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RESUMEN

INTRODUCCION: El dolor neuropatico es una de las causas mas frecuentes de
sufrimiento en los pacientes con dolor crénico debido a la dificultad para establecer
un tratamiento adecuado. En el presente estudio se usard un modelo de neuropatia
periférica en ratones inducida por la administracion de paclitaxel via intraperitoneal
(i.p), se evaluard el efecto de acido valproico (AV) y tramadol (TRM), y de su
asociacion. Como ensayos nociceptivos se utilizaran el test de Tail Flick y el test de
Hot Plate. Para determinar el tipo y la magnitud de la interaccion farmacologica se
empleard el andlisis isobologréfico. El presente estudio postula que tramadol y acido
valproico tienen actividad antihipernociceptiva, y que su asociacion produce una

interaccidn de tipo sinérgico.

MATERIALES Y METODOS: Se utilizaron 192 ratones a los que se administré via i.p
paclitaxel (grupo tratado), se construyeron las curvas dosis-respuesta, con grupos de
24 animales para cada farmaco y cada test, una vez se determinaron las DEsg, se
hicieron las mezclas de la combinacion de Tramadol y Acido Valproico, en proporcion
1:1 de sus DEsp, haciendo mezclas de fracciones de estas, con los datos obtenidos
de la administracion de dichas fracciones, se construyeron las respectivas curvas
dosis-respuesta y a partir de ellas se calcul6 las DEsg de las mezclas. La naturaleza
de la interaccion y su cuantia, se evaluar4 usando el andlisis isobologréfico. La

significancia estadistica se determiné por pruebas t-Student (p<0.05).

RESULTADOS: La coadministracion de ambos farmacos produjo una interaccion de
tipo aditivo en el grupo control y del grupo tratado en el test de Hot Plate, mientras
qgue en el grupo tratado en el test de Tail Flick se observé una interaccién de tipo

sinérgico.

CONCLUSIONES: Tramadol, &cido valproico y su combinacion producen
antihipernocicepcion en ratones a los cuales se les indujo neuropatia con paclitaxel.
Solamente en el ensayo de retirada de la cola, la asociacion de tramadol y acido

valproico induce una interaccion sinérgica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Neuropathic pain is one of the most common causes of pain in
patients with chronic pain due to the difficulty in establishing appropriate treatment. In
the present study a model of peripheral neuropathy in mice by administration of
paclitaxel intraperitoneally (i.p.) induced is used, the effect of valproic acid (AV) and
tramadol (TRM) will be evaluated, and their association. As nociceptive test trials Tail
Flick and Hot Plate test will be used. To determine the type and magnitude of the
isobolographic analysis drug interaction is used. This study postulates that tramadol
and valproic acid have antihipernociceptiva activity and their association produces a

synergistic interaction.

MATERIALS AND METHODS: 192 mice were used that were administered ip
paclitaxel (treated group), the dose-response curves were constructed, with groups of
24 animals for each drug and each test, once determined the ED50, were made
mixtures of the combination of Tramadol and valproic acid in 1: 1 ratio of the ED5O0,
with mixtures of fractions of these, with the data obtained from administration of these
fractions, the respective dose-response curves were constructed and from them
ED50 of the mixtures was calculated. The nature of the interaction and the amount
will be evaluated using the isobolographic analysis. Statistical significance was
determined by Student's t-test (p <0.05).

RESULTS: Co-administration of both drugs produced an additive interaction type in
the control group and treated in the Hot Plate test group, while in the treated Tail Flick

test group of synergistic interaction was observed.

CONCLUSIONS: Tramadol, valproic acid and produce antihipernocicepcion
combination in mice which were induced neuropathy with paclitaxel. Only testing talil
withdrawal, the association of tramadol and valproic acid induces a synergistic

interaction.



INTRODUCCION

El dolor tiene gran impacto en la vida humana, ya que condiciona la
morbilidad y la mortalidad. Bonica, en 1953, establecid las bases de la algologia
moderna en su libro The management of pain (1).

La IASP ha definido el dolor como “una sensacion emocional desagradable
asociada con dafio tisular real o potencial o descrita en los términos de dicho dafio”.

Existen diferentes tipos de dolor, segun la duracion se ha clasificado en:

(1) Dolor agudo: es aquel cuya duracién es breve, su evolucién natural es
disminuir hasta desaparecer una vez ha desaparecido la lesion que lo

origino. Tiene una importante funcion biologica de proteccion.

(i) Dolor crénico: su duracion se extiende mas alla del periodo de curaciéon de

una lesion tisular, responde pobremente a los tratamientos habituales.

Entre los tipos de dolor crénico, el dolor neuropético es una de las causas mas
frecuentes de sufrimiento en los pacientes con dolor crénico debido a su complejidad
y a la dificultad para establecer un manejo adecuado. La neuropatia se origina como
resultado de lesiones o alteraciones en vias nerviosas periféricas o centrales. Una
vez se desarrolla, persiste en ausencia de un estimulo nocivo evidente. Los sintomas
pueden ser focales o generalizados y por lo general se presentan como una
sensacion basal dolorosa o quemante (disestesia), con hiperalgesia (respuesta

exagerada) o percepcion de un estimulo cualquiera como doloroso (alodinia). (2)

Es aceptado que varios agentes quimioterdpicos causan neuropatia
periférica, entre los cuales se incluyen los taxanos, los derivados de platino, los
alcaloides de la vinca y los agentes antiangiogénicos e inmunomoduladores. Ademas
deficiencias en vitaminas del complejo B, D y E también pueden inducir neuropatia

periférica. (3)



El tratamiento del paciente que padece dolor de este tipo por lo general
constituye un desafio y un interesante campo de investigacién, ya que en la mayoria

de los casos, se hace refractario al tratamiento analgésico de primera linea.

Existen diferentes técnicas que tienen como objetivo inducir estados
patolégicos en los animales que son utilizados en experimentacion preclinica, en
estos el objetivo es inducir condiciones similares a las producidas por neuropatia en
el hombre y bajo las cuales se puedan hacer de ensayos nociceptivos obteniéndose

resultados que sean confiables.

Existen dos opciones para inducir un dolor neuropatico en animales: la
neuropatia quirargica y la neuropatia quimica. ElI primer modelo de neuropatia
quirurgica, surgio en la década de los 80, el procedimiento que consistia en hacer
una seccién completa del nervio (modelo de neuroma), rapidamente cayo en desuso
por cuestiones éticas, problemas con la interpretacion de los resultados y porque el
sindrome humano modelado por este ensayo, (dolor del miembro fantasma) es una

condicion clinica poco frecuente.

Posteriormente se desarrollaron otros modelos de dolor neuropatico que
consisten en dafos parciales a los nervios, sin embargo, debido a la complejidad de
estas cirugias y a la necesidad de modelos que repliguen mas exactamente
sindromes de dolor clinico, induciendo la enfermedad o el propio estado fisioldgico
que produce el dolor, se han implementado otras estrategias no quirdrgicas que
incluyen quemaduras, dolor por cancer, dolor neuropatico inducido por quimioterapia,
sindrome de dolor regional complejo, entre otros, por medio de la administracién de

farmacos o de sustancias que favorezcan la aparicion de estos.

En el presente estudio se usara un modelo de neuropatia periférica en ratones
inducida por la administracion de paclitaxel (PTX) via intraperitoneal (i.p)., a dosis de
6 mg/kg durante 5 dias, y se evaluara el efecto de acido valproico (AV) y tramadol
(TRM), y de su asociacion. Como ensayos nociceptivos se utilizaran el test de
retirada de la cola y el test de plancha caliente, estos se realizaran los dias 7° y 14°,

después de la primera administracion de PTX.



Para determinar el tipo y la magnitud de la interaccion farmacolégica de la
asociacion de estos dos medicamentos se empleara el analisis isobolografico.

El presente estudio postula que tramadol (TRM) y acido valproico (AV) tienen
actividad antihipernociceptiva, y que su asociaciéon produce una interaccion de tipo

sinérgico.



MARCO TEORICO

El dolor neuropatico se define como “aquel dolor que se origina como
resultado de una lesion o enfermedad que afecta al sistema somatosensorial, bien
sea en el centro o en la periferia” (2). Esta definicién incluye como factores causales
por un lado a enfermedades que cursan con procesos infecciosos, inflamatorios,
autoinmunes, neurodegenerativos, traumas, alteraciones metabdlicas, exposicion a
irradiacion o a citotoxicos como en el caso de la quimioterapia, neurotoxinas,
cirugias, compresion nerviosa o infiltracion tumoral, principalmente, asi como
también a dafio macro o microscopico a las estructuras involucradas en la

transmision del estimulo doloroso (2,4, 6).

Clinicamente el dolor neuropético se caracteriza por un dolor continuo o por
exacerbaciones espontaneas que evocan respuestas dolorosas amplificadas como
respuesta a estimulos nocivos o no nocivos (2). En otras palabras, el dolor
neuropatico es una respuesta del sistema nervioso sin que este haya recibido una
estimulacion adecuada de sus terminaciones sensoriales, esto como consecuencia

de una lesion o alteracion previa de dicho sistema.

El dolor neuropético representa uno de los problemas crénicos de salud mas
destacado, se considera que su prevalencia oscila entre 5 — 7,5 % en la poblacion
general segun el Grupo de Dolor Neuropético del IASP (International Association for
the Study of Pain), su incidencia varia segun el sexo, la edad y las condiciones
sociodemogréficas, ademas se estima que el 25% de las consultas en las clinicas de

dolor obedecen a pacientes con este diagndstico (7, 8, 9).

Otro factor relevante es el grado variable en el que menoscaba la
funcionalidad y afecta la calidad de vida del individuo alterando sus esferas fisica y
emocional, lo cual conlleva a una mayor utilizacion de servicios sanitarios (10). Una
encuesta realizada por la Sociedad Norteamericana de Enfermeras Oncélogas
(Oncology Nursing Society) sefialé que el 28% de los pacientes respondedores a

guimioterapia combinada con algun taxano y platino presentan neuropatia dolorosa



moderada a severa que deteriora de forma significativa la calidad de vida hasta en el
40% de los casos (9, 10, 11).

Por lo general, los pacientes con dolor neuropatico requieren varios
medicamentos y pese a ello, refieren menos alivio que los pacientes con dolores
cronicos de otra etiologia, esto permite vislumbrar la dificultad actual para tratar
adecuadamente a los pacientes con este diagnostico y la necesidad de indagar
acerca de otras farmacoterapias para su manejo (10, 11).

Los mecanismos especificos del dolor neuropéatico no se han identificado por
completo, aln en investigacién especializada. Una sencilla lesion focal en un nervio
periférico desencadena una serie de procesos del sistema nervioso central y

periférico que contribuye a que se produzca dolor persistente y la sensacién anormal

7).

Hasta el momento son conocidos dos fendmenos: la sensibilizacion periférica
y la sensibilizaciéon central, en el primero, la inflamacién, los mecanismos
reparadores de los tejidos neurales en respuesta a una lesion y la reacciéon de los
tejidos adyacentes a ésta, llevan a un estado de hiperexcitabilidad en los
nociceptores aferentes primarios (13, 14, 15). En el segundo fenbmeno, son las
neuronas centrales inervadas por dichos nociceptores las que experimentan
dramaticos cambios funcionales que incluyen un estado de hiperexcitabilidad.
Normalmente, estos fendmenos de sensibilizacion desaparecen cuando el tejido
sana y la inflamacién remite. Sin embargo, cuando la funcién aferente primaria se
altera y persiste en el tiempo por una lesion o enfermedad del sistema nervioso,

estos procesos se perpetuan y pueden ser altamente resistentes al tratamiento (6).

Hasta el momento, se han descubierto muchas anormalidades relacionadas
con el dolor neuropatico y las vias neuronales involucradas. Cuando se altera la
continuidad axonal a nivel periférico, ya sea por factores traumaticos, téxicos,
isquémicos o metabolicos, se activan una serie de eventos que incluyen: pérdida de
la barrera hemato-neural, proliferacion de células de Schwann, reclutamiento de

macrofagos circulantes, reorganizacion del espacio endoneural, cambios en los
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componentes de la matriz extracelular (15) y elevacion en la produccion de
neurotrofinas (18), citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-10 y TNF-a, entre otras),
factores de transcripcion (NF-kB y c-Jun), metabolitos del acido araquidonico,
ademas de producirse activacion del sistema del complemento (19). Como resultado,
tenemos la expresion alterada de receptores adrenérgicos, canales de sodio, potasio
y de calcio tipo-N vy tipo-L a nivel de los nociceptores afectados y en sus ganglios
dorsales asociados, llevando a una disminucion del umbral de despolarizacion, con lo

cual se facilita la generacion de descargas ectopicas (14, 20, 21, 22, 23, 24).

Las lesiones neurales periféricas pueden provocar la activacion aberrante de
las vias sensitivas, principalmente a nivel de la raiz del ganglio dorsal y de las astas
dorsales de la médula espinal, dando como resultado mdultiples alteraciones
anatomicas y funcionales (5, 17, 18, 25). Estos eventos ademas de afectar a las
neuronas sensitivas del asta dorsal, también afectan a la microglia espinal,
estructuras que normalmente se encuentran en reposo, pero que frente a las noxas

en las neuronas periféricas pasan a un estado activado (26).

La microglia puede ser activada por mediadores liberados desde neuronas o
desde otras células gliales, entre ellos: citoquinas (IL-1B, IL-6 e IFN-y), quimioquinas
(fractalkina, MCP1), ATP, glutamato, prostaglandinas y neuropéptidos (sustancia P y
CGRP - péptido relacionado al gen de calcitonina) (27, 28). La activacion de la
microglia esta caracterizada por proliferacion, hipertrofia y aumento en la expresion
de marcadores: receptor del complemento tipo 3 (CR3/CF11b), proteinas captadoras
de calcio ionizado (IBAl), CD14, TLR4, receptor de canabinoide tipo 2 - CB,,
proteinas MHC tipo | y Il, receptor P2X, y activacion de las vias de p-38 proteina
kinasa mitégena activada (MAPK) (17, 28, 29, 30). Ademas, liberan grandes
cantidades de mediadores inflamatorios, tales como PGE2, oxido nitrico, IL-1pB, IL-6,
TNF-a y BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro), los cuales podrian actuar
bien sea, facilitando la excitaciébn o suprimiendo la inhibicion neuronal (17, 28, 30,
31).
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Cualquiera de estos cambios permitiria inferir una alteracibn en las
propiedades intrinsecas de membrana, de la conductancia voltaje-activada o de la
conductancia activada sinapticamente en neuronas de transmision nociceptiva. La
principal unidad de transmision se produce a través de sinapsis glutamatérgicas
(receptores AMPA y NMDA), mientras que la inhibicion esta dada, principalmente,
por sinapsis GABAérgicas y/o glicinérgicas. Entonces la hiperexcitabilidad puede ser
producida, por facilitacion de las vias glutamatérgicas o por supresion de las vias
GABAérgicas y/o glicinérgicas, a nivel presinaptico y/o postsinaptico, generando
respuestas sensitivas amplificadas, tales como la alodinia o la hiperalgesia (Fig. 1)
(5, 6, 17, 29).
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En la actualidad, la neurotoxicidad periférica inducida por agentes
quimioterapicos se encuentra como la segunda causa de efectos adversos, le
antecede la toxicidad hematoldgica, la cual puede ser tratada con factores de
crecimiento hematopoyeéticos, a diferencia de la neurotoxicidad, que en la actualidad
no puede ser tratada y tampoco cuenta con estrategias de prevencion eficaces, por
el contrario se hace refractaria a las terapias convencionales (32).

Ambos efectos adversos afectan significativamente el éxito del tratamiento de
pacientes con cancer, ya sea porque obligan a disminuir las dosis requeridas o llevan
a la suspension de la terapia (33, 34). La neurotoxicidad se puede presentar como
consecuencia del tratamiento con la mayoria de los farmacos quimioterapicos:
derivados del platino, taxanos, alcaloides de la vinca, agentes alquilantes, epotilonas,
inmunomoduladores, inhibidores de la topoisomerasa, antimetabolitos y metaloides,
entre otros (33, 35, 36).

Se estima que la incidencia de neuropatia periférica esta entre 10 — 100%,
dependiendo del farmaco estudiado (37, 38). Caracteristicas tales como el tipo de
neuropatia (sensorial puro, sensorio-motor o autonémico), el desarrollo y la severidad
de ésta, se relacionan con factores como: edad, dosis y frecuencia de la
administracion de la quimioterapia, dosis acumulativa, duracion de la terapia,
coadministracién con otros agentes quimioterapicos neurotéxicos, y preexistencia de
condiciones tales como neuropatia periférica o enfermedades que se asocian con el

desarrollo de ésta, tales como diabetes o alcoholismo (39, 40).

La aparicion de neuropatia periférica se relaciona con la ausencia de barrera
hemato-neural en el ganglio raquideo posterior y con una mayor permeabilidad del

vasa nervorum, en comparacion con la barrera hematoencefélica (34, 35).

Los mecanismos que subyacen a la neurotoxicidad inducida por
quimioterapicos son variados, dentro de los que destacan: induccion de apoptosis en

el ganglio raquideo posterior, secundario a dafio en la estructura terciaria del DNA
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nuclear y aumento en la generaciéon de stress mitocondrial (35, 36, 41); y alteracion
en la continuidad de la superficie de la membrana axonal mediada por el
transportador de microtabulos, interfiriendo con el transporte axonal y con el resto de
las funciones celulares basicas mediadas por éstos, entre ellas, el metabolismo
energeético, con lo cual ocasiona una disfuncién de la neurona que conllevara a la

consecuente degeracion axonal distal (35, 36, 40).
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Los taxanos son un grupo de representado por paclitaxel (fig. 2) docetaxel y el
abraxaneTM (nanoparticulas de albumina unidas a paclitaxel), son agentes
citotoxicos ampliamente utilizados para el manejo de diversos tumores sélidos como
el cancer de mama, ovario, cabeza y cuello, pulmonar de células pequefias, gastrico,
melanomas y sarcoma de Kapposi (42, 43). Su mecanismo de accion se basa en la

union a las subunidades de B-tubulina, causando hiperestabilizacion de los
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microtubulos mediante su entrecruzamiento, disminuyendo la capacidad dindmica de
reorganizar el citoesqueleto, especialmente inhibiendo el transporte axonal y la
division celular, este mecanismo es el que se postula coémo potencial inductor de
neurotoxicidad a nivel periférico (34, 44, 45).La neurotoxicidad por paclitaxel aparece
como un efecto adverso significativo que limita la dosificacion y el cumplimiento del
tratamiento con este agente a pesar de que se logré6 un tratamiento para la

mielosupresion (46).

La neuropatia se manifiesta como pérdida sensorial distal simétrica con
distribucion en guante-y-calceta, parestesias, alodinia mecanica y fria, dolor
quemante, y pérdida de reflejos tendineos profundos conduciendo a déficit en la
propiocepcién, la marcha y la motricidad fina (34, 38, 50). Los sintomas pueden
aparecer después de 24 a 72 horas de iniciado el tratamiento cuando se administran
altas dosis (> 250 mg/m?), pero cominmente ocurren después de multiples cursos a
dosis convencionales (135 a 250 mg/m?). La neurotoxicidad severa es poco frecuente
a dosis convencionales (< 200 mg/m?), incluso en pacientes que han recibido

previamente otros agentes neurotdxicos, como el cisplatino (46).

En estudios patoldgicos de neuropatia inducida por paclitaxel en ratas, se ha
descrito a nivel histolégico degeneracion axonal severa e hipomielinizacion en las
raices dorsales, acumulacion intraaxonal de microtibulos y cambios morfélogicos en
las células de Schwann, a nivel electrofisiolégico se encontrd una reduccion en la
velocidad de conduccion de fibras sensitivas gruesas (44, 47, 48). También se ha
seflalado aumento en la expresion de MMP-3 (metaloproteinasa de la matriz-3) y en
la densidad de macréfagos en los ganglios dorsales y en los nervios ciaticos, junto
con activacion de astrocitos y microglia en la médula espinal, (49, 50, 51). Por otra
parte, el uso de paclitaxel se ha asociado a cambios atipicos en las mitocondrias,
qgue incluyen edematizacion y vacuolizacién, tanto en fibras delgadas C como en
axones mielinizados, dando como resultado despolarizacion de la membrana y

generacion de descargas ectopicas (52).
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Ademas de sus efectos sobre las neuronas, paclitaxel causa la activacion de
los astrocitos, que desencadena la liberacion de citoquinas proinflamatorias tales
como TNF, IL-1B8 y IL-6. Estas citoquinas causan sensibilizacion de las neuronas
nociceptivas y la inflamacion neurogénica, que también involucra a los receptores B1
y B2 de la bradicinina. (53)

El proceso inflamatorio comienza 4-7 dias después del tratamiento, cuando el
dolor agudo inicial ya ha disminuido, por lo tanto, la inflamacioén podria contribuir a la
persistencia de los sintomas de dolor neuropatico. Ademas el Paclitaxel, produce un
aumento en la produccion de especies de oxigeno reactivo que ocasiona la
interrupcion de la cadena de transporte mitocondrial de electrones, alterando la
produccion de ATP en las neuronas sensoriales. (53)

Existen diferentes técnicas que tienen como objetivo inducir estados
patologicos en los animales que son utilizados en experimentacion preclinica, en
estos el objetivo es inducir condiciones similares a las producidas por neuropatia en
el hombre y que bajo las cuales se puedan hacer de ensayos nociceptivos

obteniéndose resultados que sean confiables.

Para los modelos de dolor neuropético, existen dos opciones para inducir un
dolor de este tipo en los animales: la neuropatia quirdrgica y la neuropatia quimica.
En la neuropatia quirargica, se utilizan modelos que surgieron en la década de los
80, en los primeros, se hacia una seccion completa del nervio (modelo de neuroma),
este tipo de intervencion rapidamente cayo en desuso por cuestiones éticas,
problemas con la interpretacion de los resultados y porque el sindrome humano
modelado por este ensayo, que es el dolor del miembro fantasma y que se
caracteriza por una conducta de autotomia (automutilacion de los digitos) es una

condicion clinica poco frecuente. (54)

Posteriormente se desarrollaron otros modelos de dolor neuropético que
consisten en dafos parciales a los nervios, ocasionados por lesion parcial de él, en
estos, se colocan ligaduras sueltas alrededor del nervio con lo cual se produce un

edema intraneural que comprime el nervio y conduce a axotomia parcial, este
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modelo es mas frecuentemente utilizado en la actualidad que los cortes transversales

completos del nervio.

Sin embargo, debido a la complejidad de estas cirugias y a la necesidad de
modelos que repliqguen mas exactamente sindromes de dolor clinico, induciendo la
enfermedad o el propio estado fisiolégico que produce el dolor, se han implementado
otras estrategias no quirdrgicas que incluyen quemaduras, dolor por céancer, dolor
neuropatico inducido por quimioterapia, sindrome de dolor regional complejo,
neuralgia post-herpética, dolor isquémico inducido por trombos (enfermedad arterial
periférica) y calculosis ureteral, entre otros, por medio de la administracién de

farmacos o de sustancias que favorezcan la aparicion de estos.(54, 55)

El tratamiento del paciente con dolor neuropético inducido por quimioterapicos
comunmente es refractario al tratamiento de primera linea usado en neuropatia
diabética y neuralgia postherpética, en donde existen ensayos clinicos controlados
que avalan el uso de antidepresivos triciclicos (nortriptiina y desipramina),
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina (duloxetina y
venlafaxina), ligandos a,-0 de canal de calcio (gabapentina y pregabalina), parches
de lidocaina 5% tépica y agonistas opioides (morfina, oxicodona, metadona,
levorfanol y tramadol) (5, 6, 32). Actualmente, el tratamiento de esta condicion gira
en torno a la prevencién (ajuste de dosis y neuroproteccion) y al tratamiento
sintomético (34, 35, 56).

Es necesario tener en cuenta que las estrategias neuroprotectoras prevengan
o disminuyan la neurotoxicidad sin afectar adversamente el beneficio del tratamiento,
esto, dado que los que mecanismos de eficacia quimioterapica estan frecuentemente
relacionados al desarrollo de toxicidad (45, 56). Una de las estrategias preventivas
consiste en el ajuste de dosis, esta modifica el régimen de administracion, teniendo
en consideracion la toxicidad individual de los farmacos, la dosis individual
acumulada y las caracteristicas farmacocinéticas individuales, de manera que
racionaliza la dosis y la frecuencia de administracion para mantener la eficacia, al

tiempo que minimiza los efectos téxicos (34, 57).
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Entre las drogas estudiadas en clinica humana y veterinaria, como agentes
preventivos se encuentran amifostine, glutamina, calcio/magnesio, vitamina E,
glutation, acetil-L-carnitina, rhuLIF (factor inhibidor de leucemia humana
recombinante), NGF (factor de crecimiento nervioso), N-acetilcisteina, eritropoyetina,
anticonvulsivantes (carbamazepina y oxcarbazepina), venlafaxina y &cido valproico
(34, 35, 36, 39, 56), para el tratamiento sintomatico se han estudiado antidepresivos
triciclicos (nortriptilina y amitriptilina), ligandos a2-6 de canal de calcio (gabapentina y
pregabalina), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina
(duloxetina y venlafaxina), anticonvulsivantes (lamotrigina), acido a-lipoico, acetil-L-
carnitina y aplicacion topica de lidocaina y baclofeno/amitriptilina/ketamina (32, 35,
39, 56, 58).

Sin embargo, pese al gran numero de drogas estudiadas para la prevenciéon y
tratamiento de la neuropatia por quimioterapicos, algunos con resultados
prometedores (infusion de calcio/magnesio, glutation, acetil-L-carnitina, acido a-
lipoico y parches topicos de baclofeno/amitriptilina/ketamina) (58, 59), ninguno ha
demostrado efectividad, por lo que adn no existen pautas claras para recomendar
ningun agente debido a la escasa evidencia, haciendose necesaria la realizacion de
futuros estudios clinicos controlados para confirmar sus efectos, sin que afecten la
actividad antitumoral, antes de su implementacion en la practica clinica (34, 35, 45,
56, 58).

Luego de que se conociera que algunos modelos de epilepsia y de dolor
neuropatico comparten similitudes fisiopatoldgicas, se dio inicio al uso de
anticonvulsivantes como adyuvantes en el manejo sintoméatico de los trastornos de
dolor neuropético, la carbamazepina fue el primer farmaco de este grupo en ser

estudiado en ensayos clinicos y utilizado con esta indicacion en los afos 60 (60, 61).

Mas recientemente, gracias al mayor conocimiento de los mecanismos
fisiopatogénicos que intervienen en este tipo de dolor, el interés hacia otros

medicamentos de este grupo fue aumentando y se ha estudiado la efectividad de
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éstos, sobre todo buscando tratamiento a pacientes que no responden a la terapia

convencional. (60).

El acido valproico, estd conformado por una serie de &acidos grasos
carboxilicos con actividad anticonvulsiva. Su mecanismo de accion es semejante al
de la fenitoina y la carbamazepina, ya que bloquea la descarga repetitiva de alta
frecuencia de las neuronas en cultivo a concentraciones terapéuticas importantes, su
actividad contra las convulsiones parciales puede ser una consecuencia de ese
efecto sobre las corrientes de Na+. Ademas se cree que tiene efecto sobre las
concentraciones de GABA. Varios estudios han mostrado concentraciones
aumentadas de GABA en el cerebro después de la administraciéon de valproato, si
bien no se ha definido claramente el mecanismo, se presume que dicho efecto es el
resultado del efecto facilitador que el farmaco ejerce sobre la accion de la
descarboxilasa del &cido glutdmico (GAD), enzima encargada de la sintesis de GABA
(62).

El 4cido valproico ha sido utilizado con éxito en dolor crénico e incluso en
algunos tipos de cefaleas, asi mismo ha mostrado eficacia en el manejo del dolor
relacionado con la neuropatia diabética dolorosa (63, 64), al igual que otros farmacos
de su grupo ha demostrado ser un tratamiento adecuado para el dolor neuropatico,

eficaz hasta cierto punto dependiendo de la fisiopatologia subyacente (65).

En un estudio realizado en 2004 para comprobar la efectividad del acido
valproico en el manejo de la polineuropatia dolorosa, éste no demostré diferencia en
su efecto sobre el dolor, comparado con placebo (66), lo anterior, lejos de sugerir que
el farmaco no deba ser usado con esta indicacion, permite pensar un manejo con
analgesia multimodal, en el cual se utilizaria en asociacion con otro u otros farmacos
analgésicos, logrando con esto una efectividad mayor que si se utilizaran por
separado, ademas de disminuir la incidencia de efectos adversos al reducir la dosis y

de aumentar el beneficio para los pacientes (60, 63, 67, 68).
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Por otro lado, aunque el manejo del dolor neuropatico con opioides es
controversial, estudios preclinicos y clinicos han demostrado la eficacia
antinociceptiva y seguridad de los opioides en diversos modelos de dolor
neuropatico, tanto central como periférico, de éstos la oxicodona y el tramadol han
demostrado ser superiores al placebo. (5, 6, 28, 63, 74, 75). Existen 3 grandes tipos
de receptores opioides (mu-MOR, delta-DOR y kappa-KOR), los cuales estan
acoplados a proteina G. Por lo tanto, pueden modificar canales idnicos, disposicion

del calcio intracelular y fosforilacion de proteinas.

Presinapticamente, la activacion de receptores opioides resulta en cierre de
canales de calcio voltaje-dependientes, y por ende, reduccion de la liberacion de
neurotransmisores como norepinefrina, glutamato, serotonina, sustancia P y
acetilcolina. Postsingpticamente, los opioides hiperpolarizan la célula por activacion
de canales de potasio, previniendo la excitacién y/o la propagacion de potenciales de

accion.

Aungue los opioides ejercen su efecto analgésico a traves de mecanismos
predominantemente centrales, existen también receptores opioides que median
efectos analgésicos a nivel periférico. Estos receptores son expresados,
principalmente, en neuronas sensitivas de pequefio, mediano y gran calibre de la raiz
del ganglio dorsal, donde se coexpresan junto a neuropéptidos sensitivos como
sustancia P o péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP). Se transportan
a los terminales nerviosos periféricos y se acoplan a proteinas Gi/o que inhiben a la
enzima adenilciclasa y modulan canales iénicos (75). La disminucion de las
corrientes de calcio, pero no la modulacién de canales de potasio, parece ser el
principal mecanismo para la inhibicion de las funciones de las neuronas sensitivas
(75).

La activacion de los receptores de opioides también suprime la modulaciéon
pronociceptiva de canales de Na* resistentes a tetradotoxina y corrientes catiénicas

no selectivas, corrientes mediadas por el receptor P2X, como también corrientes de
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TRPVL1 (transient receptor potencial cation channel subfamily V, member 1) via Gi/o y
AMPc. Como resultado, los agonistas opioides pueden atenuar la excitabilidad
inducida por inflamaciébn en neuronas primarias aferentes y la liberacion de
neuropéptidos inflamatorios (sustancia P, CGRP) desde terminales centrales y
periféricos. Particularmente dentro de tejidos dafiados, estos eventos conducen a
efectos antinociceptivos y antiinflamatorios (75, 76).

Por las razones expuestas previamente, se estudiara la asociacion de acido
valproico con tramadol, el opioide a usarse representa uno de los analgésicos de
amplio uso dentro de dicho grupo. EI modelo de neuropatia periférica que se
estudiara es el inducido por paclitaxel en ratones y el comportamiento nociceptivo se
medira con los test de la plancha caliente (Hot Plate) y el de retirada de la cola (Tail
Flick). Ademas, se utilizara el andlisis isobologréfico de las combinaciones de acido
valproico con tramadol, determinando el tipo y magnitud de la interaccion.

21



OBJETIVOS

Objetivo General
e Determinar la accion analgésica de Tramadol y &cido Valproico en un modelo
de dolor neuropatico inducido por paclitaxel en ratones.

Objetivos Especificos

e Calcular la dosis efectiva 50% (DEsp) del efecto analgésico maximo para cada

farmaco y comparar su potencia relativa.

e Cuantificar la actividad analgésica de Tramadol (TRM) (3-50 mg/kg) y Acido
Valproico (AV) (1-200 mg/kg) y su asociacion, en el dolor neuropatico inducido
por la administracién de paclitaxel, por medio de la construccién de curvas

dosis-respuesta.

e Establecer el tipo y magnitud de la interaccién analgésica resultante de la
administracion concomitante de Tramadol y Acido Valproico por medio del
andlisis isobologréfico.
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HIPOTESIS

La administracion conjunta de Tramadol y acido Valproico produce efectos
analgésicos sinérgicos en el manejo de dolor neuropatico inducido por la
administracion de paclitaxel.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones machos CF1 de entre 25 y 35 g, provenientes del Bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, mantenidos a temperatura
ambiente (22 + 2° C), con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, los cuales tendran
libre acceso a agua y comida. Los experimentos fueron realizados de acuerdo al
Protocolo de Manejo y Cuidados de Animales (Protocolos CBA # 0674). Cada uno de
los grupos de experimentacién consistio de 6 ratones, nimero necesario para los
objetivos estadisticos. Previo a los experimentos, se realizé un ayuno de 8 horas, con
un tiempo de adaptacién al ambiente de laboratorio de al menos 2 horas, antes de
ser sometidos a las pruebas establecidas en el protocolo de investigacion. Los
experimentos se realizaron entre las 08:00 a 16:00 horas. Con el objeto de controlar
el estado general de los ratones, se control6 el peso diario, previo a la realizacién de
los experimentos. Al finalizar cada protocolo, los animales recibieron anestesia con

60 mg/kg de pentobarbital o pentotal y luego eutanasia mediante dislocacién cervical.

Farmacos

Los farmacos utilizados son los mismos que se encuentran actualmente
comercializados y disponibles en la préactica clinica en humanos: Paclitaxel (PTX),
Tramadol (TRM) y Acido Valpréico (AV). Los farmacos individuales y sus
asociaciones se disolvieron en solucién salina normal (0.9%) previo a su uso.
Paclitaxel se administré a dosis de 6 mg/kg e inyectado por via intraperitoneal (i.p.),
diluido en un volumen constante de 10 ml/kg de solucion salina normal 0.9%.
Tramadol se administré a dosis de 3, 10, 30 y 50 mg/Kg por via intraperitoneal (i.p.),
en un volumen constante de 10 ml/kg de solucion salina normal 0.9%, 30 min antes
de realizar los ensayos nociceptivos para determinar la DEsy, la cual fue usada en los
experimentos algesiométricos posteriores. El Acido valproico se administré a dosis
de 25, 50, 100 y 200 mg/Kg, por via intraperitoneal (i.p.), diluido en un volumen
constante de 10 ml/kg de solucion salina normal 0.9%, 30 min antes de realizar los

ensayos nociceptivos para determinar la DEsy.
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Induccion de Neuropatia

La neuropatia periférica fue inducida mediante la administracion del agente
quimioterapico Paclitaxel, administrado en dosis de 6 mg/kg, por inyeccion via
intraperitoneal (i.p.), una vez al dia, durante 5 dias consecutivos (1° - 5° dia) (45, 69).
Los ratones del grupo control fueron inyectados con 10 ml/Kg de solucidn fisiol6gica
i.p., durante 5 dias consecutivos (1° - 5° dia). La evaluacion de nocicepcion se realizé

los dias 7°y 14° desde la primera administracion de Paclitaxel.

Medicion de Actividad Antinociceptiva

Para realizar dicha medicion, se usaron dos test algesiométricos, que evaluan
hipernocicepcion (hiperalgesia y alodinia) inducida por calor. Las latencias basales se
medieron antes del tratamiento con Paclitaxel. Los valores post-tratamiento
evaluados los dias 7° y 14° post-Paclitaxel, contados desde el primer dia en que se

inicié la administracion del mismo.

1. Test de la plancha caliente (Hot-Plate): Se usé el método de plancha caliente
previamente descrito (70, 71). Se us6 un dispositivo especial disefiado por
Ugo Basile S.R.l., Italia. La temperatura de la plancha o base metalica fue
regulada a 50 + 0.2°C y cada raton colocado sobre la plancha, sin
restricciones de movimiento, en espera de obtener alguna reaccién de
comportamiento conductual al dolor inducida por calor (lamerse las patas
delanteras o saltar fuera de la plancha). El tiempo de reaccion se midié en
segundos mediante cronémetro digital del aparato. El tiempo de corte de
exposicion o cut-off fue fijjado en 30 segundos, para evitar dafio tisular. Se
realizaron 2 mediciones en condiciones basales y 2 mediciones posteriores a
la administracion de los farmacos, cada una separada de la otra por 3
minutos. Los resultados se expresan como porcentaje del efecto analgésico
maximo posible (%MPE), como sigue a continuacion:

(Latencia post — droga — Latencia basal)

% MPE = X 100
% (Tiempo de corte — Latencia basal)
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2. Test de retirada de la cola (Tail-Flick): este test se aplicara segun el método
descrito por Miranda H. (72, 84), en un aparato especial disefiado por Ugo
Basile S.R.l., Italia, en el cual se coloca al animal dentro de un contenedor
disefiado para controlar su movilidad por un periodo de tiempo no mayor a 3
minutos, y se expuso la cola del raton al calor radiante. Se medio el periodo de
“latencia del movimiento de la cola”, es decir el tiempo que transcurre entre el
inicio de la emision de calor hasta el momento en el que la cola es retirada
gue es el tiempo de reaccion, que es interpretado como accién analgésica. Se
estipula arbitrariamente un tiempo de corte de exposicion o cut-off de 8
segundos para evitar dafio en la cola. Las latencias de retirada de la cola se
expresaron como el porcentaje del efecto maximo posible (%MPE), calculado

de la siguiente manera:

(Latencia post — droga — Latencia basal)

%MPE = x 100
% (Tiempo de corte — Latencia basal)

Andlisis isobolografico

La administracion de la combinacion de Tramadol y Acido Valproico se realizdé a
grupos de 6 ratones, en proporcion 1:1 de sus DEsp, en mezclas de fracciones de
estas (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16), con los datos obtenidos de dichas fracciones, se
construyeron la curva dosis-respuesta y a partir de ellas se calcul6 la DEsg de la

mezcla experimental.

La naturaleza de la interaccibn y su cuantia, se evalu6 usando el analisis
isobolografico de las diferentes combinaciones (73, 82). Para la construccion de los
isobologramas se utilizaron coordenadas cartesianas, graficando la DEsy de Acido
Valproico en la abscisa y la DEsy del Tramadol en la ordenada, entre estas dos se
obtiene una linea denominada ‘“linea de aditividad”. Luego se grafica la DEs

correspondiente a la mezcla experimental. El valor DEsg obtenido experimentalmente
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se comparara mediante test de Student con el valor DEsg tedrico de aditividad, el cual

se calculara de la siguiente forma:

ED50 Ac Valproico
P Ac Valproico + R X P Tramadol

ED50 aditividad =

En donde: “R” es la razéon de potencia de cada uno de los medicamentos
administrados solos; “P Ac Valproico” es la proporcion de acido Valproico usada en la

mezcla; y “P Tramadol” es la proporcion de Tramadol que se us6 en la mezcla.

El punto que representa la DEsp experimental, se representara en el isobolograma y
el sitio del grafico donde el punto experimental se ubique, determina el tipo de
interaccion. Si el punto experimental queda ubicado por debajo de la linea de
aditividad, y es estadisticamente diferente del punto de aditividad, el efecto de la
combinacion de los farmacos es sinérgico o supra-aditivo. En el caso que el punto
experimental se encuentre sobre la linea de aditividad, no existe interaccion entre los

componentes de la mezcla, y el efecto es simplemente aditivo. (73, 82)

Por otro lado, si el punto se localiza sobre la linea de aditividad y es estadisticamente
diferente del punto de aditividad, el efecto de la combinacion es antagénico o sub-
aditivo. Ademas con el objeto de documentar la respuesta obtenida con la
administracion de la mezcla de Tramadol y Acido Valproico, se calculara el indice de
Interaccion (1.1.), éste corresponde a la razén de la potencia de la combinacién, se

calculara asi:

ED50 Experimental
ED50 Tebrico

Indice de Interaccion =

Si el valor obtenido es cercano a 1 la interaccion es aditiva; si es menor que 1
demuestra que la interaccion es supra-aditiva 0 sinérgica; y si el valor obtenido es

mayor que 1, es indicativo de una interaccion sub-aditiva o antagonica. (73).
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Protocolo de Experimentacion

1° Fase: Medicién de tiempos basales de reaccion en test de retirada de la colay en

test de plancha caliente, en ratones normales.

2° Fase: Medicion de tiempos basales de reaccion en test de retirada de la cola y en
test de plancha caliente, en ratones inyectados con PTX.

3° Fase: Medicion de tiempos basales de reaccion en test de retirada de la cola y en

test de plancha caliente, en ratones normales, pre-tratados con TRM y AVL.

4° Fase: Elaboracién de la curva dosis respuesta en test de retirada de la cola y en
test de plancha caliente, célculo de la DE50, en ratones normales, pre-tratados con
TRMy AVL.

5° Fase: Medicion de tiempos basales de reaccion en test de retirada de la colay en
test de plancha caliente, en ratones inyectados con PTX, pre-tratados con TRM y
AVL.

6° Fase: Elaboracion de la curva dosis respuesta en test de retirada de la cola y en
test de plancha caliente, célculo de la DE5O0, en ratones inyectados con PTX, pre-
tratados con TRM y AVL.

7° Fase: Elaboracion y analisis del isobolograma en ratones normales, pre-tratados
con TRMy AVL. (Test Hot Plate)

8° Fase: Elaboracion y analisis del isobolograma en ratones normales, pre-tratados
con TRMy AVL. (Test Tail Flick)

9° Fase: Elaboracion y andlisis del isobolograma en ratones inyectados con PTX,
pre-tratados con TRM y AVL. (Test Hot Plate)

10° Fase: Elaboracion y analisis del isobolograma en ratones inyectados con PTX,
pre-tratados con TRM y AVL. (Test Tail Flick)
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Analisis estadistico

Los resultados seran presentados como promedio + error estandar del promedio o
con valores de DEsg y su limite de confianza 95% (95% CL). Los calculos se
realizardn con el programa Pharm Tools Pro (version 1.27, The McCary Group Inc.,
PA, USA). Las diferencias estadisticas entre los valores DEs, tedricos y
experimentales seran calculadas por el test de Student para promedios
independientes. Un valor estadistico de P inferior a 0.05 (P < 0.05) ser& considerado

como significativo.

Resultados esperados

La administracion de i.p. de Paclitaxel en ratones, induce neuropatia periférica luego

del 5° dia de administracion.

El Acido valproico y el tramadol, administrado i.p independientemente, producen

analgesia en el dolor neuropatico.

La asociacion de Tramadol con Acido valproico produce una interaccion analgésica
de tipo sinérgico en el dolor neuropético secundario a la administracion del agente

citotoxico paclitaxel.
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RESULTADOS

Evaluacion de la analgesia

Se tomaron cuatro grupos de 6 ratones cada uno, para cada uno de los test, los
animales del grupo control fueron inyectados con solucion salina normal (SSN) 0,9%
via intraperitoneal por 5 dias (0-4), y medidos luego de la administracién de &cido

valproico y de tramadol en las dosis propuestas.

Los animales del grupo que recibié tratamiento con paclitaxel, recibieron dicho
farmaco por cinco dias (0-4) para luego ser sometidos a los mismos test
algesiométricos que los controles, en este caso las dosis de los farmacos estudiados
fueron probadas en cada grupo a los 7 y a los 14 dias de haber iniciado la

administracion de paclitaxel.

Con los datos obtenidos de cada uno de los grupos, se construyeron curvas dosis-
respuesta, expresadas como el logaritmo de la dosis tanto del acido valproico como
del tramadol versus el porcentaje del maximo efecto posible (%MPE). A partir de
estas graficas se obtuvo la DEsg para los controles y para los animales que recibieron
tratamiento con paclitaxel. A continuacion se presentan los datos de las DEsy segun

farmaco y test.

Grupo control no tratado

Medicamento Test N DEsg
Acido Valproico Tail Flick 24 108,59 £ 5,93
Acido Valproico Hot Plate 24 119,39 £ 9,25

Tramadol Tail Flick 24 10,34 + 0,49%
Tramadol Hot Plate 24 10,29 + 0,39%

%= P<0.05 versus &cido valproico
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Grupo tratado con paclitaxel

Medicamento Test n DEso 7 dias DEso 14 dias
Tramadol Hot Plate 24 12,45 + 0,62% 13,60 + 0,63%
Tramadol Tail Flick 24 15,15+ 1,20% 14,83 +1,01%

Acido valproico Hot Plate 24 155,12 + 6,25% 136,97 + 4,78

Acido valproico Tail Flick 24 130,89 + 13,25 120,42 + 3,77

%= P<0.05 versus el mismo farmaco en grupo control.
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ISOBOLOGRAMAS

1. Isobolograma controles no tratados en test de Hot Plate

La construccién de isobologramas en un sistema de coordenadas cartesianas
entre Tramadol y &cido valproico en animales controles no tratados,
demuestra que la interaccion farmacologica entre ambos farmacos es de

naturaleza aditiva como se muestra en la figura siguiente.
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La interaccion aditiva se confirma con el indice de interaccién de 1.14.
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2.

Isobolograma controles no tratados en test de Tail Flick

La construccion de isobologramas en un sistema de coordenadas cartesianas
entre Tramadol y acido valproico en animales controles no tratados,
demuestra que la interaccion farmacologica entre ambos farmacos es de

naturaleza aditiva como se muestra en la figura siguiente.
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La interaccién aditiva se confirma con el indice de interaccién de 1.30

33



3.

Isobolograma grupo tratado con paclitaxel en test de Hot Plate 7 dias

La construccion de isobologramas en un sistema de coordenadas cartesianas

entre Tramadol y &cido valproico en animales tratados con Paclitaxel,

demuestra que la interaccion farmacologica entre ambos farmacos es de

naturaleza aditiva como se muestra en la figura siguiente.

15

[ERN
o

EDs, TRAMADOL mg/kg
o1

o

32

64 96 128
EDs, ACIDO VALPROICO mg/kg

160

La interaccion aditiva se confirma con el indice de interacciéon de 0.94
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4. Isobolograma grupo tratado con paclitaxel en test de Hot Plate 14 dias

La construccion de isobologramas en un sistema de coordenadas cartesianas
entre Tramadol y &cido valproico en animales tratados con Paclitaxel,
demuestra que la interaccion farmacologica entre ambos farmacos es de

naturaleza aditiva como se muestra en la figura siguiente.
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La interaccion aditiva se confirma con el indice de interacciéon de 0.80.
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5.

Isobolograma grupo tratado con paclitaxel en test de Tail Flick 7 dias.

La construccion de isobologramas en un sistema de coordenadas cartesianas
entre Tramadol y &cido valproico en animales tratados con Paclitaxel,
demuestra que la interaccion farmacologica entre ambos farmacos es de

naturaleza sinérgica o supraaditiva como se muestra en la figura siguiente.
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La interaccion supra-aditiva o sinérgica se confirma con el indice de

interaccion de 0.41.
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6.

Isobolograma grupo tratado con paclitaxel en test de Tail Flick 14 dias.

La construccion de isobologramas en un sistema de coordenadas cartesianas
entre Tramadol y &cido valproico en animales tratados con Paclitaxel,
demuestra que la interaccion farmacologica entre ambos farmacos es de

naturaleza sinérgica o supraaditiva como se muestra en la figura siguiente.
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La interaccion supra-aditiva o sinérgica se confirma con el indice de

interaccion de 0.48
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DISCUSION

En el presente estudio la administracion intraperitoneal repetida de Paclitaxel a
dosis de 6 mg/Kg indujo neuropatia periférica en ratones, lo cual se evidencio al
hacer la comparacion de la necesidad de analgesia entre el grupo control no tratado
y los grupos tratados, encontrando significancia estadistica en dicha diferencia.
(p<0.05).

Los resultados del presente estudio son concordante con hallazgos anteriores en
relacion al tiempo en que se alcanza el efecto maximo de hiperalgesia, aunque las
dosis de paclitaxel utilizadas fueron diferentes 2 mg/ kg durante 5 dias versus 6
mg/kg por 5 dias (77). Asi, se pudo determinar que el peak de hiperalgesia se
alcanza entre los 7-10 dias posteriores a la administracién del agente citotoxico,
esto fue evidente al comparar las DEsp de los medicamentos estudiados, siendo
estas mayores al realizar el experimento a los 7 dias con respecto al de los 14 dias.
(p < 0,05).

El &cido valproico es un farmaco con accién anticonvulsivante utilizado en clinica
para tratar varios tipos de epilepsia, este efecto ocurre por inhibicibn de la
transaminasa del GABA y por un aumento en la actividad de la descarboxilasa del
acido glutamico, actuando indirectamente en el GABA, ademas tiene efecto sobre
los canales de sodio y de potasio dependientes de voltaje y sobre algunos subtipos
de los canales de calcio. (62, 78). Por lo anterior, el &cido valproico tiene efectos
tanto en neurotransmision y neuromodulacion de las vias relacionadas con el dolor
neuropatico, esto en teoria deberian hacer que tuviera mas efectividad que drogas
tales como carbamazepina o fenitoina que actuan principalmente en los canales

ionicos de la membrana neuronal. (61, 81).

Se ha demostrado la accion antinociceptiva del acido valproico en ratones
utilizando modelos de dolor agudo y crénico. Asi, el efecto antinociceptivo ha sido

descrito en experimento de la administracion intraperitoneal de acido acético en
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ratones (writhing test) como en modelos de calor radiante en los mismo
especimenes (hot plate) (80, 81). También se ha demostrado la accién
antinociceptiva del acido valproico en modelos de dolor inflamatorio, como es el
caso de la inyeccidon de carragenina en la extremidad posterior de ratas, en el cual
ademas, redujo la inmunotincion para TNF-a. En otro modelo animal de dolor
inflamatorio, como es el test de la formalina en ratones, redujo ambas fases,
mostrando mayor disminucién en la fase Il. Ademas, en un modelo de peritonitis por
carragenina, se encontrd que reduce la infiltracion de leucocitos y la liberacion de

mieloperoxidasa. (78).

El efecto antinociceptivo del acido valproico, segun algunos autores,
posiblemente se relaciona a su accion sobre el sistema GABAérgico aumentando la
neurotransmision en dicho sistema, con lo cual podria ser capaz de potenciar la

actividad de analgésicos opioides y otros farmacos. (78, 61).

Las DEsy para acido valproico, en los animales controles, calculadas en el
presente estudio, tanto en el test de Hot Plate como en el test de Tail Flick, fueron
altas, sin presentar diferencia significativa entre ellas. Sin embargo, en los animales
tratados solamente se encontré diferencia significativa a los 7 dias en el Hot Plate.
Todo esto demuestra que dicho farmaco, si bien tiene actividad antinociceptiva, esta
es poco potente, siendo una limitante para su uso como Unico agente analgésico.
(82).

En un estudio en el que usaron la asociacion de &cido valproico y morfina, se
demostré que el acido valproico aumentaba el efecto de la morfina en un modelo de
dolor térmico, pero al administrarlo sin asociarlo con dicho agente analgésico, no

mostro ningun efecto sobre el dolor inducido por el calor en ratones. (61).

Por otra parte, en los animales controles con Tramadol, farmaco utilizado en
clinica para el tratamiento de dolor moderado o severo, solo 0 en combinacion, las

DEs obtenidas en éste estudio, fueron de mayor potencia que las DEsg del acido
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valproico,. La explicacion para ésta diferencia podria radicar en el hecho que el
Tramadol es un opioide atipico posee buena actividad antinociceptiva, debido a sus
dos mecanismos de accién, por una parte, el agonismo que ejerce sobre los
receptores opioides Wy por otro lado, la inhibicién de la recaptacion de norepinefrina

y serotonina. (83).

Al comparar las DEsg de Tramadol en el grupo tratado con paclitaxel tanto a los 7
como a los 14 dias, fueron significativamente mayores (p<0.05) que en el grupo

control, es decir que el grupo tratado tuvo un mayor requerimiento de analgesia.

Las diferencias de DEsy de Tramadol y de acido valproico en los animales
tratados con paclitaxel, cuando se administran por separado se podrian explicar en
la diferencia de potencia de cada farmaco, atribuible a sus mecanismos de accion.
(61, 81, 83)

Lo anterior demuestra por un lado que el tramadol es un farmaco con buena
actividad analgésica mientras que el &cido valproico no tiene efecto analgésico por
si solo o bien este es débil, como ya se menciond previamente, y por otro lado que
es probable que al asociarlo con analgésicos opioides, potencie el efecto

antihipernociceptivo de estos. (61).

Los isobologramas controles en los test de Hot Plate y Tail Flick, como los de los
tratados con paclitaxel, en el ensayo del Hot Plate a los 7 como a los 14 dias
demostraron una interaccion farmacolégica de tipo aditivo con su correspondiente
indice de interaccion confirmatorio. Sin embargo los isobologramas de los ratones
neuropaticos por paclitaxel tanto a los 7 dias como a los 14 dias en el ensayo del
Tail Flick, resultaron ser sinérgicos con sus correspondientes indices de interaccion

menores que 1.

Estos hallazgos se correlacionan con el tipo de estudio nociceptivo, ya que a
pesar de ser ambos de naturaleza fasica, dependen de la temperatura del ensayo y
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de la superficie a la cual se aplica dicha temperatura. Ademas por la naturaleza del
test, la reaccién al Tail Flick es netamente espinal y en cambio la del Hot Plate es

supraespinal. (84).

Con base a estas consideraciones se podria hipotetizar, por las caracteristicas
precisadas, que solamente en el ensayo del Tail Flick la asociacion de Tramadol
con acido valproico es capaz de incrementar significativamente su efecto
antinociceptivo comparado con el control. Este hallazgo es concordante con la
sinergia reportada en la administracion conjunta de acido valproico y tramadol,
usando un modelo de Writhing test inducido por la adminsitracion de Zymosan A, en
dicho estudio, adjudican el sinergismo a los mecanismos de accion diferente y

propio de cada uno de ellos. (78, 82).

Por lo anterior, es necesario realizar mas estudios, que permitan determinar la
naturaleza de la interaccion entre estos dos farmacos, utlizando otros test
algesiométricos, ya que de comprobarse que dicha interaccion es sinérgica, abriria
un importante campo de investigacién hacia nuevas opciones tratamiento analgésico,
utilizando menores dosis de los farmacos, con lo cual se lograrian tratamientos mejor

tolerados y mas eficientes.
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CONCLUSIONES

El acido valproico posee un restringido efecto analgésico por si solo, o bien este
efecto es débil.

La administracion conjuntamente con un opioide, potencia el efecto antinociceptivo
de este ultimo.

El resultado de la administracion conjunta de &acido valproico y tramadol en la
presente investigacion no permite concluir que exista una interaccion de tipo
sinérgico entre estos farmacos.

Se sugiere realizar otros estudios utilizando otros test, y de ser posible, cuantificar

marcadores de inflamacién y de dolor crénico.
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ANEXOS

N° 1 Cuadro resumen de DE 50, indice de interaccién y tipo de interaccién.

ISOBOLOGRAMA | TEST | DROGA DEx INDICE INTERACCION
INTERACCION
Controles Hot Ac. 119,39 + 9,25 1.14 Aditivo
Plate Valproico
10,29 £ 0,39
Tramadol
Tail Ac. 108,59 + 5,93 1.30 Aditivo
Elick Valproico
10,34 £ 0,49
Tramadol
Grupo tratado Hot Ac. 155,12 £ 6,25 0.94 Aditivo
7 dias Plate Valproico
12,45 £ 0,62
Tramadol
Tail Ac. 130,89+13,25 0.41 Supra aditivo
Elick Valproico
15,15+ 1,20
Tramadol
Grupo tratado Hot Ac. 136,97 + 4,78 0.80 Aditivo
14 dias Plate | Valproico
13,60 £ 0,63
Tramadol
Tail Ac. 120,42 + 3,77 0.48 Supra aditivo
Elick Valproico
14,83+ 1,01
Tramadol
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