que intervienen en la inflamacién si no también
de las neuronas nociceptivas. Las terminaciones nerviosas libres, liberan

sustancias algésicas en los tejidos activando asi nociceptores adyacentes,
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contribuyendo al dolor e inflamacion. Después de una lesion tisular, se libera
potasio, serotonina e histamina desde las células dafiadas y vasos lesionados
originando una respuesta triple (activacion de nociceptor, enrojecimiento y
edema). Al comienzo de esta respuesta la bradicinina (BK) inicia con la
liberacion de prostaglandinas (PG), lo que origina la activacion de los
nociceptores y un aumento de la permeabilidad vascular y la hiperalgesia. La
transmision del estimulo a las fibras aferentes originan la liberaci6on de sustancia
P (SP) y CGRP en el sitio de lesion, bradicinina e histamina. Estas sustancias
activan a los nociceptores restantes que originan la respuesta inflamatoria y

dolor (Wolf, 1991).
i1.4.1. lones Hidrégeno (H").

Se producen en condiciones tisulares dcidas como en la inflamacién,
isquemia, hipoxia e inflamacién, producen dolor, espasmo muscular y en estados
de enfermedad hiperalgesia debido a que aumentan la permeabilidad de la
membrana, causando dolor y espasmo muscular. Los protones inducen el
aumento de la sensibilidad al aumentar la permeabilidad de la membrana,

incrementando asi la sensibilidad mecanica.

1.4.2. Metabolitos de acido araquidénico.

Los fosfolipidos son componentes importantes de las membranas celulares

y se ven sometidos a la degradacion por fosfolipasas bajo ciertas condiciones,
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como la exposicién de las células a estimulos inflamatorios o nocivos (Ferreira y
cols., 1972).

La segmentacion de los fosfolipidos causa la liberacion del acido
araquidénico, que puede metabolizarse para formar mediadores y reguladores
de la inflamacion como son los leucotrienos tromboxanos y las
prostaglandinas (PGE2, PGEz,) pertenecientes al grupo de los prostanoides
(Figura 5).

Las prostaglandinas son moléculas lipofilicas que se sintetizan a partir del
acido araquidonico después del efecto de la enzima ciclooxigenasa. La PGE;
modula varios fenémenos inflamatorios, incrementa la permeabilidad vascular e
incrementa la sensibilidad al dolor, también estimula la formacion del AMPc
(segundo mensajero) en muchos tipos de células inflamatorias suprimiendo
varias respuestas inmunitarias, como son la liberacion de mediadores de las
células cebadas y reacciones citotéxicas mediadas por linfocitos, los receptores
de prostaglandinas se encuentran acoplados a proteinas G que al ser activados
inhiben canales de potasio y activan canales de sodio provocando la
despolarizacion e incrementado la velocidad de disparo, ademas induce la
liberacion de, sustancia P y oxido nitrico (NO) produciendo la hiperalgesia

(Vanegas y Schaible, 2001).
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Estimuio mecanico o quimico
N
B
Fosfolipidos
(membrana celuiar)

Glucocorticoides Fosfolipasa A

Acido sragquidénico

5-Lipooxigenasa | COX-1 6 COX-2
AINES
5-HPETE PGG:
l l Hidroperoxdasas
P
l Prostaacina smxas:d ‘/Nomerasas lTromboxano sintasa
teucotrienos PGY PGE: PGFi. PGD:2 TXAe

Figura 5. Biosintesis de los productos del acido araquidonico y mecanismo de accion
de los AINEs.

11.4.3. Cininas.

Las cininas acttan como mediadores de la inflamacion, afectando la
liberacion de prostaglandinas, citocinas y radicales libres, estimulando neuronas
posganglionares para inducir hiperalgesia. La bradicinina es uno de los
compuestos liberados inicialmente en lesiones tisulares, esta sustancia es la
responsable de la activacion prolongada de nociceptores. Esta activacion se
manifiesta como una extravasacion de plasma originando el edema, seguido por

una concentracion de celulas endoteliales y a un aumento de la permeabilidad
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vascular, sensibilizando nociceptores en el musculo, articulaciones y piel (Calixto
y cols., 2000). Otra cinina es la calicreina, la cual afecta a los receptores 8; de
la neuronas sensoriales, alterando la funcién de fosfolipidos de la membrana, los
canales de sodio y calcio, haciéndola mas permeable al sodio y calcio,

permitiendo una repeticiéon mas frecuente de disparos neuronales, provocando

hiperalgesia.
I.4.4. Oxido nitrico.

El éxido nitrico es un mediador biolégico que se produce endégenamente a
partir del aminoacido L-arginina en una reaccién catalizada por la sintasa de
éxido nitrico; reaccion que requiere de NADPH y O, como cofactores (Elliot y
Elliot, 1997). La biosintesis del 6xido nitrico ocurre en tejidos que incluyen
células del endotelio vascular, plaquetas, leucocitos, fibroblastos, en células de
la corteza adrenal y pulmén. Ademas, el éxido nitrico puede servir como
mensajero neuronal a nivel periférico (Bult y cols., 1990; Gibson y cols., 1990;
Tucker y cols., 1990) y central (Garthwaite y cols., 1991) y esta implicado en
eventos fisiolégicos como la fiebre, neurotoxicidad, neuroplasticidad y
nocicepcion (Vincent y Hope, 1992; Bredt y Snyder, 1992; Aley y cols., 1998).

Esto ocurre por que el 6xido nitrico es un radical libre soluble tanto en
medios lipidicos como en acuosos, lo que le pemmite difundir rdpidamente desde
su lugar de sintesis hasta otros sitios como el mﬂscﬁlo liso de diversos érganos
(Schuman y Madison, 1994), por lo cual se ha sugerido que esta relacionado en la

transmision a nivel central (SNC) y a nivel periférico (Sousa y Prado, 2001).
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Hi. MODELOS PARA EVALUAR EL EFECTO ANTINOCICEPTIVO.

Los modelos consisten en la administracion de sustancias quimicas
(modelos quimicos), aplicacion de presion mecanica en alguna regiéon del cuerpo
del animal (modelos mecanicos), de calor (modelos térmicos) y de voltaje
(modelos eléctricos) y luego se compara la capacidad de un farmaco estudiado
para suprimir o retrasar ia aparicion de una respuesta dolorosa empleando un
analgésico conocido (Grewall, 1992, Dibuisson y Denis, 1977, Kuhar y

Pasternak, 1984; Tjblsen y cols., 1992; Malmberg y cols., 1992).

l1.1. Modelos mecanicos.

Este tipo de estimulos poseen la ventaja de que pueden graduarse de
acuerdo a la intensidad o duracion del estimulo, pero tienen la desventaja de no
ser especificos. Pues hay estimulacidon de mecanoreceptores de bajo umbral (Le
Bars y cols., 2001).

Se basan en la aplicacion de una presidn constante por medio de una pinza
arterial cuidadosamente graduada en la cola o en los extremos de las patas de
los animales. Al momento en que se desencadena un comportamiento de lucha
o emision de gqueja, se interrumpe el estimulo, y se toma nota del umbral para

observar la respuesta (Ferreira y cols, 1978, Kuhar y Pasternark, 1984).
1li.2. Modelos eléctricos.

Se han creado diversos métodos que dan descargas eléctricas ligeras a los

animales a través del piso de la jaula o por electrodos aplicados en la piel en los

22 @




Introduccion

sitios sensibles de la mucosa rectal, 1a pulpa dentaria o en la cola de la rata o

raton (Grewall, 1952).

Poseen la ventaja de ser cuantificables, reproducibles y no invasivos, sin
embargo, tienen la desventaja de ser un estimulo no selectivo debido a que

estimulan también fibras no nociceptivas (Le Bars, 2001).

111.3. Modelos térmicos.

Se basa en la aplicacién de calor (“tail-flick”, “tail-plinch” o “hot-plate™). En la
prueba de la plancha caliente o “hot-plate” se colocan ratas o ratones sobre la
superficie de una placa caliente a una temperatura de 51-56°C. Después de un
periodo de latencia los animales muestran signos de molestia, como lamerse los

extremos de las patas o saltar (Ankier 1974).

En la prueba de calor radiante, se enfoca la luz de un bulbo eléctrico sobre
una zona rasurada del dorso del animal. Se utiliza una prueba similar en
voluntarios humanos; el calor se enfoca en la frente que previamente se pinta de
negro con hollin para aumentar ia absorcion del calor. El individuo sefiala cuando

siente dolor.

En todas las pruebas mencionadas anteriormente no es posible decir que la
sensacion en el animal es la misma que experimenta el hombre. Pero los
resultados que se obtienen en estas pruebas son de gran importancia en el
cernimiento de farmacos que pueden dar idea de su eficacia, potencia y

mecanismo de accion.
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N.4. Modelos quimicos.

11.4.1. Prueba de formalina.

Esta prueba se encuentra dentro de los modelos quimicos e involucra un
dolor continuo generado por un dafio tisular (Dubuisson y Denis, 1977). Consiste
en inyectar formalina de 1 a 5% en la pata de la rata (Tjblsen y cols., 1992) y se
observa el comportamiento del animal tal como elevar, sacudir, lamer o morder
la pata inyectada, traduciéndolo como una respuesta medible ante el efecto
nociceptivo de la formalina. La respuesta es bifasica y la duracion es de

aproximadamente una hora (Wheeler-Aceto y cols., 1990; 1991).

lil.4.2. Modelo de contorsiones y de distension colorrectal.

Es un modelo tipo visceral quimico por que se administra una inyeccién
intraperitoneal de sustancias algégenas como son: acido acético, fenilquinona,
benzoquinona o bradicinina produciendo una respuesta caracteristica de
contorciones en los animales debido a que se provoca un estimulo progresivo, de
larga duracion y ofrecen la ventaja de medir el comportamiento del animal a través
del tiempo cuando se le administra farmacos analgésicos (Dickerson y cols.,

1965).
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111.4.3. Modelo de inflamacion por carragenina.

Como ya se habia mencionado, no se puede observar respuestas
analgésicas del diclofenaco en modelos que se consideran exclusivos para
opioides como es el caso de la plancha caliente o tail-flik, por ello se han
desarrollado otros modelos donde se pueda ver la actividad de los AINEs en la
reduccion del edema. Por tal motivo se empled este modelo para ver la accion del
diclofenaco y el complejo de vitaminas B sobre la disminucion del edema

producido por carragenina.

Este modelo se clasifica como modelo quimico por que emplea una
sustancia quimica (carragenina) para producir inflamacion o edema en la pata del
animal (Winter y cols., 1962; Schreiber y cols., 1968). Y como modelo térmico por
que posterior a la administracion de carragenina se aplica un impuiso térmico en

la pata inflamada de la rata.

La carragenina es un mucopolisacarido derivado del musgo marino
Ifandés, Chondrus que al ser administrado al animal causa edema en dos fases.
La primera fase comienza en la primera hora después de la inyeccién de 50 pl
de carragenina. En la segunda fase, se desarrolla totalmente el edema
(inflamacion), esta fase comienza al finalizar la primera hora y treinta minutos
después se encuentra el pico maximo de inflamacién, con una duracion de 3

horas (Figura 6).
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El mecanismo de formacion del edema por carragenina es desconocido,
pero se sabe que esta sustancia probablemente no esta relacionada a la
histamina o serotonina, ya que se ha observado que varias dosis de un
antagonista de histamina y serotonina fueron inactivas para disminuir el edema

producido por carragenina (Winter y cols., 1962).

Volimen del edema (ml)

Figura 6. Curva de volumen contra tiempo en el desarroilo de edema en ratas
inyectadas con 50 yl de carragenina en la pata derecha.

IV. ANALGESICOS.

Un analgésico es una sustancia que a través de su accién sobre el sistema
nervioso central o bien en el sistema nervioso periférico, sirve para reducir o

disminuir el sufrimiento originado por dolor, sin producir inconciencia.
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iV.1. Analgésicos Anti-inflamatorios No Esteroidales (AINEs).

Los analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINEs) son un grupo de
farmacos con acciones similares que ejercen sus efectos por uno o mas
mecanismos de accion, pero su estructura quimica es diversa. Los farmacos
mas utilizados son el ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, indometacina,
sulindac, piroxicam, meloxicam, nimesulide, ketorolac y diclofenaco (Insel, 1996;
Vaile y Davis, 1998). Estos farmacos son utilizados por sus propiedades
analgésicas, antipiréticas y anti-inflamatorias. Su principal mecanismo de accion
es la inhibicion de la ciclooxigenasa 1 (COX-1; constitutiva) y la coclooxigenasa
2 (COX-2; inducida en el sitio de inflamacion), mediante la cual se produce la
reduccion de prostaglandinas y tromboxanos (Cashman, 1996). Las
prostaglandinas paricipan en la sensibilizacion y la excitacion de los
nociceptores y por lo tanto en el dolor e hiperalgesia. Por lo tanto, el mecanismo
de accion principal de los AINEs se debe a la inhibicion de la sintesis de

prostaglandinas (Figura 6).

IvV.2. Diclofenaco.

El diclofenaco es un AINE que se utiliza principalmente en dolores
reumaticos y no reumaticos (Menaseé y cols., 1978). La actividad analgésica y
anti-inflamatoria se debe principalmente a la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas (Menassé y cols., 1978). Estructuralmente, es la sal de sodio
del acido o-[(2,6-dicloro-fenil)amino]-fenil acético, cuya estructura se muestra en

la Figura?7.
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Figura 7: Estructura quimica del diclofenaco y sus metabolitos identificados en la rata.
el diclofenaco sodico (1), 4'-hidroxi-diclofenaco (l1), 5-hidroxi-diclofenaco (HI) y 4',5-
hidroxi-dictofenaco (IV).

IV.2.1. Mecanismo de accion del diclofenaco.

iV.2.1.1. Nivel periférico.

Como otros agentes anti-inflamatorios, el diclofenaco inhibe la sintesis de
prostaglandinas tanto in vitro (Ku y cols., 1975; Garcia-Rafanell y Forn, 1979),
como in vivo de una manera competitiva (Menassé y cols., 1978; Oliw y cols.,

1978; Mair y cols., 1979) explicando asi gran parte de su actividad
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farmacolégica. También se ha reportado que este farmaco disminuye la
produccion de prostaglandinas, de leucocitos y células sinoviales de manera
independiente de su accién inhibitoria sobre la COX, estimulando Ila
reincorporacion del acido araquidonico hacia los triglicéridos (Ku y cols., 1986;

O’'Neill y Lewis, 1989).

La accion analgésica del diclofenaco no esta asociada solamente con la
prevencion de la sensibilizacion de los nociceptores (inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas), si no que disminuyen el niumero de receptores sensibilizados al
dolor. Este mecanismo involucra la produccion de oxido nitrico (Tonussi y
Ferreira, 1994). Se ha sugerido que ademas de esta accion y de la accidén
inhibitoria de prostaglandinas, el diclofenaco aparentemente posee un
mecanismo adicional de accién analgésica mediante la liberacion de péptidos
endogenos (Sacerdote y cols., 1985). Las concentraciones de p—endorfinas en el
plasma y el liquido cefalorraquideo (LCR) estan aumentadas (Sacerdote y cols.,
1985) después de la administracion de diclofenaco. Adicionalmente, se ha
demostrado que, in vitro, el diclofenaco presenta un efecto inhibitorio sobre la
elastasa de los polimorfonucieares (PMN), la cual es una proteina que participa
en la degradacion del cartilago en los proceso reumaticos cronicos (Steinmeyer
y Kalbhen, 1990). También se ha observado que los PMN generan efectos
inhibitorios sobre la adhesividad y la quimiotaxis inducida naturalmente por los

atrayentes durante el proceso inflamatorio (Berradia y cols., 1988).
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1IV.2.1.2. Nivel central.

El efecto antinociceptivo del diclofenaco involucra un componente del
sistema nervioso central. Parte de su efecto antinociceptivo parece estar
mediado por el sistema opioide descendente inhibitorio, el sistema serotonérgico
y/u otros sistemas de neurotransmision que interfieren con el trafico del impulso
doloroso de tipo visceral a nivel espinal (Bjérkman, 1995). En modelos como el
de contorsidon abdominal y el de distension colorectal (modelos de dolor tipo
visceral), la administracion i.cv. o it. de diclofenaco produce un efecto
antinociceptivo dependiente de la dosis. Este efecto central se bloquea por la
administracion de naloxona (Bjorkman y cols., 1990). Sin embargo, en otros
modelos que se consideran exclusivos o selectivos para opioides (plancha
caliente y “tail flick”) el diclofenaco no muestra propiedades nociceptivas. Esto
indica que la accion central del diclofenaco es independiente de la activacion de

receptores opioides.

IV.2.2. Farmacocinética y metabolismo.

El diclofenaco se absorbe rapida y completamente, alcanzando una
concentracion maxima en plasma al término de 2 a 3 horas. Se advierte un
notable efecto de primer paso. El diclofenaco es altamente afin a proteinas
plasmaticas (99%) y su vida media es de aproximadamente dos horas. Se
acumula en el liquido sinovial después de su ingestion lo que origina una mayor
duracion del efecto terapéutico. Se metaboliza en el higado por medio de la

familia del citocromo Pa.s CYP2D6 para dar 4-hidroxidiclofenaco que es el
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metabolito principal y otras formas hidroxiladas. Se excreta por la orina el 65% y

en la bilis el 35% (Goodman y Gilman, 2000).

IV.3. Propidades analgésicas y anti-inflamatorias del complejo
de vitaminas B (B,, Bg y Bi2).

Los farmacos con actividad analgésica como la aspirina, paracetamol,
diclofenaco, etc, con frecuencia causan efectos secundarios si se administran a
altas dosis, después de un uso prolongado o si se administran dosis bajas en
forma individual tienen poca eficacia. Por lo tanto, la combinacion de analgésicos
puede ser una opcion para obtener una alta eficacia analgésica con un minimo
de efectos adversos, debido a que se requiere menos dosis de los farmacos co-
administrados.

Se conoce que el complejo de vitaminas B tienen actividad antinociceptiva
y anti-inflamatoria (Bartoszy y cols., 1989), pero su mecanismo de accion es
desconocido. Este complejo, compuesto por tiamina (vitamina B,), piridoxina
(vitamina Bg) y cianocobatamina (vitamina Bi;) son esenciales para la sintesis de
neurotransmisores, para la produccion de mielina en el sistema nervioso central

y sistema nervioso periférico (Bermond, 1989).

IvV.3.1. Tiamina (vitamina B;).

La tiamina (Figura 8) es la primera vitamina del complejo B. La deficiencia
de esta vitamina causa polineuropatia, acompafiada por una degeneracion

axonal. Altas dosis de tiamina producen bloqueo ganglionar (Castro, 1965;
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Boissier, 1966) y supresién de la transmision del estimulo neural. La relacion
entre la vitamina B, y el sistema nervioso fue la base para extender el uso de
altas dosis de tiamina por diversas rutas con el propdsito de aliviar el dolor
neuropatico ya que la tiamina practicamente carece de acciones farmacologicas

a bajas dosis en humanos ( Bermond, 1989).

CH
NH, 2
— CHy——CH=——=0
N I CHZ——N\/S
CH3‘K
N

Figura 8. Estructura quimica de la tiamina.

1V.3.1.1 Absorcion, destino y excreciéon

La tiamina es una coenzima esencial para el metabolismo de los
carbohidratos, interviene en la descarboxilacion oxidativa del piruvato de acetil
coenzima A y en la sintesis de acetilcolina (mediador quimico neuronat).

La tiamina y sus ésteres tiene un alto grado de recambio en el organismo y
no se almacena en ningun érgano o tejido por tiempos prolongados, por lo que
es indispensable una ingesta continua.

La tiamina y sus derivados que ingresan por via digestiva natural o por via

parenteral, se depositan rapidamente en el higado, el musculo, el cerebro y en

menor grado en otros tejidos, su absorcién es en la porcion proximal del intestino
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delgado, se almacena en pequefios depositos en el musculo con una breve vida
bioloégica
La tiamina en exceso se almacena y se deposita en sus 3 tipos de ésteres,

pasado cierto limite se elimina el resto por orina (http//www plmlatina.com).

IV.3.2. Piridoxina (vitamina Bg).

La vitamina Bg (Figura 9), es una coenzima de lisiloxidasa, esencial para la
formacion del fibroblasto (Mielke y cols., 1985) ya que éstos ayudan a la sintesis
y liberacion de colageno por la influencia del acido ascorbico. Se sabe que el
colageno es esencial para la formacion de articulaciones, que es el sitio donde
se originan muchas condiciones de dolor.

La concentracion de piridoxina en sangre es baja en artritis reumatoide
(lgari y cols., 1978), aunque no es bien conocido si el decremento de esta
vitamina es una causa o una consecuencia de los mecanismos reumaticos.
Estudios recientes muestran que la administracion de piridoxina puede suprimir
directamente la respuesta de estimulos nociceptivos, lo que sugiere que esta
supresion puede originar una respuesta analgésica (Sharma y cols., 1989).
Finalmente, la influencia de la piridoxina en el metabolismo de serotonina indica

que puede prevenir manifestaciones del dolor.
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CH,0

g

Figura 9. Estructura quimica de la piridoxina.
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IV.3.2.1 Absorcion, destino y excrecion.

La piridoxina, es rapidamente absorbida por el tracto gastrointestinal
después de la administracion oral; sin embargo, la absorcién gastrointestinal
puede ser disminuida en pacientes con sindrome de mala absorcién gastrica. Las
concentraciones séricas normales de piridoxina son de 30-80 mg/ml.

La vitamina Bs se almacena principalmente en higado y en menor grado
en musculo y cerebro.

La vida media bioldégica de la piridoxina parece ser de 15 a 20
dias, en higado el su principal metabolito el piridoxal es oxidado a acido

piriddxico, el cual es excretado por la orina (http//www.plmlatina.com).

IV.3.3. Cianocobalamina (vitamina By,).

Se ha visto que la vitamina B, (Figura 10) incrementa el ARN en
neuronas. Esta vitamina es un factor esencial para la formacién de propionil-

CoA dentro del ciclo de Krebs y proporcionar metamalonil-CoA a las neuronas,
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metamalonil-CoA, es el ualtimo metabolito importante para la sintesis de
cerebrosidos neuronales y fosfolipidos para la producciéon de mielina (Carson y
cols., 1971).

Uno de los papeles mas importantes de la cianocobalamina es la
transformacion de poliglutamato a tetrahidrofolato, necesario para la sintesis de
hemoglobina y globulos rojos en la formacion de sangre. La deficiencia de esta
vitamina ocasiona el sindrome neuroanémico originando dolor.

Estudios recientes en rétas confirman que la administraciéon de vitamina
Byz disminuye el dolor provocado por diversas sustancias tales como la
carragenina, caolin, calcio, etc. observandose una actividad preventiva y una
actividad terapéutica. La actividad preventiva se obtiene al administrar vitamina
B2 media hora antes de la provocacion del dolor y la actividad terapéutica se
observa 2 horas después de la provocacion del dolor (Bermond y cols., 1989).

La vitamina B4z, ademas de prevenir la anemia, ayuda a disminuir el dolor

provocado por sustancias que inducen inflamacion (Bermond y cols., 1989).

IV.3.3.1 Absorcion, destino y excrecion.

La vitamina B,; es regularmente absorbida por el intestino delgado distal,
cuando se suministra por via oral. En el estémago la vitamina B, libre se une al
factor intrinseco, que es una glicoproteina excretada por la mucosa gastrica que
es necesaria para una absorcion activa de la vitamina por el tracto gastrointestinal.
El complejo es detenido transitoriamente en receptores especificos de la pared del

ileon distal, antes de que la vitamina sea absorbida y entre a la circulacion
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sistémica.

El! mecanismo de transporte del factor intrinseco es saturado por 1.5-3 mg
de vitamina B.z; sin embargo, cantidades adicionales de vitaminas pueden ser
absorbidas independientemente del factor intrinseco, por difusion pasiva a través
de la pared intestinal.

Este mecanismo de difusidn pasiva es importante sélo en presencia de
cantidades de vitamina mucho mas grandes (minimo 1 mg). En la administracion
por via oral de vitamina B4z en dosis menores de 3 mg, el pico de concentracion
plasmatica no se alcanza hasta después de 8-12 horas, porque la vitamina es
transitoriamente retenida en la pared del ileon distal.

En las células de la mucosa intestinal la vitamina B12 es liberada del factor
intrinseco, y se une rapidamente a las proteinas del plasma en la sangre,
principalmente a una proteina de aimacenamiento transcobalamina Wl. Las
concentraciones sanguineas de transcobalamina |l se retiran después de que la
vitamina B2 es absorbida.

En estado de ayuno la mayor parte de la vitamina circulante se une a la
transcobalamina |. La vitamina B12 es distribuida en el higado y médula 6sea y
otros tejidos, incluyendo la placenta. El almacenamiento. corporal total de la
vitamina Bi2 en sujetos sanos esta estimado en un rango de 1-11 mg con un
promedio de 5 mg del 50-90% esta almacenado en el higado.

Cuando la vitamina 'qu es administrada en cantidades que exceden la
capacidad de unién en plasma, higado y otros tejidos, esta libre en sangre y

disponible para excreciéon urinaria. Aproximadamente del 10-15% es sintetizada
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diariamente por bacterias en el intestino grueso, pero es excretada por las heces,

sin ser absorbida (http//www.pimiatina.com).

HNOCH,C

OCH,CH,C CH,

CH CH;CH,CONH,

HN
> N CH,
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3 \o </
o
>
° o) _JOH
HOH,C o

Figura 10. Estructura quimica de la cianocobalamina.
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V. JUSTIFICACION.

Hasta la fecha no se conoce el mecanismo de accion por el cual el
complejo de vitaminas B producen alivio de dolor. Algunos reportes sugieren que
el efecto analgésico de las vitaminas del complejo B se ha asociado a un
aumento del control inhibitorio aferente de las neuronas de la médula espinal (Fu
y cols., 1988; 1990) y la reduccion de la respuesta de las neuronas talamicas a
la estimulacion nociva (Jurna y Bonke, 1988; Sharma y cols., 1990; Jurna y cols.,
1990) originando un efecto antinociceptivo (analgésico) en modelos de

induccion del dolor por sustancias quimicas.

Existe evidencia experimenta! de que las vitaminas B,;, Bs y By, solas o
combinadas presentan actividad analgésica en diversos modelos de dolor, este
efecto anti-inflamatorio se ha observado en la prueba de edema inducida por
carragenina. Ademas, se ha descrito que el complejo de vitaminas B potencian
el efecto analgésico del diclofenaco en un modelo de dolor tipo inflamatorio

(Bartoszyk y Wild, 1989; Reyes-Garcia y cols., 1999).

Existe controversia si las vitaminas del complejo B realmente producen
alivio del dolor por si solas o si son capaces de aumentar el efecto analgésico
de! diclofenaco (Eschalier y cols., 1983; Misumi y cols., 1985; Bromm y cols.,
1995). Eschalier menciona que los efectos de ia vitamina B2, al compararse
con la aspirina y salina al 0.9% en tres diferentes modelos (eléctrico, térmico y
quimico) para medir el dolor en ratas y ratones, no muestra actividad

antinociceptiva después su administracion.
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Sin embargo, varios estudios indican que esta vitamina se ha utilizado
como analgésico en el tratamiento de diferentes tipos de dolor (Leich 1953;
Mellendy 1953; Laveig 1968; Natali 1969; Denner y cols., 1976). Esta aparente
contradiccion ponen en duda la actividad de las vitaminas para disminuir la

hiperalgesia.

Misumi y col. (1985) en un estudio de neuropatia inducida por 2,5-
hexanediona observa que las vitaminas By 0 Bg no muestran actividad
analgésica ni ayudan a la mejoria de la neuropatia. Todos estos estudios indican
que la eficacia o actividad de las vitaminas dependen del tipo de modeio
utilizado. Por lo tanto, la finalidad de este trabajo es tratar de explorar el papel
del complejo de vitaminas B pata aliviar el dolor y como potenciador de los
mecanismos de analgesia, con la co-administracién de un analgésico no

esteroidal (diclofenaco) en un modelo de hiperalgesia térmica.
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Vvl. HIPOTESIS.

< El complejo de vitaminas (B4, Be, B12) no produce analgesia y aumenta el
efecto analgésico del diclofenaco en un modelo de hiperalgesia térmica

en la rata.
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VH. OBJETIVOS.

VIi.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto analgésico del diclofenaco solo y combinado con el

complejo de vitaminas B (B1. Bg y B12) en un modelo de hiperalgesia térmica.

Vil. 2. Objetivos particulares.

< Estandarizar el modelo para evaluar la hiperalgesia térmica.

< Estudiar el efecto del complejo de vitaminas B en el modelo de
hiperalgesia térmica inducida por carragenina.

< Determinar el efecto del diclofenaco en el modelo de hiperalgesia térmica

inducida por carragenina.

< Evaluar la interaccion entre las vitaminas del complejo B y diclofenaco.
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Viil. MATERIAL Y METODOS.

VHI.1. Animales.

Se utilizaron 78 ratas Wistar con n=6 por cada grupo, hembras de 7-9
semanas de edad, con un peso de 170-220 g. A las ratas se les mantuvo con
libre acceso al agua, retirandoles el alimento 12 horas antes de los
experimentos. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las Guias
sobre Aspectos Eticos para la investigacién de Dolor Experimental en animales
(IASP, 1983). Cada rata se utilizé solo una vez y se sacrific6 en una camara

saturada con CO:; al final del experimento.

VIil.2. Modelo de Dolor.

Se empled el modelo de hiperalgesia térmica previamente validado y
estandarizado por Dirig y colaboradores (1997). El equipo consta de una
superficie de vidrio, la cual se mantiene a temperatura constante de 30 + 0.1°C
(Figura 11). El estimulo térmico es manejado por un brazo mecanico y una
termocopla, en ésta se encuentra un foco orientado a la superficie interna del
vidrio, por donde se hace incidir el estimulo térmico nocivo controlado por un
voltimetro a 5.5 amperios y un espejo que permite visualizar cada una de las
patas del animal para incidir el haz de luz sobre éstas. El estimulo térmico
generado produce una temperatura de 30°C (temperatura del piso) al inicio e
incrementa rapidamente hasta alcanzar los 41-42.5°C a los 12 segundos
aproximadamente. El cursor de tiempo se activa automaticamente al encender

el interruptor de luz y se mide la latencia, que es el momento en el que la rata
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retira la pata de la superficie al sentir molestias originadas por el estimulo
térmico. Este movimiento hace que los sensores de movimiento del equipo
detengan el cursor de tiempo y el estimulo iérmico.
Previo al estudio fue necesario ambientar a las ratas durante 30 minutos
sobre la superficie de vidrio, separadas por cajas‘de acrilico para eliminar

variaciones en la medicién de la latencia originada por estrés.

Figura 11. Fotografia de!l equipo para evaluar la hiperalgesia térmica




VIl 3. Induccion de edema por carragenina.

La primera parte del experimento se destiné para determinar el efecto de la
carragenina para producir hiperalgesia comparada con salina. Se utilizaron 2
grupos (n=6) de ratas. El primer grupo se inyecté con 50 ul de solucion
carragenina (1%) por via intraplantar en la pata derecha (Figura 12). Se midio el
tiempo de latencia cada 30 minutos durante 4 horas. El segundo grupo se le
inyecto por via intraplantar 50 ui de salina en la pata derecha de la rata, midiendo

el tiempo de latencia de la misma manera que en el grupo de carragenina.

(A) (B8)

Figura 12. Fotografia de la administracion intraplantar de carragenina y/o salina en ia pata
derecha de la rata (A). Administracion oral de diclofenaco (B).
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VIil.3.l. Diagrama de flujo

INDUCCION DE EDEMA POR CARRAGENINA

v

GRUPO 1

n=6

50 pl carragenina

50 ul salina

v

6RUPO 2

n=6
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VIi.4. Medicion de la actividad analgésica de diclofenaco.

La segunda parte experimental se destind para determinar si el diclofenaco
p.o. produce alivio de la hiperalgesia térmica en ratas. Se utilizaron tres grupos
de (n=6) ratas para cada dosis.

Al primer grupo se administré por via oral (p.o.) 1.8 mg/kg de diclofenaco, al
segundo grupo se administré 3.2 mg/kg y al tercer grupo se administré 5.6 mg/kg
de diclofenaco, después de 10 minutos se inyectd 50 pl de carragenina (1%) en
la pata derecha de la rata (Figura 12). Se midio6 el tiempo de latencia cada 30

minutos durante 4 horas.
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VHL4.l. Diagrama de flujo

ACTIVIDAD ANALGESICA DEL DICLOFENACOI

v v '

1.8 mg/kg Diclofenaco 3.2 mg/kg Diclofenaco 5.6 mg/kg Diclofenaco
n=6 ) n=6 n=6
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VIIl.5. Mediciéon de la actividad analgésica del complejo de

vitaminas B (B,, Bs y B12).

En la tercera parte del experimento se evalu6 el efecto de las vitaminas
sobre la respuesta hiperalgésica producida por carragenina. Las vitaminas se
administraron en una proporcion 100:100:1, es decir una dosis de 100mg/kg de
tiamina-piridoxina-cianocobalamina contiene 100 mg/kg de tiamina, 100 mg/kg de
tiamina, 100 mg/kg de piridoxina y 1.0 mg/kg de cianocobalamina. Se
administraron dosis crecientes de la mezcla de vitaminas p.o. (66, 100 y 177
mg/kg) y 10 minutos después se inyectd 50 yl de carragenina (1%) por via
intraplantar en la pata derecha (Figura 12) utilizando un grupo (n=6) para cada

dosis. Se midid el tiempo de latencia cada 30 minutos durante 4 horas.
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VHL5.1. Diagrama de flujo

ACTIVIDAD ANALGESICA DEL COMPLEJO DE
VITAMINAS 8

Complejo de vitaminas B

56 mg/kg 100 mg/kg 177 mg/kg
n=6 n=6 n=6
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VIll.6. Potenciacién del efecto analgésico del diclofenaco por el

complejo de vitaminas B (By, Bg y By2).

La cuarta parte experimental se realizé para determinar si la combinacion
de una dosis inactiva de diclofenaco (1.8 mg/kg) y dosis crecientes del complejo
de vitaminas (18, 32 y 56 mg/kg) administrados por via oral aumentan la
respuesta antinociceptiva del diclofenaco por el complejo de vitaminas. 10
minutos después se inyectdé 50 ul de carragenina (1%) por via intraplantar
(Figura 12) en {a pata derecha, utilizando una (n=6) ratas para cada dosis. Las
dosis de diclofenaco y vitaminas se eligieron a partir de las curvas dosis-

respuesta. Se midio el tiempo de latencia cada 30 minutos durante 4 horas.
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VilL.6.1. Diagrama de flujo

POTENCIACION DEL EFECTO ANALGESICO DEL
DICLOFENACO POR EL COMPLEJO DE VITAMINAS B

!

18 mg/kg 32 mg/kg ) 56 mg/kg
=6 nz6 nz6
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VIIl.7. Medicion del efecto del diclofenaco sin la administracion

de carragenina.

En la quinta parte experimental se determind la efectividad del diclofenaco.
Se utilizaron 2 dosis de diclofenaco 1.8 y 5.6 mg/kg para bloquear el estimulo
térmico agudo sin la sensibilizacion producida por carragenina (Figura 12) con
una (n=6) ratas para cada dosis. Después de 10 minutos se administré por via

intraplantar 50ul de solucion salina. Se midié el tiempo de latencia cada 30

minutos durante 4 horas.
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VII.7.l. Diagrama de flujo

ACTIVIDAD ANALGESICA DEL DICLOFENACO SIN
CARRAGENINA

1.} mg/kg Diclofenaco 5.6 mg/kg Dicl&cuc

n=6 n=6
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VIL.8. Criterios de exclusion.

Se eliminaron ratas con administracion incompleta de carragenina, solucion
salina o de los compuestos analgésicos (diclofenaco o vitaminas), sangrado
excesivo en el sitio de inyeccién de carragenina o salina, estrés producido por

diversos factores como son: factores ambientales como ia temperatura, ruido,

factores de estrés durante el manipuleo de los animales.

Vill.9. Farmacos

El diclofenaco sédico y las vitaminas de! complejo B fueron proporcionados
por Merck México. La carragenina A se obtuvo de Sigma (S. Louis, MO, EUA).
Los compuestos analgésicos se administraran por via oral disueltos en

carboximetilcelulosa al 0.5%.
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IX. EVALUACION DE RESULTADOS.

Los resultados obtenidos se analizaron de la siguiente manera: Los datos

se expresaron como el promedio del tiempo de latencia (tiempo en que tarda la

rata en levantar la pata) para cada grupo experimental (n= 6) de los diferentes

grupos + el error estandar. Se realizaron curvas de latencia contra tiempo para

cada grupo y se calculd el area bajo la curva (ABC) de cada fase por el método
de los trapezoides.

Los datos fueron graficados con el programa Sigma plot version 4.01 para
las graficas de latencia contra tiempo. En las graficas de barras se utiliz6 el
programa Prisma en la version 3.0, para realizar estas graficas se utilizé los datos
de area bajo la curva. Todos los datos se compararon con sus respectivos
controles por analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguidos por una prueba
de Dunnett cuando se requirid hacer comparaciones multiples con un grupo

control. En todos los casos el nivel de significancia elegido fue de 0.05.
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X. RESULTADOS.

La administracion de 50 ul de solucion salina (0.9%) en el cojinete plantar
de la pata derecha no produjo modificacién de la latencia (9-13 segundos). En
contraste, la administracion de 50 pl de carragenina (1%) disminuyd
significativamente la latencia al estimulo térmico comparado con la administracion
de salina (Figura 13, Tabla 4). La inyeccion de carragenina redujo ia latencia a
partir de los 30 minutos, observandose una disminucion maxima (3-4 segundos),
aproximadamente a las 2 horas, que se mantuvo constante durante las siguientes

2 horas (Tabla 4).

14 - —6— Salina 0.9%
—@— Carragenina S0ul (1%)

- -
[=] N
1

Latencia (segundos)

2 T T T T T T 1
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Figura 13. Curso temporal dg la latencia observado después de la administracion
de solucion salina (0.9%) y carragenina (1%) en un modelo de hiperalgesia
térmica. Los datos son el promedio de 6 animales + error estandar.
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Tabla 4. Valores de latencia observados con la administracion de salina (0.9%) y
carragenina 50 pl (1%). Los valores son el promedio de 6 animales + el error

estandar.

LATENCIA (Segundos)

Tiempo (Min) Salina (0.9%) Carfagenina 50 pl (1%)
0 12.5+0.68 10.6 £ 0.86
30 11.39+£1.22 7.67 £0.85
60 10.65 £ 0.64 5.46 + 0.58
90 10.43 £ 0.90 483 £ 0.52
120 9.53 £ 1.47 4.83 £ 0.51
150 9.08 £ 0.56 3.48 £0.39
180 9.56 £ 0.98 2.95+0.13
210 8.70+0.75 3.73+0.28
240 8.85 £ 0.51 3.05+0.15

La administracion oral de diclofenaco sédico revirtid de manera dependiente
de la dosis la hiperalgesia térmica inducida por carragenina (Figura 14, Tabla 5).
La figura 14 muestra el curso temporal observado después de la administracién
oral de dosis crecientes de diclofenaco. La dosis minima de diclofenaco necesaria
para producir un efecto anti-hiperalgésico significativo fue 3.2 mg/kg (Figura 15).
La administracion de la dosis de 5.6 mg/kg de diclofenaco produjo el efecto
maximo observado, pero no‘fue capaz de bloquear completamente la hiperalgesia

inducida por carragenina.
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La administracién oral de vitaminas produjo un efecto anti-hiperalgésico

modesto, pero solo con la dosis mas aita probada (177 mg/kg) (Figura 16, Tabla
6). La figura 16 muestra el curso temporal observado después de la administracion

oral de dosis crecientes de vitaminas.
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Figura 14. Curso temporal de la latencia observado después de la administracion
de dosis crecientes de diclofenaco (mg/kg) en un modelo de hiperaigesia térmica.
Los datos son el promedio de 6 animales + error estandar. * Significativamente
diferente del grupo tratado con carragenina (p<0.05), determinado por andlisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido por una prueba de Tukey.
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Figura 15. Efecto de la administracion oral de diclofenaco en el modelo de
hiperalgesia térmica inducida por carragenina (carrag). Los datos estan
representados como el area bajo la curva (ABC) de la latencia en funciéon del
tiempo. Las barras son el promedio de 6 ratas % el error estandar. *
Significativamente diferente del grupo tratado con carragenina.

-59- @




Resultados

Tabla 5. Curso temporal de la latencia observada con diferentes dosis de
diclofenaco (1.8, 3.2 y 5.6 mg/kg) en el modelo de hiperalgesia térmica inducida
por carragenina. Los valores son el promedio de 6 animales * el error estandar. *
Significativamente diferente del grupo tratado con carragenina (p<0.05),
determinado por analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por una prueba
de Tukey.

LATENCIA (Seg)

Tiempo |Carragenina| Diclofenaco Diclofenaco Diclofenaco
(min) {1.8 mg/kg) (3.2 mg/kg) (5.6 mgl/kg)
0 10.6 £0.86 | 11.60+0.94 10.12+£ 048 12.45+0.87
30 7.67 £ 0.85 7.82+0.43 8.06 £ 0.55* 11.46 £ 0.93*
60 546 +£0.58 | 7.50 + 0.41* 7.49 £ 0.88* 10.84 £ 1.12*
90 483 +052 | 6.52+0.48" 6.74 £ 0.32" 8.67 +0.77*
120 4.83 £ 0.51 6.80 + 0.60" 573+£1.07 7.60 £ 0.44"
150 3.48 £ 0.39 3.38+0.25 5.04 £ 0.50* 6.34 £ 0.72*
180 2.95+0.13 2.88+0.21 6535+ 0.75* 4.67 £0.61*
210 3.73 £ 0.28 2.60 £ 0.21 4.07 £0.37 3.58+£0.42
240 3.05+0.15 3.10+0.51 4.07 £0.29 4.64 £+0.64

La administracion de la dosis de 56 y 100 mg/kg de vitaminas no fue capaz
de bloquear la hiperalgesia inducida por carragenina, mientras que la dosis de 177
mg/kg produjo un efecto muy pequenio, pero significativo (Figura 17).

La administracion oral de una dosis inactiva de diclofenaco (1.8 mg/kg) con
la combinacioén de vitaminas del complejo B a diferentes dosis (18, 32 y 56 mg/kg)
produjo un claro efecto anti-hiperalgésico (Figura 18, Tabla 16). La figura 18

muestra el curso temporal observado después de fa administracion oral de dosis
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crecientes de diclofenaco con vitaminas del complejo B. La administracion de fa

dosis de diclofenaco 1.8 mg/kg con vitaminas del complejo B a 18 y 32 mg/kg de
vitaminas no fue capaz de bloquear totalmente i1a hiperalgesia inducida por
carragenina, mientras que el diclofenaco a 1.8 mg/kg con la dosis de vitaminas 56

mg/kg produjo un efecto significativo mayor (Figura 19).

16 ~@— Salina

—~@— Camagenina
~@— Vitaminas 177
—ap— Vitaminas 100
~&— Vitaminas 56

12

Latencia (segundos)
I

T T T T T Y T 1
o] 30 60 90 120 150 180 210 240

Tiempo (min)

Figura 16. Curso temporal de ia latencia observado después de la administracion
de dosis crecientes de vitaminas en un modelo de hiperalgesia térmica. Los datos
son el promedio de 6 animales + error estandar. * Significativamente diferentes
con respecto a carragenina (p<0.05), determinado por analisis de varianza de una
via (ANOVA) seguido por una prueba de Tukey.
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Figura 17. Efecto de la administracién oral de vitaminas del complejo B en el
modelo de hiperalgesia térmica inducida por carragenina. Los datos estan

representados como el area bajo la curva (ABC) de la latencia en funcion del
tiempo. Las barras son el promedio de 6 ratas + el error estandar.
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Significativamente diferente con respecto a carragenina (p<0.05), determinado por

analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey.
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Tabla 6. Curso temporal de la latencia observada con diferentes dosis de
vitaminas del complejo B (32, 100 y 177 mg/kg) en et modelo de hiperalgesia
térmica inducida por carragenina. Los valores son el promedio de 6 animales £ el
error estandar. * Significativamente diferentes con respecto a carragenina
(p<0.05), determinado por andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por la
prueba de Tukey.

LATENCIA (Seg)

Carragenina| Vitaminas Vitaminas Vitaminas

{min) 56 mg/kg 100 mgl/kg 177 mglkg
0.00 10.6+0.86 | 11.82%£1.51 10.60 £ 0.89 11.88 + 1.22
30.0 7.67+085 | 86111.07 9.91 £ 1.22 9.211+ 0.49
60.0 546+ 058 | 59940.54 5.34 £ 0.54 8.04 £ 0.66*
90.0 4831052 | 420+10.44 4.81 £ 0.30 569+ 0.19
120 4.83 + 0.51 3.29+0.21 4.36 £ 0.39 543+ 0.11
150 3.48 +0.39 3.61+0.36 4.56 + 0.60 4.50 + 0.48
180 295+0.13 | 3.63x0.41 3.91+043 3.56+ 042
210 3.73+0.28 | 2.58+0.21 3.35+0.31 3.30+£0.39
240 3052015 | 2741+ 0.14 | 390043 3.45+0.40

En ratas que no recibieron carragenina, la administracion oral

diclofenaco sodico a las dosis de 1.8 y 5.6 mg/kg no muestra actividad analgésica,
cuando son sometidas a un estimulo térmico agudo (Figura 20, Tabla 8). La
Figura 20 muestra el curso temporal observado después de la administracion oral
de diclofenaco (1.8 y 5.6 mg/kg). Ninguna dosis presentd actividad significativa

con respecto al grupo administrado con satina.
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Figura 18. Curso temporal de la latencia observado después de la administracion
de diclofenaco 1.8 mg/kg con vitaminas a diferentes concentraciones (18, 32 y 56
mg/kg) en un modelo de hiperalgesia térmica. Los datos son el promedio de 6
animales % error estandar. * Significativamente diferente del grupo tratado con
carragenina (p<0.05), determinado por analisis de varianza de una via (ANOVA)

seguido por una prueba de Tukey.
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Figura 19. Efecto de la administracion oral de diclofenaco (1.8 mg/kg) y vitaminas
del complejo B a las dosis de 18, 32 y 56 mg/kg en el modelo de hiperalgesia
térmica inducida por carragenina (Carrag.). Los datos estan representados como
el area bajo la curva (ABC) de la latencia en funcién del tiempo. Las barras son el
promedio de 6 ratas + el error estandar. * Significativamente diferentes con
respecto a carragenina (p<0.05), determinado por andlisis de varianza de una via

(ANOVA) seguido por la prueba de Tukey.
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Tabla 7. Curso temporal de la latencia observada con diciofenaco a 1.8 mg/kg y
diferentes dosis de vitaminas del complejo B (18, 32 y 56 mg/kg) en el modelo de
hiperalgesia térmica inducida por carragenina. Los valores son el promedio de 6
animales * el error estandar. * Significativamente diferentes con respecto a
carragenina (p<0.05), determinado por analisis de varianza de una via (ANOVA)
seguido por una prueba de Tukey.

LATENCIA (Seg)

Carragenina| Diclofenaco + Diclofenaco + Diclofenaco +
(min) Vitaminas Vitaminas Vitaminas

(18 mg/kg) (32 mg/kg) (56 mg/kg)

0.00 10.58 £ 0.86 12.88 £ 1.07 12.95+ 0.74 12.24 £ 0.84
30.0 7.67 £ 0.85 11.31+£0.58 * 10612072 * 10.88+0.51 *
60.0 5.46 £ 0.58 9.88 +0.68"* 932+0.79" 10.41 £ 0.64 *
90.0 4.83 + 0.52 8.78+ 050 " 10.19+0.1.16 * 10.20+0.88 *
120 4.83 +£0.51 8.28+0.59 * 747 £0.44 " 943 +0.98 *
150 3.48 + 0.39 6.71+0.56 * 5.83 £ 0.48* 9.99 +0.81*
180 2951 0.13 468 £ 0.70 584+ 0.80" 862+ 1.08*
210 3.73x+0.28 3.76 £ 0.63 4.66 + 0.54" 573 +0.36*
240 3.05+0.15 3.16 + 0.54 3.68 + 0.36* 5.17 x 0.30"
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Figura 20. Curso temporal de la latencia observado después de la administracion
de diclofenaco (1.8 y 5.6 mg/kg) en ratas sometidas a un estimulo témmico. Los
datos son el promedio de 6 animales t error estandar.
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Tabla 8. Curso temporal de la latencia observada con diclofenaco (1.8 y 5.6
mg/kg) en ratas sometidas a un estimulo térmico. Los valores son el promedio de
6 animales el error estandar.

LATENCIA (Segq)

Tiempo Salina Diclofenaco Diclofenaco
(min) (1.8 mg/kg) (5.6 mg/kg)
0.00 12.5 + 0.68 10.58 + 0.95 13.65+1.75
30.0 11.39 £ 1.22 11.23+0.94 11.21 £1.09
60.0 10.65 £ 0.64 11.07 £ 0.39 10.16 £ 1.35
90.0 10.43 £ 0.90 10.76 = 1.02 10.81 £ 0.75
120 9.563 + 1.47 12.35 + 0.47 10.35+£1.02
150 9.08 + 0.56 8.16 £ 0.70 10.60 + 0.87
180 9.56 + 0.98 9.12+1.10 10.56 £ 1.35
210 8.70£0.75 10.55 + 1.37 10.4 £ 0.81
240 8.85 + 0.51 10.58 + 1.36 9.86 £ 0.98
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS.

IX.1. ACCION ALGESICA Y PRODUCCION DE EDEMA POR

CARRAGENINA.

E! modelo de carragenina es un modelo asociado al dolor (Winter y cols.,
1962). La inflamacién se produce por acumulacion de liquido en los espacios
intercelulares, por obstruccion venosa o linfatica o por un aumento en la
permeabilidad vascular. Este fendmeno se acompafia por la internalizacion de
iones potasio (K') en la célula, provocando una despolarizacion celular y por la
formacion rapida de la bradicinine (BK), que facilita la activacion de los
nociceptores mecanotérmicos de las fibras C, actuando directamente sobre
receptores a BK del tipo B;, localizadas en el nociceptor (Chapman y Dickenson,
1992; Damas y cols., 1999) o sobre las células inflamatorias (macréfago). Las
prostaglandinas y leucotrienos (Hyman Cassems, 1995), liberados al espacio
extracelular actuan sobre los nociceptores por medio de los receptores de
prostaglandinas (PGE) acopladas a! adenilato ciclasa resultando en un aumento
en la produccion intracelular del AMPc. Aunque la BK y en menor grado et K* son
responsables de la activacion de las fibras C, las PGs son las que inician o
facilitan los impulsos que viajan por las fibras terminales que conducen el dolor. La
SP, junto con la serotonona (5-HT), aumenta la permeabilidad vascular, lo que
asegura que los nociceptores se sensibilicen, originando que los nociceptores
localizados en el lugar de lesion, junto con cascada de sustancias inflamatorias,

provoque hiperalgesia, edema y dolor .
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Este fenémeno se puede observar en la Figura 13, con la administracion de
carragenina 1% por via s.c. en la pata derecha de la rata, donde se observa una
conducta dolorosa por la disminucion de la latencia de 34 segundos (Tabla 4)
ante un estimulo térmico a partir de los 30 minutos manteniéndose este fenémeno
durante las siguientes 3 horas y media que durd el experimento, siguiendo una

conducta similar a la reportada por otros investigadores (Bartoszyk y cols., 1989)

1X.2. ACCION ANALGESICA DEL DICLOFENACO.

El efecto analgésico del diclofenaco se ha reportado previamente en
estudios de dolor en humanos (Todd y cols, 1988) y en modelos de dolor en
animales como el de contorsién abdominal, distension rectal (Bjérkman y cols.,
1990) y dolor articular (Reyes-Garcia y cols., 1999) mediante la induccién de dolor
por compuestos quimicos.

El diclofenaco actia como un inhibidor de la ciclooxigenasa y por ende de Ia
produccidn de prostaglandinas (PG’s), prostaciclinas (PGl) y tromboxanos
(Ferreira y cols., 1973, 1974), interfiere con la cascada del acido araquiddnico
originando una disminucion dela formacion de leucotrienos por inhibicién de la 5-
lipooxigenasa (Ku y cols., 1986) aumentando la reincorporaciéon del acido
araquidonico hacia los triglicéridos de membrana disminuyendo el sustrato en
donde actia la COX (Ku y cols., 1986). Ademads, disminuye la elastasa de los
polimorfonucleares (PMN), disminuyendo la adhesividad y la quimiotaxis de éstos

durante ia inflamacion (Berradia y cols., 1988).
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En el presente trabajo se observa que la administracion oral de diclofenaco,
broduce efecto analgésico (Figura 14) a partir de los 60 minutos para la dosis de
1.8 y 3.2 de mg/kg y un efecto analgésico casi de inmediato a la dosis de 5.6
mg/kg de diclofenaco. En la Tabla 5 se observa que la dosis de 3.2 mg/kg
aumento la latencia (6.1 s) después de la primera hora de la administracion de
diclofenaco manteniendo este comportamiento durante 2 horas y disminuyendo la
latencia a 4.07 s en la ultima hora. Con la dosis de 5.6 mg/kg de diclofenaco, la
latencia se mantuvo siempre arriba del control en un promedio de 8.33 segundos,
observando que a estas dosis se presenta un efecto analgésico prolongado.

En la Figura 18, al graficar ABC vs dosis, las barras muestran que las dosis
de 3.2 y 5.6 mg/kg de diclofenaco son significativamente diferentes de! grupo
tratado con carragenina, confirmando que a estas dosis hay una buena respuesta
antinociceptiva o analgesia. Estos resultados, coinciden con resuitados obtenidos
en el modelo PIFIR (Reyes-Garcia, 1999), ya que la dosis de 1.8 mg/kg no

presenta una respuesta analgésica.

IX.3. ACCION ANALGESICA DEL COMPLEJO DE VITAMINAS B
(B4, Be Y By2).

El efecto analgésico del complejo de vitaminas B ha sido previamente
reportado en humanos como una opcion en el tratamiento contra dolores
reumaticos, neuropaticos y dolores presentes en enfermedades degenerativas de
la columna vertebral como en lumbalgias, entre otros (Abbas y cols., 1997;
Bermond, 1989), en varios modelos de induccidon de dolor en animales como en

“tail-flick", "hot-plate”, "heat-coil", "tail-pressure”, induccion de edema por
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carragenina (Bartoszyk y Wild 1988; Zimmermann y cols., 1989). Este tipo de
estudios muestran ademas una actividad analgésica del complejo de vitaminas B
contra el dolor neuropatico en ratas (Misumi y cols., 1985) como supresor de la
actividad nociceptiva en gatos (Fu y cols., 1988) reduciendo la nocicepcion en
animales tratados con quinonas_causante de la constriccion abdominal (Bartoszyk
y Wild, 1990; Zimmermann y cols., 1990).

Por otro lado, evidencias experimentales indican que el mecanismo de
accion del complejo de vitaminas B tiene una accion inhibitoria sobre las neuronas
nociceptivas en la médula espinal y en el talamo (Fu y cols., 1988; Jurna y Bonke,
1988; Jurna y cols., 1989; Zimmermann y cols., 1989). Ademas, se ha observado
que el complejo de vitaminas B tiene un efecto similar al guanosin monofosfato
ciclico (GMPc), que es un segundo mensajero intracelular que promueve el
crecimiento celular, la sintesis de DNA y proteinas, pero este mecanismo aun no
se conoce totalmente (Vesely y cols., 1985). Pero otros autores afirman que el
complejo de vitaminas B no induce una respuesta antinociceptiva per-se (Eschalier
y cols., 1983; Reyes-Garcia y cols., 1999).

Nosotros observamos que la actividad analgésica del complejo de vitaminas
B en el modelo de hiperaigesia térmica inducido por carragenina solo se muestra a
la dosis de 177 mg/kg (Tabla 15, Figura 17), observando dos picos maximos de la
actividad analgésica a los 60 y 120 minutos (Figura 16) que va disminuyendo
conforme transcurre el tiempo.

Estos resultados confirman que la actividad analgésica no es una tendencia
lineal de dosis-respuesta y que a estas dosis no hay un efecto anti-hiperalgésico

en el modelo de hiperalgesia térmica. Los datos estan de acuerdo con los reportes
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previos acerca de la falta de eficacia de la mezcla del complejo de vitaminas B

(Gerardo-Reyes y cols., 1999). En contraste varios reportes indican que las
vitaminas son efectivas para quitar el dolor en varios modelos (Bartoszyk y cols.,
1989; Jurna y cols., 1991). La diferencia podria deberse al tipo de modelo o a la

dosis utilizada en este estudio.

IX.4. POTENCIACION DE LA ACCION ANALGESICA DEL
DICLOFENACO CON LA COADMINISTRACION DEL COMPLEJO

DE VITAMINAS B.

El diclofenaco es un AINE ampliamente utilizado para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias y degenerativas como en los dolores locales
cutaneos, reumaticos, lumbalgias, entre otras. Ademas, se ha mostrado que un
tratamiento concomitante con vitaminas B., Bs Yy By2 da una mayor respuesta
antinociceptiva que con diclofenaco solo (Vetter y cols., 1988; Bartoszyk, 1989;
Reyes-Garcia y cols., 1999). Estudios en humanos, han demostrado que el
complejo de vitaminas B incrementa la actividad anti-hiperalgésica y anti-
inflamatoria del diclofenaco, disminuyendo el tiempo de tratamiento y las dosis
diarias de diclofenaco, obteniendo la misma eficacia que con el diclofenaco solo
pero a dosis menores (Kuhlwein y cols., 1990; Bruggemann y cols, 1990; Vetter y
cols., 1988; Jurnay cols., 1991).

El mecanismo por el ‘cual el complejo de vitaminas B, particularmente ia
vitamina B2 produce una potenciacion del efecto analgésico del diclofenaco no es

claro. Muchos autores sugieren que hay una inhibicion en la actividad nociceptiva
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en las neuronas de la espinal dorsal (Fu y cols., 1988), aumentando la actividad
serotonérgica (Dimpfel y cols., 1990) que origina los efectos antinociceptivos de
ias vitaminas sobre algunos AINES.

Nosotros pudimos confirmar que la combinacion de una dosis inactiva de
diclofenaco (1.8 mg/kg) y dosis crecientes del complejo de vitaminas B (18, 32 y
56 mg/kg) aumentaron la respuesta antihiperalgésica de manera dosis-
dependiente (Figura 19, Tabla 7, Figura 18).

Estos resultados nos dan evidencia de que en este modelo, dosis pequenas
del complejo de vitaminas B (18-56 mg/kg) fueron suficientes para incrementar
significativamente el efecto anti-inflamatorio del diclofenaco. En otros modelos es
necesario utilizar dosis de 100-200 mg/kg para llegar a la misma actividad con la
misma relacion de vitaminas (100:100:1) o sea 100 o 200 mg/kg de vitamina B,
100 o 200 mg/kg de vitamina Bg y 1 0 2 mg/kg de vitamina B;; (Bartoszyk y cols.,

1989; Reyes- Garcia. y cols., 1999).

IX.5. EFECTO DE DICLOFENACO EN RATAS SIN EL ESTIMULO
HIPERALGESICO INDUCIDO POR CARRAGENINA.

Como se puede observar en la Figura 20 y en la Tabla 8, el diclofenaco
sédico no muestra una actividad analgésica a dosis de 1.8 y 5.6 mg/kg. Esto nos
sugiere que la actividad analgésica del diclofenaco solo se presenta cuando hay
un dano producido por una inflamacion, a pesar de que las ratas fueron sometidas

a un estimulo térmico.
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Xl.- CONCLUSIONES.
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El diclofenaco produjo un efecto analgésico en el modelo de hiperalgesia
térmica inducido por carragenina. Se observé un comportamiento dosis-
respuesta a las dosis de 3.2 y 6.6 mg/kg.

Las vitaminas B (B,, Bs y By2) en un modelo de hiperalgesia térmica
inducido por carragenina tuvieron un efecto analgésico modesto.

La co-administracion de diclofenaco y el complejo de vitaminas B (B4, Bg y
B.2) incremento significativamente el efecto analgésico.

El diclofenaco no presentdé efecto analgésico en ratas sin inflamacion (sin
tratamiento con carragenina).

El uso de la combinacién de diclofenaco con el complejo de vitaminas B

podria emplearse como terapia en pacientes con dolores tipo inflamatorio.
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B Vitamins Increase the Anti-Hyperalgesic Effect of Diclofenac in the Rat

G. REYES-GARCfA'*, R. MEDINA-SANTILLAN', F. TERAN-ROSALES', C. CASTILLO- HENKEL',
G.C. VIDAL-CANTU?, N.L. CARAM-SALAS? & V. GRANADOS-SOTO?

der, Escuela S

!Seccidn de Estudios de Posgrado e I
Tomds. 11340 México, D.F.; ’Dep

B vitamins have been reported to be clinically useful
alonc or combined with non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs) in some painful disorders such as poly-
neuropathy [1], ncuritis [2], painful vericbral syndrome
[3] or rheumatic diseases [4]. Therc is evidence that B
vitamins arc able to increase the antinociceptive acln m
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(1.8 mg/kg) was combined with increasing doscs of B vitamins (I0-56
mg/kg). Selection of doses was based on pilot studies carried out in our
laboratory. Rats m alt Broups were us'ed for pouhlc side cflects
measured as red of righting, stepy ] and pinna
before and afier drug administration.

Data analysis snd statistics. All results are presented as means &
SEM for at least 6 animals per group. Latency (in seconds) versus dose
was used to construct time courses. Analysis of varisnce (ANOVA),

of diclofenac in animals {5,6]. In h B v
preparations have been extensively used as an analgesic
adjuvant combincd with diclofenac for the trcatment of
acute lumbar vertebral pain {3,7]). However, as some nega-
tive results have also been rcported [8-10], the adjuvant
properties of the B vitamins complex are not complctely
established. In the present study, we evaluated the analge-
sic activity of diclofenac alone and combined with the B
vitamins complex (B,, Bs and B,;) in the thermal
hyperalgesia test.

METHODS: Femalc Wistar rats aged 7-8 weeks (weight range, 170-
220 g) from our own breeding facilities were used in this study. The
rats had free access to drinking water before the experiment, whereas
that food was withdrawn 12 h before the study. All experiments fol-
lowed the Guidclines on Ethical Standards for Investigation of Ex-
perimontal Pain in Animals {11]. Additionally, the Institution Animal
Care Comminec approved the study.
E of anti icep

t 1 stimut 3

activity. To asscss thermal hyper-
algesia, a paw ibed [12-13) was
used. The device consisted of a gllss mrfwe upon which the rats were
placed individually in Plexiglass cubicles. The gllss surf-cc fcmpera-
ture was maintained at 30 + 0.1°C. The th ive
originated from a focused projection bulb that was mumall) manipu-
lated to permit the stimulus to be delivered sepunlelv to both hind
paws of cach test j This stimulus was d under cach
footpad before and afier carrageenin injection (50 pL 10 mg/ml). A
timer was automatically actuated with the light source, and the re-
sponsc latency was defined as the time required for the paw to show an
abrupt withdrawal. In all cascs, a cut-ofT of 20 s was employed to avoid
tissue injury. Rats were acclimated to the test chamber for 20-30 min
prior 10 testing. Testing was carried out immediately before and every
30 min up 10 4 h after drugs administration. At the end of experiments
the rals were klllcd ina CO; chamber.

1! d by Tukey s test was used to diffe: t
Difle were idered to reach statistical signifi
when P<0.05.
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Figure L. Hyperalgesic cffect of gy d into the rat paw.
Rats were injected with s-llm: or urrlgecnm mlo the plmur pad and
|hu| bmitted to a th d from a
d jects Data arc exp d as lllc Iatency (seconds) and are

the means + SEM for 6 animals,

RESULTS: Administration of carrageenin, but not saline,
in the rat paw produced a hyperalgesic response which
lasted about 4 h (Figurc 1). Oral administration of di-
clofe , but not B vitamins, produced a significant anti-

Drugs. B and diclofc dium were kmdly provided by
Merck México (Mexuoo Clly) All dmgs were dlssolved in salinc.
Study design. / of pyridoxine and
balamin was used in a propomon of 100:100:1. Thls means that a dose
of 100 mg/kg of 1k di 100
mg/kg thiamin. 100 mg/kg pyndoxmc and | mg/kg cyanocobalamin.

Rats roceived oral admmlslmum of 30-177 mg/kg of B vitamins 10

hyperalgesic cffect (Fig. 2). In addition, administration of
a diclofenac dose (1.8 mg/kg) and increasing doscs of B
vllamms (18-56 mg/kg) dose-dependently reduced carra-
duced thermal hyperalgesia (Fig. 3).

min before the £ In order to explore the possibl
synergism between B vi and dicloft a dose of dicl
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Figure 2. Antihyperalgesic clTecl of cllhcr B vitamins (A) or di-
clofenac (B) on thermal hyperalg d by 8 Rats
were pretreated with carrageenin and then received B vitamins or di-
clofenac. Data arc expressed as the latency (seconds) and are the means

4 SEM for 6 animals. ® Significantly dit¥e from lhe 2
group(p<005)ns‘ ined by analysis of 1l
Tukey's test.

d by

DISCUSSION: Diclofcnac is known o causc antino-
ciception after systemic administration in several models
of pain in animals [6,14-19], as well as in clinical pain in
humans (20). In our study, we observed that oral admini-
stration of diclofenac produced dosc-related antinocicep-
tion in thc thermal hyperalgesia model. These results
demonstrate the oral antinociceptive cfficacy of di-
clofenac. Morcover, our results agree with previous ob-

servations about the fact that NSAIDs are able to reduce
thermal hyperalgesia.

The B vitamin mixture was essentially inactive in the
thermal hyperalgesia test, but significantly increased the
anti-hyperalgesic effect of diclofenac. These results agree
with previous observations [6,8] about the lack of effect
of B vitamins. Moreover, results agree with previous re-
ports about the ability of B vitamins to increase the effi-
cacy of diclofenac [5-6] and also support the possibility
for achicving analgesic efficacy with a mixture of drugs in
nociceptive systems not originally affected by the indi-
vidual drugs. However, lower doses of the B vitamins
mixture (18-56 mg/kg) were necessary to significantly
increase diclofenac’s antihyperalgesic effect than previous
reported (100-250 mg/kg) {5, 6] The qucsuon of whethcr
the observed effect of the ion is anti ive
or anti-inflammatory in nature remains open. Results from
our laboratory suggest an antinociceptive rather than anti-
inflammatory effect, as naloxone was able to block di-
clofenac-B vitamins mixture-induced antinociceptive ef-
fect [21].

—&— Saline
—O— Carmageenin
—9— Dic 1.8 mghg

18 -

—@— Dic 1.8 + VL. 18 mp/kg
~O— Dic 1.8 + V. 32
~&— Dic 1.8+ V.58

]
E
3
'J
r T T Y T T T —
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Figure 3. Anuhyperllgeuc eﬂ'ecl oflhe diclofe B vi bi:
nation on th in. Rats were pre-

treated with umgeann and then rwaved the combination. Data arc
expressod as the mean latency (scconds) + SEM for 6 animals. # Sig-
nificantly different from the carrageenin group (p < 0.05), as deter-
mined by analysis of variance followed by Tukey’s test.

Increased cfficacy of the combination could be due to
the different mechanisms of action of both diclofenac and
B vitamins. Diclofenac can directly block the inflamma-
tory sensitization, produced by carrageenin, in addition to
its inhibitory action on peripheral and spinal prostagiandin
synthesis [22]. It has been suggested that this property of
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