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INTRODUCCION



El dolor ha sido una de las preocupaciones mas
importantes del hombre. Los testimonios en cuanto a la
omnipresencia del dolor, se encuentran al estudiar la historia de
cualquier raza o civilizacién. Este problema, gque en algun
momento de nuestra vida nos atafie a todos, ha intentado ser
explicado desde diversos puntos de vista : filoséfico, religioso
y cientifico.

No obstante, el dolor sigue ocupando " un lugar
capital en la vida del hombre, en su sentir, en su vivir, en su
destino, en el sentido que este destino tiene " ( 1 ).

Practicamente aun né hay una caracterizacién precisa que
defina esa realidad que 1llamamos dolor, fluctuando desde
considerarla como algo completamente introspectivo, y por 1lo
tanto dificilmente accesible desde el exterior, a tener en cuenta
exclusivamente aquellos aspectos externos que ponen de relieve
que el paciente sufre dolor.

Los diferentes autores que se ocupan del tema, sefialan

las dificultades que existen para definir el término dolor. Asi
Piulachs dice tajantemente : " es imposible definir el dolor "
(2).

Si estudiamos el dolor desde el punto de vista biolégico



estricto, muchas de las dificultades filoséficas del concepto de
" dolor " tienden a desaparecer. El Diccionario de Ciencias
Médicas de 1884, saluda como un gran avance la segregacién
propuesta por Georget del " dolor moral ", reservando el concepto
de dolor, exclusivamente a las " impressions sentiers sur les
extrémités et sur les troncs des nerves ".

El dolor <constituye wuna sefial de alarma para la
proteccién de los seres vivos, frente a los agentes lesivos del
medio ambiente. Es la queja mds comin que motiva a los pacientes
a solicitar cuidados médicos. La literatura estd repleta de
ensayos Y tratados filos6ficos centrados en personajes con
dolor.

Existen diferencias entre el dolor agudo y crénico tanto
en la conduccién, respuesta autondmica, valoracién bioldgica del
humor, como en los efctos sociales y tratamientos apropiados.

El dolor, en especial el «crénico, es uno de los
problemas sociales méds importantes en la actualidad, tanto por
las consecuencias econémicas que supone, como por el sufrimiento
personal que conlleva a cada paciente. La cronicidad del dolor
puede llevar al paciente a un estado depresivo, temeroso,

irritable, preocupado somdticamente y errdtico en la bisqueda de



su alivio ( 3 ).

La cronicidad desempefia un papel importante en las
alteraciones psicolégicas que presentan los pacientes. Entre
éstas se encuentra 1la angustia, 1la ansiedad y especialmente
verdaderos cuadros depresivos. Esta sintomatologia psiquica
puede ser el inicio de un circulo vicioso en el que el dolor
provoca un cuadro de angustia y ansiedad que puede conducir a un
cuadro depresivo, el cual a su vez aumenta el dolor, cerrando el

circulo ( 4 ).
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Mientras que el dolor agudo proporciona habitualmente
al 1individuo un aviso en cuanto a gque existe algin tipo de
disfuncién, 1lo que le impulsa a buscar el consejo del médico, en
muchos casos es nocivo para el organismo. Asi, si
no se suprime con prontitud, tanto el dolor post-operatorio vy
traumdtico como el del infarto de miocardio y las respuestas
reflejas que lo acompafian a menudo, dan lugar, entre otras, a
importantes alteraciones respiratorias y circulatorias.

Por otro lado, la cronificacién del cuadro &lgico supone
para el paciente, la familia y la sociedad, un importante estrés
tanto desde el punto de vista emocional como del fisico,
econbémico y sociolégico.

En 1979, el Comité de Nomenclatura de 1la Asociacién
Internacional para el Estudio del Dolor dio a conocer una ‘bien
aceptada definicién de este fenémeno : " Experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a dafio tisular actual 6
potencial " ( 5 ).

Hasta el afio 1970 no se demostré 1la existencia de
endorfinas humanas y receptores opioides estereoespecificos
( 6 ). Estos sistemas enddégenos de control del dolor sifven

para proporcionar una proteccién contra el dolor agudo més que



contra el dolor de tipo crénico.

El dolor es wuna experiencia desagradable, Yy posee
un papel protector de tal forma que siempre que un tejido es
lesionado, obliga al individuo a reaccionar de forma refleja para
suprimir el estimulo doloroso. En otras palabras es una
experiencia subjetiva determinada por la compleja interaccién de
factores bioldégicos y sociales.

Como existen diferencias cualitativas y cuantitativas
de las sensaciones que 1llamamos dolorosas, es dificil apreciar
que la actividad neural asociada con el dolor ( al igual que
con otros sistemas sensoriales ), puedé ser modulada por un
amplio rango de experiencias del comportamiento.

El dolor es mds que una experiencia sensorial visible,
una advertencia de peligro. La extraordinaria plasticidad del
dolor humano sugiere que deben existir mecanismos neurales
debido a 1la forma de transmisién del dolor y la reaccién
emocional del organismo.

El dolor se puede modificar por fdrmacos, acupuntura Y
cirugia, pero también puede ser alterado por situaciones como la
alegria del parto, miedo al odontélogo, estrés, hipnotismo vy

muchas otras formas de estimulacién y ritual.



El farmacélogo debe abordar la problem&tica del dolor
no sélo desde el punto de vista del tratamiento, sino analizando
los mecanismos bésicos a través de los cuales los analgésicos
alivian este sintoma. Actualmente disponemos de farmacos,
conocimientos y tecnologia que permiten un tratamiento efectivo
del dolor severo en muchos pacientes, pero hay una necesidad
imperiosa de educacién directa tanto a profesiona;es de la salud
como a pacientes sobre el uso apropiado de los analgésicos
(7).

Sin embargo, existen muchos objetivos farmacolégicos
para agentes potencialmente analgésicos que no estdn siendo
explotados por los analgésicos disponibles, es particularmente
alentador tener en cuenta que existen objetivos utiles
fuera del sistema nervioso central, ademds del sistema de
las prostaglandinas, que ofrecen la oportunidad de desarrollar

agentes més efectivos para el dolor inflamatorio

( 8).



El dolor se ha clasificado en tres tipos diferentes

dolor punzante, quemante vy continuo.

punzante : se percibe cuando es pinchada la piel con una aguja

0 es cortada por un cuchillo.

quemante : se experimenta al quemarse la piel.

continuo : de ordinario no se percibe en la superficie del
cuerpo , se trata de un dolor profundo que causa diversos grados
de molestia. El dolor continuo, de poca intensidad, en 2zonas
amplias de 1la economia puede sumarse constituyendo a veces una
sensacién muy desagradable.

En 1973 tuvo lugar en Seattle un Symposium
Internacional sobre el dolor y se constituyé 1la I.A.S.P.
( International Asociation for the Study of Pain ) ( 9 ). El
subcomité de taxonomia de la I.A.8.P. dio 1la siguiente
clasificacién
1 - Genético o congénito.

2 - Post-traumdtico, post-quiridrgico, quemados.

3 - Infeccioso, inflamatorio.



4 - Metabélico.

5 - Degenerativo, mecéanico.
6 - Disfuncional.

7 - Psicolégico.

8 - Neopléasico.

9 - Origen desconocido.

Intensidad del dolor

El aumento en la intensidad de un estimulo que origina
una diferencia perceptible en el grado del dolor, recibe
el nombre de diferencia apenas perceptible, Just Noticeable
Difference ( J.N.D. ). Aplicando todas las intensidades
diferentes de estimulos entre el nivel en que no hay dolor en
absoluto, y el nivel de dolor méds intenso, se ha podido
comprobar que el paciente medio puede distinguir

aproximadamente 22 J.N.D. ( 10 ).



BASES ANATOMICAS DEL DOLOR ( 11 ).

La informacién relativa al dolor se transmite por los
receptores mds pequefios morfolégicamentes diferenciados en la
piel : 1las terminaciones nerviosas libres. Como todas las
neuronas implicadas en sensaciones somdticas, los cuerpos
celulares de 1las neuronas de la aferencia primaria del dolor,
estdn localizados en los ganglios de la raiz dorsal. Algunos de
estos cuerpos celulares poseen axones mielinicos, otros
amielinicos.

Muchas de las terminaciones nerviosas se pueden activar
mids eficazmente por presién mecdnica o por calor extremo. Esto es
particularmente cierto para las fibras A delta que son
mielinicas, con un didmetro de 1,4 micras y una velocidad de
conduccién de 5 - 30 metros/segundo. La activacién de estos
nociceptores se asocia con sensaciones de dolor cortante vy
punzante, siendo excitadas primariamente por estimulos térmicos
y mecanicos.

Las fibras del tipo B difieren de las fibras méas

delgadas del tipo A solamente por el hecho de que no presentan

10



un potencial ulterior negativo después de la estimulacién, pero
también son mielinicas.

Las regiones terminales de las fibras C, cuyos axones
son amielinicos, con un didmetro de 0,2 - 1,2 micras y con una
velocidad de conduccién baja ( 0,5 - 2 metros/segundo ), son
activadas por una liberacién quimica en el liquido extracelular
como resultado de un dafio tisular, asi como una estimulacién
térmica de alta intensidad ( > 45 grados C ). Estos tres tipos se
denominan RECEPTORES POLIMODALES.

De este modo, el dolor es, en parte causado por
guimioreceptores. Extractos de tejidos 1lesionados producen
intenso dolor cuando son inyectados en 1la piel sana. Varias
sustancias causan dolor cuando son inyectadas en la piel
( histamina, bradiquinina, serotonina, acetilcolina, potasio,
siendo éste de particular interés ya que existe una correlacién
entre la intensidad del dolor y 1la concentracién 1local de
potasio ).

La respuesta neuronal a estimulos quimicos, mecédnicos y
térmicos se aumenta por la presencia de las prostaglandinas, las
cuales sensibilizan toda clase de receptores nociceptivos.

En la entrada de la médula espinal, en la divisién

11



lateral de la raiz dorsal, las fibras A delta y C se bifurcan
y ascienden y descienden de uno a tres segmentos formando parte
del Tracto de Lissauer.

Los dos tipos de fibras terminan primariamente en la
ldmina mé&s exterior del asta dorsal, en la zona marginal, gque
corresponde a la lamina I de Rexed Yy en la sustancia gelatinosa
( ldminas II y III ). Algunas fibras A delta proyectah mas
profundamente para terminar en la ldmina V.

Entre 1los distintos neurotransmisores potenciales que
han sido identificados en las neuronas nociceptivas aferentes
primarias, la mayor atencién se ha concentrado en la sustancia P,
péptido de 11 aminodcidos. Esta sustancia es liberada en la
sinapsis central de algunas neuronas primarias aferentes seguidas
de estimulacién eléctrica de su axén de entrada. La liberacién es
bloqueada cuando la morfina se emplea en concentraciones
conocidas para producir analgesia.

Las neuronas de segundo orden son en todo caso células de
relevo cuyos axones proyectan al cerebro o tdlamo o interneuronas
que transfieren informacién relativa al dolor a otras
interneuronas o a células de relevo.

Las células relevo para el dolor se localizan en dos

12



regiones del asta dorsal y sus axones ascienden en el cuadrante
anterolateral de la sustancia blanca.

El axén de las células de relevo en la lamina I de Rexed
proyecta directamente al tdlamo. Esta parte de la proyeccién
ascendente del dolor se llama TRACTO NEOESPINOTALAMICO ( o espino
taldmico lateral ). En contraste, células relevo situadas en
capas profundas del aéta dorsal ( especialmente en la capa V ),
caracterizan al TRACTO PALEOESPINOTALAMICO.

Los caminos de proyeccién del dolor se llaman
colectivamente sistema anterolateral vya que todos ellos
ascienden en la porcién anterolateral de la columna lateral.

Existen dos poblaciones de neuronas nociceptivas en la
médula espinal

1 - Neuronas de 1la lédmina I que son activadas
selectivamente por aferencias dolorosas y estimulos térmicos vy
mecénicos. Estas neuronas envian sus axones a la porcién
anterolateral de la columna cervical contralateral y de aqui al
tdlamo. Sus axones forman el componente neoespinotaldmico vy
pueden ser responsables de la localizacién del dolor punzante.

2 - Neuronas de la lédmina V que reciben informacién de

mecanoreceptores, termoreceptores Yy receptores dolorosos por 1lo

% 559

2N
¥

")
“9 A
* ' °

13



que se llaman multireceptores o nociceptores de amplio rango
dinéamico.

S6lo una pequefila parte de la fibras del sistema
anterolateral va al tdlamo. La mayoria de las fibras sinapsan a
nivel del tronco por debajo del tdlamo, en gran parte en la
formacién reticular del tronco del cerebro.

Ademds de las proyecciones directas espinotaldmicas vy
espinoreticulares, hay una tercera proyeccién : EL TRACTO
ESPINOTECTAL.

Un nuimero constante de fibras anterolaterales llega a la
sustancia gris que rodea al acueducto cerebral, llamada sustancia
gris periacueductal que tiene conexiones con la regién
periventricular del diencéfalo y con el sistama limbico.

En humanos, la terminacién espinotaldmica relativa al
dolor mdas importante, es una regién inmediatamente ventral a la
porcién tdctil del complejo ventrobasal, llamado nicleo
parvocelular ventrocaudal ; la estimulacién de esta pequefia
regién produce un dolor especifico, localizado en el 1lado
contralateral del cuerpo.

Otro 4rea de terminacién neoespinotaldmica es el grupo

posterior nuclear , situado entre el mesencéfalo y el tdlamo.
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Teoria de la Barrera ( 12 ).

Esta teoria intenta justificar algunas de las vias en
las que el dolor difiere de otras sensaciones. La informacién
surgida como resultado de un estimulo nociceptivo es modificada
en su paso desde las fibras del nervio periférico a aquellas
localizadas en la médula espinal, Qracias a la accién de un
mecanismo especializado " de barrera " que tiene lugar a nivel
de las astas posteriores de la médula.

Para estos autores la transmisidén central al cerebro
depende de la activacién de las células de transmisién a expensas
de fibras nerviosas de pequefio calibre. La cantidad de
transmisién desde estas fibras a las células de transmisién estéd
controlada a su vez por una nueva célula de la sustancia
gelatinosa que produce su efecto mediante un mecanismo de accién
presindptica, y quizds también postsindtica.

La célula de la sustancia gelatinosa es activada por las
ramas colaterales procedentes de fibras grandes, principalmente
de aquellas que ascienden en las columnas posteriores de 1la

médula relacionadas con la propiocepcién y el tacto, e inhibida
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por la actividad de las fibras pequefias, especialmente aquelias
relacionadas con la génesis del dolor.

Hay varias razones para explicar porqué la teoria de
la barrera haya sido discutida

1 - Incluso si 1la teoria es incorrecta en detalle,
algunas de sus predicciones clinicas son Utiles, por ejemplo, la
sugerencia de que la estimulacién de las fibras de gran didmetro
puede cerrar la entrada y asi disminuir el dolor.

2 - La teoria de la Dbarrera se opone a las
investigaciones histdéricas que enfatizan el dolor solamente como

una experiencia sensorial aferente.

Localizacién y posible funcién de los receptores opioides

La amplia distribucién de receptores opidceos en el
cerebro y su alta densidad en regiones no relacionadas con
analgesia, sugiere que los opioides endégenos juegan una gran
variedad de papeles fisiolégicos ademds de la modulacién del

dolor.
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Localizacién

Médula espinal :

Ldminas I vy 1II

Tronco del cerebro

Sustancia gelatinosa

del tracto espinal del

nicleo caudal trigeminal

T4dlamo

Nicleo medial lateral

Lidmina interna y externa

Nicleos intralaminar y periventricular
Telencéfalo

Nicleo accumbens

Funciones

modulacién de 1la

percepcién del dolor

modulacién de 1la

percepcién del dolor

modulacién del dolor
y otras percepciones

somaticas sensoriales

locomociébn, mediacién
de estimulantes Y
proiedades de drogas

opidceas.

( Tomado de Miller, R.J. y Pickel, V.M. )
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Analgesia producida por estrés

El estrés puede inducir analgesia por mecanismos
opioides y no opioides. Una parte importante de la respuesta del
organismo a situaciones de emergencia es la reduccién de 1la
sensibilidad al dolor.

El dolor promueve normalmente una serie de reflejos,
retirada, escape, reposo y otros comportamientos. Ante estas
circunstancias el dolor puede ser suprimido automdticamente en
favor de estas situaciones adaptativas.

El tiempo de analgesia inducida por el estrés puede ir
de minutos a horas dependiendo del tipo de agente estresante
empleado, su severidad y el método selectivo para medir el umbral
doloroso.

Hay evidencia de que el estrés puede inducir analgesia
de tipo opioide y no opioide. Los agentes fisicos estresantes
aumentan los niveles de Beta - endorfinas asi como
adrenocorticotropina y corticosterona. Aunque los agentes
estresantes produzcan respuestas hormonales, muchos otros agentes

originan elevaciones similares de hormonas sin inducir analgesia.
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Sin embargo, hay motivos para suponer la existencia
de analgesia inducida por estrés en humanos ; soldados heridos en
batallas y atletas heridos en la prédctica deportiva algunas veces
comentan que no sienten dolor. Quzds, como en el laboratorio, el
estrés induce analgesia sélo en las situaciones mds extremas o

amenazantes para la vida.
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EVOLUCION HISTORICA DE LA TERAPEUTICA ANTIDOLOROSA

En 1las <civilizaciones primitivas, la terapia médica
del dolor estaba estrechamente ligada al mito o a la religién.
San Agustin dice : " Todas las enfermedades de los cristianos son
debidas a los demonios " ( 13 ). No se puede olvidar que el
hechicero era a la vez, médico y sacerdote.

Los antiguos sumerios, dieron a conocer los efectos
del opio 4000 afios antes de Cristo, vya que su ideograma para
la adormidera era " hul " ( gozo ) vy " gil " ( plantas ). Pero,
la referencia mds antigua se encuentra en el célebre Papiro
de Ebers, que data aproximadamente del afio 1550 a.J C. En él se
cita un remedio que contiene opio, cilandro, ajenjo, enebro y
miel, efectuado por 1la diosa Isis para calmar el dolor de
cabeza de Amén Ra ; " Dbaya de cilandro, baya de adormidera,
ajenjo, baya de Samos y baya de Junipero ; mezclarlo todo,
amasarlo y untarlo seguidamente ". Cuando se emplea este remedio
contra cualquier dolor de cabeza, sufrimiento y males de toda
clase, el enfermo se sentird bien instantédneamente ( 14 ).

Aristételes decia que " nosotros buscamos el placer Yy

20



procuramos huir del dolor ". En el siglo'III a. J C. Teofrasto,
discipulo de Aristételes, hace referencia al jugo de adormidera,
al que 1llama meconio, por el color que toma al ponerse en
contacto con el aire, semejante a las heces del recién nacido.
Didgoras de Melos, 380 afios a. J C. da una férmula para incidir
la cépsula de la adormidera.

Galeno, 2 siglos antes de nuestra era, conocia el opio
y lo empleaba para el dolor de muelas, seguin cuentan Plinio el
viejo vy Celso.

Apuleyo en el siglo II, postulaba que : " si alguien
tiene que sufrir la cauterizacién o amputacién de un miembro,
puede beberse media onza de mandrdgora con vino, Yy nmientras
duerme, el miembro puede serle cortado sin dolor ni sensacién "
( 14 ).

El uso de 1la electricidad para combatir el dolor es
también muy antiguo. Escribonio, médico y farmacéutico romano del
siglo I utilizaba el pez torpedo, cuyo contacto produce pérdida
de sensibilidad, para tratar los pacientes reumdticos ( 15 ).

Séneca, filésofo romano del siglo I, tenia ya plena
cdnciencia de que las emociones y actitudes del paciente afectan

a sus experiencias de dolor y habia comentado " cuanta més
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atencién se ponga en la causa que produce el dolor, mds se
aumenta su intensidad ; cuanto menos caso se le hace, mé&s alivio
se obtiene " ( 14 ).

Los A4rabes difundieron el uso del opio en todas
direcciones por lo que en Espafia, fue conocido antes que en otros
puntos de Europa. Asi, se sabe que Avicena muridé por intoxicacién
opidcea, aunque no estd claro si su muerte fue por suicidio o
fruto de sus investigaciones sobre la accién del opio.

Alrededor de 1520, Paracelso, asi se hacia 1llamar
Teofrasto Bombast Von Hohmhein, comprobé que el extracto acuoso
seco del opio resultaba muy Gtil como analgésico.

Pizarro, tras su viaje a Peri en 1532, relata como los
indios aplicaban sobre sus heridas hojas de coca masticadas para
atenuar su dolor, Yy en este sentido, es curioso mencionar que
hasta finales del siglo XIX, cuando Gille sugiere el uso de
anestésicos 1locales para tratar el dolor postoperatorio, no se
presté demasiada atencién a este problema ( 16 ).

Posteriormente en 1660 un médico inglés, Thomas
Sydenham, obtuvo la tintura de opio, vy justificé de forma
cientifica su utilizacién.

El descubrimiento de la morfina, a partir del opio, en
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forma cristalizada se debe a las investigaciones realizadas por
Serturner, a principios del siglo XIX. Se la denominé asi en
honor del dios del suefio, Morfeo, debido a 1las acciones
narcéticas de la droga.

Desde que Syndenham en 1680 escribiera " De entre 1los
remedios que a Dios Todopoderoso le ha complacido dar al hombre
para aliviar sus sufrimientos, no hay ninguno gque sea tan
universal vy tan eficaz como el opio ", hasta nuestros dias, la
admiracién de la clase médica ante los efectos analgésicos del
opio y sus derivados, se ha moderado al conocerse su toxicidad y
la capacidad de producir toxicomanias. El conocimiento de estos
efectos indeseables, asi{ como,la total carencia de otros tipos de
drogas, que ejercieran una accién analgésica de potencia igual a
la de los compuestos opidceos, estimularon una intensa
investigacién con el fin de descubrir opidceos sintéticos o
semisintéticos que tuviera las propiedades positivas de 1la
morfina pero careciera de los efectos negativos.

Una vy otra vez, la clase médica acogia con entusiasmo
el descubrimiento de un nuevo opi4ceo, pero, nuevamente,
la experiencia demostraba 1la aparicién de una nueva toxicomania

que, en algunos casos resultaba incluso mayor que la inducida

-
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por la morfina ( 17 ).

UTILIZACION DE ANIMALES PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

La investigacién biomédica es esencial para la salud
Yy bienestar de cada persona en nuestra sociedad. Los avances en
la investigacién biomédica han mejorado tanto la duracién como
la calidad de vida. Ya que el dolor es un efecto subjetivo, se
estima que la verdadera accién analgésica solo puede ser usada en
humanos, sin embargo, por razones de régimen de seguridad, antes
de que un férmamco sea utilizado en el hombre, es necesario
una primera fase de estudio o fase experimental ( 18 ).

La principal objecién para el uso de animales en
investigacién, es la produccién de dolor en animales ( 19 ).

Varios modelos animales de dolor agudo y crénico se
han desarrollado para comprender la complejidad de enfermedades
dolorosas en humanos e investigar tratamientos que lo alivien
( 20 ).

Si bien la investigacién que debe hacer uso de animales
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es necesaria para mejorar 1la atencién médica de todas las
personas, también se debe asegurar un trato idéneo de los
animales de investigacién.

Se debe establecer un entrenamiento adecuado para todo
el personal de investigacién, contar con una atencién
veterinaria apropiada y un hdbitat de los animales adecuado. Los
experimentos deben cumplir con las disposiciones o regulaciones
que rigen el manejo, albergue, cuidado y transporte de los
animales.

Por 1lo tanto, 1la Asociacién Médica Mundial afirma
los siguientes principios

1 - El uso de animales en la investigacién biomédica es
esencial para el progreso médico.

2 - La declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica
Mundial exige que la investigacién biomédica en seres humanos
debe estar basada en la experimentacién animal, pero también
exige que se respete el bienestar de los animales usados en 1la
investigacién.

3 - El1 trato adecuado de los animales usados en la
investigacién biomédica es esencial.

4 - Todos los centros de investigacién deben cumplir las
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normas que rigen el trato adecuado de los animales.

5 - Las Sociedades Médicas deben resistir todo intento
cuyo propdédsito sea rechazar el uso apropiado de animales en la
investigacién biomédica, porque dicho rechazo comprometeria el
avance en el ensayo de nuevos farmacos.

6 - Aunque no se debe comprometer el derecho a 1la
libertad de expresién, se debe condenar el elemento andrquico que
existe entre los activistas por los derechos de los animales.

7 - Se debe solicitar un esfuerzo méximo por parte de
los organismos encargados de hacer cumplir la ley, a fin de
proteger a los investigadores y a los establecimientos de
investigacién ( Asociacién Médica Mundial, XLL Asamblea. Hong

Kong, 1989 ).

LEGISLACION SOBRE EXPERIMENTACION ANIMAL

El controvertido tema de la utilizacién de animales
vivos para las diferentes practicas cientificas, pasa

necesariamente por ser regulado para evitar que se cometan abusos
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en nombre de la ciencia.

En Francia, las personas que no cumplian los decretos
sobre experimentacién animal eran sancionadas a través del
articulo 454 del Cédigo Penal. El1 decreto de 9 de febrero de 1968
por el que se reglamentaba especificamente 1la experimentacidn
animal, modificaria este status.

El 18 de agosto de 1876 se publicé en Inglaterra el
" Acta Britdnica sobre crueldad en los animales ", en la que se
hace referencia expresa a los experimentos con fines médicos,
fisiolégicos y cientificos, autorizando a través del Ministerio
del Interior 1las experiencias con animales, en funcién de la
preparacién, necesidades y cualificacién del personal demandante.

En 1906 era proclamada en el Reino Unido la "Dogs
Act " y en 1911 el " Acta de proteccién de los animales ",
que tendrd su continuacién en los afios 1954 y 1964.

Polonia tiene una legislacién completa basada en el'"Acta
de proteccién animal " de 1928 ; aunque en 1959 fueron
promulgadas las regulaciones de experiencias con animales vivos.

Bélgica promulgé en 1975 wuna ley sobre proteccién
animal, que sustituyé a la de 1929, repartiendo las competencias

de su aplicacién entre los Ministerios de Agricultura y de
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Justicia.

En 1Italia, el 12 de junio de 1931 se desarrolla la
Segunda Ley, con que contard este pais, sobre proteccién animal,
en la que se establece que el experimentador deberd ser un
veterinario, o en su defecto un médico o cientifico graduado en
Ciencias Biolégicas que haya sido adecuadamente formado Ve
autorizado por la Administracién Publica.

La Repiblica Federal Alemana promulgé el 24 de julio de
1972 una ley en la que aparece 1la figura del Director
Responsable, que debe pedir autorizacién directa para cada

protocolo experimental, conforme a los principios establecidos en

la ley.

"En 1966 era publicada en Estados Unidos una Ley Federal,
la " Animal Welfore Act ", cuya Gltima enmienda se publicé en
1976.

En la Unién Soviética la proteccién de los animales de
experimentacién ha estado regulada por las regulaciones
veterinarias de 1967, aunque en 1980 se promulgéd una ley de
proteccién y uso de los animales.

En Canadd se creé en 1968 el " Canadian Council on

Animal Care ", organismo en el cual estdn representadas agencias
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estatales vy privadas, Universidades y la Canadian Federation of
Humane Societies.

El 1 de julio de 1969, un grupo de parlamentarios
europeos demandaban ante la Asamblea Consultiva del Consejo de
Europa, en Estrasburgo, una resolucién sobre la creacién de un
Centro de Investigacién sobre nuevas formas de reemplazar 1la
utilizacién de animales vivos en experimentos, asi como 1la
restriccién de 1los mismos. Como fruto de ella surgié la

Recomendacidén 621 de 1971 de la 22 Sesién del Consejo de Europa a

través de los estados miembros, sobre experimentacién con
vertebrados.
En 1978, se cred un comité de expertos para la

elaboracién de un proyecto sobre la utilizacién de animales vivos
con fines experimentales.

Con este trabajo, la Comunidad Europea ( C.E. ) elaboré
un "Proyecto de Directiva" que seria adoptado posteriormente
por 1la Legislacién Espafiola y que fue aprobada en el Consejo de
Ministros de la Comunidad Europea celebrado en Luxemburgo el 12
de junio de 1986, siendo la misma de obligado cumplimiento para
todos 1los paises miembros, vy publicada en el Diario Oficial de

las Comunidades Europeas el 18 de diciembre de 1986, bajo el
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titulo " Directiva del Consejo de 24 de noviembre de 1986,
relativa a la aproximacién de las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas de los Estados miembros respecto
a la " proteccién de los animales utilizados para experimentacién
y otros fines cientificos ".

El 20 de febrero de 1990, dicho Diario publicaba la
" Decisién de la Comisién de 9 de febrero de 1990 por la que se
establece un Comité Consultivo sobre 1la proteccién de los
animales utilizados para la experimentacién y con otros fines
cientificos ", en el que cada Estado miembro estard representado
por dos funcionarios que velardn por la correcta aplicacién de
las disposiciones contenidas en la Directiva Comunitaria.

Japén en 1973 promulgé la ley de proteccién y control de
los animales, que fue ampliamente desarrollada por el Japan
Council, a través de sus guias para la experimentacién animal
publicada en 1980.

En Noruega Y Suecia la 1legislacién suele ser
constantemente revisada. Ambos paises tienen normas penales
similares. Las Ultimas actualizaciones se realizaron en 1974 Y
1979 respectivamente.

La dltima legislacién en Holanda fue dictada en 1977,
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y se faculté para la intervencién competente en el tema, al
Ministerio de Salud.

En el caso de Suiza, en 1978 se promulgé una ley muy
restrictiva, siendo responsables de su cumplimiento las
autoridades cantonales, asesoradas por una Comisién Federal y la
Administracién Pdblica Veterinaria.

Vecino de este pais se encuentra Liechtenstein, unico
Estado del mundo en el que estd prohibida 1la experimentacién
animal.

En Argentina, el 12 de agosto de 1987, el Ministerio de
Educacién y Justicia de la nacién publicé la Resolucién numero
1299, que prohibia las experiencias con animales vivos en todos
los colegios y liceos primarios y secundarios del pais ( 21 ).

Hasta la incorporacién de nuestro pais én la C.E., la
inica legislacién que aludia a las practicas de laboratorio con
animales era la Real Orden Circular de 31 de julio de 1929, que
posteriormente seria actualizada por la Orden de Ministerio de
la Gobernacién de 1961.

La necesidad de revisar y adaptar nuestra legislacién a
las nuevas prescripciones comunitarias, obligéd a las autoridades

espafiolas a 1la elaboracién del Real Decreto 233/1988 de 14 de
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marzo " sobre proteccién de los animales utilizados para
experimentacién y otros fines cientificos ", publicado en el
B.0O.E. el 18 de marzo del mismo afio.

En su inicio explica 1la pretensién de tal normativa,
que es " asegurar la proteccién de los animales utilizados en
experimentacién y otros fines cientificos , se les conceda los
cuidados adecuados ; no causar dolor innecesario, sufrimiento 6
estrés ; evitando toda duplicacién inatil de experimentos y que
el nimero de animales utilizados se reduzca al minimo ".

E1l 18 de octubre de 1989 el B.0.E., publicaba la Orden
de 13 de octubre de 1989 " por la que se desarrollan las normas
de registro de los establecimientos de cria, suministradores y
usuarios de 1los animales de experimentacién con titulacién
estatal, asi como las de autorizacién para el empleo de animales
en experimentos.

Ya el Real Decreto pedia incorporar al ordenamiento
juridico espafiol, la Directiva Comunitaria de Consejo 86/609/CE.

Tan s6lo dos comunidades auténomas han promulgado
textos legales haciendo alguna mencién expresa a la
experimentacién animal. Se trata de la " Ley de proteccién de los

animales domésticos ", fechada el 1 de febrero de 1990, elaborada
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por la Comunidad de Madrid ; vy la " Ley de proteccién de los
animales ", fechada el 4 de marzo y elaborada por la Comunidad
Auténoma de Catalufia, publicada en el B.O.E. el 28 de marzo. En
el caso de la normativa dictaminada por la Comunidad Auténoma
catalana, intenta llegar méds lejos atn que la madrilefia fijando
un plazo de tiempo especifico para la elaboracién y publicacién
de una normativa referida a los animales de experimentacién.

Por otro lado, la segunda parte de 1la reglamentacién
estatal, que servird para desarrollar el articulo tercero del
Real Decreto 223/1988, ya ha sido elaborada bajo el epigrafe de
" Estructura de 1los estabularios asociados a 1los Centros de
investigacién, titulaciones que corresponden a las distintas
escalas de trabajadores en los animalarios y homologaciones Yy
equiparaciones de las personas que actualmente desempefian esas

funciones en los estabularios " ( 22 ).
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METODOS UTILIZADOS PARA LA VALORACION DE LA NOCICEPCION
EXPERIMENTAL

El ser humano posee la capacidad de expresar verbalmente
las emociones y el dolor, posibilidad de la que carecen los
animales, por lo que resulta imprescindible elegir una conducta
que nos permita valorar y conocer la eficacia antinociceptiva de
las sustancias que se estudian.

El dolor espontdneo y el experimental difieren
enormemente en muchos aspectos. La medicién del dolor en
animales de experimentacién no es sélo de importancia teérica,
sino que puede tener muchas aplicaciones préacticas en la
patologia humana ( 23 ).

En humanos, el tratamiento se instaura después de la
aparicién del dolor, no ocurre asi en los modelos
experimentales donde el tratamiento con la sustancia con posible
actividad antinociceptiva es anterior al estimulo doloroso.

Se han desarrollado varios modelos animales de dolor
agudo vy crénico para comprender la complejidad de enfermedades
dolorosas en humanos, e investigar tratamientos que lo alivien

( 20 ).
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En determinadas circunstancias, la respuesta nociceptiva
puede estar modificada por factores exégenos que pueden modificar
el umbral doloroso en animales de experimentacién, como puede ser
el calor o el frio ambiental excesivos, el estrés, la
manipulacién, ( 24, 25, 26 ). existiendo en algunos casos
diferencias genéticas en las respuestas inhibitorias del dolor
(27 ).

Los estimulos nociceptivos pueden ser de muy diversa
indole, pudiendo clasificarlos segin el agente productor del
dolor en : quimicos, mecdnicos, térmicos y eléctricos. Cada uno
de ellos puede sernos Gtil para investigar un mecanismo de
accién diferente.

En los Quimicos, el estimulo doloroso estd producido
por una sustancia irritante ( 4c. acético, bromuro de acetil
colina y fenilbenzoquinona, entre otras ). En los Mecdnicos,la
aplicacién de una presién creciente es el elemento productor del
dolor. En los Térmicos, el calor es el que desencadena conducta

de evitacién en los animales. En el caso de los Eléctricos, el

estimulo nociceptivo es una corriente de intensidad creciente la
que produce dolor ( 23 ).

Estos métodos de nocicepcién, deben de acompafiarse de
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pruebas complementarias para valorar la actividad exploratoria vy
coordinacién motora del animal en los casos de ensayo de nuevas
sustancias para valorar si el posible efecto antinociceptivo se
acompafia de otras alteraciones de conducta del animal y para
descartar falsa positividad en los tests de analgesia y de
tests de comportamiento ( la planche a trous, test de 1la

chimenea, etc. ).

TESTS QUIMICOS

En este tipo de tests, la administracién i.p. de una
sustancia irritante produce en el animal de experimentacién
( rata, ratén), una respuesta que se conoce como contorsién,
existiendo diferentes denominaciones ( writhing, stretching,
cramping, squirming ). Las sustancias empleadas en este test
son numerosas, algunas de ellas son 4cido acético a diferentes
concentraciones ( 28, 29, 30, 31, 32 ), fenilbenzoquinona ( 33,
34 ), caolin ( 35 ), bromuro de acetilcolina ( 36, 37 ), suero

salino hiperténico ( 38 ), etc.
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/ Esta respuesta se manifiesta como contracciones
repetidas de la musculatura abdominal, acompafiada de extensién de
las patas traseras seguidas de un periodo de normalidad ( 36 )
o retorcimiento, respuesta consistente en una onda de

constriccién y elongacién que recorre caudalmente a lo largo

de la pared abdominal acompafiado a veces de torsién del
tronco Y seguido de extensién de las patas traseras.
En general, a las respuestas se les denominé como
" respuesta de constriccién abdominal " ( 34, 36, 38 ).

En este test, independientemente del algdégeno utilizado

se contabiliza el nimero de contorsiones realizadas por el animal

en un periodo de tiempo preestablecido. En el caso de utilizar
dcido acético, la concentracién empleada es muy variable,
oscilando del 0'5 al 3 % . Se ha comprobado que el numero de

contorsiones producidas es similar entre 0'5 y 1 %, sin embargo
con una concentracién superior, existe una disminucién. Esto es
posible que se deba a que las concentraciones mds altas pueden
producir alteraciones musculares ; Por otra parte producen
también una incoordinacién motora, utilizdndose ésta para la
valoracién de sustancias analgésicas no opidceas ( 32, 39 ).

Los resultados pueden ser influenciados por

37



circunstancias ambientales de los animales durante el desarrollo
del test. Para evitar estas limitaciones, se ha desarrollado un
aparato monitorizado fotoeléctrico que cuenta electrdnicamente
las contorsiones vy registra simultineamente la conducta general
de motilidad bajo el efecto de la sustancia motivo de
estudio, permitiendo distinguir entre verdadera o aparente
actividad antinociceptiva de la droga estudiada y obtener wuna
informacién sobre el posible mecanismo de accién ( 34 ).

En el caso de la produccién del dolor crénico, 1la via
de administracién del agente algégeno difiere, asi como el
pardmetro a valorar. Una de las sustancias empleadas es el
nitrato de plata intraarticular ( 40 ). En este método, se
produce una inflamacién previa en la articulacién, que va seguida
de rigidez y falta de movilidad, valorandose estos parametros.
Otra técnica es 1la administracién del Micobacterium Butiricum
en aceite de parafina por via intraarticular o en la base de la
cola ; esta dltima forma produce una lesién generalizada en
diferentes articulaciones del animal que la hacen mds similares a
las observadas en la enfermedad reumdtica humana ( 41 ).

Otro método perteneciente a este grupo de tests quimicos

es el que emplea la inyeccién subplantar de tripsina ( 42 ).

38



Por ultimo, otro de los tests utilizados para evaluar
el dolor agudo o crénico, utiliza como agente algégeno 1la
formalina subplantar y se emplea para valorar sustancias

antinociceptiva no opidceas ( 43, 44, 45, 46 ).

TESTS MECANICOS

En ellos se usa un estimulo mecdnico como nocicepcién.
El umbral se expresa en gramos, Yy sSe determina por la presién
que es capaz de producir la retirada de la pata posterior del
animal, del estimuld nociceptivo aplicado sobre la superficie
dorsal de la misma o la sacudida brusca. El método mé&s utilizado
es el de Randall vy Selitto ( 47 ), evaludndose el efecto de
la presién previa inflamacién de la pata.

En otros, el estimulo nociceptivo puede producirse
mediante 1la introduccién de un objeto punzante en la cola del
animal, es el denominado " tail-pinch ", el cual representa un
estimulo nocivo que activa el sistema nociceptivo neuronal,

provoca la liberacién de opidceos endégenos y no opidceos y tiene
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como resultado una respuesta del animal ( correr, lamerse )
( 38 ).

Otro test wutilizado es el del pellizco, siendo util
para valorar dolor y antinocicepcién. Este test es relativamente
facil de realizar y permite 1la deteccién del dolor Y
antinocicepcién aplicando presidén bilateral en regiones
diferentes de la superficie corporal de la rata sin causar dafio
de los tejidos hasta la manifestacién de respuestas del animal
tales como morder el portaagujas o vocalizacién, permitiendo
valorar la duracién de 1la analgesia inducida por morfina

( 48 ).

TESTS TERMICOS

Los métodos mds frecuentemente empleados para el estudio
de la accién antinociceptiva son los que utilizan un estimulo

térmico.

Entre ellos estdn el de la plancha caliente, ( 49, 50 ).

Existen diferentes modificaciones en este método en cuanto a
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temperatura utilizada, tiempo maximo de exposicién ( cut-off ),
pardmetro valorado, preensayo, etc., cada uno de ellos goza de
ventajas e inconvenientes. Independientemente de la metodologia
que se siga, lo que debe ser un requisito indispensable es hacer
una descripcién exacta y lo mds completa posible para que los
resultados puedan ser reproducibles por otros autores ( 30,
51, 52, 53, 54, 55, 56, ).

En este test, el animal se coloca sobre una superficie
calentada a una temperatura predeterminada y es observado hasta
que aparece la primera sefilal de discomfort ; asimismo, se debe
establecer un tiempo méximo de exposicién para evitar la
produccién de lesiones en las patas que alteraran los
resultados.

Los parédmetros que pueden valorarse en este test, son
entre otros, el lamido de patas anteriores o patas posteriores,
el estiramiento, primer salto y el salto definitivo o de escape
del cilindro. La aparicién de wuno u otro pardmetro estéi
condicionada por diferentes mecanismos, por 1lo que su
modificacién puede dar una idea aproximada del mecanismo de
accién antinociceptivo implicado de la sustancia ensayada.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que la
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exposicién repetida del animal a la prueba puede producir un
aprendizaje ( 57 ). Asimismo hay que tener en cuenta otros
pardmetros, como hora de realizacién del ensayo, temperatura
ambiental, humedad, etc., que pueden modificar los resultados.
( 52, 53, 58 ).

La temperatura de la superficie plantar de 1la pata
muestra considerables variaciones regionales, Yy la piel
plantar es propensa a estar humeda, mojarse o contaminarse con
material fecal que puede alterar la temperatura de la
piel ( 59 ).

El " tail-flick " o retirada de 1la cola ( 60 ),
valora el tiempo que tarda el animal en retirar la cola de un
haz luminoso de intensidad suficiente para ser nociceptivo.

La cola es un importante érgano termoregulador de 1la
rata, con abdantes anastomosis arterio-venosas, y puede disipar
como mucho un 20 % del calor total producido por el animal.

Se ha demostrado una relacién entre el tiempo de
latencia y la temperatura de la cola del animal, comprobando
algunos autores que el tiempo de latencia estd en relacién
inversa con la temperatura de la piel de la cola ( 61 ).

El incremento de la temperatura de la piel de la cola
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implica wuna reduccién de 1las latencias del tail-flick ( 59 ),
incluso pequefios cambios en la temperatura de 1la habitacién
pueden causar cambios significativos en las latencias del tail-
flick ( 62 ).

Segun estos autores, la reduccién del tiempo de latencia
en los tests térmicos es secundaria a un aumento del flujo
sanguineo de la piel ( 62 ).

La temperatura de la cola se determina por el flujo
sanguineo local, asi factores que alteren este flujo, pueden
inducir aparente hiper o hipo algesia dependiendo del estado
vasomotor inicial de 1la cola ( asi 1la vasodilatacién
produciria un aumento de 1la temperatura de 1la cola y una
disminucién de las latencias produciendo una aparente
hiperalgesia ) ( 63 ).

Por todo 1lo anterior la temperatura de la cola deberé
ser monitorizada mediante la colocacién de una sonda térmica en
la superficie de la cola que no interfiera con las latencias
( 64 ), y todos 1los factores capaces de alterar dicha
temperatura, deberdn ser cosiderados cuidadosamente cada vez que
se emplee este test ( 63 ).

Otros autores describen un aparato de tail-flick
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empleando un microcomputador para el control del calor de la
lédmpara, cronometraje del tiempo de latencia y almacenamiento de
los datos ( 65 ).

En el test de inmersién de 1la cola, el estimulo
doloroso es producido por 1la inmersién de 1la misma en
un bafio de agua caliente, a una ‘temperatura preestablecida,
valordndose el tiempo que tarda el animal en retirar la cola
del agua ( 66 ). Una variante de este test es el de 1la
Temperatura M&axima Tolerada en 1la cola de la rata ( M.T.T. )
( 67 ), el método permite la deteccién de sustancias analgésicas
con un amplio rango de actividad, ya que el estimulo térmico
aplicado es variable, comenzando con bajas temperaturas que
van aumentando hasta que se alcanza el umbral de actividad
algésica de 1la sustancia.

Existe ademds un test térmico para la valoracién de la
hiperalgesia cuténea como medida de nocicepcién en animales
libres utilizando calor radiante como estimulo térmico con una
determinacién automatizada del umbral nociceptivo, se expresa
en gramos, vy es la fuerza aplicada a la superficie dorsal de la
pata que causa en el animal la retirada de la misma. Se valora el

reflejo de retirada, la presencia o ausencia de 1lamido y 1la
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duracién de la retirada de la pata del suelo.
Al finalizar la prueba, se observa que la repeticién
del ensayo no contribuye al desarrollo de hiperalgesia, 1la cual

es dosisdependiente ( 68 ).

TESTS ELECTRICOS

El estimulo doloroso en este caso es producido por una

corriente eléctrica de intensidad creciente.

Entre estos tenemos el de la " estimulacién eléctrica
de la pulpa dentaria del conejo ", produciéndosele después de
la estimulacién continuos movimientos masticatorios ( 18 ).

En otros, se estimula eléctricamente la cola de la rata
o del ratén. En estos se colocan unos electrodos a ambos lados de
la vena dorsal, a través de los cuales recibe el animal el
impulso eléctrico, obteniéndose una triple respuesta. La primera
observada es un movimiento de la cola, vy corresponde al umbral
del dolor. La segunda respuesta valorable es un chillido durante

la descarga, VY en la tercera el chillido permanece aun después
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de terminar la descarga ( 69, 70 ).

Cada una de estas respuestas indican un lugar de accién
diferente, asi 1la primera se considera una respuesta de tipo
espinal, la segunda, es un efecto que tiene su integracién en el
bulbo y 1la tercera es una reaccién que estd mediada por un
componente emocional, en 1la que estdn implicadas estructuras
cerebrales que incluyen el tdlamo, hipotdlamo y rinencéfalo.

Con este método se demostré que la morfina incrementa el
umbral eléctrico en las dos Gltimas respuestas mostrando gran
actividad en el chillido postdescarga. Estos hechos concuerdan
con la clinica vya que 1la morfina altera el componente

afectivo del dolor ( 69 ).
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PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

Valoracién de la Actividad Motora

Esta prueba valora la actividad locomotora del animal en
un tiempo prefijado. Para su realizacién se introduce el animal
en un Actimetro, que consiste en una caja de 53 x 26 x 29
cms.. El suelo de la caja estd formado por una parrilla cuyas
varillas son capaces de captar mediante un circuito
eléctrico los movimientos del animal. Esta wunidad tiene
incorporado un registrador automdtico, que contabiliza de forma
numérica los movimientos del animal en el periodo de tiempo

elegido ( 71 ).

Valoracién de la Coordinacién Motora

Valora el tiempo que el animal permanece en equilibrio
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sobre wuna barra giratoria.

El aparato ( Rota-Rod ) consta una barra giratoria de 3
centimetros de didmetro con una superficie rayada que impide que
el animal resbale. La barra estd colocada a 25 centimetros de la
base Yy con una longitud de 31 centimetros. Se encuentra
dividida en cuatro secciones iguales por cinco discos, que
permite el ensayo de cuatro animales de forma simultédnea

La velocidad de rotacién ( en r.p.m. ), puede ser
modificada por el experimentador ( 72 ).

La falta de coordinacién de movimientos del animal
ensayado provoca su caida vy parada automdtica del contador
del tiempo.

La totalidad de la coordinacién motora y la resistencia
a la fatiga se valoran en base al tiempo que el animal
resiste en la barra rotante.

La incoordinacién y la consiguiente caida del rota-rod
se emplean para evaluar agentes analgésicos no narcéticos
( 39 ).

Estas pruebas ademds son utilizadas para estudios de
psicofdrmacos y como pruebas complementarias para la valoracién

de 1los efectos centrales de diferentes farmacos. Su
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utilizacién en los ensayos de analgesia estd justificada ya que
nos permite valorar sl a las dosis estudiadas se producen
alteraciones motoras del animal que puedan influir en los
resultados obtenidos en determinados tests analgésicos ( plancha

caliente y tail-flick ).

TESTS DE COMPORTAMIENTO

Test de la chimenea

Permite apreciar mds especificamente la coordinacién de
la actividad muscular. Introducido en una probeta calibrada
en funcién de su talla, el animal testigo remonta y sale
- f4cilmente de esta chimenea. Por el contrario, bajo la influencia
de una droga con actividad sedante, el ratén, incapaz de

coordinar sus movimientos, no puede salir de la probeta.
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Test de la traccién

Consiste en suspender un ratén por sus patas
anteriores. EL animal consigue rdpidamente reestablecer su base
de sustentacién lo cual es imposible bajo la influencia de una

droga con actividad sedante.

Barra fija

Aqui se contabiliza el tiempo de permanencia del animal
sobre un dispositivo sobre el que mantendrd el equilibrio segin

la influencia de la droga motivo de estudio.

Planche a Trous o superficie perforada

Permite evaluar el efecto de una molécula sobre 1la
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actividad exploratoria del animal. El comportamiento normal del
ratén, colocado sobre tal dispositivo es explorar cada uno de los
agujeros. Si el producto administrado deprime su comportamiento
exploratorio fisiolégico, el animal pierde interés por 1la
exploracién. Al contrario un ratén excitado explora numerosos

orificios. Parece como si su actividad exploratoria estuviera

aumentada.
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FARMACOS ANALGESICOS. MECANISMO DE ACCION

Los fadrmacos que alivian el dolor actuando a
determinado nivel de los mecanismos de sefialamiento se denominan

analgésicos segin la palabra griega que significa sin dolor.

Los fdrmacos analgésicos - antitérmicos -
antiinflamatorios, farmacos tipo aspirina, AINEs,
antiinflamatorios no esteroideos o analgésicos menores

constituyen un grupo heterogéneo donde la Unica relacién quimica
es que muchos de ellos son Adcidos orgdnicos. Estos analgésicos
poseen una serie de caracteristicas que los diferencian netamente

de los analgésicos narcéticos, analgésicos mayores, opidceos, O

tipo morfina ; su accién es predominantemente periférica, aunque
también parecen estar implicados mecanismos centrales. La
analgesia que producen es de mediana intensidad, son

efectivos en dolores somdticos, tegumentarios, no viscerales.
Aungque su efecto analgésico maximo es de menor

intensidad al obtenido con los opidceos, éstos carecen de las

acciones 1indeseadas de los opidceos sobre el sistema nervioso

central ( habituacién, fenémenos de dependencia fisica o
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psiquica ).

Analgésicos menores, antitérmicos, AINEs

En 1829 Leroux obtuvo de la corteza del sauce ( salix
alba ) un glucésido sintético ( salicilina ), cuyo principio
activo era el A4cido salicilico ; Kolbe vy Lautemann lo

sintetizaron a partir del fenol, en 1860. El A&cido acetil
salicilico o aspirina ( AAS ), preparado por Von Gerhardt en
1853, fue introducido en terapéutica por Dreser en 1899 y ain no

ha sido desplazado ( 73 ).

Los farmacos conocidos como analgésicos no opidceos

podrian rebautizarse como " jnphibidores de 1la sintesis de
prostaglandinas " ( 74 ). La mayoria de estos fdrmacos poseen
también propiedades antiinflamatorias, por 1o que suelen

denominarse antiinflamatorios no esteroideos ( AINEs ).
Son utiles en dolores articulares, musculares, dentarios
en cefaleas de diversa etiologia. A dosis elevadas son también

eficaces en los dolores postoperatorios, los secundarios a
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traumatismos, o los debidos a enfermedades neopldsicas asociados
a los férmacos opidceos o antidepresivos, debiéndose valorar su
eficacia mas por la respuesta del paciente que por una regla
fija.

Como antipiréticos, 1las drogas tipo aspirina reducen la
temperatura corporal en los estados febriles. |

La accién bédsica que fundamenta la mayoria de 1los
efectos farmacoldédgicos de este grupo es la inhibicién de 1la
actividad ciclooxigenasa, enzima que convierte el dcido
araquidénico en endoperéxidos ciclicos ; los cuales se
transforman en prostaglandinas y tromboxanos, aunque en la
accién antiinflamatoria esté implicada principalmente 1la
inhibicién de los leucotrienos ( 75 ).

Las fdrmacos tipo aspirina tienen en comin varios
efectos indeseables. Los més frecuentesv son las alteraciones
gastrointestinales, que pueden ir desde intolerancia gdstrica
a incluso hemorragias. Otros efectos colaterales incluyen
alteraciones de 1la funcién plaquetaria, prolongacién de 1la
gestacién y alteracién en la funcién renal, etc. Estos efectos
indeseables, al igual que sus efectos terapéuticos, se relacionan

con la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas.
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Ademés de los efectos hemodindmicos, algunos
principalmente la indometacina provocan retencién de sodio V4
agua lo que puede causar la formacién de edemas en algunos
pacientes que son tratados con estos farmacos ( 76 ).

Respecto a los eftos adversos de los AINEs, Y aunque
se conoce su amplio uso, en un articulo-revisién se concluye que
una cuarta parte de todos los efectos adversos graves
que se comunicaron en el Committee on Safety of Medicines del

Reino Unido durante el periodo de 1976 a 1982, implicé a un

AINE. ( 77 ).

Segiln su estructura quimica, estos farmacos se
CLASIFICAN en : ( 76).
-Salicilatos : Los dos preparados de salicilatos utilizados con

mayor frecuencia para la obtencién de efectos sistémicos son el
salicilato de sodio y la aspirina ( o AAS ). Otros salicilatos
disponibles para el uso sistémico incluyen el salsalato, 1la
salicilamida, 1la mesalazina ( &cido 5-aminosalicilico ), 1la

sulfasalazina, el metilsalicilato y el diflunisal.
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COOH
OH

Acido Salicilico

-Derivados del paraaminofenol : La acetanilida fue el primer

compuesto de este grupo de fdrmacos, no obstante, debido a su
alta toxicidad, se ensayaron una gran variedad de derivados
quimicos del paraaminofenol. Entre ellos, 1la fenacetina y su
metabolito activo, acetaminofeno, constituyen alternativas

efectivas de la aspirina como agentes analgésicos vy

antipiréticos.

NHCOCH,

OH

Acetaminofeno

56



-Derivados pirazoldénicos : Este grupo de fdrmacos incluye 1la
fenilbutazona, la antipirina, la aminopirina, el
metamizol ( noramidopirina o metansulfonato sédico ), la

oxifenbutazona, vy més reciente, la apazona 0 azapropazona.

O
20

CH,;CH,CH,CH, o
Fenilbutazona
~Fenamatos : Constituyen wuna familia de fédrmacos tipo

aspirina, derivadas del 4cido N - fenil - antranilico. Incluyen
los 4&cidos mefendmico, flufendmico, meclofendmico, tolfendmico y

etofenédmico.

COOH

NH —

CH,; CH;
Acido Mefenamico
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~-Derivados del 4cido propidénico : Este tipo de féarmacos

representa un grupo de agentes tipo aspirina efectivos y uUtiles.
Suelen ser mejor tolerados, sin embargo comparten las
caracteristicas negativas de esta clase de fadrmacos.

El ibuprofeno fue el primer miembro de esta familia
que se destiné al uso general, siendo por ello mejor conocidas
sus 1indicaciones vy sus efectos indeseables.

Otros son naproxeno, fenoprofeno, flurbiprofeno,
ketoprofeno V4 varios agentes adicionales entre
los que se incluyen, fenbufeno, el pirprofeno, el oxaprozin, el

indoprofeno y el acido tiaprofénico.

Cﬁs
( CH;),—CH CH, CHCOOH
Ibuprofeno
-Qtras farmacos analgésicos o antiinflamatorios : Existen

otros agentes antiinflamatorios que se encuentran en desarrollo

o sometidos a estudio. El1 punto de partida de estos fue la
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indometacina ; fue introducido como antiinflamatorio de gran
potencia en 1963, pero con frecuencia su uso estd limitado por
la toxicidad. Los de introduccién més reciente son el etodalac
Yy 1la nabumetona. Otras son benzidamina, sulindac, piroxicam,
diclofenac, 4cido <clonixilico, tolmetina.

Las sales de oro pueden modificar 1la evolucién de
la artritis reumatoidea, aunque ellas no son antiinflamatorias
en el sentido clésico.

Uno de més reciente incorporacién es el ketoralac,
agente no esteroideo que promete ser una alternativa a los
opidceos y otros analgésicos no esteroideos para mejorar el dolor
postquirirgico moderado a grave Yy gdque, con una experiencia
clinica mds amplia, podria encontrar un lugar en el tratamiento
del dolor musculo-esquelético agudo y otros estados dolorosos,

asi como en la inflamacién ocular ( 78, 79 ).

FArmacos analgésicos opidceos

El término opioide se emplea aqui para designar a un
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grupo de farmacos que, en distinto grado, tienen propiedades
similares a las del opio o la morfina.

Este grupo de f4rmacos se caracterizan por poseer
afinidad selectiva por los receptores opioides. La intensa
analgesia que producen los opidceos se debe a su interaccién con
receptores opioides especificos distribuidos heterogéneamente por

el S.N.C. La activacién de estos receptores, inducen analgesia

de elevada intensidad, producida a nivel del S.N.C.. Otros
efectos subjetivos que tienden a favorecer la instauracién
de una conducta de autoadministracién denominada

farmacodependencia.

Durante las dos dltimas décadas, el creciente
conocimiento de las relaciones entre los opidceos exégenbs, el
péptido opioide endégeno y la anestesia ha permitido efectuar
claros avances sobre el mecanismo de accién analgésica de
los opioides. A este respecto ha tenido una importancia
primordial la identificacién de 1los sistemas neuronales
inhibidores que se originan en lugares vsupraespinales V4
descienden hacia la médula espinal, junto al reconocimiento del
papel del asta posterior de la médula espinal en los mecanismos

analgésicos ( 80 ).
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Aplicaciones clinicas
La morfina vy la mayoria de los agonistas,

antagonistas / agonistas mixtos Yy agonistas parciales son
considerados como analgésicos mayores porque llegan a aliviar
dolores agudos y crénicos de gran intensidad.

Su techo antidlgico, sin embargo no es idéntico
considerdndose que con los agonistas puros se alcanza una mayor
eficacia en dolores muy intensos, quiz4s porque se pueden dar
dosis mayores al no producir reacciones disféricas Y
psicotomiméticas.

Segin la estructura quimica, estos farmacos .se
CLASIFICAN en : ( 81 ).

-Estructura pentaciclica

- productos naturales del opio : morfina, codeina,
tebaina.

- derivados semisintéticos : los agonistas etilmorfina
Y heroina ( diacetilmorfina ), Y el

agonista / antagonista mixto nalorfina ( N - alil -

morfina).
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- derivados morfinémicos : los agonistas oximorfona y

oxinodona, el agonista /antagonista mixto nalbufina y

los antagonistas puros naloxona ( N - alil -
noroximorfona } vy naltrexona.
-Estructura hexaciclica : oripavinas ; comprende el agonista

puro etorfina, 1la ciprenorfina, el antagonista diprenorfina y el
agonista parcial buprenorfina.

-Estructura tetraciclica : morfinanos ; comprende el agonista

levorfanol, el antagonista levarlofan y el agonista / antagonista
mixto butorfanol. El dextrorfan es un estereoisémero del levorfan
que estd relativamente desprovisto de accién analgésica.

~-Estructura triciclica : benzomorfanos ; comprende a 1los

agonistas / antagonistas mixtos pentazocina, ketociclazocina vy
ciclazocina.

-Estructura biciclica : 4-fenilperidina ; se encuentran, entre

otros, los agonistas meperidina y fenoperidina, el agonista
parcial profadol, los utilizados como antidiarreicos loperamida y

difenoxilato y el analgésico menor tilidina.

-Derivados de 3,3 difenilpropilamina : metadona, 1-&-
acetilmetadol, dextromoramida V4 el analgésico menor da -
propoxifeno.
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-Derivados de 1,2 y 1,3-diaminas : comprende los agonistas

fentanilo, citrato de sufentanilo alfentanilo y clorhidrato de

sufentanilo.

MORFINA

Sigue siendo el fAarmaco prototipo y el que mds se
utiliza para fines terapéuticos y continda siendo el patrén
para la valoracién de los nuevos analgésicos. Dado que 1la
sintesis de 1laboratorio de la morfina es dificil, todavia se
obtiene del opio o se extrae de la paja de la amapola ( papaver
somniferum ). Muchos derivados semisintéticos se preparan
mediante modificaciones relativamente simples de la molécula de
la morfina.

La analgesia  producida por esta sustancia es
consecuencia de la accién de la morfina sobre los receptores
( principalmente mu ), situados a diversos niveles del S.N.C.,
sin embargo, también presenta una afinidad apreciable por los

receptores delta, kappa, epsilon y sigma.
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La morfina ejerce una accién antidlgica a nivel central,
probablemente a expensas de la inhibicién en la liberacién de
sustancias neurotransmisoras cerebrales tales como la acetil-
colina.

Sobre el sistema serotonérgico, la morfina induce un
aumento del turn-over serotonérgico central, condicionando un
aumento en la produccién de 4cido 5 - hidroxi - indolacético.
Ademds la morfina produce un aumento de los niveles de serotonina
centrales tanto si se administra de forma aguda como crénica
( 82 ).

Tambien se han descrito interacciones entre los
sistemas opioides y noradrenérgicos a nivel central, ya que se ha
observado como la reserpina altera la capacidad antinociceptiva

de la morfina. Ademds la morfina produce un efecto bifésico sobre

los niveles de noradrenalina cerebral , disminuyéndolos a las
dosis de 2 - 20 mg/kg y aumenténdolos a las dosis de 50 - 100
mg/kg.

Quimicamente es el 7,8 - didehidro - 4,5 - epoxi - 17 =~

metil - morfinano - 3,6 - diol.
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Se conoce asimismo su capacidad para suprimir la
actividad de las conexiones entre el 1lébulo frontal y el tdlamo,
en forma similar a como lo hace el alcohol, dando lugar con ello
a una disminucién de la ansiedad vy a 1la aparicién de la euforia,
propiedades éstas que se utilizan tanto para el control del dolor
como en la disminucién de 1la ansiedad en las situaciones de
shock.

Este opidceo interrumpe asimismo la transmisién a nivel
de la médula espinal mediante el blogqueo de 1los impulsos
nerviosos aferentes a las astas posteriores y da lugar a una
depresién del centro fespiratorio a expensas de la disminucién
en la sensibilidad de éste frente al aumento en la concentracién
sanguinea de diéxido de chono suprimiendo, ademds, el reflejo

de 1la tos, propiedades éstas que encuentran un gran campo de

65




aplicacién en medicina.

La morfina posee tambien una accién excitadora sobre el
sistema nervioso central, lo que da lugar a una serie de efectos
no deseados entre los que se incluyen las nduseas, vémitos,
debidos a la estimulacién del centro emético medular y del
aparato vestibular.

Por otra parte disminuye el tono y la mpvilidad de la
musculatura lisa gastrointestinal lo que constituye una
pfopiedad Util para el tratamiento de cuadros diarreicos ( dos
derivados, Difenoxilato y Loperamida, son utilizados ampliamente
con este fin ).

Por el contrario, contrae la fibra muscular lisa del
esfinter de 04ddi lo que puede conducir al empeoramiento de una
obstruccién biliar preexistente y a la eventual presentacién de
un episodio de cdélico.

La accién depresora sobre el centro respiratorio tanto
de la morfina como de farmacos similares puede ser contrarestada
mediante la utilizacién de antagonistas especificos. El féarmaco
de eleccién para la supresién del efecto de la morfina es la
naloxona, debido a que a diferencia de otros antagonistas su

accién es pura, careciendo de cualquiera de los efectos de la
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morfina, antagonizando asimismo la accién de la pentazocina

( 83 ).

OTROS FARMACOS ANALGESICOS

Los fdrmacos que afectan al estado psicolégico del
paciente pueden tener efectos significativos en la percepcién del
dolor.

Durante 1los Ultimos afios el empleo de los férmacos
antidepresivos, sélos o en combinacién con opidceos, se ha
extendido en 1la clinica del dolor y convertido en uno de los
grupos terapéuticos de mayor uso con fines anlgésicos.

Diversos estudios clinicos experimentales han demostrado
que no existe relacién entre su accién analgésica vy la
antidepresiva ( 4, 84, 85 ).

Este grupo de fadrmacos poseen utilidad como
analgésicos en diferentes situaciones clinicas ( artritis,
neuralgias postherpéticas, dolor facial atipico, cancer

terminal, etc. ).
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A pesar de la enorme complejidad de los mecanismos
implicados en el tratamiento del dolor y del desconocimiento
que todavia tenemos de 1la fisiologia del §S.N.C. parece
demostrarse que aquellos fadrmacos que por cualquier mecanismo
aumentan las concentraciones de algunos neurotransmisores
tendrian accién analgésica por si mismos y légicamente
potenciardn la analgesia inducida por otros farmacos. La accién
analgésica es debida probablemente a uno 6 varios de estos
factores : ( 84 ).

- efecto placebo.

- efecto antidepresivo-ansiolitico.

- efecto analgésico < per se > y potenciacién del efecto

de otros analgésicos.

La efectividad clinica como analgésico no  parece
explicarse exclusivamente por la accién antidepresiva-
ansiolitica, va que la analgesia se obtiene a dosis inferiores a
la necesaria para que manifieste su accién antidepresiva, aparece
antes y en un ndmero mayor de pacientes.

La accién analgésica < per se > estd bien documentada y
estd relacionada principalmente con mecanismos noradrenérgicos o

serotonérgicos sin descartar otras posibles implicaciones
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( colinérgica, bloqueante alfa presindptica, etc. ). Ademas
potencian la accién analgésica de los opiédceos.

Por otra parte, existen una serie de ventajas del uso de
psicofdrmacos en el tratamiento del dolor crénico

1- Son efectivos en pacientes que han desarrollado

tolerancia a otros analgésicos convencionales.

2- Ausencia de efectos indeseables importantes.

3- Potencia a otros analgésicos.

4- Posibilidad de reducir la dosis y uso de anlgésicos.

Independientemente, en algunas situaciones en las que
el dolor es una somatizacién de la depresién, los antidepresivos
triciclicos, tal como amitriptilina, imipramina, doxepina Yy
amoxapina, pueden resultar udtiles ( 86 ).

Dos antihistaminos con propiedades psicoactivas estén
recibiendo atencién creciente en el control del dolor. Estos son
hidroxicina y prometacina ; ambas son bien toleradas en la edad
avanzada y pueden ser Utiles en el dolor postoperatorio y en
otras situaciones agudas ( 87 ).

Otro grupo seria el de los psicoestimulantes, de entre
los cuales 1la cafeina es el de mé&s frecuente wutilizacién,

produciendo una sensacién discreta de bienestar y aumenta el
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estado de alerta. Aunque la cafeina no tiene efecto
analgésico, se asocia a analgésicos o bloqueantes alfa, siendo
itil para determinados cuadros por aumentar la absorcién oral.
De entre los tranquilizantes mayores, solamente dos de
los componentes de este grupo, las fenotiacinas Y las
butirofenonas, se wutilizan regularmente en el tratamiento del

dolor.

TECNICAS PSICOLOGICAS UTILIZADAS EN EL TRATAMIENTO DEL DOLOR

Los tratamientos psicolégicos m&s ampliamente usados son

diversos, incluyéndose especialmente la Psicoterapia

( técnicas de relajacién, biofeed-back, control de conducta

operante, terapia de conductual-cognitiva ), Hipnosis Y
Aucupuntura.
-Psicoterapia

- Relajacién : persigue la potenciacién de una respuesta

fisiolégica incompatible con la ansiedad. El mds frecuentemente
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usado es la relajacién progresiva.

- Biofeed-back : Consiste en informar a los pacientes
sobre aquellos cambios de las funciones fisiolégicas de los que
ellos no son habitualmente conscientes. Tiene una eficacia
limitada en el tratamiento del dolor siendo tanto o mas Util
cuanto mayor relacién exista entre la respuesta biolégica objeto
de tratamiento y la fisiopatologia del dolor, vy siendo necesario
aplicarlo de acuerdo con las caracteristicas conductuales vy
cognitivas del paciente, de modo gque se facilite una
generalizacién de los resultados obtenidos en la vida real del
sujeto.

- Control de conducta operante : va dirigido a modificar
el papel que las contingencias de refuerzo de las conductas del
dolor del sujeto pueden estar jugando en el mantenimiento del
problema del dolor.

- Terapia conductual-cognitiva : su objetivo es
modificar los aspectos evaluativos y atencionales de la
percepcién del dolor, dotando al sujeto de estrategias O6ptimas
para reducir la intensidad y adversidad del dolor de modo que
éste altere 1lo menos posible las actividades conductuales vy

cognitivas del sujeto.
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Hipnosis

Puede ser un tratamiento valioso en aquellos
casos en que el dolor crénico tenga una causa orgdnica definida,
como en el caso del dolor de cdncer o neopldsico, o en el
tratamiento del dolor agudo, facilitando la utilizacién de esta
técnica el entrenamiento del sujeto en la aceptacién de la
sugestién hipnética de modo que ésta pueda adquirir el mayor

grado de control personal sobre el tratamiento ( 88 ).

-Acupuntura

Fue desarrollada inicialmente en China. La
técnica se desarrolld en base a las teorias chinas referentes a
la anatomia, fisiologia y filosofia, siendo descrita en el " Nei-
ching-Su Wen ", texto médico de 3000 afios de antiguedad y uno de
los primeros existentes en esta materia. Las explicaciones
neurofisiolégicas en cuanto a los efectos de la acupuntura se
centran en el criterio de que el estimulo proporcionado por la
aguja da lugar a la activacién de los mecanismos inhibidores del
dolor a nivel del sistema nervioso central.

Actualmente, es conocido que la estimulacién producida

por la acupuntura produce la liberacién de péptidos opioides
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endbégenos, ( tales como endorfinas ), que son en definitiva las
responsables de 1los efectos beneficiosos obtenidos con este
técnica. Este hecho viene avalado porque sus efectos son

inhibidos por los antagonistas opiéceos.
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ESTUDIO DE LAS SUSTANCIAS ENSAYADAS

2-Amino-5-tert-butil-2-0xazolina ; ( ATBO )

Las oxézolinas son compuestos heterociclicos de cinco
miembros conteniendo un Adtomo de oxigeno y otro de nitrégeno en
posiciones relativas 1, 3, vy un doble enlace. El doble enlace
puede estar localizado en diferentes posiciones existiendo asi,

tres tipos diferentes de anillos de oxazolina ( figura 1 ).

R R R R R R
R R R
N O N O H=N O
R’ RR RR
2-oxazolina ( a ) 3-oxazolina ( b ) 4-oxazolina ( ¢ )
( figura 1 )
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Dentro de este tipo de compuestos, las 2-amino-2-
oxazolinas sustituidas ( figura 1 - a -, R'= NH2 ) presentan un
interés particular en aplicaciones terapéuticas, y este interés
ha estimulado considerablemente la investigacién en sus métodos
de sintesis.

Las 2-oxazolinas son compuestos con una gran variedad
de aplicaciones ( 89 ). En concreto las 2-amino-2-oxazolinas son
los derivados que se han mostrado mds Utiles en el campo de la
farmacologia. Asi, 2-amino-2-oxazolinas fusionadas estén
descritas como hipertensoras, y estimulantes del sistema nervioso
central ( 90 ), y la 2-amino-5-fenil-2-oxazolina ha sido
empleada con éxito como depresora del apetito ( 89 ).

No hemos encontrado en cambio antecedentes
bibliogrdficos sobre estudios farmacolégicos de amino-oxazolinas
no fusionadas portando sustituyentes no aromdticos sobre el
anillo. A tal efecto se ha selecionado en esta tesis la 5-tert-
butil-2-amino-2-oxazolina.

La 2-amino-5-tert-butil-2-oxazolina ( ATBO ), es un
compuesto de sintesis ( figura 2 ), obtenido a partir de
N - ( 3,3-dimetil-2-yodobutil ) wurea ( 1 ) por ciclacién

intramolecular en agua Yy neutralizacién de la sal de amonio
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resultante ( 2 ).

I H,O NaOH
NH NHQ—'—> —-
\/ A N o) N o)
O
NH; | NH,

(1) (2) ATBO, 72%

( figura 2 )

La ATBO se extrajo con diclorometano y se purificé
por cristalizacién de éter ( p.f. 192 - 193 grados C ). Su
estructura se demostréd mediante el uso de las técnicas
espectroscédpicas habituales ( U.V., I.R., 1 H- y 13-C R.N.M. ) v

espectrometria de masas ( 91 ).
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La beta-yodourea ( 1 ) se prepard a partir del

correspondiente yodoisocianato y amoniaco ( 92 ).

1-Fenil-Imidazolidina-2-Tiona ; ( FIT )

Por reaccién de 1la D - glucosamina con alquil
( aril ) 1isotiocianatos se forman productos de condensacién, a
los que inicialmente se le asigné una férmula de glucopirano

( 1 ) por Garcia Gonzdlez y cols. ( 93 ).

CH,OH
CH2OHO OHCH
@) R
R 7
~ —
N 7 N
& |
| — oH c=s
OHl  c=s )——cC=
NH NH

,-\
=
—

—_

[ V)

-
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Afios mds tarde los mismos autores, simultdneamente a

Morel y cols. ( 94 ), modificaron la estructura de la parte de
aziucar en favor de un anillo glucofurdnico ( 2 ) que quedé
definitivamente establecido por disfraccién de rayos X ( 95 ).

La 1 - fenil - 4,5 - ( c¢is - 1,2 - D - glucofurano ) -

imidazolidina -2- tiona ( 3 ) se sintetizé a partir de la D -

glucosamina ( 4 ) y fenilisotiocianato en mezcla de etanol vy
acético. ‘
CH,OH
CHzo(')" OH___é_H . Q
EtoH
N,O, *+ N=C=S5 —»
OH ACOH . c=s
NH
2 N
I
H
(4) (3)
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La estructura del compuesto ( 3 ) estd confirmada por
datos quimicos y espectroscépicos. |

El compuesto preparado es de interés bioquimico vy
farmacolégico porque presenta un anillo 2 - tioxoimidazdélico, vy
para otros derivados de azucares con dicho anillo
estdn descritas actividades como inmunodepresoras ( 96 ),
antitiroideos ( 97, 98, 99 ), y antiinflamatorias ( 100 ).

Otra de las acciones que se establecié para el anillo
imidazélico fue una accién antilipolitica o lo que es lo mismo,
la capacidad de disminuir la liberacién de &cidos grasos libres
a partir de triglicéridos. Asi también, el anillo de imidazol
reduce la agregacién plaquetaria con la interesante propiedad de
antagonizarla cuando estd aumentada por el exceso de adrenalina y
también el efecto indirecto de la vasopresina e 1incluso la
respuesta adrenal al estimulo adrenocorticotréfico sobre dicha

agregacién ( 101 ).
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Naloxona

También se denomina N-alil noroximorfona ; tiene un peso

molecular de 327,37 vy férmula es C19 H21 NO4. ( 102 ).

HO

O

/
o
N—CH,CH=CH,

O/

Ha sido considerada como un antagonista narcético
relativamente puro y como tal ha sido ampliamente wusado para
investigar 1la posible implicacién de los opidceos endégenos en

un gran numero de procesos farmacolégicos y fisiolégicos.
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Muchos estudios han usado el antagonismo producido por
la naloxona como criterio de la implicacién de 1los opidceos
endégenos asumiendo que la naloxona no tiene otras acciones
farmacoldégicas que el bloqueo de los receptores opidceos.

El wuso de dosis de naloxona méds altas que 1las que
normalmente se emplean para antagonizar la analgesia y otros
efectos de la morfina se puede justificar ya gque hay midltiples
formas de receptores opidceos en los tejidos nerviosos Yy las
respuestas mediadas por algunos de estos receptores requieren
para el bloqueo dosis més altas ( 103 ).

Naloxona es un antagonista competitivo de los receptores
mu, delta, kappa y sigma. Sus efectos se demuestran casi
inmediatamente de la administracién intravenosa. Esta droga se
metaboliza primariamente en higado por conjugacién con 4&cido
glucurédnico.

Se ha demostrado que el pretratamiento con naloxona
antagoniza el efecto antinociceptivo de diferentes compuestos
entre ellos de algunos aminodcidos como la taurina y metil éster
de tiroxina. Asi{ el pretratamiento con este antagonista, bloquea
el efecto antinociceptivo de estos compuestos en tests quimicos y

tail-flick ( 104, 105, 106 ).
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Estos resultados inducen a considerar que se mecanismo
de accién puede estar relacionado con los receptores opioides
periféricos y espinales, Yy son concordantes con los dé; otros
autores que han demostrado la existencia de varios tipos de
receptores opidceos ( mu, kappa Yy sigma ) en el peritoneo del
ratén ( 107 ).

Después de la administracién parenteral la duracién de
la accién es de aproximadamente 1-4 horas. Su vida media en
plasma es de aproximadamente 1 hora ( 108 ).

Tras ser absorbida después de la administracién oral,
es tan réipidamente metabolizada en su primer paso por higado
que su potencia por via oral es s6lo 1 / 15 de la que presenta
cuando es administrada parenteralmente ( 109 ).

Este derivado de 1la noroximorfona, antagoniza de
manera inmediata 1la analgesia, sedacién, estupor, coma,
depresién respiratoria, hipotensién arterial, miosis, hipertonia
gastrointestinal y atonia vesical producidas por la morfina.

En ocasiones origina un efecto rebote que se manifiesta
en forma de hiperventilacién, hipertensién arterial, taquicardia

etc.
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Metamizol

Pertenece al grupo de 1las pirazolonas, también se
denomina noramidopirina metansulfonato ( Na 6 Mg ).

Es soluble en agua ( 1gr/1,5 ml ), metanol, menos
soluble en etanol, practicamente insoluble en éter, acetona,
benceno y cloroformo. Su Pm es de 351,35 con la‘estructura C13

H16 N3 Nao4S.H20 ( 110 ).

CH,
|
Il N
CH,~N—C—cC/
| 1
CH, 0]
|
SO, Na
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Los derivados pirazolénicos se han empleado
extensivamente en el tratamiento del dolor agudo vy crénico y en
los procesos inflamatorios.

Tiene accidén analgésica y antitérmica. En contraste con
los tipicos AINEs, tiene dos mecanismos de accién ademds de la
usual inhibicién de la ciclooxigenasa : 1) bloqueo directo de
hiperalgesia y 2) inhibicién de MNF, un factor nociceptivo de los
macréfagos que causa nocicepcién mediada por metabolitos de 1la
ciclooxigenasa ( 111 ).

El metamizol intravenoso aumenta la actividad de las
neuronas de la sustancia gris periacueductal y reduce las de
las neuronas de la sustancia negra ( 112 ).

Los efectos antinociceptivos y analgésicos no sélo se
deben a un mecanismo de accién periférico, sino también central
que se manifiesta por activacién de la inhibicién originada en la
sustancia gris periacueductal ( 112 ).

La accién analgésica es dosis dependiente, alcanzéandose
el mdximo a la dosis de unos 2 gramos. Tiene 1ligera actividad
espasmolitica, al ejercer una accién relajante de 1la fibra
muscular lisa, por lo que es UGtil en dolores de tipo célico, sola

0 asociada a otros espasmoliticos ( 112 ).
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Su absorcién por via oral es buena, siendo hidrolizada
rdpidamente a metabolitos activos ( 4-metilamincantipirina y 4-
aminoantipirina ) e inactivos ( 4-acetil Y 4-

formilaminoantipirina ) y otros metabolitos no identificados.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS



El estudio de la actividad de una nueva molécula debe
realizarse siguiendo una metddica perfectamente establecida, que
en el caso de los analgésicos puede resumirse en 1los tres
apartados siguientes

1) Actividad de los analgésicos para evitar o aliviar el
dolor artificialmente producido en animales de experimentacién.

2) Alivio del dolor experimental en sujetos voluntarios

sanos.

3) Alivio del dolor patolégico en el hombre.

Es obvio que las competencias del farmacdélogo
experimental se‘limitan al primer apartado, puesto que los otros
dos pertenecen a la farmacologia clinica. Por este motivo, nos
ocuparemos uUnicamente de la valoracién de la posible actividad
antinociceptiva en el animal de experimentacién.

Queremos destacar que el término analgésico debe
reservarse a la clinica, wutilizando el de antinociceptivo cuando
nos referimos a las experiencias realizadas en el animal de
laboratorio.

Detectar 1la posible actividad antinociceptiva de una
determinada sustancia, en animales de experimentacién, es

bastante dificultoso, prueba de ello es la gran variedad de
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métodos existentes en la actualidad. Esta profusién de métodos
significa que no hay ninguno gque sea totalmente eficaz para una
valoracién completa, y dificilmente hay dos investigadores que
utilicen el mismo método de igual forma y valoren los resultados
obtenidos de la misma manera. Este campo de la farmacologia
experimental estd necesitado de un esfuerzo de estandarizacién o
normalizacién de las pruebas utilizadas.

A pesar de que 1las pruebas de anaigesimetria en
animales se disefian intentando reproducir las caracteristicas
del dolor patolégico en el hombre, no se logra tal similitud
puesto que en dichos métodos 1los fdrmacos se administran antes y
no despues del estimulo nociceptivo, Yy puesto que el valor de
cualquier analgésico consiste en dltima instancia en su
capacidad para aliviar el dolor patolégico, el udnico sujeto
experimentalmente posible es el hombre enfermo.

No obstante, como posiblemente todo dolor sea
significativo y grave para un animal , puede decirse, con ciertas
reservas, que el dolor experimental equivale al dolor patoldgico
en el hombre.

En definitiva, 1la dnica indicacién para el investigador

de gque un animal considera un estimulo como doloroso es que
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ejecute una reaccidén de excitacién a dicho estimulo.

La capacidad de cualquier método para detectar posibles
fdrmacos analgésicos viene entonces determinada por la eficacia
para retrasar o alterar esta reaccidédn de excitacién.

Un importante aspecto del estudio de un analgésico es la
demostracién de su eficacia en comparacién con un control
aceptado y una incidencia aceptable en la gravedad de los efectos
secundarios ( 113 ).

En este trabajo se describe la sintesis de dos nuevos
derivados imidazélicos, 2 - amino - 5 - tert - butil - 2 -
oxazolina vy la 1 - fenil - ( D - glucofurano ) ( 2, 1, 4 ) -
imidazolidina - 2 - tiona. Estas sustancias se incluyen en un
proyecto conjunto de andlisis farmacolédgico de nuevas moléculas
de sintesis con diversa actividad potencial.

El demostrar la posible accién antinociceptiva de estas
sustancias constituye un aspecto de ineludible interés, no sélo
teérico sino préactico, debido a su posible utilizacién
terapéutica ; para esto es necesario llevar a cabo una serie
de experiencias de indole farmacolégica que permitan delimitar
su esfera de actividad.

La actividad farmacolégica del imidazol fue estudiada
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por diferentes autores ( 37, 114 ), empleando para ello tests
quimicos ( 28, 36 ). Estos autores demuestran que el imidazol
presenta una accién analgésica similar a la que exhiben otras
sustancias ( AAS, metamizol. acetaminofén ).

Todos los antecedentes hacen que actualmente se busquen
nuevas estructuras activas farmacoldgicamente vy con la
participacién en ellas del anillo imidazol.

Siguiendo este criterio, al disponer dé una serie de
aminooxazolinas que han sido previamente objeto de estudios en el
Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica de la
Universidad de Sevilla, mostrando diversas propiedades,
realizaremos nuestros estudios sobre estas nuevas sustancias.

Buscando relaciones entre estructura gquimica y actividad
farmacolégica, estudiaremos si estos derivados imidazélicos
poseen actividad antinociceptiva frente a métodos quimicos vy
térmicos. En este estudio nos centraremos en un screening de
actividad antinociceptiva frente a los tests de nocicepcién
quimico ( &cido acético ), vy térmico ( hot-plate, tail-flick),
evaludndose el efecto antinociceptivo comparativamente con el
obtenido con el metamizol a dosis equimoleculares el cual

utilizaré como analgésico de referencia.
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A fin de descartar si el efecto antinociceptivo
observado estaba influido por otros efectos fisioldégicos o de
conducta {( sedacidbén, relajacién, incoordinacién motora, etc. )
que pudieran indirectamente afectar los tests de nocicepcién, se
estudiard si estas aminooxazolinas modifican estos parametros.

En una segunda fase se pasard a estudiar si el efecto
observado puede modificarse por el pretratamiento con analgésicos
opidceos y no opiaceos. En estos ensayos se utilizard la DE 50 de
la sustancia a ensayar.

Por otra parte se valorard si dosis inefectivas del
analgésico utilizado de referencia modifican 1la respuesta
antiniciceptiva de estas sustancias. Asimismo, se valorard si la
respuesta antinociceptiva se modifica tras el pretratamiento con
el antagonista opidceo naloxona ( 1 vy 2 mg/kg ).

La eleccién de diferentes tests esté totalmente
justificada, como comentaremos posteriormente, ya que cada uno de
ellos evalda un posible mecanismo que pudiera estar implicado en
la accidn antinociceptiva.

El test de las contorsiones inducidas por &4cido acético,
constituye un buen método de criba de moléculas con una posible

accidn antinociceptiva periférica ( 115 ).
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A fin de valorar si el efecto antinociceptivo actia
a nivel espinal o© supraespinal, se utilizard el test de la
plancha caliente y el tail-flick. La eleccién de estos métodos
obedece al hecho de explorar mecanismos nociceptivos
supraespinales con el primer método y espinales c¢on el segundo
( 116 ).

De todos los pardmetros valorables en el test de 1la
plancha caliente, se elije el lamido de las patas posteriores
por ser el que se relaciona con una mediacién nociceptiva no
opioide. El1 lamido de las patas anteriores, otro parédmetro

extensamente empleado, permite evaluar una implicacién opioide

(117 ).

Son muchos los factores tanto individuales como
ambientales gque pueden condicionar una situacién de analgesia,
por este motivo hemos intentado evitar al maximo estas

eventualidades.

En nuestro estudio se emplearén solamente animales
macho para evitar las posibles fluctuaciones en el umbral
doloroso como cosecuencia de las modificaciones hormonales que
tienen lugar durante el ciclo estrogénico ( 27, 118 ).

Los resultados de 1las pruebas nociceptivas son
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fuertemente influidos por la subjetividad del observador y por
circunstancias ambientales ; por razones estadisticas, éstas
variables necesitan del uso de un alto nimero de animales

El calor, tanto en forma aguda como crénica, es una de
las situaciones productoras de estrés gque condiciona la
produccién de analgesia ( 25, 119, 120 ).

En este sentido, 1las experiencias se realizarén entre
los meses de septiembre y mayo, a fin de evitar ia exposicién de
los animales a temperaturas extremas. Independientemente, aun
durante estas épocés, se mantuvo la temperatura de la habitacién
constante a 22 +/- 1 grado C.

Por otra parte, se ha descrito recientemente una
relacién del ritmo dia/noche en la sensibilidad del dolor con una
implicacién de la glandula pineal ( y su hormona melatonina ) en
la modulacién del ritmo diurno de analgesia ( 121 ). Por este
motivo todas las experiencias se realizardn en la fase de
luz ( 7-19 h. ), evitando asi las diferencias producidas por el

citado ciclo,
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MATERIAL Y METODOS



Animal de experimentacién

Para la realizaciodon de este trabajo, se utilizaron ratas
Wistar vy ratones Swiss machos, procedentes del animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla.

Los animales se dispusieron en jaulas de polipropileno
suministradas por la firma Panlab*. Dentro de lo posible se
procuré que todos los animales de una misma jaula fueran de una
misma camada.

En 1los tests de analgesia ( quimicos vy plancha
caliente ), y pruebas complementarias ( coordinacién y actividad
motora ), empleamos 460 ratones con un peso medio de 24,8 +/-
0,19 gramos divididos en lotes de diez animales. En el estudio de
las pruebas complementarias se utilizaron 50 ratones con un peso
medio de 25,04 +/- 0,32 gramos.

Para el test de retirada de la cola ( tail-flick ),se
utilizaron 91 ratas, con un peso medio de 237 +/- 4,2 gramos,
distribuidos en lotes de siete animales.

A un lote de ratones tratados con la dosis superior de

ATBO ( 37,34 mg/kg ), se les mantuvo durante una semana en
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condiciones estdndares y transcurrido este periodo, se les volvié
a pesar a fin de evaluar si el <crecimiento ponderal habia

sufrido alguna modificacién.

Alimentacidn

La alimentacién desde el destete ( 20-28 dias ), hasta
la realizacién de 1los experimentos, fue a base de pienso
compuesto suministrado por 1la casa Sanders, el cual se les
retiraba una hora antes del ensayo, manteniéndose el agua " ad
libitum ".

La elaboracién de este pienso se realiza con las
materias primas o 1ingredientes, libres de contaminacién,
finamente molidos y con los procesos de mezclado, Vaporizacién de
la mezcla, granulacién con matriz de tacos de 16 x 16 mm.,
posterior enfriamiento en cascada y envasado automdtico y el
consiguiente almacenamiento hasta su expedicidn.

La composicién del pienso es

Cereales - Harinas o tortas de oleaginosas - Subproducto
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de molineria - Harinas de carne - Melazas y azucares - Premezcla

minero-vitaminica.

Los constituyentes analiticos son

Proteina bruta ......... ..o, 18 %.
Materias grasas brutas .................. 3,50 %.
Celulosa bruta ......... ... .. 4 %.
Cenizas brutas ..........cciiiervnenenns 8 %.
Almidén ... e e e 35 %.
CalCio vttt e e e e e e e e 1,20 %.
FOSfOoro ... it i it e 0,70 %.
o Y s 1o S 0,20 %.
Vitamina A .......... . iiinn. 10.000 U.I./ kg.
Vitamina D 3 .........ciiiinennann 1.000 U.I./kg.
Vitamina E ( alfa-tocoferol ) ......... 15 mg./kg.

Aditivos: B.H.T.(butilhidroxi-Tolueno).120 mg./kg.

El consumo medio diario se calcula en 15-18 gr. para las

ratas v 5 gr. para los ratones. ( 122 ).
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Una semana antes del ensayo, los animales se mantuvieron
en un ciclo de luz / oscuridad de 12 horas ( 121 ), realizdndose
las experiencias en la fase de luz ( 7-19 h. ), y a temperatura
constante de 22 +/- 1 grado C.. La regulacidén de la temperatura
ambiental, interactia par producir una temperatura corporal

constante ( 123 ).
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LAS SUSTANCIAS MOTIVO
DE ESTUDIO

2-AMINO-5-TERT-BUTIL-2-OXAZOLINA ( ATBO ) Y METAMIZOL. TEST DEL

ACIDO ACETICO.

Para el estudio de la accién antinociceptiva del ATBO se
siguié en 1lineas generales 1la técnica descrita por Koster vy
cols. ( 28 ), utilizando el 4cido acético al 0'6 % como agente
nociceptivo.

En este caso se emplearon siete 1lotes de animales,
para el estudio de la accién antinociceptiva del ATBO, Yy seis
para el estudio del metamizol, tomando uno de ellos como control.

Las dosis de ATBO elegidas fueron 2,33 ; 4,66 ; 9,33 ;
18,67 ; 28y 37,34 mg/kg i.p., asi como sus equimoleculares de
metamizol de 6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 ; 75 y 100 mg/kg p.o..

Asimismo, se ensayé la dosis efectiva 50 de ATBO ( DE
50 ) ( 5,57 mg/kg ), sola y asociada con metamizol a dosis de

6,25 mg/kg administradas simultédneamente. Para este estudio se
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emplearon veinte animales.

Los lotes controles fueron pretratados con el disolvente
del ATBO ( agua destilada ). Tanto el vehiculo como las
sustancias a estudiar se administraron en un volumen de 10
ml/kg, que se mantuvo constante en todas las experiencias. La via
de administracién fue la misma que la utilizada en la
experiencia anterior.

El agente nociceptivo ( 4cido acético al 0,6 % ), se
administré i.p. al mismo volumen y a los diez minutos de la
administracién de la sustancia a ensayar.

El pardmetro valorado fue el nuimero de contorsiones
abdominales que exhibié el animal durante 1los 15 minutos
posteriores a los 5 minutos de la administracién del agente

nociceptivo ( 28 ).

2-AMINO-5-TERT-BUTIL-2-OXAZOLINA Y METAMIZOL. PLANCHA CALIENTE.

En este caso, se emplearon once lotes de ratones,

uno de los cuales se utilizé como control. Los lotes restantes
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fueron pretratados con ATBO a las dosis de 4,66 ; 9,33 ; 18,67 ;
28 ; 37,34 vy 46,68 mag/kg i.p., vy las equimoleculares de
metamizol de 50 ; 75 ; 100 vy 125 mg/kg p.o. Dosis inferiores
de metamizol equimoleculares con 4,66 'y 9,33 mg/kg de ATBC no
fueron ensayadas habida cuenta de la inefectividad del metamizol
en este test.

Por otra parte, se estudid en este test el efecto de
la DE 50 de ATBO ( 8,57 mg/kg ), sdélo y asociado con metamizol
50 mg/kg administradas simultdneamente. Para ello se utilizaron
veinte animales.

En este test, se determiné el tiempo de reaccién de los
ratones colocados sobre una plancha caliente a 55 +/- 0'l grado C
temperatura que se mantenia constante mediante un termostato
( 49 ).

Sobre 1la plancha SOCREL Model-DS 37 de 25 x 25 x 1
cm., se colocaba un cilindro de metacrilato de 18 ém. de altura
y 20 cm. de didmetro, abierto por ambos extremos que impide el
escape del animal permitiendo su visualizacién.

Los parametros valorados fueron el lamido de las patas
anteriores vy posteriores. El tiempo maximo de permanencia sobre

la plancha fue de 60 segundos ( asignando el valor 60 a los que
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permanecian mds de ese tiempo ), a partir de los cuales si el
animal no habia presentado reaccién , se le retiraba de la

plancha para evitar el dafio de los tejidos ( 54 ).

2-AMINO-5-TERT-BUTIL-2-OXAZOLINA Y METAMIZOL. TAIL-FLICK.

En este test se emplearon trece lotes de ratas macho ;
uno de los lotes se utilizé como control y recibidé sélo agua
destilada, y los doce restantes recibieron como pretratamiento
ATBO a dosis de 2,33 ; 4,66 ; 9,33 ; 18,67 ; 28 y 37,34 nmg/kg
i.p. y sus equimoleculares de metamizol a dosis de 6,25 ; 12,5
25 ; 50 ; 75 y 100 mg/kg p.o. El volumen de administracién se
mantuvo constante en todas las experiencias ( 0,5 ml / 250 g.).

En esta experiencia el animal actda como su propio
control, puesto que se realizaban las medidas de todos los
tiempos en un mismo lote.

En este estudio se ha seguido una de 1las multiples
modificaciones que ha sufrido el método original ( 60 ).

En ella un haz de luz de intensidad prefijada, para obtener un
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valor basal entre 3 - 5 seg., incide sobre el tercio distal de
la cola del animal, valoradndose el tiempo Que tarda el animal en
retirar la cola de dicho haz. El tiempo médximo de exposicién fue
de 15 segundos ( 124 ).

Para la realizacién de este test, se introducian los
animales en un cepo dejando libre la <cola, permitiendo la
movilidad de la misma. Es conveniente cerciorarse de que la cola
esté en perfecto estado antes de empezar la prueba Y que el
animal esté tranquilo.

Este test por s{ mismo supone un estrés para el animal
debido a 1la inmovilidad a la que estdn sometidos y por 1lo
extrafio del ambiente en que se realiza ( 125 ), estrés que puede
influir en los resultados obtenidos ( 126, 127 ). Para evitar
esta eventualidad se realiza un periodo de acostumbramiento al
cepo. Dicha adaptacién se obtiene introduciendo al animal en el
cepo los tres dias previos al ensayo, durante diez minutos, al
cuarto dia se realiza la prueba con las sustancias motivo de
estudio. Estas experiencias se realizaron en un Analgesimeter
LETICA LI 7100.

La respuesta basal se obtuvo de 1la media de tres

determinaciones con un intervalo de 30 segundos. Tras la
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administracién de la sustancia a estudiar, se valordé el efecto

a los 10, 30 y 60 minutos.

ESTUDIO DE LA MEDIACION OPIACEA EN LA ACCION NOCICEPTIVA DE LA 2-

AMINO-5-TERT-BUTIL-2-OXAZOLINA.

El estudio de la mediacién opidcea se realizé con 1los
tests de 4&cido acético y plancha caliente. En ambos tests se
utilizé el antagonista naloxona.

La via de administracién utilizada fue la subcutdnea, en
un volumen de 10 ml/kg. El disolvente utilizado fue en todos
los casos agua destilada.

En el test del 4cido acético se utilizaron seis lotes de
animales. Uno de los lotes se utilizé como control y a los
restantes se les administré naloxona 1 mg/kg, séla y asociada a
ATBO 9,33 y 18,67 mg/kg.

Otra dosis de naloxona wutilizada fue la de 2 mg/kg,
pero en este caso, la dosis utilizada de ATBO fue 1la dosis

efectiva 50 ( DE 50 ) que en el test del 4&cido acético se
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corresponde con 5'57 mg/kg. En este caso se utilizaron cuatro
lotes de animales, uno de ellos sirvié como control.

Asimismo se estudié el efecto de la morfina a la dosis
de 1 mg/kg, séla y asociada con la DE 50 de ATBO , dividiendo a
los animales encuatro lotes.

En el test de la plancha caliente se utilizaron cuatro
lotes de animales wutilizando wuno de ellos como control. Los
restantes recibieron morfina 1lmg/kg, séla y asoéiada con la DE
50 de ATBRO, que en el caso de 1la plancha caliente se
corresponde con 8,57 mg/kg. Para el estudio del antagonismo, en
este test se ensayé la naloxona ( 1 mg/kg s.c. ), administrada
como Unico tratamiento y asociada con la dosis superior de ATBRO
( 28 mg/kg ). En este ensayo se dividieron a los animales en
cuatro lotes.

En ambos tests el antagonista se administrdé veinte
minutos antes de la sustancia a ensayar y la valoracién se
realizé en ambos casos a los 10 minutos de la administracién del
ATBO, siguiendo 1la misma sistemdtica y métodos de valoracién

utilizados anteriormente.
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1-FENIL-IMIDAZOLINA-2-TIONA ( FIT ) Y METAMIZOL. TEST DEL ACIDO

ACETICO.

Para el estudio de la accién antinociceptiva de 1la 1-
fenil—imidazdlina—Z—tiona se siguié en lineas generales la
sistemdtica descrita para el caso del ATBO ( 28 ).

En este caso, se emplearon cinco lotes de animales,
uno de los cuales se tomé como control que fue pretratado con
el disolvente ( agua destilada ).

Los lotes restantes fueron pretratados con FIT a las
dosis de 42,33 ; 63,50 y 105,84 mg/kg i.p., equimoleculares con
las de metamizol de 50 ; 75 ; 100 y 125 mg/kg p.o.

Para el estudio de esta sustancia se siguié la misma

sistemdtica utilizada en el caso del ATBO.

1-FENIL-IMIDAZOLINA-2-TIONA Y METAMIZOL. PLANCHA CALIENTE.

Los animales se dividieron en cuatro 1lotes, de los
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cuales uno se utilizdé como control. Los lotes restantes
recibieron FIT a las dosis de 63,50 ; 84,67 y 105,84 mg/kg
i.p., equimoleculares con 75 ; 100 vy 125 mg/kg de metamizol,
valordndose el efecto al mismo tiempo posttratamiento que en el
test de las contorsiones.

Los parédmetros valorados, temperatura de la plancha vy
tiempo de exposicién ( cut-off ), fueron los mismos que 1los

utilizados para el ensayo con ATBO.

TESTS COMPLEMENTARIOS.

En los tests de la chimenea, barra fija y la planche a
trous se utilizaron ocho lotes de animales de los utilizados en
el test de las contorsiones inducidas por &cido acético, tras la
administracién del ATBO vy antes de la administracién del agente
algégeno. Por otro lado, un lote independiente se utilizé como

control.
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ACTIVIDAD MOTORA.

La actividad motora se valoré mediante un Actimetro
( LI 3000, conectado a un registrador ( LE 3333 ). Durante todo
el estudio, los animales permanecieron dentro de la caja.

Los movimientos de los animales controles y tratados se
registraron cada 5 minutos durante un periodo de 35 minutos,
contabilizédndose durante este tiempo 1los desplazamientos del
animal.

En esta experiencia se utilizaron tres lotes de
diez animales ; uno de los lotes se utilizé como control, y a los
dos restantes se les administré agua destilada o ATBO. La dosis
de ATBO ensayada fue la superior utilizada en el test del 4cido

acético ( 37,34 mg/kg i.p. ), en un volumen de 10 ml/kg

COORDINACION MOTORA

La valoracién de este test se realizé en un rota-rod
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LI 8500. Los animales se dividieron en dos lotes, utilizéandose
uno de ellos como control, y al otro se le administré ATBO
a la dosis de 37,34 mg/kg i.p.

A todos los animales se les sometié a un periodo de
entrenamiento al rota-rod a 5 r p m, tres veces al dia, durante
los tres dias previos a la realizacién del test.

El cuarto dia, antes de la realizacién del ensayo, se
les administré el disolvente o la sustancia a ensayar. La
permanencia en el rota-rod se valoré a los 0, 10, 30 y 60
minutos post-tratamiento.

Los animales controles eran capaces de mantenerse
al menos durante 300 segundos en la barra rotatoria, sirviendo
este tiempo como pardmetro de valoracién. La pérdida de
equilibrio con tiempos mds prolongados, puede estar influida por

el cansancio del animal, aunque conserve su actividad motora.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Con 1los resultados obtenidos se procedié a realizar un
estudio de la normalidad mediante el test de Kolmogorov—SmirnoV,
y homogeneidad de varianza mediante el test de Barlett.

En aquellos casos en los que se encontraron diferencias
significativas en alguno de 1los dos estudioé previos, se
realizé 1la valoracién global de los resultados mediante el test
de Kruskal - Wallis. Si existia diferencia estadisticamente
significativa en este test, 1la significacién entre grupos se
determiné mediante la U de Mann Whitney.

En aquellos casos en 1los que no se encontraron
diferencias significativas en los tests de normalidad Y
homogeneidad de varianza, se realizé la valoracién global de los
resultados mediante andlisis de varianza ( ANOVA ), determinando
la significacién entre grupos mediante los tests de
Scheffé o LSD.

En las experiencias en las que se utilizé el animal
como su propio control ( tail-flick ), se utilizé la férmula del

M.P.E. ( M&ximo Porcentaje del Efecto ), con el fin de observar
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mas claramente el comportamiento de los diferentes grupos
experimentales partiendo de una misma base.

Los nuevos valores obtenidos se sometieron a andlisis
de varianza de una o dos vias, vy en la significacién entre grupos

se utilizé el test de la T de Wilcoxon.

Efecto Posttratamiento - Efecto Basal
M.P.E. = X 100

Tiempo ( cut-off ) - Efecto Basal

Se consideraron como significativos aquellos valores en
los que el valor de p fue igual o menor de 0,05.

Asimismo, se valoraron estos resultados mediante
andlisis multivariante { MANOVA ), gque nos daba una mayor
informacién. Sin embargo, debido a las interacciones que surgian
entre las dosis y los tiempos ensayados, la interpretacién de los
resultados era dificil.

Para el tratamiento estadistico se utilizé el paquete

estadistico SPSS / PC, vy se utilizé una IBM-AT ( 128, 129 ).
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Para el cédlculo de la DE 50 de ATBO, se utilizé el test

de Litchfield y Wilcoxon ( 130 ).

SUSTANCIAS EMPLEADAS

Las sustancias utilizadas fueron : 2—Amiﬁo—5—tert—butil—
2-oxazolina y 1-Fenil-Imidazolina-2-tiona ( Facultad de Quimica
Organica ), Acido acético glacial ( Laboratorios D'Hemio,
Madrid ), Naloxona ( Abelld ), Metamizol Magnésico
( Laboratorios Europharma S.A., Madrid ) y Clorhidrato de

Morfina ( F.E. Unién Quimica Farmaceutica, S.A.C. Barcelona )
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RESULTADOS



TESTS QUIMICOS

CONTORSIONES INDUCIDAS POR ACIDO ACETICO EN EL RATON.

Estudio de la actividad antinociceptiva del ATBO

La valoracién global de 1los resultados mediante
Andlisis de Varianza ( Kruskal-Wallis ), demostré que el ATBO en
el rango de dosis estudiado ( 2,33 a 37,34 mg/kg 1i.p. ),
exhibe un efecto antinociceptivo estadisticamente
significativo {( p < 0,0007 ).

Este efecto es dosis-dependiente, aunque no existen
diferencias estadisticamente ‘significativas entre las
dosis superiores estudiadas ( 28 y 37,34 mg/kg ) ( figura 1,
tabla 1 ).

El estudio comparativo entre 1las diferentes dosis
mediante la U de Mann Whitney demostré que existia diferencia

significativa entre 2,33 frente a 4,66 ; 9,33 vy 18,67, siendo
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los valores de P ( p < 0,02 ; 0,002 vy 0,0008 ),
respectivamente, Yy entre 4,66 vs. 9,33 y 18,67 mg/kg con
valores de p < 0,05y < 0,002. A las dosis superiores ( 28 vy
37,34 mg/kg ), el efecto antinociceptivo fue del 100 %.

Este compuesto demostrd mayor actividad que el
metamizol, ya que la dosis mads pequefia utilizada de ATBO
( 2,33 equimolecular con 6,25 mg/kg de metamizol ), fue
efectiva, mientras que con el metamizol a esta dosis no se

evidencié efecto antinociceptivo significativo ( tabla 2 ).

Estudio de la actividad antinociceptiva del Metamizol

En el test del Acido acético, el metamizol, a partir de
la dosis de 12,5 mg/kg mostré actividad antinociceptiva,
siendo 1la valoracién global de los resultados estadisticamente
significativa ( p < 0,05 ).

El efecto antinociceptivo fue dosis-dependiente en el
rango de dosis estudiado ( 6,25 a 100 mg/kg ) ( p < 0,05 )

aunque no se encontré diferencias entre las dos dosis superiores
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ensayadas ( 75 y 100 mg/kg ) ( figura 2, tabla 2 ).

Estudio de la actividad antinociceptiva del ATBO vs. Metamizol.

Con 1las dos dosis superiores ensayadas de ATBO ( 28 y
37,34 mg/kg, equimoleculares respectivamente lcon 75 vy 100
mg/kg de metamizol ), se obtuvo un porcentaje de inhibicién de
las contorsiones del 100 %, mientras que con el metamizol fue
aproximadamente un 10 % menor.

A la dosis de 18,67 mg/kg ( equimolecular con 50
mg/kg de metamizol ), se obtuvo el 94'28 % de inhibicidn de las
contorsiones, mientras que con el metamizol 50 mg/kg fue del
84,63 %, siendo el valor de p < 0,05.

Asimismo, existe un mayor porcentaje de inhibicidén de
las contorsiones con la dosis de 9,33 mg/kg ( 94,20 % ) que
con su equimolecular de metamizol que corresponde a 25 mg/kg

( 59,9 % ), siendo el valor de p < 0,003. ( figura 3, tabla 3 ).

116



Estudi

de la actividad antinociceptiva de la asociacién de

En el estudio de la accién antinociceptiva de la DE 50
de ATBO ( 5,57 mg/kg ) en animales pretratados con la dosis
inferior de metamizol ( 6,25 mg/kg ) - que era inefectiva en el
test del 4cido acético -, se demostrdé que el pretratamiento con
metamizol produce un efecto sinérgico existiendo diferencia
estadisticamente significativa ( p < 0,05 ) entre 1los animales
que recibian ATBO sélo y los pretratados con metamizol ( figura

4, tabla 4 ).

Estudio de la actividad antinociceptiva de la asociacién

morfina vy 1la DE 50 de ATBO

La valoracién global de los resultados mediante Andlisis
de Varianza en el estudio de la accién antinociceptiva de 1la

asociacién de la DE 50 de ATBO ( 5,57 mg/kg ) mds morfina
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1 mg/kg, fue estadisticamente significativa ( p < 00,0003 ).

La comparacién entre los grupos de animales
pretratados con la asociacién vs. los que recibieron ATBO
s6lo, fue estadisticamente significativa ( p < 0,01 ) ( figura
5, tabla 5).

No se encontré diferencia entre el grupo de animales
que recibieron morfina o ATBO como uUnico tratamiento, 1lo que
sugiere que sea un efecto de tipo aditivo, va que la morfina

exhibe a esta dosis un gran efecto antinociceptivo.

Estudio del antagonismo por Naloxona

En este estudio, la naloxona a la dosis de 1
mg/kg muestra " per se " un efecto antinociceptivo ( p < 0.05 ).

El pretratamiento con este antagonista opioide no
modificéd de forma estadisticamente significativa el efecto
producido por ATBO a las dos dosis estudiadas ( 9,33 y 18,67
mg/kg ) ( figura 6, tabla 6 ).

Por otra parte, la naloxona 2 mg/kg exhibe igualmente
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un efecto antinociceptivo " per se " ( p < 0,05 ). La asociacién
de esta dosis con la DE 50 de ATBO ( 5,57 mg/kg ), modificéd el
efecto de la DE 50 de ATBO de forma estadisticamente

significativa ( p < 0,05 ) ( figura 7, tabla 7 ).

Estudio de la actividad antinociceptiva de la FIT

La FIT, exhibe en el test del 4cido acético wuna
accién antinociceptiva estadisticamente significativa en el rango
de dosis ensayado ( 42,33 ; 63,50 ; 84,87 y 105,34 mg/kg ),
equimoleculares con las dosis de 50 ; 75 ; 100 vy 125 mg/kg de
metamizol, siendo los valores de P obtenidos p < 0,02
p < 0,005 y p < 0,001 respectivamente ( figura 8, tabla 8 ).

La valoracién global de 1los resultados entre las
diferentes dosis de FIT, sélo presentdé diferencias
significativas entre la dosis inferior y las dos superiores

84,67 y 105,84 mg/kg ( p < 0,05 ).
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Estudio de la actividad antinociceptiva de la FIT vs. Metamizol

El estudio comparativo entre las dosis equimoleculares
de FIT V4 metamizol, solamente arrojé diferencias
estadisticamente significativas a las dosis inferiores de
ambos ( 42,33 wvs. 50 mg/kg ), siendo el valor de p < 0,05,
siendo el metamizol a esta dosis mds efectivo disminuyendo 1las
contorsiones que la FIT.

Sin embargo, a las dosis mds altas de ambas sutancias
( 84,67 y 105,34 mg/k. ), el efecto obtenido fue igual al
observado con las dosis equimoleculares de metamizol.

Los resultados obtenidos en estos ensayos se recogen en

la figura 9 y tabla 9.
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TESTS FISICOS : BATERIA DE TESTS TERMICOS

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE EN EL RATON

Estudio de la actividad antinociceptiva del ATBO

La valoracién global de los resultados mediante andlisis
de varianza ( ANOVA ), demostré que el ATBO exhibe un efecto
antinociceptivo prolongando el tiempo de lamido de las patas
anteriores y posteriores a partir de la dosis de 9,33 mg/kg
equimolecular con 25 mg/kg de metamizol ( p = 0 ) ( figura 10 y
tabla 10 ). Los valores de significacién estadistica se recogen
en la tabla 10.

En el 1lamido de las patas anteriores, el estudio
comparativo entre las diferentes dosis, demostré que el efecto
era dosis-dependiente con un nivel de p < 0,05, aunque no se
observé diferencias entre 28 y 37,34 mg/kg.

En el 1lamido de las patas posteriores, el estudio
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comparativo entre las diferentes dosis,tambien demostré esta
dosis dependencia, existiendo diferencias significativas entre
las diferentes dosis. Los valores individuales se recogen en la

tabla 11.

Estudio de la accién antinociceptiva del Metamizol

El metamizol, en el rango de dosis estudiado ( 50 a 125
mg/kg ), presenté valores estadisticamente significativos
solamente a la dosis superior en el tiempo de lamido de las patas
anteriores ( p < 0,02 ). 8Sin embargo, no modificé el tiempo de

lamido de las patas posteriores ( figura 11, tabla 12 ).

Estudio de la actividad antinociceptiva del ATBO vs. Metamizol

El estudio comparativo entre las dosis equimoleculares

de ATBO y metamizol, demostré que existian diferencias
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significativas en el tiempo de latencia del lamido tanto de patas
anteriores como posteriores ( p < 0,05 ) ( figura 12, tabla 13 ).

La DE 50 de ATBO, alarga el tiempo de lamido de 1las
patas posteriores de forma estadisticamente significativa
( p < 0,05 ). El pretratamiento con metamizol no modificé el
efecto obtenido con la DE 50.

La comparacién entre las dosis de ambos compuestos
demostré que existia diferencia significativa entre ellos, en el
lamido de las patas posteriores ( p < 0,05 ), pero no en el da

las anteriores ( figura 13, tabla 14 ).

Estudio de la actividad antinociceptiva de la asociacién de la

dosis efectiva 50 de ATBO ( DE 50 ) mds Morfina

En este test, la morfina incrementé de forma
estadisticamente significativa el tiempo de latencia del lamido
de las patas anteriores y posteriores ( p < 0,03 ) ( tabla 15 ).

En la valoracién global de 1los resultados mediante

analisis de varianza, no se observan diferencias significativas
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entre la DE 50 de ATBO sdélo v asociado a morfina 1 mg/kg en el
lamido de las patas anteriores.

En el lamido de 1las patas posteriores, al existir
diferencias significativas en el test de homogeneidad de
varianza, la valoracién global de los resultados se realizé
mediante el test de Kruskal-Wallis, siendo estadisticamente
significativo ( p < 0,03 ).

La comparacién entre los diferentes grupos se realizé
mediante la U de Mann-Whitney.

Entre 1los grupos de animales tratados sélo con ATBO
o nmorfina de forma separada, no existian diferencias
significativas. Sin embargo, el pretratamiento con morfina a los
animales que recibieron la DE 50 de ATBO , vs. a los que se
administré ATBO como udnico tratamiento, fue estadisticamente
significativo ( p < 0,01 ).

Existen asimismo, diferencias significativas entre 1la
asociacién ( ATBO + morfina ) y el «control ( p < 0,042 ).

Sin embargo, el efecto es poco valorable va que no
existen diferencias entre 1la asoclacién vy 1la morfina séla

{ figura 14, tabla 15 ).
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Estudio del antagonismo por Naloxona

La naloxona {( 1 mg/kg ) no exhibe en este test efecto
analgésico o) hiperalgésico " per se " estadisticamente
significativo.

El pretratamiento con este antagonista a animales a
locs que se 1les administré ATBO a 1la dosis de 28 mg/kg,
antagonizé parcialmente el efecto del ATBO.

El pardmetro modificado de forma estadisticamente
significativa, fue el lamido de las patas posteriores
( p < 0,05 ).

Sin embargo, no fue estadisticamente significativo el

antagonismo en el tiempo de lamido de las patas anteriores

{ figura 15, tabla 16 ).

Estudio de la actividad antinociceptiva de la FIT

La FIT sélo prolongd de forma estadisticamente

125




significativa ( p < 0,05 ), el tiempo de lamido de las patas
anteriores con la dosis superior ensayada ( 105,84 mg/kg,
equimolecular con 125 mg/kg de metamizol ) ( figura 16,
tabla 17 ).

Por otra parte, el estudio comparativo entre las dosis
equimoleculares de FIT y metamizol, no fue estadisticamente

significativo ( figura 17, tabla 18 ).

TEST DE LA RETIRADA DE LA COLA EN LA RATA ( TAIL-FLICK ).

Estudi e la actividad antinociceptiva del ATBO

Los resultados obtenidos en estas experiencias vienen
recogidos en la figura 18 y tabla 19.

La valoracién estadistica de estos resultados se realizé
mediante el M.P.E. ( M&ximo Porcentaje del Efecto ), wutilizando
la férmula descrita en el apartado de material y métodos,

seguido de la T de Wilcoxon.
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De este estudio estadistico se puede concluir que el
ATBO, exhibe un efecto antinociceptivo a las dosis de 18,67 ;
28 y 37,34 mg/kg ( p < 0,01 ).

El estudio estadistico entre los diferentes tiempos
demostrdé que, a las dosis de 18,67 vy 28 mg/kg, existian
diferencias entre los 10 vy los 30 minutbs, con un valor de
p < 0,02 y p < 0,01 respectivamente, existiendo asimismo
diferencias estadisticas entre los 10 y los 60 minutos con la
dosis de 28 mg,/kg ( p < 0,01 ) ( figura 18 ).

A la dosis superior ensayada ( 37,34 mg/kg ), no se

encontré diferencia estadistica entre los diferentes tiempos.

Estudio de la actividad antinociceptiva del Metamizol

Los resultados del pretratamiento con metamizol a dosis
equimoleculares <con ATBO, se recogen en las figuras 19 y 20 vy
tabla 20.

Para 1la valoracién estadistica de 1los resultados se

siguid la misma metodologia que en el caso del ATBO.
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Del estudio estadistico se puede concluir gque el
metamizol exhibe un efecto antinociceptivo a todas 1la dosis
estudiadas.

Los valores estadisticos globales mediante ANOVA de dos
vias obtenidos fueron los siguientes : para la dosis de 6,25 ;
12,5 vy 100 mg/kg ( p < 0,01 ) y para las dosis de 25 ; 50 y 75
mg/kg fueron del orden de p < 0,003, p < 0,005 y p < 0,06
respectivamente ( figuras 19 y 20 ). |

Los valores estadisticos individuales obtenidos para
las diferentes dosis y tiempos vienen resefiados en la tabla 20.

El estudio comparativo entre los diferentes tiempos

demostré que no existian diferencias entre ellos.

Estudio de la actividad antinociceptiva del ATBO vs. Metamizol

El estudio estadistico comparativo entre 1las dosis
equimoleculares de ambas sustancias ATBO vs. metamizol, demostré
que sbélo existen diferencias significativas entre la dosis de

50 mg/kg de metamizol y su equimolecular de ATBO ( 18,67
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mg/kg) a los tres tiempos de posttratamiento. A la dosis de 75
mg/kg de metamizol vs. 28 mg/kg de ATBO, a los 30 y 60
minutos, v con la dosis superior de ambos, sélo existe diferencia
significativa a los 60 minutos posttratamiento.

El grado de significacidén en todos los casos fue de

p < 0,05, ( figuras 21 y 22 ).

TESTS COMPLEMENTARIOS

Estudio de la Actividad vy Coordinacién Motoras

Los resultados obtenidos con ATBO a la dosis superior
ensayada ( 37,34 mg/kg, equimolecular con 100 mg/kg de
metamizol ), que poseia efecto antinociceptivo estadisticamente
significativo en los tests quimicos, plancha caliente y tail-
flick, nos demuestra gque esta sustancia no modifica de forma
estadisticamente significativa ni la coordinacién ni la actividad

motora ( figura 23, tabla 21 ).
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Asimismo, ni ATBO ni FIT, en el rango de dosis
ensavado para el estudio de 1la antinocicepcidén, presentaron
diferencias significativas en otros tests ensayados ( planche a

trous, barra fija y test de la chimenea ).
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FIGURAS Y TABLAS



TABLA 1.ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL ATBO

TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg CONTORSIONES ABDOMINALES i-t E.S.
Agua destilada 39,7 + 4,6
ATBO 2,33 mg/kg 20,1 ¢+ 3,9 «x
" 4,66 mg/kg 12,5 £ 3,9 **x%
" 9,33 mg/kg 2,3 &£ 1,3  kxxx
" 18,67 mg/kg 1,3+ 1,3 *xx
" 28,00 mg/kg 0,0+ 0,0
" 37,34 mg/kg 0,0 £+ 0,0
* P< 0,005 ** pP< 0,001 *** pP< 0,000 **xx p<c 00,0008

N = 10 animales por dosis.




TABLA 2.ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL METAMIZOL

TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg

CONTORSIONES ABDOMINALES X + E.S.

Agua destilada 39,7 + 4,6
METAMIZOL 6,25 mg/kg 28,6 + 1,8
" 12,5 mg/kg 23,0 + 3,6 *
" 25 mg/kg 15,9 + 3,4 | *x*x
" 50 mg/kg 6,1 £ 3,6 | xkx¥%
" 75 mg/kg 3,4+ 1,2 *x
" 100 mg/kg 3,8+ 1,9 *x*
* P< 0,02 ** P< 0,005 **x* p< 0,001 *%xx p= 0

N = 10 animales por dosis.




TABLA 3. COMPARACION DE MEDIAS ENTRE LAS DOSIS EQUIMOLECULARES DE ATBO Y METAMIZOL

EN EL TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg CONTORSIONES ABDOMINALES X *+ E.S.
ATBO 9,33 mg/kg 2,3+ 1,3

METAMIZOL 25 mg/kg 15,9 + 3,4

ATBO 18,67 mg/kg 1,3 £+ 1,3

METAMIZOL 50 mg/kg 6,1 + 3,6

ATBO 28 mg/kg 0,0 £ 0,0

METAMIZOL 75 mg/kg 3,4 + 1,2

ATBO 37,34 mg/kg 0,0 + 0,0

METAMIZOL 100 mg/kg 3,8 + 1,9




TABLA 4.ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA DE50 ATBO + METAMIZOL

TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg CONTORSIONES ABDOMINALES.i-i E.S.
Agua destilada 39,7 + 4,6
METAMIZOL 6,25 mg/kg 28,6 + 1,8
* * K
ATBO DESO (5,57 mg/kg) 9,2 ¢+ 1,9
METAMIZOL 6,25 mg/kg +
ATBO DE50 (5,57 mg/kg) 4,6 £ 1,9 *xxx

*

P < 0,0002 ATBO VS METAMIZOL
** P < 0,05 DE 50 ATBO N= 10 Animales por dosis.
*** P < 0,002 VS CONTROL :




TABLA 5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA DE50 ATBO + MORFINA

TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg CONTORSIONES ABDOMINALES.Q-i E.S.
Agua destilada 39,7 + 4,6

MORFINA 1 mg/kg 7 + 2,5 *

ATBO DE50 (5,57 mg/kg) 9,2 £+ 1,9 **

MORFINA 1 mg/kg +

ATBO DES50 (5,57 mg/kg) 2,5+ 0,8 *xx

* P< 0,002 VS CONTROL
** P< 0,001 VS CONTROL N= 10 Animales por dosis.
*** p< 0,01 VS DE 50 ATBO



TABLA 6. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL ATBO + NALOXONA 1 MG/KG

TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg CONTORSIONES ABDOMINALES §7: E.S.
AGUA DESTILADA 39,7 + 4,6
NALOXONA 1 mg/kg 20 + 1,0 *
ATBO 9,33 mg/kg 2,3+ 1,3 *x
NALOXONA 1 mg/kg +
ATBO 9,33 mg/kg 3,4+ 2,1
ATBO 18,67 mg/kg 1,3 + 1,3
NALOXONA 1 mg/kg +
ATBO 18,67 mg/kg 0,0+ 0,0
* P < 0,05 VS CONTROL N= 10 Animales por dosis.

** P < 0,005 VS CONTROL




TABLA 7.

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA DE50 ATBO + NALOXONA

TEST DEL ACIDO ACETICO

-

Pas

MG/KG

SUSTANCIA mg/kg

CONTORSIONES ABDOMINALES-g-i E.S.

AGUA DESTILADA 39,7 * 4,6
NALOXONA 2 mg/kg 18,1 + 2,7 *
ATBO DE50 (5,57 mg/kg) 9,2 + 1,9
NALOXONA 2 mg/kg +

ATBO DESO0 (5,57 mg/kg) 3,0 £ 1,4 *x

P < 0,05 VS CONTROL
P < 0,05 VS DE 50 ATBO

N= 10 Animales por dosis.



TABLA 8. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA FIT

EL EL TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg

CONTORSIONES ABDOMINALES.E-i

Agua destilada 39,7 £ 4,6
FIT 42,33 mg/kg 20 + 5,6 *
" 63,50 mg/kg 10,3 + 3,3 ~*
" 84,67 mg/kg 4 + 1,2 *x*
" 105,84 mg/kg 2,1 + 1,1 *xxx*
* P< 0,02
** p< 0,005 N= 10 Animales por dosis.

*¥*%x p< 0,001




TABLA 9. COMPARACION DE MEDIAS ENTRE LAS DOSIS EQUIMOLECURALES DE FIT Y METAMIZOL EN

EN EL TEST DEL ACIDO ACETICO

SUSTANCIA mg/kg CONTORSIONES ABDOMINALES-E-t E.S.
FIT 42,33 mg/kg 20 + 5,6

METAMIZOL 50 mg/kg 6,1 + 3,6

FIT 63,50 mg/kg 10,3 ¢+ 3,3

METAMIZOL 75 mg/kg 3,4 + 1,2
FIT 84,67 mg/kg 4 + 1,2

METAMIZOL 100 mg/kg 3,8+ 1,9

N= 10 Animales por dosis.



TABLA 10. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL ATBO

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
LAMIDO PATAS ANTERIORES LAMIDO.EATAS POSTERIORES

SUSTANCIA mg/kg X t E.S. X + E.S.
Agua destilada 9,8 + 0,9 19,85 £+ 1,3
ATBO 4,66 mg/kg 10,8 + 0,8 20,6 * 3,3
ATBO 9,33 mg/kg 13,6 *+ 1,2 xx 24,1 t 2,5 *
ATBO 18,67 mg/kg 16,6 * 1,2 *x 35,2 + 2,7 *
ATBO 28 mg/kg 21,0 % 1,4 x¥xx 44,3 t+ 4,5 x*x*
ATBO 37,34 mg/kg 20,9 * 1,3  xExkxx 50,0 % 2,3  kxxxxk
ATBO 46,68 mg/kg 26,9 + 1,8  xx¥xxx% 56,6 * 1,5 | *xx%x%xx
* pP< 0,01 ** pP< 0,005 *** p< 00,0005 **** p<c 00,0002 *¥*%x*%  p= 0

N= 10 Animales por dosis.




TABLA 11. ESTUDIO ESTADISTICO COMPARATIVO ENTRE LAS DIFERENTES DOSIS DE ATBO EN EL TIEMPO DE LATENCIA
DEL LAMIDO DE PATAS POSTERIORES EN LA PLANCHA CALIENTE.

DOSIS 4,66 mg/kg 9,33 mg/kg 18,67 mg/kg 28 mg/kg 37,34 mg/kg 46,68 mg/kg
,66 mg/kg -—— p < 0,05 p < 0,05 P < 0,002 p < 0,001 p < 0,0003
,33 mg/kg P < 0,05 ———— N.S p < 0,005 p < 0,0003 p < 0,0002
8,67 mg/kg p < 0,05 N.S ——— P < 0,05 p < 00,0003 p < 0,0002
8 mg/kg p < 0,002 p < 0,005 p < 0,05 —_———— N.S p < 0,05
7,34 mg/kg p < 0,001 p < 0,0003 P < 0,0003 N.S ———— P < 0,05
6,68 mg/kg p < 0,0003 p < 0,0002 p < 0,0002 p < 0,05 p < 0,05 —-———




TABLA 12. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

DEL METAMIZOL

LAMIDO PATAS ANTERIORES

LAMIDO PATAS POSTERIORES

SUSTANCIA mg/kg X + E.S. X + E.S.
Agua destilada 9,8 + 0,9 19,9 + 1,3
METAMIZOL 50 mg/kg 10,9 * 1,3 18,6 * 2,0
" 75 mg/kg 10,3 + 0,3 22,3 1,0
" 100 mg/kg 11,3 * 0,8 21,6 % 2,0
" 125 mg/kg 14,8 + 0,9 ~* 23,0 * 1,8

* P < 0,02 N= 10 Animales por dosis.




TABLA 13. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL ATBO VS. METAMIZOL

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

LAMIDO PATAS ANTERIORES LAMIDO PATAS POSTERIORES
SUSTANCIA mg/kg X £+ E.S. X+ E.S.
METAMIZOL 50 mg/kg 10,9 + 1,3 18,6 + 2,0
ATBO 18,67 mg/kg 16,6 + 1,1 35,2 t 2,7
METAMIZOL 75 mg/kg 10,3 *+ 0,3 22,3 * 1,0
ATBO 28 mg/kg 21,0 * 1,4 44,3' + 4,5
METAMIZOL 100 mg/kg 11,3 + 0,8 21,6 * 2,0
ATBO 37,34 mg/kg 20,9 ¢ 1,3 50,0 + 2,3
METAMIZOL 125 mg/kg 14,8 * 0,9 23,0 % 1,8
ATBO 46,68 mg/kg 26,9 * 1,8 56,6 * 1,5

N= 10 Animales por dosis.




TABLA 14. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA DES50 ATBO VS METAMIZOL

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

SUSTANCIA mg/kg

LAMIDO PATAS ANTERIORES
X + E.S.

LAMIDO PATAS POSTERIORES
X + E.S.

Agua destilada

19,9 + 1,3

METAMIZOL 50 mg/kg 10,9 * 1,3 18,6 t 2,0 ¥
ATBO DE50 (8,57 mg/kg) 10,4 * 0,8 23,6 % 1,3 xx
METAMIZOL 50 mg/kg +

ATBO DE50 (8,57 mg/kg) 11,0 * 0,7 24,1 + 2,2

< 0,05 VS DE 50 ATBO
< 0,05 VS CONTROL

N= 10 Animales por dosis.




TABLA 15. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA DES50 ATBO + MORFINA

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

LAMIDQ_?ATAS ANTERIORES LAMIDO_BATAS POSTERIORES
SUSTANCIA mg/kg X + E.S. X + E.S.
Agua destilada 9,8 + 0,9 19,9 + 1,3
MORFINA 1 mg/kg 12,9 = 0,9 * 28,2 + 3,9 *
ATBO DE50 (8,57 mg/kg) 10,4 + 0,8 23,6 £ 1,3 *%xx%
MORFINA 1 mg/kg +
ATBO DE50 (8,57 mg/kg) 12,0 £ 0,7 *x* 28,8 + 2,4 *x

* P< 0,03 VS CONTROL
** P< 0,042 VS CONTROL N= 10 Animales por dosis.
**%* pP< 0,01 ATBO VS MORFINA + ATBO



TABLA 16. ESTUDIO DEL ANTAGONISMO POR NALOXONA

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

LAMIDO PATAS ANTERIORES LAMIDO PATAS POSTERIORES
SUSTANCIA mg/kg X + E.S. X + E.s.
Agua destilada 9,8 + 0,9 19,9 + 1,3
NALOXONA 1 mg/kg 8,2 + 1,1 12,7 + 1,6
ATBO 28 mg/kg 21,0 * 1,4 xx 44,3 + 4,5 *%xx
NALOXONA 1 mg/kg +
ATBO 28 mg/kg 17,2 + 1,3 27,1 + 2,0 *

o * P< 0,05 VS ATBO
**  P< 0,0005 VS CONTROL N= 10 Animales por dosis.
*** P< 0,0002 VS CONTROL



TABLA 17 .ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LA 1FI2T

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

LAMIDO PATAS ANTERIORES

LAMIDO PATAS POSTERIORES

SUSTANCIA mg/kg X + E.S. X + E.S.
Agua destilada 9,8 + 0,9 19,9 + 1,3
FIT 63,50 mg/kg 10,8 + 0,7 17,7 + 1,3

" 84,67 mg/kg 9,5 + 0,6 20,6 + 1,8

" 105,84 mg/kg

11,3

i+
o
(6]

*

*

P < 0,05

N= 10 Animales por dosis.




TABLA 18. ESTUDIO DE

LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA

TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

DEL METAMIZOL VS. 1FI2T

LAMIDO PATAS ANTERIORES

LAMIDO PATAS POSTERIORES

SUSTANCIA mg/kg X X t E.S.
METAMIZOL 75 mg/kg 10,3 ¢ 22,3 + 0,9
FIT 63,50 mg/kg 10,8 = 17,7 + 1,3
METAMIZOL 100 mg/kg 11,3 21,6 * 2,0
FIT 84,67 mg/kg 9,5 # 20,6 + 1,8
METAMIZOL 125 mg/kg 14,8 ¢ 23,0 + 1,8
FIT 105,84 mg/kg 11,3 22,5 + 1,4

10 Animales por dosis.




TABLA 19. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL ATBO

TEST DEL TAIL-FLICK

SUSTANCIA mg/kg BASAL 10 MIN. 30 MIN. 60 MIN.

AGUA DESTILADA 3,2 %+ 0,3 4,5 * 0,4 3,8 % 0,4 4.3 % 0,2

ATBO 2,33 mg/kg 5,1 % 0,2 6,7 * 0,3 5,6 % 0,3 4,17 £ 0,2
" 4,66 mg/kg 5,1 * 0,3 6,3 * 0,4 5,5 * 0,6 4,7 * 0,2
" 9,33 mg/kg 3,2 *+ 0,3 4,3 % 0,4 4,2 % 0,4 2,9 % 0,4
" 18,67 mg/kg 4,5 + 0,3 7,2 %+ 0,9 * 9,0 £+ 0,8 * 7,8 * 0,8
" 28,00 mg/kg 4,9 % 0,5 5,0 * 0,5 9,6 % 0,9 * 9,0 + 1,4
" 37,34 mg/kg 4,9 + 0,2 7,0 % 0,8 xx 7,5 + 0,4 * 7,9 £ 0,6

N= 7 Animales por dosis.
* %

(o N
- 0w
oo

A A
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TABLA 20. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL METAMIZOL

TEST DEL TAIL-FLICK

SUSTANCIA mg/kg BASAL 10 MIN. 30 MIN. 60 MIN.
AGUA DESTILADA 3,2 *+ 0,3 4,5 + 0,4 3,8 + 0,4 4,3 + 0,2
METAMIZOL 6,25 mg/kg 3,9 0,3 5,8 0,48 * 6,3 % 0,4 ¥ 4,4 * C,4
" 12,5 mg/kg 4,0 * 0,2 5,5 0,3 * 6,1 £ 0,5 *x 5,2 t 0,2 *
" 25 mg/kg 3,9 + 0,1 5,9 0,3 * 6,8 % 0,7 ** 6,4 + 0,5 %
" 50 mg/kg 3,4 0,3 5,3 0,5 ¥ 5,02 + 0,4 ** 4,6 * 0,3 *x
" 75 mg/kg 3,9 *0,3 5,2 0,1 * 6,2 * 0,7 * 5,4 + 0,5 *
" 100 mg/kg 5,5 * 0,1 8,1 % 0,4 *xx*x 9,6 £ 0,6 * 7 0,7 %
* P < 0,01 * % P < 0,02 *x*x p < 0,04

N = 7 Animales por dosis.




TABLA 21. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD MOTORA. ATBO

SUSTANCIA - CONTROL AGUA DESTILADA ATBO 27,34 mg/ky
DESPLAZAMIENTOS |

0-5 min. 300 + 35 324,7 * 36 260,4 + 28

5-10 min. 275 + 40 282,7 + 25 279 t 41

10-15 min. 225 + 80 215 + 16,80 231,7 * 95

15-20 min. | 300 t 98 269,7 t 37 284 + 107
20-25 min. 202,2 * 78 193 + 21 200,8 + 75

25-30 min. 180,7 + 70 147,3 * 35 204,6 * 96

30-35 min. 120,3 * 40 105,8 + 24 163,5 * 35

N= 10 Animales por dosis.
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FIGURA 1: TEST DEL ACIDO ACETICO
ATBO

CONTORSIONES ABDOMINALES/ 15 min

AGUA DESTILADA
.21 ATBO 2’33 mg/kg
. ATBO 4’66 mg/kg

ATBO 9°33 mg/kg
ATBO 18’67 mg/kg

l ATBO 28 mg/kg

ATBO 37°'34 mg/kg
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FIGURA 2 : TEST DEL ACIDO ACETICO

METAMIZOL

CONTORSIONES ABDOMINALES/15 MIN

AGUA DESTILADA

] METAMIZOL 6’25 mg/kg

& METAMIZOL 12’5 mg/kg

METAMIZOL 25 mg/kg

METAMIZOL 50 mg/kg
# METAMIZOL 75 mg/kg

E= METAMIZOL 100 mg/kg




FIGURA 3 : TEST DEL ACIDO ACETICO
METAMIZOL VS. ATBO

CONTORSIONES ABDOMINALES/16 min
50

METAMIZOL 25 mg/kg

ATBO 9’33 mg/kg
METAMIZOL 50 mg/kg
S ATBO 18°67 mg/kg
METAMIZOL 75 mg/kg

20 -
ATBO 28 mg/kg
METAMIZOL 100 mg/kg
10 O === L OO OO I ATBO 37'34 mg/kg
*
0

*+ p < 0'003 ATBO vs. METAMIZOL
*+ p < 0'05 ATBO vs. METAMIZOL
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FIGURA 4: TEST DEL ACIDO ACETICO
METAMIZOL + ATBO DESO

CONTORSIONES ABDOMINALES/15 MIN

30

20

10

AGUA DESTILADA

B METAMIZOL 6'25 mg/kg
& ATBO DE50

E= MET 6’25 + ATBO DE50



FIGURA 5 : TEST DEL ACIDO ACETICO
MORFINA + ATBO DES5O0

CONTORSIONES ABDOMINALES/16 min
50

30_ ........................................................................................................................................ [PTROR et e .

MORFINA 1 mg/kg
ATBO DESO
20 | e e e MORFINA ¢+« ATBO DESO
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FIGURA 6 : TEST DEL ACIDO ACETICO
NALOXONA 1 mg/kg + ATBO

CONTORSIONES ABDOMINALES/15 min

NALOXONA 1 mg/kg
1 ATBO 9'33 mg/kg
E1 NALOX. + ATBO 9’33
ATBO 18’67 mg/kg
NALOX. + ATBO 18’67
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FIGURA 7 : TEST DEL ACIDO ACETICO
NALOXONA 2 mg/kg + ATBO DE50

CONTORSIONES ABDOMINALES/15 min

30

20
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FIGURA 9 : TEST DEL ACIDO ACETICO
METAMIZOL VS FIT
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FIGURA 10 : TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
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FIGURA 11: TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
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TEST DE LA PLANCHA CALIENTE

FIGURA 12
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FIGURA 13 : TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
METAMIZOL 50 VS. ATBO DES5O
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FIGURA 14 : TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
MORFINA VS. ATBO DE50
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FIGURA 15 : TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
NALOXONA + ATBO
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FIGURA 16 : TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
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FIGURA 17: TEST DE LA PLANCHA CALIENTE
METAMIZOL VS. FIT
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TEST DEL TAIL-FLICK

FIGURA 18
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: TEST DEL TAIL-FLICK
METAMIZOL

FIGURA 19
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FIGURA 20: TEST DEL TAIL-FLICK
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TEST DEL TAIL-FLICK

FIGURA 21
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TEST DEL TAIL-FLICK

FIGURA 22
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD MOTORA

FIG. 23
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DISCUSION



Las moléculas 2-Amino-5-tert-butil-2-oxazolina ( ATBO )
y 1-Fenil-imidazolina-2-tiona ( FIT ) estdn incluidas en un
proyecto conjunto de andlisis farmacoldgico de nuevas moléculas
de sintesis con potencial actividad.

Nuestro estudio sobre la posible accién antinociceptiva
se ha centrado fundamentalmente en el ATBO , debido a gque el otro
compuesto evidencidé menor accidén antinociceptiva en los ensayos
preliminares.

Como analgésico de referencia se utilizé el Metamizol,
derivado pirazoldénico que posee una accién antinociceptiva
periférica vy central ( 112 ). La via de administracién elegida
de este compuesto en nuestro estudio fue 1la oral, al tener
referencia por nuestros estudios previos del rango de dosis
efectiva asi como, duracién de efecto. Asimismo, se habia
demostrado por ambas vias una eficacia similar ( 131 ).

Los resultados obtenidos en el test de las contorsiones
por acido acético, nos demuestran que ambos compuestos ensayados
a dosis equimoleculares con el metamizol poseen una accién
antinociceptiva, siendo dosis dependiente en el caso del ATBO.

La eleccién de este test para valorar la accioén

antinociceptiva periférica, estd justificada porque existe una
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concordancia entre los resultados obtenidos en él1 y la potencia
analgésica en c¢linica, y no implicarse en su respuesta
algdégena mecanismos colinérgicos ( 132 ), que en el caso de estos
compuestos de sintesis desconociamos si tendrian accién
anticolinérgica. Otros tests quimicos de amplia utilizacidén, que
emplean como agente algégeno bromuro de acetilcolina o]
fenilbenzoquinona tienen a nuestro juicio una serie de
limitaciones en este estudio en particular como puede ser, en el
primer caso, que las sustancias con actividad anticolinérgica
que pueden poseer actividad antinociceptiva por su accién
anestésica local, pueden darnos resultados falsos positivos o
introducir un disolvente menos fisiolégico ( alcohol ) en el
segunde ( 36, 133, 134 ).

La actividad antinociceptiva del ATBO, en el test
elegido es superior a la demostrada para el metamizol, siendo
evidente a partir de la dosis de 2,33 mg/kg, equimolecular con
6,25 mg/kg del analgésico de referencia que no exhibia efecto en
este test quimico ( tablas 1 y 2 ). El efecto antinociceptivo
observado con las dosis restantes\de ATBO fue igualmente superior
al obtenido <c¢on las dosis equimoleculares de metamizol,

existiendo diferencias significativas entre las dosis
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equimoleculares de ambos compuestos ( tabla y figura 3 ).

En el caso del metamizol también se observd en este test
esta dosis dependencia, aunque su actividad antinociceptiva
aparece a partir de la dosis de 12,5 mg/kg.

El pretratamiento con metamizol a la dosis inferior
{ 6,25 mg/kg ), que carecia de actividad antinociceptiva,
incrementé la accién de la DE50 ATBO, siendo el efecto sinérgico
aditivo.

Estos resultados inducen a pensar que el ATBO posee un
efecto antinociceptivo periférico semejante al del derivado
pirazolénico, aunque de mavor intensidad, siendo clasificado como
sustancia tipo aspirina e implicando 1la participacién de la
inhibicién de la sintesis de prostaglandinas en su mecanismo de
accién.

La efectividad del metamizol a dosis inferiores puede
ser 1importante desde el punto de vista <c¢linico, vyva dque se
disminuyen los riesgos de toxicidad gastrointestinal y otros
descritos para este grupo de sustancias ( 135 ). En este sentido
en nuestras experiencias no se observaron alteraciones
macroscépicas ni microscépicas de la mucosa gdastrica de los

animales tratados con ATBO, por via oral o intraperitoneal
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con la dosis superior ensayada para los estudios de
analgesia.

En la accién antinociceptiva periférica pueden
participar mecanismos opioides, vya que diferentes tipos de
receptores opidceos se han localizado en peritoneo de ratén
( 107 ). Esta hipétesis viene avalada por la observacién de que
la morfina ( 1 mg/kg ), ejerce un efecto aditivo con la DESC de
ATBO. 8Sin embargo, los resultados de que disponemos por el
momento no son concluyentes, ya que la morfina a esta dosis y en
este test exhibe un efecto antinociceptivo propio,
estadisticamente significativo. Por otra parte el antagonista
opioide naloxona, no antagonizé el efecto antinociceptivo de
ATBO ( 9,33 y 18,67 mg/kg ), que produce una inhibicién de la
respuesta algdégena del 94,2 % y del 96,7 % respectivamente.

En este ultimo ensayo, la naloxona exhibié un efecto
antinociceptivo en este test, que ha sido demostrado también por
otros autores, lo que podria enmascarar la respuesta ( figura 6 )
( 106, 136, 137 ).

En el caso de la FIT, se demostré actividad
antinociceptiva a partir de la dosis de 47,33 mg/kg equimolecular

con 50 mg/kg de metamizol, exhibiendo el analgésico patrén un
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efecto mayor que la sustancia motivo de estudio a las dosis
equimoleculares con 50 v 75 mg/kg, aunque no se encontrd
diferencia significativa a las dosis mds altas.

Habida cuenta que con algunas aminooxazolinas se
habia demostrado un efecto estimulante central en conejos
( 90 ), v este efecto podia interferir en algunos de los
tests de analgesia ( tail-flick, hot-plate ) falseando 1los
resultados, se investigd el efecto del ATBO, sobre la actividad
v coordinacidén motoras y otros tests psicofarmacolégicos. Los
resultados obtenidos en estos ensayos, empleando la dosis
superior de las. utilizadas en los estudios de nocicepciédn,
demostraron gque este compuesto no modificaba ninguno de los dos
pardmetros, 1lo que induce a pensar que el efecto antinociceptivo
es propio y no participaba un efecto depresor o estimulante
central.

Con el fin de investigar Si en la accién
antinociceptiva del ATBO, estaban implicados otros mecanismos,
independientes del periférico, se evalud la eficacia de este
compuesto en el test de 1la plancha caliente y tail-flick,
que evalian mecanismos supraespinales y espinales ( 116,

138 ).
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En el test de la plancha caliente, el ATBO, exhibid un
efecto antinociceptivo dosis - dependiente a partir de la dosis
de 9,33 mg/kg, incrementando tanto el tiempo de latencia del
lamido de patas anteriores como posteriores ( figura 10 ). En el
caso del metamizol, el efecto antinociceptivo sdélo se observéd
con la dosis superior ensayvada ( 125 mg/kg ), que modificé el
tiempo de lamido de las patas anteriores. Estos resultados
inducen a pensar que en la accién antinociceptiva del ATBO,
independientemente de participar mecanismos periféricos estén
implicados los supraespinales. Por el contrario este mecanismo se
puede descartar para el metamizol en el rango de dosis por
nosotros ensayado. A diferencia de lo que ocurria en el test
quimico, el metamizol no modificé la DE 50 de ATBO en este test.

Los mecanismos opioides centrales podrian estar
implicados , vya gque se observa una prolongacién del tiempo del
lamido de patas anteriores, tras la administracién de ATBO y este
pardmetro ha sido propuesto como indicativo de la participacién
opioide ( 117 ). Asimismo, el efecto de la dosis superior de
ATBO ( 28 mg/kg ), fue antagonizado por naloxona, pero afectando
sélo el lamido de las patas posteriores.

Los resultados son poco concluyentes ya que aunque en
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este test existia diferencia significativa entre 1los animales
tratados con ATBO sélo vy los pretratados con morfina, el efecto
puede deberse a la accién de la morfina, gque como es conocido
potencia también a analgésicos no opidceos.

El antagonismo parcial de naloxona afectando solamente
el tiempo de lamido de patas posteriores puede deberse al efecto
descrito para este antagonista, que es capaz de antagonizar
sustancias no opioides ( 103, 139 ).

En el caso de la FIT en el test de 1la plancha
caliente, 1los resultados son similares a los obtenidos con
metamizol en este test. Con ambas sustancias 1la unica dosis
efectiva es la superior, 125 mg/kg del analgésico de
referencia y su equimolecular.

Para estudiar 1la participacién espinal, se utilizé el
test del tail-flick en ratas. Este estudio viene apoyado por
trabajos previos que demuestran que el metamizol posee una accién
central y espinal, prolongando el tiempo de latencia en el tail-
flick de forma dosis dependiente, tanto tras su administracién
intracerebroventricular, como intraperitoneal. En nuestro
estudio no se pudo demostrar esta dosis dependencia utilizando 1la

via oral aunque se obtuvo una prolongacién de este tiempo a
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dosis inferiores a las ensayad por 1los otros autores

( 112 ). Este hecho puede deberse a modificaciones de tipo
farmacocinético, o bien a diferencias en las cepas de ratas
empleadas, siendo en nuestro estudio las Wistar, mientras que
los otros autores emplean Sprague - Dawley / SIV. Por otra parte,
nosotros elegimos para nuestras experiencias animales machos,
mientras que los otros autores utilizaron animales de ambos
sexos.

A fin de comprobar si el efecto observado con la
aminooxazolina era semejante al obtenido con metamizol, se
realizdé un estudio comparativo de ambas sustancias, wutilizando
dosis equimoleculares. Los resultados obtenidos nos demuestran
que el efecto antinociceptivo del ATBO en este test a la dosis de
18,67 vy 28 mg/kg era superior al que exhibié el metamizol a las
dosis equimoleculares a los 30 y 60 minutos post administracién.

Con la dosis superior ensayada de aminooxazolina
( 37,34 mg/kg ), sélo se encontré diferencia con la
equimolecular de metamizol a los 30 minutos. Esto puede deberse a
que esta dosis se administré en forma de suspensién, Yy por
tanto su absorcién puede ser irregular influyendo otra

serie de factores.
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Sin embargo, la dosis de 9,33 mg/kg de ATBO no fue
efectiva en este test, mientras que la equimolecular de metamizol
( 25 mg/kg ), exhibidé un efecto antinociceptivo a los tres
tiempos ensavados. De estas expefiencias podemos concluir,
que en este test el metamizol muestra mayor actividad que la
aminooxazolina aunque las dosis altas del compuesto de sintesis,
sean mds activas.

Si como se demuestra por nuestros ensayos la
aminooxazolina posee una accién antinociceptiva semejante al
metamizol, aunque estén participando ademds otros mecanismos,
seria interesante comprobar si comparte otras de 1las acciones
de este analgésico como la antiinflamatoria, la antipirética,
etc, o si los efectos indeseables usuales que exhiben los
compuestos derivados de las pirazolonas, se minimizan con estos
compuestos de sintesis. Estos estudios se salian de los
objetivos previstos para este trabajo.

No obstante, un aspecto que se ha ensayado de forma
preliminar ha sido su efecto sobre la temperatura corporal, va
que estd descrito que la hipotermia puede modificar la respuesta
en el tail-flick ( 64, 140 ).

Los resultados obtenidos en este sentido ensavando las
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dosis superiores nos demostraron que el ATBO, no modificéd 1la
temperatura corporal de los animales normales.

A fin de caracterizar de forma mds completa la acciédn
de la aminooxazolina, seria conveniente evaluar si la accién
antinociceptiva descrita estd mediada por mecanismos de otra
indole - serotonérgicos, dopaminérgicos o noradrenérgicos - Y en
esta 1linea se sigue trabajando. Todos ellos, como es bien
conocido, pueden estar implicados en la nocicepcién. Su ensayo
estd justificado, vya que como hemos menciono, este
compuesto exhibe un efecto antinociceptivo en el test de la
plancha caliente prolongando el tiempo de 1lamido de las
patas posteriores. En este pardmetro parece intervenir un
mecanismo noradrenérgico, como lo demuestra el hecho de que
farmacos que actidian sobre 1la recaptacién de serotonina y
noradrenalina, en algunos casos, no empiezan a ser efectivos en
la plancha caliente hasta dosis que comienzan a incrementar 1la

noradrenalina ( 141, 142 ).
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CONCLUSIONES



1. - La 2-Amino-5-tert-butil-2-Oxazolina ( ATBO ),
posee actividad antinociceptiva dosis dependiente, en diferentes
tests de nocicepcidén. En el test del tail-flick, este efecto es
ademds tiempo dependiente.

2. - El1 efecto antinociceptivo de ATBO, es
significativamente superior al obtenido con dosis equimoleculares
de Metamizol en el test del Acido acético 1y en el de la plancha
caliente en los dos pardmetros valorados ( tiempo de lamido de
patas anteriores y posteriores ).

3. - La aminooxazolina estudiada ( ATBO ), puede
producir un efecto antinociceptivo central ademds de su efecto
periférico, al igual que el Metamizol, siendo ademds. este efecto
antinociceptivo, superior al del derivado pirazoldnico.

4. - Respecto al mecanismo de accién implicado en la
accidén antinociceptiva periférica del ATBO, podemos descartar la
participacién de un mecanismo opidceo, vya que la naloxona {( 1
mg/kg ), no fue capaz de antagonizar el efecto antinociceptivo de
las dos dosis utilizadas de la aminooxazolina ( 9,34 y 18,67
mg/kg ).

5. - Un posible mecanismo antinociceptivo por

inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas, no puede
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descartarse de estos experimentos y requeriria una investigacién
adicional.

6. - Sin embargo, en el estudio de la accién de ATBO, no
se observaron alteraciones macroscépicas ni microscépicas de 1la
mucosa gdstrica, careciendo de estos efectos indeseables propios

de los AINEs, tan ligados a su mecanismo de accion.

7. - El ATBO no exhibe efectos estimulantes ni
depresores del S.N.C. que interfieran en su accion
antinociceptiva.

8. - Los estudios preliminares sobre el posible

mecanismo de la accidén central del ATBO, parecen indicar que en
la accién antinociceptiva a este nivel, pueden participar
mecanismos opioides, vya que la naloxona ( 1 mg/kg ), antagoniza
de forma significativa la dosis superior de la aminooxazolina en
el test de la plancha caliente.

9. - La 1-Fenil-Imidazolina-2-Tiona ( FIT ), posee
actividad antinociceptiva en el rango de dosis estudiado, en los
tests quimicos y térmicos.

10. -La actividad antinociceptiva de la FIT, es inferior
a la observada con el derivado pirazolénico utilizado a dosis

equimoleculares.
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RESUMEN




La 2-Amino-5-tert-butil-Z-oxazolina ( ATBO ), vy la 1-
Fenil-Imidazolina-2-tiona ( FIT ), son dos derivados oxazdlicos
e imidazdélicos heterociclicos que poseen actividad
farmacolégica diversa de utilizacién terapéutica potencial.

Por ejemplo, antihipertensivos, estimulantes del Sistema
Nervioso Central, inmunodepresores, antitiroideos Y
antiinflamatorios.

Estas sustancias se incluyen en un proyecto conjunto de
analisis farmacolégico de nuevas moléculas de sintesis con
diversa actividad potencial y se sometieron a un screening de
actividad antinociceptiva frente a dos tests de nocicepcién
( quimico y térmicos ), tomando como analgésico de referencia al
metamizol a dosis equimoleculares.

Se demuestra que tanto ATBO como FIT, poseen en
ratones una actividad antinociceptiva en dos tests de analgesia
experimental ( 4cido acético y plancha caliente ), en el rango de
dosis ensayado. El analisis global de los datos mostrd que el
efecto antinociceptivo era dosis y tiempo dependiente.

En este trabajo se estudié si el efecto antinociceptivo
estaba 1influido por modificaciones de la conducta del animal,

valordndose la actividad y coordinacién motoras ( Actimetro vy
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Rota-rod ). Los resultados demuestran que la aminooxazolina
estudiada no modifica ni la actividad ni la coordinacidn motora
en el animal de experimentaciédn.

Para explorar una posible participacidén opioide en el
efecto analgésico, se ha evaluado el efecto de 1la naloxona
( 1y 2 mg/kg ), sobre la accidén antinociceptiva del ATBO en
ratones. La naloxona no antagonizé significativamente el
efecto del ATBO en los tests del Acido acético f de la plancha
caliente.

Ademds, se ha evaluado el efecto del ATBO en el test
del tail-flick en ratas durante un periodo de 60 minutos.
Respecto a su eficacia en el test del tail-flick, se demuestra
que el ATBO es efectivo a las dosis superiores ensayadas,
exhibiendo un efecto influido significativamente en relacidén al
tiempo.

Los resultados indican una participacién periférica,
espinal y supraespinal en la accién antinociceptiva del ATBO,
no estando implicados mecanismos opidceos en la analgesia

periférica.
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