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Il. INTRODUCCION

1. DOLOR

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable y, como tal,
personal e intransferible. Aunque comunicable. Dicha experiencia es Unica,
irrepetible, y trascendente. En ella se conjugan mecanismos neurofisioldgicos,
psicolégicos, de comportamiento y culturales. Definido asi, el dolor es un problema
multidimencional, psicofisico y sociocultural que trasciende al paciente, a la familia
y a toda la sociedad. Se han propuesto muchas definiciones de dolor, sin embargo,
fue hasta 1960 que se consideré como una respuesta sensorial al dano tisular y en
ese entonces existia poca informacion acerca de su componente afectivo. En 1979
La Organizacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, International
Association for the Study of Pain) define al dolor como una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a un dano tisular real o potencial que puede
describirse en términos de la magnitud del dafo (Merskey, 1979). Hasta la fecha
esta definicion de dolor se considera la mas adecuada, ya que presenta un cambio
con respecto a las anteriores al introducir dos nuevos conceptos. En primer lugar:
considera que el dolor no es sélo una respuesta sensorial al dafo tisular, sino que
esta integrada ademas por componentes emocionales y subjetivos; en segundo

lugar puede producirse sin causa somatica que lo justifique.

A. Clasificacion del dolor
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Existen varios tipos de dolor, debido a la gran cantidad de factores que influyen al
presentarse la percepcion dolorosa, entre los que se encuentran: el estado
emocional, estrés, sexo, edad, raza, experiencias previas, factores culturales,
personalidad, condicionamiento del individuo, etc. (Forth et al., 1995), los cuales
pueden agruparse en factores anatémicos, fisioldgicos y psicolédgicos (Turk y Okifuji,
1999).

La existencia de diferentes tipos de dolor se puede entender mediante la
identificacion de los cuatro componentes que acompanan a este proceso (Loeser y
Melzack, 1999):

1. Nocicepcion: la palabra nocicepcion se deriva de la raiz latina “nocere” que
significa dano o lesién y se define como la respuesta desencadenada por el
sistema nervioso ante un estimulo nocivo (Garcia y Herrero, 1998).

2. Percepcion del dolor: se genera frecuentemente por lesiéon o enfermedad, asi
como por dafnos en el sistema nervioso central y periférico. En el dolor agudo
la percepcion del dolor se asocia a reflejos autonémicos y somaticos, pero

estos desaparecen en el dolor crénico.

3. Sufrimiento: es un estado desagradable que se presenta cuando la integridad

fisica o psicolégica del individuo es amenazada (Cassell, 1982).

4. Conductas del dolor: son el resultado del dolor y el sufrimiento que
experimenta la persona, y se atribuyen al dafno en el tejido. Ejemplos de

estas conductas son el cojear, el hacer muecas, inmovilizacién, entre otras.
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La clasificacidén de los tipos de dolor es un tema de debate entre investigadores y

clinicos, los cuales suelen clasificar al dolor de acuerdo a su origen anatémico y

caracteristicas clinicas o etiol6gicas (Bonica, 1990).

Bjorkman (1995) clasifica el dolor de acuerdo a la regién anatdémica donde se

produce en: somatosensorial (originado en la piel o tejido conectivo, hueso, musculo

y membranas sinovial y articular), visceral (dolor procedente de las distintas visceras

abdominales o toracicas) y neurogénico (se refiere al dolor que se produce debido al

dano o irritacién en el sistema nervioso).

Por su parte, Loeser y Melzack (1999) proponen una clasificacion de dolor, basada

principalmente en la duracién y caracteristicas fisiopatolégicas que lo producen, en:

1.

Dolor transitorio: se activa por nociceptores cutaneos u otros tejidos del
cuerpo en ausencia de dario tisular, su funcién es la de proteger al individuo
de un posible dafo fisico provocado por el medio ambiente o estrés excesivo

sobre el tejido.

Dolor agudo: el dolor agudo funciona como sefial de alarma del tejido
lesionado, por lo que posee una funcién bioldgica protectora. Las secuelas
psicolégicas no son importantes y el dolor desaparece con la lesion que lo
origind (Cerveré y Laird, 1995). El dolor agudo se activa por la estimulacion

de nociceptores presentes en el tejido dafado.

Dolor cronico: mas que asociarse con una funcion protectora, es un sintoma
de alguna enfermedad como neuralgia (Beric’, 1997) o fibromialgia (Butler et
al., 1997). Este tipo de dolor no es un proceso autolimitado por lo que puede
persistir por meses o incluso afos (Cerverd y Laird, 1995), se ha asociado a
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multiples comportamientos frustrantes denominados con frecuencia
conductas del dolor, entre las que destacan la ansiedad, depresién, insomnio,
miedo, histeria, entre otros factores psicolégicos y sociales (Hyman y
Cassem, 1995).

En general, se acepta que existen dos tipos de sensaciones de dolor, de acuerdo a

sus caracteristicas fisiolégicas (Guyton y Hall, 1996):

1.

Dolor rapido o primario: es una sensacién corta que se percibe 0.1 segundos
después del estimulo doloroso como un dolor punzante, repentino y bien
localizado, es debido a la activacion de fibras Ad (Zimmermann, 1984).

Dolor lento o secundario: es una sensacién quemante, prolongada, difusa y
de caracter desagradable que se presenta después de 1 segundo o mas de
haberse aplicado el estimulo y se debe a la activacion de fibras C
(Zimmermann, 1984).

2. NOCICEPCION

La palabra nocicepcion se deriva de la raiz latina “nocere” que significa dafo o lesion

y se define como la respuesta desencadenada por el sistema nervioso ante un

estimulo nocivo (Garcia y Herrero, 1998).

Es un término neurofisioldégico que se refiere a los mecanismos neurales por los

cuales se detectan los estimulos nocivos. La nocicepcion comprende dos etapas: La

transduccion de los estimulos nocivos por las terminales de los nervios periféricos

(nociceptores), y la transmision de estas sefales al sistema nervioso central.

Para transmitir informacién nociceptiva la neurona debe ser selectiva, es decir, debe

haber algin mecanismo con la capacidad de distinguir entre estimulos inocuos y
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nocivos (Hyman y Cassem, 1995). Los nociceptores (abreviacién de nocirreceptor)
poseen dos caracteristicas que ayudan a realizar esta distincion: un umbral alto de
estimulacion y la capacidad de relacionar de manera directa la frecuencia de la
descarga con la intensidad del estimulo (Bessou y Perl, 1969).

A continuacion se presenta la clasificacion de los nociceptores en funcién de sus

propiedades y velocidad de conduccion de sus axones periféricos (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacidén y caracteristicas principales de las fibras nerviosas de
nociceptores cutaneos.

A , Velc;c;dad Didmet Grado de Tipo de
: . eceptores iametro mielinizacic :
Tipo de Fibra P conduccion mielinizacion | estimulo
Merkel
Rufini o
Meissner 30-120 m/s | 5-15 um -+ Mecanico
Pacini
A-3
B) Termlilkr;?ecslones 6-30m/s | 1-5um ++ Mecanico
Térmico
c Terminaciones Mecanico
C) i 0.5-2m/s [0.5-2 um Térmico
ibres L
! Quimico

Modificado de Garcia y Herrero (1998): A) Fibra mielinizada; B) Fibra poco
mielinizada y C) Fibra no mielinizada.
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Clasificacion de los nociceptores en funcién de su localizacién:

¢ Nociceptores cutaneos e Nociceptores viscerales
¢ Nociceptores musculares e Nociceptores 6seos
¢ Nociceptores articulares ¢ Nociceptores dentales y de cérnea

A. Nociceptores cutaneos

Por su accesibilidad los nociceptores cutaneos hasta el momento han sido los mas
estudiados. Estos pueden ser mielinizados (fibras-A) o no mielinizados (fibras-C).
Estan localizados en todo el cuerpo y, en términos anatdémicos, son ramificaciones
terminales especializadas de fibras nerviosas sensitivas que responden a
estimulos térmicos, mecanicos o quimicos (Hyman y Cassem, 1995).

Presentan tres propiedades fundamentales:

1. Un alto umbral a la estimulacién cutanea (se activan sélo frente a estimulos

intensos.

2. Capacidad para codificar la intensidad de los estimulos en el rango nocivo.

3. Falta de actividad espontanea en ausencia de un estimulo previo.

De acuerdo a los estimulos que son capaces de traducir y de las propiedades de sus
axones se pueden clasificar en 4 tipos (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacién y caracteristicas principales de los nociceptores cutaneos.

Tipo Campo

receptivo

Tipo de Nociceptor de Tipo de Estimulos
Fibra

Mecanociceptores 0

Mecanicos pero pueden
Mecanorreceptores de pero p

! A-5 sensibilizarse con <1 mm?
umbral alto (Fitzgerald y estimulos tErmicos
Lynn, 1977) "
repetitivos
Mecanotermonociceptores Térmicos (>45°C) <5 mm?
mielinizados A-d Mecénicos

Térmicos (>38°C)

Nociceptores Polimodales C C Me,cé.micosl (?19) 17 mm?
Quimicos (acidos,
histamina o KClI)
: ] A-30 ] 1-145
Nociceptores de Frio c Frio 2

Tabla elaborada a partir de datos de Fields y Martin (1994) y Hyman y Cassem
(1995).

B. Nociceptores musculares

Se activan por contraccion isquémica del musculo o irritantes quimicos, el 75% de la
inervacion del musculo esquelético se debe a fibras A-8 (Grupo Ill) o C (Grupo V) de

terminaciones nerviosas libres.
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C. Nociceptores articulares

Son fibras A con receptores encapsulados y A-6 o C con terminaciones libres.

Juegan un papel importante en la artritis.
D. Nociceptores viscerales o silenciosos
Se han localizado en tracto gastrointestinal, sistema biliar, sistema urinario, higado y
bazo. Tienen fibras A-8 o C que no son activas de manera espontanea. Sin
embargo, se hacen sensibles a estimulos mecanicos ante mediadores inflamatorios
y distension (Fields y Martin, 1994).
E. Nociceptores 6seos
Son fibras A-6 o C localizadas alrededor del periostio.
F. Nociceptores dentales y de cérnea
Existen fibras A-8 o C que responden a estimulos mecanicos, térmicos y quimicos
(Mumford y Bower, 1976; Beuerman y Tanelian, 1979).

3. FISIOLOGIA DEL DOLOR
El proceso comienza con la activacién de nociceptores aferentes primarios (fibras A-

dy C), en respuesta a estimulos fisicos, mecanicos y/o quimicos (Siddall y Cousins,

1998). Este mensaje se propaga a través de las aferentes primarias hasta el asta
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dorsal de la médula espinal (Figura 1), donde se encuentra el primer centro de
relevo (Garcia y Herrero, 1998).

Fibras aferentes
primarias

Raiz dorsal de la
meédula espinal

Intestino Tracto
anterolateral

Figura 1. Esquema de la inervacién cutanea, muscular y visceral por fibras
aferentes nociceptivas, su relevo en la médula espinal y origen del sistema
ascendente anterolateral. Modificado de Jesell y Kelly (1991).

Cada axo6n aferente primario contacta con muchas neuronas medulares, y cada
neurona medular recibe impulsos convergentes de muchas fibras aferentes
primarias (Fields y Martin, 1994). La convergencia y la divergencia de sefales
tienen lugar de una forma ordenada, de manera que diferentes regiones de la piel y

areas contiguas de ésta, tienen zonas especificas en las estaciones de relevo de la

10
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corteza. De modo que la corteza tiene un mapa donde cada parte del cuerpo esta
representada por un grupo de neuronas (Garcia y Herrero, 1998).

Rexed (1952) divide la sustancia gris de la médula en 10 laminas (Figura 2), de las
cuales tienen especial importancia la capa marginal de Waldeyer (lamina I), la
sustancia gelatinosa (lamina Il), el nacleo propio (laminas 1lI-VI), y el area que rodea
el conducto central (lamina X). Los axones de la mayoria de las neuronas de dichas
laminas constituyen el sistema espinotalamico (Sorkin, 1997). Las laminas del I-VI
forman el asta dorsal de la medula espinal. Dentro del asta dorsal los nociceptores
primarios terminan en neuronas de proyeccion y en interneuronas excitatorias e

inhibitorias (Hyman y Cassem, 1995).

Figura 2. Clasificacion de la sustancia gris de la médula espinal a nivel de la quinta
vértebra lumbar segun Rexed (1952).

A. Vias ascendentes

El dolor surge a partir de la estimulacion de receptores especificos llamados
nociceptores (Levine, 1996) en cuatro zonas principales del cuerpo: tejido cutaneo,

11
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muscular, articular y visceral (Besson, 1997). Las neuronas aferentes periféricas se
clasifican dependiendo de su diametro y grado de mielinizacién: las fibras Ao y AR
(6-12 um de didmetro) y Ad (1-5 um de didmetro) son mielinicas, mientras que las C
(< 1 um de didmetro) son amielinicas. La velocidad de conducciéon es mayor cuanto
mayor es el diametro y grado de mielinizaciéon (Dykes, 1975). Algunos nociceptores
estan especializados para detectar determinada sensacion dolorosa: las fibras Ad
que responden a estimulos mecanicos 0 térmicos se conocen CcOmMo
mecanorreceptores o termorreceptores, respectivamente; mientras que las fibras C
de alto umbral que no responden selectivamente a estimulos mecanicos, térmicos o
quimicos se denominan receptores polimodales (Besson y Chaouch, 1987).

Diversos estimulos nociceptivos mecéanicos, térmicos, eléctricos o quimicos
provocan la actividad de fibras aferentes primarias mielinicas Ad y de fibras
amielinicas C. Estas fibras transducen la actividad en una serie de potenciales de
accion que se transmiten a lo largo de los axones y se dirigen al asta dorsal de la
médula espinal (Dykes, 1975). En este sitio, las fibras penetran por la division lateral
de la raiz dorsal, luego se bifurcan y ascienden o descienden por el fasciculo de
Lissauer. Estas fibras hacen sinapsis en el asta dorsal de la médula espinal en las
laminas | (células marginales de Cajal), Il y V (neuronas de rango dindmico amplio)
de la sustancia gris con interneuronas locales o neuronas de relevo que se
concentran en los tractos espinotalamico, espinorreticular y espinomesencefalico,
(figura 3) (Besson y Chouch, 1987). Estos sistemas ascendentes llevan la
informacién nociceptiva hasta la region supraespinal, donde la percepcién vy
conciencia del dolor es generada mediante la entrada de impulsos sensoriales que
llegan a las areas limbicas, talamicas y corticales involucradas en el aspecto
sensitivo, afectivo y cognoscitivo (Besson, 1999).

Si se aplican estimulos nocivos repetidos, los nociceptores manifiestan una
disminucion del umbral de activacion, un incremento en la respuesta al estimulo o la

apariciéon de actividad espontanea (Levine et al., 1993). Este proceso se conoce

12
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como sensibilizacion, en donde un estimulo antes inocuo se percibe como doloroso
originando un estado de hiperalgesia o sensibilidad aumentada a un estimulo
(Levine, 1996). La hiperalgesia suele extenderse mas allad del sitio de lesién
(Dougherty y Willis, 1991). Cuando se estimula de manera constante y repetida una
fibra C se induce el fendmeno de sensibilizacion que se conoce como wind-up en el
cual se incrementa la respuesta de las neuronas del asta dorsal y la duracion de la
respuesta continla aun después de haber eliminado el estimulo periférico
(Dickenson, 1990).

B. Sistemas inhibidores de control descendente

A diferentes niveles de la transmisién del dolor existen diferentes sistemas de control
endogeno que constantemente modulan la transmisién de la informacién nociceptiva
(Basbaum y Fields, 1984). Melzack y Wall (1965) en su teoria de “Control de la
compuerta” proponen que la transmision del dolor a nivel espinal esta bajo control
segmental y supraespinal. En el control segmental los efectos inhibitorios son
producidos por la activaciéon de fibras aferentes de gran diametro Ao y AP que
bloquean presinapticamente a nivel espinal el estimulo doloroso transmitido por las
fibras de diametro pequefio Ad y C (Besson, 1997). Este efecto inhibitorio esta
mediado por el acido y-aminobutirico (GABA) y por péptidos opioides endbégenos
(Besson y Chaouch, 1987).

A nivel supraespinal la sustancia gris periacueductual (SGPA) y el nucleo del rafé
magno (NRM) tienen una funcién muy importante en la modulacién de la transmision
nociceptiva a nivel espinal (Basbaum y Fields, 1984). La SGPA participa en el
procesamiento y modulacién del dolor. Su principal circuito intrinseco es una red
GABAérgica que esta tonicamente activa (Behbehani, 1995). En el NRM existen tres
tipos de células: Las células de encendido (on-cells), las células de apagado (off-
cells) y las células neutrales (neutral cells) que se proyectan hacia el trigémino y

13
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Corteza Frontal

Corteza SSI

Corteza SSll Capsula interna

Nucleos ventrobasal e
intralaminar del talamo

Rama neoespinotalamica

Rama paleoespinotalamica —

Raices dorsales y
ganglios raquideos

Figura 3. Representacion del sistema ascendente anterolateral. Modificado de
Guyton y Hall (1996).

14
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médula espinal a lo largo del funiculo dorsolateral. Las “off-cells” tienen una
Influencia inhibitoria ténica sobre las aferentes nociceptivas en la médula espinal,
mientras que las “on cells” facilitan la respuesta de estas aferencias al estimulo
nocivo y las “neutral cells” no experimentan cambios (Fields et al., 1991). Cuando se
estimula la SGPA se produce analgesia porque se exitan las “off cells” y se inhiben
las “on cells” del NRM, bloquendo las neuronas nociceptivas del asta dorsal y la
respuesta de las fibras Ad y C. Este mecanismo se conoce como “Teoria de la
desinhibicién” (Behbehani, 1995; Harris, 1996).

El sistema de control supraespinal activado por la aferencia nociceptiva se proyecta
desde la corteza cerebral hacia la SGPA donde activa los sistemas encefalinérgicos,
serotonérgicos y noradrenérgicos en el NRM que bloquean la transmisién de la
informacién nociceptiva a nivel espinal (Fields et al., 1991). Y aunque en la
actualidad se han descubierto varios sistemas que pueden modular el dolor, sélo
uno se ha estudiado en profundidad debido a su importancia (Fields y Martin, 1994).
Dicho sistema consta de cuatro niveles (Figura 4A).

El sistema fasciculo anterolateral ascendente (ALF) esta integrado por los tractos
espinotalamico, espinorreticular y espinomesencefalico; se conecta en el nucleo del
rafé magno (NRM), nucleo magnocelular (NMC), nucleo gigantocelular (NGC) y la
sustancia gris pericueductal (PAG). Asi como con el nucleo del rafé dorsal (NRD) y
el reticulo mesencefalico de formacion (MRF). Por su parte, la sustancia gris
pericueductal recibe axones ricos en B-endorfinas de diversos sitios de la corteza y
otras partes del cerebro involucradas con el sistema limbico, el tadlamo y el
hipotalamo. El locus coeruleus es la principal via de neuronas noradrenérgicas hacia
el PAG y el asta dorsal (laminas I, I, IV-VIl y X).

Las estructuras mesencéfalicas contienen neuronas de encefalina, dinorfina,
serotonina y neurotensina que proyectan al NRM y NGC. Estas neuronas hacen
sinapsis con neuronas serotonérgicas en el asta dorsal, las cuales descienden por el

15
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funiculo dorsolateral y mandan sus terminales a las ldminas I, I, V y IX de la médula

espinal (Bonica, 1987).

Corteza vas, T $ | ey
petee § s i H
~ & h 3

" Sistema limbico .“.\"‘.

% : Al Talamo "

aY'e 3 e

Hipotalamo

-
Sustancia gris = — =
e pericueductal 19 i
{ g (PAG) " JMESENCEFALO
0 o, " Formacién reticular— g 7~ .
III’ R mesencefalica \\",,ﬂ \ P N. raphe dorsalis
(MRF) (NRD)

N. locus coeruleus —— =~ 5= N. raphe magnus
~N.
(PONS) = (NRWD
+ N. gigantocelular — N (9 MEDULA ROSTRAL ¢
N\ ENVY.
TONER i
N. magnocelular~” )
(NMC) NS
\‘ ~ALF (STT, SRT, SMT)
Gz

Asta dorsal de

i MEDULA CAUDAL
la médula — — — X l

4 CUERDA CERVICAL

Figura 4. Sistemas de modulacién nociceptiva: A) Sistema anterolateral ascendente
(ALF); B) Sistema hipotalamo-espinal descendente y C) Sistema PAG-espinal.
Modificado de Bonica (1987).
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Otros sistemas que funcionan como moduladores del dolor son: el sistema
descendente hipotalamo-espinal que se origina en el nucleo hipotalamico
paraventricular y medial, el cual se encuentra formado principalmente por neuronas
de vasopresina y oxitocina, aunque también existen neuronas ricas en endorfinas.
Este sistema hace sinapsis en las laminas I, Il lll, V y X del asta dorsal (Figura 4B);
y el sistema PAG-espinal (Figura 4C) integrado en su mayoria por neuronas
noradrenérgicas y serotoninérgicas, el cual desciende por el funiculo dorsolateral
proyectandose directamente a las laminas I, I, V y X del asta dorsal (Bonica, 1987).

3. NEUROREGULADORES

La actividad y metabolismo de las fibras sensoriales es profundamente alterada por
una variedad de mediadores que se generan por el dafno tisular y la inflamacién.
Estos mediadores incluyen sustancias liberadas por el tejido dafado, sustancias de
origen vascular, de fibras aferentes, fibras simpaticas y diversas células inmunes
(Tabla 3). El efecto de estos mediadores consiste en activar o sensibilizar las fibras
aferentes produciendo cambios en los canales idnicos y receptores de membrana.
Estos cambios tienen el potencial de alterar la transcripcion de genes e inducir a
largo plazo alteraciones en la bioquimica de las neuronas sensoriales (Dray, 1995).
La comprensién de la transmision y modulacion del dolor es el resultado de la
convergencia de métodos morfolégicos, bioquimicos, histolégicos, psicolédgicos,
entre otros.

Dentro de la modulacion, los neurreguladores juegan un papel muy importante en la
comunicacion celular nerviosa. Estos neurorreguladores pueden subdividirse en
neurotransmisores y neuromoduladores (Barchas et al., 1978). Los
neurotransmisores basicamente llevan informacion entre células nerviosas

adyacentes, mientras que los neuromoduladores aumentan o disminuyen la
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actividad: afectando la sintesis, recaptura, biotransformacién o unioén al receptor de

los neurotransmisores (Barchas et al., 1978; Stimmel, 1983).

Tabla 3. Principales neurorreguladores implicados en la respuesta del dolor.

Acetilcolina Glicina Norepinefrina Factor dneeﬁrrzcl:imiento
Angiotensina Oxido nitrico Serotonina Neurotensina
Dopamina Encefalina Colecistocinina Prostaglandinas
Bradicinina Dinorfina B-endorfina Somatostatina
Agmatina Histamina Glutamato Sustancia P
Epinefrina Vasopresina GABA Protones

Tabla elaborada con datos de Stimmel (1983).

A. Protones

Son producidos en condiciones tisulares acidas como la isquemia, hipoxia e
inflamacién, producen dolor, espasmo muscular y en estados de enfermedad
hiperalgesia debido a que aumentan la permeabilidad de la membrana. El proceso
ocurre principalmente en nociceptores polimodales (Steen et al., 1992; Dray, 1995).
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B. Acetilcolina

Es el neurotransmisor mas abundante en el cuerpo, se ha identificado en diversas
regiones del SNC, principalmente en el hipocampo, nucleo caudado y nucleo
supradptico (Stimmel, 1983). Estudios recientes establecen que la acetilcolina
interactlua con opioides que estimulan su liberacion a la médula espinal produciendo
antinocicepcion tanto en animales como en humanos (Chen y Pan, 2001). Asi
también, se ha comprobado que la administracion de agonistas para receptores
colinérgicos neuronales e inhibidores de la colinesterasa producen analgesia
(Naguib y Yaksh, 1997).

C. Dopamina

Existen neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, el tegumento ventral del
cerebro medio, el nucleo interpeduncular del mesencéfalo y el hipotalamo. Los
mecanismos dopaminérgicos juegan un papel muy importante en la modulacién de
dolor pues la dopamina administrada de manera intracerebral aumenta el efecto

analgésico de la morfina (Stimmel, 1983).

D. Histamina

Es sintetizada a partir de histidina por la histidina descarboxilasa y puede
encontrarse libre o almacenada en vesiculas singpticas (Stimmel, 1983). La
histamina es liberada en el proceso de desgranulacibn de mastocitos por
mediadores de la inflamacién (Dray, 1995), la cual activa receptores H; (Mobarakeh
et al., 2000) que producen un aumento en la entrada de calcio a la célula, lo que
libera neuropéptidos y cininas que ocasionan la amplificacion de la sefal dolorosa
(Besson y Chaouch, 1987).
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E. Serotonina

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) es liberada por neuronas serotoninérgicas que se
proyectan de la PAG al nucleo magno del rafé y de ahi a las laminas |, Il, IV y V del
asta dorsal (Roberts, 1984; Ruda et al., 1986). Actualmente se han relacionado tres
subtipos de receptores de serotonina con la multiplicidad de efectos observados: 5-
HT,, 5-HT, y 5-HT3. Se ha comprobado que los receptores 5-HTqa facilitan la
respuesta nociceptiva en tanto que los receptores 5-HTgp la inhiben (Alhaider y
Wilcox, 1993). Por su parte, los receptores 5-HT, acoplados a proteinas G
sensibilizan a las neuronas mediante la activacion de la fosfolipasa C que produce
IP; y DAG, lo que libera calcio, aumentando su concentracion intracelular, que a su
vez provocan un aumento en la descarga neuronal (Fozard, 1984). Los receptores 5-
HT3; se encuentran acoplados a canales ibnicos que aumentan la permeabilidad de
sodio y disminuyen la de potasio produciendo hiperalgesia (Dray, 1995).

F. SustanciaP

La sustancia P es un polipéptido perteneciente a la familia de las neurocininas que
agrupa a la neurocinina A y al péptido relacionado al gen de la calcitonina. Posee
tres tipos de receptores: NK4, NK> y NKj3 siendo el principal receptor NKj, localizado
en la duramadre, médula espinal y aferencias sensoriales (Hall y Geppetti, 1995;
Basbaum, 1999). La sustancia P es un neurotransmisor aferente primario liberado
por la activacion de fibras C, esta involucrado en reacciones inflamatorias debidas a
un dano tisular quimico o térmico (Gamse, 1984) que produce vasodilatacion,
aumento en la permeabilidad plasmatica, liberacion de histamina por mastocitos e
incremento en la actividad fagocitaria de neutréfilos y macréfagos. Todos estos

efectos provocan que la sustancia P tenga un efecto hiperalgésico (Dray, 1995).
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G. Acido y-aminobutirico (GABA)

El GABA es el neurotransmisor inhibidor mas abundante en el SNC, es sintetizado a
partir del glutamato por la glutamato descarboxilasa (GAD) y se ha relacionado con
una gran variedad de funciones fisiolégicas en el cerebro y tejidos no neuronales
(Watanabe et al., 2002). Se han descubierto hasta la fecha tres receptores para
GABA: Dos receptores ionotrépicos ligados a canales de cloro (GABAAx y GABAc)
(Stephenson, 1995; Watanabe et al., 2002) y un receptor metabotropico (GABAg)
acoplado a través de proteinas G a canales de K* y Ca®*" (Bowery, 1993). De los
receptores GABA, los GABAa y GABAg han sido los mas estudiados y se han
relacionado con una accién analgésica a nivel espinal y supraespinal (Sawynok,
1987).

H. Bradicinina

Junto con la calicreina, la bradicinina pertenece al grupo de las cininas. Estas son
sintetizadas a partir de cininégenos de alto y bajo peso molecular por la accién de
calicreinasas en plasma vy tejido periférico. Sus efectos principales se atribuyen a
dos receptores: By y Bo, aunque existe una mayor afinidad por los receptores B..
Ambos receptores se encuentran acoplados a proteinas G. La bradicinina se genera
rapidamente estimulando receptores B, que a su vez activan a la PLA, y PLC. La
PLA, incrementa la liberacion de acido araquidonico que es transformado en
prostaglandinas, en tanto, se incrementa la concentracién de calcio intracelular por
la accion de la PLC, prolongando la sensacion de dolor. Ademas del incremento de
prostaglandinas, la bradicinina se ve involucrada en la liberaciébn de otros
mediadores del dolor como neurocininas, neuropéptidos, citocinas, CGRP, éxido

nitrico, histamina y serotonina. Estos mediadores participan en procesos como la
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vasodilatacioén, incremento de la permeabilidad vascular, extravasacién plasmatica,

migracion celular e hiperalgesia (Calixto et al., 2000).

l. Factor de crecimiento neural

El factor de crecimiento neural (NGF) es sintetizado en respuesta al proceso de
inflamacién o por dano tisular, se une al receptor TrK A, el cual estd expresado
principalmente en nociceptores viscerales y estimula la liberacién y regulacion de
diversos péptidos como la sustancia P y el CGRP (McMahon et al., 1994). El NGF
afecta la sobrevivencia de las células manifestandose como una disfuncién neuronal

degenerativa con sensaciones anormales (Anand, 1995).

J. Encefalinas, endorfinas y dinorfinas

Las encefalinas, endorfinas y dinorfinas son consideradas opioides endbégenos. Los
opioides enddgenos son derivados de tres precursores que contienen alrededor de
260 aminoacidos. La proopiomelanocortina es el precursor de las B-endorfina, la
proencefalina B de la dinorfina, mientras que la proencefalina A es precursor de la
mayor parte de las encefalinas (Bjérkman, 1995).

Se han confirmado cinco tipos de receptores opioides: mu (u), delta (3), sigma (o),
kappa (k) y épsilon (€) en las diferentes regiones del SNC (Terenius, 1985) de los
cuales |, x y & son los de mayor importancia. Los receptores |1 se asocian con la
analgesia espinal y supraespinal, asi como con la depresion respiratoria, euforia,
relajaciébn muscular, sedacién y problemas de adiccién. Los receptores x producen
analgesia espinal y disforia. Finalmente, los receptores 6 se encuentran involucrados
en el desarrollo de tolerancia, nausea, vomito y depresion respiratoria (Bjérkman,
1995).
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Las endorfinas son particularmente abundantes en el hipotalamo, el locus coeruleus,
talamo y glandula pituitaria (Bjérkman, 1995). Por su parte, las encefalinas se
distribuyen en las laminas I, Il, V, VIl y X del asta dorsal, donde contribuyen de
manera importante a la modulacién del dolor, también se encuentran en la PAG, el
globus pallidus, nucleo magno del rafé y el ndcleo reticular paragigantocelular
(Glazer et al., 1981; Basbaum y Fields, 1984). Los opioides enddgenos producen
analgesia al unirse a sus receptores acoplados a proteinas G (Reisine y Pasternak,
1996). La unién a los receptores opioides inhibe la actividad de la adenilato ciclasa,
lo que reduce los niveles de AMPc (Andrade y Aghajanian, 1985). Este mecanismo
provoca que se inhiban canales de Ca?* y se activen canales de K* provocando una
hiperpolarizaciéon que impide la liberacion de neurotransmisores y por ende la

transmisién del dolor (Duggan y North, 1983).
K. Prostaglandinas

Junto con los leucotrienos y tromboxano, las prostaglandinas (PGs) pertenecen al
grupo de los prostanoides (Abbadie y Besson, 1993). Las prostaglandinas son
moléculas lipofilicas que contienen en su estructura 20 atomos de carbono y un
anillo ciclico (Mycek et al., 2000). Son moléculas que se sintetizan a partir de
fosfolipidos de membrana por activacién de la lipdlisis mediante la accién de la
fosfolipasa A, y fosfolipasa C, que dan como resultado la liberacidon de &cido
araquidénico, el mas abundante precursor de prostaglandinas en mamiferos
(Campbell y Halushka, 1996). El acido araquidonico es entonces transformado en
PGG. y después en PGH, por la accion de la enzima ciclooxigenasa (COX) en la
médula espinal y los nervios aferentes primarios. Aunque (Willoughby et al. 2000)
propone tres isoformas para la COX, sblo se han estudiado ampliamente dos de
ellas: La COX-1 o “constitutiva”, descrita como la reponsable de la biosintesis de
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PGs importantes en la homeostasis y la COX-2 o “inducible” que aparece en
respuesta a dano tisular (Vanegas y Schaible, 2001).

La liberacién de las prostaglandinas PGD,, PGE,, PGF», y PGl ocurre en la médula
espinal y la raiz ganglionar. Estas se unen a sus receptores en neuronas de la
médula espinal (DP y EP») y neuronas aferentes primarias (EP1, EP3, EP4 e IP). Los
receptores de prostaglandinas se encuentran acoplados a proteinas G que al ser
activados inhiben canales de potasio y activan canales de sodio via AMPc y PKA. La
despolarizacién producida incrementa la velocidad de disparo e induce la liberacidon
de aminoéacidos excitatorios (AAE), sustancia P y CGRP que a su vez incrementan la
liberacién de prostaglandinas produciendo hiperalgesia y alodinia (Vanegas y
Schaible, 2001).

Las prostaglandinas por si solas no causan dolor, sin embargo, su funciéon consiste
en sensibilizar los nociceptores mediante la liberacidon de diversos mediadores
(Ferreira, 1972).

L. Noradrenalina

La noradrenalina es almacenada en vesiculas y liberada por el influjo de calcio en la
neurona (Lefkowitz et al., 1996) a través de toda la via bulboespinal que va desde
los nucleos pontobulbares, nucleo coeruleus 'y subcoeruleus a las laminas I, I, IV, V,
VIy X del asta dorsal (Ruda et al., 1986).

La noradrenalina se une a receptores a y B, de los cuales se ha encontrado que los
receptores adrenérgicos o (Kuraishi et al., 1985), principalmente o, (Mansikka y
Pertovaara, 1995; Galeotti et al., 1999) inhiben la nocicepcion impidiendo la

liberacidén de sustancia P (Kuraishi et al., 1985).
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M. Glutamato

Existen diversos aminoacidos que han sido clasificados como AAE, entre los que
encontramos al glutamato, el aspartato y la homocisteina debido a que se
relacionan con una neurotransmisién excitatoria rapida entre nociceptores y
neuronas de la médula espinal (Wilcox, 1991).

Los AAE se encuentran en fibras aferentes primarias de diametro grande (AB) y
diametro pequeno (Ad) y son liberados por estimulos tanto nociceptivos como no
nociceptivos (Kangrga y Rnadic, 1991).

Las acciones de los AAE estan mediadas por distintos receptores (Watkins et al.,
1990), clasificados en receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido o-
amino-metil-isoxazolpropiénico o quisqualato), kainato y metabotropicos que se
localizan a nivel post-sinaptico en el asta dorsal (Wilcox, 1991). El glutamato posee
mayor afinidad por receptores NMDA aunque actia sobre todos los tipos de
receptores mencionados (Haley et al., 1990). Este aminoacido se le ha involucrado
en la plasticidad neuronal (Collingridge y Singer, 1990) y la tolerancia a opioides
(Kolesnikov y Pasternak, 1999).

Los receptores NMDA (NR;, NRzap) se encuentran ligados a canales de Ca* y
estan relacionados con la estimulacion nociceptiva mediada por fibras A y C
mientras que los receptores AMPA (GluRs 1-4) y kainato (KA-R, GluRs 5-7) lo estan
a canales de K" y Na* principalmente y se activan por estimulos de bajo umbral
mediante fibras AB (MacDermott et al., 1986; Aanonsen y Wilcox, 1987).

La union del glutamato a receptores NMDA permite que se active la entrada de
calcio, activando sistemas de sefalizacion como el de calcio-calmodulina cinasa
(CaM-Kinase Il) que promueven la liberacién de neurotransmisores y la amplificacion
de las senales dolorosas (Doughtery y Willis, 1991).

Por su parte, algunos receptores de glutamato metabotrépicos (mGIuRi, mGluR; y
mGIuRs) estan involucradas en la activacion de fosfolipasa C via proteinas G. Las
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proteinas G estan compuestas de tres subunidades a, B y y. Al unirse el glutamato al
receptor, la subunidad o toma una molécula de GTP disociandose de la subunidad
By, la cual sirve como un mensajero intracelular. La activacién de la proteina G
causa la produccién de IP; y DAG (Berridge, 1987). El IP3 abre canales de Ca** del
reticulo endoplasmico que activa la via CaM-Kinase Il y promueve la liberacién de
neurotransmisores. ElI DAG, en tanto, activa la PKC que estimula otras vias de
sefalizacion, las cuales incrementan la conductancia de canales de sodio via
receptores NMDA (Kelso et al., 1992).

Otros receptores metabotropicos (MGIuR2, mGIuR4, mGIuRs, mGIuR7 y mGIuRg)
elevan los niveles de AMPc mediante la activacion de la adenilato ciclasa. El AMPc
activa a la PKA que se encarga de fosforilar proteinas, canales y enzimas. Al
fosforilarse los canales de calcio aumentan su actividad o tiempo de apertura (Chen
et al., 1988).

N. Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (ON) recientemente ha recibido una extraordinaria atencién debido a
que participa en diversos eventos neuronales como son el control del apetito, la
memoria, la fiebre, la neurotoxicidad, la neuroplasticidad y la nocicepcién, ademas
de modular secreciones enddcrinas de hormonas (hormona del crecimiento, insulina,

oxitocina, vasopresina, etc.) (Brunetti, 1994).

Relacionado al principio con el factor relajante derivado del endotelio (Marletta et al.,
1998), el ON es un radical libre soluble tanto en medios lipidicos como acuosos, lo
que le permite difundir rapidamente desde su lugar de sintesis hasta otros sitios
(Schuman y Madison, 1994), por lo cual se ha sugerido que juega un papel en la
transmision tanto a nivel central (SNC) como a nivel periférico (Sousa y Prado,
2001).
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El ON es sintetizado durante la conversion enzimatica de L-arginina a L-
citrulina por la ON sintasa neuronal (hnSON), una enzima localizada en neuronas del
SNC y que requiere calcio para activarse, o por la ON sintasa inducible de éxido
nitrico (ISON) localizada en la glia y que requiere activacién por endotoxinas y
citocinas (Meller y Gebhart, 1993) (Figura 5).

TO@ folele]
H3N_|CH NADPH NADP® ®H3N_CH
(CH 2)
| R o > (C|H 25+ NO
TH nNOS NH Oxido
| Nitrico
C=—NH o c
. 7\
- iNOS ° NH 5
L-arginina L-Citrulina

Figura 5. Representacion quimica de la conversion enzimética de la L-

arginina a L-citrulina.

El ON es sintetizado enzimaticamente en el SNC, en estructuras post-sinapticas, en
respuesta a la activacién de receptores NMDA (Garthwaite, 1991). Los receptores
NMDA provocan la apertura de canales de calcio, incrementando la concentracion
intracelular del i6n. El calcio se une a la calmodulina formando un complejo
necesario para que la SON lleve a cabo la sintesis de ON. El ON sintetizado activa
la guanilato ciclasa (GC), provocando un aumento en los niveles de GMPc vy la
activacion de varias protein-cinasas (Moncada et al., 1989).

Actualmente existe controversia sobre la funcion del ON en la transmisién dolorosa,
ya que se han reportado efectos contradictorios. Por una parte, se ha sugerido que
aparece en el foco inflamatorio, liberado por macréfagos activados (Jorens et al.,
1995). En experimentos preliminares, (Reeh et al. 1991) observaron la activacion y
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sensibilizacion significativa de nociceptores cuando se impregnaban a los campos
receptivos cutaneos con soluciones de concentraciones precisas de ON gaseoso.
Otro estudio determina que la administracion intradérmica de soluciones de ON
causa dolor en humanos (Holthusen y Arndt, 1994). También se ha reportado que la
administracién intratecal de L-arginina y NMDA produce una facilitacion rapida y
transitoria del reflejo doloroso que se bloquea por inhibidores de la sintesis de ON
(éster metilico de la N(G)-nitro-L-arginina, L-NAME) y por inhibidores de la guanilato
ciclasa soluble (azul de metileno) (Meller et al., 1992).

En contraposicion, también se ha reportado que la administracién local de
donadores de ON (nitroprusiato de sodio y nitroglicerina) producen analgesia y
reduccidn del edema en diversos estados dolorosos (Ferreira et al., 1992; Duarte y
Ferreira, 1992) y que la administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de L-arginina,
un precursor de la sintesis de ON, produce un efecto analgésico en ratones
(Kawabata et al., 1992) y en pacientes con varios tipos de dolor cronico (Harima et
al., 1991).

4. MODELOS PARA EVALUAR LA NOCICEPCION EN ANIMALES

El conocimiento cientifico concerniente a la percepcion del “dolor en animales” es
limitado y se ha obtenido por analogias basadas en la anatomia comparativa,
fisiologia, patologia y por inferencias basadas en respuestas subjetivas del dolor
(Erickson y Kitchell, 1984). Presenta problemas éticos, filosoficos y técnicos. Desde
un punto de vista general, los investigadores tienen que seguir las recomendaciones
propuestas por la IASP (Zimmermann, 1983; Roberts, 1989) en las que se establece
que el animal no debe ser visto como un objeto, sino como un ser vivo con
sensaciones. También se recomienda minimizar o eliminar de los protocolos el dolor

producido a los animales, la evaluacion del beneficio potencial que traera la
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investigacion y en la medida de lo posible que el estimulo nocivo que se va a aplicar
se lleve en el menor numero de animales y que no sea invasivo.

Se han desarrollado una gran variedad de modelos experimentales para determinar
la actividad antinociceptiva de farmacos en animales de laboratorio con el fin de
desarrollar, seleccionar y predecir la actividad farmacologica de analgésicos, asi
como estudiar y comprender los mecanismos de accidon de los farmacos que actuan
a nivel periférico y central. La mayoria de los modelos experimentales desarrollados
hasta ahora no son ideales (Le Bars et al., 2001). Sin embargo, han sido muy Uutiles
en la farmacologia para evaluar y caracterizar efectos analgésicos.

A. Modelos de dolor con estimulos de corta duracién (Dolor fasico)

Involucran un corto periodo de estimulacién, son empleados para producir
principalmente dolor somatico, se estimula una area superficial minima con
excepcion de la prueba “hot plate” (plancha caliente) y “electrified grid” (reja
electrificada) y pueden clasificarse de acuerdo a la naturaleza del estimulo en
mecanicos, térmicos o eléctricos (Le Bars et al., 2001).

1. PRUEBAS BASADAS EN UN ESTIMULO TERMICO

El calor es una via mas selectiva para estimular nociceptores cutaneos, pero tiene
su principal desventaja en la velocidad en que se produce el estimulo debido a que
sucede de forma lenta (<10°C/s), lo que resulta en una activacién asincrénica de las
fibras periféricas y centrales. Estas pruebas no involucran estimulacion a visceras o

musculo esquelético (Le Bars et al., 2001).

a. Prueba “Tail-Flick”
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Esta prueba tiene dos variantes. Una consiste en aplicar calor radiante mediante un
bulbo eléctrico sobre una pequena superficie de la cola del animal (D’Amour vy
Smith, 1941) y la otra involucra la inmersién de la cola en agua caliente a una
determinada temperatura (Ben-Bassat et al., 1959). En ambos casos se cuantifica el

tiempo de reaccion del animal.
b. Prueba “Paw Withdrawal”

El principio de esta prueba es comparable a la prueba “Tail-Flick”, con la diferencia
de que esta prueba no involucra el 6rgano de termorregulacion en ratas y ratones.
La prueba consiste en aplicar calor radiante a la pata del animal que se encuentra
inflamada debido a una inyeccién subcutanea de carragenina (Hargreaves et al.,
1988).

c. Prueba “Hot Plate”
Originalmente descrita por Woolfe y Mc Donald (1944), esta prueba consiste en
introducir a la rata en un espacio cilindrico con un piso metalico que es calentado
por un liquido hirviendo. Se cuantifica el tiempo transcurrido desde que el animal
es puesto en la plancha caliente, hasta que responde al estimulo.

d. Prueba “Cold Plate”

Esta prueba es usada principalmente en modelos de dolor neuropatico (Jasmin et
al., 1998).
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2. PRUEBAS BASADAS EN UN ESTIMULO MECANICO

Estas pruebas poseen la ventaja de poder graduar la intensidad o duracién del
estimulo, pero tienen la desventaja de no ser especificos. Pues hay estimulacion
de mecanorreceptores de bajo umbral, como de nociceptores (Le Bars et al.,
2001).

Se basan en la aplicacién de una presion constante ya sea en la cola o en la pata
posterior del animal (Bianchi y Francheschini, 1954). Tan pronto como el animal

presenta reacciones de lucha o emite sonidos de queja se interrumpe el estimulo.
3. PRUEBAS BASADAS EN UN ESTIMULO ELECTRICO

Los estimulos eléctricos poseen la ventaja de ser cuantificables, reproducibles, no
invasivos y producir sefiales aferentes sincronizadas, sin embargo, tienen la
desventaja de ser un estimulo no selectivo debido a que estimulan también fibras no

nociceptivas (Le Bars et al., 2001).
a. Pruebas que utilizan descargas eléctricas largas

Estas pruebas presentan dos variantes: La primera consiste en colocar electrodos
en la cola de la rata o ratdén y dar descargas durante algunos milisegundos. En esta
prueba se evalua el movimiento reflejo de la cola y si la rata chilla durante o después
del estimulo (Paalzow, 1969). La segunda prueba consiste en colocar a la rata en
una jaula metdlica, a la cual se le dan descargas eléctricas (Evans, 1961), se mide el
dolor de acuerdo a diversos comportamientos como son: el intentar escapar de la

jaula, el chillido y las contorsiones.
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b.  Pruebas que utilizan choques eléctricos o descargas eléctricas cortas

En estas pruebas se aplica estimulacién eléctrica de corta duracién (10-20 ms) por
medio de electrodos en sitios como la cola (Charpentier, 1961), la pulpa dental
(Holland y Robinson, 1983; Cadden, 1985) y los miembros (McClane y Martin, 1967).
Estas pruebas analizan el sonido emitido por la rata, asi como sus diferentes

conductas y reflejos del miembro estimulado.

B. Modelos de dolor con estimulos de larga duracién (Dolor ténico)

Involucran la administracién de sustancias algésicas representando una forma lenta
o muy lenta de estimulacion. Este tipo de estimulo es diferente a los otros tipos de
estimulos debido a que son progresivos, de larga duracion y ofrecen la ventaja de
medir el comportamiento del animal a través del tiempo (Le Bars et al., 2001).

1. ESTIMULACION A ORGANOS

Estas pruebas sirven para estudiar el dolor visceral, involucran la administraciéon de
sustancias algésicas directamente a diferentes 6rganos, como el colon (Miampamba
et al.,, 1994), el utero (Wesselmann et al., 1998), entre otros. La prueba mas
conocida es la de distensién colorectal en rata que evalila mediante un
electromidgrafo el reflejo de los musculos abdominales (Ness y Gebhart, 1988).

2. INYECCION INTRAPERITONEAL O “WRITHING TEST”
La administracion intraperitoneal de agentes que irritan la membrana serosa provoca

un comportamiento tipico que se caracteriza por contorsién abdominal y reduccién

de la coordinacién y actividad motora. Esta prueba cuantifica generalmente el
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namero de contorsiones por unidad de tiempo (Siegmund et al., 1957). Entre las
sustancias algésicas frecuentemente empleadas en este modelo encontramos la

benzoquinona, acido acético, acido etacrinico y la p-benzoquinona (Jaques, 1977).

3. INYECCION INTRADERMICA

Esta prueba utiliza sustancias como la salina hiperténica (Lewis y Kellgren, 1939),
EDTA (Teiger, 1976), adyuvante de Freund (ladarola et al., 1988) y capsaicina
(Sakurada et al., 1992) con gran frecuencia. Sin embargo, la formalina es la

sustancia mas utilizada (Dubuisson y Dennis, 1977).

4. PRUEBA DE LA FORMALINA

El modelo de la formalina se lleva a cabo principalmente en roedores, aunque se
han hecho experimentos en gatos, conejos, cobayos, primates, cocodrilos y aves
domésticas. La prueba consiste en la administracion subcutanea de formalina
(formaldehido en un intervalo de concentraciones que van del 1 al 5%), en un
volumen de 20-25 uL en ratones y 30-100 uL en ratas. La inyeccion se da
generalmente en la superficie dorsal de la pata posterior derecha y los animales son
generalmente sacrificados poco después de terminada la prueba. La prueba de
formalina describe diferentes comportamientos, entre los que se encuentran el
morder (biting), lamer (licking) y sacudir (flinching/shakes) la pata inyectada, siendo
este ultimo el pardmetro mas utilizado para cuantificar el grado de dolor (Dubuisson
y Dennis, 1977).

Esta prueba se ve afectada por factores de estrés como son los sonidos, los olores,
luz intensa, elevada presion atmosférica o intensa actividad humana en el cuarto
durante el periodo en que se esta llevando a cabo la prueba, por lo que se

recomienda tener un cuarto exclusivo para la realizacion de esta prueba o establecer
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restricciones en cuanto al sonido y nivel de actividad durante la realizacién de la
misma.

La prueba de formalina en roedores es bifasica. La primera fase (aguda o
neurogénica) inicia después de la inyeccién y dura entre 3 y 5 minutos y se debe a la
estimulacién directa de nociceptores, principalmente fibras C. La segunda fase
(ténica o inflamatoria) inicia 15-20 minutos después de la inyeccién y dura entre 20 y
40 minutos. Se atribuye al proceso inflamatorio desencadenado por la histamina,
serotonina, prostaglandinas y bradicinina. Es por esta segunda fase que la
temperatura es un factor importante de controlar, pues a menor temperatura el
proceso de inflamacion se desarrolla mas lentamente (Tj6lsen et al., 1992). Se
propone una temperatura de 22-23°C (Rosland, 1991) para ratones y 25-27°C para

ratas (temperatura estandarizada en el laboratorio).

5. ANALGESICOS

Un analgésico es una sustancia que a través de su accion sobre el SNC o bien en
la periferia, sirve para reducir o abolir el dolor, sin producir inconsciencia. Los
farmacos analgésicos usados comunmente se pueden dividir en dos grupos:
analgésicos narcéticos u opioides que se emplean generalmente para el tratamiento
del dolor intenso o crénico y analgésicos no narcéticos o antiinflamatorios no
esteroidales (AINEs) que son los mas utilizados en la clinica (Kuhar y Pasternark,
1984). Aunque es comun también el empleo de farmacos anticonvulsivantes,
antiarritmicos, anestésicos y antidepresivos triciclicos para aliviar el dolor (Ashburn
y Staasts, 1999).
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A. Analgésicos opioides

Aunque las propiedades de la planta del opio (papaver somniferum) eran conocidas
hace cientos de afos por los egipcios, griegos y romanos. No fue sino hasta 1806
que Sertirner informd de una sustancia pura contenida en el opio a la que nombré
morfina, en referencia a Morfeo el dios griego del suefio.

Los analgésicos opioides pertenecen a varios subgrupos quimicos, que incluyen
fenantrenos (morfina, codeina), fenilheptilaminas (metadona), fenilpiperidinas
(butorfanol) y benzomorfanos (pentazocina). La mayoria de estos analgésicos se
absorben en las superficies mucosas de la nariz o boca, intramuscular y
subcutdneamente. Su absorcidén en el tracto gastrointestinal es rapida aunque
algunos opioides como la morfina y la oximorfona presentan efecto del primer paso
importante.

Se unen a proteinas plasmaticas con afinidad variable y se distribuyen con una
elevada concentracibn en cerebro, higado, riién, bazo y pulmones. Son
biotransformados por metabolismo hepatico antes de ser excretados por rifén.

Se unen a receptores L, k, y & impidiendo la liberacion de neurotransmisores y por
ende, la transmision del dolor (Duggan y North, 1983). Se usan clinicamente para
aliviar el dolor, la tos, diarrea, edema pulmonar y como anestésicos. Entre sus
principales desventajas se encuentran la tolerancia y la dependencia tanto fisica
como psicoldgica (Way et al., 2001).

B. Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINEs)
Los analgésicos “tipo aspirina” o AINEs son un grupo de farmacos con acciones
similares que ejercen sus efectos por uno o0 mas mecanismos de accién, pero su

estructura quimica es diversa. Los farmacos mas utilizados son el ibuprofeno,

naproxeno, ketoprofeno, indometacina, sulindaco, piroxicam, meloxicam,
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nimesulide, ketorolaco y diclofenaco (Bjérkman, 1995; Vaile y Davis, 1998). En la
practica clinica se utilizan en el alivio del dolor de leve a moderado.
Tradicionalmente se ha descrito que su mecanismo de accion es a través de la
inhibicién de la ciclooxigenasa 1 (COX-1; constitutiva) y ciclooxigenasa 2 (COX-2;
inducida en el sitio de la inflamacion), que trae como consecuencia, la reduccion de
la sintesis de prostaglandinas (PGs) y tromboxano (Figura 6).

Se considera que la inhibicién de la COX-2 media (cuando menos parcialmente) las
acciones antipiréticas, analgésicas y anti-inflamatorias de los AINEs, pero la
inhibicion simultanea de la COX-1 ocasiona efectos colaterales no deseados, en
particular los que culminan en ulceras gastricas (Forth et al., 1995). El principal sitio
de accion de los AINEs es a nivel periférico. Sin embargo, algunos resultados
experimentales sugieren que otros mecanismos y sitios de accion pueden estar
involucrados (Cashman, 1996). Se han propuesto mecanismos adicionales que
contribuyen en el efecto analgésico de los AINEs, como el de la estimulacién del
sistema L-arginina-ON-GMPc (Duarte et al., 1990; Ferreira et al., 1991; Tonussi y
Ferreira, 1994; Bjorkman, 1995; Granados-Soto et al., 1995b; Lopez-Munoz et al.,
1996; Aguirre-Bufiuelos y Granados-Soto, 2000; Lazaro-lbanez et al., 2001) y

canales de potasio (Lazaro-lbafez et al., 2001; Ortiz et al., 2002).

Estimulo mecanico o quimico
Mot
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Figura 6. Via catabdlica del acido araquidénico
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DICLOFENACO

El diclofenaco 6 acido o-[ (2,6-diclo-fenil) amino] fenil acético (Figura 7) es un
AINE derivado del acido fenil acético, con actividad antiinflamatoria, analgésica y
antipirética (Menassé et al., 1978; Todd y Sorkin, 1988), se emplea para el
tratamiento del dolor inflamatorio reumatico y no reumatico (Todd y Sorkin, 1988).
Su actividad antiinflamatoria, al igual que la de otros farmacos tipo aspirina, se
atribuye a su potente capacidad de inhibir in vitro e in vivo a la COX (Oliw et al.,
1978; Todd y Sorkin, 1988).

CH2-COOH
Cl (o]}
Figura 7. Estructura quimica del diclofenaco.
a. Actividad antiinflamatoria
Suprime la inflamacion en diferentes modelos animales incluyendo el edema
inducido por carragenina (Takashima et al., 1972; Tsurumi et al., 1973b; Krupp et

al., 1975; Mérsdorf y Wolf, 1977; Menassé et al., 1978; Noguchi et al., 1984; Todd
y Sorkin, 1988).
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b. Actividad analgésica

Es un analgésico efectivo en ratas y ratones, inhibe conductas dolorosas
(contorsiones y agitacion) inducidas por acido etacrinico (Menassé et al., 1978),
acido acético (Takashima et al., 1972; Tsurumi et al., 1973a; Menassé et al., 1978;
Noguchi et al., 1984; Todd y Sorkin, 1988), fenilbenzoquinona (Menassé et al.,
1978) y levadura (Noguchi et al., 1984).

c. Actividad antipirética

Reduce la temperatura del cuerpo por 1.5°C en ratas con fiebre inducida por

levadura (Menassé et al., 1978).

d. Mecanismos de accidén

1. Efectos en el metabolismo del acido araquidénico

In vitro, el diclofenaco es un potente inhibidor de la COX, ya que su administracion
causa una marcada reduccion en la sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas y
productos de tromboxano en vesiculas seminales de oveja (Ku et al., 1975; 1985),
vesiculas seminales de cobayo (Krupp et al., 1976), vesiculas seminales de toro
(Taylor y Salata, 1976), células polimorfonucleares y macrofagos de rata (Ku et al.,
1985). Por otra parte, aunque la administracion de altas concentraciones de
diclofenaco in vitro no inhibe a la fosfolipasa Az y tiene un efecto insignificante en las
enzimas 5 y 15-lipoxigenasa, disminuye la disponibilidad intracelular del acido
araquidénico para la formacion de productos que siguen el camino de la
lipooxigenasa (leucotrienos y acido 5-hidroxieicosatetraenoico), favoreciendo su
reincorporaciéon a la membrana celular (Ku et al., 1986). In vivo, el diclofenaco
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disminuye las concentraciones de PGF,, y PGE, en la medula renal (Oliw et al.,
1978), PGE,, 6-ceto-PGFq, y PGl, en la mucosa géastrica de ratas y cobayos
(Rainsford y Willis, 1982; Kobayashi et al., 1985).

2. Otros mecanismos que participan en el efecto analgésico del diclofenaco

Ademas de su efecto inhibitorio en la sintesis de protanoides, el diclofenaco
aparentemente tiene otros mecanismos que participan en su efecto analgésico (Attal
et al., 1988). Se ha sugerido que uno de los mecanismos que participan en el efecto
analgésico del diclofenaco es la estimulacion de la sintesis opioides enddgenos (B-
endorfinas) en el hipotalamo vy la liberacion de los mismos de la glandula pituitaria
(Sacerdote et al., 1985; Vescovi et al., 1986; Bjorkman, 1995). En contraposicion,
existe evidencia de que la naloxona (un antagonista de receptores opiodes) y la N-
metil-nalorfina (un antagonista de receptores opioides periféricos) tienen la
capacidad de bloquear el efecto antinociceptivo que se produce por la administracion
de morfina, pero no el efecto que se produce por la administracion de diclofenaco
(Tonussi y Ferreira, 1994).

Otro mecanismo que se ha sugerido es la activacidén de la transmisidén serotonérgica
espinal, ya que el pretratamiento de ratas con paraclorofenilalanina (un inhibidor de
la sintesis de serotonina), 5,7-dihidroxitriptamina (una neurotoxina que destruye
selectivamente la serotonina de los cuerpos celulares), metiotepina y ritanserina
(bloqueadores de receptores serotonérgicos), reduce su antinociceptivo en un
modelo de dolor visceral (Bjérkman, 1995).

También se ha sugerido que otro mecanismo que participa en su efecto

antinociceptivo es la inhibicién de la expresion de la L-selectina en la superficie de
los neutréfilos. Esto reduce la adhesion de estos polimorfonucleares al endotelio
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vascular durante el proceso inflamatorio, evitando su migracién al tejido dafado
(Diaz-Gonzalez et al., 1995).

Aunque aun no esta aclarado el papel que desemperia el ON en la transmision de
procesos nociceptivos, se ha sugerido que otro mecanismo que participa en el efecto
antinociceptivo del diclofenaco es la inhibicibn de la activacion del sistema
L-arginina-ON-GMPc a nivel espinal, ya que el pretratamiento de ratas con este
farmaco administrado por via intratecal (i.t.), bloquea de manera dependiente de la
dosis la hiperalgesia inducida por la administracion intratecal de N-metil-D-aspartato
(NMDA), pero no la inducida por la administracion intratecal de sustancia P
(agonista de receptores NK1, NK> y NK3) o por el acido DL-a-NH»-2,3-dihidro-5-metil-
3-oxo-4-isoxazolpropanoico (AMPA), ademéas de que el efecto antinociceptivo del
diclofenaco se revierte por la administraciéon de L-arginina (sustrato natural de la
SON), pero no por D-arginina (enantibmero inactivo de la L-arginina) (Bjérkman,
1995).

En contraposicion también existe evidencia que sugiere que el efecto antinociceptivo
del diclofenaco administrado a nivel periférico resulta de la estimulacién del sistema
L-arginina-ON-GMPc, ya que su efecto antinociceptivo disminuye parcialmente por la
administracién de un inhibidor de la sintesis de ON (L-NMMA) y de la guanilato
ciclasa soluble (azul de metileno) (Tonussi y Ferreira, 1994). Por otra parte,
evidencia muy reciente que sugiere que otro mecanismo que participa en el efecto
antinociceptivo del diclofenaco es la apertura de canales de K*, ya que el efecto de
este farmaco administrado a nivel periférico se revierte por la administracién
periférica de bloqueadores de canales de K* (glibenclamida, tolbutamida,
caribdotoxina, apamina, 4-aminopiridina y tetraetilamonio) (Ortiz et al., 2002).
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e. Propiedades farmacocinéticas

Estudios de biodisponibilidad con dosis Unicas del farmaco administrado por via oral
sugieren que es absorbido casi en su totalidad (John, 1979; Kendall et al., 1979;
Riess et al., 1978). Sufre el efecto del primer paso y alrededor del 60% llega a la
circulacién sistémica en forma intacta (John, 1979). El producto se liga fuertemente a
proteinas séricas que varian entre 99.5 y 99.7%. Su volumen de distribucion es de
0.1 a 0.2 L/Kg (Davies y Anderson, 1997). El diclofenaco se metaboliza en el higado
por la accién de la isoenzima de la subfamilia CYP2C del citocromo P450. Primero
se hidroxila y por fase Il se conjuga con acido glucorénico y el aminoacido taurina
(Masubuchi et al., 2001). Se conocen los siguientes metabolitos: 3-hidroxi, 4-hidroxi,
3-hidroxi-4-metoxi y 4, 5-dihidroxi-diclofenaco (John, 1979). La vida media terminal
del diclofenaco basada en concentraciones de liquido sinovial es de 5.2 + 1.1 horas
(Riess et al., 1986), es decir, se acumula en liquido sinovial después de su ingestion
(esto explica la duracién de su efecto terapéutico que es considerablemente mas
largo que su vida media plasmatica). ElI metabolito principal en humanos es el 4-
hidroxi-diclofenaco (Davies y Anderson., 1997). El diclofenaco y sus metabolitos se
excreta por orina en un 60 a 70%, el resto se excreta en bilis y heces (Stierlin y
Faigle., 1979), su vida media de eliminacién es de 1.1 a 1.8 h.

1. VITAMINAS

a. Propiedades analgésicas y antiinflamatorias del complejo de vitaminas B
(B1, Bs y Bi2)
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Se conoce que el complejo de vitaminas B tienen actividad antinociceptiva y anti-
inflamatoria (BartoszyK y Wild., 1989), pero su mecanismo de accién es
desconocido. Este complejo, compuesto por tiamina (vitamina By), piridoxina
(vitamina Bg) y cianocobalamina (vitamina Bi,) son esenciales para la sintesis de
neurotransmisores, para la produccién de mielina en el sistema nervioso central y

sistema nervioso periférico (Bermond, 1989).

b.  Tiamina (vitamina By)

La tiamina (Figura 8) es la primera vitamina del complejo B. La deficiencia de esta
vitamina causa polineuropatia, acompanada por una degeneracion axonal. Altas
dosis de tiamina producen bloqueo ganglionar (Castro, 1965; Boissier et al., 1966) y
supresion de la transmision del estimulo neural. La relacion entre la vitamina By y el
sistema nervioso fue la base para extender el uso de altas dosis de tiamina por
diversas rutas con el propédsito de aliviar el dolor neuropatico ya que la tiamina
practicamente carece de acciones farmacolégicas a bajas dosis en humanos
(Bermond, 1989).

Figura 8. Estructura quimica de la tiamina.
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1.  Farmacocinética

La tiamina es una coenzima esencial para el metabolismo de los carbohidratos,
interviene en la descarboxilacién oxidativa del piruvato de acetil coenzima Ay en la
sintesis de acetilcolina (mediador quimico neuronal). 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 continda. 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 absorcidn es en la porcién proximal del intestino delgado, se
almacena en pequenos depdsitos en el musculo con una breve vida bioldgica. La
tiamina en exceso se almacena y se deposita en sus 3 tipos de ésteres, pasado
cierto limite se elimina el resto por orina (Rosenstein E, 2003).

c. Piridoxina (vitamina Bg)

La vitamina Bg (Figura 9), es una coenzima de lisiloxidasa, esencial para la
formacién del fibroblasto (Mielke, 1985) ya que éstos ayudan a la sintesis y
liberacién de colageno por la influencia del acido ascorbico. Se sabe que el colageno
es esencial para la formaciéon 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, 1978), aunque no es bien conocido si el decremento de
esta vitamina es una causa 0 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
supresién puede originar una respuesta analgésica (Sharma et al., 1990).
Finalmente, la influencia de la piridoxina en el metabolismo de serotonina indica que

puede prevenir manifestaciones del dolor.
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Figura 9. Estructura quimica de la piridoxina.

1.  Farmacocinética

La piridoxina, es rapidamente absorbida por el tracto gastrointestinal después de la
administracién oral; sin embargo, la absorcion gastrointestinal puede ser disminuida
en pacientes con sindrome de mala absorcion. La concentracidon sérica normal de
piridoxina es de 30-80 mg/mL. Se almacena principalmente en higado y en menor
grado en musculo y cerebro. La vida media biologica de la piridoxina es de 15 a 20
dias, en higado el su principal metabolito el piridoxal es oxidado a acido piridéxico, el

cual es excretado por la orina (Rosenstein E, 2003).

d. Cianocobalamina (vitamina Biy)

Se sabe que la vitamina Bi, (Figura 10) incrementa el RNA 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, metamalonil-CoA, es el
ultimo  metabolito importante para la sintesis de cerebrosidos neuronales vy
fosfolipidos para la produccion de mielina (Corson et al., 1971). Uno de los papeles
mas importantes de la cianocobalamina es la transformacién de poliglutamato a

tetrahidrofolato, necesario para la sintesis de hemoglobina y glébulos rojos en la
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formacién de sangre. La deficiencia de esta vitamina ocasiona el sindrome
neuroanémico originando dolor. Estudios recientes en ratas confirman que la
administraciéon de vitamina Bi> 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 B> media hora antes de la provocacién del dolor y la actividad
terapéutica se observa 2 horas después de la provocaciéon del dolor (Bermond,
1989). La vitamina Bi2, ademas de prevenir la anemia, ayuda a disminuir el dolor
provocado por sustancias que inducen inflamacién (Bermond, 1989).
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Figura 10. Estructura quimica de la cianocobalamina.
1. Farmacocinética
La vitamina B1. es regularmente absorbida por el intestino delgado distal, cuando se
suministra por via oral. En el estobmago la vitamina Bi, libre se une al factor

intrinseco, que es una glucoproteina excretada por la mucosa gastrica que es

necesaria para una absorcién activa de la vitamina por el tracto gastrointestinal. El
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complejo es detenido transitoriamente en receptores especificos de la pared del
ileon distal, antes de que la vitamina sea absorbida y entre a la circulacién sistémica.
El mecanismo de transporte del factor intrinseco es saturado por 1.5-3 mg de
vitamina Biz; sin embargo, cantidades adicionales de vitaminas pueden ser
absorbidas independientemente del factor intrinseco, por difusién pasiva a través de
la pared intestinal. Este mecanismo de difusiébn pasiva es importante sélo en
presencia de cantidades de vitamina muchos mas grandes (minimos 1 mg). En la
administracién por via oral de vitamina Bi> 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 B, es liberada del factor intrinseco, y se une
rapidamente a las proteinas del plasma en la sangre, principalmente a una proteina
de almacenamiento transcobalamina Ill. Las concentraciones sanguineas de
transcobalamina Il se retiran después de que la vitamina B, es absorbida. En
estado de ayuno la mayor parte de la vitamina circulante se une a la
transcobalamina I. La vitamina B, es distribuida en el higado y médula 6sea y otros
tejidos, incluyendo la placenta. El almacenamiento corporal total de la vitamina B>
en sujetos sanos estd 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 B, es administrada
en cantidades que exceden la capacidad de unién en plasma, higado y otros tejidos,
esta libre en sangre y disponible para excrecién urinaria. Aproximadamente del 10-
15% es sintetizada diariamente por bacterias en el intestino grueso, pero es
excretada por las heces, sin ser absorbida (Rosenstein E, 2003).
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Illl. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si existe sinergismo en el efecto antinociceptivo de Ia
administracion oral de diclofenac al coadministrarse con las vitaminas del

Complejo B (B1, Be Yy B12).

Objetivos Particulares

Determinar la relacién dosis-respuesta de diclofenaco administrado por via
oral en el modelo PIFIR.

Determinar la relacion dosis-respuesta de las vitaminas del complejo B (B4, Bg

y B12) administrado por via oral en el modelo PIFIR.

Determinar la relacion dosis-respuesta de las vitaminas del complejo B (B4, Bg

y B12) coadministrado con el diclofenaco por via oral en el modelo PIFIR.

Determinar si existe sinergismo en la coadministracion de la mezcla
diclofenaco-complejo B por via oral en el modelo PIFIR.
Determinar si existe sinergismo a dosis fijas de las vitaminas individuales y

diclofenac en el modelo d PIFIR
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MATERIAL Y METODOS
1.  ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas Wistar hembra de 9-11 semanas de edad con un peso corporal de
180-200 g. Las ratas se mantuvieron con libre acceso a agua, pero se les retird el

alimento 12 horas antes de los experimentos.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las guias sobre aspectos éticos
para la investigacion del dolor experimental en animales (Zimmermann, 1983).
Adicionalmente, el estudio fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de la seccion de posgrado de la Escuela Superior de Medicina
del I.P.N. Cada rata se utilizd solo una vez y se sacrific6 en una camara saturada

con éter al final del experimento.

2. FARMACOS Y REACTIVOS

Las vitaminas del complejo B y el diclofenaco fueron donadas por Merck de México
SA de CV (Ciudad de México). Acido Urico y aceite mineral fueron adquiridos en
Sigma (St. Louis, MO, USA). El diclofenaco y las vitaminas fueron disueltos en
solucion salina al 0.9% (p/v NaCl).

Soldadura de plata de la empresa Eutic Castolin de México. Cables de teléfono de

siete hilos
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3. METODOLOGIA

A. MODELO PIFIR

El efecto antinociceptivo de la administracién oral de complejo B, diclofenaco y la
mezcla AINE-complejo B se evalu6 con el modelo de dolor que induce impedimento
funcional en la rata, P.I.F.R. (Pain-induced functional-impairment model in the rat).
La rata se le dio entrenamiento en los tambores del rotor durante 2 m. cada media
hora por un tiempo de 2.5 h. (esto le permitié al animal adaptarse a su entorno),
después se coloc6é en una cdmara saturada de éter para ser anestesiada,
posteriormente se inyectaron 50 ul. de una suspension de acido Urico en aceite
mineral al 30% (p/v) en la rodilla de la pata posterior derecha, utilizando una aguja
del No. 20, 4”. Se colocaron electrodos de plata en cada una de sus extremidades
posteriores. Se pusieron en los tambores para su evaluacion, haciendo caminar dos
minutos cada media hora. Se mide el indice de funcionalidad que consiste en el
cociente entre la pata enferma contra el de la pata sana y se multiplica por cien.

l.F. = (No. de pisadas de la pata derecha/No. de pisadas de la pata izquierda) X 100.

Poco a poco la pata que fue inyectada con el acido Urico la deja de usar y a las dos
horas y media se observa que este valor tendi6 a cero en este momento se
administran los farmacos via oral Inmediatamente después de la administracion, la
rata fue colocada nuevamente en los tambores del rotor para la observacion de la
pata inyectada. La conducta dolorosa o0 nociceptiva de la pata inyectada,
manifestada en forma suspension o flexion y se cuantificé en intervalos de 2 minuto
cada 30 minutos hasta completar 4 h. La prueba se realiz6 en un intervalo de
temperatura de 25 a 27°C. Al final del experimento los animales se sactrificaron en
una camara de saturada de éter.
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B. Evaluacion del efecto antinociceptivo de complejo B

El complejo B (mezcla de vitaminas B4, Be ¥y B12, en proporciones 100:100:1.0) se
administrd por via oral (p.o.) a cuatro grupos de ratas (n = 6) en dosis crecientes
(177 y 300 mg/kg) dos h. posteriores a la administracién de el acido urico. Un grupo

control de ratas (n = 6) recibié solamente solucién salina fisioldégica 0.9 % p.o.

C. Evaluacion del efecto antinociceptivo de diclofenac administrado por via
oral

El diclofenac se administré p.o. a cuatro grupos de ratas (n = 6) en dosis crecientes
(0.3, 1.0, 3.1 y 10 mg/kg) dos h. posteriores a la administracién de el acido urico. El
grupo control empleado en la evaluacion del efecto antinociceptivo de diclofenac fue
empleado también como grupo control de este experimento.

D. Evaluacion del efecto antinociceptivo de la mezcla diclofenac -complejo
B administrada por via oral

La mezcla diclofenac -complejo B se administré p.o. a cuatro grupos de ratas (n = 6)
en dosis crecientes de la mezcla de vitaminas (56, 87,100 y 177 mg/kg.) a dosis fijas
de diclofenaco (1.8 mg/kg.) dos h. posteriores a la administracion de el acido Urico.
El grupo control empleado en la evaluacién del efecto antinociceptivo de diclofenac
fue empleado también como grupo control de este experimento.
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E. Evaluacidén del efecto antinociceptivo de la mezcla diclofenac —vitaminas
de forma individual administrada por via oral.

La mezcla diclofenac -complejo B se administré p.o. a cuatro grupos de ratas (n = 6)
en dosis fijas de vitaminas (100 mg/kg.) a dosis fija de diclofenac (1.8 mg/kg.) dos h.
posteriores a la administracion de el acido urico. El grupo control empleado en la
evaluacion del efecto antinociceptivo de diclofenac fue empleado también como

grupo control de este experimento.

F. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como el promedio + error estandar (e.e.) de la media
para cada grupo experimental (n = 6). Se construyeron curvas del promedio del
indice de funcionalidad a partir de un punto de cohorte a las dos h. después de
administrar el diclofenac, las vitaminas o la mezcla de ambos (mezcla de vitaminas y
diclofenac). Las curvas dosis-respuesta se ajustaron por regresion lineal empleando
el método de minimos cuadrados. La dosis efectiva 30 (DEgsg) y su error estandar
(e.e.) de la media fueron calculados de acuerdo a lo descrito por Tallarida (Tallarida,
2000). Para evaluar la interaccion de los con las vitaminas del complejo B

Los datos dosis-respuesta se analizaron mediante andlisis de varianza de una cola
(ANOVA) seguidos por la prueba de Tukey. La diferencia estadisticamente
significativa entre el punto aditivo teérico y experimental (DE3;) se evalué mediante
una prueba de “t” de student. Un valor de DEj3y, experimental significativamente
menor que el valor de la DE3 tedrica (p < 0.05) se consideré como indicativo de una

interaccidn sinérgica ente los analgésicos y las vitaminas del complejo B.
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Abstract

The role of vitamin B complex preparations as an analgesic adjuvant is controversial. Therefore, the purpose of the present study was
to characterize the potentiation of the antinociceptive effect of diclofenac by a vitamin B complex preparation and its individual compo-
nents by using the pain-induced functional-impairment model in the rat (PIFIR). Pain was produced by the intraarticutar injection of uric
acid in the right hind limb. Oral administration of diclofenac resulted in a dose-dependent antinociceptive effect. Oral administration of a
vitamin B complex preparation containing thiamine (vitamin B}, pyridoxine (vitamin B,}, and cyanocobalamin {vitamin B,,) in a 1:1:0.01
proportion did not produce any antinociception by itself, but it significantly potentiated the effect of diclofenac. Coadministration of di-
clofenac with either thiamine or pyridoxine resulted in an antinociceptive effect similar to that of diclofenac alone. On the other hand,
coadministration of cyanoccebalamin significantly increased diclofenac-induced antinociception. It is concluded that the potentiation of di-

clofenac-induced antinceciception in the PIFIR model is due to cvanocobalamin,  © 2000 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

Keywords: Diclofenac: Vitamin B; Thiamin, Pyridexine; Cyanocobalamin; Analgesia

1. Introduction

Diclofenac is an nonstercidal anti-inflammatory drug
{NSAID) that has been shown to be effective for relieving
pain in rheumatic and nonrheumatic diseases (Menassé et
al., 1978). The analgesic and anti-inflammatory activities of
diclofenae have been traditionaily related to the inhibition
of prostaglandin synthesis (Menassé et al., 1978). Notwith-
‘standing, additional mechanisms have been suggested to
take part in the antinociceptive effect of this drug, including
central actions and nitric oxide release at the peripheral
level (Bjorkman, 1995; Lépez-Mufioz et al., 1996; Tonussi
& Ferreira, 1994).

Vitamin B preparations have been reported to be able to
potentiate the antinociceptive effect of diclofenac in animal
models {Bartoszyk, 1990; Dimpfel et al., 1990}. In humans,
vitamin B preparations have been exiensively used as an an-
algesic adjuvant combined with diclofenac for the treatment
of acute lumbar vertebral pain (Bruggemann et al.,, 1990;
Kuhlwein et al., 1990; Vetter et al.,, 1988). However, the

* Corresponding author. Tel: (32) 5729-60040 ext. 46261, Fax: (532}
5358-3969 "
E-muil address: Infecthed 2000{@yahoo.com

ability of vitamin B complex preparations to increase the
analgesic effect of diclofenac has been guestioned. Some
authors have reported that vitamin B preparations do not re-
sult in any significant pain relief. Moreover, it has also been
reported that such preparations fail to increase the analgesic
effect of diclofenac (Bromm et al., 1995; Eschalier et al.,
1983; Misumni et al., 1985).

Despite the extensive use of vitamin B preparations as
analgesic adjuvants, systematic studies on their ability to
potentiate the effects of diclofenac or other NSAIDs are
scarce. Furthermore, the information available on the anal-
gesic properties of the individual components of such prep-
arations is scarce. Therefore, we decided to evaluate the
ability of a vitamin B complex preparation, as well as of its
individual components, to produce antinociception and to
potentiate the effect of diclofenac in an experimental model
of pain in the rat.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats {(weight range, 180-220 g) from our
breeding facilities were used in this study. Twelve hours be-

1056-8719/00/% — see front matter © 2000 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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fore the initiation of experiments, food was withheld, but ani-
mals had free access to drinking water. All experiments fol-
lowed the Guidelines on Ethical Standards for Investigation
of Experimental Pain in Animals (IASP, 1983). Additionally,
the study was approved by the local Animal Care Committee.

2.2. Drugs

Vitamins B, (thiamine), B, (pyridoxine), B; (cyanoco-
balamin), and diclefenac sodium were a gift from Laborato-
rios Merck (Mexico City). Uric acid was purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other re-
agents were of analytical grade. A vitamin B complex mix-
ture, containing vitamins B:B:B), in a 1:1:0.01 proportion,
was prepared.

2.3. Measurement of antinociceptive activity

Antinociception was assessed by using the pain-induced
functional-impairment maodel in the rat (PIFIR), as de-
scribed previously {(Granados-Soto et al., 1992; Lépez-
Mufioz et al,, 1993). Nociception was induced by the in-
wraarticular injection of 50 pl of a 30% uric acid suspension
in mineral oil into the right hind knee, under light anesthesia
with ether. Then, an electrode was attached to each hind
limb behind the plantar pads. At selected times, rats were
required to walk on a 30-cm-diameter stainless steel cylin-
der, rotating at 4 rpm for 2-min periods. The variable mea-
sured in this model was the time of contact of each electrode
with the cylinder floor. When the electrode placed on the
animal’s paw made contact with the cylinder floor, a circuit
was closed and the time that the circuit remained closed was
recorded. Animals were allowed to rest between recording
periods. During resting periods, the rats did not show any
sign of discomfort, such as licking, biting, shaking, elevat-
ing, and vocalization.

As a result of uric acid injection, rats developed a pro-
gressive dysfunction of the injured limb. This dysfunction
was recorded as a diminished time of contact between the
right hind limb and the cylinder. Data are expressed as the
functionality index (FI); that is, the time of contact of the in-
jected limb divided by the time of contact of the control left
limb multiplied by 100. After 2.5 h, the injected limb made
no contact with the eylinder; that is, the functionality index
was zero. This time was considered time zero, and analgesic
agents were immediately administered. Recordings were
carried out every hour in the next 4 h. A recovery of the
functionality index was considered the expression of the an-
tinociceptive effect. Animals not receiving any analgesic
agent maintained a functionality index of zero for at least 4 h.

2.4. Study design

In the first experimental series, seven groups of eight rats
each were studied. Animals in group 1 received vehicle (sa-
ling) and served as controls. Animals in groups 2 to 5 re-
ceived oral diclofenac 0.31, -, 3.1, and 5.7 mg/kg, respec-
tively. Groups 6 and 7 received the vitamin B:BgB,

complex per 0s 177:177:1.7 and 300:300:3.0 mg/kg, respec-
tively. Functionality index was determined hourly for 4 h.
The highest recovery in functionality index was observed 2
h after diclofenac administration. Therefore, functionality
index values observed at 2 h (FI-2h) were chosen for further
analysis. Diclofenac produced a dose-dependent recovery in
FI-2h. Analysis of dose-response curves allowed an estima-
tion of the EDy,; that is, the diclofenac dose producing a re-
covery of 40% in FI-2h, being 1.8 mg/kg. This dose was se-
lected to study the potentiation of the antinociceptive effect
by the vitamin B preparations.

In a second experimental series, five groups of eight rats
were studied. One group received diclofenac (1.8 mg/kg)
alone. The other four groups received diclofenac (1.8 mg/
kg} in coadministration with the vitamin B:B¢:B,, prepara-
tion in the following doses: 56:56:0.56, 87.87.0.87,
100:100:1, and 177:177:1.77 mg/kg, respectively,

In a third experimental series, we studied four groups of
¢ight rats. One group received diclofenac (1.8 mg/kg) alone.
The other three groups received diclofenac combined with
the individual components of the vitamin B preparation;
that is, diclofenac/thiamine (1.8/100 mg/kg), diclofenac/py-
ridoxine (1.8/100 mg/kg), and diclofenac/cyanocobalamine
(1.8/1 mg/kg), respectively.

2.5, Statistical analysis

Comparisons between groups within each experimental
series were performed by analysis of variance followed by
the Dunnet’s test. Differences were considered to reach sta-
tistical significance when p < .05.

3. Results

Oral administration of diclofenac produced a dose-
dependent recovery of FI-2h (Fig. 1). The calculated EDy,
for sodium diclofenac was 1.8 mg/kg. Conversely, oral ad-
ministration of the vitamin B:Bg:B,; mixture did not re-
sulted in any significant antinociceptive effect compared
with saline (Fig. 2). Notwithstanding that the vitamin
B,:B::B,, preparation, by itself, failed to produce antinoci-
ception, it was able to increase the effect of diclofenac (1.8
mg/kg}. This potentiation appeared to be dose dependent,
because coadministration of increasing doses of the vitamin
B preparation resulted in higher FI-2h values (Fig. 3). The
adjuvant effect of the vitamin B,:B¢:B,; mixture appeared to
reach a maximum, because no further increase in FI-2h was
observed with doses higher than 100:100:1 mg/kg.

Because the 100:100:1 mg/kg dose of the vitamin
B,:B¢:B; mixture yielded the greatest potentiation of the
antinociceptive effect of diclofenac, the effects of the indi-
vidual components of the preparation at this dose level were
tested. Coadministration of diclofenac and either 100 mg of
vitamin B, or vitamin B, did not result in a significantly
greater antinociceptive effect compared with diclofenac
alone. On the other hand, the coadministration of vitamin
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FUNCTIONALITY INDEX (%)

Saline 0.3 1.C 3.4 5.7

Diclofenac (mg/kg)

Fig. 1. Antinociceptive effect observed after oral administration of saline
and of increasing doses of diclofenac in rats that were injected with uric
acid in the right hind knee. Antinociception is expressed as functionality
index observed 2 h after diclofenac administration. Bars indicate the mean
of eight animals = SEM. *Indicates significant difference from the saline
group (p < 0.05).

B,; (1 mg/kg) was able to significantly increase the anti-
nociceptive effect of diclofenac (Fig. 4).

4, Discussion

Diclofenac produced a dose-related antinociception in
the PIFIR model, with an ED,, of 1.8 mg/kg. These results
are consistent with those reported previously with the use of
this experimental procedure {Torres-Lépez et al., 1994,
1997) as well as other models of pain (Attal et al., 1988,
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Fig. 2. Antincciceptive effect observed after oral administration of saline,
of a vitamin B:B:B,; mixture, 177:177:1.7 (¥4) and 300:300:3.0 (V5)
mg'kg, and of diclofenac, 1.8 mg'kg (D), in rats that were injected with
uric acid in the right hind knee. Antincciception is expressed as functional-
ity index observed 2 h after diclofenac administration. Bars indicate the
mean of eight animals + SEM. *indicates significant difference from the
saline group (p < 0.05).
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Fig. 3. Antinociceptive effect observed after oral administration of
diclofenac (1.8 mg/kg) alone (D) and combined with increasing doses of a
vitamin B BgB|; mixture (V1: 56:56:0.56, V2: 87.87:0.87, V3: 100:100:1;
V4: 177:177:1.77 mg/kg} in rats that were injected with uric acid in the right
hind knee. Antinociception is expressed as functionality index observed 2 h
after drug administration, Bars indicate the mean of eight animals = SEM.
*Indicates significant difference from diclofenac alone.

Krupp et al., 1973; Menassé et al., 1978; Tonussi & Fer-
reira, 1994}, On the other hand, the vitamin B,:B;:B;, mix-
ture, by itself, failed to produce any significant antinocicep-
tion in the PIFIR model, despite the fact that high doses
(i.e., 300:300:3 mg/kg) were tested. These results are in
agreement with those reported by Eschalier et al. {1983)and
Misumi et al. {1985), who observed that vitamin B prepara-
tions were not able to produce antinociception in several
models of pain in rats and mice. Notwithstanding, other in-
vestigators have reported that vitamin B complex prepara-
tions are effective in a variety of experimental pain models
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Fig. 4. Antincciceptive effect of diclofenac {1.8 mg/kg) alone (D) and com-
bined with vitamin B, (100 mg/kg), vitamin B, (100 mg/kg), or vitamin B,
{1 mg/kg) in rats that were injected with uric acid in the right hind knee.
Antinociception is expressed as the functionality index observed 2 h after
drug administration. Bars indicate the mean of eight animals + SEM.
*Indicates significant difference from diclofenac alone.
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(Dimpfel et al., 1990; Fu et al., 1988; Jurna et al., 1990,
Wild & Bartoszyk, 1988). Jurna et al. {1990) proposed that
this controversy about the analgesic effectiveness of vita-
min B complex preparations is due to the use of different
pain stimuli. It should be noted that the intraarticular injec-
tion of 30% uric acid results in a moderate to severe pain in-
tensity (Lopez-Mufioz et al., 1993).

Although the synergistic effect of the combination of
NSAIDs and vitamin B preparations has long been controver-
sial {Bartoszyk, 1990), our data show that a mixture of vita-
mins By, Bg, and B;; was able to significantly increase the
antinociceptive effect of diclofenac in a dose-dependent
manner. These results confirm previous observations on the
ability of vitamin B preparations to potentiate diclofenac-
induced antinociception in animals {Bartoszyk & Wild,
1989} and humans (Bruggemann ¢t al., 1990; Kuhlwein et al.,
1990; Vetter et al., 1988). Notwithstanding, others have ob-
served that vitamin B preparations do not significantly in-
crease the analgesic effect of diclofenac (Bromm et al,
1995). Tt should be mentioned that there is no standardization
on the composition of the vitamin B preparations used as anal-
gesic adjuvants, Hence, the composition, as well as the doses
and proportions of the different components of the complex,
vary among the different published studies. Therefore, we
decided 1o study the potentiation of the antinociceptive effect
of diclofenac by the individual components of the vitamin B
complex preparation used in this study. Our results showed
that the coadministration of either vitamin B, or vitamin B,
failed to significantly increase the antinociceptive effect of
diclofenac at doses that were effective when administered as
the vitamin B|:B4:B,, mixture. Conversely, coadministration
of vitamin B, with diclofenac resulted in a significantly
higher antinociceptive effect compared with that of di-
clofenac alone. These results strongly suggest that vitamin
B, (cyanocobalamin) is the active ingredient in the vitamin
B complex preparation. It is therefore highly probable that
discrepancies in the results reported for the role of vitamin B
preparations as analgesic adjuvants of diclofenac are due to
the use of different doses and proportions of the individual
ingredients in the mixtures emploved.

The mechanism of action by which vitamin B prepara-
tions or, particularly, vitamin B, produce a potentiation of
the analgesic effect of NSAIDs is not yet clear. It has been
suggested that the inhibition of spinal dorsal horn nocicep-
tive activity (Fu et al., 1988), as well as the participation of
a central serotonergic inhibitory activity (Dimpfel et al.,
1990) may be implicated in such effect. Notwithstanding,
the information available at present is not conclusive. Fur-
ther studies that specifically address the question of the
mechanism of action of NSAID-induced analgesia by vita-
min B preparations are still required.
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

1. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE
COMPLEJO B

La administracion oral de complejo B (mezcla de vitaminas By, Bg y B2, €n
proporciéon 100:100:1.0) y con dosis de (300:300:3.0) por via oral no redujo el
efecto nociceptivo provocado por la administracion del acido urico. En un modelo
basado en estimulaciéon térmica en ratén, la administracién aguda o crénica del
complejo B no tuvo ningun efecto (Franca et al., 2001). Y en uno de hiperalgesia
térmica inducida por carragenina en rata (Reyes-Garcia et al., 2002), la
administracion oral del complejo B no tuvo ningun efecto, pero tiene la habilidad de
potenciar el efecto antinociceptivo del diclofenaco, respectivamente. Las
discrepancias entre los resultados obtenidos en los diferentes estudios
posiblemente se deben a que el efecto de la administracion del complejo B se ha
evaluado en diferentes especies, modelos de dolor, vias de administracién vy
concentraciones. Sin embargo, la mayoria de los reportes sugieren que su

administracion oral produce antinocicepcion.

Estos resultados se contraponen con los resultados obtenidos por Reyes-Garcia et
al. (2001) quienes reportan que la administracion oral del complejo B reduce de
manera dependiente de la dosis el numero de sacudidas en la segunda fase de la
prueba de formalina en rata. En el modelo de hiperalgesia inducida por
carragenina en rata, la administracion de una dosis alta del complejo B (B1 y Be,
667 mg/kg y B2, 6.7 mg/kg, p.o.) tiene un efecto antinociceptivo (Bartoszyk y Wild,
1989). En un modelo de estimulacion térmica en gato, la administracién intratecal

del complejo B redujo de manera dependiente de la dosis la respuesta inducida

56



UNAM, FES IZTACALA Discusion

por el calentamiento de la piel de la pata trasera (Fu et al., 1988) e incrementé el
efecto inhibitorio de la estimulacion eléctrica transcutanea de fibras aferentes en
ratas anestesiadas con pentobarbital (Fu et al., 1990). En un modelo de
estimulacién eléctrica en rata, la administraciéon i.p. del complejo B redujo de
manera dependiente de la dosis la actividad nociceptiva provocada en el talamo
(Jurna et al., 1990). En la prueba de la formalina en raton la administracién i.p.
cronica del complejo B (50 o 100 mg/Kg/dia) redujo el nimero de lamidas de la
pata cuando se administré una hora antes (Franca et al., 2001). En el modelo de
contorsion abdominal en raton, la administracion oral crénica (Leuschner, 1992) e
i.p. aguda (Franca et al., 2001) del complejo B redujo de manera dependiente de
la dosis el nimero de contorsiones inducidas por acido acético. Sin embargo,
estos resultados contrastan con los resultados obtenidos en otros modelos de

nocicepcion.

El efecto antinociceptivo de las vitaminas del complejo B se puede explicar por la
activacion de diferentes mecanismos. Algunos estudios indican que la
administracion de piridoxina (Dakshinamurti et al., 1990; Hartvig et al., 1995) y la
del complejo B (Dakshinamurti et al., 1990) producen la activacion de la
transmisién serotonérgica del sistema inhibitorio descendente endégeno. También
se ha sugerido que el efecto antinociceptivo del complejo B esta asociado a un
incremento del control inhibitorio aferente a nivel espinal (Fu et al., 1988; 1990) y
que esta inhibicién es provocada posiblemente por un incremento en la sintesis de
neurotransmisores inhibitorios a nivel central (Fu et al., 1990). Otros reportes
sugieren que la administracion de piridoxina (Sharma et al., 1990) y la del
complejo B (Jurna y Bonke, 1988; Jurna et al, 1990) produce supresion de la
respuesta neuronal a nivel talamico y espino-talamico, respectivamente. Evidencia
muy reciente sugiere que las vitaminas del complejo B producen antinocicepcion
posiblemente a través de la liberacién de opioides enddgenos o la activacién
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directa de receptores opioides, ya que su efecto antinociceptivo en la prueba de
formalina fue parcialmente bloqueado por el pretratamiento de ratas con naloxona
(Reyes-Garcia et al., 2002). Mas aun, se ha sugerido que la activacién del sistema
L-arginina-ON-GMPc también participa en el efecto antinociceptivo del complejo B,
ya que su administracion produce un incremento de los niveles de GMPc a través
de la activaciébn de la guanilato ciclasa (Vesely, 1985) ya que su actividad
antinociceptiva fue revertida por la administracion de un inhibidor de la sintesis de
oxido nitrico (L-NAME), pero no por su enantiomero inactivo (D-NAME). Por otra
parte, se ha sugerido la inhibicibn de la sintesis de prostaglandinas es otro
mecanismo que esta involucrado en el efecto antinociceptivo de las vitaminas del
complejo B, ya que la administracion de piridoxina en humanos inhibe la sintesis
de la prostaglandina E, (Saareks et al., 1998).

2. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE
DICLOFENACO

La administracion oral de diclofenaco produjo un efecto antinociceptivo de manera
dependiente de la dosis en la prueba del modelo P.F.I.R. Estos resultados son
congruentes con los resultados obtenidos por Torres-Lopez et al. (1994, 1997),

También son consistentes con los resultados obtenidos en otros modelos de dolor
y nocicepcion. El pretratamiento de ratones con diclofenaco redujo de manera
dependiente de la dosis las conductas de nocicepcién inducidas por la
administracion Ademas de su efecto inhibitorio en la sintesis de protanoides, el
diclofenaco aparentemente tiene otros mecanismos que participan en su efecto
analgésico (Attal et al., 1988). Se ha sugerido que uno de los mecanismos que
participan en el efecto analgésico del diclofenaco es la estimulacion de la sintesis
opioides enddgenos (B-endorfinas) en el hipotalamo y la liberacidén de los mismos

de la glandula pituitaria (Sacerdote et al., 1985; Vescovi et al., 1986; Bjérkman,
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1995). En contraposicidn, existe evidencia de que la naloxona (un antagonista de
receptores opiodes) y la N-metil-nalorfina (un antagonista de receptores opioides
periféricos) tienen la capacidad de bloquear el efecto antinociceptivo que se
produce por la administracion de morfina, pero no el efecto que se produce por la
administracion de diclofenaco (Tonussi y Ferreira, 1994).

Otro mecanismo que se ha sugerido es la activacion de la transmisién
serotonérgica espinal, ya que el pretratamiento de ratas con paraclorofenilalanina
(un inhibidor de la sintesis de serotonina), 5,7-dihidroxitriptamina (una neurotoxina
que destruye selectivamente la serotonina de los cuerpos celulares), metiotepina y
ritanserina (bloqueadores de receptores serotonérgicos), reduce su antinociceptivo

en un modelo de dolor visceral (Bjérkman, 1995).

También se ha sugerido que otro mecanismo que participa en su efecto
antinociceptivo es la inhibicion de la expresién de la L-selectina en la superficie de
los neutrofilos. Esto reduce la adhesion de estos polimorfonucleares al endotelio
vascular durante el proceso inflamatorio, evitando su migracién al tejido danado
(Diaz-Gonzalez et al., 1995).

Aunque aun no esta aclarado el papel que desempenia el ON en la transmisién de
procesos nociceptivos, se ha sugerido que otro mecanismo que participa en el
efecto antinociceptivo del diclofenaco es la inhibicion de la activacion del
sistema L-arginina-ON-GMPc a nivel espinal, ya que el pretratamiento de ratas
con este farmaco administrado por via intratecal (i.t.), bloquea de manera
dependiente de la dosis la hiperalgesia inducida por la administracion intratecal de
N-metil-D-aspartato (NMDA), pero no la inducida por la administracién intratecal
de sustancia P (agonista de receptores NKy, NKz y NK3) o por el &cido DL-o-NHo-
2,3-dihidro-5-metil-3-o0x0-4-isoxazolpropanoico (AMPA), ademas de que el efecto
antinociceptivo del diclofenaco se revierte por la administracion de L-arginina
(sustrato natural de la SON), pero no por D-arginina (enantimero inactivo de la L-

arginina) (Bjorkman, 1995).
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En contraposicion también existe evidencia que sugiere que el efecto
antinociceptivo del diclofenaco administrado a nivel periférico resulta de la
estimulacién del sistema L-arginina-ON-GMPc, ya que su efecto antinociceptivo
disminuye parcialmente por la administraciéon de un inhibidor de la sintesis de ON
(L-NMMA) y de la guanilato ciclasa soluble (azul de metileno) (Tonussi y Ferreira,
1994). Por otra parte, evidencia muy reciente que sugiere que otro mecanismo que
participa en el efecto antinociceptivo del diclofenaco es la apertura de canales de
K*, ya que el efecto de este farmaco administrado a nivel periférico se revierte por
la administracion periférica de bloqueadores de canales de K" (glibenclamida,
tolbutamida, caribdotoxina, apamina, 4-aminopiridina y tetraetilamonio) (Ortiz et
al., 2002).

3. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE LA
MEZCLA, DICLOFENACO-COMPLEJO B.

La administracién de diclofenac a dosis fija de 1.8 mg./kg. P.o., con dosis
crecientes de las vitaminas del complejo B, y produjo potenciaciéon de su efecto
antinociceptivo. Estos resultados son congruentes con otros resultados que
sugieren que la administraciéon de las vitaminas del complejo B tienen la habilidad
de potenciar el efecto antinociceptivo de otro AINE. En 1988 Stanislavchuk et al.
Reportan que la administracion de tiamina tiene la capacidad de potenciar el
efecto antinociceptivo de diclofenaco en un modelo de artritis crénica en rata. En
1989 Bartoszyk y Wild reportan que las vitaminas del complejo B potencian el
efecto antinociceptivo del diclofenaco en el modelo de hiperalgesia inducida por
carragenina en rata. En 1999 y 2002 Reyes-Garcia et al. Reportan que la
administracion oral de las vitaminas del complejo B tienen la habilidad de potenciar

el efecto antinociceptivo y anti-hiperalgésico del diclofenaco en un modelo de
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nocicepcién crénico-inflamatorio (disfuncién articular en rata) y en uno de
hiperalgesia térmica inducida por carragenina en rata, respectivamente. La
administracion de vitaminas del complejo B reduce significativamente la cantidad
de acetaminofén necesaria para aliviar el dolor de lumbalgia mecénica e irritante
(Mauro et al., 2000).

Los mecanismos que estan involucrados en la potenciacion del efecto
antinociceptivo de los AINEs por las vitaminas del complejo B aun no se han
aclarado, pero pueden estar asociados a interacciones farmacocinéticas o a la
interaccién de los diferentes mecanismos involucrados en el efecto antinociceptivo
de cada uno de los farmacos. Una posible explicacion pudiera ser la siguiente. Si
se hace una analogia de los mecanismos moleculares propuestos por Ingram
(2000) para explicar los efectos de potenciaciéon obtenidos cuando se administran
las combinaciones AINEs-opioides en los efectos de potenciacién obtenidos
cuando se administran las combinaciones AINEs-vitaminas se pueden sugerir
cuales son los mecanismos moleculares involucrados en el efecto de potenciacion
de las combinaciones AINEs-vitaminas a nivel periférico y central. Ingram sugiere
que a nivel periférico el efecto de potenciacion entre AINEs-opioides se debe a
que existe convergencia en los sistemas de transduccién de receptores a
prostanoides y receptores opioides y que a nivel central su efecto de potenciacién
se debe a que los AINEs facilitan la via de transduccion de los receptores
opioides, a través de la inhibicién de la sintesis de prostanoides que favorecen la
formacién de productos de la 12-lipoxigenasa, provocando la apertura de canales
de potasio sensibles a voltaje. Estos mecanismos pudieran ser los mismos que se
presentan cuando se administran las vitaminas del complejo B y los AINEs,
considerando que existe evidencia que sugiere que las vitaminas del complejo B
producen antinocicepcién posiblemente a través de la liberacién de opioides
enddgenos o la activacién directa de receptores opioides (Reyes-Garcia et al.,
2001).
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En resumen, la administracién oral de las vitaminas del complejo B y diclofenaco
producen un efecto antinociceptivo de manera dependiente de la dosis en el
modelo de P.L.F.I.LR. los resultados sugieren que las vitaminas del complejo B
producen potenciacion del efecto antinociceptivo de diclofenaco.
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ABREVIATURAS

5- Hidroxitriptamina

4-aminoantipirina

4-acetilaminoantipirina

Aminoacidos excitatorios

Analgésico antiinflamatorio no esteroidal
Acido o-amino-metil-isoxazolpropiénico
Adenosin monofosfato ciclico

Analisis de varianza

Péptido relacionado al gen de la calcitonina
Coenzima A

Ciclooxigenasa

Ciclooxigenasa 1

Ciclooxigenasa 2

Citocromo P450

Ester metilico de la N(G)-nitro-D-arginina
Diacilglicerol

Dosis efectiva 40

Error estandar de la media

4-formilaminoantipirina
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GABA Acido y-aminobutirico

GAD Glutamato descaboxilasa

GC Guanilato ciclasa

GMPc Guanosin monofosfato ciclico

GTP Guanosin trifosfato

IASP Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
iISON Sintasa inducible de éxido nitrico

i.p. Intraperitoneal

i.pl. Intraplantar

IP3 Inositol trifosfato

i.t. Intratecal

L-NAME Ester metilico de la N(G)-nitro-L-arginina
MAA 4-metilaminoantipirina

NGF Factor de crecimiento neural

NMDA N-metil-D-aspartato

nSON Sintasa neuronal del 6xido nitrico

NRM Nucleo magno del rafé

ON Oxido nitrico

PGD, Prostaglandina D,

PGE. Prostaglandina E»

PGF2q Prostaglandina Fa,
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Protaglandina Gy
Prostaglandina Ho

Prostaglandina I,

Prostaglandinas

Pain-induced functional-impairment model in the rat
Proteincinasa A

Fosfolipasa A

Fosfolipasa C

Via oral

Sistema nervioso central
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Tromboxano As
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