“Evaluacion del efecto antinociceptivo del
diclofenaco”.

LABORATORIO DE FARMACOLOGIA I
ANA MARIA VAZQUEZ ALVAREZ
Facultad de Quimica UNAM



DOLOR A___4

* Experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a una
lesion tisular real o potencial.
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S PERCEPCION DEL DOLOR oo

* Los nociceptores: receptores sensoriales capaces de diferenciar
estimulos inocuos y nocivos.

 Terminaciones periféricas de las fibras aferentes sensoriales
primarias.

* Recibeny transforman los estimulos locales en potenciales de
accion, transmitidos a traveés de las fibras aferentes sensoriales
primarias hacia el SNC.

 Elumbral de dolor de estos receptores depende del tejido.
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* Nociceptores son los sensores del dolor

e Son terminaciones nerviosas libres de
fibras aferentes.

. . . Fibras A ¥ AR
* Hay dos tipos de fibras nociceptoras (p Misinizades
. Vé . lameiro grandae
periféricas que sensan el dolor: ropiocepeidn, toque ligers

— fibras A, que estan mielinizadas con A8
L 4 . . . . . )
didmetro medio, inicialmente median el @D Fibras ABI e

AXONES AFERENTES PRIMARIOS Aa

Voltaje

dolor rapido

fibras C, que son delgadas y amielinicas,
median el dolor lento (segundo) y mal
localizado, en respuesta a un estimulo
nociceptivo agudo.

Las neuronas de fibra Cy A tienen sus
cuerpos celulares en los ganglios de la raiz
dorsal y el ganglio del trigémino
(inervacion de la boca y la cara).

Ligeramente mielinizadas

Diamentro medio
Mocicepcion

53*C Type |

(mecanico, térmico, quimico)

43°C Type I

Fibras C

No mielinizadas

Didmetro pequeho

Temperatura inocua 43°C
Mocicepcion

{mecanico, térmico, quimico)

TIEMPO

Dolor primario

Dolor secundario

Brodin E, Zalin Ernberg M and Olgart L. Neurobiology: General considerations — from acute to chronic pain. Nor Tannlegeforen Tid. 2016; 126: 28—-33



Tipos de nociceptores
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NOCICEPTORES CUTANEOS: Alto umbral de estimulacion y sélo se activan ante estimulos intensos y no tienen
actividad en ausencia de estimulo nocivo.

Nociceptores A- 6 situados en la dermis y epidermis. Son fibras mielinicas con velocidades de conduccién alta y sélo
responden a estimulos mecanicos.

Nociceptores C amielinicos, de conduccidon lenta. Dermis y responden a estimulos de tipo mecanico, quimico y
térmico, y a las sustancias liberadas de dafio tisular.

= Estimulos Ligeros

Odorantes

 NOCICEPTORES MUSCULO-ARTICULARES: En el musculo, los ...@ﬂm mm ﬂm poss
nociceptores A- § responden a contracciones mantenidas del musculo, ylosde \1/ \1/
tipo C, responden a la presidn, calor, e isquemia muscular. En las articulaciones, e T e

también existen estos dos tipos de nociceptores y se situan en la capsula
articular, ligamentos, periostio y grasa, pero no en el cartilago.

e NOCICEPTORES VISCERALES: La mayor parte son fibras amielinicas.
Alto umbral, que sélo responden a estimulos nocivos intensos,
Inespecificos que pueden responder a estimulos inocuos o Nocivos

https://www-jove-com.pbidi.unam.mx:2443/science-education/10873/nociception

Julius D & Basbaum A I. Molecular mechanisms of nociception. Nature | VOL 413 | 13 SEPTEMBER 2001 | www.nature.com
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Vias ascendentes

Una gran proporcion de las neuronas nociceptivas de la médula
espinal envian sus axones a centros supraespinales, bulbares 'y
talamicos:

el complejo medular reticular, el complejo reticular
mesencefalico, la sustancia gris periacueductal, y el nucleo
ventroposterolateral del talamo.

La mayor parte de la informacion se transmite por vias cruzadas
ascendentes situadas en la region anterolateral de la médula s Misitioscondents
espinal, aunque que también existen fibras que ascienden ascendente e dorma
homolateralmente.

Los fasciculos ascendentes mejor definidos anatomicamente son:  meduia
- espinotalamico espinal
- espinoreticular

- espinomesencefalico

DOLOR Cerebro

Ganglio de la raiz
dorsal

LESION

Nervio periférico_

Nociceptores periféricos



Modulacion del dolor

Terminal central de

* Las terminaciones centrales de las fibras Ay A
C liberan transmisores excitatorios Primere '/
(Sustancia P, glutamato, y péptido
relacionado con el gen de la calcitonina o
CGRP)
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* Actuan sobre receptores especificos e TR/ @D (0 \\4”: Jo=K

inducen la despolarizacion de las neuronas
de segundo orden, transmitiéndose la
informacion hacia los centros superiores.

EXCITACION

'| Neurona
|| secundaria

REGULACION
' GENETICA )|
|

® Glutamato
Substancia P
® lon Magnesio




Modulacion del dolor

La transmision excitatoria en su camino fom Bortinali brorsieal ok
cortical, va recibiendo la modulacion de 2 = Impulses to periaquaeductal matter
IOS SiStemaS inhibitorios 3 = Locus coeruleus (noradrenergic
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inhibitory system)
4 = Raphé nucleus (serotonergic

N

Estos sistemas estan formados por EHBRonesmen) <
R 5 = Inhibitory synapses in dorsal homn =

transmisores y receptores capaces de R A

disminuir la liberacion de transmisores 7 = Motor neuron reflex

excitatorios y la excitabilidad neuronal.

SPINAL CORD



Substancias liberadas por lesion tisular

- Representative
Stimulus | receplor
* -iones (H+y K+):despolarizacién rapida y mantenida de la NGF | TrkA
fibra dlgica Bradykinin | BK;
. Serotonin | 5-HT,
* Serotonina : A nivel periférico, la serotonina activa las fibras . ATP P2X,
nociceptivas e 1L ASIC3/VRT
. e e e . , , B s Lpids | PGE,/CBINRI
Bradicinina: estimula los nociceptores por liberacién de ':Q':' Heal VRINRL-1
. .t
calcio b \S?P.nge Pressure | DEG/ENaC ?
*  Noradrenalina: en inflamacién periférica, las terminaciones }

»
sensoriales expresan receptores a adrenérgicos, lo que induce Histamine
una excitacion y sensibilizacidn de la fibra periférica. Gicininay,  NGF

. En la médula espinal y otros centros superiores, la Dafio e ;‘ -
noradrenalina participa en la modulacién inhibitoria del dolor  Tisular V.
*  .Oxido Nitrico: radical libre que actia como mensajero en la Prostaglandi

mayoria de sistemas biolégicos. Implicado en la nocicepcion
tanto a nivel periférico, como central.

. Modula la liberacidon de :GABA, serotonina, glutamato.
Participa en procesos de plasticidad y sensibilizacion

.+ Substance P

Q Vaso
central. 5] sanguineo
El sistema oxido nitrico/GMPc implicado en la
analgesia inducida por AINEs, opioides y anestésicos
locales.

Médula espinal

Julius D & Basbaum A I. Molecular mechanisms of nociception. Nature | VOL 413 | 13 SEPTEMBER 2001 | www.nature.com




Substancias liberadas por dano tisular

Citocinas: interleukinas, factor de necrosis
tumoral o interferones, estimulan los
nociceptores indirectamente, al activar la
sintesis y liberacidn de prostaglandinas.

- Factor de Crecimiento Nervioso: se une a
| receptores tipo Ill de la membrana y una
vez interiorizado, regula la expresion
génica y estimula la sintesis de sustancia P
y CRRP.

- Sustancia P: en las terminaciones
periféricas de los nociceptores, reduce la
vasodilatacion, aumenta la permeabilidad
capilar y aumenta la produccion y
liberacion de mediadores inflamatorios.

s )
/ Receptor asociado
aproteinaGoa
cinasa

0 O Canal idnico

@ Estimulacion de
expresion génica

@ Facilitacién
|

Dafio Tisular
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Vasodilatacion
Extravasacion (Edema)

Julius D & Basbaum A I. Molecular mechanisms of nociception. Nature | VOL 413 | 13 SEPTEMBER 2001 | www.nature.com



=22 cipales estructuras quimicas de los Analgésicos Antiinflamatori
Esteroideos (AINES)
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COH COH
COsH
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Aspirina (dcido acetilsalicilico) Acido salicilico Ibuprofeno

AINES inhiben las enzimas cop

ciclooxigenasas , bloqueando la Fagﬂ.--gw C“'GD"F
sintesis de prostaglandinas, 9 N, ) N
disminuyendo el dolor, la /@@FEHGM y § ) CI*@*GI
inflamacion, la agregacion CH,0 é_

cl

plaquetariay la fiebre.

MNaproxeno Indometacina Diclofenaco
A _~S0;NH;
Efectos que varian dependiendo de re0cHs . /j
. - =N R
cada uno de ellos. B Ty 9 Fe—(
|
I = " CHy
Paracetamol Acido Mefendmico Celecoxib

Rang & Dale’s pharmacology. — 7th ed .Anti-inflammatory and immunosuppressant drugs
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ENZIMAS NECESARIAS PARA LA SINTESIS PROSTAGLANDINAS

CICLOOXIGENASA de acidos grasos o la prostaglandina endoperéxidos sintetasa

1. CONSTITUTIVA O CICLOOXIGENASA 1: Presente en vasos sanguineos, rifon, plaquetas,
estomago

2. INDUCIDA O CICLOOXIGENASA 2: presente en situaciones de inflamacion por citocinas y
mediadores inflamatorios. Es constitutiva en rindn y sistema nervioso central (SNC).

3. CICLOOXIGENASA 3: presente a nivel del sistema nervioso central (SNC)



Las prostaglandinas
fisioldgicamente tienen
diversas acciones en el
organismo, que se ven
afectadas con el uso de
AINES

A cciones Fisiologicas de las Prostaglandinas
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PGD,

PGI,
PGE,
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T Filtracién glomerular oA ”-i"
L MNatniuresis, T diuresis e -
Vasodilatacién, T flujo sanguineo
Estimmulan secrecidén de renina

Acciones Fisiologicas de las Prostaglandinas

PGE, y PGI,
1l HCL. pepsina
T HCO;
T moco

CITOPROTECTORAS




SINTESIS DE PROSTAGLANDIAS

ACIDOS GRASOS ESENCIALES
{Dreta)

N

Fosfolipidos
I {(membrana)

Estimulos ¢ Fosfolipasa A2

Acido araquiddnico |Lipoxigenasa(LOX) 5.4 PETE

Tromboxano J/ Cicloxigenasa (COX) \l/ Sintetasa
sintetasa
; Endoperdxidos ciclicos Leucoieno A4
l PGEZ2, PGFH2
Sombiaes : /\
reductasa
Tromboxano A2 Leucotrieno B4 Leucotrieno C4
(Tx A2) PGEZ2, PGF2a Leucotrieno D4
Prostaciciina Leucotrieno E4
sntetasa PGIls
Prostaciciina

>  Participacion de! Acido Araquiddnico y de las enzimas (COX-LOX) en la sintesis de
prostaglandinas (PG2, PGF2a, PGI2) tromboxano TXA2 y'leuctonenos- A, B, C, D).




Fosfolipidos de la membrana celular
I Fosfolipasa inhibida por los esteroides
Acido araquidénico

Lipoxigenasa Ciclooxigenasa
Se WETE e 5-HPETE + Inhibida por la
(Quimiotaxis) “ aspirina indometacina

Leucotrieno ¢
Prostaglandina w2 (raGl)

Leucotrieno A 4 (1ra4)

— Prostaglandina H2 (FGH2) ——
Vasoconstriccion [~
Broncoespasmo | Leucotrieno ¢4 (11c4)
Incremento de
la permeabilidad | Lcucotrieno 04 (L104) ‘
\j
Leucotrieno &4 (uri4)
e Prostaciclina rai 2 Tromboxano a2
(troduce vasodilatacién, (produce vasoconstriccion,
inhibe agregacién plaquetaria) Ifaciliu la agregacion plaquetaria)
l IraoZ PG rGe2 alfal |
Vasodilatacién

Potencian ¢l edema
Fig. |. tcomada del libro Patologia Estructural y Funcional, Robbins Mc Graw-Hill Inter Americana. 75,




Modelos animales de dolor

Existen varios modelos animales para la evaluacion de posibles farmacos
con propiedades analgésicas, como:

Tail Flick : este método consiste en colocar la cola del ratdn (ya sea control o tratado
con alguna substancia que se presuma con propiedades analgésicas), bajo un rayo
de luz y se cuenta el tiempo en el cual el ratén retira su cola del rayo (latencia).
Comparativamente si la substancia administrada tiene propiedades analgésicas el
tiempo de retiro de la cola sera mayor que si solo se le hubiera administrado el
vehiculo.

Howt Jonzee T

~ -‘5)".\ [::-IJ ;’ ;. Tenttnteconty Crawil
Betore Tanl Flick ,'C./M./c_. |
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D'Amour, FE; Smith, DL (1941). "A method for determining loss of pain sensation" (PDF). J Pharmacol Exp
Ther. 72 (1):

iy
After Tl Flick ;4_2_’))_-1_[2



http://jpet.aspetjournals.org/content/72/1/74.full.pdf+html

MODELOS ANIMALES

12,
Tail Flick —
Hont Jonsce 1[|[|-
/' /:._717:;“‘ ~
1y
Before Tail Flick @E D:’""W"’"‘"":’"""; 18-
=00
T(= ]
Adter Tanl Flick @)‘- /:] 25-
10

Tall Flick response n MICE

D'Amour, FE; Smith, DL (1941). "A method for determining loss of pain sensation" (PDF). J] Pharmacol Exp Ther. 72 (1):
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http://jpet.aspetjournals.org/content/72/1/74.full.pdf+html

HOT-COLD- PLATE

Hot-Cold- Plate: Colocar a la rata o raton en una Plataforma a 55°C 0 2°C vy
Medir tiempo en que levanta las patas delanteras y las lame.

Curr Protoc Neurosci. 2007 Oct;Chapter 8:Unit 8.9



ALGOMETRO

Aplicar presion hasta que se manifieste conducta de escape, registro automatico



Rapid

Fully automated

FORMALINA

Cost-effective
Inyectar formalina intradérmicamente en la
pata trasera de la rata, depués de haber
administrado vehiculo o la substancia que se
presume que posee propiedades analgésicasy s
antiinflamatorias. -
Medir el diametro de la pata administarda a ) RERIAUCIEIB A
diferentes tiempos — validated with clinically -
500 relevant drugs
§ 400 T
2 *
£ 300
Abboud C, Duveau A, Bouali-Benazzouz R, Mass’K, Mattar = ==
J, Brochoire L, Fossat P, Bou’e-Grabot E, Hleihel W, 200 =S
Landry M. Animal models of pain: Diversity and benefits . -
Journal of Neuroscience Methods 348 (2021) 108997 #0B=
g= Farmalin

Gabapentin molky




PLETISMOMETRO

Pletismdmetro: Consiste en aplicar presidn, con y sin analgésico, hasta que se
manifieste conducta de escape, el registro es automatico

L

Arch Oral Biol. 2017 Dec;84:106-111



