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1. RESUMEN.

El dolor es uno de los sintomas mas frecuentes y con mayor reto terapéutico para la
medicina. Actualmente, el manejo apropiado del dolor continia siendo una de las mas
importantes preocupaciones de la sociedad en general y de la comunidad médica en
particular, es un reto para el cientifico comprender los mecanismos fisiolégicos y
psicologicos que producen y mantienen este mecanismo de defensa que en algunos
casos llega a ser un sufrimiento y para la sociedad que debe de encontrar los recursos
médicos, cientificos y financieros para tratar hasta donde sea posible de aliviar o prevenir
el dolor y el sufrimiento.

Es de suma importancia contar con farmacos que ademas de producir una analgesia
efectiva no generen reacciones adversas, pero hasta ahora no se ha demostrado que un
sclo farmaco produzca efectos analgésicos potentes y eficaces y que ademas no tenga
efectos no deseados. La terapia combinada se ha sugerido ampliamente con el objetc de
incrementar la eficacia analgésica y ademas reducir los efectos adverscs. Para ei
tratamiento del dolor, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda el empleo
de analgésicos de manera escalonada en el siguiente orden: analgésicos antiinflamatorios
no esteroideos (AAINESs), opioides débiles, opioides fuertes, combinaciones de AAINEs

con opicides débiles y finalmente combinaciones de AAINEs con opioides fuertes.

En este trabajo se evaiud el efecto antinociceptivo producido por ta administracion
individual de rofecoxib, inhibidor preferentemente selectivo de ciclooxigenasa-2 (COX-2),
y tramadol {opioide débil} y el tipo de interaccion sinérgica que produce la combinacion de
ambos farmacos en un modelo de dolor de tipo gotoso {Disfuncién Inducida por Dolor).
Los datos sugieren que la coadministracion oral de rofecoxib y tramadol produce efectos
menores a la adicién de efectos individuales de cada uno de los farmacos en rata. Por el
contrario, los efectos adversos gastricos de rofecoxib parecen ser potenciados al
combinarse con tramadol. De acuerdo con los datos obtenidos podemos establecer que
no todas las combinaciones de opiocides con AAINEs, y especificamente las
combinaciones de opioides con inhibidores preferentemente selectivos de COX-2,

generan efectos sinérgicos positivos.



2. ANTECEDENTES.

2.1 IMPORTANCIA DEL DOLOR EN MEDICINA.

El dolor es uno de los sintomas mas frecuentes y con mayor reto terapéutico para la
medicina, que en ocasiones se alivia por la simple sugestion y en otras es resistente
incluso a la neurocirugia destructiva. Ei dolor es una experiencia emocional y sensorial
desagradable y, como tal, personal e intransferible, aunque comunicable. El dolor es un
problema muitidimensional, psicofisico y sociocultural que trasciende al paciente y se
proyecta a la familia y a toda la sociedad (Stanley y col., 1985).

El dolor se ha definido como “una experiencia sensorial y emocional no placentera y
subjetiva, asociada a un dario tisular real o potencial (Merskey, 1979) que puede ser
descrta en términos de dicho dafio” (International Association for the Study of Pain,
1980). En el hombre se asocia a emociones y actitudes; en los animales se promueven
reacciones motoras o vegetativas que modifican una conducta especifica (Kavaliers,
1988).

Actualmente, el manejo apropiado del dolor continda siendo uno de los mas importantes
temas de interés de la soctedad en general y de la comunidad médica en particular, es un
reto para el cientifico comprender los mecanismos biolégicos y psicolégicos que producen
y mantienen este sufimiento y para la sociedad que debe de encontrar los recursos
médicos, cientificos y financieros para tratar hasta donde sea posible de aliviar o prevenir
el dolor y el sufrimiento (Ceraso, 1995).

2.2 NOCICEPCION.

La nocicepcion es un término neurofisiolégico que se refiere a los mecanismos neurales
por los cuales se detectan y son transmitidos estimulos nocivos desde las fibras
periféricas sensitivas hasta el sistema nervioso central (SNC). La nocicepcién es en
términos generales un sinénimo de dolor pero propiamente aplicado a la investigaciéon
preciinica. La conduccion del proceso nociceptivo es mediante los nervios sensoriales
periféricos los cuales se conocen con el nombre de nociceptores, los cuales estan



rodeados principalmente por musculo liso, capilares sanguineos y fibras nerviosas
simpaticas eferentes. Los nociceptores son las terminaciones periféricas de las fibras
aferentes sensonales primarias, los cuales transducen estimulos mecanicos, térmicos y
quimicos en una serie de potenciales de accién que transmiten a lo largo de sus axones
hasta el asta dorsal de la médula espinal. Estas fibras aferentes contienen uno de varios
tipos diferentes de axones clasificados en tres grupos principales dependiendo de su
diametro y grado de mielinizacién. Las fibras A-B se encuentran mielinizadas y conducen
a una velocidad de 30-120 m/s, por el contrario, las fibras A-§ se encuentran poco
mielinizadas y conducen a una velocidad de 5-30 m/s. Las fibras C no estan mielinizadas
y su velocidad de conduccién es menor de 2 m/s. A mayor grado de mielinizacion y
diametro, mayor es la velocidad de conduccién. Las fibras A estan asociadas a la
nocicepcion somatosensorial que se origina de la piel o del tejido conectivo, musculo,
hueso y membranas articulares o sinoviales. Por otro lado, la nocicepcion de tipo visceral
se conduce por fibras de tipo C, estas fibras provienen de los 6érganos que se encuentran
en visceras y térax (Garcia y Herrero, 1998; Cervero y Laird, 1999).

2.3 TtPOS DE DOLOR.

El dolor puede clasificarse como agudo y cronico aunque su diferencia esta basada, entre
otras cosas, en los mecanismos neurofisiolégicos que originan el dolor. De acuerdo con
éstos mecanismos se definen tres tipos distintos de dolor, el fisiologico, el inflamatorio y el
neuropatico (Cervero y Laird, 1999).

El dolor agudo es la consecuencia inmediata de la activacion de los sistemas
nociceptivos; se manifiesta generalmente después de una lesién tisular somatica o
visceral, es autolimitado y desaparece habitualmente con la lesiéon que lo origin. Tiene
una funcién de proteccion bioldgica al actuar como una sefial de "alarma” a nivel del tejido
lesionado y aparece por una estimulacién quimica, mecanica o térmica de nociceptores
especificos. Por otro lado, el dolor cronico no posee una funcién protectora, y méas que un
sintoma de una lesién, puede considerarse en si mismo una enfermedad. Se ha definido
como un dolor que persiste al menos un mes después de la lesion causal, pudiendo
perpetuarse por un periodo de tiempo prolongado después de dicha lesién e incluso en
ausencia lesion periférica.



E| dojor fisiolégico es también denominado dolor "somatico” o "nociceptivo”, se produce
como consecuencia de una lesién somatica o visceral. El dolor somatico se origina por
una lesién a nivel de la piel, los musculos, ligamentos, articulaciones o huesos. Se
caracteriza por ser un dolor bien localizado, circunscrito a la zona dafiada, y que no suele
acompafarse de reacciones vegetativas (nauseas, vomitos, etc.). El dolor visceral se
origina por la lesion de 6rganos intermos, aunque en condiciones fisiolégicas, no todas las

visceras manifiestan dolor en respuesta a estimulos nocivos.

El dolor neuropatico es llamado también “patolégico”, es el resultado de una lesion y
alteracion de la transmision de la informacion nociceptiva a nivel del Sistema Nervioso
Periférico (SNP) o SNC. En este caso no existe relacion causal entre la lesién tisular y el
dolor. Una de sus principales caracteristicas, es la presencia de alodinia, es decir la

aparicién de dolor frente a estimulos que habitualmente no son dolorosos.

Se define al dolor inflamatorio como el resultado de una respuesta vascular que ocurre
alrededor de los tejidos que han sido daflados y consiste en la produccién de numerosos
mediadores quimicos que provocan un aumento de la permeabilidad capilar, facilitan la
salida de células desde los vasos sanguineos y activan varios sistemas de proteinas pro-
inflamatorias. Todos estos eventos restringen el area donde ocurre la inflamacion, la cuél
se caracteriza por la presencia de calor, rubor, edema, pérdida de la funcion celular e
hiperalgesia (conducta dolorosa exagerada frente a estimulos nocivos) o alodinia

(conducta dolorosa frente a estimulos que normalmente no son nocivos).

2.4 CONDUCCION DEL ESTiMULO DOLOROSO.

Como se menciond anteriormente, el dolor puede surgir a partir de la estimulaciéon de
receptores de nociceptores en tres zonas principales del cuerpo: la piel, estructuras
musculoesqueléticas y visceras. Los receptores cutaneos son los menos diferenciados de
las neuronas implicadas en la sensacion somatica. Estos receptores transducen estimulos
térmicos mecanicos o quimicos en una serie de potenciales de accion que se transmiten a
lo largo de sus axones hasta la médula espinal (figura 1). Los nervios periféricos
contienen uno o varios tipos diferentes de axones (fibras A y C). Las neuronas aferentes
nociceptoras primarias poseen axones de fibras de las clases Ay C.



Para poder transmitir informacién nociceptiva, las neuronas deben ser selectivas. Los
nociceptores poseen dos caracteristicas para realizar esta funcién: un umbral alto de
estimulacion y la capacidad de codificar la intensidad del estimulo en una frecuencia de
impulsos. La informacién sensorial que proviene del organismo a través de los nervios
espinales periféricos, es transmitida a las células del asta posterior y luego a las regiones
superiores del neuroeje a través de los sistemas neuronales ascendentes. Tanto en la
primera sinapsis, en el asta posterior como a todo lo largo del neuroeje, existe un notable

grado de mielinizacion en la transmision de los impulsos (Cassem, 1989).

Cuando el dafio al tejido se ha establecido, el mismo tejido libera mediadores. Estas
sustancias activan a los nociceptores y una vez activados, conducen la senal dolorosa
desde la periferia a la médula espinal en la division lateral de la raiz dorsal. Estas sefnales
se bifurcan, ascendiendo y descendiendo hacia los tres segmentos en el tracto de
Lissauer antes de hacer sinapsis no sélo con neuronas localizadas en las laminas |, 1l y 11I,
sino también sobre las neuronas cuyo soma se encuentra en otras laminas. De esta
manera el mensaje pasa al nucleo lateral cervical, sustancia gris periacueductal, talamo,
hipotalamo, areas limbicas, areas sensoriales primarias, areas corticales y corteza
cerebral (Agnati y col., 1991). El flujo continuo de los mediadores hacia lcs nociceptores
puede originar un estado de hiperalgesia. La hiperalgesia se caracteriza por la
sensibilizacién extrema de los nociceptores a los mediadores que libera el tejido dafado
(Ferreira, 1980).

M Is ived In the and bral cortex
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Figura 1. Conduccién del estimulo doloroso (Brain facts, 2002).



2.5 MEDIADORES ENDOGENOS.

" El dailo tisular causado por lesiones, inflamacion o enfermedad produce la liberacién de
sustancias endégenas llamadas algésicas, algogénicas o sustancias productoras de dolor
hacia el espacio extracelular cercano a los nociceptores. Dentro de éstas sustancias se
encuentran la histamina, la serotonina, la bradicinina, el factor activador de plaquetas, la
interleucina 1 (IL-1), las prostaglandinas, los tromboxanos, los leucotrienos, la acetilcolina,
neuropéptidos, la dopamina, la adrenalina (epinefrina), la noradrenalina (norepinefrina),
metabolitos del acido araquidénico, sustancia P, encefalinas, acido nitrico, monéxido de

carbono, dinorfina, entre otros.
2.5.1 Histamina.

La histamina (figura 2) esta présente en mastocitos, baséfilos y plaguetas. Su
liberacién se produce por dafio mecanico, calor excesivo, radiaciéon y por algunas
sustancias intracelulares como material lisosomal de los neutréfitos, trombina y
epinefnina. Los receptores de membrana H, y H; estan acoplados a proteinas G. Al
activar receptores H, se eétimula la secrecion de acido gastrico (HCl), pero al
unirse a receptores H,, activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual actua sobre los
fosfolipidos de membrana formando inositol trifosfato (IP;), y la liberacién rapida de
iones calcio, los cuales estimulan la liberacién de cininas (Besson y Chaouch,

~ 1987) y la activacion de la fosfolipasa A, (PLA;). La fosfolipasa A; se encarga de la
liberacion de acido araquidénico (AA), el cual es precursor de mas mediadores
inflamatorios, como las prostaglandinas. Ademas, la histamina dilata los vasos
sanguineos mas delgados e intensifica la permeabilidad capilar, esto produce el
dolor y el edema caracteristico en la respuesta inflamatoria (Owen, 1987).

NH,

Figura 2. Histamina



2.5.2 Serotonina (5-HT).

La serotonina (figura 3) esta presente en mastocitos y plaquetas. 5-HT es liberada
generalmente por los mismos factores que estimulan la liberacién de histamina.
Existen evidencias de que en las neuronas, los receptores 5-HT, participan en
funciones como son la regulaciéon de temperatura, el control neuroendocnno y la
actividad del sistema extrapiramidal. Diferentes farmacos con accién central
pueden afectar ios parametros fisiolégicos o bioquimicos de las distintas neuronas
triptaminérgicas influyendo la respuesta directa a la 5-HT o su captacién, sintesis,
almacenamiento; liberaciéon o catabolismo (Axelrod y Reisine, 1984).

HO

NH,

I
N
H

Figura 3. Serotonina

2.5.3 Bradicinina.

La bradicinina (figura 4) es una sustancia quimica mediadora del proceso de
inflamacién y una de las principales cininas producidas a partir del cininégeno del
plasma por accion de las calicreinas, que se activan en forma repetitiva en el sitio
de la lesién (Melmon y col., 1968). Esta sustancia es capaz de causar dolor
(Ferreira, 1972) e hiperalgesia (Steranka y col, 1988). Es un derivado de la
cascada de la coagulacién. Su liberacién produce incremento en la permeabilidad
vascular, vasodilatacion, induce quimiotaxis leucocitaria y activa nociceptores. Su
accion es potenciada por las prostaglandinas.
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Figura 4. Bradicinina



2.5.4 Prostaglandinas (PGs).

Las PGs son un grupo complejo de acidos grasos oxigenados que se han
detectado en casi todos los tejidos examinados. Las PGs no se almacenan
libremente en los tejidos, pero se sintetizan como resultado de perturbaciones
membranales que causan la liberacién de acidos grasos libres, generaimente AA,
a partir de fosfolipidos. La liberacién de AA se puede provocar por una gran
variedad de hormonas directa e indirectamente, asi como por estimulos
inmunoldgicos, ionéforos de calcio, promotores de cancer y aun la agitacion
mecanica. El AA libre se une con la ciclooxigenasa, la primera enzima de la
secuencia biosintética de las prostaglandinas. Esta enzima oxigena el acido
araquidonico para originar un intermediario endoperoxido, PGG,, el cual se
convierte a una variedad de productos biolégicos activos. Las prostaglandinas E; y
E, son derivados de otros eicosanoides. Sin embargo, la prostaglandina E; (figura
5), derivada del AA, es la mas abundante. Algunas variaciones sobre la estructura
ciclica de las prostaglandinas caracterizan a las PGs de la serie D, Otros
compuestos con anillos pero cadena simitar son los endoperdxidos (Hamberg y
col., 1974), tromboxanos (Hamberg y col., 1975) y PGl,, los cuales también son
fisiolégicamente activos. _

Las PGs y los leucotrienos son sintetizados a partir del AA a través de las vias de

la COX y de la lipooxigenasa.

FGEZ Structure
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2.5.5 Sustancia P.

La sustancia P (figura 6) posiblemente actia como transmisor eferente primario.

Se encuentra en neuronas primarias no mielinizadas y sus terminales. Dichas



terminales se encuentran en piel, glandulas sudoriparas, vasos coronarios y
cerebrales, pulpa dental y ojo. Al liberarse, la sustancia P tiene efectos
algogénicos y vasodilatadores. Dentro de sus efectos farmacolégicos se incluyen:
vasodilatacién, estimulacién del musculo liso intestinal, estimulaciéon de secrecién

- salival, diurésis y natriurésis.

Todas estas sustancias algogénicas estan presentes en los procesos inflamatorios

pueden producir dolor por 3 diferentes mecanismos (Hughes, 1975):

a. Por medio de activacién de fibras aferentes nociceptivas produciendo dolor
por aplicacion local (potasio, bradicinina y acetilcolina).

b. Por medio de facilitacion del dolor provocado por estimulos quimicos o
fisicos, sensibilizando a los nociceptores. Sin embargo, son incapaces de
producir dolor por ellas mismas.

c. Por produccion de extravasacion (sustancia P).

2.6 EL PROCESO INFLAMATORIO.

El proceso inflamatorio esta estrechamente relacionado con el dolor y se considera como
una serie de eventos bioquimicos celulares que son activados en respuesta al dafio sobre
el tejido. E! proceso inflamatorio tiene cuatro puntos cardinales que lo caracterizan y son:
rubor, calor, tumor y dolor. Asi como también por relajacion, vasodilataciéon y migracion
celular. Se sabe que los procesos inflamatorios se producen por la accién de diversas
citocinas y otros mediadores inflamatorios que son liberados por leucocitos y plaguetas
circulantes (Leirisalo-Repo, 1994). El primer mediador inflamatorio que fue reconocido por
sus probiedades hiperalgésicas es la bradicinina (Armstrong y col., 1953). Mas tarde se
encontr6 que las prostaglandinas, los leucotrienos, la serotonina, la adenosina, la
histamina, la I.-1, la I1L.-8 y la sustancia P también contribuyen fuertemente en el proceso
inflamatorio. Existen diversas patologias asociadas fuertemente a procesos inflamatorios,
ejemplos de estas son la gota y ia artritis reumatoide.
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2.7 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL DOLOR.

Las alternativas terapéuticas estan en funcién de las diferentes sustancias que participan

dentro del proceso doloroso. Entre ellos existen los agonistas opioides (que mimetizan a

las sustancias endogenas: endorfinas), los AAINEs, antagonistas neuropeptidicos,

antagonistas

de los aminoacidos excitatorios, anestésicos, corticoesteroides,

antidepresivos, sales de litio, ansioliticos y anticonvulsivantes.

2.7.1 Agonistas Opioides.

Existen diferentes formas de clasificar a los opioides. Una de ellas es dividirlos en

opioides débiles con poco potencial adictivo y en opioides fuertes con alto

potencial de adiccién. De acuerdo con su origen se les puede dividir en sintéticos y

semisintéticos. Los opioides sintéticos se subdividen segun su estructura quimica

(p.ej: morfinanos, fenilheptilaminas y fenilpipendinas). De acuerdo con su actividad

se les puede clasificar en agonistas, agonistas parciales, agonistas/antagonistas y

antagonistas puros (Jaffé y Martin, 1990).

Los efectos de los opioides, destacan por sus acciones sobre:

Locus coeruleus: Se sabe que éste tiene una gran cantidad de receptores
para opiaceos y se postula que tiene un papel fundamental para la
presencia de sentimientos de alarma, panico, ansiedad y miedo. Dicha
actividad, se inhibe con opioides exdgenos y péptidos opioides endégenos.
Asimismo, este centro nervioso tiene una funcién importante en la
presencia del sindrome de abstinencia a opioides. .
Hipotalamo e hipéfisis: Los opioides disminuyen la respuesta del
hipotalamo a estimulos aferentes. Producen también inhibicion de la
liberacién de factor liberador de corticotropina (CRF), con o que disminuye
la concentracién de B-endorfina.

Tallo cerebral y centros medulares: Los opioides, particularmente los que
actian sobre receptores mu, pueden provocar, en concentraciones
elevadas, depresion respiratoria. Asimismo, pueden deprimir el reflejo
tusigeno.



Existen 2 mecanismos diferentes por los cuales los opioides pueden disminuir la
nocicepcion. El primero se basa en la disminucion de la inflamacién a través de su
interaccion con leucocitos disminuyendo asi la migracién celular (Gyires y col,,
1985); el segundo se da mediante la activacion directa de receptores a opioides
endbgenos (B-endorfinas, metaencefalinas y dinorfinas) que se encuentran
localizados en las neuronas aferentes primarias (Stein y col., 1988).

Las desventajas del uso de farmacos opioides se deben a los efectos colaterales
que suelen ocasionar, es decir, depresion respiratoria, tolerancia y adiccion. De ahi
que el uso de opioides para disminuir el dolor es altamente selectivo,

principalmente en pacientes con cancer u otros casos de dolor severo.

2.7.2 Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AAINEs).

Los AAINEs también suelen denominarse analgésicos no opioides. Los AAINEs
alivian el dolor, disminuyen la inflamacién y mejoran la funcion articular y son
farmacos de prescripcién muy comuan. El mecanismo de acciéon de este tipo de
farmacos se lleva a cabo mediante Ia inhibicion de la sintesis de prostaglandinas
(Ferreira y col., 1971; Vane, 1971). Las prostaglandinas se sintetizan a partir del
acido araquidoénico, el cual es un componente de los lipidos de membrana. El
acido araquidénico se libera de los fosfolipidos membranales por accion de la
enzima fosfolipasa A, en todos los tejidos. Existen dos rutas principales para la
sintesis de los derivados del acido araquidénico, una de ellas se lleva a cabo
mediante la participacién de la enzima ciclooxigenasa (COX) y la otra mediante la
accidén de la lipooxigenasa. Las prostaglandinas, los tromboxanos y las
prostaciclinas son sintetizados por via de accion de la COX. Los leucotrienos y el
acido hidroperoxieicosatetraenoico son productos de la lipooxigenasa. Las
prostaglandinas (principalmente de la serie E;) son sustancias que participan en la
activacion y sensibilizacion de los nociceptores al generarse un darto a los tejidos.

Las prostaglandinas actdan localmente y son metabolizadas rapidamente a
productos inactivos; esto quiere decir que las prostaglandinas no circulan en altos
niveles en el torrente sanguineo y es precisamente por esto que el blanco
terapéutico de los AAINEs es la enzima COX. Se han descrito dos isoformas de la
COX: la COX-1 que se expresa de manera constitutiva y presenta propiedades
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citoprotectoras cuando se activa en la mucosa gastrica. La COX-2 es una enzima
inducible que se incrementa en células expuestas a sustancias proinflamatorias y

presenta actividad antitrombogénica en células endotetiales.

Los AAINEs pueden o no inhibir de manera especifica a una de las dos isoformas
existentes. Debido a ello es posible explicar el porque algunos de éstos farmacos
son mayormente efectivos como analgésicos o bien como antiinflamatorios
{Mitchell y col., 1993).

Ademas de la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas se han descrito algunos
otros mecanismos por los cuales los AAINEs ejercen su accién terapéutica. Estos
mecanismos aiternos pueden darse por la activacién de la via L-arginina-ON-
GMPc (Déciga-Campos y Lopez-Murioz, 2004b), la activacién de la via opioide
(Martini y col., 1984), la activacién de la via serotoninérgica (Lorenzetti y Ferreira,
1985; Pini y col, 1997b ) y la inhibicion del factor nuclear kappa B (NFkB) e
inhibiciéon en la produccion de citocinas (Housby y col., 1999).

2.7.3 Antagonistas de los aminoacidos excitatorios.

Los neurotransmisores espinales son considerados uno de los mas importantes
mediadores de las respuesta nociceptivas. Tal es el caso especifico del glutamato
(Duggan, 1992) gue actia sobre receptores N-metil-D Aspartato (NMDA). Los
receptores a NMDA se encuentran localizados a lo largo del cerebro,
principalmente en regiones telencefalicas, de ahi su participacion en la respuesta
dolorosa. Para contrarrestar su efecto se emplean antagonistas especificos para el
receptor a NMDA como por ejemplo, la dizocilpina y de manera similar se emplea
la inhalacion de ketamina como anestésico dado su capacidad para antagonizar
este receptor.
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2.7.4 Antagonistas neuropeptidicos.

La sustancia P es un undecapéptido que forma parte de la familia de la taquicinina
y se considera un neurotransmisor asociado a procesos nociceptivos (Payan,
1989). Esta sustancia se libera de las terminales nerviosas por acciéon de
diferentes estimulos. Entre elios tenemos, la contraccion del musculo liso y la
vasodilatacion, ambos eventos contribuyen a la generacién de un proceso
inflamatorio neurogénico. Los receptores relacionados con la sustancia P se han
denominado NK,, NK; y NK; que se han encontrado en musculo liso, endotelio
vascular, mastocitos y otras céiulas del sistema inmune (Duggan, 1992). El
mecanismo de accion de esta sustancia se debe a la proliferacién que se induce
de células endoteliales y fibroblastos (Gimenez-Gallego y col., 1985). La sustancia
P se incrementa en enfermedades tales como artritis reumatoide y espondilitis
anquilosante. Hasta el momento no se emplean antagonistas de esta sustancia
como farmacos terapéuticos debido a su naturaleza peptidica ya que al ingerirse
por via oral se degradan. Ademas al administrarse por via parenteral no atraviesan

la barrera hematoencefalica (Otsuka y Yanagisawa, 1990).

2.7.5 Anestésicos locales.

Se define a la anestesia local como la pérdida de sensacion (ausencia de
estimulos nociceptivos sobre el cuerpo), sin pérdida de la conciencia ni deterioro
del control de las funciones vitales. Los anestésicos locales pueden utilizarse en
procedimientos como:
= Apnestesia raquidea. Tiene como objetivo bloquear fibras somaticas
sensitivas y motoras
= Anestesia por bloqueo nervioso. Consiste en la inyeccién de un anestésico
local en o alrededor de los nervios periféricos individuales o de los plexos
nerviosos, produciendo areas de anestesia grandes con una pequeria
cantidad de medicamento.
* Anestesia por bloqueo de campo. Esta anestesia se produce por inyeccion

subcutanea de un anestésico local, de forma tal que interrumpe Ila
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transmision nerviosa proximal al sitio anestesiado, es Util para anestesia de
extremidades.

= Anestesia epidural. Consiste en la aplicacién de un anestésico local en el
espacio epidural, siendo los sitios mas frecuentes las regiones lumbar y
toracica y cervical. Al difundirse desde la duramadre hasta el espacio
subaracnoideo, actua sobre las raices nerviosas y la médula espinal
(Ritchie y Greene, 1996).

2.7.6 Corticoesteroides.

Los corticoesteroides se han utilizado particularmente en sindromes clinicos que
son recalcitrantes a los AAINEs. Su mecanismo béasicamente se debe a la
capacidad para inhibir la fgsfolipasa A, y consecuentemente se inhibe fa liberacién
del acido araquidénico asi como de las PGs y los leucotrienos. Por otra parte, los
corticoesteroides también afectan al sistema inmune, producen inhibicion de
citocinas por macrofagos y monocitos (Parker y Schimmer, 1994), y factores de
crecimiento que a su vez promueven la sintesis de la enzima COX-2 asociada a la

generacion de procesos nociceptivos (Mitchell y col., 1993).

2.7.7 Antidepresivos.
Se sabe que la mayoria de los individuos con dolor crénico presentan algin grado
de depresién y frecuentemente ambas patologias responden al uso de farmacos
antidepresivos siendo la respuesta a estos farmacos mayor cuando la depresion
precedi6 al inicio del dolor (Bradley, 1963).

2.7.8 Sales de litio.
El litio puede alterar la actividad de diferentes neurotransmisores que desempefian

una funcién en la transmision del dolor, por ejemplo, incrementa la disponibilidad
de 5-HT y altera la actividad de receptores adrenérgicos, dopaminérgicos, de
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GABA, opioides y benzodiazepinas ademas de estabilizar la sintesis de PGs de |a
serie E1 (Monks, 1990).

2.7.9 Ansioliticos.

Parte del efecto de las benzodiazepinas (BZD) se debe a la reduccion de la
ansiedad, insomnio y tension muscular del paciente. La estimulacion de los
receptores de BZD afecta la neurotransmision de noradrenalina, serotonina,
dopamina y GABA, posiblemente influenciada por el sistema de analgesia mediado
por endorfinas (Hamlin y Gold, 1984).

2.7.10 Anticonvulsivantes.

El mecanismo de accion de los anticonvulsivantes en la analgesia es por
estabilizacion de la membrana neuronal, bloqueando el ingreso de sodio al
citoplasma neuronal. Su efecto como analgésicos [o ejercen actuando
principalmente sobre la formacién reticular. Los mas utilizados son Ia

carbamazepina y la fenitoina (Swerdlow, 1984).

2.8 COMBINACIONES DE ANALGESICOS OPIOIDES Y AAINES.

Es de suma importancia contar con farmacos que ademas de producir una analgesia
efectiva generen reacciones adversas minimas o ninguna, pero. hasta ahora no se ha
demostrado que un solo farmaco produzca efectos analgésicos potentes y eficaces y que
ademas no tenga efectos no deseados. La terapia combinada se ha sugerido
ampliamente con el objeto de incrementar la eficacia analgésica y ademas reducir los
efectos adversos. '

Recientemente, la investigacion se-ha enfocado en buscar combinaciones de farmacos

que actden tanto a nivel central como a nivel periférico para producir analgesia a dosis
mas bajas y por lo tanto dosis mas tolerables. La combinacién de farmacos con diferentes
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tiempos de vida media o de duracién del efecto, sitios diana y mecanismos de accion
puede mejorar el tiempo del efecto analgésico, potenciar su capacidad para reducir el
dolor, ser mejor tolerados y reducir el tiempo de recuperacién (Mehlisch, 2002). Aquellas
combinaciones que contienen cafeina y AAINESs son las que mas se utilizan. Sin embargo,
los fundamentos de este tipo de combinaciones adin no han sido esclarecidos y es por eso
que existe cierta controversia acerca de los beneficios que muestran estas

combinaciones.

Los agentes opioides generalmente poseen alta eficacia analgésica, sin embargo sus
propiedades no deseadas, como su potencial de adiccién, restringe su uso en la
terapéutica. Por el contrario, los AAINEs presentan menos efectos indeseados pero sus
propiedades analgésicas en el tratamiento del dolor, que va de moderado a severo, estan
limitadas (Cooper, 1981). Para el tratamiento del dolor, ia Organizacién Mundial de la
Salud recomienda el empleo de analgésicos de manera escalonada en el siguiente orden:
AAINEs, opioides débiles, opioides fuertes, combinaciones de AAINEs con opioides
débiles y finalmente combinaciones de AAINESs con opioides fuertes.

El uso de estas combinaciones que actian a diferentes niveles y tienen distintos
mecanismos de accion puede generar una potenciacion analgésica. Si este fuera el caso,
se usarian dosis mas pequefias de cada uno de los componentes de la combinacién y al
reducir las dosis se reducen también los efectos no deseados. Asi las combinaciones de
farmacos opioides con AAINEs pueden llegar a producir un beneficio importante. Las
combinaciones de este tipo han sido probadas en humanos, tal es el caso de la
combinacién pentazocina-aspirina (Calimlim y col., 1977), la de nalbufina-acetaminofén
(Forbes y col., 1984) y la de paracetamol-codeina (Sveen y Gilhuus-Moe, 1975). Es difici
-demostrar esta potenciacion analgésica en ensayos clinicos, de esta manera, los modelos
animales se han convertido en una alternativa Util para la caracterizacion de las mezclas
de agentes analgésicos y ensayos previos a los estudios clinicos.
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2.9 TRAMADOL.

El tramadol es un agente analgésico central que esta relacionado estructuralmente a la
morfina y la codeina. Se encuentra como sal cuyo nombre quimico es (+/-) cis-2-

[(dimetitamino)metil]-1-(3-metoxifenil) clorhidrato de ciclohexanol (Figura 1).

Me
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Figura 7. Tramadol

Tiene 2 mecanismos, sinérgicos, de accién. Es un agonista opioide con poca selectividad
por los receptores u (mu) y es un inhibidor débil de la recaptura de noradrenalina y 5-HT.
Estos dos mecanismos de accién pueden ser atribuidos a los dos enantiémeros de la
mezcla racémica del tramadol. El enantiémero (+)- posee una alta afinidad por el receptor
mu y es mejor inhibidor de la recaptura de 5-HT, mientras que el enantiémero (-)- es mejor
inhibidor de la recaptura de noradrenalina e incrementa su liberacién por activacién de

receptores.

Este farmaco es metabolizado en gran parte por el higado, el metabolito M, del tramadol!
(O — desmetil) posee una mayor afinidad por los receptores opioides que el mismo
farmaco. La O-desmetilaciéon dei tramadol es dependiente de la enzima citocromo P450

CYP2D6 esparteina-oxigenasa (deficiente en aproximadamente 8% de los Caucdsicos).

Diversos estudios comparativos, doble-ciego, tanto en adultos como en nifios, han
mostrado que a diferencia de otros opioides (como morfina, oxicodona y nalbufina) el
tramadol administrado para dolor postoperatorio no estaba asociado con depresion
respiratoria significante. Tampoco se observaron efectos refevantes en la frecuencia

cardiaca y se redujeron los escalofrios en pacientes con dolor postoperatorio.
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Se ha demostrado que el tramadol se absorbe rapidamente después de su administracion
oral en voluntarios sanos (dosis mduitiples o sencillas de 100 mg). Con una
biodisponibilidad de 68% aproximadamente con un incremento a mas del 90% con dosis
muiltiples aunadas a una administracion intramuscular de éste. La concentracion
plasmatica maxima es de 308 ug/L, 1.6 horas después de su administracion; y con una
dosis sencilia de 100 mg via intramuscular se obtuvo una concentracion plasmatica de
193 ug/L, la cual se alcanzé 0.75 h después de la administracion. La concentracion
maxima para el metabolito M1 después de una dosis sencilla oral de 100 mg fue de 55
ug/L alcanzada 3 horas después de la administracion. La ingesta de alimentos no
presenta efectos relevantes en la biodisponibilidad. El tramadol tiene una aita afinidad por
los tejidos, con un volumen de distribucion aparente de aproximadamente 260 L después
de su administracion parenteral.

A diferencia de otros opioides, el tramadol no tiene efectos clinicos relevantes sobre
parametros respiratorios y cardiovasculares. Este fArmaco puede ser titil en pacientes que
presentan una funcién cardiopuimonar pobre, pacientes de edad avanzada, pacientes con
obesidad y fumadores, en pacientes con insuficiencia renal o hepética y en pacientes en
los que los AAINESs no estan recomendados o se usan con mucha precaucion.

Se ha probado que el tramadol ademas de ser eficaz, es tolerado satisfactoriamente en
administraciones tanto parenterales como orales proporcionando anaigesia efectiva en

pacientes con dolor postoperativo (Dayer y col., 1997).

2.10 ROFECOXIB.

Rofecoxib es un inhibidor preferentemente selectivo de la enzima ciclooxigenasa-2, su

nombre quimico es 4-[4-(metilsulfonil)fenil]-3-fenil-2(5H)-furanona (Figura 2).
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Figura 8. Rofecoxib
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Rofecoxib inhibe la actividad de COX-2 y la inhibicién es dependiente de la dosis.
Comparado con otros AAINEs convencionales, las dosis de 5 a 100 mg de rofecoxib por
via oral no inhiben otra isoforma de la enzima COX o TXB, y debido a esto no se afecta la

produccién de tromboxanos.

Rofecoxib presenta una importante actividad antipirética similar al ibuprofeno. Este
farmaco presenta una menor potencia ulcerogénica comparada con otros AAINEs puesto
que no hay una alteracién significativa en la sintesis de PGs a nivel gastrointestinal. En
algunos estudios clinicos se ha demostrado que se presenta menor riesgo de hemorragia
en pacientes que recibieron rofecoxib comparado con pacientes que recibieron otros
AAINEs.

La actividad terapéutica de rofecoxib es directamente proporcional a la dosis. Sin
embargo, a dosis mayores de 50 mg se presenta una disminucién del efecto. Esto,
probablemente, se debe a la baja solubilidad de rofecoxib. Rofecoxib posee una buena
biodisponibilidad de aproximadamente 93% tras su administraciéon oral. Se une

ampliamente a proteinas plasmaticas y tiene una vida media de 17 horas.

Este farmaco es hidroxi.lado en el higado para dar sus derivados cis-dihidro y trans-
dihidro. Estos derivados forman conjugados con el AA para ser metabolizados. Rofecoxib
no presenta riesgo al administrarse en pacientes con disfunciones hepaticas leves; sin
embargo, su administracion debe ser controlada en pacientes con disfunciones hepaticas
severas. Hay una recuperacién menor del 1% de la dosis total del farmaco en orina
(Rajadhyaksha y Dahanukar, 2001).

Rofecoxib era comiunmente recomendado en el tratamiento del dolor generado por
condiciones tales como la osteoartritis y la artntis reumatoide, sin embargo, la compaiiia
Merck & Co., Inc anunci6 el retiro del mercado de Vioxx® (Rofecoxib) de Estados Unidos
y el resto del mundo en septiembre de 2004, debido a que su uso aumentaba el riesgo de
efectos adversos cardiovasculares, incluyendo infarto al miocardio. Vioxx® es un
analgésico antiinflamatorio no esteroideo e inhibidor preferentemente selectivo de COX-2
que fue aprobado por la FDA en mayo de 1999 para el tratamiento del dolor en casos de
osteoartritis, sindrome premenstrual, artritis reumatoide y casos de dolor agudo en aduitos
(Merck & Co., 2004).
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3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la actividad antinociceptiva de la combinacién de un opioide y un inhibidor

preferentemente selectivo de COX-2 en un modelo de dolor de tipo artritis gotosa,

asi como los posibles efectos adversos gastricos de la combinacion.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES,

Evaluar el efecto antinociceptivo producido por la administracién individual
de tramadol y rofecoxib en el modelo de disfuncién inducida por dolor en
ratas.

Determinar el tipo de interaccién sinérgica que produce la combinacion de
un opioide y un inhibidor preferentemente selectivo de COX-2 en un modelo
de dolor de tipo gotoso.

Establecer si la coadministracion oral de tramadol y rofecoxib genera
erosiones y Ulceras gastricas en comparacion con un AAINE no selectivo

como la indometacina.
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4. HIPOTESIS.

La coadministracién de un opioide {tramadol) y un inhibidor preferentemente selectivo de
COX-2 (rofecoxib) genera un efecto antinociceptivo de tipo supraaditivo en ratas con

artritis de tipo gota y disminuye los efectos adversos gastricos.
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5 MATERIAL Y METODO.

5.1 ANIMALES.

Se utilizaron ratas Wistar hembra (Cri(WI)BR), con un peso de entre 150y 180 g, a las
cuales se les retiré el alimento 12 h antes de iniciar los experimentos (periodo de ayuno) y
se les permiti6 el libre acceso al agua. Todos los experimentos se realizaron siguiendo las
recomendaciones del Comité de Investigacién y Etica de la Asociacién Internacional para
el Estudio del Dolor (Covino y col., 1980) y los Guias Eticos y Estandares para la
Investigacién de Dolor Experimental en Animales (Zimmerman, 1983); y llevados a cabo
de acuerdo con el protocolo aprobado por el Comité Etico local. El numero de
experimentos realizados fue el minimo requendo y los animales se resguardaron antes
del experimento bajo condiciones controladas de temperatura y ciclos de luz/oscunidad de
12 h.

5.2 FARMACOS.

E} acido drico (Sigma, St.Louis, MO, USA) se suspendié en aceite mineral; el clorhidrato
de tramadol se obtuvo de Laboratorios RIMSA: (México, D.F.) y se suspendié en solucién
salina isoténica (SSI, JTBaker). Rofecoxib (Vioxx) se obtuvo de Laboratorios Menarini
(Barcelona, Espafia) y se suspendid en dimetilsulféxido (DMSO, JTBaker) y SSl.
Indometacina (Sigma) se suspendid en carboximetilcelulosa. Los farmacos se

administraron por via oral (p.o.).
5.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA.

La actividad antinociceptiva se evalué utilizando el modelo de Disfuncién Inducida por
Dolor (Pain-Induced Functional Impairment in the Rat, Lépez-Muioz y col., 1993b).

Los animalés se introdujeron en una camara de vidrio (Pyrex) saturada con vapor de éter
para inducir anestesia. La nocicepcion fue inducida por medio de una inyeccion intra-
articular de 0.05 mL de &cido urico al 30% suspendido en aceite mineral en la articulacion
fémur-tibio-rotular de la extremidad posterior derecha de la rata. La suspensién de acido
trico fue preparada en una capsula (_Pyrex) adicionando 3.0 g de acido urico y 10 mL de

aceite mineral y se mezclaron con mortero.
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La inyeccion intra-articular se realizé utilizando una jeringa de vidrio de 1 mL (Becton

Dickinson LTDA, Brasil) con una aguja de 5mm (Figura 9).

Figura 9. Modelo experimental para inducir dolor. En el panel A se muestra ia
inyeccion intra-articular en la extremidad posterior derecha de la rata en la
cual se administré el acido urico al 30%. En el panel B se muestra la
articulacion fémur-tibio-rotular de la rata.

Inmediatamente después se colocd un electrodo en cada una de las extremidades
posteriores de las ratas (Figura 10). Tras recuperarse de la anestesia, las ratas fueron
colocadas en un cilindro de acero inoxidable de 30 centimetros de diametro que gira a 4
rpm que hace que las ratas caminen sobre este por periodos de 2 minutos cada 30
minutos durante 6.5 horas (Figura 11). Para el caso de este modelo, no se requieren los
periodos de entrenamiento previos puesto que los animales se adaptan en los primeros
minutos a éste. El tiempo de contacto de cada electrodo con la superficie del cilindro se
cuantifica en una computadora. Cuando el electrodo que se encuentra en la extremidad
del animal hace contacto con la superficie del cilindro, un circuito permanece cerrado y de

esta manera se determina el tiempo que dicho circuito permanece cerrado.

Figura 10. El electrodo se coloca en Figura 11. Cilindro rotatorio que gira
cada una de las extremidades adrpm.
posteriores. 24



Después de la inyeccion de acido Urico, las ratas desarrollaron una disfuncién progresiva
de la extremidad. Aproximadamente 2.5 horas después de la administracién de acido
urico, el tiempo de contacto de la extremidad lesionada es cero.

Una vez que la disfuncién de la extremidad lesionada fue cero se administraron rofecoxib
y tramadol de forma individual o en combinacién (simultanea), al momento de administrar
los farmacos se considera a éste el tiempo cero y se inicia la evaluacion de la actividad
antinociceptiva de los farmacos cada 30 minutos por un periodo total de 4 horas. Esto
permite la realizacion de cursos temporales de los farmacos en el mismo animal de
experimentacion.

La antinocicepcion se visualiza como una recuperacion de la funcionalidad de la
extremidad lesionada. Los datos se expresan como un porcentaje del indice de
funcionalidad (% L.F.), el cual se obtiene dividiendo el tiempo de contacto de la extremidad
lesionada (derecha) con la superficie del cilindro entre el tiempo de contacto de la
extremidad control (izquierda) multiplicado por cien.

La induccién de la nocicepcion fue inevitable para el proposito de este estudio pero se
tuvieron todos los cuidados necesarios para evitar un sufrimiento innecesario en los

animales. Todos los experimentos fueron realizados de 1:00 pm a 7:00 pm.

5.4 DISENO DE EXPERIMENTOS.

Se evaluaron los efectos antinociceptivos producidos por rofecoxib y tramadol
administrados tanto individualmente como en combinacién. Primero se evaluaron las
dosi§ de 1.1, 1.8, 3.2, 5.6, 10.0, 17.8, 32.6 y 56.2 mg/Kg de rofecoxib y las de 1.8, 3.2,
5.6, 10.0, 17.8, 32.6 y 56.2 mg/Kg de tramadol que se administraron a un grupo de 6
animales por dosis para obtener las curvas dosis-respuesta correspondientes (tabla1).
Las dosis de 3.2, 5.6, 10.0, 17.8 mg/Kg de rofecoxib fueron combinadas con las dosis de
3.2, 5.6 y 10.0 mg/Kg de tramadol para obtener un total de 12 combinaciones (tabla 2).
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Tabla 1. Disefio de experimentos para la elaboracién de las curvas dosis respuesta de cada

farmaco.
Curvas Dosis-Respuesta
Rofecoxib Tramadol
Experimento Dosis No. animales | Experimento Dosis No. animales

{mg/Kg) (mg/Kg)
1 11 6 9 1.8 6
2 1.8 6 10 3.2 6
3 3.2 6 11 5.6 6
4 5.6 6 12 10.0 6
5 10.0 6 13 17.8 6
6 17.8 6 14 32.6 6
7 326 6 16 56.2 6
8 56.2 6

Tabla 2. Disefio de experimentos para la evaluacién de las 12 combinaciones de rofecoxib +

tramadol.
Combinaciones
Experimento Rofecoxib (mg/Kg) Tramadol (mg/Kg) No. animales
16 3.2 3.2 6
17 3.2 5.6 6
18 3.2 10.0 6
19 5.6 3.2 6
20 5.6 5.6 6
21 56 10.0 6
22 10.0 3.2 6
23 10.0 586 6
24 10.0 10.0 6
25 17.8 32 6
26 17.8 5.6 6
27 17.8 10.0 6
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5.5 EVALUACION DE LOS EFECTOS ADVERSOS GASTRICOS.
EROSIONES Y ULCERAS GASTRICAS INDUCIDAS POR LA COMBINACION.

Para evaluar los posibles efectos adversos gastrointestinales generados por la
coadministracion de rofecoxib y tramadol, se utilizaron ratas Wistar hembra con un peso
de entre 150 y 180 g. Se administré una dosis de 20 mg/Kg de indometacina a un grupo
de seis animales para generar el 100% de ulceras gastricas (Lee y col., 1971; Déciga-
Campos y col., 2003a). Se administraron por via oral: tramadol (17.8 mg/Kg), rofecoxib
(10 mg/Kg), solucion salina isotonica (vehiculo) y la combinacion de tramadol + rofecoxib
(17.8 mg/Kg y 10 mg/Kg respectivamente) a grupos de seis animales. Los experimentos

se realizaron de la siguiente manera:

Evaluacion de efectos
adversos gastricos

T T
8 = v -
Control positivo Control negativo Rofecoxib Tramadol Rofecoxib +
Indometacina SSi (10 mg/Kg) (17.8 mg/Kg) Tramadol
(20 mg/Kg) (mismas dosis)
A
Grupos de 6
animales
25h
Y
Segunda

administracion

v 25h

Evaluacion de uiceras
y erosiones gastricas

Figura 12. Disefio expernmental para la evaluacion de efectos adversos
gastrointestinales.

Cada grupo experimental recibi6 una segunda administracion del mismo farmaco,
vehiculo 0 combinaciéon, a las mismas dosis, 2.5 horas después de la primera
administracion.
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Cinco horas después de la primera administracion, los animales fueron sacrificados y se
les extrajeron los estdmagos para su evaluacion y determinacion del dafo gastrico. Cada
estomago fue llenado con 4 mL de formol al 2% (con la finalidad de fijar las lesiones) y se
abrié por la curvatura menor para observar las lesiones. Se cuantificé el numero de
Ulceras que incluye tanto Ulceras superficiales en la mucosa como tlceras profundas. Las
erosiones ée contaron como pliegues en la mucosa que presentaron dafo en la superficie
del tejido del estébmago.

La severidad del dafto gastrico inducido por cada uno de ios tratamientos fue calculada
como una relacion del nimero de lesiones (Ulceras o erosiones gastricas) generadas por
cada tratamiento (f&rmaco administrado individualmente o en combinacion) entre el
namero de lesiones producidas por indometacina (100% de dafo gastrico). La suma del
area de todas las lesiones se define como el indice de ulcerogenicidad. Se calculd el

porcentaje de dafo gastrico mediante la siguiente ecuacién:

% Dao aqastrico = X 100

Donde IUT es el indice ulcerogénico del tratamiento (mm?) e iUl es el indice ulcerogénico

de indometacina (mm?) (Lee y col., 1971).

5.6 PRESENTACION DE LOS DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO.

5.6.1 Cursos temporales y areas bajo la curva.

Los datos de la evaluacion de la actividad antinociceptiva son expresados como el
porcentaje de indice de funcionalidad (% I.F.). La antinocicepcion fue estimada
como la recuperacion del % 1L.F_, el cual se calcula mediante la siguiente ecuacion:

%IF. = Tiempo de contacto de la pata con ac. Urico X 100
Tiempo de contacto de [a pata control

El efecto antinociceptivo acumulado durante las 4 h de evaluacién fue determinado
como el drea bajo la curva (ABC) del curso temporal para obtener la curva dosis-
respuesta correspondiente y para analizar el efecto antinociceptivo total de cada
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uno de los farmacos administrados individualmente o en combinacion (Lopez-
Mudoz y col., 1993b). (Figura 13).

L“‘; 100 Administracion
= )

= 80 del farmaco
G

g 60 ABC
]

5 40

e

S 20

[ =

<

-3 -2 -1 0 1 2 3 4

Tiempo (h)

Figura 13. Determinacion del ABC en un curso temporal en el
modelo PIFIR. El ABC obtenida durante las 4 horas del
experimento representa el efecto antinociceptivo total de!
farmaco. La antinocicepcion se expresa como % |.F.

5.6.2 Sinergismo de las combinaciones de rofecoxib y tramadol.

El sinergismo entre rofecoxib y tramadol fue determinado mediante el empleo de el
analisis de superficie de interaccién sinérgica (Lépez-Munoz y col., 1894). El area
bajo ia curva (ABC) fue calculada para cada uno de los farmacos administrados
individualmente y sus combinaciones. El ABC se obtuvo por el método trapezoidal
(Rowland y Tozer, 1989).

Para realizar la grafica que muestra la superficie de interaccién sinérgica se
calcularon los efectos esperados de las combinaciones debidos a la suma de los
efectos individuales de cada farmaco (ABC esperado). Posteriormente se sustraen
los valores de ABC esperado de los valores de ABC experimentales y se tienen los

valores atribuibles tnicamente a la combinacién de éstos farmacos:

ABC combinacitn = ABCexperimentai — ABCasperad

De ésta manera se grafican los valores de ABCcompinacion ¥ @l unir los puntos se

tendra la superficie de interaccion sinérgica (SIS). Si la superficie se encuentra por
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encima del plano, el sinergismo que presenta la combinacién es una potenciacion.
Por el contrario, si la superficie esta por debajo del plano el sinergismo que se
tiene es un antagonismo, si la superficie se encuentra sobre el plano, esto nos
indica que el sinergismo encontrado para la combinacién es una sumacion (Figura
14).

Figura 14. Superficie de interaccion sinérgica para un efecto sinérgico de tipo
potenciacién (A), sumacién (B) o antagonismo (C).

Se calculd la DEs, para cada farmaco mediante el analisis de regresion lineal de 1a
porcion recta de cada curva dosis-respuesta. Se construyé un isobolograma
empleando las DEs, de los farmacos administrados individualmente o en
combinacién. Los vaiores de DEg, t error estandar (e.e.) para rofecoxib
administrado individualmente fueron graficados en el eje de las x mientras que, los
valores de DEg, t e.e. para tramadol fueron graficados en el eje de las y; el punto
tedrico de aditividad se calculé de acuerdo al método propuesto por Tallarida y col.
(1989).

5.6.3 Analisis estadistico.

Los resultados se expresan como el promedio t el error estandar (e.e.) de la
media aritmética de al menos 6 animales por cada grupo. La significancia entre
dos grupos se determiné mediante una prueba de "t" de Student. Para determinar
la significancia entre mas de dos grupos se realizdé un analisis de vananza
(ANOVA) de una via seguida de una prueba de Dunnet. En todos los andlisis
estadisticos una p < 0.05 se considero6 significativa (Lépez-Mufioz, 1994).
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6. RESULTADOS.

6.1 EVALUACION DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO GENERADO POR LA ADMINISTRACION
INDIVIDUAL O EN COMBINACION DE ROFECOXIB Y TRAMADOL.

6.4.1 EFECTO DEL ACIDO URICO Y EL VEHICULO.

El acido drico induce una disfuncion total de la extremidad posterior derecha (%I.F. = 0)
en un periodo de 2.5 horas y ésta disfuncién se mantiene durante todo el experimento (4
h), 1a administracién intra-articular de aceite mineral no produce disfuncién alguna en la
extremidad administrada. Los vehiculos, SSI y carboximetilcelulosa, se administraron por
separado a dos grupos experimentales los cuales no mostraron recuperacion alguna de ia
disfuncion, es decir, el %l|.F. se mantuvo en cero. La administracién de rofecoxib y
tramadol, a las dosis empleadas, no afectan la habilidad de las ratas para caminar al
compararse con el grupo experimental que recibié solamente vehiculo. La figura 15

muestra los cursos temporales obtenidos de los parametros de control del modelo PIFIR
para este estudio.

100 A /E
g 56 3 W
=
:‘g 60 o
F;?- 40 - Administracion (SS1 y CMC)
3
c 20 o
=
< 0 - R B By B e
-20 7 7 v 7 T 7 3
-3 -2 -1 o 1 2 3 4
Tiempo (h)

—~¢— Aceite mineral i.a.

—e— Acido arico al 30% i.a.

—gr-—~ Solucion salina isoténica (SSl) p.o.
—im— Carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5% p.o.

Figura 15. Par&metros control en el modelo PIFIR. Los datos se expresan como el
promedio de 6 animales + e.e.
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6.1.2 EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LOS FARMACOS ADMINISTRADOS DE FORMA INDIVIDUAL.

6.1.2.1. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE ROFECOXIB.

En la figura 16 se muestra el curso temporal del efecto antinociceptivo de rofecoxib (p.o.)
a dosis de 1.8, 3.2, 5.6,10.0, 17.8, 32.6 y 56.2 mg/kg evaluado en un modelo de dolor de
tipo artritis gotosa. E! efecto maximo, para las dosis, se alcanzd entre 3 y 3.5 horas
después de la administracion. Se observa claramente que rofecoxib produce un efecto

antinociceptivo dependiente de la dosis.

100
80
. 60
W _
= —+— ROF 1.8 mg/Kg
S 40 ROF 3.2 mg/Kg
ROF 5.6 mg/Kg
20 ROF 10.0 mg/Kg
—— ROF 17.8 mg/kg
—e— ROF 32.6 mg/Kg
0 —— ROF 56.2 mg/Kg
0 1 2 3 4
Tiempo (h)

Figura 16. Curso temporal del efecto antinociceptivo de rofecoxib. La antinocicepcion se
visualiza como el porcentaje de indice de funcionalidad {%lI.F.). Los datos se expresan como
el promedio de 6 ratas + e.e. ROF = Rofecoxib.

6.1.2.2. EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE TRAMADOL.

La figura 17 muestra el curso temporal del efecto antinociceptivo de tramadol (p.o.) a
dosis de 1.8, 3.2, 5.6,10.0, 17.8, 32.6 y 56.2 mg/kg evaluado en un modelo de dolor de
tipo artritis gotosa. Se observa que la dosis mas alta administrada de éste farmaco genera
la mitad del efecto total que puede alcanzarse en este modelo. Tramadol produce un

efecto antinociceptivo dependiente de la dosis.
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Figura 17. Curso temporal del efecto antinociceptivo de tramadol. La antinocicepcion se
visualiza como el porcentaje de indice de funcionalidad {%! F.). Los datos se expresan como
el promedio de 6 ratas + e.e. TRA = Tramadol.

6.1.2.3. CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE ROFECOXIB Y TRAMADOL.

En la figura 18 se muestran las correspondientes curvas dosis-respuesta tanto para

rofecoxib (p.0.) como para tramadol (p.0.). Ambos farmacos incrementan su efecto

antinociceptivo de manera dosis-dependiente. Rofecoxib presenta un efecto maximo
301.08 + 6.64 unidades de ABC mientras que tramadol presenta un efecto maximo

179.21 + 15.99 unidades de ABC, esto indica que rofecoxib presenta mayor eficacia

de
de

antinociceptiva que tramadol en las condiciones experimentales establecidas en este

modelo pues el efecto antinociceptivo generado por rofecoxib es casi el doble del que

genera tramadol. La DEsg para rofecoxib fue de 6.4 mg/Kg lo que indica que éste es casi

dos veces mas potente que tramadol cuya DE5sQ fue de 11.2 mg/Kg.

33



ROFECOXIB TRAMADOL A
Dosis ABC Dosis ABC
(mg/Kg) xtee. {mg/Kg) xtee.

1.78 35.76 + 11.37 1.78 0+0
3.20 89.36 + 17.32 3.20 1.97 £ 0.81
5.60 151.48 + 12.53 5.60 43.0 + 9.44
10.00 219.67 £ 5.44 10.00 99.34 +15.78
17.80 28022 +17.56 17.80 139.69 + 23.39
32.60 29243 + 3.57 32.60 169.67 + 25.30
56.20 301.08 + 6.64 56.20 179.21 + 15.99

— B

O 400

1] o b

<

=~ m Tramadol

z

© 300 PO £

O

o

w

o

o 200

[¢]

z

=

Z 100

0 2
100
DOSIS (mglkg)

Figura 18. En el panel A se muestran los datos obtenidos tras la
administracion oral de rofecoxib y tramadol para la realizacion de las curvas
dosis-respuesta correspondientes. En el panel B se muestra el efecto
antinociceptivo de rofecoxib y tramadol en el modelo PiFIR. La respuesta
es expresada en el eje y como el area bajo la curva producida durante las 4
horas del experimento, es decir el ABC total. Los datos se expresan como

el promedio de 6 animales * error estandar.

6.1.3 EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LAS COMBINACIONES.

La figura 19 muestra el efecto antinociceptivo de las doce combinaciones de rofecoxib y

tramadol. En todas las figuras se puede observar que el efecto de rofecoxib no varia en

gran medida al coadministrarlo con las dosis crecientes de tramadol.
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Figura 19. Cursos temporales del efecto antinociceptivo de la coadministracion de rofecoxib a una
dosis de 3.2 mg/Kg + 3.2, 5.6 y 10.0 mg/Kg de tramadol (panel A). El panel B muestra la combinacién
de rofecoxib 5.6 mg/Kg + 3.2, 5.6 y 10.0 mg/Kg de tramadol. El curso temporal de la coadministracion
de rofecoxib 10.0 mg/Kg con ias mismas tres dosis de tramadol utilizadas en los dos casos anteriores
esta indicado en el panel C mientras que en el panel D se observa el curso temporal de rofecoxib
17.78 mg/Kg siguiendo el mismo patrén de combinacién con las tres dosis de tramadol empleadas. La
antinocicepcion se indica como el porcentaje de indice de funcionalidad (%l.F.). Los datos se
expresan como el promedio de 6 ratas * e.e.
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En la tabla 3 se muestran los valores de ABC obtenidos para cada una de las 12
combinaciones de rofecoxib y tramadol evaluadas en el modelo PIFIR.

Tabla 3. Disefio experimental y valores de area bajo la curva obtenidos para
las 12 combinaciones de rofecoxib y tramadol. Los datos se expresan como
el promedio de 6 animales + error estandar.

Combinacién Rofecoxib Tramadol ABC t e.e.
1 32 32 87.22 + 15.47
2 3.2 5.6 87.54 + 18.07
3 3.2 10.0 131.40 £ 19.85
4 56 3.2 167.21 £ 26.46
5 5.6 56 173.32 £ 30.12
6 5.6 10.0 151.52 + 30.70
7 10.0 3.2 14465 + 18.29
8 10.0 56 143.82 + 12.66
9 10.0 10.0 208.68 + 32.66
10 17.8 3.2 235.48 +28.94
1" 17.8 5.6 190.88 + 27.61
12 17.8 10.0 275.38 £ 33.17

6.1.3.1 COMPARACION DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LA COADMINISTRACION DE
ROFECOXIB Y TRAMADOL CON RESPECTO AL VALOR ESPERADO.

La tabla 4 muestra los valores tedricos de los efectos aditivos esperados y los valores
obtenidos experimentalmente de las doce diferentes combinaciones de rofecoxib y
tramadol. En todos los casos se observa que los efectos antinociceptivos obtenidos son
menores o similares a los esperados propios de la suma de los efectos individuales tanto
de rofecoxib como de tramadol. En ninguno de los casos el valor experimental supera al

valor tedrico de la suma de ambos efectos individuales.
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vabla 4. Comparacion del efecto aditvo esperado (ABC tedrico) y el efecto obtenido

experimentaimente de las doce combinaciones de rofecoxib y tramadol.

Dosis de rofecoxib Dosis de tramadol ABC tedrico ABC experimental
(mg/Kg) (mg/Kg) error experimental
3.2 32 91.33 87.22+ 15.47
32 5.6 132.36 87.54 + 18.07
3.2 10 188.7 131.40 + 19.85
5.6 3.2 153.45 167.21 + 26.46
5.6 5.6 194.48 173.32 £ 30.12
5.6 10 250.82 151.52 + 30.70
10 3.2 221.64 144.65 + 18.29
10 5.6 262.67 143.82 + 12.66
10 10 319.01 208.68 + 32.66
17.8 3.2 282.19 235.48 £ 28.94
17.8 5.6 323.22 190.88 + 27.61
17.8 10 379.56 275.38 + 33.17

En las figuras 20 y 21 se muestra el ABC de dos de las combinaciones (8 v 11) que
presentan una diferencia estadisticameme significativa mayor con respecto a los valores
de ABC esperados, asi como los respectivos cursos temporales. El efecto antinociceptivo
de estas dos combinaciones es menor a la suma tedrica de efectos individuales e

inclusive menor al efecto antinociceptivo individuai de rofecoxib.

400- *kk A 4o - B

g

Antinocicepcién (ABC)
3

o
p———

L BTl e ol
178mgKg 56mgkg deefectos

10mgKg 56mgkyg deefectos

Figura 20. Valores de ABC experimental para rofecoxib, tramadol, la combinacién de ambos y la suma
tedrica de efectos individuales de cada farmaco. En el panel A se muestra la combinacién de rofecoxib 10
mg/Kg y tramadol 5.6 mg/Kg mientras que en el panel B se muestra la combinacion de rofecoxib 17.78
mg/Kg y tramadol 5.6 mg/Kg. Los datos se expresan como el promedio de 6 animales + error estandar.
Diferencia estadisticamente significativa, ANOVA de una via, p<0.001.
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Figura 21. Cursos temporales de dos combinaciones de rofecoxib +
tramadol, en el panel A se muestra la combinacioén de rofecoxib 10 mg/Kg
+ tramadol 5.6 mg/Kg, mientras que en el panel B se observa la
combinacion de rofecoxib 17.8 mg/Kg + tramadol 5.6 mg/Kg. En ambos
casos el % |.F. generado por la combinacion es menor que el % I.F. que
presenta rofecoxib administrado individuaimente durante las 4 horas del
experimento. La diferencia entre ambos cursos temporales es
estadisticamente significativa, p<0.05.
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6.1.3.2 ANALISIS DE SUPERFICIE DE INTERACCION SINERGICA.

La figura 16 muestra el efecto antinociceptivo generado por las doce combinaciones y por
los farmacos administrados individualmente, en una grafica tndimensional. El eje y
representa el ABC total obtenido de cada curso temporal, el eje x muestra las dosis de

tramadol administradas simultaneamente con las dosis de rofecoxib (eje z).

El efecto del rofecoxib disminuyé, en la mayona de los casos, a medida que se aumento
la dosis de tramadol. En la figura 22 se observan los valores de ABCcombinacion que
resultaron de la sustraccién de los efectos antinociceptivos generados por cada farmaco
administrado individualmente (ABCeseraao) @ los efectos antinociceptivos que produjeron

las combinaciones de rofecoxib y tramadol a las dosis evaluadas (ABCeyperimentat)-

6n (ABC)

Antinocicepci

Figura 22. Efecto antinociceptivo de las dosis administradas de rofecoxib,

tramadol y las combinaciones de éstos. Los datos se muestran como fa media
de 6 animales + e.e.
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T

Antinocicepcién (ABC)

Figura 23. Valores de ABC de las combinaciones que surgen como resultado
de la sustraccion del ABCes, al ABCupermenar. LOS datos se muestran como

la media de 6 animales £ e.e.
a. Combinaciones que generan antagonismo, diferencia estadisticamente
significativa (ANOVA de una via, p<0.05).

Tras la unién de los puntos de la figura 17 se obtiene la superficie de interaccion sinérgica
(SIS) entre rofecoxib y tramadol (Figura 18). Mediante el empleo de ésta grafica se puede
visualizar el tipo de interaccién de los farmacos. Si los valores obtenidos son mayores a
cero se considera como una potenciacion del efecto, si los valores obtenidos son iguales
a cero se considera Unicamente una suma de los efectos individuales. La superficie
obtenida se desplaza por debajo del plano lo que sugiere que la combinacién de éstos
farmacos genera efectos antinociceptivos menores a los propios de la adicion. Aunque
existen dos combinaciones que presentan efectos de tipo aditivo.
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Antinocicepcién (ABC)

Figura 24. Superficie de Interaccién Sinérgica (SIS) entre rofecoxib y tramadc!.

6.1.3.3 COMBINACIONES QUE PRESENTAN EFECTOS ANTINOCICEPTIVOS DE TIPO ADITIVO.

De las doce combinaciones evaluadas, se encontraron tres de ellas (3, 4 y 5) que
presentan efectos antinociceptivos de tipo aditivo. Los datos experimentales generados de
dichas combinaciones se indican en la siguiente tabla 5:

Tabla 5. Tres de las combinaciones de rofecoxib + tramadol que generan efectos antinociceptivos
de tipo aditivo. 2ABC del curso temporal (efecto antinociceptivo total durante el pericdo de
evaluacion. "Diferencia estadisticamente significativa, ANOVA de 1 via, p<0.05.

Farmaco Dosis (mg/Kg) ABC (x t e.e.)’ Eméx (%I1.F.)
Rofecoxib 32 89.36 + 17.32 40.28 + 8.30
Tramadol 10.0 99.34 + 15.78 35141184
Rofecoxib + Tramadol 3.2+10.0 131.40 + 19.85b 49.36 + 9.54
Rofecoxib 56 151.48 £ 12.53 47.51 £ 12.07
Tramadol 32 197+ 0.81 1.99+124
Rofecoxib + Tramadoi 56+32 167.21 £ 26.46b 57.29+13.51
Rofecoxib 56 151.48 + 12.53 47.51+12.07
Tramadol 56 43+9.44 17.76 £5.92
Rofecoxib + Tramadol 56+56 173.32 £ 30.12b 52.89+924

41




6.1.3.4 ISOBOLOGRAMA DE LA COADMINISTRACION DE ROFECOXIB Y TRAMADOL.

Otro de los métodos utilizados para identificar el tipo de sinergismo que existe entre los
dos farmacos seleccionados es el isobolografico. El isobolograma (Figura 25) muestra la
interaccion antinociceptiva entre rofecoxib y tramadol en el modelo de disfuncién inducida
por dolor (PIFIR). Las lineas horizontal y vertical indican las dosis de rofecoxib y tramadot
respectivamente. La linea transversal que une el eje x con el eje y es la linea aditiva
tedrica. El punto que esta en medio de ésta linea es la suma teérica calculada a partir de
las DEs; de cada farmaco. El punto experimental localizado por encima de la linea aditiva

indica una interaccion de tipo antagonico.
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Figura 25. Isobolograma que muestra la interaccion analgésica de rofecoxib y tramadol en el modelo
PIFIR. Las lineas horizontal y vertical muestran las dosis de cada farmaco. La linea oblicua entre
ambos ejes (DEs, de cada fanmaco) representa la suma tedrica. Ei punto que esta a la mitad de a
linea es la suma tedrica calculada a partir de las DEsy, de cada farmaco. *E! punto experimental
localizado por encima de Ia linea aditiva indica una interaccion de tipo antagénico (p> 0.05)
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6.2 EVALUACION DE EFECTOS ADVERSOS GASTRICOS PRODUCIDOS POR LA

COADMINISTRACION DE ROFECOXIB Y TRAMADOL.
6.2.1 ULCERAS GASTRICAS Y EROSIONES INDUCIDAS POR INDOMETACINA.

La indometacina es considerada como el compuesto con mayor potencia ulcerégenica y
es por eso que la administracion oral de éste farmaco es tomado como control positivo del
ensayo. Los efectos adversos causados por indometacina se consideraron como el 100%
del dafo gastrico en términos de erosiones y Ulceras gastricas. Las erosiones se
observan como ligeros pliegues ocasionados por la destruccion de la barrera de mucosa.
Las ulceras se observan como lesiones en forma de crater, superficiales y profundas
circunscritas en fa mucosa del estdmago, incluso algunas de ellas perforaron la mucosa.
Con la administracion de indometacina también se observd la presencia de hemorragia
gastrica.

Por otro lado, la administracion de SSI p.o. no produjo ningun efecto adverso gastrico por

lo que se consider6 como control negativo (Figura 26).

/ — A B

100

% Dafo Gastrico

o B & 38 8

o L

Sy  Incorretecina

Figura 26. El panel A muestra el daflo gastrico de los controles del experimento. En el panel B
(izquierda) se muestra el estémago que corresponde a una rata a la cual se le adminique
recibié indometacina, el estbtmago que se muestra en el panel B (derecha) corresponde a una
rata a la cual se le administré SSI (vehiculo en el cual se disolvieron los farmacos evaluados).
Nétese que no se observan lesiones en éste uitimo con respecto al de indometacina.
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6.2.2 DANO GASTRICO GENERADO POR LA ADMINISTRACION ORAL DE ROFECOXIB, TRAMADOL
Y LA COMBINACION DE ESTOS.

Se eligieron tres parametros para hacer la evaluacion de los efectos adversos géstricos
generados por la administracion individual y en combinacion de los farmacos, estos
parametros fueron el nimero de erosiones géastricas, nimero de Ulceras gastricas y el
area total de las ulceras en todo el estdmago. Los datos experimentales se presentan en

la figura 27 y se comparan con los respectivos controles.
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Figura 27. Graficas que representan el daflo gastrico generado por dos administraciones de
rofecoxib (17.8 mg/Kg) p.o., tramadol (10 mg/Kg) p.o. o la combinacién de rofecoxib y
tramadol. Se administré también el vehiculo (SSI) e indometacina (20 mg/Kg) p.o. que
fueron tomados como controles negativo y positivo respectivamente. Andlisis estadistico,
ANOVA de 1 via seguida de una prueba de Dunnet. p<0.05 representa una diferencia
estadisticamente sianificativa
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Por Ultimo se muestran los porcentajes de dafio gastrico para cada tratamiento, los datos
sugieren que la coadministracién de rofecoxib y tramadol potencia los efectos adversos

gastricos que produce rofecoxib por via oral (Figura 28).
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Figura 28. Porcentajes de dafio gastrico relativos al control positivo de

indometacina el cual se tomo6 como 100%, mientras que el control negativo de
S8t se tomo como 0%.
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7. DISCUSION.
7.1 EL MODELO EXPERIMENTAL PIFIR.

E! modelo de nocicepcién experimental llamado “Disfuncién Inducida por Dolor en Rata”
(PIFIR, por sus siglas en inglés) produce un tipo de dolor similar al provocado por una
patologia en el humano que esta relacionada con el metabolismo de las purinas y se debe
a la acumulacién de acido urico en las articulaciones por un incremento en la produccién
de acido Urico y/o a una disminucion en su excrecioén, que trae como consecuencia una
deposicion de cristales de urato en las articulaciones (Insel, 1996). Se ha demostrado que
los cristales de urato inducen una respuesta inflamatoria asociada al dolor (Rang y col,,
1995). También se induce la infiltracion de granulocitos que fagocitan a dichos cristales.
Ademas, de la liberacion de bradicinina, histamina, leucotrienos, PGs y citocinas como
TNF-qa, algunas interleucinas y otros mediadores del dolor y la inflamacion (Terkeltaub,
1992).

El modelo PIFIR se utilizdé porque permite la evaluacién de un curso temporal de los
efectos antinociceptivos en el mismo animal y en ninguna de las condiciones dadas para
los experimentos se genera condicionamiento en el animal por aprendizaje ademas de

que el modelo posee alta sensibilidad (Lopez-Mufioz y col., 1993b).

7.2 SELECCION DE LOS FARMACOS Y LAS DOSIS.

La razén por la cual se empleé tramadoi es porque es un opioide atipico que puede
generar efectos sinérgicos positivos al combinarse con rofecoxib, un inhibidor
preferentemente selectivo de COX-2 que el afo pasado era ampliamente utilizado en el

tratamiento del dolor en nuestro pais.

Las dosis utilizadas para la elaboracién de las curvas dosis-respuesta de cada uno de
los farmacos (rofecoxib y tramadol) se calcularon en incrementos de 0.25 unidades en la
escala logaritmica. Las dosis utilizadas para obtener el perfil de combinaciones para su
posterior analisis (superficie de interacciéon sinérgica) se seleccionaron de las curvas

dosis-respuesta respectivas. La dosis maxima empleada para rofecoxib fue de 17.78
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mg/Kg. Esta dosis puede parecer alta ya que los efectos anti-inflamatorios de rofecoxib se
presentan a la dosis de 10 mg/Kg (Wallace y cols., 1999; Wallace, 2001), sin embargo, la
dosis de 17.78 mg/Kg produjo aproximadamente el 75% de antinocicepcién para este
modelo. Para el caso de tramadol, la dosis maxima empleada fue de 10.0 mg/Kg que

genera el 25% del efecto antinociceptivo total que puede alcanzarse en este modelo.

7.3 INTERACCION SINERGICA DE ROFECOXIB Y TRAMADOL.

Los resultados mostraron que la combinaciéon de rofecoxib y tramadol produce una
interaccién sinérgica que, en la mayoria de las combinaciones, se visualiza como un

antagonismo.

Se han realizado pocos estudios en cuanto a combinaciones de farmacos anaigésicos y
muy pocas de éstas han demostrado efectos sinérgicos de tipo potenciacién, como es el
caso de farmacos opioides, principalmente morfina, con algunos AAINEs (Lépez-Mufioz v
col., 1993a, 1994. Lopez-Mufoz, 1994; Salazar y col., 1995; Maves y col., 1994; Sandrini
y col., 1998; Taylor y col., 1998; Déciga-Campos y col., 2003a; Lépez-Munoz y col., 2003).

Recientemente se demostré que la combinacién de morfina, un opioide, y el inhibidor
preferentemente selectivo de COX-2, rofecoxib, genera una potenciacién del efecto
antinociceptivo. Ademas la combinacion de morfina + rofecoxib redujo de forma
significativa, los efectos adversos gastrointestinales que genera rofecoxib administrado
individualmente (Déciga-Campos y col., 2003a), lo cual esta de acuerdo con los

resultados obtenidos en este trabajo.

En este modelo el rofecoxib produjo un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis. De
esta manera, los datos obtenidos en este estudio concuerdan con los reportados para
otros AAINEs (Ventura y cols., 2000), que demuestran la contribucion local de COX-2 en
el modelo PIFIR y que sugieren que las PGs sintetizadas por COX-2 tienen un papel muy
importante en eI.proceso nociceptivo inducido por acido Urico en fa articulacion fémur-
tibio-rotutar.
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Se sabe que los AAINEs, como el rofecoxib, actiian inhibiendo la actividad de la enzima
COX (Vane, 1971) y de ésta manera, la sintesis de PGs. La administracion sistémica de
AAINEs tales como paracetamol, acido acetilsalicilico o dipirona generan efectos
antinociceptivos contundentes en el modelo PIFIR. Asi mismo, se ha demostrado que al
utilizar éste tipo de inhibidores no selectivos de COX, las PGs involucradas en este
modelo de nocicepcion se encuentran tanto a nivel central como a nivel periférico
(Ventura y col., 2000). Existen dos isoformas de la enzima COX: la primera es la isoforma
constitutiva y distribuida en todos los tejidos llamada COX-1. La segunda, COX-2, es la
isoforma inducible y se encuentra de forma predominante en los sitios de inflamacion

(Jouzeau y col., 1997; Vane y col., 1998).

Los AAINEs preferentemente selectivos de COX-2 producen efectos analgésicos y anti-
inflamatorios similares a los AAINEs tradicionales (Jackson y Hawkey, 2000). Uno de
éstos farmacos que inhiben COX-2 de manera preferente mas no selectiva es el
rofecoxib, aprobado en 1999 por FDA. Las concentraciones requeridas para inhibir la
actividad de COX-2 en un 50% (Clso) son de 0.018-0.046 ymol/L mientras que, las Cls
para inhibir la actividad de COX-1 son mayores a 50 mol/L. Rofecoxib iiene una
selectividad por COX-2 1000 veces mayor que por COX-1 (Ehrich y col., 1999: Chan vy
col., 1999).

Para el caso del tramadol también se observé un efecto antinociceptivo dosis-dependiente
aunque, menor que el que produce rofecoxib para este modelo. Tramadol produjo un
efecto antinociceptivo de aproximadamente 48% para este modelo y a la dosis mas alta
evaluada en éste trabajo. Estos datos concuerdan con estudios previos realizados para
tramado! en el modelo PIFIR (Lopez-Muioz y col., 2004).

Uno de los propositos de este estudio fue el identificar las posibles interacciones entre
rofecoxib y tramadol en el modelo PIFIR, puesto que algunas de las combinaciones de
opioides con AAINEs han demostrado generar efectos antinociceptivos superiores a los
efectos aditivos. Mas alla de este hecho, la combinaciéon de rofecoxib con morfina
demostro tener expectativas para su aplicacién en la clinica debido a la potenciacion del
efecto antinociceptivo que genera (Déciga-Campos y col., 2003a). Asi, al plantear este

estudio se busc6é encontrar una posible potenciacion del efecto de la combinacion de
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rofecoxib y tramadol y lograr reducir los efectos adversos al disminuir las dosis de cada

uno de los farmacos.

De las doce combinaciones que se analizaron, cinco presentaron un claro antagonismo
del efecto antinociceptivo (grafica de superficie de interaccion sinérgica). Mientras que
solo tres de las doce combinaciones mostraron efectos aditivos y las combinaciones
restantes generaron un efecto similar al efecto producido por rofecoxib solo. Ademas el
tiempo en el cual se alcanzé el efecto antinociceptivo maximo de éstas combinaciones fue
similar al tiempo del efecto maximo para rofecoxib solo. Esto indica que no se obtuvo un
efecto de sumacion sino solo el efecto de rofecoxib per se. Estos resultados se analizaron
por medio de la grafica de superficie de interaccion sinérgica puesto que nuestro grupo de
investigacion es pionero en la utilizacion de éste método y permite analizar las posibles
interacciones sinérgicas, negativas o positivas, entre dos farmacos de una manera muy
clara. Ef analisis de superficie de interaccion sinérgica en gréafica de superficie es un
método muy utilizado en nuestro gruipo y con el cual se han evaluado varias
combinaciones de farmacos anzlgésicos tales como morfina + dipirona (Lopez-Mufioz,
1994), morfina + aspirina (Lopez-Muiioz y col., 1995b), D-propoxifeno + aspirina (Lopez-
Mufoz, 1995a), morfina + rofecoxib (Déciga-Campos y col, 2003a) y ketorolaco +
tramadol {Lépez-Mufioz y col.,, 2004). En todos los casos, las interacciones sinérgicas
encontradas fueron potenciaciones de los efectos antinociceptivos. Este analisis permite
la evaluacion y determinacion de las dosis en las que deben combinarse dos farmacos
para generar los efectos de potenciacion maximos y otorgar a las combinaciones un atto
potencial en su aplicacién en el tratamiento del dolor. Sin embargo, para el caso de este
estudio los resultados obtenidos no proporcionaron una posible aplicacion de ésta
combinacién en la clinica, por el contrario se advierte un efecto negativo al ccadministrar
rofecoxib y tramadol en las dosis utilizadas y para este modelo de nocicepciéon. Aunque
cabe sefalar que no todos los ensayos preclinicos reflejan los posibles resultados en el
humano. Se indica que no es posible generalizar y postular que todas las combinaciones
de AAINESs, y mas especificamente inhibidores preferentemente selectivos, con opioides
‘generan efectos sinérgicos positivos lo cual también tiene una gran relevancia en el
tratamiento del dolor.

Asimismo, como se observa en los resuitados, la magnitud del antagonismo del efecto
antinociceptivo se incrementé a medida que se incrementd la dosis de tramadol, de
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manera que este sinergismo fue dependiente de la dosis. El antagonismo del efecto
antinociceptivo que se produce al combinar rofecoxib y tramadol se confirmé por un
andlisis isobolografico. En un estudio previo, la evaluacién de ésta misma combinacién
produjo similares resultados en el modelo de estiramiento abdominal donde se induce
nocicepcion por la administraciéon de acido acético i.p. (Satyanarayana y col., 2004), lo
cual concuerda con los datos obtenidos en este trabajo.

7.4 EFECTOS ADVERSOS.

Un segundo objetivo en este trabajo fue establecer si los efectos adversos gastricos de
rofecoxib se modificaban al coadministrarlo con tramadol que no posee un potencial

ulcerogénico.

Las dosis empleadas de ambos farmacos para la evaluacion de dafio gastrico fueron de
17.78 mg/Kg para el caso de rofecoxib y de 10 mg/Kg para tramado!, la razdn por la cual
se eligiercn éstas dosis es porque dicha combinacion presenté el efecto antinociceptivo
mayor del perfil de combinaciones evaluado. Los datos muestran que los efectos
adversos pueden verse incrementados al coadministrar rofecoxib y tramadol por via oral.
El area total de Ulceras gastricas fue mayor para el caso de la combinacidn de rofecoxio y
tramadol que la administracién individual de rofecoxib que se sabe tiene potencial como
ulcerogénico (Déciga-Campos y col., 2003a), aunque es menor que el que presentan los
AAINESs tradicionales. Para todos los casos, el daiio gastrico generado por la combinacion
de rofecoxib y tramadol se observé ligeramente mayor que el dafio generado por
rofecoxib solo, aunque no existi6 una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos. Incluso, el nimero de Ulceras que generd ésta combinacién no fue diferente
estadisticamente del nimero de ulceras generado por indometacina (control positivo). Los
resultados sugieren que los efectos adversos gastricos de rofecoxib se potencian al

coadministrario con tramadol p.o.

El objetivo de la terapia combinada es optimizar los regimenes de dosificacién de manera
que pueda obtenerse una buena eficacia y ademas reducir los efectos adversos. Los
efectos adversos mas comunes en pacientes a los que se les administra tramadol son

constipacién, nausea, mareo, vomito, sudoracién y cansancio. A diferencia de morfina,
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tramadol no causa depresion respiratoria relevante en la clinica a las dosis recomendadas
(Dayer y col., 1997).

Algunos estudios han demostrado que las combinaciones de opioides con AAINEs
reducen los efectos adversos gastricos que genera el AAINE administrado
individualmente. Las combinaciones de morfina + rofecoxib y de ketorolaco + tramadol
han demostrado reducir dichos efectos adversos (Déciga-Campos y col., 2003a; Lopez-
Murioz y cols., 2004).

En el futuro se requerira de experimentos posteriores para evaluar el mecanismo por el
cual tramadol, que ng genera dafio gastrico al administrarse p.o., potencia los efectos
adversos gastricos que genera rofecoxib en combinacion. Es interesante sefalar que,
algunos estudios previos han demostrado el efecto protector gastrico de naloxona,
antagonista de los receptores opioides, sobre la induccién de ulceras gastricas por
indometacina lo que nos podria indicar que la activaciéon del sistema opioide podria estar
involucrada en la generacion de Ulceras gastricas por la administracién de AAINEs
(Waisman y col., 1985). Se ha propuesto que la activacion de receptores opioides produce
analgesia al inhibir el sistema GABA en las interneuronas que participan en la via
descendente del dolor (Tortonci y Vanegas, 1995). Se cree que existe una medulacion,
que se produce en las intemeauronas GABA, de los metabolitos del AA (Vaughan v col,,
1997), los autores proponen que los receptores opioides podrian estar acoplados a un
canal de potasio dependiente del voitaje que involucra también al AA, PLA; y 12-
lipooxigenasa. Asi, al disminuir los niveles de PGs que generan dolor o nocicepcion, la
activacion opioide podria disminuir también los niveles de PGs que tienen una funcion
citoprotectora a nivel gastrointestinal.

51



8. CONCLUSION.

Los datos de este trabajo muestran que la coadministracion oral de rofecoxib y tramadol
produce efectos menores a la adicion de los efectos individuales de los farmacos en la
rata. Ademas, existe la posibilidad de que los efectos adversos gastricos de rofecoxib se
potencien al combinarse con tramadol. De acuerdo con los datos obtenidos podemos
sugerir que no todas las combinaciones de opioides con AAINEs, y especificamente las
combinaciones de opioides con inhibidores preferentemente selectivos de COX-2,

generan efectos sinérgicos positivos.

9. PERSPECTIVAS.

El mecanismo por el cual rofecoxib y tramadol tienen una interaccion sinérgica aun no ha
sido demostrado. Algunos estudios han demostrado que la combinaciones de morfina, un
opioide, con algunos AAINEs pueden activar el sistema serotoninérgico (Sandrini y col,,
1998) y el sistema opioide (Maves y col., 1994). El efecto analgésico de tramadol s2
genera principalmente por activacidn de receptores opioides (i, Kk y §) y en menor parte a
la inhibicién de la recaptura de 5-HT y noradrenalina (Dayer y col., 1997). Rofecoxib
produce su efecto analgésico a través de fa inhibicién de la enzima COX pero
recientemente se demostré que existen otros mecanismos que en conjunto generan el
efecto antinociceptivo total de rofecoxib como 1a participacién de la via L-arginina-6xido
nitrico-GMPc-canal de K' sensible a ATP (Déciga-Campos y col., 2003b; 2004b) y
ademas activa el sistema serotoninérgico (Déciga-Campos y col., 2004a). De lo anterior
queda por establecer si algunos de éstos mecanismos estan involucrados en el efecto de
la combinacién rofecoxib-tramadol pues, al saturar uno de los mecanismos pueden darse
efectos negativos, lo que podria estar sucediendo en ésta interaccion. Sin embargo aln
se tienen que realizar estudios posteriores para conocer claramente el mecanismo por el
cual ambos farmacos presentan ésta interaccién sinérgica negativa, sin descartar algunos
otros mecanismos de tipo farmacocinético y/o farmacodinamico que estén involucrados en

dicha interaccion.
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Como productos de este trabajo de ltesis, ya se presentaron en forma parcial dos trabajos
en eventos especializados nacionales y ya fue enviado un articulo a publicacion que esté

en proceso de evaluacion (European Journal of Pharmacology).
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