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Rezumat

Studii recente au pus in evidenta actiunea antinociceptiva, antiinflamatoare si efecte de protectie gastrica
a trimetazidinei (TMD) pe diferite modele, in conditii experimentale la sobolan. Studiul de fata isi propune
demonstrarea actiunii antinociceptive a trimetazidinei la soarece, evaluata in conditii de durere
inflamatorie si determinarea tipului de interactiune farmacodinamica intre trimetazidina si ketoprofen
(KETO), antiinflamator nesteroidian utilizat in durerea postoperatorie sau alte situatii care implica durere
si inflamatie. In aceasta lucrare se utilizeaza ca model experimental de nociceptie, testul raspunsului
constrictiv abdominal indus cu Zymosan la soarece iar pentru studiul interactiunii se utilizeaza ca
metoda de evaluare cantitativa, metoda combinatiilor binare in proportie fixa. Datele experimentale au
permis demonstrarea valorii DE50 a ketoprofenului (DEso = 0,606 + 0,108 mg/kg) si demonstrarea
sinergismului pentru substantele asociate. (Zadd = 1,818 * 0,326mg/kg, Zmix = 0,458 + 0,101 mg/kg, y =
0,251, T, = 4,928, T; = 3,84, P< 0,05). Rezultatele obtinute demonstreaza ca se pot utiliza in asociere, doze
mai mici din fiecare substanta pentru acelasi nivel de activitate (50%) comparativ cu dozele administrate
pentru substantele ca atare ceea ce ar putea contribui si la o reducere a numarului de reactii adverse. Pe
de alta parte, demonstrarea sinergismului poate contribui la elucidarea mecanismelor de actiune in unele
cazuri. Experimentele din prezentul studiu s-au efectuat in acord cu legislatia in vigoare in ceea ce
priveste lucrul cu animalele de laborator.

Abstract

Recent studies have demonstrated the antinociceptive, anti-inflammatory, and gastric protective effects
of trimetazidine (TMD) on various models in rats. The present study proposes to demonstrate the
antinociceptive action in mice, evaluated in conditions of inflammatory pain, together with the
determination of the type of pharmacodynamic interaction between trimetazidine and ketoprofen (KETO).
In this study we used as experimental model of nociception the abdominal constrictive response
(writhing test), induced with Zymosan A in mice, and for the study of the interaction we used as
quantitative evaluation method the method of binary combinations in fixed proportions. The experimental
results allowed the demonstration of the EDs, for ketoprofen (DE50 = 0,606 + 0,108 mg/kg) and the
demonstration of the synergism for the associated substances. (Zadd = 1.818 + 0.326mg/kg, Zmix = 0.458
+ 0,101 mg/kg, y = 0.251, Tc = 4.92, Tt = 3.84, P< 0,05). The results demonstrate that for the same level of
activity (50%), smaller doses of each substance can be used, compared to the doses of the substances
administered alone, which might contribute to a reduction in the number or severity of adverse effects.
on the other side, the demonstration of the synergism might contribute to the clarification of the action
mechanisms. The experiments presented below were made in agreement with the rules and regulations
concerning the work with lab animals.
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1. Introducere

Studiul de fata isi propune demonstrarea
tipului de interactiune farmacodinamica dintre
0 substantd cu actiune antianginoasa
(Trimetazidina) Si un antiinflamator
nesteroidian (Ketoprofen) la soarece.

Ketoprofenul este un antiinflamator
nesteroidian utilizat frecvent in afectiunile
inflamatorii, mecanismul de actiune bazandu-
se predominant pe capacitatea de inhibitie a
ciclooxigenazei, in consecintd reducerea
sintezei metabolitilor acidului arahidonic. in
chirurgia experimentala si in practica medicala
chirugicala, ketoprofenul este frecvent utilizat
postoperator.

In ultimii ani o serie de studii au pus in
evidenta actiunea analgezica a unor compusi
a caror actiune principala ar fi cea
antianginoasa, anticonvulsivanta etc.

Astfel, o serie de compusi care blocheaza
canalele de calciu sau sodiu si-au dovedit
actiunea analgezica in diferite tipuri de durere.

Trimetazidina, de exemplu si-a
demonstrat atat actiunea antinociceptiva cét si
actiunea antiinflamatoare pe diferite modele
experimentale la sobolan (Abdel-Salam & El-
Batran, 2005).

Avand in vedere astfel de date ne-am
propus demonstrarea actiunii antinociceptive
in conditii inflamatorii a trimetazidinei si
ketoprofenului precum si analiza combinatiei
celor doua substante. In farmacologia
experimentala este recunoscut din ce in ce
mai mult faptul ca studiul cantitativ al
combinatiilor medicamentoase, 1n special
detectarea adevaratului sinergism (potentare)
poate fi un pas util in elucidarea mecanismului
de actiune (Raffa, Stone et al., 2000).

2. Material si metoda

Animale de laborator

Cercetarile din prezentul studiu s-au
realizat de soareci masculi Swiss (Institutul
Cantacuzino Bucuresti) cu greutatea 18 - 22 g.

Animalele au fost plasate in custi de
plexiglas, tip mini-Duna, prevazute cu
adapator. Pentru acomodare s-au plasat cate
10-15 animale/cusca urmarindu-se timp de 15
zile comportamentul acestora. Conditiile de
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habitat s-au realizat in laboratorul de
Farmacodinamie experimentala (disciplina de
Farmacodinamie si Farmacie clinica), UMF
,arigore T. Popa” lasi, intr-o incintd cu
temperatura si umiditate controlata (21°C *
2°C), si un ciclu de lumina/intuneric,12 ore/12
ore (07,00 AM /07,00 PM).

Animalele au primit apa si hrana standard
(sursa Biobaza Baneasa), ad libitum.

Testarile au fost efectuate pe loturi de
céate 6 animale incepand cu orele 10.00 AM iar
cu 3 ore Tnainte de testari s-a sistat accesul la
hrana si apa. Toate procedeele experimentale
utilizate in realizarea acestui studiu au fost in
stransa concordantd cu normele specifice
aprobate in UMF ,Grigore T. Popa’ si
reglementarile bioetice internationale
referitoare la experientele realizate pe animale
de laborator (Zimmermann, 1986).

Substante utilizate

Pentru realizarea testarilor s-au utilizat:
Ketoprofen (Sigma), Zymosan A (Sigma),
Trimietazidina (Sigma), CMC-Na (Sigma) si
ser fiziologic (Zentiva).

Testul raspunsului constrictiv abdominal
(metoda Iui Siegmund si col. 1957, tehnica lui
Koster si col. 1959) indus prin Zymosan A,
consta in administrarea pe cale
intraperitoneala 40 mg/kg, a unei suspensii de
Zymosan A.

Inregistrarea numarul de raspunsuri
constrictive abdominale s-a efectuat timp de
12 minute dupa administrarea agentului iritant
(Turner & Hebborn, 1965).

Interpretarea datelor

A fost de tip cuantal caracterizata de
prezenta sau absenta raspunsului calculandu-
se efectul maxim posibil: % (antinociceptie)

Inhibitie = (nr. non-responderi / nr. total de
animale) x 100

Analiza statistica a datelor.

Pentru analiza relatilor doza-efect,
protocolul de lucru impune trasarea dreptelor
de regresie si analiza acestora iar pentru
masurarea relatiei dintre cele doua variabile

(doza-efect) se utilizeaza coeficientul de
corelatie Person ,R”.
Pentru evaluarea potentialului

antinociceptiv, se va calcula valoarea dozei
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eficace 50 (DEsg) din efectul maxim posibil
masurat.

Pentru cuantificarea interactiunii s-a
utiizat metoda dreptei aditive compuse,
metoda ce permite evaluarea cantitativa a
interactiunilor de tip farmacodinamic din
combinatiile binare in proportie fixa (Tallarida,
2001; Tallarida, 2002).

Metoda se bazeaza pe analiza dreptelor
de regresie (dreapta de regrese a asocierii fata
de dreapta aditiva compusa) pentru nivelul de
activitate de 50%.

Indexul de interactiune (y) indica taria
sinergismului. In analiza statisticd pentru toate
testele de semnificatie statistica, s-a
considerat ca pentru valori p < 0,05 exista o
diferenta semnificativa statistic intre grupele
comparate (ANOVA Test, t - Test).

Rezultate si discutii

Substantele de studiat s-au administrat pe
cale orala, doze succesive 1in progresie
geometrica.

Pentru ketoprofen s-au administrat pe
cale orala doze succesive cuprinse intre 0,31-
5,00 mg/kg.

Prin administrarea secventei de doze de
mai sus s-a obtinut un efect maxim posibil de
100% incepand cu doza de 1,25 mg/kg.

Datele obtinute au permis determinarea
valorii DEsg a ketoprofenului (Tabelul 1, figura
1). Pentru trimetazidina s-au administrat pe
cale orala in progresie geometrica doze
succesive cuprinse intre 1,9 - 30,00 mg/kg.

Pentru secventa de doze luate in studiu
nu s-a demonstrat actiunea antinociceptiva, in
conditile administrarii pe cale orald, testarea
in conditiile durerii inflamatorii efectudndu-se
la 60 de minute dupa administrarea
trimetazidinei. (Tabelul 1).

Tabelul 1
Determinarea valorii DEs ketoprofenului.

Ketoprofen Trimetazidina
Parametru (KETO) (TMD)
0,606 (0,100)
DE501 Y =6,022 + 4,701*X
(SEM)
R = 0,904
mg/kg/p.o

TLC: 0,363 - 0,959
1SEM, Eroarea standard a mediei
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Fig. 1. Analiza dreptei de regresie a ketoprofenului

Metodologia de lucru pentru studiul
combinatiilor in proportie fixd prevede un
protocol pentru asocierile in care numai unul
dintre compusi si-a prezentat actiunea
urmarita in conditiile experimentale date.

Astfel se utilizeaza perechi de doze in
diferite rapoarte urmarindu-se EMP% pentru
fiecare raport (Tabelul 2, figura 2).

Din tabelul 2 se observa ca pentru
raportul KETO/TMD 1:2 s-a obtinut un EMP de
66,33% ceea ce permite stabilirea valorii Zadd.

Demonstrarea  acestei valori  este
necesara pentru stabilirea perechilor de doze
in proportie fixa, in evaluarea tipului de
interactiune farmacodinamica intre cele doua
substante. in urma administrarii perechilor de
doze in proportia KETO/TMD - 0,333 /0,667 s-
a obtinut un efect antinociceptiv la combinatiei
de 55,50%. Interactiunea intre ketoprofen si
trimetazidina s-a dovedit a fi de tip sinergic.

Sinergismul este dovedit prin aspectul
dreptelor de regresie, deplasarea la stdnga a
dreptei de regresie a asocierii fata de dreapta
aditiva compusa (figura 2).

Parametrii statistici ai analizei de regresie
au pus pun in evidenta sinergismul dintre cele
doua substante (F. = 14,08, F; = 5,79 T.= 4,92,
Ty= 3,84, P< 0,05).

Prin  utilizarea  testului  raspunsului
constrictiv. abdominal se poate evalua
analgezia centrala si periferica. Administrarea
suspensiei iritante de Zymosan A confera
modelului o specificitate pentru patogeneza
durerii inflamatoare (Pettipher, Hibbs et al.,
1997) (Vale, Marques et al., 2003).

O serie de autori au aratat ca prin
administrarea intraperitoneala de Zymosan A,
la soarece, apare un raspuns inflamator,
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caracterizat prin raspuns constrictiv
abdominal, extravazare de plasma, infilirare
leucocitara si  biosintezd de eicosanoide
Doherty cit (Pettipher, Hibbs et al., 1997).
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De asemenea s-a pus in evidenta si
activarea caii alternative a complementului,
generarea si eliberarea de PAF, radicali liberi
ai oxigenului si enzimelor lizozomale (Rao,
Currie et al., 1994).

Valorile EMP% pentru fiecare raport

1/3 - 33,33

1/2 > 66,33

KETO / TMD 11 50,00
1/0,5 16,66

1/0,25 - 0,00

KETO / 0,113 16,66
TMD 0,225 33,33
(0,333/0,667) 0,45 66,66
0,90 100,00

1SEM, Eroarea standard a mediei
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Figura 2. Analiza dreptei aditive compuse a
asocierii KETO - TMD

Studii recente arata ca agentii inflamatori
nu stimuleaza direct eliberarea de mediatori
primari hipernociceptivi, ci ca eliberarea lor
este precedata de o cascada de citokine
(Cunha, Poole et al.,, 1999) (Ribeiro, Vale et
al., 2000).

La  soarece, raspunsul  constrictiv
abdominal prin Zymosan este mediat prin
TNF-alfa, IL1-beta si IL8, care actioneaza
concomitent si sinergic (Ribeiro cit (Cunha,
Verri et al., 2005).

Ketoprofenul este un antiinflamator
nesteroidian, utilizat sub forma de racemic in
acest studiu. Spre deosebire de alte AINS,
KETO are la baza un mecanism periferic de
actiune si unul central dar care nu pot fi pe

Tabelul 2
Zadd (SEM) Zmix (SEM)
Fc=14,08
0,458 (0,101)" Fi=579
: : Te= 4,92
Y 1’2,1082(8'2,27%% W& 3’19()*9%152*)( T,-384
g =0, P< 0,05
R = 0,959 r e

deplin identificate (Pinardi, Sierralta et al.,
2001).

Mecanismele de actiune se bazeaza pe
inhibitia ciclooxigenazei si nitric-oxid-sintazei.

Recent s-a demonstrat la nivel central
interactiunea KETO cu sistemul serotoninergic
ceea ar putea explica eficacitatea Tinalta
comparativ cu alte AINS (Diaz-Reval, Ventura-
Martinez et al., 2004).

Implicatiile la nivel spinal par a fi explicate
prin interventia asupra receptorului 5HT3, in
timp ce la nivel supraspinal prin interventia
asupra receptorilor 5-HT1, 5-HT-2, 5-HT7
(Diaz-Reval, Ventura-Martinez et al., 2002).

Alte studii arata ca inhiba lipoxigenaza,
leucotrienele, stabilizeaza membranele
este un scavenger de radicali hidroxil (Qiu, Liu
et al., 2007) .

Trimetazidina este un blocant neselectiv
al canalelor de calciu, agent antiischemic care
intervine in stresul oxidativ (Cristea, 2005).

La soarece TMD reduce stresul oxidativ
indus prin Lipopolizaharid E.

TMD blocheaza B-oxidarea prin inhibarea
2-AcetilCoA tiolazei, reduce acumularea de
calciu si producerea de superoxizi.

De asemenea administrarea de
trimetazidind pe modele de ischemie cardiaca
a demonstrat o tendinta de scadere a nivelelor
de IL6, C3, C5 IL8, TNFa si leucotriene, care
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sunt responsabile atdt pentru leziunile
oxidative omniprezente in cazul inflamatiei
acute si a leziunilor de reperfuzie, cat si pentru
activarea mecanismelor perceptiei dureroase
din inflamatie (Martins, Siqueira Filho et al.,
2012).

Concluzii

Sinergismul dintre cele doua substante
poate fi explicat prin mecanismul complex al
ketoprofenului la care se adauga efectul
antioxidant al TMD precum si reducerea
influxului de calciu in neuroni datorata inhibarii
curentilor prin receptorii AMPA / kainat ceea
ce previne depolarizarea neuronalda si
activarea neuronilor aferenti primari, reducand
astfel perceptia dureroasa (Jain, Bharal et al.,
2010).

Aceste rezultate ar putea sugera un
potential avantaj al administrarii combinate a
KETO cu TMD, efectele dorite putand fi
obtinute la doze semnificativ mai mici.

Avand in vedere efectul antioxidant al
TMD si interferentele acestui efect cu
reducerea protectiei gastrice de AINS, co-
administrarea de TMD ar putea fi benefica si
asupra acestui aspect, ceea ce |justifica
investigatii ulterioare si in aceasta directie.
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