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INTRODUCCION

A través de la historia de fa humanidad la manifestacién del dolor ha sido la
causa principal del desarrollo de diversos farmacos. Los analgésicos, por ser el tipo
de medicamentos que eliminan la sensacion dolorosa han tenido un gran desarrollo,
y para su estudio se han creado diversos modelos experimentales como son: plancha
caliente, pinzamiento de cola, estiramiento abdominal, y recientemente el modelo
experimental de "disfuncion inducida por dolor en rata” (PIFIR) entre otros; todos estos
modelos son con el fin de estudiar los efectos analgésicos a nivel preciinico en donde
se evalla el analgésico tomando en cuenta el tipo de dolor que se produce en cada
uno de ellos, probando diferentes dosis para saber cuai es la mas adecuada y
analizando los efectos toxicos que se pueden presentar. Finalmente con un estudio
completo clinico, estos analgésicos se puedan probar en humanos teniendo ya una
referencia de su modo de accién y finalmente el hombre los pueda utilizar.

El modelo PIFIR provoca una lesién en la cual el dolor es parecido al que se
experimenta en [a artritis de tipo gotoso; como es sabido, cualquier tipo de farmaco
que el hombre utilice no acttia inicamente en el organo blanco que se desea sino que
mientras  actia en dicho 6rgano o sistema para eliminar cualquier enfermedad
también puede actuar en un sitio donde no se desea que lo haga y de ahi que todos
los farmacos presenten efectos adversos.

Existen otros factores que provocan diferencias en la eficacia de los
medicamentos como son la edad, la raza y el sexo asi como también los efectos

toxicos que se presentan dependen de los factores antes mencionados.



Se sabe que la farmacocinética de algunos medicamentos puede estar
influenciada por sustancias endégenas existentes en el cuerpo humano, algunas de
estas son las hormonas sexuales esteroideas que regulan el ciclo menstrual (Banerjee
y col., 1983). En este estudio especificamente es interesante analizar si los cambios
hormonales que se producen durante el ciclo estral de la rata hembra influye o
modifica los efectos analgésicos que son observados en el modelo experimental
PIFIR.

En algunos otros modelos experimentales se ha encontrado que los efectos
analgésicos dependen de la fase del ciclo estral en la que se encuentre la rata, ya
que cada una de las fases esta regulada por diferentes hormonas y distintas
cantidades de las mismas y se ha supuesto que el mecanismo de accién del
analgésico evaluado pueda influir, ya que es probable que interactie con algunas de
estas hormonas presentandose una eficacia menor o mayor de dicho analgésico. En
base a estos estudios es importante analizar si existe alguna diferencia en alguna de
las fases del ciclo éstral de la rata con respecto a la analgesia producida con dos
diferentes analgésicos: dipirona (analgésico tipo acido acetil salicilico) y morfina
(analgésico tipo opioide), el estudio se realizé con el metédo del modelo PIFIR y
tomando muestras del epitelio vaginal de la rata, ya que estos animales como
presentan un ciclo estral corto, reflejan directamente en las células antes mencionadas
los cambios hormanles que estan ocurriendo, de esta manera se puede inferir que
las diferencias presentadas en las distintas fases estrales con respecto a la anaigesia
dependen de la hormona que regula la fase del ciclo estral en la que se encuentre la
rata, este estudio no sélo se realizé para evaluar el efecto analgésico sino también

la disfuncién que se provoca con el modelo. A los resultados obtenidos se les hace



un analisis de varianza de una via (con ABC) y otro de dos vias (perfil del curso
temporal) para saber si existe diferencia significativa tanto en la disfuncion provocada
como en la analgesia obtenida con los diferentes analgésicos evaluando efectos
analgééicos globales como perfiles de analgesia presentados en cada fase del ciclo

estral de [a rata en el modelo PIFIR.



FUNDAMENTACION

1. DOLOR

Practicamente, todos los animales racionales e irracionales tienen la capacidad
de detectar y responder ante estimulos externos que pueden poner en peligro su
integridad, causandoles aigun dafio fisico y también produciendo una experiencia y
sensacion desagradable llamada dolor (Kavaliers, 1988).

El dolor es un fenomeno fisiolégico complejo que involucra mecanismos
neurofisiologicos y psicologicos; generalmente se presenta como una respuesta a un
estimulo nocivo que empieza en un tejido periférico, se transmite a través del sistema
nervioso y cuando el mensaje es recibido en SNC (corteza cerebral) hay una reaccién
psicologica (Melzack, 1982; Zimmermann, 1984, Lasagna, 1986).

Existe una gran cantidad de factores que modulan y modifican tanto la
percepcién como la reaccion al dolor: ambientales, sociales, culturales; ademas de
factores como el sexo, la edad, la dieta, etc. (Kerr y Wilson, 1978; Melzack, 1982).
Algunas variables psicologicas que influyen en el dolor son la atencion a la percepcion
del dolor, la ansiedad, la sugestion, etc., mientras que los mecanismos
neurofisiolégicos involucran sistemas neuronales y una gran variedad de sustancias
(neurotransmisores) que transmiten el estimulo doloroso y modulan los mecanismos,
tales como Acetilcolina (ACh), Noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), sustancia P

(SP), endorfinas y encefalinas (Lim, 1967).



1.1. MECANISMOS DE DOLOR
1.1.1. RECEPTORES DEL DOLOR O NOCICEPTORES.

El primer paso para que haya generacion de dolor es la estimulacion de
terminales nerviosas libres no encapsuladas, existentes en los tejidos. Estas
terminales nerviosas son morfolégicamente similares, pero varian en su densidad y
susceptibilidad a varios tipos e intensidades de estimulacion, se clasifican
principalmente en dos grupos: las fibras amielinicas C de conduccién lenta (menos
de 2.5 m/seg) y las A-delta, que son mas rapidas que las fibras C (4-30 m/seg)
dependiendo del grosor de su didmetro que varia de 1-6 um (Edmeads, 1983). Estas
fibras al ser receptores especificos para detectar dolor son conocidas como
"nociceptores”. Existen otros dos grupos de fibras nerviosas las A-alfa y las A-beta
pero estas estan especializadas en percibir estimulos sensitivos de tacto o de presion,
por lo que no son objeto de éste estudio.

Los receptores de dolor pueden ser clasificados en tres grupos: los
mecanoreceptores, son terminales nerviosas sensibles a estimulos mecanicos y
excitan a las fibras miefinicas A-delta de mayor diametro; los termoreceptores
estimulados por calor, conducen la informacién a través de ambas fibras las C y las
A-delta de menor didmetro, y el Glitimo grupo esta compuesto por terminales nerviosas
polimodales, éstas responden a diversos estimulos como son factores térmicos,
mecanicos y quimicos que excitan a las fibras C (Dykes, 1975). Todas estas
terminales nerviosas son aferentes primarias que transportan estimulos dolorosos
desde los tejidos periféricos hacia el ntcleo trigémico y astas dorsales de la médula

espinal (Dubner, 1980).



1.1.2. MEDULA ESPINAL

El hecho de que el estimulo doloroso se transporta en el sentido anteriormente
mencionado es porque las fibras aferentes corresponden al axén de neuronas
nociceptoras cuyo soma esta localizado en los ganglios de las astas dorsales, donde
se conectan; dicha coneccién abarca a mas de una célula y de una lamina (Dykes,
1975). Las células de las astas dorsales que reciben de manera selectiva las fibras
aferentes nociceptivas son fundamentalmente las células marginales de Cajal en la
{amina 1, algunas células de la lamina Il y Ill que comprenden la sustancia gelatinosa
y las células de la idmina V (Dubner, 1980).

Las neuronas marginales de las laminas ! y V estan especializadas en recibir
informacién periférica de caracter nociceptivo, pero su respuesta esta sometida a
controles intraespinales de la lamina )l y supraespinales. La excitabilidad de estas
areas, particularmente de la ldmina V, depende de las aferencias no nociceptivas que

sobre ellas concurren (Kerr y Wilson, 1978).

1.1.3. VIAS ASCENDENTES

Los axones provenientes de las neuronas nociceptivas (laminas |, I, lll y V),
se concentran en una serie de tractos localizados principalmente en el cordén anterior
y anterolateral de la sustancia blanca, dependiendo del niicleo donde terminan; los
tractos reciben diferentes nombres: espino-reticular, espino-mesencefalico y espino-
talamico; estos constituyen las vias ascendentes que Hevan la informacion

_ convenientemente codificada hacia centros superiores (Besson y col., 1982).




1.1.3.1. Tracto Espino-Talamico

El tracto espinotalamico proviene de las laminas | y V de las astas dorsales
(éstas responden a estimulos mecanicos de alto umbral y a estimulos nocivos de
amplio rango, respectivamente), cruza la linea media y se proyecta rostralmente a
través del fasciculo anterolateral de la médula, de ahi pasa a la materia gris
periacueductal (MGP) y periventricular en el cerebro medio y diencéfalo terminando

en el talamo (Basbaum, 1984).

1.1.3.2. Tracto Espino-Reticular.

El tracto espino-reticular principalmente proviene de otras células de la lamina
V cruza la linea media y asciende al fasciculo anterolateral, se proyecta a varios
nucleos del cerebro y éstos se proyectan al tdlamo (Edmeads, 1983).

1.1.3.3. Tracto Espino-Mesencefélico

El tracto espinomesencefalico también nace en las neuronas de la lamina V,

cruza la médula y termina en la SGP.

1.1.4. CENTROS SUPRAESPINALES

Las fibras nerviosas procedentes de las neuronas de la médula, agrupadas en
los tractos antes sefialados, tienen principalmente tres sitios terminales: el bulbo, la
sustancia gris y el tdlamo, en estas areas existe una multiplicidad de conexiones que
originan maltiples procesos que acompanan la percepcion dolorosa y también en

estas conexiones hay puntos donde la aferencia nociceptiva estimula o provoca la



reaccion de los sistemas eferentes responsables de controlar la entrada de impulsos
nociceptivos en el asta posterior de la médula (Basbaum y Fields, 1984).

En estos sistemas hay transmision de estimulos nociceptivos y no dolorosos
en donde se establece una ruta que proviene de los tractos de la méduia espinal,
pasa hacia el bulbo o a la sustancia gris dependiendo de la intensidad del estimulo,
de ahi se proyecta al tdlamo que también percibe todo tipo de estimulo y entonces

pasa hacia el cortex y es cuando se tiene conciencia del dolor (Basbaum, 1984).

1.1.5. RECEPTORES.

Algunas sustancias analgésicas (opiocides) generan sus efectos farmacol6gicos
al interactuar con sitios especificos del organismo llamados receptores; los receptores
oploides son estructuras localizadas principalmente, a lo largo del SNC; algunos tipos
especificos se han localizado en diferentes regiones de! cerebro, espina dorsal y el
intestino; las estructuras del SNC tienen la capacidad de interactuar con péptidos
enddgenos para inhibir una sensacion dolorosa, siendo especificos para cada péptido,
por ejemplo la meta-encefalina es un péptido endogeno que activa los receptores "mu"
para producir analgesia profunda. Pero los "receptores opioides" han recibido este
nombre porque también interactian con los compuestos de origen opioide exdgenos,
generando éstos efectos agonistas (estimulantes) y/o antagonistas (bloqueadores) con
varios de ellos, ya que este tipo de compuestos cuando son administrados no actian
especificamente como los péptidos enddgenos (Hayes y Vogelsang, 1991). Por
ejemplo, la morfina se une con diferente afinidad y actividad a los receptores mu,,
kappa y delta para producir analgesia, pero también activa a los mu, causando

principalmente depresién respiratoria y otros efectos adversos. En la actualidad, las
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familias de receptores se han clasificado de acuerdo al tipo de analgesia que

producen al ser activados.

1.1.5.1. Receptores "Mu"

Los receptores mu (actualmente han podido ser clasificados en: mu, y mu,) se
encuentran predominantemente en el cerebro y regiones subcorticales del cerebro
{(MGP e hipotalamo) y en las astas dorsales de la médula espinal. La activacion
agonista de los receptores mu, produce analgesia profunda, que es proporcional a la
especificidad o afinidad del compuesto opioide administrado y a su actividad
intrinseca. Mientras que la activacion de los receptores mu, produce depresion
respiratoria, nauseas, vomito, efectos cardiacos, euforia y dependencia fisica asociada
con la administracion frecuente del opicide (Omote y col., 1990). Ei ejemplo tipico de

sustancias que actian en estos receptores es la morfina.

1.1.5.2. Receptores "Kappa"

Estos receptores predominan en las areas corticales del cerebro, pero también
se encuentran en las astas dorsales de la médula espinal, son responsables de la
analgesia supraespinal, sedacién y analgesia espinal. Los receptores "kappa” son
activados por sustancias que presentan generalmente una mezcla de acciones
opioides agonistas-antagonistas. Estos receptores forman también uniones débiles con
algunos opicides agonistas puros (Dickenson, 1991). Ejemplo de sustancias opioides

agonistas-antagonistas son: pentazocina y bremazocina.



1.1.5.3. Receptores "Delta"

Este tipo de receptores aun no estdn bien estudiados, se han encontrado muy
poco en regiones corticales del cerebro y en grandes cantidades en el tubérculo
olfatorio y las amigdalas, su funcién ain no estd muy clara ya que su activacién
puede producir analgesia a través de la accién sinergista con los receptores mu
particularmente a nivel de médula espinal. Estos receptores también parecen tener
aiguna funcién en los efectos epilépticos y sedativos de los opioides y estan
asociados con la adiccion (Gmote y col., 1990). Ejemplo de sustancias con actividad

agonista en estos receptores es la N-aliinormetazocina.

1.1.5.4. Receptores “Sigma" y "Epsilon"

Los receptores épsilon no parecen tener relacién con la analgesia producida
por los opioides a diferencia de los receptores sigma. Estos Gltimos son activados por
mezclas de opioides agonistas-antagonistas pero sus efectos son disforia, hipertonia,
taquicardia y alucinaciones (Hayes y Vogelsang, 1991). La nalbufina es un agonista
opioide que genera analgesia al interactuar con receptores sigma. Mientras que los

receptores épsilon son activados por algunos tipos de beta-endorfinas.

1.1.6. NEUROTRASMISORES
Existen sustancias endégenas que pueden facilitar o inhibir la accién de

neuronas implicadas en la transmision del dolor, éstas generalmente son péptidos.
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1.1.6.1. Sustancia P (SP)

Esta sustancia es un undecapéptido que ha sido Identificado
inmunohistoquimicamente en las fibras A-delta y C de ias neuronas, en el tracto de
Lissauery en las laminas |, Il y {ll de las astas dorsales. La funcién de esta sustancia es
basicamente actuar como propagador o transmisor entre las neuronas que son excitadas
por un estimulo doloroso. La estimulacion aferente libera SP; estudios donde se
administra morfina o encefalina localmente en las astas dorsales, inhiben la liberacién de
esta sustancia y se produce analgesia al evitar que la sefial de dolor lilegue a la parte
supraespinal del SNC; por esta razon se considera un neurotransmisor de primer orden

(Omarfia-Zapata y Condés-Lara, 1991).

1.1.6.2. Encefalinas y Endorfinas.

En el cerebro existen ciertas células que tienen sustancias implicadas en la
nocicepcion, como lo son las encefalinas. Estas pueden producir analgesia asi como
inhibir la contraccién de misculo liso intestinal (Edmeads, 1983). Algunos estudios han
demostrado que también las Idminas | y Il de las astas dorsales contienen células
responsables de los impulsos nocivos, donde se encuentra la encefalina que esta situada
postsinapticamente para modular la transmisién de la sefial dolorosa (Basbaum, 1984).
Las endorfinas también son péptidos que han sido aislados del cerebro asi como de la
pituitaria y tienen un papel importante en el control descendente del dolor actuando entre

otros sitios, en la sinapsis de las neuronas del hipotdlamo (Shyu y col., 1982).

1.1.6.3. Otros Péptidos

Existen otros péptidos que también contribuyen a la nocicepcion o al control de
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impulsos dolorosos, sin embargo, sus mecanismos siguen siendo estudiados. Entre estos
péptidos se pueden citar a la "neurotensina” que se ha encontrado principalmente en la
sustancia gelatinosa (lamina !l y Ill) y excita a los nociceptores espinales; otro es la
"somatostatina” que ejerce principalmente un efecto inhibitorio sobre los nociceptores y
se encuentra en las células de pequeio didmetro de las astas dorsales. Otras sustancias
como la "bombesina®, "citocina", "polipéptido vasoactivo intestinal", etc., se ha encontrado
que aparentemente derivan de neuronas espinales con proyeccion al tdlamo pero su
funcién es desconocida (Basbaum, 1984).

Diversas sustancias que no son péptidos como son GABA, NA, ACh, y 5-HT
también contribuyen al control de la nocicepcién, estan localizadas en las astas dorsales

y generalmente actian como neurotransmisores (Lim, 1967).

1.2. MECANISMOS DE CONTROL DEL DOLOR

Asl como existen mecanismbs por donde se transmite un estimulo nocivo, también
existen mecanismos mediante los cuales el dolor es modulado o inhibido antes de que
haya percepcién y posteriormente una respuesta. En estos mecanismos actuan
sustancias o neuronas, basicamente de las astas dorsales y en especial de la sustancia
gelatinosa {Dykes, 1975); éstas actuan similarmente a una puerta que puede incrementar
o disminuir la intensidad de los impulsos desde las fibras periféricas que pasan por la
médula espinal y se proyectan al cerebro, actuando de la siguiente manera: los impulsos
de las fibras largas tienden a cerrar la puerta, mientras que los de las fibras cortas

generalmente la abren y la experiencia dolorosa se presenta cuando el nimero de
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impulsos nerviosos que son percibidos en estas areas excede el nivel critico (Melzack,
1982); dicha puerta también esté influenciada por las vias descendentes que provienen
del cerebro en donde las neuronas nociceptivas de primer orden activan a las neuronas
de segundo orden por accién de la SP (Omafa-Zapata y Condés-Lara, 1991). Las
neuronas de primer orden llevan en sus axones receptores que son activados por la
liberacién presinéptica de la SP; éstos son receptores opiaceos que pueden ser activados
por sustancias exdgenas tales como morfina o también por encefalina que como se
menciond anteriormente, es una sustancia endogena que se libera cerca de las
terminales de las interneuronas de las astas dorsales (Kerr y Wilson, 1978; Basbaum y
Fields, 1984).

Estudios recientes han demostrado que las vias descendentes para la inhibicién
del dolor involucran sucesivamente a la SGP, el nicleo de Rafé magnus (NRM) y las
interneuronas de las astas dorsales mencionadas anteriormente, actuando de la siguiente
manera: la SGP es activada por un estimulo nocivo que proviene de las vias
ascendentes o por un estimulo directo en ella, lo que provoca impulsos en sus axones

y se libera encefalina de las terminales sobre el NRM; las neuronas del NRM se activan

y liberan 5-HT en las terminales de las astas dorsales activando las interneuronas en la

médula espinal; y éstas secretan encefalina que se combina con los receptores opiaceos
en los axones de la neuronas nociceptivas de primer orden inhibiendo la transmision del
dolor presinapticamente en las astas dorsales, siendo este un mecanismo endégeno de
contro! del dolor (Basbaum y Fields, 1984), pero también se puede controlar utilizando

sustancias exégenas como son los analgésicos.
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2. ANALGESICOS

Para lograr aliviar el dolor, a través del tiempo se ha hecho uso de miltipies
factores, hasta llegar finalmente a los analgésicos. El dolor debe ser aliviado corrigiendo
la causa fundamental, sin embargo, generalmente es necesario hacer uso de terapéutica
especifica con farmacos que alivien la sensacion dolorosa, después de que €l dolor haya
cumplido con la funcién de advertirnos que existe algin problema; esos compuestos
especificos para aliviar la sensacion dolorosa sin alterar la conciencia son los

analgésicos.

2.1. HISTORIA

Dado que el dolor aparece acompaiiando al hombre desde sus origenes, el
problema del alivio del dolor siempre ha existido. Se reporta el uso de la goma de opio
desde épocas pre-cristianas; aun asi, la morfina fue extraida de la goma de opio en
forma pura apenas en 1803 (Goodman y Gilman, 1986); se le ha considerado a la
morfina como analgésico prototipo del grupo de los opioides y como patrén de
comparacién en cuanto a eficacia y potencia con nuevos compuestos analgésicos. Es
reconocida su eficacia en procesos dolorosos, atn de intensidad alta. Por otra parte, en
tiempos de Galeno se us6 la mandragora, posteriormente Celso, conocido por su
descripcién de los sintomas de la inflamacién, ya habla usado la corteza del sauce para
prevenir precisamente la inflamacion. En 1853 se utilizé el acido salicilico para este fin
y el &cido acetilsalicilico se ha usado desde 1899 (Bernbanrd y Koeppen, 1992).

En el caso de las pirazolonas, éstas pueden ser rastreadas desde 1820, en ese
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mismo ano se aisid la quinina y fue hasta 1882 cuando se sintetiz6 fa quinolina, en ese
tiempo se trataban de sintetizar compuestos parecidos a la quinina y dos afios mas tarde
Knorr y Filehene sintetizaron la fenazona (Bernbanrd y Koepen, 1992). En 1920
Blockmubhl sintetizé la dipirona, compuesto analgésico muy util a nivel mundial y usado
con gran demanda a nivel clinico en México y Europa. Este analgésico manifiesta eficacia
analgésica similar a la de aspirina, ibuprofeno, ketofreno, entre otros (L6pez-Murioz y col.,
1993a); y potencia analgésica similar a la de aspirina y acetaminofen (Lépez-Mufioz y

col., 1993b).

2.2. CLASIFICACION DE LOS ANALGESICOS

Existen diversas clasificaciones de los analgésicos, nosotros prodriamos manejar
dos grupos de acuerdc al mecanismo de accién por el que act(an: en el primero
tenemos a los analgésicos "opioides", éstos son alcaloides que fueron extrafdos del
opio, aunque actuaimente los hay sintéticos o semisintéticos a estos ultimos solo se les
han hecho modificaciones a las estructuras naturales. Se encontré que estos analgésicos,
ademas de poseer propiedades analgésicas también tenian efectos sedantes o
narcéticos, por lo que en un tiempo se les clasificd como tales; éstos pueden provocar
con el uso crénico adicciéon que es uno de sus efectos adversos mas peligrosos. Ei
primero de estos anaigésicos aislado en estado de pureza fue la morfina, que hasta ia
actualidad es el prototipo de este grupo porque posee adecuadas caracteristicas de
eficacia y potencia analgésicas (Kerr y Wilson, 1978) en comparacioén con diversos

analgésicos de su mismo grupo para dolores severos. Estos farmacos acttan
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principalmente a nivel de SNC sobre receptores especlficos, este mecanismo sera
explicado mas adelante.

El segundo grupo lo componen farmacos derivados principaimente de tres tipos
de compuestos: dcido acetil salicllico, anilina y pirazolonas (Brune, 1990), a este grupo
se le ha denominado en general: Analgésicos "Antiinflamatorios no Esteroideos” ("AINE"
o por sus siglas en ingles: "NSAIDs") o como compuestos de tipo acido acetil salicilico,
ya que este analgésico es el prototipo. Estos a diferencia de los primeros analgésicos
mecionados tienen la ventaja de que no son "narcéticos” ni provocan adiccion,
generalmente son usados para dolores que estan asociados con inflamacion que pueden
ser cronicos pero no muy severos, todos ellos difieren en su actividad analgésica y sus
efectos colaterales, ya que algunos son mas eficaces como analgésicos pero tienen
poca actividad antiinflamatoria; otros son buenos como antipiréticos pero su efecto
analgésico es menor. Estos analgésicos actuan preferentemente a nivel periférico
inhiblendo la sintesis de prostaglandinas (Brune, 1992), mecanismo que sera explicado
mas adelante. En este grupo encontramos clasificada a la dipirona que es un derivado
de las pirazolonas.

Para fines de este trabajo solo se hablara de la morfina por ser el prototipo de los
analgésicos apioides, y de la dipirona ya que se utilizara como modelo de los analgésicos

de tipo AINE.

2.3. MORFINA

La morfina es un derivado fenantrénico sustituido, parcialmente hidrogenado, que
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tiene una estructura aromatica de 4 anillos. El sistema de anitlos posee un grupo hidroxilo
fendlico en el carbono 3, un puente epoxi entre los carbonos 4 y 5, un grupo hidroxilo
alcohdlico a nivel del carbono 6 y un nitrégeno en el anillo piperidinico substituido con
metilo que por lo tanto es una amina terciaria. La estructura activa es el isémero levo
natural, por lo que se deduce que el lugar receptor es esteroespecifico (Bowman y Rand,

1984).

2.3.1. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

La morfina y opioides relacionados tienen efectos principaimente en el SNC y el
intestino (Vaught y col., 1985), los efectos son diversos e incluyen analgesia para aliviar
dolores muy severos, la ansiedad, somnolencia y euforia son producidas con cantidades
menores a la dosis terapéutica, que va seguida de una sensacién de relajamiento que
se acompaiia de un aumento en actividad motora, y con dosis mayores se presentan
otros efectos toxicos como sedacién acompafada de fantasias, que puede ser el efecto
mas importante que explique el porque se lleva a cabo el abuso en el consumo de estos

farmacos (Goldstein y col., 1979).

2.3.2. FARMACOCINETICA

La morfina se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal (Gl), mucosa nasal
y el pulmén y por administracion subcltanea o intramuscular, con administracién oral el
efecto puede ser menor en comparacion a las vias de administracion anteriormente

mencionadas debido a que en el higado se metaboliza en gran parte.
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Después de haber sido administrada la morfina pasa a sangre donde se une a las
proteinas plasmaticas; la morfina que queda libre sale rapidamente y se acumula en los
tejidos parenquimatosos de rifién, pulmon, hlg_ado y bazo; elmisculo esquéletico absorbe
menos cantidad en comparacién a los érganos antes mencionados de donde es
eliminada la gran mayoria aproximadamente 24 horas después por fitracién glomerular
como morfina-3-glucurdnido, y muy poca se excreta intacta, cantidades ain menores

llegan a encontrarse en heces (Katsung, 1986).

2.3.3. MECANISMO DE ACCION ANALGESICA.

El organismo humano tiene un sistema endégeno analgésico que previene el dolor
y parece que existen dos mecanismos por los cuales la transmision de las sensaciones
dolorosas son suprimidas; estas incluyen tanto despolarizacion como hiperpolarizacion
de interneuronas dentro de la médula espinal, inhibiendo de esta manera ya sea la
liberacion de neurotrasmisores (por ejemplo de SP), o evitando [a excitacion de la célula
postsinaptica. El otro es el mecanismo supraespinal, el cual se lleva a cabo en
estructuras especificas dentro del cerebro; existen tres sistemas asociados con su
activacion, que incluyen el sistema opioide que libera endorfinas, el adrenérgico que
libera NA y el serotoninérgico que libera 5-HT (Lipp, 1981).

Cuando el sistema analgésico endégeno no es suficiente para controlar el dolor,
los analgésicos exdgenos pueden ser usados para ayudar al sistema endogeno. Fang
y col. (1986) demuestran que diferentes analgésicos opioides agonistas son capaces de

actuar a nivel de receptores mu y delta para producir analgesia supraespinal; asi como
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también Upton y col. (1983) determinan las diferencias existentes entre los receptores mu
y kappa para producir analgesia, mientras que, por otro lado en otros estudios se observo
que los receptores mu, delta y kappa estan involucrados en fa analgesia espinal
relacionada con diferentes clases de estimulo nocivp (Przewlocki y col., 1983); de lo que
se deduce que los opioides interactiian con los receptores y producen analgesia por el
mismo mecanismo que la encefalina (despolarizacion o hiperpolarizacién de
interneuronas) e inhiben la liberacion de trasmisores asociados con la trasmisién del dolor

(Simonds, 1988).

2.3.4. TOLERANCIA Y DEPENDENCIA

Cuando los opiaceos se administran en forma repetida o crénica y en dosis
crecientes, se desarrolla iremediablemente “tolerancia” a varios efectos farmacoldgicos
que producen los opiaceos. Esta tolerancia esta caracterizada por una disminucién en
la intensidad de los efectos que normalmente se producen con la dosis equivalente
administrada una sola vez; y un acortamiento del periodo de analgesia, euforia, sedacién
y depresion respiratoria; el ritmo de desarrollo y su grado dependen de la via de
administracion, régimen posologico y la frecuencia de la dosis (Bowman y Rand, 1984),
La tolerancia se acompaiia de dependencia fisica ya que el adicto mientras esta
recibiendo el farmaco reacciona bien, pero en cuanto es suprimida la administracién del
farmaco o se administra un antagonista, se precipita o presenta el "Sindrome de

Supresion o Abstinencia” (Goldstein y col., 1979).
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2.3.5. SINDROME DE SUPRESION

Si se suspende la administracién del opioide cuando ya se ha producido tolerancia
y dependencia fisica se ocasionan trastornos profundos; primero hay nerviosismo y una
intensa busqueda del farmaco, después se producen bostezos, goteo nasal, lagrimeo y
transpiracion, escalofrios, fiebre, vomito y respiraciéon jadeante, pérdida de apetito,
insomnio, hipertension, dolores, pérdida de peso e hiperactividad del sistema nervioso

simpatico (Goldstein y col. 1979).

2.3.6. EFECTOS ADVERSOS.

La morfina y los opioides similares en dosis ligeramente superiores a las dosis
efectivas pueden producir diversos efectos adversos tales como vémito, nduseas, vértigo,
alteracién mental, disforia, depresién respiratoria, constipacion e incremento en la presion
del tracto biliar (Goodman y Gilman, 1986). Cuando hay intoxicacion (generalmente por
el uso inmoderado del farmaco), el sintoma mas caracteristico es el estado de estupor
que puede llegar hasta el coma, la respiracion es muy lenta y superficial, el rostro tiene
aspecto ciandtico, las pupilas se contraen y el ritmo cardiaco es lento {Garcia-
Valdecasas, 1970);, y como se habia mencionado anteriormente el uso frecuente o
crénico produce tolerancia farmacoldgica tanto a los efectos analgésicos como a algunos

efectos adversos.

2.4, DIPIRONA

La dipirona es un analgésico del grupo de los AINE, todo el conjunto de
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anll.gésicos que forman este grupo no tiene relacién quimica entre si, sin embargo,
tienen propiedades analgésicas similares, la relacién quimica se da, como se mencioné
anteriormente, de grupos que tienen su origen en las mismas estructuras quimicas, en
particular la diporona fue sintetizada a partir de la fenazona en 1820, por lo que
cormresponde al grupo de las pirazolonas, todo este grupo de anaigésicos proviene de una
estructura quimica base similar (anillo heterociclico con dos atomos de nitrégeno), por
lo que sus propiedades farmacol6gicas asi como sus efectos adversos son muy

parecidos entre si (Goodman y Gilman, 1986).

2.4.1. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

La dipirona asi como los demas analgésicos del tipo de la aspirina tienen
propiedades farmacolégicas muy parecidas aunque sus efectos analgésicos dependen
del tipo de dolor que se este tratando; este farmaco esenciaimente tiene propiedades

analgésicas pero también antipiréticas, espasmoliticas y antiinflamatorias muy adecuadas.

2.4.2. FARMACOCINETICA.

La dipirona generalmente se usa en soluciones para administrar intramuscular o
intravenosamente, pero también existen otras preparaciones como gotas, tabletas y
supositorios; su accién farmacoldgica esta asociada con los metabolitos que se forman
dentro del organismo, ya que después de ser administrada, la dipirona es hidrolizada a
4-metilaminoantipirina (MAA), este metabolito alcanza una biodisponibilidad del 100% con

administraciones orales e i.v., el cual es desmetilado a 4-aminoantipirina (AA),
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que a su vez es acetiladoa 4-acetilaminoantipirina (AAA), se cree que el AA es
el metabolito principal para la accién analgésica (Vlabov, 1992), los metabolitos son
excretados en orina en las siguientes concentraciones: MAA y AA menos del 10%, AAA

25% y MAA 12% (Rosenkranz, 1992).

2.4.3. MECANISMO DE ACCION ANALGESICA

La dipirona es un farmaco, como se menciond anteriormente, con potente actividad
analgésica, antiinflamatoria y algunos efectos antipiréticos y espasmoliticos; ha sido
ampliamente utilizado para dolor agudo, crénico y en procesos inflamatorios.

Este analgésico se clasifica como de accion periférica porque sus metabolitos 4-
metilaminoantipirina y 4-aminoantipirina inhiben la sintesis de prostaglandinas de forma
similar a la del &cido acetilsalicilico (Schimidt, 1990). Las prostaglandinas se sintetizan
en todas las céiulas, excepto en los eritrocitos y se liberan cuando dichas células sufren
dafios, estas sustancias se asocian particularmente con el desarrollo del dolor que
acompana a una lesién o inflamacién, aunque también pueden causar cefalea y dolor
vascular, en general tienen la capacidad de sensibilizar a los receptores del dolor a la
estimulacién mecdnica y quimica. Los analgésicos tipo aspirina actan inhibiendo la
sintesis de las prostaglandinas al actuar sobre la ciclooxigenasa, la cual es un catalizador
que actia sobre un intermediario de las prostaglandinas y también en Ia liberacién de
éstas Uitimas de las células (Goodman y Gilman, 1986).

Sin embargo, en estudios recientes se ha observado que los analgésicos acldicos

inhiben Ia sintesis de prostaglandinas en sitios periféricos, especialmente en los tejidos
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inflamados, ‘mientras que, los analgésicos no acidicos lo hacen principaimente en el
sistema nervioso central, algunos autores indican que la dipirona tiene un sitio de accién
central y uno periférico, por ejemplo: He X. y col. (1892) en su estudio demuestran que
la dipirona causa efectos antinociceptivos por una accion periférica sobre las unidades
aferentes mielinizadas finas, y que, ademas tiene una accién central que se ejerce
claramente sobre médula espinal aunque existe la posibilidad de que también incluya la

SGP en donde podria actuar sobre los receptores espinales opiaceos.

2.4.4. EFECTOS ADVERSOS

Los efectos adversos que se han asociado con los analgésicos AINE
generalmente son el sangrado intestinal, el dafio renal, casos aislados de shock,
reacciones pseudoalérgicas de la piel, las mucosas y el tracto respiratorio (Baar y col.,
1891), pero todos estos efectos dependen del analgésico en particular que se esté
administrando. En el caso de la dipirona el efecto adverso mas importante que presenta
es la agranulocitosis, este problema se presenta cuando el medicamento interfiere con
la sintesis de protelnas sobre la replicacion celular (Lobato, 1990), y se caracteriza por
la aparicién en el plasma de anticuerpos contra granulocitos, aunque algunas veces cada
administracién de farmaco produce descenso repentino del niimero total de leucocitos
acompafado de escalofrios intensos, fiebre, cefalalgia, mialgia y artralgla y después de
unas horas el ataque cesa (Goodman y Gilman, 1978). En casos aislados ‘se ha
observado que la agranulocitosis puede ser fatal, por tal motivo este analgésico fue

retirado del mercado en muchos paises, pero en revisiones realizadas recientemente se
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ha encontrado que este problema se presenta con poca frecuencia (4.6 por millén de
habitantes por afio) en comparacion a los problemas gastrointestinales que provoca el
acido 4cetil salicllico y ademas con los avances de la medicina es curable en un 80% de

los casos que se detectan a tiempo (Lobato, 1990 y Goldenberg, 1990). 1

3. HORMONAS QUE REGULAN EL CICLO MENSTRUAL 1DE LA

MUJER Y EL CICLO ESTRAL DE LA RATA.

Como es sabido existen animales (ratas, ratones, cobayos, perros J gatos) con
ciertas caracteristicas organicas (metabolismo, funcionamiento de ciertos drganos y
tejidos y funcionamiento hormonal) similares a las del ser humano, por lo c‘ﬁ]ue ha sido
posible hacer estudios preclinicos casi de cualquier indole en animales pa}a después
tratar de extrapolar los resultados al humano y predecir los efectos qué pudieran
presentarse en él, obviamente con las variaciones o diferencias pertinentes. ‘Es decir, la
experimentacién en animales de laboratorio tiene un papel muy importante ed1 el estudio,
desarrollo, evaluacion y descubrimiento de sustancias potencialmente ttiles ?n el futuro
para el hombre, y el avance del conocimiento de padecimientos que sufre‘% el mismo
hombre. :

Por otra parte se sabe que puede haber para algunos farmacos difere‘bcias enla
magnitud de efecto que se genera en animales hembra y macho, esto deibido a las
diferencias hormonales; mas aun puede haber variaciones en las misma:l, hembras

debido a diferencias dadas por las diferentes fases de sus ciclos estrales. ‘

El modelo experimental "PIFIR" por sus siglas en inglés "Pain induced runctional
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Impairment Model in Rat", es un modelo relativamente reciente, diferente a los modelos
tradicionales empleados para evaluar analgesia, que puede emplear tanto ratas hembra
como macho, y en el cual no ha sido caracterizado si bajo el estimulo doloroso (artritis
de tipo gotoso) que se emplea para evaluar los analgésicos, se produce algtn cambio

en la analgesia debido a las diferentes fases del ciclo estral que pudieran presentar las

" ratas hembras.

3.1. CICLO MENSTRUAL

En las mujeres a diferencia de las hembras de otras especies de mamiferos, el
ciclo hormonal que regula la maduracién de los 6vulos para que pueda haber
fecundacion, se caracteriza porque existe una descarga vaginal de sangre una vez al
mes, a lo que se le denomina menstruo, de ahi el nombre de ciclo menstrual, todo el
ciclo dura aproximadamente de 28 a 30 dlas pero el menstruo sdlo durade 4 a 5 d‘las
(Nalvandov, 1969).

Los cambios hormonales que ocuiren durante el ciclo menstrual, empiezan en la
fase folicular, en donde los niveles de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la
hormona luteinizante (LH) se elevan. Como resultado de esto, los foliculos de Graafian
se empiezan a desarrollar en uno de los ovarios y las células secretan 17-beta-estradiol,
androstendiona y 17-alfa-hidroxiprogesterona. La elevacion de la secrecidn de estrégeno
antes de la ovulacidn baja los niveles de FSH y al mismo tiempo provoca la proliferacion
de las glandulas uterinas. E| estrégeno dispara una descarga ovulatoria de LH desde la

glandula pituitaria, y usualmente va acompaiiada por una descarga simultdnea de FSH;
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en las mujeres, no se sabe el fntervalo de tiempo exacto que existe entre el pico de
estrogéno, el pico de LH y el momento de la ovulacién. Después de [a ovulacion, el
cuerpo liteo empieza a formarse y secreta grandes cantidades de progesterona, y en
menor proporcién 17-alfa-hidroxiprogesterona y 17-beta-estradiol, a esto se le conoce
como fase luteal, la cual dura alrededor de 14 dias, después de este periodo de tiempo
el cuerpo liteo se hipertrofia por accién del estrégeno y fa progesterona, por lo que el
endometrio suibitamente queda sin soporte hormonal, las arterias endometriales entran
en espasmo y el epitelio es desprendido de el lumen uterino ambos con cierta cantidad

de sangre (Frisch, 1982)

3.2. CICLO ESTRAL DE LA RATA

Las ratas ovulan espontaneamente, su ciclo estral es muy corto, solo dura 4 dias
y esta determinado por el ritmo diurno. Existen ciertas similitudes hormonales entre el
ciclo menstrual de la mujer y el ciclo estral de la rata, en el que pueden diferenciarse
claramente cuatro fases de acuerdo a las caracteristicas del epitelio vaginal como se
puede apreciar en la Tabla | (Marenzi, 1957).

Han sido realizados numerosos estudios con el objeto de determinar que
hormonas son las que regulan el ciclo estral de la rata y cuales son las concentraciones
en las que se presentan, asi se han determinado por medio de métodos especificos
como cromatografia o radicimunoensayos, las concentraciones de éstas (Butcher y col.
1974), y con cortes de utero o frotis vaginales los cambios que en el se presentan por

accion de las mismas.
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Tabia I: Cambios en los ovarios e histologia vaginal durante el ciclo estral en ratas.

FASE DEL CICLO DURACION TiPOS DE CELULAS EN
FROTIS VAGINALES
PROESTRO 12 horas Nucleadas
ESTRO 30 horas Cornificadas
METAESTRO 6 horas Cornificadas y Leucocitos
DIESTRO 48 horas Leucocitos

De los experﬂnentos de Smith y col. (1975) asi como de muchos mas
investigadores se han podido deducir las hormonas que se presentan en cada una de
las fases del ciclo estral. La funcionalidad hormonal del ciclo estral de la rata se observa
indirectamente por los cambios existentes en el epitelio vaginal de la rata, estos animales
por tener un ciclo estral corto refiejan en la histologia vaginal los cambios ovaricos con
mayor fidelidad, a diferencia de la mujer u otros mamiferos con ciclos estrales largos
(Naibandov, 1868).

De las hormonas que participan en el ciclo estral de ia rata la LH, FSH y prolactina
se encuentran en concentraciones basales en las fases de metaestro y diestro, se
presenta un aumento en la secrecion de éstas en las primeras horas del proestro
alcanzando concentraciones méaximas en el plasma aproximadamente a la mitad del

proestro, posteriormente la concentracién disminuye llegando a sus valores basales en
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las primeras horas del estro donde se mantienen, excepto la prolactina que de nuevo
alcanza concentraciones altas en la mitad del estro, posteriormente decae a valores casi
de cero donde se mantiene (Butcher y col., 1974). Con respecto al estradiol sus
concentraciones mas bajas se presentan al finalizar el estro y al inicio del metaestro de
aqui la secrecién empieza a aumentar hasta que finaliza esta fase, donde disminuye
levemente, a estas concentraciones elevadas se les atribuye el hecho de que en esta
fase se presenten células nucleadas y cornificadas en el frotis vaginal; en el diestro la
secrecién se incrementa hasta alcanzar sus maximos valores en la mitad del proestro
(Smith y col., 1975).

Pasiblemente el estimulo para que se incremente la secrecion de estradiol son las
bajas concentraciones en las que se encuentra la LH y esto probablemente se deba al
hecho de que los foliculos primero alcanzan un estado de desarrolio en et metaestro ya
que el estradiol declina en asociacién a cuando la LH surge y esto puede ser debido al
efecto de la LH directa o indirectamente sobre la secrecién de progesterona, estas dos
aparecen en el plasma al mismo tiempo teniendo también la progesterona su
concentracién maxima a la mitad del proestro antes de la ovulacion, ocurriendo esta
uitima en las primeras horas del estro por lo que el estro es la fase fértit del ciclo, existen
otras fases donde se encuentran concentraciones altas de progesterona y es en el
metaestro y diestro, pero esto es debido a la funcionalidad de!l cuerpo liteo.

Como se puede observar durante estos periodos existen cambios hormonales
importantes que podrian modificar los efectos de algunos fasmacos entre ellos los

analgésicos.
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3.3.. POSIBLE INFLUENCIA DE LAS HORMONAS SEXUALES
FEMENINAS SOBRE EL DOLOR Y ANALGESIA.

El tratamiento farmacolégico del dolor tradicionalmente ha sido similar en hombres
y en mujeres; solo algunas diferencias o correcciones de las dosis, suelen hacerse para
el tratamiento en nifilos y personas de edad avanzada. Sin embargo, se sabe de
diferencias en los efectos de algunos farmacos como son naloxona (antagonista opioide
muy), ICl 154,129 (antagonista opioide delta) y alphaxolona (anestésico de tipo esteroidal)
entre hombres y mujeres (Fink y col., 1982, Kavaliers y Duncan, 1987}, también existen
reportes de estudios preclinicos en diversas especies animales como son ratas y ratones
(Coville y Telford, 1970). Por otra parte es muy probable que las diferencias en
concentraciones hormonales que periédicamente sufre la mujer, pueda afectar la eficacia
de ciertos medicamentos entre ellos los analgésicos. Recientemente estudios realizados
en rata con diferentes modelos experimentales (plancha caliente: Lipa y Kavaliers, 1990;
tail-flick: Banerjee y col. 1983; Frye y col. 1993) han reportado que existen diferencias
sexuales a la respuesta nociceptiva y analgésica. Se ha inferido que esto es debido ala
diferencia de la actividad hormonal existente entre hembras y machos (Dawkins y Potter,
1988), ya que la actividad ovarica esta regulada por los niveles de esteroides sexuales
que son secretados en las diferentes fases del ciclo estral de las hembras. Algunos
grupos de investigacion que han realizado estudios preclinicos con analgésicos de tipo
opioide (Kavaliers y Duncan, 1987; Chatterjee, 1982) han descubierto que las hembras
presentan una respuesta mas baja que los machos, mientras que estudios realizados

para compuestos de tipo no opioide (Bodnar, 1988) han demostrado que por este
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mecanismo de accién, la analges;ia no esta influenciada por factores estrales. En algunos
reportes donde han utilizado morfina sugieren que el dolor puede en algunos casos
movilizar un esteroide endtégeno de origen gonadal el cual actua para reducir la
nocicepcién y que esta substancia o su mecanismo de accién puede potenciar a la
molécula de la morfina (Pinsky y col. 1975). También existen evidencias bioquimicas que
indican que los niveles de los péptidos opioides fluctiian en funcion de la fase del ciclo
estral (Wiesenfeld-Hallin y S8dersten, 1984). Frye y col. (1992) mencionan que hay un

incremento en la nocicepcion durante el proestro y estro.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para evaluar los efectos analgésicos que producen nuevos analgésicos o
combinaciones de eilos, se han ideado diferentes modelos experimentales, los cuales
utilizan animales generalmente de sexo masculino por ser mas faciles de manipular y por
no manifestar grandes cambios. hormonales periédicos. Recientemente han sido
empleados algunos de esos modelos experimentales para analizar los efectos
analgésicos en hembras y algunos estudios han reportado que existen diferencias en las
respuestas analgésicas de algunos farmacos naloxona, ICl 154,129 y morfina en los
diferentes sexos de animales de experimentacién.

Las diferencias reportadas muchas veces se deben al tipo de analgésico
analizado, ya sea de tipo opioide 6 de tipo AINE; o al modelo empleado, pero una razén
muy importante puede ser la diferencia hormonal que existe en el ciclo estral de los
animales hembras.

El modeio experimental PIFIR (L6pez-Muiioz y col. 1893a) es un modelo
experimental muy Util para el andlisis de efectos analgésicos en animales de laborator@o
(rata o cobayo). en este modelo experimental el proceso doloroso es muy parecido a una
enfermedad que padece el hombre: la artritis de tipo gotoso, es un modelo especifico,
reproducible y econdmico, pero en este modelo experimental no se cuenta con un
andlisis y caracterizacién del dolor y efectos analgésicos en la rata hembra en las

diferentes fases de su ciclo estral.
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Por esta razén es de suma importancia caracterizar en este modelo experimental:
1. Sidebido a Ias diferentes fases del ciclo estral de |a rata se ve modificada la aparicién
de la disfuncién y dolor producidos por el 4cido urico. .
2. Si en la analgesia producida en la rata hembra, existen diferencias debidas a las

distintas fases del ciclo estral en el que se encuentre la rata hembra.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar y analizar tanto la disfuncién como los efectos analgésicos que se

producen en la rata hembra durante cada una de las fases de su ciclo estral: proestro,

estro, metaestro y diestro, en et modelo experimental.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.1 Conocer y determinar cada una de las fases que componen el ciclo estral d
la rata.

1.2 Determinar y analizar los cursos temporales (CTR) de la disfuncién inducida
por acido urico al 30% en cada una de las fases estrales de la rata.

1.3 Caracterizar y analizar por medio de cursos temporales los efectos
analgésicos de un compuesto prototipo del grupo de los analgésicos opioides
(morfina. agonista mu) en cada una de las fases del ciclo estral de la rata.

1.4 Caracterizar y analizar por medio de curvas dosis-respuesta (CDR) los
efectos analgésicos de morfina en cada una de las fases del ciclo estral de la
rata.

1.5 Caracterizar y analizar por medio de cursos temporales los efectos
analgésicos de un compuesto del grupo de los analgésicos antiinflamatorios no
esteroidales (dipirona: analgésico NSAIDs) en cada una de las fases del ciclo

estral de ia rata.
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1.6 Caracterizar y analizar por medio de curvas dosis-respuesta analgésicos los
efectos analgésicos de dipirona en cada unade las diferehtes fases del ciclo estral

de la rata.
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HIPOTESIS

Se ha observado que la respuesta a los estimulos nociceptivos y analgésicos
difiere algunas veces de aquellos en que las condiciones hormonales cambian de
acuerdo al ciclo estral (hembras). Se ha establecido que esas diferencias pueden estar
en funcidn del modelo experimental utilizado, del tipo de dolor provocado y del
mecanismo de accion del analgésico, por lo que:

"Es probable que los grandes caﬁnbios hormonales que se producen durante las
diferentes fases del ciclo estral de la rata hembra generen alguna alteracidn tanto en la
pérdida de la funcionalidad generada por el acido trico, como en el efecto analgésico

evaluado en el modelo experimental disfuncion inducida por dolor en la rata".
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Ratas hembras Wistar de 150-170 g, con abstinencia de alimento 12 h antes del

experimento y con libre acceso a agua.

REACTIVOS

Eter sulfurico, comercial

Acido urico U-2625, Sigma Chemical Co.
Aceite mineral, comercial

Agua destilada

Cloruro de sodio

FARMACOS

Dipirona (Neomelubrina), Quimica Hoechst de México

Morfina-clorhidrato, Secretaria de Salubridad y Asistencia, México.

MATERIAL

Céamara de anestesia (desecador Pyrex de 17 X 10 cm)

Jeringas de vidrio con capacidad de 1 ml



Agﬁjas No. 22, 25 y 32 de 4 y 30 mm de longitud
Gotero de vidrio

Porta objetos

Mortero de porcelana con pistilo

Pegamento acrilico (comercial)

Cinta adhesiva

Marcadores de tinta indeleble

Jaulas

Lapiz graso

Espatula

EQUIPO
Microscopio Asslar/Wetzlar Nr 1550
Balanza granataria Ohaus {(Mod. Triple Beam Balance)
Balanza analitica Sartorius (hasta décimas de mg)
Electrodos
Cilindro metalico rotatorio con 6 carriles de 30 cm
Sistema de registro de contactos con computadora Apple [I+*? y una tarjeta

Mountain A/DM?

37



METODOS
MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA.

Todo el protocolo experimental siguid las recomendaciones del Comite de
investigacion y Etica de la Asociacion internacional para el Estudio del Dolor {Covino y
col., 1980) y los lineamientos y estandares éticos para la Investigacién del Dolor
Experimental en Animales (Zimmermann, 1983). Para la evaluacion de los efectos
analgésicos se emple6 el modelo experimental de "disfuncidn inducida por dolor en rata”
o modelo PIFIR (Lépez-Muiioz y col. 1993a).

El 4rea de experimentacion fue mantenida a una temperatura de 20-25°C. Los
animales fueron anestesiados con vapores de éter sulfirico en una camara de anestesia.
En el momento en que estuvieron privadas de la sensibilidad general, les fue
administrado 0.05 ml de &cido urico al 30%, suspendido en aceite mineral, en la
articulacion fémoro-tibio-rotuiar de la pata posterior derecha, con una jeringa de 1 miy
una aguja No. 256 o 22 de 4 mm de largo (Figura 1).

Inmediatamente después las ratas fueron pesadas y les fue adherido un electrodo
entre los espacios de los cojinetes plantares de ambas extremidades posteriores, con
pegamento instantaneo y cinta adhesiva; en este espacio de tiempo las ratas se
recuperaron de la anestesia y entonces fueron colocadas en cada uno de los carriles del
cilindro metéiico conectando los electrodos a un contador, e! cilindro también estuvo
unido al contador, por lo tanto al hacer contacto los electrodos con ia superficie del

cilindro, el circuito se cierra y fue registrado el tiempo de contacto de cada una de {as
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Patella

FIGURA 1: Sitio de la administracion intra-articular de (a suspension de acido trico en
la extremidad posterior derecha de la rata para producir disfuncién y dolor en el modelo
"Disfuncién inducida por dolor”.

extremidades de la rata y el cilindro (Figura 2). El cilindro fue rotado a una velocidad de
4 rpm durante perfodos de 2 min, forzando a las ratas a caminar, los datos fueron
registrados en el contador. Se dejo descansar a las ratas y cada 30 min se repitié este
procedimiento. E! analgésico fue administrado después de que la rata perdid la
funcionatidad de la extremidad lesionada, esto se observé cuando el contador registré un
tiempo de contacto igual a cero o menor al 10% con respecto a la extremidad control

(sana) de la misma rala, esto sucedit aproximddamente 2 h después de la
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FIGURA 2: Esquema del sistema de registro del tiempo de contacto realizado con las
extremidades traceras de la rata: A=dispositivo contador del tiempo, B=Caja con switch
de dos posiciones, C=electrodos, D=motor, E=tambores rotatorios.

administracion del acido Grico. Este momento fue tomado como cero para evaluar el
efecto analgésico, ya que en este momento fue administrado el agente analgésico a
evaluar. El periodo de registro de lecturas se continué por 4 h y en este tiempo fue
observada y evaluada la recuperacion que presentd la rata en la extremidad lesionada.

Con los datos obtenidos fue calculado el indice de funcionalidad porcentual (IF%),
que es la relacién que se obtiene al dividir el tiempo de contacto de la extremidad
lesionada entre el tiempo de contacto de la extremidad control y multiplicando por 100.

El IF% fue utilizado para trazar una grafica de IF% contra tiempo, es decir, grafica de
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curso temporal o CTR. Posteriormente fue calculada ef area bajo la curva (ABC) de cada
curso temporal mostrado por diferentes dosis de farmaco, y con estos valores fueron
construidas las curvas dosis respuesta (CDOR) correspondientes al graficar ABC o efecto
analgésico global (ya que comprende tanto los efectos maximos como la duracién de
estos) que es posible obtener de este modelo experimental. El maximo de ABC que es
posible obtener fue 375 unidades de &rea, io que representa una recuperacion de la
funcionalidad a! 100% en un tiempo maximo de 30 minutos y que ese efecto se

mantenga asi hasta el final de! periodo de evaluacion de 4 h.

DETERMINACION DE LA FASE ESTRAL

Una hora después de que las ratas estuvieron sobre el cilindro, fueron tomadas
las lecturas correspondientes de los tiempos de contacto, y fue tomada una muestra
vaginal de cada animal con la finalidad de poder establecer Ia fase del ciclo estral en que
se encontraban. Esta técnica fue realizada de acuerdo a la utilizada por Marenzi (1957),
que esta basada en la técnica de Papanicolao. El brocedimiento es el siguiente: con un
gotero de vidrio fue tomada una gota de solucidn salina fisioldgica y se deposité en la

zona vaginal de la rata succiondndola inmediatamente, de esta manera se tomaron

céluias del epitelio vaginal. La gota de solucién conteniendo la muestra fue colocada en

un porta-objetos y posteriormente observada al microscopio para diferenciar las células

existentes en cada fase, todas las muestras se tomaron a la misma hora.
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DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos propuestos se establecieron 3 grandes grupos
experimentales de ratas hembras: un grupo con una cantidad de 80 ratas y otros dos con
una cantidad de 200 ratas, de 150-170g de peso. El primer grupo fue utilizado para
aprender a determinar tanto las fases que componen el ciclo estral de la rata, los
controles correspondientes del modelo experimental PIFIR (puncién articular,
administracién del vehiculo del acido Grico y vehlculos de los analgésicos), como para
evaluar el perfil de la disfuncién producida en cada fase del ciclo estral de la rata,
completando una n=8 para cada una de las fases. Para evaluar la respuesta analgésica
en ratas que tenfan ya instalado el proceso artritico se emplearon los otros 2 grupos (de
200 ratas cada uno), uno para morfina y otro para dipirona. A las ratas les fue
administrado el acido urico para generar la artritis y posteriormente una de las 6 dosis
ya sea de morfina o de dipirona. A cada rata se le tomé una muestra vaginal para
determinar la fase del ciclo estral en la cual se encontraba, hasta completar una n=8 para
cada fase y de cada dosis, es decir, cada una de las dosis fue evaluada en 32 ratas, 8
de cada fase para poder determinar primero los diferentes cursos temporales,

posteriormente las ABC, y poder realizar el analisis y comparacién estadistica.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el an4lisis de datos se reunieron grupos con una "n" de 8 animales de cada
fase estral tanto para la disfuncién, como para las diferentes dosis de cada uno de los

analgésicos.
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Para determinar si existe diferencia entre las diferentes fases estrales de la rata
tanto para la disfuncién, como para la respuesta analgésica evaluada, se realizaron dos
pruebas estadisticas: un andlisis de varianza de un factor en el cual la variable fue el
ABC para determinar si existia o no diferencia significativa entre los efectos analgésicos
globales producido en cada una de las diferentes fases con cada una de las dosis de los
analgésicos analizados, asi como entre la disfuncion generada en cada una de las fases,
y empleando una "p < 0.05"; la segunda prueba fue un analisis de varianza de dos
factores en el que las variables son la fase estral de los grupos de ratas y el tiempo que
dura la observacién o evaluacion de efectos analgésicos, con esta prueba fueron
analizadas las diferencias existentes entre los perfiles de los cursos temporales mostrado
en cada una de las fases, tanto en la disfuncién como en los efectos anaigésicos, con

una n=8 y una p <0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. DETERMINACION DE LAS FASES DEL CICLO ESTRAL
DE LA RATA.

Para fines de! presente trabajo se realizd primero la observacion diaria de células
del epitelio vaginal de un grupo de 12 ratas; las muestras fueron tomadas todos los dfas
a fa misma hora. En estas ratas se encontraron grupos de diferentes células, fas cuales
caracterizan a cada una de las fases que componen el ciclo estral de la rata. Como ya
se ha indicado en fa literatura (Marenzi, 1957) el ciclo estral de la rata esta compuesto
por cuatro fases, estas fueron identificadas experimentaimente. En la figura 3 se presenta
el tipo de células que representa a cada una de las fases en donde: las céiulas
nucleadas corresponden al proestro, las cornificadas al estro, en el metaestro existen dos
fipos de células las cornificadas y leucocitos, y el diestro se caracteriza por ia presencia
de leucocitos unicamente. Todos los cambios celulares que se presentan son debido a
las variaciones hormonales existentes a io largo del ciclo estral, fos resultados reportados
estan de acuerdo a los estudios realizados por Smith y col. (1975), ellos mencionan que
la secrecion de estrégenos es la causa principal de que las células experimenten esos
cambios, ya que los estrégenos tienen un efecto estimulante que hace que las células
se mantengan con vida, se reproduzcan y mueran, por fo tanto, por la accién de la
progesterona que inhibe este efecto cuando fas concentraciones de estradiol son mas
bajas (fase de diestro), la capa de células cornificadas se descama y el epitefio se infiltra

de leucocitos que expulsan las células mas externas y destruyen a
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FIGURA 3: Esquematizacién de las céluas del epitelio vaginal que se presentan en las
cuatro diferentes fases del ciclo estral de la rata.
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las escamosas; en animales hembras cuyo ciclo estral es corto, se puede tener una idea
de que cambios hormonales estan ocurriendo de acuerdo a los cambios celulares que
se presentan.

Después de haber aprendido a identificar plenamente las células de cada fase en
ese grupo de ratas, se realizé {a misma identificacion celular pero ahora de manera
rutinaria a todas las ratas que se emplearon en las evaluaciones posteriores, con la
finalidad de poder determinar y analizar si habia o no diferencia en ia disfuncion y
analgesia que se presentaba en las ratas diferenciandolas y no, por sus diferentes fases

estrales en que se encontraran.

2. EXPERIMENTOS CONTROL Y DISFUNCION PRODUCIDA
POR A.U. AL 30%.

En todo modelo experimental existen variables que pueden tener influencia en los
resultados, en el modelo experimental PIFIR se provoca una artritis y con esta una
disfuncién en fa articulacidn rotulo-tibio-femoral de una de las extremidades posteriores
de la rata, empleando para esto una suspension de acido urico (A.U.) al 30%. Se debe
comprobar que sea el acido urico el unico agente que provoca dicha disfuncién y no
algun otro factor experimental como fo son ia manipulacién, la puncidn o el vehicuio en
que estd suspendido el acido Urico, es por esta razén que se realizaron estas pruebas
con grupos de B ratas para observar que efecto se presentaba; los resultados estan

representados en la figura 4.
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| FIGURA 4. Cursos Temporales de los estudios control, efecto de la puncién articular,
i vehiculo del acido Urico (aceite mineral) y del acido arico al 30 % sobre la funcionalidad.
‘ El 4cido Urico es el Unico agente que produce disfuncién en la extremidad de ia rata.
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Las gréficas de cursos temporales en donde se muestran los resuitados obtenidos
estdn compuestas por el eje "X" que representa el tiempo en horas que dura la
observacion y el eje "Y" que indica el IF% que nos muestra como se ve modificada la
funcionalidad normal de la rata por la administracién del A.U. y por el dolor generado.
Este IF% también indica el grado de efecto analgésico producido cuando es administrado
un agente analgésico; el IF% esta en una escala de 0 a 100 y estan graficados la media
de al menos 8 ratas t el error estandar.

Los resultados indicaron que ni la puncién articular sola, ni la administracién
intraarticular de 0.05 ml de aceite mineral, producen disfuncidn por si solos, ya que en
todo el tiempo de observacién el IF se mantiene alrededor del 100% y no se alteré, es
decir no hay.decrecimiento significativo en la funcionalidad; por otro lado, al administrar
via intraarticular el A.U. al 30% se observé claramente la aparicién gradual y constante
de la disfuncién o pérdida del IF%, el cual dos horas después de haber sido administrado
genero la perdida total de la funcionalidad, que ya en ese momento se presenté con un
valor de cero..Esto también se observa fisicamente en los animales, porque en este
tiempo no pisan con la extremidad administrada con A.U.. Todo esto indica que la
disfuncién asi como el dolor provocado en este modelo Unicamente es funcion del acido
arico; ademas se puede establecer que se estad llevando a cabo una adecuada
manipulacion de las ratas y administracion articular ya que ni el vehiculo ni la punsion

articular produjeron alteracion en la funcionalidad normal de la rata.
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3. DISFUNCION EN CADA UNA DE LAS FASES
ESTRALES DE LA RATA.

Este experimento asi como los subsecuentes, se realizaron con grupos de 8 ratas
para cada fase del ciclo estral, por lo que se obtuvieron cursos temporales
independientes para cada fase del ciclo estral y se compararon cualitativamente entre si
para determinar si se presentaban diferentes efectos dependiendo de la fase del ciclo
estral presente. En las graficas se presenta también el curso temporal de un grupo
promedio general (GPG), formado por las 32 ratas, que corresponde a procesar el total
de datos de todas las ratas juntas’(4 fases del ciclo, cada fase con una n=8). Esto con
el dnico fin de tener una idea del perfil que tendria un promedio general.

Las figuras 5 y 6 muestran los cursos temporales de la disfuncién producida con
la administracion de acido Urico al 30%, determinados en las diferentes fages del ciclo
estral de la rata. En todos los cursos temporales que se presenten, se grafica en el eje
"X" tiempo en intervalos de 0.5 h, mientras que en el eje "Y" el IF%, que en este caso
muestra como se fue viendo modificada la funcionalidad de las ratas. En todas las
graficas que se muestran a continuacién se grafica la media y error estandar.

La grafica 5 muestra los perfiles de la disfuncion que fueron obtenidos en cada
una de las 4 fases del ciclo estral de la rata al administrar &cido Urico intraarticular para

generar la disfuncion y el estado artritico. El perfil de la disfuncién producida en cada
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FIGURA §: Efecto del 4cido Urico al 30% en ratas agrupadas segun !a fase del ciclo

estral que presente. La flecha superior indica el momento en que se obnervo Ila maxima

disluncnbn Estadmncamenle (p > 0.05) no se dife ivas que
q que la disft p de la fase estral.
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fase es muy similar, précticamenfe 2.5 h despues de la administracion intraarticular, todas
las ratas han perdido la funcionalidad mostrando un IF de "0". La primera 0.5 h posterior
a la aplicacion del acido Grico no se observa en ia grafica ya que durante ese tiempo fue
administrado el acido Urico, tambien en ese tiempo las ratas dejan de manifestar efectos
anestésicos, les son colocados los electrodos y estdn ya en condiciones de ser
evaluadas. Las siguientes 2 h son las que si visualizamos en mediciones de 2 min cada
0.5 h (de -2 a 0 h en las graficas). Se observa que el comportamiento de todas ellas es
muy similar ya que todas tienen una pendiente muy parecida y no se desvian
significativamente dentro de un rango de valores de IF. El tiempo en el que el IF es
menor al 10%, es decir, el momento en el que se encuentra instalado el proceso de
disfuncién total o artritis, es el mismo para todas. El analisis estadistico de las ABC de
la disfuncién mostré que no habia diferencia estadistica entre esas ABC encontradas (p
> 0.05). El andlisis del perfil del curso temporal de la disfuncién también mostré que no
era diferente estadisticamente entre las 4 diferentes fases (p > 0.05).

Algunos investigadores (Crowley y col., 1976; Morley y col., 1984; Gintzler y Bohan
1980) que han realizado experimentos relacionados con la influencia de la fase del ciclo
estral de las ratas, han tomado como controles a ratas hembras ovariectomizadas o
pseudoprenadas. En el primer caso al extirpar los ovarios ya no hay cambios hormonales
endégenos y comparan la respuesta de estos animales con los que no han sido
ovariectomizados; en el segundo caso, si hay cambios hormonales pero son minimos
debido a que las hormonas que regulan este estado se encuentran practicamente en

niveles estables. El objetivo de este trabajo de tesis es diferente, ya que interesa
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establecer y determinar si existe alguna diferencia entre la disfuncién y analgesia
producida en cada una de las diferentes fases del ciclo estral de las ratas.

Para mayor facilidad de analisis comparativo se usa la figura 7 en donde los datos
estan desglosados para cada una de las fases y comparados individuaimente con el
GPG. Al inicio del experimento se presenta un IF casi del 100% para todas las fases as!
como para el GPG, el cual va disminuyendo gradualmente y en los cuatro experimentos
realizados, aproximadamente a las 2.5 horas fue alcanzado un valor de IF% de "0", lo
que indica la pérdida total de la funcionalidad, y |a rata al caminar durante los periodos
de evaluacion, deja de usar su pata por el proceso doloroso ya instaurado. La pendiente
de la caida de funcionalidad que presentan las curvas de las cuatro fases es muy similar;
el proestro y el diestro tienen una ligera desviacién con respecto al GPG pero ésta no
es significativa, mientras que en el estro la curva es tan parecida al GPG que se
sobreponen; también el tiempo en que el IF% es "0" se present6 similar al del GPG.

Para inferir que existen diferencias en la disfuncién preducida en los diferentes
grupos de ratas, se necesitaria observar una desviacion significativa entre el curso
temporal de la disfuncién de alguna de las 4 fases comparada con las demas.

Por otra parte, en todo el tiempo que dura ia evaluacion experimental (4 h mas
despues de que la funcionalidad fue de "0") de la funcionalidad no hubo recuperacién
espontanea; lo que indicé que tanto la disfuncion, asi como el dolor provocado, no
presentan variacion significativa en los grupos comparados. En base a estos resultados

puede decirse que el perfil de disfuncién, como de dolor generado es similar en ratas
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FIGURA 6. C: ion individual de la disfunci6 con 4cido urico al 30 %,

en ratas agrupadas segun la fase del ciclo estral querr El analisis
del preiil de los cursos temporales de las 4 diferentes fases mostré que no hay diferencia
significativa (p > 0.05)
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evafuadas y agrupadas en funci;Sn de la f'ase del ciclo que presentan.

Algunos investigadores han reportado diferencias en la sensibilidad al dolor en las
diferentes fases estrales de la rata, como es el caso de Frye y colaboradores (1993)
donde concluyen que en el modelo de "tail flick" se incrementa la sensaci6n nociceptiva
en las fases de estro y proestro, y lo atribuyen a los bajos niveles de estradiol y
progesterona que encontraron en dichas fases. Por otro lado, Lipa y Kavaliers (1990),
que trabajaron con el modelo de "plancha caliente", no encontraron diferencias
significativas a la respuesta nociceptiva en las diferentes fases estrales. Estos resultados
nos indican que las posibles variaciones de sensibilidad al dolor que se pueden encontrar
entre las fases podria ser explicada en funcion del tipo de estimulo doloroso empleado
en cada modelo: es probable que en modelos que empleen estimulos nociceptivos no
severos se puedan observar diferencias de percepcion de dolor en las diferentes fases,
mientras que en modelos que emplean estimulos nociceptivos medios o intensos, sea
mas dificil observar alguna diferencia, dada la intensidad del estimulo. El estimuio
obtenido en el modelo PIFIR, con la administracion intraarticular de &cido drico al 30%
es incapacitante en la rata al grado de evitar el uso de la extremidad de ia rata al
caminar, por lo que pudieramos decir, que el dolor producido es un dolor de tipo artritico,
quizas mas severo que el estimulo obtenido en modelos como el estiramiento abdominal,
pero menos severo que el dolor producido por estimulacién eiéctrica o en la plancha

caliente.
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4. EFECTOS ANALGESICOS DE MORFINA EN LAS DIFERENTES
FASES DEL CICLO ESTRAL DE LA RATA.

En las figuras 7a y 7b son presentados los cursos temporales de morfina en
administracion sc en las 6 diferentes dosis empleadas para posteriormente construir la
CDR,; para cada dosis se graficaron los datos del GPG y los datos de las cuatro fases
del ciclo estral. La parte de la aparicién gradual de disfuncidn fue eliminada para centrar
la atencion solo en los efectos analgésicos producidos por morfina. El analgésico fue
administrado cuando el IF alcanzé un valor menor al 10% de funcionalidad, este punto
es marcado como tiempo cero.

Las dosis de morfina que se administraron fueron 1.0, 1.7, 3.2, 6.6, 10.0 y 17.7
mg/Kg, ya que sufren incrementos logaritmicos iguales de 0.25 unidades de logaritmo.
En estas gréficas se observa que al incrementar la dosis aumenta e! efecto analgésico,
es decir, existe una recuperacion gradual sobre el IF%. Aunque con las dosis de 1.0y
1.7 mg/Kg no se presentd tal efecto en ninguna fase, esto puede ser debido a que estas
dosis son minimas para eliminar el dolor provocado en estas condiciones experimentales,
pero a partir de la tercera dosis (3.2 mg/Kg) ya se observa una recuperacién minima en
los animales; recuperacion que es mas clara con las 3 dosis mas grandes (5.6, 10y 17.7
mg/Kg), cuyo efecto analgésico aumenta conforme pasa el tiempo y en algunas dosis se
mantiene el efecto relativamente alto todo el tiempo de la observacidn, este efecto es
mayor de acuerdo a la dosis y se observa una recuperacién maxima con la dosis de
17.7 mg/Kg.

Para facilitar el analisis fueron desglosadas las graficas de la administracion de
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MORFINA 3.2 mgig

FIGURA 7a: Analgesia producida por la administracién s. ¢. de morfina en dosis de 1,
1.7y 3.2 mg/Kg., . para cada dosis se estudlaron las 4 fases y un GPG. Lasdos primeras
dosis no p el analisis ico de la tercera dosis
mostrd que 'ho existen diferencias en las 4 fases con respecto al efecto analgésico global
P > 0.05).
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FIGURA 7b: Analgesia producida por la administracién s ¢ de morfina en dosis de 5.6,
10.0 y 17.7 mg/Kg, para cada dosis se analizaron las 4 fases estrales y un GPG.
Estadisticamente se encontro que no hay diferencia (p>0.05) en el efecto analgésico
global de las fases exceptuando la dosis de 10 mg/Kg (p<0.05); el perfil de curso
temporal si mostré diferencias entre las 4 fases estrales (p > 0.05).
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FIGURA 8: Efecto analgésico producido con la administracién s ¢ de 3.2 mg/Kg de
morfina en cada una de las fases del ciclo estral de la rata. El analisis estadistico del
perfit de curso temporal mostro que si existen diferencias entre las cuatro fases estrales
{p < 0.05).
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cada dosis con las diferentes fases y su GPG, esto no se realizé para las dos p'rimeras
dosis porque como ya se mencioné anteriormente no hubo efectos anaigésicos. Asi en
la figura 8 son mostrados los cursos temporales de la dosis de 3.2 mg/Kg para cada fase
junto con el GPG en donde el efecto analgésico es muy pequefio; se observa una
recuperacion donde el GPG presenta el E,, = 8.79% después de 1 h de haber sido
administrado el analgésico y después hay un decrecimiento lento que alcanza el valor
de cero 2 h después de que se presenta el E,,, las curvas de las diferentes fases son
muy similares ya que todas tienen un T, de 1 h y sus valores de E,, son de 10.79%,
4.25%, 12.88% y 7.25% para proestro, estro, metaestro y diestro respectivamente,
después decae la funcionalidad hasta ilegar a cero. El analisis estadistico mostro que las
ABC (o efecto analgésico global) de las diferentes fases no mostraban diferencia
significativa (p > 0.05), en cambio el anélisis de los perfiles del curso temporal
desarrollado en cada una de las fases por la misma dosis de morfina (3.2 mg/Kg) si
mostré diferencias significativas (p < 0.05). Eso significa que aunque el efecto analgésico
global es similar en todas las fases, el perfil de esos efectos analgésicos puede ser
diferente. Por otro lado como el efecto analgésico fue minimo se puede sugerir que esta
dosis no tiene efectos analgésicos importantes para el dolor provocado en estas
condiciones experimentales.

En la figura 9 podemos analizar los cursos temporales que se presentaron en
cada una de las fases al administrar una dosis de morfina de 5.62 mg/Kg, con e#ta dosis
se alcanzo un efecto analgésico mas representativo en comparacion a la anterior, aqui

se observa que la morfina provoca un rapido incremento del IF o efecto analgésico que
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FIGURA 9: Cursos temporales obtenidos con la administracién de morfina en una dosis
de 5.62 mg/Kg, en cada fase estral de la rata. El analisis estadistico mostrd que hay
diferencia entre las 4 fases con respecto al perfil de curso temporal (p < 0.05).
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aicanza un E,,, de 35.7% una hora después de haber sido administrado el analgésico
y después decrece lentamente, aunque su efecto es minimo después de 3 h de la
administracién (alrededor de 9%) no se observan valores de 0. Los cursos temporales
de las fases tienen pequefias variaciones con respecto al GPG; el proestro presenta el
E, . @ (08 30 min con un valor de 36.45% y después también desciende lentamente, el
estro tiene un T, de 1 hy un E_,, de 27.8% y desciende mas rapidamente que los
anteriores, a las 3 h de haber sido administrado el formaco ya no se presenta efecto
analgésico. El metaestro presenta valores de E_,, de 48.8% al mismo tiempo que el
GPG, la pérdida del efecto analgésico también es lenta. El diestro para esta dosis
también presenta un curso temporal muy parecido al GPG: Tg,,, de 1 h, E_,, de 37.8%,
esta fase sigue siendo la que tiene menos variaciones con respecto al GPG. El analisis
estadistico mostré nuevamente que no habfa diferencias significativas en los efectos
analgésicos globales (ABC) mostrados al comparar las 4 fases (p > 0.05), sin embargo,
el andlisis del perfil del curso temporai analgésico mostrado por las 4 fases mostré que
si habia diferencias significativa (p < 0.05). Situacién que es muy clara incluso en forma
visual. Es decir, en funcién de la fase estral presente, puede cambiar ya sea el Ty,,,, €l
E.. 0 ambos, pero no se ve modificado e! alivio total que genera esa dosis en cada una
de las fases.

La dosis de 10.0 mg/Kg presenté los cursos temporales (figura 10) donde hay un
alivio de alrededor del 52% para el GPG con un E_,, y un Tg.., que se presenta 0.5 h
despues de la administracion, las fases que casi no presentan variaciones con respecto

al GPG son el estro y diestro con valores de E,,, alrededor del 50% (IF %) obtenidos
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FIGURA 10: Efecto analgésico en cada fase estral de la rata producido con morfina s.c.
en una dosis de 10.0 mg/Kg. La comparacién de las cuatro fases mostré que el perfil de
curso temporal es diferente (p < 0.05).
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después de 0.5 h de haber administrado el farmaco; mientras que el proestro presenta
un alivio ligeramente menor en comparacién a las otras tres fases (el E,, fue de
alrededor de 39%) y el metaestro presenta un efecto analgésico de E,,, ligeramente
mayor de alrededor de 71%, las dos fases presentaron un T, de 0.5 h. Para todas las
fases, se observé que dspués de alcanzado el E,,, el IF desciende lentamente y al final
de la observacion sus valores son alrededor de 4%, de acuerdo al T,,, se observa como
la morfina induce un incremento rapido del IF lo que prueba su eficacia para este tipo de
dolor. El andlisis estadistico mostré que tanto los efectos analgésicos globales (ABC)
generados con la misma dosis en ratas con diferente fase estral, como el perfil del curso
temporal mostrado por la misma dosis en las diferentes fases estrales eran diferentes
(p < 0.05). El perfil de curso temporal mas diferente entre las diferentes fases en forma
visual se puede decir que es el metaestro; podriamos mencionar que el cambio es
positivo, es decir, el efecto analgésico encontrado en esta fase es mejor tanto en E,,,
como en cobertura analgésica a través del tiempo que las otras 3 fases. Esta dosis del
compuesto opioide, morfina (10 mg/Kg) fue la tinica que present¢ diferencias estadisticas
significativas tanto en ABC como en perfil de curso temporal al comparar los efectos
generados en las 4 fases estrales de la rata.

La dosis mas alta de morfina con la que se observé el efecto analgésico en las
diferentes fases del ciclo estral de la rata fue la de 17.7 mg/Kg, los resultados estan
graficados en la figura 11, en donde se observan los cursos temporales de cada fase y
del GPG. En estos resultados se aprecia como los cursos temporales muestran

incremento del IF muy réapido y el T, en todas las fases fue de 0.5 h. Esta dosis de
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FIGURA 11: Administracion de 17.7 mg/Kg de morfina a grupos de 8 ratas para cada
fase estral. estadisticamente se encontré que el perfil de cursos temporales es diferente
para cada fase del ciclo estral con una p < 0.05.
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morfina proporcioné el mejor o mayor efecto analgésico en comparacién a las demas
dosis administradas, después de esto se observa un descenso del IF mas lento que en
las dosis anteriores, llegando al final de la observacién con un I alrededor de 36%. E!
proestro tiene un E,,, de 64.5% y desciende gradualmente, al final el IF esta cerca del
36%; en el estro, como ya se menciond anteriormente, el mayor efecto analgésico se
observa de un 69.7%, disminuye este efecto muy lentamente ya que entre la 22 y 32 hora
después de la administracion casi se mantiene constante y el valor final del IF es muy
parecido al de proestro (39%). El metaestro tiene valores ligeramente mayores con
respecto a las fases anteriores pero es muy similar ya que también presenta un E,,,, de
75.5%, que despues disminuye. EL diestro presentael E_, =70%y el valor final de IF
es de 28%. Por todos los datos analizados se observa que esta dosis es la que presenta
los efectos analgésicos mas adecuados y se observa la eficacia de este analgésico para
aliviar la artritis en la rata. También se presentaron algunos efectos adversos en algunos
animales como son depresién respiratoria en el 17% de las ratas que recibieron esta
dosis, otras presentaron hipereactividad, es decir, con ligeros estimulos sonoros tendian
a caerse del tambor (40% de las ratas que recibieron esta dosis). El anélisis estadistico
mostrd que no hay diferencia estadistica en los efectos analgésicos globales (ABC), sin
embargo, el perfil de los efectos analgésicos si fue diferente (p < 0.05).

Podria pensarse que los resultados obtenidos en cuanto a la analgesia producida
en este modelo experimental con un analgésico de tipo opioide contrastan con los
resultados encontrados en otros modelos experimentales, en los que se afirma que si

existen variaciones dependiendo de la fase estral en la que se encuentren las hembras.
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Frye y colaboradores (1892 y 1993) en sus estudios han encontrado que en las
fases en las que existe mayor cantidad de estrogeno y progesterona, a respuesta a la
analgesia es mas "répidé" que cuando los niveles de estas hormonas son mas bajos;
estos resultados fueron encontrados empleando morfina (7.5 mg/Kg) en el modelo
experimental "prensado de cola". Asi mismo, Banerjee y colaboradores (1983), también
han encontrado que en la analgesia inducida por opioides existen variaciones de acuerdo
al ciclo estral, pero estos investigadores concluyeron que las hormonas que influyen en
este fenémeno son fa 17-alfa-hidroxiprogesterona que tiene una accion indirecta sobre
la testosterona que es la hormona que afecta la sensibilidad a la morfina. Los resuitados
encontrados en esta tesis en realidad aclaran el panorama respecto a la analgesia y la
influencia de fas hormonas en cada una de !as fases del ciclo estral, ya que es claro que
si el analisis se realiza estudiando los efectos analgésicos globales practicamente no hay
diferencias en los efectos generados en cualquiera de las 4 fases; sin embargo, el perfil
del curso temporal si cambia, y si analizamos latencia, efectos maximos, tiempo
necesario para alcanzar esos efectos o efecto a través del tiempo esas variables si
pueden verse modificadas en forma significativa. Esto explicaria el porgue algunos
autores pueden encontrar que si cambio el efecto analgésico y otros encontrar que no,
ya que fa variable empleada para evaluar el efecto analgésico puede ser diferente. En
el caso de morfina en la dosis de 10 mg/Kg si se encontré que el metaestro generaba
ademas de un perfll de curso temporal diferente, también un efecto analgésico global
diferente, fue el tnico caso. La explicacidn de este comportamiento no la tenemos, ya

que en el modelo PIFIR no fueron medidos los niveles de hormonas existentes en cada
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fase, solo se guiaron los experimentos de acuerdo a las fases que presentaban las
hembras analizadas; por la literatura existente se sabe que hormona influye en cada fase,
y a esa hormona se le podria atribuir la posible diferencia en cuanto a la analgesia que

pudiera existir.

§. EFECTOS ANALGESICOS DE DIPIRONA EN LAS DIFERENTES
FASES ESTRALES DE LA RATA.

En la FIGURA 12a y 12b son presentados los cursos temporales obtenidos al
administrar dipirona sc a grupos de 8 ratas hembras en sus 4 diferentes fases estrales
y comparandolas entre si. En estas graficas en el eje "X" solo se presenta el tiempo a
partir del éual fue administrado el agente analgésico, es decir, la parte de pérdida o caida
de la funcionalidad causada por el dcido trico no es presentada ya que es la misma en
todos los casos y ya ha sido analizada y presentada anteriormente en este mismo
trabajo. Las dosis administradas de dipirona fueron 31.6, 56.2, 100.0, 177.8, 316.2 y
§62.3 mg/Kg. De acuerdo a la figura 12a con las dosis de 31.6 y 56.2 mg/Kg las ratas
no presentaron alivio en ninguna de las fases, por lo que estos datos sugieren que dichas
dosis no son suficientes para eliminar el dolor en estas condiciones experimentales; a
partir de la dosis de 100 mg/Kg se observa como existe un incremento de! IF aunque
esta dosis no sea muy eficaz, pero el incremento es mayor conforme la dosis aumenta
siendo obviamente la dosis de 562.3 mg/Kg la que mayor efecto analgésico presenta.
La observacion de los cursos temporales sugiere que Ia dipirona en comparacién con

la morfina tiene para estas condiciones experimentales un efecto analgésico
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FIGURA 12a: Analgesia producida con dipi p como la recup ion del
Indice de funcionalidad en un periodo de observacién de 4h, en dosis de 31.6, 56.2y 100
mg/Kg. Para cada dosis se analizaron las 4 fases del ciclo estra) y estadisticamente se
enconird que el efecto analgésico global no difiere (p > 0.05) entre las fases para todas
ias dosis.
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FIGURA 12b: Efecto analgésico producido con dipirona s ¢ en dosis de 177.8, 3162 y
562.3 mp/Kg, el analisis estadistico de las cuatro fases estrales mostré el efecto
analgésico global no difiere significativamente (p > 0.05) en las cuatro fases del ciclo

estral.
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también muy eficaz, ya que después de que fue alcanzado el E ,, el efecto se mantiene
alrededor de ese porcentaje durante las siguientes horas, esto se observa claramente en
lés tres dosis mayores de dipirona (177.8, 316.2 y 562.3 mg/Kg), lo que no sucedié con
morfina. Es decir el perfil de efecto analgésico es diferente para morfina y dipirona.
Como ya se ha mencionado anteriormente las figuras se desglosan para hacer el
andlisis mas facil. En la figura 13 se muestran los cursos temporales obtenidos al
administrar la dipirona en dosis de 100 mg/Kg, con ésta dosis el efecto analgésico es
minimo, pero ya se pueden analizar los efectos que se pres;nlan en las diferentes fases
estrales, asi se comprueba que con esta dosis no existe diferencia alguna en dichas
fases ya que todas presentan un T, de 0.5 h con valores muy parecidos de E,,
15.3%, 15.9%, 21% y 18.22% para el proestro, estro, metaestro y diestro
respectivamente; después de que se presenta el efecto maximo existe un descenso lento
y gradual de} afivio, pero ja pendiente que se observa en las diferentes curvas es muy
similar, y no hay una desviacion determinante en las diferentes curvas de cada fase que
Implique una divergencia significativa entre ellas y con respecto al curso temporal del
GPG. Ef andlisis estadistico mostré que tanto los efectos analgésicos globales (ABC),
como el perfil del curso temporal de las 4 fases no fueron diferentes estadisticamente (p
> 0.05). Como en el caso de las graficas de morfina mostradas anteriormente, el curso
temporal de un grupo promedio general (GPG) es mostrado solo para tener idea de
la desviacion que sufrian los cursos temporales de cada fase con respecto al promedio

general.
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FIGURA 13: Influencia del sfecto anaigésico de dipirona en una dosis de 100mg/Kg
gobre las diferentes fases del ciclo estral de la rata, cada grupo se estudio con n=8y el
analisis estadistico se realizé con una p > 0.05, enconirandose que el perfil de curso
temporal no difiere con respecto a la fase de! ciclo estral.
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La dosis de 177.8 mg/Kg de dipirona mostré cursos temporales de cada fase muy
dispersos con respecto a la c(uva del GPG como se puede observar en la figura 14, pero
se debe hacer un andlisis antes de dar conclusiones: el GPG obtiene el Tg . 1 h
después de que se administra el analgésico con un E.,, de 34% que desciende
jentamente y al final de ia observacion tiene un IF de 15.5%; en el proestro el Tg,,,
también se alcanza 1 h después de la administracién y tiene un efecto analgésico del
25%; el efecto de recuperacion también desciende en esta fase y finaimente hay una
recuperacion del 10.4%. El estro alcanzo et E_,, un'a h despues de a administracion del
analgésico, lo que es igual al T¢,,,, con un valor de 25% , pero el efecto no varia mucho
y fa curva se mantiene alrededor de ese valor, teniendo la curva al final de la observacién
un IF 15%. Con respecto al metaestro aqul la curva presentdé una desviacién en
comparacién a las fases anteriores ya que el alivio que representa la curva es mayor al
observado en las otras fases, el Tg,,, sigue siendo el mismo, pero el mayor efecto
alcanzado tiene un valor de I de 58.4% y posteriormente se observa un descenso rapido
que termina con un IF de 24.6%. En el diestro el T,,, Se observa a la 1 h con una
recuperacién de 36.6%, este efecto disminuye hasta liegar a un IF de 9.7% al final de la
observacién. E! andlisis estadistico mostr6 nuevamente que solo hay diferencia
significativa en los perfiles del curso temporal analgésico mostrado (p < 0.05), pero no
en el ABC.

La figura 156 muestra fos cursos temporales obtenidos con la dosis de 316.2

mg/Kg, donde las curvas de las cuatro fases son muy parecidas entre si; todos los

72



L) o0,
#umsrmﬂ

FIGURA 14: Efecto de dipirona admimstmda .. en una dosis de 177.8 mg/Kg. Estudio
comparativo de fas 4 fases el cual muestra que el
petfit de curaos temporales difiere entre las fases de} ciclo estral con una p < 0.05.
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Temsx de las curvas se presentaron 1 h después de la administracién, con excepcién del
proestro en donde el T, fue de 0.5 h; en el proestro el mayor efecto analgésico
mostrado fue del 52%, la curva en toda la observacién también fluctia entre este valor,
terminando con un IF de 52.3%,; el estro presenta una recuperacion ligeramente mayor
que las otras fases, el E,,, es de 70.4%, en toda la observacion el efecto analgésico
tampoco difiere mucho, terminando con una recuperacién alrededor del 62%; con lo que
respecta al metaestro la recuperacién mas alta fue del 60.5%, finalizando con un efecto
analgésico del 44.3%. La curva obtenida en la fase de diestro tiene un E,,, de 58.8%
posteriormente tiene un descenso ligeramente mayor y la observacién termina con un iF
de 44.9%. Se puede decir que esta dosis tiene un efecto analgésico aceptable para el
tipo de dolor inducido en este modelo experimental. El andlisis estadistico volvio a
mostrar que no hay diferencias entre las fases en el ABC pero si en el perfil de los
cursos temporales (p < 0.05).

En la figura 16 se presentan los cursos temporales obtenidos al administrar 562.3
mg/Kg de dipirona a los grupos que representan cada fase del ciclo estral de la rata.
Todas estas curvas presentan un rapido incremento del IF después de ia administracién
del analgésico, fa curva promedio presenta el T4, 1 h después de la administracién con
un efecto maximo de 73.9%, este alivio se mantiene casi constante todo el periodo que
duré la observacion; en el proestro también se observa un incremento rapido de
analgesia y 1 h después de la administracién se alcanza una recuperacion del 76.5%;

en el estro el E_,, tiene un valor de 83.2 % con un T, de 1.5 h, en todo el periodo de
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FIGURA 15: Cursos temporales que mdk:an el efecto analgésico producido por 316.2
mg/Kg de dip £.C. 6 que los perfiles de curso temporal son
diferentes entre las fasas del ciclo estral con una p < 0.05.
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observacion el efecto analgésico no tiene descenso, los vaiores de IF fluctiian alrededor
del maximo efecto por lo que se puede decir que no hay una disminucidn significativa del
mismo; para el metaestro el IF se incrementa menos rapido en comparacion a las fases
anteriores y el T, se obtiene a las 1.5 h con un valor de E,,, de 71.7%, lo que indica
la diferencia con respecto a las otras fases, y se observa un descenso répido al final,
terminando 4 h despues de {a administracion con un IF de 56%; la curva que representa
al diestro también tiene ligeras variaciones con respecto a las otras fases; en esta fase
el E,.,, tiene un valor de 62.7% y se alcanza 1 h después de la administracion, lo que es
el Tense ¥ finaliza la observacion con un IF de 56.7%, de aqul podemos sugerir que
graficamente fas curvas de curso temporal presentaron ligeras variaciones. El andlisis
estadistico sefialo nuevamente que solo existe diferencia en el perfil de los cursos
temporales (p < 0.05), pero no en el ABC.

Como se ha observado en los resuitados obtenidos con morfiana y con dipirona
no existieron diferencias significativas entre las fases estrales de {a rata cuando se
analizé el ABC o efecto anaigésico global, sin embargo los perfiles de la analgesia
prasentada si cambian segtn la fase dei ciclo estral en que sean analizados. Asi
también, a fase del metaestro es la que presenta mayores cambios en general tanto en
ABC con en curso temporal, el cambio mas importante en esta fase fue con morfina 10
mg/Kg. Los resuitados obtenidos en el modelo PIFIR concuerdan con los obtenidos por
Bodnar y col. (1988), donde concluyen que la analgesia inducida por analgésicos no
opioides no esta influenciada por los factores estrales, de donde se puede sugerir que

en estas condiciones experimentales los esteroides sexuales enddgenos podrian no
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FIGURA 18: Cursos temporales que el afecto anaigésico producido en cada
una de las fases estraies con una dosis de 562.3 mg/Kg, el ananm estadiatico de estos
cursos musestra que hay diferencia significativa (p < 0.05) entre las diferentes fases

estrales de la rata.

17



infiuir en el mecanismo de accidn de los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos, por
fo que no se encontraron diferencias significativas entre as diferentes fases del cicloestral

de la rata.

6. ANALISIS DE LAS CDR DE MORFINA Y DIPIRONA EN LAS
DIFERENTES FASES ESTRALES DE LA RATA.

Para un mayor apoyo de los datos analizados anteriormente fueron construidasias
curvas dosis respuesta (CDR) de las dosis los analgésicos antes mencionados, estos
datos se presentan en las figuras 17 y 18. Estas graficas se realizaron utilizando en el
eje "X" las dosis de analgésico administrado y graficando en intervalos logaritmicos, y en
el eje "Y" las &reas bajo fa curva (ABC), obtenidas por el método convencional de
trapecios de los datos de IF. Fueron graficados los datos para cada una de las fases
utilizando grupos de 8 ratas < el error estandar.

La figura 17 muestra las COR obtenidas con morfina en las diferentes fases del
ciclo estral. El mayor efecto analgésico observado en estas condiciones experimentales
fue con la dosis d? 17.7 mg/Kg de morfina. La COR del GPG mostrado nos da idea de
que tanta dispersion en su CDR presenta cada fase del ciclo estral. Visualmente es muy
claro que practicamente no hay dispersion importante en fa CDR de las fases estrales,
Esto era de esperar ya que el analisis estadistico de las ABC mencionados anteriormente

sefalaba no diferencia significativa, y por lo tanto no existen variaciones entre los efectos
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FIGURA 17. Curvas dosis respuesta obtenidas con todas las dosis de morﬁna
sc. EIABC rep el efecto analgésico global y

encontré que exceptuando a la dosis de 10 mg/Kg, las fases no presentan dlferanaas

significativas (p > 0.05) que indiquen que el efecto analgésico depende de la fase estral

que presente la rata.
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FIGURA 18: Curvas dosis respuesta obtenidas al inistrar diferentes dosis de
dipirona, cada una representa a una fase, donde estadisti e se d 6 que el
efecto analgésico global (ABC) de la dipirona no presenta diferencias significativas en

ninguna fase del ciclo estral (p > 0.05).
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analgésicos mostrados en las diferentes fases del ciclo estral de la rata con respecto a
ia anaigesia global.

Las CDR para dipirona en cada una de Ias fases estan expresadas en la figura
18. La situacién es muy similar a la encontrada con morfina, al analizar las CDR que
estan construidas con las ABC no se presentan cambios importantes en los efectos
globales. Puede decirse que no hay variacién entre todas las fases con respecto a la
analgesia inducida con dipirona en estas condiciones experimentales.

De acuerdo a los resultados observados para cada analgésico, se puede comparar
el efecto obtenido para los dos farmacos utilizados. En el tipo de doior provocado en este
modelo experimental (dolor del tipo artritis gotosa) el efecto analgésico que se logra es
muy similar para ambos farmacos en las diferentes fases, es decir los dos farmacos
presentan eficacia similar y adecuada, morfina de alrededor de 218 unidades de area,
mientras que dipirona de alrededor de 257 unidades de drea.

A diferencia de otros modelos experimentales donde si encontraron influencia
significativa entre las fases estrales de la rata, en esos modelos experimentales se
atribuyen tales resultados principalmente a las hormonas sexuaies que regulan dicho
ciclo, pero también pueden tener influencia las condiciones experimentales que se
manejen, el tipo de dolor provocado con cada modelo experimental, el analgésico
especifico que se utilice, la raza de los animales que se estén utilizando y su

manipulacién.
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CONCLUSIONES

1. La actividad hormonal que regula el ciclo estral de la rata se refieja directamente
en los cambios del epitelio vaginal por ser muy corto dicho ciclo, y debido a la existencia
de diferentes células.

2. En el epitelio vaginal se diferencian claramente las cuatro fases que componen
el ciclo estral de la rata: proestro, estro, metaestro y diestro.

3. La disfuncion provocada en el modelo experimental PIFIR por medio de! acido
urico, no se altera con el cambio harmonal endégeno que existe en cada una de las
fases estrales de la rata: ni en el ABC de disfuncién, ni en el perfil de curso temporal de
disfuncion (p > 0.05).

4. Con las dosis de 1.0 y 1.7 mg/Kg de morfina no se obtuvo efécto analgésico
para ninguno de los grupos estudiados ;:;or lo que se considera que estas dosis son
insuficientes para aliviar el tipo de dolor provocado en estas condiciones experimentales.

5. El andlisis de los efectos analgésicos producidos en el proestro, estro y diestro
con las diferentes dosis de morfina (3.1, 5.6 y 17.7 mg/Kg) mostré que el ABC o efecto
analgésico global no cambia estadisticamente, sin embargo el andlisis del perfil de curso
temporal si se modifica significativamente (p < 0.05).

6. La dosis de morfina 10 mg/Kg gener6 cambios importantes tanto en ABC como
en perfil de curso temporai de los efectos analgésicos (p < 0.05). La fase de metaestro

es la que presentd los mayores cambios.
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7. Los efectos analgésicos producidos por dipirona (100, 177.7, 316.2 y 562.3) en
cada una de las fases del ciclo estral mostraron que no habia cambios importantes en
ABC, pero si en el peffil de los cursos temporales (p < 0.05).

8. La fase de metaestro para la dosis de 177.8 mg/Kg de dipirona también
presentd cambios con respecto a las otras fases, pero el andlisis estadistico mostré que
el efecto global no cambiaba, mientras que el curso temporal si se modificaba.

9.En general la farmacodinamia de analgésicos de tipo AINES (dipirona) parece
no verse afectada por los cambios hormonales que se presentan a través del ciclo estral
de la rata en el dolor inducido con el modelo experimental PIFIR, obteniendose similares
efectos glabales en las cuatro fases al administrar cualquier dosis.

10. La comparacién de las CDR obtenidas en cada una de las fases del ciclo
estral, tanto para dipirona como para morfina, mostré6 que no habia diferencias

importantes y modificacién de efectos analgésicos en estas condiciones.
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PROPUESTAS

1. El modelo experimental PIFIR maneja 3 niveles de dolor, para comprobar la
influencia de las fases estrales en la disfuncion se podrian analizar los otros dos niveles
de dolor (2 y 3), para determinar si el tipo de dolor que es provocado en el modelo es
influenciado por las fases estrales.

2. Con respecto al efecto analgésico se deben administrar mas analgésicos de los
dos grupos (opioides y tipo AINES) para determinar en cada caso particular si no se ve
influenciada la accién analgésica por las concentraciones hormonales en la rata hembra.

3. El experimento también podria realizarse con hembras ovariectomizadas y
realizar una comparacion del efecto analgésico que se produce en éstas y en ratas
normales agrupadas por fases con el fin de observar la influencia de las hormonas que
regulan el ciclo estral.

4. La explicacidn para el resultado de que en la fase de metaestro el efecto
analgésico se ve favorecido (se observa graficamente) se podria corroborar con un
analisis especifico de las hormonas que estan influyendo tanto en ésta como en las otras
fases y proponer un posible mecanismo de accién.

5. Se podria analizar el efecto nociceptivo y analgésico de los farmacos en

hembras y machos para detectar si se dan fectos diferentes en algunos casos.
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