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. RESUMEN




Introduccidén: En la actualidad el manejo del dolor cuenta con variados tipos de

farmacos, entre ellos los Antiinflamatorios no Esteroidales (AINES) y los Opioides,
capaces de alterar el curso natural de una respuesta dolorosa.

Material y Método: En el estudio que aqui se presenta, se evalud la interaccion y

actividad analgésica de Dexketoprofeno y Tramadol, y como método

algesiométrico se utilizé el test de la formalina orofacial al 2%. Posteriormente se

elaboré un andlisis isobolografico para evaluar la accion de ambos farmacos, y

los resultados se presentan como promedio + error estandar del promedio

(E.E.M.). La significancia estadistica se determind por pruebas t Student

(p<0,05).

Se usaron 120 ratones, a los que se les inyectd via subcutanea una solucién de
formalina al 2% en el labio superior, para cuantificar en segundos la cantidad de
frotamientos en la zona perinasal durante los primeros 5 minutos (Fase 1) y desde
los 20 a 30 minutos (Fase Il). La administracién intraperitoneal de Dexketoprofeno
y Tramadol se usO para determinar la actividad antinociceptiva y el tipo de
interaccion en el ensayo algesiométrico de la formalina orofacial.

Resultados: Se obtuvo que al administrar Dexketoprofeno, Tramadol o su
combinacion (en proporcién 1:1 de sus correspondientes dosis efectivas 50 -
DE50-) se produce un efecto analgésico dosis dependiente en ambas fases. La
coadministracion de ellos demostro, a través del andlisis isobologréfico, que tienen
una interaccion de tipo sinérgica. Esta resulta beneficiosa ya que asi se puede
disminuir significativamente la dosis a utilizar, y con ello sus RAM.

Conclusiones: De este modo, la presente investigacion demuestra que la

interaccion entre dexktoprofeno y tramadol es de naturaleza sinérgica en cuanto a
la antinocicepcion, y puede tener utilidad clinica para el manejo farmacoldgico del

dolor.

ll. INTRODUCCION
A lo largo de la evolucion humana, el dolor dental y el referente a la region

orofacial, ha sido un tema de gran interés para el area de la investigacion, siendo,



junto a la inflamacion, el motor de busqueda principal para encontrar nuevas

sustancias capaces de suprimir ambas respuestas organicas.

El dolor puede generarse como resultado de un dafo fisico, una alteracion
somatosensorial, 0 aparecer espontdneamente, por lo que su concepcion de
intensidad no es netamente lineal, es decir, intensidad de dolor proporcional a
dafio sufrido, sino que se concibe como un concepto bio-psicosocial que define al

dolor de forma multidimensional (1).

En los ultimos afios ha habido un importante avance en el conocimiento de la
fisiopatologia del dolor. De modo que, su importancia fisiolégica se entiende como
factor de preservacion de la funcién biolégica. Actualmente el manejo del dolor se
basa en aquellos farmacos que destacan en la capacidad de producir un efecto
selectivo y potente en la inhibicién del impulso doloroso, tales como: analgésicos
antiinflamatorios no esteroidales (AINES), usados ampliamente para el tratamiento
tanto del dolor agudo como crénico, prequirdrgico o postquirdrgico, ya sea meédico
o dental; Anestésicos Locales y Opioides (2).

Los analgésicos antiinflamatorios no esteroidales son un conjunto de farmacos
que poseen similar mecanismo de accion y efectos secundarios. Se caracterizan
por inhibir las enzimas Ciclooxigenasas (COXs) a nivel celular, responsables de la
transformacion de Acido Araquidénico en Prostaglandinas y Tromboxanos, ambos
eicosaniodes mediadores del proceso inflamatorio (3). La Aspirina, por ejemplo, es
un analgésico muy efectivo, ya que ejerce su accion por medio de la disminucion
en la produccién de ecosanoides (4).

Sin embargo, esta familia de analgésicos no son farmacos seguros, ya que
presentan diversos efectos secundarios de alta prevalencia e importancia médica,
los cuales no pueden obviarse al momento de prescribirlos al paciente. Dentro de
los destacados por la literatura se encuentran: falla renal, Ulcera gastrica e

hipersensibilidad al componente principal del farmaco (5).



Los opioides son analgésicos potentes, que actian sobre receptores
especificos del Sistema Nervioso Central (SNC), conjunto de estructuras alojadas
en el interior del craneo y la columna vertebral, interconectadas por medio de
neuronas, cuya funcion es integrar la informacion percibida y generar o modular
todas las respuestas organicas. Dentro de sus reacciones adversas descritas, se

encuentran: constipacion, nauseas y vomitos (6).

La industria farmacoldgica apunta hacia la eficacia terapéutica de estos
farmacos, buscando mejorar las dosis efectivas necesarias y/o combinarlos entre
ellos, de modo de evitar las reacciones adversas (7), y conseguir una analgesia
similar o incluso superior.

Por otro lado, se encuentra el area de la Estereoquimica, rama de la quimica
que se dedica a estudiar la estructura geométrico-espacial de las moléculas, es
decir, la forma que los atomos adoptan en el espacio. Dicha area utiliza los
enantiomeros de las moléculas, los enantiomeros se definen como un par de
moléculas, donde una de ellas es la imagen especular de la otra, y por tanto, no
son superponibles, lo mismo que una mano respecto a la otra. Ambos se nombran
con letras: R (del latin rectus, derecho) y S (del latin sinister, izquierdo). Ademas,
cada enantidmero tiene la propiedad de desviar la luz polarizada hacia la izquierda
denominandose levérotatorio, o a la derecha dextrérotatorio. En quimica, los
levérotatorios se designan con un signo (-) y los dextrérotatorios con un signo (+).
Cada uno de los enantiomeros presentes en un farmaco, le confieren
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas distintas (8). La industria
farmacéutica busca determinar aquel enantibmero que tiene mayor efecto
terapéutico, con el fin de reducir la dosis de éste y sus reacciones adversas.

En el presente estudio, se evaluara el efecto del Dexketoprofeno, enantibmero
S(+) del Ketoprofeno, que actia como inhibidor no selectivo de las COXs, pero
preferencial por la COX-1 (9).

Sus vias de administracion conocidas son oral y parenteral, y se utiliza en
procesos dolorosos agudos, de intensidad leve a moderada (10). Ademas se

evaluara el efecto del Tramadol, perteneciente a la familia de los Opioides. Sus



vias de administraciébn son endovenosa, oral, intramuscular y rectal, se utiliza
como analgésico de segunda linea, mayormente en dolores crénicos, de

intensidad moderada a severa.

De tal forma, este estudio busca evaluar la respuesta analgésica producida por
Dexketoprofeno, Tramadol y luego su combinacién, usando el método del analisis
isobolografico del laboratorio, en la forma descrita por Tallarida (11), y tomando
como modelo de estudio el dolor medido frente a estimulos nociceptivos (12),
mediante el test algesiométrico de la formalina orofacial (13).

. MARCO TEORICO

1. Concepto de Dolor.



El dolor no es una experiencia puramente nociceptiva, sino que también incluye
componentes emocionales y subjetivos, es por esto que John Bonica, jefe del
Departamento de Anestesiologia de la Universidad de Washington, quien realizo
esfuerzos multiciplinarios dirigidos al alivio y control del dolor, describe en su libro,
‘The management of Pain’ (1953), por primera vez al dolor como una
enfermedad en si misma, mas que como un sintoma de algun proceso

patolégico subyacente (14).

Cada individuo experimenta una sensacion dolorosa diferente, la cual se define
como una interaccion de mudltiples variables psicolégicas, sociales, bioldgicas y
culturales (15). Hipdcrates, por su parte, lo denominé ‘sintoma’ y lo describié como
una sensacién molesta, aflictiva y desagradable en el cuerpo, ya sea objetiva
(sensorial, fisica) o subjetiva (emocional, animica). Actualmente, la Asociacion
Internacional del estudio del Dolor (IASP), lo define como una experiencia
sensorial y emocional desagradable, asociado a un dafio existente o potencial
(16).

El dolor se caracteriza segun localizacion, tipo e intensidad (14, 17)
conformando el componente discriminativo (aspectos objetivos). También existe el
componente cognitivo, conductual y emocional, los cuales se relacionan a la

percepcion propia del individuo (aspectos subjetivos).

2.- Clasificacién del Dolor.
2.1 Segun Evolucion:

Existen dos tipos: agudo y cronico. Estos no sélo se diferencian en el aspecto
temporal, sino que también en la naturaleza de sus fendmenos, y por ende, los
cambios que generan en el organismo.

2.1.1 Dolor Agudo
Constituye un mecanismo fisiolégico protector en respuesta a una injuria,

con el fin de frenarla. La IASP lo define como un dolor menor a 3 meses de



evolucion (18), correspondiente al lapso de tiempo necesario para la reparacion y
recuperacion de los tejidos dafiados; otros autores sugieren que este periodo
podria ser de hasta 6 meses, sin llegar a un consenso. Se observa comunmente

en traumas, problemas dentales o procesos patolédgicos (19, 20).

2.1.2 Dolor Cronico
Es un dolor persistente que no responde a los tratamientos médicos habituales,
o bien, persiste largo tiempo una vez resuelta la patologia y/o reaparece a
intervalos frecuentes. En algunos casos no se logra identificar la causa orgénica,

lo cual explicaria la asociacion de un componente psicoldgico (19).

2.2 Segun Etiologia:
2.2.1 Dolor Nociceptivo

También denominado dolor fisioldgico, caracteristico en algias de tipo agudo.
Las noxas estimulan los nociceptores periféricos, y estas sefiales viajan por medio
de las vias del dolor hasta llegar al tAlamo y la corteza cerebral, lugar donde se

integran y elaboran las respuestas (16).

Segun su ubicacién se divide en:

a) Dolor somatico: éste se origina tras una lesion en tejidos blandos (musculo-
cutaneo) y osteo-tendineo, y se transmite por el Sistema Nervioso Periférico (SNP)

hasta el SNC. Es un dolor localizado en la zona dafada y bien delimitado (16).

b) Dolor visceral: se origina por activacion de receptores que estan en las
visceras y se extiende irradiandose a regiones que van mas alla del 6rgano

afectado. Se caracteriza por ser mal localizado, y puede ser referido a un area

cutdnea que tenga la misma inervacion (dolor referido). El paciente lo describe

como un dolor difuso e inespecifico. Frecuentemente se asocia a sintomas
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neurovegetativos (17).

2.2.2 Dolor Neuropatico

Se origina por lesiones primarias 0 una alteracién funcional de las vias
nerviosas periféricas o centrales, lo cual genera descargas espontaneas y
paroxisticas que son interpretadas como dolor. Es patognomoénico la ausencia de
relacion causal entre lesion tisular y dolor (20). Se caracteriza por ser continuo, de
caracter lacerante o urente (quemazon), acompafnado de prurito doloroso. Pueden
presentar alodinia, es decir, la zona afectada se vuelve hipersensible al roce de
cualquier estimulo normalmente indoloro, por ejemplo, la ropa (16). También
cualquier otra alteracibn neurolégica sensitiva, tales como disestesias
(modificacion en la percepcién del estimulo), hipoestesias (percibir en menor
cantidad), parestesias (adormecimiento), etc.

2.2.3 Dolor Psicégeno
Corresponde a aquellos casos en que luego un estudio completo (evaluacion
clinica y examenes) no se encuentra causa organica del dolor. Se debe estar
consciente que el paciente ‘siente’ el dolor, por lo que hay que actuar con
prudencia validando el sintoma y considerar una posible causa psicoldgica de éste
7).
2.3 Segun Caracteristica Somatosensorial:

2.3.1 Dolor Epicritico
Se puede definir como un dolor similar al que produce la introduccién subita de
una aguja a nivel superficial en la piel. Se caracteriza por ser preciso, local y bien
delimitado, de caracter punzante, lacerante, quemante, opresivo o fulgurante. Su

funcién es proteger del dafio (14, 17).

2.3.2 Dolor Protopatico

Al estimular los nociceptores se transmite una sefial que viaja por el SNP hasta
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el SNC. Durante este trayecto, los impulsos pueden seguir por vias colaterales,
dando lugar al dolor referido, éste corresponde al dolor producido en un area, el
cual se irradia a otras diferentes, no necesariamente contigiias, las cuales
comparten su inervacion sensitiva. Se caracteriza por ser difuso, de caracter sordo

y mal localizado (14).

2.3 Segun Temporalidad:

2.3.1 Continuo
Dolor mantenido en el tiempo, de intensidad constante, que no cede ni

disminuye durante un cierto periodo (18).

2.3.2 Recurrente

Aquel en que se alternan periodos de alivio y periodos de dolor. Este puede
reaparecer con igual o mayor intensidad. Generalmente se asocia a factores

desencadenantes y cede con aquellos atenuantes (18).

2. Neurofisiologia del Dolor

El dolor se inicia con un estimulo nocivo que activa fibras nociceptivas
especializadas de los tejidos periféricos. La afluencia de informacion generada
activa las neuronas de la médula espinal, las cuales se proyectan a la corteza por
via talamica generando dolor, haciéndolo consciente y elaborando una respuesta
(21).

Los nociceptores, terminaciones nerviosas libres (sin 6rgano transductor
periférico) de las fibras aferentes primarias, responden a estimulos potencialmente
dafiinos y dolorosos. Estos se transforman en impulsos nerviosos que se
transmiten por vias aferentes primarias o neuronas de primer orden hacia la
médula espinal (20). La mayoria de estas neuronas tienen sus cuerpos celulares

localizados en los ganglios de la raiz dorsal de los nervios espinales, o bien, en los
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ganglios sensoriales de los pares craneanos V, VII, IX, X.

Estas fibras nerviosas aferentes se clasifican por su diametro y grado de

mielinizacion:

1) Fibras A beta (aff): No nociceptiva, su estimulo no transmite dolor sino que
percepcion mecanica. Son las de mayor diametro, por tanto su velocidad de

conduccion es muy rapida. Se encuentran presente en la piel.

2) Fibras A delta (ad): Nociceptores mecanicos de umbral alto. Se caracterizan
por ser fibras de pequefio diametro y mielinizadas, lo cual les otorga velocidad de
conduccién rapida (transmiten informacion mecéanica o térmica a 5-30m/seg).
Responden al estimulo proporcional al grado de lesion tisular. El dolor atribuido a

estas fibras se describe como de naturaleza punzante (22).

3) Fibras C: Nociceptores polimodales no mielinizados y de pequefio diametro,
por lo tanto, de conduccion lenta. Responden a una amplia variedad de estimulos,

no sélo al nociceptivo, también a los mecanicos, quimicos y térmicos (14).

3.1. Aferencias Primarias a Nivel Medular.

El asta dorsal de la médula espinal es el primer nivel de integracién en el SNC,
en ella se encuentran interneuronas que dirigen la informacion por vias
ascendentes hasta la corteza, permitiendo la elaboracién de respuestas reflejas,
tanto vegetativas como motoras.

Las fibras nociceptivas ingresan a la médula espinal por el surco posterolateral
y se introducen en las laminas del asta posterior. Es aqui donde se produce la
sinapsis con la segunda neurona ubicada en la sustancia gelatinosa de Rolando
(sustancia gris). Esta se divide en 10 capas llamadas laminas de Rexed (14), de
las cuales la | hasta la VI forman el asta dorsal. La mayoria de la informacion

nociceptiva (fibras A delta) converge en la lamina | (zona marginal), en la lamina Il
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(fiboras C, sustancia gelatinosa), y en la lamina V (rango dindmico amplio), esta
altima destaca ya que sus células responden a rangos de estimulos amplios, que

van desde inocuos a nocivos (23, 24).

Existen neurotransmisores excitatorios e inhibitorios involucrados en las aferencias
primarias, los cuales podrian ser liberados conjuntamente en la primera sinapsis.
Dentro de los neurotransmisores excitatorios se encuentran: Glutamato y
Aspartato, Sustancia P, Neuroquinina A, GRP (péptido regulador del gen de la
calcitonina), Colecistoquinina (CCK); y dentro de los inhibitorios destacan: GABA,
Glicina, Opioides enddgenos, Acetilcolina, Serotonina, Noradrenalina, Dopamina,
Sustancia P y CCK. Algunos neurotransmisores pueden actuar tanto como
excitadores 6 inhibidores, ya que pueden activar interneuronas inhibitorias,

ejerciendo efecto de control del dolor a nivel central.

La generacion del dolor, por lo tanto, se expresa en distintas etapas las cuales

son: transduccion, transmisién, modulacion y percepcion (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de los eventos del proceso nociceptivo. (Modificada de
Lamont et al, 2000) (27).

a) Transduccion: Es la activacion de un potencial de accion, como resultado de
la interaccion noxa-nociceptor mediante estimulos, ya sean mecanicos (distension,
contraccion), térmicos (frio, calor) o quimicos (cambios de pH), los cuales se
transforman en impulsos nerviosos (21). Los nociceptores tienen numerosos
receptores y canales especificos, por ejemplo, canales de compuerta-ligando y
compuerta-voltaje, ligados a la proteina G.

b) Transmisién: Es la propagacion del potencial de accién generado por la unién
del neurotransmisor al receptor, ubicado en el cuerpo celular de la neurona
nociceptiva. Esta informacién viaja por la primera neurona, hace sinapsis con la
segunda en el asta dorsal de la médula, y asciende hasta la corteza donde hace

sinapsis con una tercera neurona que proyecta sobre la corteza sensitiva (25).

c) Modulacién: Proceso nervioso dado en el SNC que resulta en la propagacion
y regulacion del estimulo doloroso. La inhibiciébn se realiza por medio de las
interneuronas espinales que liberan GABA, Glicina y Opioides (inhibicion

presinaptica) y las neuronas del asta dorsal (inhibicion postsinaptica). Esta
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informacion se dirige a través de las vias ascendentes y, finalmente, permite la
elaboracion de respuestas reflejas, tanto vegetativas como motoras. A este nivel

también se ejerce el control eferente a través de las vias descendentes (23).

d) Percepcién: Desde el punto de vista neurofisiolégico, la percepcion del dolor
involucra tanto el SNC como el SNP. Los estimulos nociceptivos son captados por
receptores ubicados en la periferia, y posteriormente seguirdn por las vias
ascendentes hacia centros superiores (tdlamo, corteza) (17). A este nivel ocurre

el ultimo procesamiento de la informacion nociceptiva relacionada con el dolor.

3.2. Vias Nerviosas Nociceptivas Ascendentes

Las vias ascendentes de la médula espinal forman distintos tractos, entre ellos:
haz Espinotalamico, Espinorreticular y Espinomescencefalico, los cuales se
organizan en sistemas llamados Neoespinotalamico y Peleoespinotalamico.

Ambos forman la via Espinoreticulotalamica.

El sistema Neoespinotalamico es la via directa del haz espinotaldmico, el cual
tiene que ver con la discriminacion del dolor, segun localizacién topografica e
intensidad del estimulo (25). El sistema Paleoespinotalamico, por otra parte,
conduce el dolor sordo y crénico a partir de las fibras tipo C, y se proyecta al
hipotadlamo y sistema limbico. Es una via més difusa y lenta, la cual adquiere
importancia en la evaluacién cualitativa del dolor (26).

El haz Espinoreticulotalamico corresponde a la comunicacion directa entre la
médula espinal y la formacion reticular. Desempefia un papel importante al
momento de desencadenar el mecanismo de alerta, contribuyendo con los

aspectos motivacionales y afectivos del dolor (26).

3.3. Control Descendente del Dolor
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Las vias descendentes del dolor que controlan, modulan y/o facilitan la
respuesta dolorosa, fueron observadas tras descubrir que la estimulacion eléctrica
de la sustancia gris periacueductal (SGP) produce analgesia profunda (18). Estas
fiboras envian conexiones excitatorias a los nucleos del Rafe que contienen
numerosas neuronas serotoninérgicas; el rol de estas neuronas sobre las fibras
aferentes podria ser mediante estimulacion de interneuronas inhibitorias locales,
ubicadas en la formacion reticular del bulbo raquideo, o bien directamente sobre el
nociceptor de la segunda neurona aferente, permitiendo asi la supresion del dolor
(figura 2).

Ademas, los nucleos del Rafe, especialmente el nucleo Magno, suprimen el
dolor tanto de forma directa como indirecta, por medio de las interneuronas de la
formacion reticular (18). Utilizan como neurotransmisores la Serotonina y diversos
neuropéptidos, tales como los Opioides. Envian fibras descendentes que realizan
sinapsis inhibitorias con las neuronas de las laminas I, Il y V del asta dorsal y con
las del nucleo espinal del Trigémino, regulando asi la entrada de sefiales
nociceptivas (19).

Por otro lado, las fibras descendentes originadas en el Locus Coeruleus, que
también forman parte de la formacién reticular, envian proyecciones descendentes
hacia la médula espinal y al nucleo del trigémino. Estas fibras bloquean la salida
de informacién desde las neuronas de las ldminas | y V del asta dorsal, a través de
acciones inhibitorias directas e indirectas mediadas por receptores adrenérgicos
(19). La mejor evidencia de la capacidad antinociceptiva de la Noradrenalina, esta
basada en su accioén a nivel postsinaptico (al interior del asta dorsal), sin embargo
también existen evidencias de su capacidad de actuar directamente sobre el

nociceptor.
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Las fibras descendentes del Locus Coeruleus también reciben conexiones
aferentes del hipotalamo, la amigdala, los nucleos del rafe, la sustancia negra y la

SGP (21).
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Figura 2. Fibras moduladoras descendentes de la informacion nociceptiva (Modificado de

Basbaum, 2000) (25).

3.4. Sensibilizacion de Nociceptores y sus Neurotransmisores
El neurotransmisor principal de las fibras sensoriales aferentes a nivel de la
médula espinal es el Glutamato, que produce potenciales sinapticos rapidos a
nivel del asta dorsal, actuando en los receptores de glutamato AMPA, los cuales
son permeables a iones Na*. Si los estimulos dolorosos son repetitivos y se
despolariza la neurona del asta dorsal, genera un potencial excitatorio, y se activa

un segundo receptor para glutamato llamado NMDA.

Cuando hay una injuria tisular, se liberan mediadores inflamatorios tales como:

Bradiquinina, Prostaglandinas, Histamina, etc., los cuales transmiten el impulso
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nervioso hacia el releve principal, que es el asta posterior de la médula espinal o el

subnucleo caudal de trigémino.

La activacion de los terminales nociceptivos aferentes es producida por
sustancias algégenas que generan potenciales de accion, los cuales se propagan
hacia el SNC a través de la médula espinal. Estos potenciales invaden ademas
otras ramas nerviosas colaterales, donde estimulan la liberacion de neuropéptidos
como la sustancia P, que esta asociada con un aumento en la permeabilidad
vascular, lo cual lleva a una marcada liberacion de Bradicinina presente en
exudados inflamatorios y tejidos lesionados, con capacidad de producir dolor.
Ademas, activa los nociceptores a través de la fosfolipasa C (aumenta el Ca?*
intracelular y despolariza la célula), y los sensibiliza mediante la fosfolipasa A2
(aumenta sintesis de prostaglandina E2 (PGE2)). También genera un aumento
local de Histamina (liberada por los mastocitos) y Serotonina (producida por las
plaguetas). Las cuales conjuntamente, incrementan la Sustancia P perpetuando el
estimulo doloroso. La liberacion compuesta de Sustancia P e Histamina se
relaciona con la vasodilatacion y el edema local. Los Opioides, en este ambito,

inhiben la liberacion de la Sustancia P (26).

4. Nocicepcion a Nivel Facial

4.1. Neurofisiologia del Dolor Facial

La informacion nociceptiva que se codifica a nivel orofacial se transmite desde
la periferia al SNC, en este caso los nervios involucrados son cuatro: V par
(Trigémino), VII par (Facial), IX par (Glosofaringeo), X par (Vago), junto a las
terminaciones de los tres nervios cervicales superiores. Estos impulsos
nociceptivos activan neuronas en los ndcleos trigeminales del tronco encefélico y
en las astas dorsales cervicales.

El V par (Trigémino) es un nervio mixto que contiene fibras aferentes
(sensitiva) y eferentes (motora), y da lugar a tres ramas denominadas: V1

oftalmica, V2 maxilar y V3 mandibular, las cuales inervan tres tercios de la cara.
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La informacion entregada por la parte sensitiva tiene relacion con tacto,
temperatura y dolor.

El nervio trigémino posee en sentido rostro caudal tres nucleos sensitivos:
ndcleo Sensitivo Principal, nucleo Espinal y nucleo Mescencefalico, este ultimo
contiene células que participan en la propiocepcion (25), relacionado a la
sensibilidad propioceptiva de presion en dientes, periodonto, paladar blando y
capsulas articulares. Los nudcleos Sensitivo Principal y Espinal representan la
sensibilidad exteroceptiva, es decir sensacion de dolor, temperatura, tacto y
presion. El nucleo Espinal se relaciona, principalmente, con la informacion

proveniente de la mandibula y dientes (14).

En el ganglio de Gasser esta el soma de la primera neurona de la via del dolor
trigeminal, con una prolongacion hacia la periferia que es una terminacion libre, y
una prolongaciéon central que se dirige al nucleo espinal trigeminal ipsilateral por
medio de la fibras A delta y C, llevando informacion nociceptiva orofacial hacia los
nacleos sensoriales del encéfalo, los cuales también reciben proyecciones de
otros centros superiores moduladores. Las fibras A delta y C ascienden hasta
llegar a la protuberancia, formando el tracto espinal del trigémino, junto a
pequefios componentes somatosensoriales del nervio facial, glosofaringeo y vago
que entran en este haz. En el nacleo Espinal se reconocen tres agrupaciones:
subnucleo oral, subnucleo interpolar y subnudcleo caudal. En ellos se resume la
sensibilidad de labios, dientes, y mucosas de la cavidad oral. Ademas, en los
subnucleos caudal e interpolar, se encuentra representada la sensibilidad térmica
y dolorosa del territorio orofacial. En el subndcleo oral se encuentra la sensibilidad
tactil no discriminativa y de presion (26).

El 90% de los axones de las neuronas de segundo orden se decusan en la linea
media, mientras que el 10% asciende de forma ipsilateral, llegando al nucleo
ventral posteromedial del talamo (VPM), relacionado con la discriminacion y
localizacion del dolor. Entre un 42% y 63% de las neuronas que proyectan al

talamo y al cerebelo son de tipo nociceptivas. El nucleo interpolar del trigémino,



20

por su parte, interviene en el procesamiento de las sensaciones percibidas en la

region orofacial profunda.

Desde los nucleos trigeminales sale la tercera neurona que va a sinaptar en el
nacleo VPM del talamo, el cual emite proyecciones a distintas zonas tales como

sistemas autdbnomos, corteza somatoestésica y area limbica.

5. Modelo de medicién del Dolor en animal

La observacion y experimentacion con animales en Medicina, ha permitido un
avance importante en el area Biomédica, basicamente entendiendo la fisiopatologia

de las enfermedades y su cura.

El dolor en animales es dificil de evaluar, ya que no verbalizan su desagrado,
sino que alteran su conducta (12). Es definido, en animales, como “una experiencia
emocional y sensorial aversiva, representada en una evitacion por parte del animal
y cambios en su comportamiento para evitar el dafio, con la probabilidad de reducir
su repeticién y promover la recuperacién”. La nocicepcion, en este caso, pasa a
ser el andlisis experimental de la conducta animal, segun lo percibido frente al

estimulo nocivo (27).

El dolor experimental es una aproximacién al dolor clinico, donde el
comportamiento animal se observa en la vocalizacién, arqueo del lomo, lamer o

rascar zona afectada, tendencia a permanecer quietos o apartarse del resto (12).

Los estudios de comportamiento animal en relacion a la nocicepcién de la region
trigeminal son escasos. Se han diseflado diferentes modelos algesiométricos
animales, especialmente en roedores para evaluar nocicepcion, entre éstos se

encuentra la prueba de formalina orofacial (28).



21

6. Tratamiento y Control Farmacoldgico del Dolor

Actualmente, el tratamiento del dolor dispone de una amplia gama de farmacos
en los que se considerara la dosis utilizada, el tipo de farmaco y la patologia a
tratar. Entre éstos, los mas importantes son:

e Anestésicos Generales

e Anestésicos Locales

e Analgésicos Opioides

e Analgésicos Antiinflamatorios No Esteroidales (AINES)

e Coanalgésicos

De estos, los mas usados para el tratamiento farmacoldgico del dolor son los
AINEs y los Opioides. Ademas existen los coanalgésicos, tales como los

antidepresivos, antiepilépticos, cannabinoides, alcohol, etc. (29,30).

Su accion puede ser:

a) A nivel de Conduccion del Estimulo Doloroso: aqui se encuentran los

anestésicos locales cuyo efecto es reversible.

b) A nivel Central: se unen a receptores especificos en los centros de control
descendente del dolor. Aqui se encuentran los Opioides, cuyo uso ha de ser
normado y controlado, ya que la evidencia demuestra que su uso por periodos

prolongados, genera dependencia fisica y tolerancia (29).

c) A nivel Periférico: modulan la respuesta inflamatoria local en el sitio de la
injuria, lo que determina una disminucion del envio de sefales dolorosas hacia el
SNC (31). Dentro de este grupo se encuentran los antiinflamatorios, ya sean

esteroidales (Corticoides) o no esteroidales (AINES) (32).
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6.1. Analgésicos Antiinflamatorios no Esteroidales (AINES)

De lo farmacos ya mencionados, los AINEs son los mas utilizados en cualquier
tipo de dolor, ya sea agudo o cronico, por lo tanto son los méas estudiados en las
diversas especialidades médicas, especialmente en el area odontoldgica, siendo
Gtiles tanto en el preoperatorio como postoperatorio. Sin embargo, son
considerados farmacos poco seguros debido a sus reacciones adversas, lo cual

limita su amplio uso (32).

6.1.1. Mecanismo de Accion de los AINEs

La degradacion de los fosfolipidos estructurales de la membrana celular por
la enzima Fosfolipasa A2 da origen al Acido Araquidonico (AA), el cual es
transformado en dos grupos de mediadores inflamatorios diferentes
(eicosanoides): los Leucotrienos, y por otra parte las Prostaglandinas y
Tromboxanos, por medio de las enzimas Lipooxigenasas (LOXs) vy
Ciclooxigenasas (COXs), respectivamente (fig 3). Los AINEs se caracterizan

por inhibir las enzimas COXs.

El AA se transforma, por medio de las COXs, en Prostaglandina H2 (PGH2), la
cual luego se transforma en otros eicosanoides por accion de la enzima
Prostaglandina sintetasa. Estos productos cumplen un importante rol en la
homeostasia celular, y en la mediacion de la respuesta inflamatoria y dolor,

interviniendo en la regulacion de la temperatura corporal, entre otras (33, 34).
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Figura 3: Secuencia de la sintesis de Eicosanoides. Modificado de Warner y Mitchell, 2004. (35)

Existen tres tipos de isoformas de enzimas COXs: COX-1, COX-2 y COX-3 (6),
con diferente funcién y localizacion. La COX-1 es una enzima constitutiva, es
decir, se expresa en forma estable y continua en la mayoria de las células del
organismo. Es la responsable de la sintesis de prostanoides, por lo tanto se
encarga de los procesos homeostéaticos del organismo, como la regulacion del
tono vascular y bronquial, y la agregacion plaquetaria (5,6). También cumple

funcién en la proteccién de la mucosa gastrica (36).

La COX-2 es una enzima que se encuentra en varios tipos de células, pero a
diferencia de la COX-1, su expresion no es permanente sino que inducida por
diferentes estimulos, tales como lipopolisacaridos, citoquinas inflamatorias (IL-1b,
FNT, IL-4, IL-13 y IL-10) y factores de crecimiento; y se inhibe por los
glucocorticoides. Es la responsable de producir prostanoides en zonas inflamadas
ante un estimulo nocivo (37), por lo tanto juega un rol esencial en el dolor, la

inflamacion, la fiebre y la proliferacion celular. La COX-3 se encuentra casi
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exclusivamente en la corteza cerebral y corazén, pero su rol aun no esti

totalmente claro (38).

Al implementar la terapia farmacolégica con los AINEs, se inhibe la sintesis local
de prostanoides, inhibiendo COX1l, COX-2 o ambas, a la espera de una
modulacién del dolor. Al inhibir cualquiera de las dos isoenzimas se producen
efectos secundarios no deseados (34), ya que no son enzimas especificas del
tejido dafiado. Es por ello que los AINEs se clasifican segun su capacidad de
inhibir selectiva o no selectivamente a las COXs, de modo de disminuir sus efectos

adversos (ver anexol).

6.1.2. Dexketoprofeno

Es un enantibmero de la mezcla racémica del ketoprofeno (39). Esto
significa que los enantiomeros L y D son encontrados en proporciones
aproximadamente equivalentes, es decir un 50%. Este AINE es perteneciente a la
familia de los derivados del &cido propibnico, y corresponde al enantiomero S (+) o
dextrérotatorio (Fig 4). Se ha comprobado que la actividad farmacoldgica del
ketoprofeno reside exclusivamente en el enantiomero S (+) o dexketoprofeno (39,
10), el cual (+) es capaz de bloquear la accion de las COXs y por tanto ejercer la
accion terapéutica. Por otra parte el enantiomero R (-) carece de dicha actividad,
ademas puede deteriorar la cinética del farmaco, siendo preciso metabolizarlo y
excretarlo sin obtener provecho terapéutico, con la posibilidad de generar riesgos
toxicos. Asi al utilizar solo el isébmero activo, la cantidad de farmaco a ser

absorbido metabolizado y excretado se reduce a la mitad.
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Figura 4. Nomenclatura de los enantiémeros del ketoprofeno en funcién de sus propiedades quimicas y
fisicas (Modificada de Sweetman, 2003) (39).

El dexketoprofeno se ha formulado como sal soluble en agua de
trometamina, denominado dexketoprofeno trometamol. Posee una alta unién a
proteinas plasmaticas, cercana al 99%. Es metabolizado en el higado y su
excrecion es principalmente renal (70-80%). A las dosis terapéuticas este
compuesto es muy bien tolerado, el hecho de que sea una sal soluble le confiere
caracteristicas cinéticas que mejoran su absorcién y tolerabilidad, traduciéndose

esto en un rapido inicio de accion y disminuidos efectos secundarios (10).

Dexketoprofeno es un inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa aunque posee
mas afinidad por COX-1, y lipooxigenasas. La inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas determina un potente efecto principalmente de tipo analgésico vy
antiinflamatorio indicado para el tratamiento del dolor agudo de leve a moderado
de distinta etiologia tales como odontalgia, traumatismos, dolor asociado a

procesos inflamatorios.

6.2. Analgésicos Opioides
Actlan estimulando receptores de tres tipos: mu opiode receptor (MOR), delta
opiode receptor (DOR) y kappa opiode receptor (KOR). Se utlizan para el

tratamiento del dolor moderado a severo.
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Su clasificacion es en base a la actividad sobre el receptor opioide:

a) Agonistas Puros: Tienen maxima actividad intrinseca y accion preponderante
sobre el receptor MOR. Ejemplos son: Morfina, Peptidina, Fentanilo, Tramadol,
Metadona, Codeina, entre otros.

b) Agonistas Parciales: De menor accion intrinseca, predominante sobre el

receptor KOR y baja sobre el MOR. Entre ellos destaca la Buprenorfina.

c) Antagonistas Puros: Aquellos con afinidad por todos los receptores opioides,
pero que carecen de actividad intrinseca. Se utilizan como antidoto, y destacan: la

Naloxona y Naltrexona (19).

Sus receptores presinapticos tienen un rol neuromodulador en cuanto a la
liberacibn de ciertos neurotransmisores como Acetilcolina, Noradrenalina,

Serotonina, GABA y Sustancia P.

El mecanismo de accion de los Opioides se relaciona con la inhibicion de la
adenilato ciclasa y consecuente reduccion del AMPc, apertura de canales de K*y
cierre de canales de Ca*. El aumento de la conductancia del K* produce
hiperpolarizacion de la membrana, lo que reduce la duracion del potencial y
disminuye la liberacion del neurotransmisor. Este tipo de respuesta se observa en
multiples sitios del SNC y SNP: locus coeruleus, hipotalamo, médula espinal,
ndcleo parabraquial, ganglios raquideos y plexo submucoso de la pared intestinal.

En 1962 se sintetiz6 un analgésico de accion central relacionado
estructuralmente con la Codeina (modificacion de grupo terminal alcohdlico en la

morfina), llamado Tramadol (fig 5).
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Morfina Codeina Tramadol

Figura 5: Formula quimica de la Morfina, Codeina y Tramadol.

6.2.1. Tramadol

Pertenece a los analgésicos opioides, indicado para tratamiento del dolor de
moderado a severo. Su elevada potencia analgésica radica en su accién
principalmente a nivel del SNC (29). El perfil de este opioide corresponde a un
farmaco racémico, es decir tanto sus enantiomeros S (+) Tramadol y R (-)
Tramadol, como sus metabolitos contribuyen en la analgesia. Ademas inhibe la

recaptacion de Serotonina y Noradrenalina.

Su accidén terapéutica es menor que la Morfina y semejante a la Codeina, tanto
asi que la administracibn de Naloxona (antagonista de receptores opioides)
disminuye pero no elimina por completo la analgesia inducida por Tramadol (30).
La biodisponibilidad del farmaco es de un 68-70% por via oral. Se metaboliza un
80% por desmetilaciébn y posterior conjugacion en el higado lo que deriva en
diversos metabolitos. Dentro de éstos, el de mayor importancia es: (+)-O-desmetil-
tramadol, el cual es metabolizado por el citocromo P450 CYP 2D6.

El metabolito (+)-O-desmetil-tramadol es el agonista con mayor afinidad del
receptor MOR, por lo que se le atribuye el efecto opiode del farmaco. El 90% de su
eliminacién ocurre por via renal y el 10% restante se excreta en las heces, vias

biliares y la saliva (30).
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Sus reacciones adversas son frecuentes e incomodas para el paciente, entre
ellas destaca constipacion (50-80%), nauseas y vomitos (10-40%), prurito (30%),
mareos, sedacion, alucinaciones, convulsiones, y a dosis altas puede alterar la
funcion respiratoria (depresion centro respiratorio) y cardiaca (hipotension,
bradicardia) (29). Con el fin de disminuir sus RAM y obtener una analgesia
eficiente, es frecuente administrarlo asociado a AINEs de modo de disminuir las

dosis requeridas de ambos.

Durante la ultima década, el conocimiento de la fisiologia de los receptores
acoplados a la proteina G ha progresado bastante, constituyendo un sitio de
accion adicional de diversos agentes anestésicos y analgésicos, entre ellos,
Tramadol (40). Este opioide actia acoplado a la proteina G en receptores
muscarinicos, nicotinicos, y NMDA, todos ellos implicados en la respuesta

dolorosa.

7. Prueba de la formalina orofacial adaptada al estudio

Este modelo se ha adaptado para estudiar el dolor orofacial que se observa tras
aplicar un irritante por via subcutanea en el labio superior de los roedores. Se
administran 20 pl de formalina al 2%. Luccarini y colaboradores (11), estudiaron la
relacion entre el tiempo que los ratones se frotaron el labio superior, y la
concentracion de la solucién de formalina, e investigaron el efecto de dos

analgésicos: Morfina y Paracetamol.

Esta region posee numerosas terminaciones nerviosas libres de pequefio
diametro (fibras A delta y C) las que responden a estimulos dolorosos,
sensibilizadas por diferentes mediadores quimicos. En base a esto, se describen
estudios usando modelos algesiométricos, como la prueba de formalina, en los
cuales se evalta el comportamiento del animal frente al estimulo. En este caso se
observan dos fases: Fase 1 (algesia aguda), la cual se genera por activacion de

nociceptores, que tras la injuria produce un efecto irritante, comienza en el minuto
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0, luego de inyectar el irritante, hasta el minuto 5; y Fase 2 (Inflamatoria, algésica),
la cual se genera debido a la organizacion de un foco inflamatorio en el sitio de
injuria, y una sensibilizacién central y periférica, comienza al minuto 20 de inyectar
el irritante, y termina en el minuto 30. El lapso entre el minuto 5 y 20, tras la
inyeccion de formalina, se denomina Periodo de Latencia y no se contabiliza,

debido a que el roedor permanece inmévil (11).

8. Interacciones de farmacos

Esta es definida como cualquier modificacion de los efectos de un farmaco
sobre otro, de modo que este experimenta un cambio ya sea cualitativo o
cuantitativo en sus efectos. Por tanto cuando se coadministran ciertos farmacos

es posible obtener los siguientes efectos (46):

e Subaditividad (antagonismo): el resultado logrado corresponde a un efecto
menor que la suma de la actividad de cada farmaco por separado.

e Supraaditividad (sinergismo): el resultado que se obtiene es
significativamente mayor que la simple suma de los efectos de cada
farmaco por separado.

e Aditividad (sumacién): el resultado que se consigue es la simple suma
algebraica de los efectos que produce cada uno de los farmacos por

separado.

Existen estudios de asociacién de AINEs (Ketocorolaco) con Tramadol en
modelos de rata, los cuales han dado resultados positivos traducidos en

sinergismo de accion (41).
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IV. HIPOTESIS
La administracion de dexketoprofeno asociada a tramadol produce una
actividad antinociceptiva de tipo sinérgica. En el test de la formalina orofacial en

ratones.

V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Establecer la actividad antinociceptiva del tramadol y del dexketoprofeno y
de su combinacion, administrados intraperitonealmente en el ensayo de la

formalina orofacial en ratones.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la analgesia producida por la administracién intraperitoneal de
dexketoprofeno, tramadol y de su combinacién en la prueba de la formalina
orofacial.

e Comparar la potencia analgésica entre tramadol y dexketoprofeno, durante la
fase | y Il de la prueba de la formalina orofacial.

e Caracterizar la actividad antinociceptiva y evaluar si existe paralelismo entre

las curvas dosis-respuesta de tramadol y dexketoprofeno.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Tipo de investigacion

El presente estudio forma parte del proyecto “Perfil farmacolégico de
analgésicos en dolor crénico experimental”, cuyo investigador principal es el
Dr. Hugo F. Miranda. Se llevé a cabo en el Laboratorio de Neurofarmacologia del
Dolor de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Este trabajo cuenta
con la aprobacion del Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de
acuerdo al protocolo CBA N° 0238 FMUCH (anexo 2).

Es un estudio de caracter explicativo, con un disefio experimental de
laboratorio que se realiza basandose en normas éticas internacionales que
rigen este tipo de experimentacion (42, 43). El nimero de animales utilizado fue el

minimo estrictamente necesario y posee grupo control.

Las variables presentes en este estudio corresponden a:

Variable Independiente: Tipo de Farmaco, corresponde a los farmacos
administrados, en este caso tramadol y dexketoprofeno. Esto es, a través de la
administracion de distintas concentraciones de estos farmacos en el estudio.

Variable Dependiente: Tipo de Interaccidén, se define como la naturaleza de la
asociacion que se produce al administrar en forma conjunta tramadol vy
dexketoprofeno. Se obtiene a través de un andlisis isobolografico, pudiendo

adquirir tres valores distintos: interaccion sinérgica, aditiva o antagonica.
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1. Animales

Se utilizaron 120 ratones (Mus musculus) machos de la cepa CF/1, de 28
a 30 gramos de peso, dos meses de edad (figlA). Los animales fueron
habituados al entorno del laboratorio 2 horas previas al experimento,
manteniéndose en condiciones de temperatura y humedad ambiental,
iluminacién artificial (12/12) y un espacio adecuado que permitio libertad de

movimiento y libre acceso a agua y comida.

2. FArmacos administrados

Todos los farmacos y materiales utilizados fueron suministrados por el

Laboratorio de Neurofarmacologia del Dolor de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.
Farmacos: Dexketoprofeno y tramadol, soluciones de Formalina al 2% vy
solucion salina de NaCl al 0,9%, Jeringas de tuberculina (1 ml) para inyeccion
intraperitoneal, hamilton (50 pL) para inyeccién subcutanea, agujas 27 Gauge,
cronémetro digital.

Para la observacion y habituacion de los ratones éstos se dispusieron en un
cilindro transparente de 15 a 20 min, adicional a las 2 horas antes mencionadas.
Este cilindro posee una altura y diametro de 20 cm aproximadamente y un
sistema de espejos para visualizar al animal en todas sus facetas y movimientos.

Los farmacos fueron disueltos en solucién salina de NaCl al 0.9% y se
administraron intraperitonealmente en dosis de un volumen constante de 10 mi/kg
de peso, la inyeccion intraperitoneal (figlB) se realizé 30 min antes del ensayo
algesiométrico orofacial de la formalina, puesto que existe evidencia previa que
demuestra que es el tiempo de latencia necesario para alcanzar el efecto
analgésico maximo de ambos farmacos (44). Para el grupo control inyectado con
solucion salina, se esperd el mismo periodo de tiempo para realizar el test de la

formalina.



33

Los animales usados como grupo control fueron tratados
intraperitonealmente con suero salino de NaCl al 0,9%, incluyéndose 1 a 2

ejemplares en cada grupo experimental.

Las dosis utilizadas fueron 3,10, 30 y 100 mg/kg para dexketoprofeno y 1, 3,10y
30 mg/kg para tramadol. La dosis efectiva 50 (DEso) de tramadol y dexketoprofeno,
que es la dosis que produce el 50% del maximo efecto posible, se calculd
mediante un programa computacional y se usaron dichas dosis teoricas en base a
curvas dosis- respuestas determinadas en estudios previos, que indican que los
valores de DEsp se ajustan a este rango de concentraciones (44, 11, 46). El
isobolograma descrito por Tallarida (11), contiene un set de dosis o
concentraciones que se establecen de trabajos anteriores. El nivel escogido en el
programa es la dosis que represente el 50% del efecto maximo posible.

3. Prueba de la formalina orofacial en el presente estudio

La actividad antinociceptiva se efectué utilizando una modificacion al test
algesiométrico orofacial de la formalina de Luccarini (45). Para ello se realizé una
inyeccion subcutanea con 20uL de solucion de formalina al 2% en el labio superior
(Fig 1C). Ello induce un sostenido frotamiento de la zona inyectada, ya sea con
sus extremidades delanteras o traseras (Fig 1D, 1E). Inmediatamente después de
la puncion se cuantifico el tiempo total que se frotaron el area perinasal durante la
fase | (que transcurre en los primeros 5 minutos del ensayo, 0-5 min), y luego en la
fase Il (desde el minuto 20 hasta el minuto 30 post-inyeccién). Los resultados se
expresaron en segundos de frotamiento registrados en cada intervalo.
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Figura 1: A: ratones Mus musculus cepa CF/1, B: se observa aplicacién inyeccion

intraperitoneal de farmacos, C: aplicacion inyeccion subcutanea formalina 2% labio superior,
D: frotamiento zona perinasal patas delanteras, E: frotamiento zona perinasal patas traseras.
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4. Seleccion de la muestra

Los ensayos fueron efectuados en forma aleatoria, ciega, entendiéndose
esta como el desconocimiento de la intervencion asignada a los grupos en
estudio, ya sea para uno o los participantes del trabajo, en este caso la
preparacion de la dosis aplicada lo manejaba solo una persona.

Para la medicion de rascado del raton (grooming) en este ensayo, el observador
no sabia que dosis habia sido inyectada en el raton con el fin de neutralizar
subjetividad. Como control se uso solucién salina NaCl 0.9%, el tamafio total de la
muestra fue de 120 ratones (n=120), los cuales se dividieron en 5 grupos

experimentales.

Grupo tratado con Dexketoprofeno: ratones inyectados por via intraperitoneal con

dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg. Para cada una de las dosis se utilizé 7 animales.

Grupo tratado con tramadol: ratones inyectados con tramadol por via
intraperitoneal con dosis de 1, 3, 10 y 30 mg/kg. Para cada una de las dosis se
utilizé 7 animales.

Grupo tratado con mezcla de dexketoprofeno y tramadol durante Fase I: ratones
inyectados por via intraperitoneal con una mezcla que contiene cada farmaco en
una proporcién 1:1, en fracciones de 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de sus correspondientes

DEso durante la fase |. Para cada una de las dosis se utilizaron 7 animales.

Grupo tratado con mezcla dexketoprofeno y tramadol durante Fase II: ratones
inyectados por via intraperitoneal con una mezcla que contiene a cada farmaco
en una proporcion  1:1, en fracciones de 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de sus
correspondientes DEso durante la fase Il. Para cada una de las dosis se utilizaron

7 animales.

Grupo control: ratones inyectados por via (i.p.) con solucion salina al 0,9%. Se

utilizaron 8 animales.
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5. Analisis isobologréfico

Para evaluar los diferentes parametros y la interaccion producida entre los
farmacos, durante ambas fases, se utilizé el método, descrito por Tallarida y cols
(11) y consignado en el Programa Pharm Tools Pro, version 1.27 (McCary Groups,
Inc., PA, U.S.A.)). Este programa permite conocer si existe interaccion entre los
farmacos, de que tipo es esta interaccion y cual es su magnitud.

Esto se logra a través de representaciones graficas de dosis isoefectivas de
cada farmaco utilizado tanto en forma individual o combinada. Lo que se
determina mediante analisis de regresion lineal de las correspondientes curvas
dosis-respuesta de los farmacos administrados por via (i.p.) .Se administra cuatro
dosis para dexketoprofeno y cuatro dosis para tramadol y de forma conjunta
ambos farmacos, en proporciones de 1:1 y en mezclas de fracciones: 1/2, 1/4, 1/8
y 1/16 de las correspondientes DEso de dexketoprofeno y tramadol para cada
intervalo (0-5min y 20-30 min), tanto para la fase | como para la fase Il. Luego,
estas curvas dosis-respuesta fueron analizadas mediante regresion lineal (por
minimos cuadrados) para calcular las DEso de las mezclas. Esta dosis se compar6
estadisticamente con la DEso que representa tedricamente la adicion simple de

efectos, que se obtiene con la siguiente formula (11):

DEsydroga 1

DEs, aditividad teorica = ———
P1+RxP2

Donde, R: relacion de potencia entre los farmacos administrados por separado.
P1: proporcién de dexketoprofeno en la mezcla.
P2: proporcién de tramadol en la mezcla.

El punto experimental resultante se grafica en un sistema de coordenadas
cartesianas que contiene una linea que conecta la DEso de dexketoprofeno en la

abscisa con la DEso de tramadol en la ordenada (linea de aditividad simple o
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teorica). La region del grafico donde se ubica el valor o punto experimental en

relacion al valor tedrico determina el tipo de interaccion:

Interaccion sinérgica o supraaditiva: si el punto experimental se ubica bajo
la linea de aditividad y es estadisticamente diferente del valor teorico de la
DEso.

Interaccidon aditiva: si el punto se ubica cerca de la linea de aditividad y

ademas estadisticamente no es diferente de la DEso teorica.

Interaccidon antagdnica o subaditiva: si el punto experimental se sitla sobre

la linea de aditividad y es estadisticamente distinto de la DEso tedrica.

6. Medicion de la analgesia

La evaluacion de la actividad antinociceptiva de cada farmaco en forma
individual se realiz6 mediante la construccion de curvas dosis-respuesta. Estas
curvas se construyeron utilizando el logaritmo de las dosis en la abscisa vy el
efecto antinociceptivo expresado como el porcentaje del maximo efecto posible
(MEP), en la ordenada. El valor del porcentaje del MEP se obtuvo de acuerdo a la

siguiente formula (11):

UMEP =100 Knempa de rascado experimenfai) I
T tiempo de rascado control

El tiempo rascado control fue evaluado en el grupo control y se puede ver su
promedio obtenido en los resultados. A partir de las curvas dosis-respuesta de
cada farmaco, se ajusto una recta por analisis de regresion lineal o linea
logaritmica (recta) obtenido del sofware Pharm tools Pro, version 1.27 (McCary
Groups, Inc., PA, U.S.A.) .Por medio de este se determina la dosis que produce un
50% del efecto maximo posible (DEso), tanto para la fase | como para la fase II.
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7. Potencia relativa

Con el objetivo de comparar el efecto de los distintos farmacos y en las
diferentes fases del ensayo, se calculé la potencia relativa, que relaciond la
cantidad o dosis de farmaco administrada y la accion que produce. Con esta
informacion se pudo concluir que un farmaco es tanto mas potente que otro,
cuanto menor sea la dosis administrada en comparacion con el segundo para
conseguir la misma accion. Se calculd dividiendo la DEso del farmaco con mayor
valor por sobre la DEso del farmaco de menor valor, para la fase | y Il, es decir
47):

Potencia Relativa = DEs droga x
DEso drogay

En donde: Droga x es la que presenta el mayor valor de DEso.

Droga y es la que presenta el menor valor de DE-so.

8. Paralelismo de las curvas dosis-respuestas
Se realiz6 comparando las pendientes de las curvas dosis-respuestas del
dexketoprofeno y del Tramadol, obtenidas mediante el software usado para los
calculos. Si las drogas activan los mismos receptores 0 enzimas se obtienen
curvas dosis-respuestas que son paralelas entre si, de lo contrario no se logra
paralelismo entre ellas (47).

El programa permite conocer también el indice de interaccion (l.I) de los

farmacos, a través de esta formula (11):

DE-, experimental

Indice de interaccion = —
DE-, tedrica
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La magnitud de la interaccién se obtiene del cuociente de ambas DEso. Valores
menores a 1 indican una interaccion sinérgica; si es igual a 1 es de tipo aditiva y si

es mayor a 1 es de tipo antagénica (11).

9. Evaluacion estadistica

En este estudio los resultados se consideran como el promedio + error
estandar de la media o promedio (E.E.M.) con su limite o intervalo de confianza
correspondientes al 95% (LC 95%). La significacion estadistica se determind por
pruebas t Student no pareado y de dos colas. Este test permite decidir si dos
variables aleatorias tienen medias diferentes, en este caso se aplico t Student por
partes, es decir, un grupo experimental mas control y aplicacion de test y asi
sucesivamente hasta obtener los resultados estadisticos.

Considerando la significancia a un nivel del 5% (p<0,05). Los parametros fueron

calculados en base al software mencionado en analisis isobolografico.
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VIl.  RESULTADOS

1. Evaluacion de la analgesia

1.1. Grupo Control
La administracion (i.p.) de solucion salina al 0,9%, 30 minutos antes del test
de la formalina orofacial, produjo un tiempo de frotamiento de la zona labial y
perinasal de 91,88 + 2,65 segundos para la fase I; y de 93,13 + 2,07 segundos

para la fase II.

1.2. Grupo tratado con Dexketoprofeno
La administracién de dexketoprofeno, 30 minutos antes del test de la formalina
orofacial, produce una disminucion en el tiempo de frotamiento de forma dosis
dependiente con respecto al grupo control. Lo cual se observé tanto en la fase |

(gréfico 1) como en la fase Il (gréfico 2).

Determinacion de la DEso de dexketoprofeno: Para el célculo de la DEso de la
fase | y I, se construyé una curva dosis-respuesta antinociceptiva, expresada en
el logaritmo de las dosis de dexketoprofeno versus el porcentaje del maximo
efecto posible (MEP). Desde esta curva se obtiene la DEso del dexketoprofeno que
fue de 17,7 £ 3,74 mg/kg para lafase | y 12,57 * 0,42 mg/kg para la fase Il.
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Grafico 1. Curva dosis-respuesta de la administracion (i.p.) de Dexketoprofeno en la fase | del test

de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + E.E.M. (n=7 para cada dosis).
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Grafico 2. Curva dosis-respuesta de la administracion (i.p.) de Dexketoprofeno en la fase Il del test

de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + E.E.M. (n=7 para cada dosis).
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1.3 Grupo tratado con tramadol

La administracion de tramadol, 30 minutos antes de la prueba de la
formalina orofacial, produce una disminucion en el tiempo de frotamiento de forma
dosis dependiente con respecto al grupo control, Esto se observé tanto en la fase |

(gréfico 3) como en la fase Il (gréfico 4).

Determinacion de la DEso de Tramadol: Para el calculo de la DEso de la fase | y
II, se construyd una curva dosis-respuesta antinociceptiva, expresada en el
logaritmo de las dosis de Tramadol versus el porcentaje del maximo efecto posible
(MEP). Desde esta curva se obtiene la DEsp del Tramadol que fue de 1,92 + 0,47
mg/kg para la fase | y 1,48 + 0,13 mg/kg para la fase II.
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Grafico 3. Curva dosis-respuesta de la administracion (i.p.) de Tramadol en la fase | del test de la

formalina orofacial. Cada punto representa el promedio £ E.E.M (n=7 para cada dosis).
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Grafico 4. Curva dosis-respuesta de la administracion (i.p.) de Tramadol en la fase |l del test de la

formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + E.E.M. (n=7 para cada dosis).
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2. Grupo tratado con mezcla de Dexketoprofeno y Tramadol durante la Fase |
Al administrar por via intraperitoneal la asociacion de dexketoprofeno y tramadol
en proporcion fija (1:1) de cada una de sus respectivas mezclas de DEso (1/2, 1/4,
1/8, 1/16), se obtuvo una disminucion en la actividad antinociceptiva dosis

dependiente, con respecto al grupo control durante la fase | (Grafico 5).

Determinacion de la DEso experimental Fase I: Para el calculo de la DEso
experimental de la mezcla de DKT con tramadol durante la fase | se construy6
una curva dosis-respuesta antinociceptiva, expresada en el logaritmo de las dosis
de la mezcla versus el porcentaje del maximo efecto posible (MEP). De estos
resultados se obtuvo la DEso experimental de la mezcla durante la fase | con un
valor de 0,80 + 0,18 mg/kg.

2.1 Grupo tratado con mezcla de DKT y Tramadol durante la Fase Il

Al administrar por via intraperitoneal la asociacion de dexketoprofeno y
Tramadol en proporcion fija (1:1) de cada una de sus respectivas mezclas de
DEso (1/2, 1/4, 1/8, 1/16), se obtuvo una disminucion actividad antinociceptiva

dosis dependiente, con respecto al grupo control durante la fase Il (Grafico 6).

Determinacion de la DEso experimental Fase Il: Para el céalculo de la DEso
experimental de la mezcla de DKT con Tramadol durante la fase Il se construy6
una curva dosis-respuesta antinociceptiva, expresada en el logaritmo de las dosis
de la mezcla versus el porcentaje del maximo efecto posible (MEP). De estos
resultados se obtuvo la DEso experimental de la mezcla durante la fase Il con un
valor de 0,734 + 0,09 mg/kg.
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Grafico 5. Curva dosis-respuesta de la administracion (i.p) de la mezcla de Dexketoprofeno y
Tramadol en la fase | del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + E.E.M

(n=7 para cada dosis).

Mezcla Dexketoprofeno- Tramadol FASE Il
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Gréfico 6. Curva dosis-respuesta de la administracion (i.p) de la mezcla de DKT y Tramadol en la
fase Il del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + E.E.M. (n=7 para

cada dosis).
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4. Paralelismo de las curvas dosis-respuesta de dexketoprofeno y Tramadol.

El andlisis de las curvas dosis-respuestas de dexketoprofeno y Tramadol
calculada sus pendientes en el sofware, demostr6 que ellas no eran
estadisticamente paralelas, tanto fase | (grafico 7) y fase Il (gréfico 8).

5. Potenciarelativa

La potencia relativa del Tramadol result6 ser mayor con respecto al

dexketoprofeno, 9.1 veces en la fase | y en la fase Il 8,48 veces.
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Gréfico 7. Paralelismo de las curvas dosis-respuesta de Dexketoprofeno (®) y tramadol

(© ) durante la fase | del test de la formalina orofacial.
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Gréfico 8. Paralelismo de las curvas dosis-respuesta de Dexketoprofeno (®) y tramadol (© )

durante la fase Il del test de la formalina orofacial.
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6. Analisis isobolografico

De la asociacion de Dexketoprofeno con tramadol, se obtuvo una interaccion
antinociceptiva de tipo supraaditiva, tanto para la fase | (Grafico 9) como para la
fase Il (Gréfico 10). Esto se concluye a partir de la ubicacién del punto
experimental, bajo la linea de aditividad, con indices de interaccibn menores a 1

en ambas fases.

FASE |
- @ Aditividad
=]
3 25 1 O Experimental
£
s 20 A
s
S 15
=N
2
210
>
a 5
wr’
n D T T T 1
0 0,5 1 1.5 2 25 3
DE;, Tramadol. (mg/kg)

Gréafico 9. Isobolograma de la interaccion entre Dexketoprofeno y Tramadol para la fase | en el
test de la formalina orofacial. El punto (®) representa la aditividad tedrica de la combinacion,
mientras que el punto (O) representa la aditividad experimental, cada uno con sus respectivos

limites de confianza (LC) al 95%.
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Grafico 10. Isobolograma de la interaccién entre Dexketoprofeno y Tramadol para la fase Il en el
test de la formalina orofacial. El punto (®) representa la aditividad tedrica de la combinacion,
mientras que el punto (O) representa la aditividad experimental, cada uno con sus respectivos

limites de confianza (LC) al 95%.
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VIIl. DISCUSION

Hoy en dia las ciencias de la salud han debido enfrentarse a diario con el tema
del dolor tanto a nivel médico como dental, la profesion odontolégica ligada al
dolor recurre a la farmacologia como uno de los medios para subsanar esta
situacion clinica. En lo que concierne al presente estudio se caracterizd el dolor
en lo referente a la region orofacial. Este se ha definido como una experiencia
sensitiva compleja y multidimensional, de ahi la importancia de reducir o eliminar
en lo posible el dolor, evaluando terapias que permitan un mejor manejo de éste,

con el fin de mejorar la calidad de vida.

Los resultados obtenidos en este trabajo, mediante el ensayo
algesiométrico de la formalina orofacial, demuestran que la administracion de
dexketoprofeno y Tramadol por via intraperitoneal en ratones CF/1, producen
actividad antinociceptiva, es decir blogueo fisioldgico del dolor. Esto se deduce,
pues los tiempos de rascado de los animales (comportamiento que expresa dolor)
tratados farmacolégicamente, ya sea con dexketoprofeno o Tramadol presentaron

una disminucién significativa con respecto al grupo control.

Ademéas se observé que la respuesta antinociceptiva que producen los
farmacos administrados, es dosis dependiente, tanto para la fase | como para la
fase Il.

En el test algesiométrico de la formalina orofacial, realizado en este trabajo,
la fase | se caracteriza por presentar algesia aguda en donde actian tanto la
COX-1 como la COX-2. Mientras que durante la fase Il se produce un foco
inflamatorio, donde actlan ambas ciclooxigenasas, pero principalmente COX-2. Es
por este motivo que los farmacos actuaran con mayor eficacia en una u otra etapa

segun sea su mecanismo de accion.

Con respecto a la actividad antinociceptiva ejercida por el dexketoprofeno

durante ambas fases del test algesiométrico, las DEso durante la fase | y Il fueron
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similares. Esta similitud es explicable por que el Dexketoprofeno no es un AINE
inhibidor selectivo de la COX-1 y COX-2, sino solamente preferencial DE COX-1
(35).

En el caso del Tramadol que es un farmaco analgésico opiode, presentd
buenos resultados en ambas fases del experimento. Este presentdé un valor de
DEso menor en la fase Il en comparacion a la fase |I. Ademas al administrarlo
asociado a analgésicos no opioides como los AINEs disminuye las dosis y con
esto disminuyen sus RAM. En la actualidad existen preparaciones en que se
asocia tramadol con inhibidores de la COX como dipirona, paracetamol, ketorolaco
(6). La potencia relativa del Tramadol resulté ser mayor que la del dexketoprofeno,
tanto en la fase | (9,1 veces) como en la fase Il (8,48 veces). Estos resultados
concuerdan con la mayor potencia del Tramadol como analgésico en

comparacion con el Dexketoprofeno.

La ausencia de paralelismo entre las curvas dosis-respuesta que presenta
cada farmaco, podria atribuirse a que estos actian en distintos receptores. En
donde Dexketoprofeno actia sobre la COX-1 preferencialmente y Tramadol que
genera su efecto analgésico mediante la activacién de los receptores MOR que se
encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro y medula espinal, inhibiendo
neuronas de proyeccién nociceptivo-especificas. Los receptores MOR se
encuentran acoplados a proteina G inhibitorias de la membrana neuronal, los que
ante la union de un ligando afin, producen aumento de la conductancia del K*,
esto a su vez provoca hiperpolarizacién con lo que se inhibe la conductancia del
Ca*? lo que inhibe la adenilato-ciclasa, con ello disminuye el AMPc intracelular,
provocando finalmente una disminucion de la exitabilidad neuronal (49). Lo cual va
acompafiado de su capacidad a nivel sinaptico de recaptar serotonina y
noradrenalina cuyo rol sobre las fibras aferentes de los nociceptores podria ser
mediante la estimulacion de interneuronas inhibitorias locales, o bien directamente

sobre el nociceptor de la segunda neurona aferente (16).
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A partir del andlisis isobologréfico, donde se estudid, la asociacion de
Dexketoprofeno con Tramadol se obtuvo como resultado una interaccion
antinociceptiva de tipo supraditiva o sinérgica, que se observo tanto para la fase |
como para la fase Il. Esto se concluye a partir de la ubicacion del punto
experimental, que esta bajo la linea de aditividad, y se acompafia con indices de
interaccion (l.1.) estadisticamente menores a 1 en ambas fases (fase 1= 0,082; fase
[I= 0,104). El sinergismo producido por estos farmacos, es concordante con la
teoria general de interaccion de drogas, que establece que la combinacién de
farmacos es més efectiva que cuando actian en forma individual ya que tienen
mecanismos de accion analgésicos diferentes por lo tanto, la posiblilidad de que

actuen de forma supraaditiva es mayor (48).

Ademas se debe considerar que, aunque no existe un criterio definitivo que
explique el mecanismo por el cual se produce la sinergia entre farmacos (44), hay
diversas teorias que proponen posibles mecanismos, entre los cuales se pueden
mencionar sus acciones tanto en la periferia como a nivel central, dexketoprofeno
presenta una actividad similar sobre isoenzimas COX-1 y COX-2 en estudios in
vitro , y que puede alcanzar concentraciones suficientes en el SNC para inhibir la
sintesis de PGs a los 20 minutos de administrarlo via oral (9). Otra forma que
explica esta interaccion es la inhibicion que ejercen los agonistas del receptor
MOR, en la sustancia gris periacueductal, sobre interneuronas GABAérgicas que
bloquean ciertas vias de control descendente, la inhibicién de estas neuronas la
vemos mediada por el acido hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE), que se
metaboliza a partir del acido araquiddnico por la enzima lipooxigenasa 12 (LOX-
12). El dexketoprofeno al inhibir COX, aumenta la disponibilidad de &cido
araquidénico para ser utilizado en la via de LOX-12 inhibiendo la liberacién de
GABA.

Este estudio demostro la actividad analgésica de Dexketoprofeno y
Tramadol en ambas fases del ensayo de la formalina orofacial (fase | algésica y

fase Il algésica-inflamatoria), y que la asociacion entre ambos producen un efecto
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supraaditivo o sinérgico. En este caso se ha usado un modelo de dolor animal
explicativo y pre-clinico. El cual pudiese ser un modelo util para evaluar
analgésicos disefiados para su aplicacion clinica paralela en seres humanos, para
el tratamiento del dolor orofacial. Esto da pie e incentivo para la generacion de
futuras investigaciones. Este sinergismo observado al coadministrar
dexketoprofeno y Tramadol, se traduce en la utilidad clinica de que es posible
disminuir la dosis necesaria de cada farmaco. Reduciendo de esta manera los
efectos adversos propios de los AINEs y de un opiode como en este caso el
Tramadol.
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CONCLUSIONES

La administracion intraperitoneal de Tramadol produce una actividad
antinociceptiva dosis dependiente, en el test algesiométrico de la formalina,
tanto en la fase algésica (fase 1) como en la fase algésica-inflamatoria (fase 1)
en raton.

La administracion intraperitoneal de dexketoprofeno produce una actividad
antinociceptiva dosis dependiente, en el test algesiométrico de la formalina,
tanto en la fase algésica (fase |I) como en la fase algésica-inflamatoria (fase 1)
en raton.

La coadministracién intraperitoneal de dexketoprofeno y Tramadol demostro la
existencia de una interaccion de tipo sinérgica entre ambos farmacos tal como
es representado por el isobolograma. Esto puede deberse al diferente
mecanismo de accion de ambos farmacos en la cual la activacion paralela de
diferentes sistemas puede modular una via comun, o bien un compuesto puede
aumentar la afinidad y/o unién del otro.

Al administrar intraperitonealmente la combinacién de dexketoprofeno y
Tramadol en ratén se produce una actividad antinociceptiva dosis dependiente,
en el ensayo de la formalina orofacial, tanto en la primera como en la segunda
fase. Esto sugiere mayor efecto analgésico con menores dosis, disminuyendo
la posibilidad de efectos adversos propios de cada farmaco.

Tramadol posee mayor potencia analgésica que dexketoprofeno tanto en la
fase | (algésica) como en la fase Il (algésica-inflamatoria) en raton.

Las curvas dosis-respuestas de dexketoprofeno y Tramadol no son
estadisticamente paralelas.

Los hallazgos obtenidos no pueden ser extrapolados clinicamente, no
obstante, respaldan futuras investigaciones clinicas que utilicen la combinacion
de ambos farmacos, para el mejor control del dolor orofacial y reduccién de

efectos adversos.
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Anexo 1
Clasificacion de los AINEs, Flores 2005 (47).

INHIBIDORES SELECTIVOS
DE COX-2

GRUPO FARMACOLOGICO

NO ACIDOS

e Sulfoanilidas Nimesulida
e Alcalonas
e Paraaminofenoles

e Coxibs

Celecoxib
Rofecoxib
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