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TRABAJO ORIGINAL

Efecto analgésico y sobre la neuroconducta
de la interaccion entre tramadol y diclofenaco
en dosis escalonada en ratones

Analgesic and neurobehavioral
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RESUMEN

Obyjetivo. Determinar el efecto sobre el dolor y el sistema
nervioso de la interaccion entre tramadol y diclofenaco, en dosis
escalonadas. Materiales y métodos. Se utilizaron 60 ratones
albinos, distribuidos en diez grupos; cuatro grupos fueron de
interaccion y recibieron VO tramadol 10 mg/Kg y diclofenaco en
dosis escalonada (10, 15, 20 y 25 mg/Kg). Seis grupos recibieron
VO tramadol, 10 mg/Kg; diclofenaco, 10 mg/Kg; diazepam,
25 mg/Kg; cafeina, 25 mg/Kg y agua destilada, 01 mL/10 g;
este dltimo grupo no recibio medicamentos. Las sustancias
se administraron una hora antes de la induccion del dolor.
Se emplearon la prueba de contorsiones abdominales, para
evaluar el dolor, y la prueba de Irwin, para el sistema nervioso.
Se evaluaron el porcentaje de inhibicion de contorsiones
abdominales, porcentaje de prolongacion del periodo de
latencia, nimero de contorsiones abdominales y periodo de
latencia. Se aplicaron las pruebas ANOVA de una cola, Tukey
y correlacion de Pearson. Para la prueba de Irwin se aplico la
prueba de Fisher. Resultados. Los porcentajes de inhibicion de
las contorsiones abdominales fueron de 551%; 89,9%; 745% y
94,5% en los grupos de interaccion 2, 4, 7 y 10, respectivamente,
frente a 31,6% (tramadol), 19,4% (diclofenaca) y 48% (control). El
periodo de latencia fue de 609,7;891,2; 860,5 y 1100 segundos en
los grupos de interaccion 2, 4, 7 y 10, respectivamente, frente a
4797 (tramadol), 281,8 (diclofenaco) y 475,7 segundos (control).
La prueba de ANOVA demostrd diferencias significativas
(p < 005 IC 95%) con relacion al porcentaje de inhibicion
de contorsiones y el periodo de latencia. La prueba de Irwin
evidencio piloereccion, sedacion, aumento de la respiracion,
incoordinacion motora y cola de Straub. Conclusiones. Se
comprobo el efecto analgésico sinérgico de la coadministracion
de tramadol en dosis fija y diclofenaco en dosis escalonada.

Palabras clave: analgésicos; tramadol; diclofenaco; sinergismo
farmacoldgico
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ABSTRACT

Objective. Determine the effect on pain and nervous system of
the interaction between tramadol and diclofenac, in escalating
doses. Materials and methods. 60 albino mice, divided into
ten groups were used; four groups were for interaction and
they received tramadol VO 10 mg/Kg and diclofenac in
staggered doses (10, 15, 20 and 25 mg/Kg). Six groups received
tramadol 10 mg/Kg; diclofenac 10 mg/Kg; diazepam, 25 mg/
Kg; caffeine, 25 mg/Kg and distilled water, 0.1 mL/10 g; this
last group received no medication. The substances were
administered one hour before pain induction. Writhing test
assessed the effect on pain and Irwin test evaluated the
nervous system. The statistical validation of the writhing
inhibition percentage, latency percentage, number of writhes
and latency was performed using ANOVA one tail, Tukey and
Pearson correlation. For Irwin test, Fisher's test was applied.
Results. The percentage of writhing inhibition were 55.1%,
89.9%, 74.5% and 94.5% by interaction groups 2, 4, 7 and 10,
respectively, versus 31.6% (tramadol), 19.4% (diclofenac) and
4.8% (control). The latency period was 609.7; 891.2; 860.5 and
1100 seconds by interaction groups 2, 4, 7 and 10, respectively,
versus 479.7 (tramadol), 281.8 (diclofenac) and 475.7 seconds
(control). ANOVA showed significant differences (p < 0.05;
Cl 95%) relative to the percent inhibition of contortions and
the latency period. Irwin test showed piloerection, sedation,
increased respiration, motor incoordination and Straub tail.
Conclusions. Synergistic analgesic effect of co-administration
of fixed dose tramadol and diclofenac dose escalation was
found.

Key words: analgesics; tramadol; diclofenac; drug synergism
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INTRODUCCION

El uso racional de medicamentos corresponde a la
administracion adecuada de la medicacion segin
las necesidades clinicas de los pacientes, es decir,
durante un periodo apropiado, en dosis adecuadas
y al menor costo posible.! Sin embargo, segun cifras
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
mas del 50% de medicamentos se prescriben,
dispensan o venden de manera inapropiada y no
son consumidos correctamente por la mitad de los
pacientes.! En el Peru existe la libre obtencion de
farmacos sin prescripcién médica, que podria estar
generando un problema de salud publica, pues
son utilizados ignorando los efectos secundarios.
Lo antes mencionado se ratifica en un estudio que
demuestra que entre el 40 y 60% de la poblacion
se automedica y que el 55% del dinero de los
hogares es invertido en la compra de medicinas
directamente en farmacias y/o boticas.

Otra investigacion demuestra que el grupo mas
importante son los antiinflamatorios, con ventas
que ascienden al 7% del total del mercado
nacional® Por otra parte, en pacientes que
fueron operadas por cesarea, se ha comprobado
que la combinacién de diclofenaco y tramadol
por via intramuscular fue mas efectiva que la
monoterapia, para la hiperalgesia primaria
y secundaria.* Asimismo, la combinacion de
diclofenaco y tramadol fue efectiva para la
analgesia posoperatoria en pacientes de cirugia
maxilofacial, inclusive se observé una disminucion
del uso de analgésicos posoperatorios.®

En animales de experimentacion, la interaccion
de naproxeno y tramadol, mediante un analisis
isobolografico, demostrd un efecto analgésico
y de sinergismo, al reducir las contorsiones
abdominales en el roedor;® asimismo, la interaccion
del diclofenaco y el tramadol, en el modelo de la
inmersion de la cola, reveld una antinocicepcion y
potenciacionsignificativa.” También, es reconocida
la actividad del tramadol en la neuroconducta, al
incrementar los niveles de serotonina, dopamina
y noradrenalina en el sistema nervioso;® ademas,
existen estudios que comprueban los efectos de
las prostaglandinas como neuroprotectores frente
a convulsiones y reguladores del ciclo de sueno-
vigilia, entre otros.’*3
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La mayoria de las investigaciones de la interaccion
de analgésicos opioides y no opioides, carece
de la delimitacion de la relacion dosis-efecto,
y de la potencial concomitancia de los efectos
colaterales en el sistema nervioso central. Existen
modelos experimentales en roedores que permiten
explorar el efecto de sustancias quimicas, como la
prueba de contorsiones abdominales,** que sirve
para determinar el efecto analgésico, y la prueba
de Irwin, que permite explorar la neuroconducta.**

Este estudio se centr6 en explorar el efecto
de la interaccion entre tramadol a dosis fija y
diclofenaco en dosis escalonada sobre el dolory la
neuroconducta en el roedor.

MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental, preclinico, prospectivo y
triple ciego; realizado en el Centro de Investigacion
de Medicina Tradicional y Farmacologia de la
Facultad de Medicina Humana de la Universidad
de San Martin de Porres (FMH-USMP); durante el
periodo febrero a noviembre de 2014. La muestra
la conformaron 60 ratones albinos hembra (Mus
musculus) adquiridos en el bioterio del Instituto
Nacional de Salud (INS); los ratones pasaron un
proceso de aclimatacién en las instalaciones
del bioterio de la FMH-USMP, en condiciones
estandares de niveles de temperatura de 22
°C (+/- 2 °C), humedad relativa promedio entre
45 a 70% y niveles de ruido menores de 70 dB.
Fueron aislados en jaulas con libre acceso a
agua y se les proporcioné alimento balanceado.
La distribucion y asignacion aleatorizada de los
grupos experimentales se hizo por sorteo.® La
muestra quimica estuvo compuesta por diazepam,
ampollas de 10 mg/2 mL; diclofenaco, ampolla de
75 mg/3 mL; tramadol, ampolla de 50 mg/1 mL;
agua destilada y cafeina, 100 mg.

Para la evaluacion primaria neurofarmacolégica se
empled la prueba de Irwin, durante primera horade
la prueba, en intervalos de 15 minutos, a los 15, 30,
45y 60 minutos. Esta consistio en la observacion de
manifestaciones neurolégicas en el ratén después
de la administracion de una sustancia. Se evaluo6
la presencia o ausencia de letalidad, convulsiones,
cola de Straub,* sedacion, excitacion, marcha
anormal (en circulos o en puntas de pie), saltos,
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incoordinacién motora, piloereccidn, estereotipias
(oler, masticar o movimientos de cabeza),
contorsiones abdominales, sacudidas de cabeza,
escozor y alteracion de la respiracion.t

Para la prueba de contorsiones abdominales en
roedores se utilizé el modelo de dolor visceral por
acido acético (prueba nociceptiva). Cada animal
recibié una inyeccion intraperitoneal (ip) de 0,1
mL/10 g de peso. Los animales fueron colocados
por separado en jaulas, para luego observar y con-
tar el nimero de contorsiones abdominales (dis-
tension exagerada del abdomen y estiramiento de
las patas traseras). Se registrd el nimero total de
contorsiones durante los 20 minutos siguientes a
la inyeccién de acido acético. Los grupos experi-
mentales recibieron las sustancias de estudio por
via oral, una hora antes de la induccion de dolor.”

Se conformaron diez grupos experimentales, con
seis ratones cada uno: grupo 1, diclofenaco 10 mg/
Kg; grupo 3, tramadol; grupo 5, placebo (agua des-
tilada) 0,1 mL/10 g de peso corporal; grupo 6, dia-
zepam, 32 mg/Kg; grupo 8, control, no se le admi-
nistrd ninguna sustancia; grupo 9, cafeina, 32 mg/
Kg. A los grupos 10, 7, 2 y 4, se les administro una
dosis estable de 10 mg de tramadol mas una dosis
escalonada de diclofenaco de 10, 15, 20 y 25 mg/
Kg respectivamente. La administracion de las sus-
tancias fue por via oral.

Se aplico un sistema de triple ciego para la admi-
nistracion de las sustancias quimicas, observacion
de manifestaciones y analisis estadistico;*> asimis-
mo, se realizd un entrenamiento virtual previo
para la evaluacion de las manifestaciones de dolor
de los ratones, empleando los programas Virtual
Pharmacology Lab®18 y Microlabs®* y también un
ensayo practico con un roedor vivo. Por otra par-
te, se controlaron la humedad, la temperatura y
el ruido de la sala de experimentacién emplean-
do un higrémetro digital Thermo-Hygro©, marca
VWR International (T°: 5-34 °C; humedad: 32-82%),
un sensor de ruido, marca Digital Sound Level Me-
ter®(60-120 dB), y dos termoventiladores portatiles
modelo NF15C, marca IMACO®.
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El estudio contd con la aprobacion del Instituto
de Investigacion de la FMH-USMP, que se basd
en los principios y los lineamientos para las
investigaciones en animales de laboratorio.20, 21

Los datos se presentan como frecuencias, media
y desviacién estandar, segun corresponde. Para
los datos cuantitativos se aplicé la prueba de
ANOVA de una cola (luego de haber cumplido
los requisitos para su uso) y la prueba de pareo
de Tukey. Para los datos cualitativos se aplica la
prueba exacta de Fisher. Se establecié un nivel
de significancia estadistica de p < 0,05, con un
intervalo de confianza de 95%. Se usaron los
programas informaticos Microsoft Excel Windows
2010°y GraphPad Prism® version 5.

RESULTADOS

Al analizar el porcentaje de inhibicion de las
contorsiones mediante la prueba de ANOVA de
una cola, se obtuvo unvalor p < 0,05. Por otra parte,
la correlacion de Pearson muestra una relacion
inversamente proporcional entre dosis y efecto
respecto al efecto analgésico (r =-0,09; p = 0,6502;
IC 95%: -0,48 a 0,32; coeficiente de determinacion
r2=0,009519) (Tabla 1).

Asimismo, para el nimero de contorsiones, la
prueba de ANOVA de una cola determiné un valor
p < 0,05. Por otro lado, la prueba de correlacion
de Pearson muestra una relacién directamente
proporcional entre dosis y efecto, respecto al
efecto nociceptivo (r = 0,97, p = 0,6502; IC 95%:
-0,32 a 0,48; coeficiente de determinacion r? =
0,009519) (Figura 1).

Para el periodo de latencia en segundos, se realizd
la prueba de ANOVA, que muestra un valor p <
0,05 entre periodos de latencia por farmaco y
dosis administrada (p = 0,0014). La correlacion
de Pearson mostré una relacion inversamente
proporcional de dosis y efecto, respecto al efecto
nociceptivo (r = -0,3; p = 0,1946; IC: 95%: -0,6 a
0,15; coeficiente de determinacion r? = 0,07523)
(Tabla1).

* Cuando se administra opiaceos a los ratas o ratones, se observa que su cola adopta la forma de una “S” levantada, por la contraccién de un masculo de la cola (S

de Straub) [Nota del editor].
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Figura 1. Efecto de la interaccion de tramadol 10 mg/Kg y diclofenaco  Figura 2. Efecto de la interaccion de tramadol 10 mg/Kg y diclofenaco
en dosis escalonadas (10, 15, 20 y 25 mg/Kg) sobre la inhibicion de las  en dosis escalonadas (10, 15, 20 y 25 mg/Kg) sobre el porcentaje de
contorsiones abdominales. prolongacion del periodo de latencia de las contorsiones abdominales.

Tabla 1. Resultados del efecto de las diferentes sustancias empleadas para estudiar el efecto de la

interaccion entre tramadol y diclofenaco en dosis escalonada en ratones.

Namero de Porcentaje de inhibicionde  Periodo de latencia  Porcentaje de prolongacion

i contorsiones  contorsiones abdominales en segundos del periodo de latencia
& Sustancia/
po .
farmaco
Media Y Media Y Media [ Media (9
8 Control 6 163 85 48 522 4757 2786 79 586
g Aguadestida gy, 5 348 440 4023 66 846
(L mg/10 ml)
1 Diclofenaco(10mg) 6 132 113 194 690 2818 1728 408 363
3 Tramadol(10mg) 6 117 35 36 214 4797 1563 08 329
10 Tramadol(l0mg)+ 08 16 945 98 11000 2449 1313 515
diclofenaco (10 mg)
, Tramadol(0mg)+ 73 124 551 761 6097 3849 874 958
diclofenaco (20 mg)
;  Tramadol(10mg)+ 42 3 745 183 8605 2294 809 482
diclofenaco (15 mg)
Tramadol (10 mg) + ¢ 17 23 899 143 8912 4558 282 809
diclofenaco (25 mg)

La prueba de ANOVA revel6 un valor p < 0,05 (p < 0,0001) para el porcentaje de inhibicion de las contorsiones abdominales entre los grupos 1, 3,10, 2,7 y 4.

9 )
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Con respecto al porcentaje de prolongacion del
periodo de latencia, la correlacion de Pearson
muestra una relacion inversamente proporcional
entre dosis y efecto, respecto al efecto analgésico
(r=-0,3; p=0,1946; IC 95%: -0,6 a 0,15; coeficiente
de determinacion r? = 0,07523) (Figura 2).

Con la prueba de Tukey se obtuvo un valor p < 0,05
en los resultados obtenidos entre el grupo 1 frente
a los grupos 6 y 10 y el grupo 9 contra los grupos
3y 10, en relacion con el periodo de latencia y
el porcentaje de prolongacion del periodo de
latencia.

Por otra parte, la prueba de pareo de Tukey arrojo
un valor p > 0,05 entre los grupos 2, 4, 7 y 10 frente
a los grupos 1y 3, en relacion con el porcentaje
de inhibicion de las contorsiones abdominales
y el porcentaje de prolongacion del periodo de
latencia.

En la figura 3 se presentan las frecuencias de
sedacién en la prueba de Irwin, cuantificadas en
intervalos de tiempo. No se observé una diferencia
significativa de los grupos 10, 2, 4, y 7 frente al
grupo de diazepam (p > 0,05).

Por otra parte, en la figura 4 se puede observar la
excitacion en los distintos grupos. Se pudo ver que
al comparar el grupo 9 (cafeina 32 mg/Kg) con los
grupos de dosis escalonadas (10, 7, 2y 4) se obtuvo
un valor p < 0,0001.

Ademas, en la figura 5 se observd que los grupos
10, 2,y 4 frente al grupo 3 (tramadol), mostraron un
valor p > 0,05 relacionado con la presencia de cola
de Straub. Asimismo, al comparar el grupo 7 con el
grupo 3 se obtuvo un valor de p = 0,0479.

También, en la figura 6 se observo que el grupo
10 en comparacién con el grupo 8 (control) mostrd
un valor p > 0,05 con respecto a la respiracion, en
donde el grupo control mostré un aumento de la
frecuencia respiratoria. En contraste, el grupo 7
frente al grupo 8 obtuvo un valor p = 0,0012, en
donde se observa una disminucion de la frecuencia
respiratoria. Ademas, en el grupo 2 se obtuvo un
valor p = 0,0128, representado por un aumento de
la frecuencia respiratoria. En el grupo 4 se obtuvo
un valor p = 0,0017 y no se observaron cambios.
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Figura 3. Frecuencias absolutas del efecto sedativo de las diversas
sustancias empleadas.
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Figura 4. Frecuencias absolutas del efecto excitatorio de las sustancias.
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Figura 6. Frecuencias absolutas del efecto de las sustancias sobre la
respiracion.

DISCUSION

En este estudio se observé que la interaccion entre
tramadol en dosis establecida y diclofenaco en
dosis escalonada produjeron un efecto analgésico
superior a los efectos individuales; esto permite
plantear un posible efecto de sinergismo,” que, por
sus mecanismos de accion, corresponderia al de
potenciacion.#

Las bases moleculares que explicarian el efecto
de sinergismo observado en este estudio son
que el tramadol actia en la via opioide tipica,
bloqueando la recaptaciéon de noradrenalina,
que ejerceria su actividad agonista sobre los
receptores alfa 2 adrenérgicos, produciendo
una retroalimentacion negativa.* Asimismo, el
diclofenaco activa receptores alfa 2 a nivel espinal
y supraespinal y tiene interaccion significativa
con receptores opioides a nivel espinal. Por otra
parte, el diclofenaco, al inhibir la sintesis de
prostaglandinas, disminuye la sensibilizacion de
los nociceptores periféricos.”

La relacion dosis-efecto presentd una tendencia de
curva negativa; sin embargo, no fue significativa, lo
cual se explica por la distribucién de los datos, que
se presento en varios grupos como no gaussiana
(Tabla 1). Este tipo de distribucion puede deberse a
interacciones farmacocinéticas, como el polimor-
fismo genético, o diferencias a nivel del CYP3A4,
enzima que participa en el metabolismo de ambos
farmacos.?

% )

Asimismo, por medio de la prueba de Irwin se
observo la presencia concomitante de sedacion
en los grupos interaccion. Dado que en las guias
clinicas para el manejo del dolor se recomienda
sedar al paciente para calmar su dolencia,?
esto podria ser una ventaja para cumplir con las
recomendaciones del manejo del dolor.

El efecto de la sedacién, relacionado con la
actividad del diclofenaco, es contradictorio debido
a que existen estudios que indican un efecto
sedante por la accién de prostaglandinas E2 y
D2, lo cual propicia la hipdtesis de la accién del
AINE en otros niveles como el histaminérgico o
el gabaérgico, planteando un desequilibrio en la
homeostasis de los diversos autacoides.?’

Por otro lado, el efecto analgésico de la coadminis-
tracion de los farmacos en este estudio se puede
sustentar por la presencia de cola de Straub, debi-
do a que existen estudios que comprobaron que los
opioides generan este efecto concomitante.® Asi-
mismo, se observd piloereccién en la interaccion,
que indica actividad del sistema neurovegetativo,
que se sustenta por el agonismo de los receptores
alfa 2 adrenérgicos.?> También se presentd altera-
cion de la respiracion, que probablemente es un
mecanismo compensatorio ante la inhibicion de
prostaglandinas bronco-dilatadoras como la PGE2.

Una de las principales limitaciones de este estudio
fue que no se pudo delimitar el nivel y mecanismo
de accion, eventos que recomendamos explorar en
futuros estudios.

CONCLUSIONES

Se demostré efecto de sinergismo en la actividad
analgésica entre tramadol y diclofenaco en dosis
escalonadas. Asimismo, se observd la presencia
de efectos neuroconductuales concomitantes:
sedacion, cola de Straub, piloerecciony respiracion
anormal.
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