UNIVERSIDAD DE CHILE )
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

“ASOCIACION ANTINOCIOCEPTIVA DE IBUPROFENO CON TRAMADOL EN
DOLOR OROFACIAL EXPERIMENTAL”

Andrea Galvez Neira

TRABAJO DE INVESTIGACION

REQUISITO PARA OPTAR AL TiTULO DE
CIRUJANO-DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL
Prof. Dr. Hugo F. Miranda

TUTOR ASOCIADO
Prof. Dr. Fernando Sierralta

Santiago - Chile
2011



A Francisco Ignacio, gracias por haber sido mi hermano...



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo no es fruto de un simple trabajo individual, sino que es el resultado de

una suma de apoyos y esfuerzos a lo largo de meses.

Doy las gracias...

A todas las personas que, aunque no sean conscientes de ello, han hecho posible
finalizar mi carrera.

A mi amado esposo por su paciencia y comprension.

A mis padres por su apoyo incondicional.

A mis amigos verdaderos que la vida me ha regalado.

A mis tutores, Dr. Hugo Miranda y Dr. Fernando Sierralta.

A los buenos amigos del laboratorio de Farmacologia Sres. José Lopez y
Alejandro Correa.

A la Mati por quererme.



INDICE

RESUMEN ... ..o e e e e e e e e e e e e e e e eansrneeaaaeas 1
INTRODUGCCION ......ocuviiiiiieiete ettt 2
1. 19T ] o PP 3
1.1, DEfiNICION ..o 3
1.2.  Caracteristicas del dolor 2..............coooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
1.3. Factores que modulan el dolor 2 ™0 ..., 4
1.4, ClaSifICACIONT ..........oocviecieeeieeieee e 5
1.4.1.  Segun duracion 0 €VOIUCION............coeiiiiiiiiiiiieee e 5
1.4.2. Segun fisiopatologia U Orgen ... 6
1.4.3. Segun discriminacion espacial............ccooccuuiiiieiiiiiiiiieeee e 6
2. Estructuras centrales y vias del dolor ..., 7
2.1. Vias espinales del dolor™ ™12 e, 9
2.2. Modulacion del dOIOr .........euvviiiiiiiiii e 9
2.3. Neurofisiologia del dolor orofacial.............ccceeiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 11
3. Control farmacoldgico del dolor ............c.cccuuviiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeee e 12
K Tt I © ] o] (o] o /= PSRRI 14
3.1, Tramadol ... 14
3.2. Analgésicos Antiinflamatorios no esteroidales (AINES)........................ 17
3.2.1. IBUPFOfENO . 21
4. Modelos animales de dOIOr ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 23
4.1. Prueba de la formalina orofacial ............ccccoveviiiiiiiii, 24
4.1.1. Interaccion de fArmacosS:.........ueueiiiiiiiiiiiiiiieee e 25
HIPOTESIS ..ottt 26
OBJETIVO GENERAL ......outiiiieee e 26
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 26
MATERIAL Y METODOS ...ttt en e, 26
1. Testde la formalina............ooooiiiiiiie e 28
2. Estudio de la interaccion antinociceptiva ........cccoooooiiiiiiiiiccce, 30
RESULTADOS. ...ttt e ettt e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e s nnnnnneeaeens 32
1. Grup0 CONEIOL ... 32
2. Grupo tratado con tramadol ............ccoooiiiiiiiie e 32
3. Grupo tratado con Ibuprofeno ..........ccccccciiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 34
4. Grupo tratado con la de mezcla tramadol e ibuprofeno....................... 35
5.  Andlisis isobolografico de la interaccién entre tramadol e ibuprofeno..35
DISCUSION ...ttt en e e 37
CONCLUSIONES ..ottt e e e e s e e e e e e e nnnnees 39
SUGERENCIAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e ennnees 40

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coovvoeeeiceeeeeeeeeeeeee e 41



RESUMEN

El dolor dental y en general el de localizacion orofacial, ha sido objeto de
preocupacion desde la antigiedad, y en la actualidad este tipo de dolores sigue
siendo uno de los problemas enfrentados a diario tanto en Medicina como en
Odontologia. Muchas de las dificultades en el manejo de las condiciones de
dolor orofacial agudo y crénico derivan de la falta de conocimiento y
comprension de los mecanismos que subyacen al dolor orofacial, quiza en
parte, debido a la relativa escasez de investigaciones dedicadas a esta regién
comparada con el resto del cuerpo.

El manejo del dolor continta siendo uno de los mayores desafios para la
medicina. Con este fin se han desarrollado una gran variedad de farmacos,
entre los cuales se puede mencionar a los opioides y analgésicos
antiinflamatorios no esteroidales (AINEs). La combinaciéon de analgésicos de
probada eficacia es una estrategia destinada a lograr uno o mas objetivos
terapéuticos, tales como: facilitar el debido cumplimiento del paciente;
simplificar la prescripcion; mejorar la eficacia sin incrementar los efectos
adversos o disminuirlos sin perder eficacia.

En el presente trabajo se evalud la actividad analgésica producida por un
AINE (ibuprofeno) y un opioide (tramadol) mediante el test algesiométrico de la
formalina orofacial. Se utilizaron ratones a los cuales se les inyect6 en el labio
superior 20 pL de una solucién de formalina al 2%, que produce un
comportamiento bifasico: fase | (algésica) y |l (algésica-inflamatoria). La
administracion de ibuprofeno y tramadol indujo analgesia tanto en la fase |
como en la fase Il, siendo mas potente la actividad del tramadol, en ambas
fases. Al coadministrarlo en proporcién 1:1 de sus DEsg se produjo un efecto
sinérgico en ambas etapas del ensayo. Los hallazgos del presente trabajo,
podrian ser de utilidad clinica en el tratamiento farmacoldgico alternativo del

dolor tanto agudo (fase I, del ensayo) como crénico (fase I, del ensayo).



INTRODUCCION

El dolor a través de la historia se ha familiarizado con el quehacer
odontolégico, el cual es considerado como una experiencia subjetiva vy
desagradable, que complementa las experiencias fisicas con la psicoldgicas y
sociales del individuo, resultando una percepcion individual™* 2.

La funcién del dolor en la proteccién del organismo se pone de
manifiesto en que desencadena reacciones e induce comportamiento de
evitacién aprendida que conlleva a una disminucion de la actuacion del agente
causal y de los posibles dafos. Sin embargo, en las enfermedades
inflamatorias, las neuropatias y el cancer, entre otras patologias, el dolor deja
de ser un signo de alerta y pasa a ser uno de los sintomas capitales de la
enfermedad?.

Desde el punto de vista neurofisiolégico, la transmision de informacién
relacionada con el dolor, desde la periferia a la corteza cerebral, depende de la
integracion de la senal en tres niveles del sistema nervioso: la médula espinal,
el tronco encefalico y el telencéfalo. En el cumplimiento de su tarea de
salvaguardar la salud humana, el dolor puede desarrollarse como resultado de
dafio o alteracion a nivel de las neuronas aferentes primarias o surgir
espontaneamente sin estimulo causal aparente®.

La region orofacial es una de las areas mas densamente inervadas del
cuerpo que concentra algunos de los dolores agudos mas comunes, como
aquellos que acompanan los estados patoldgicos de los dientes y estructuras
relacionadas. Es ademas, sitio frecuente de dolor crénico (neuralgia post-
herpética, migrafia) y dolores referidos®.

El manejo del dolor continda siendo uno de los mayores desafios para
las ciencias de la salud. Se han desarrollado para esto una gran variedad de
farmacos, entre los cuales se puede mencionar a los opioides y
antiinflamatorios no esteroidales®.

Los antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), son farmacos capaces de
alterar el curso natural de la respuesta inflamatoria inhibiendo aquellas vias que
generan dolor mas alla del tiempo necesario. Esto lo realizan mediante la
inhibicion de las enzimas ciclooxigenasas, responsables de la formacion de

elementos proinflamatorios a nivel periférico y central.
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Los opioides, son farmacos obtenidos a partir de la morfina. Su
mecanismo de accién difiere de los AINEs en que se unen a receptores
especificos del sistema nervioso central (SNC), inhibiendo asi los impulsos
nociceptivos provenientes del sitio injuriado.

La combinacion de analgésicos de probada eficacia es una estrategia
destinada a lograr uno o mas objetivos terapéuticos, tales como: facilitar el
debido cumplimiento del paciente; simplificar la prescripcion; mejorar la eficacia
sin incrementar los efectos adversos o disminuirlos sin perder eficacia’.

En el presente estudio se evalud la accién de ibuprofeno y tramadol, asi
como su interaccion usando el analisis isobolografico en un modelo de dolor

orofacial experimental.

1. Dolor

1.1.Definicién

El dolor ha sido definido por la Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (IASP), como: “una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada a un dafo tisular existente o potencial, o descrita en términos de ese
dafo”. Esta definicion aceptada de forma universal, considera en primer lugar
que el dolor no es una experiencia puramente nociceptiva (sensorial), sino que
incluye ademas componentes emocionales y subjetivos inseparables de la
sensacion dolorosa; por otra parte, esta definicién evita decir claramente que el
dolor esta producido Unicamente por dafo tisular, pudiendo aparecer sin causa
somatica que lo justifique®.

Nocicepcion es el proceso por el cual la intensidad térmica, mecanica,
o estimulos quimicos son detectados por una subpoblacién de fibras nerviosas

periféricas, llamadas nociceptoresg.

1.2.Caracteristicas del dolor %™

Segun las caracteristicas del dolor se puede conocer su origen o
etiologia y por lo tanto su diagndstico, su prondstico y tratamiento. Estas

caracteristicas son:

e Localizacion: el dolor puede ser localizado a un segmento corporal o

generalizado.



o Tipo o caracter: punzante, opresivo, lacerante, célico, etc.

e Duracion: el tiempo que transcurre desde su aparicion.

e Evolucién: como se desarrolla en el tiempo.

o Frecuencia: es el numero de veces que ha ocurrido el dolor de similares
caracteristicas en un tiempo determinado.

« Intensidad: cuantificar el dolor.

e Irradiacion: es el trayecto que recorre el dolor desde su localizacién
original hasta otro lugar.

« Sintomas acompafantes: como nauseas, vomitos, diarrea, fiebre,
tembilor, etc.

« Signos acompanantes: como sudoracion, palidez, escalofrios, trastornos
neurologicos, etc.

o Factores agravantes: son los factores que aumentan el dolor; por
ejemplo: tras la ingesta, determinados movimientos, etc.

o Factores atenuantes: son los factores que disminuyen el dolor; por

ejemplo: el descanso, posiciones corporales, medicacion utilizada, etc.

1.3.Factores que modulan el dolor '

Existen multiples factores psicologicos y fisicos que modifican la
percepcion sensorial del dolor, unas veces amplificandola y otras veces

disminuyéndola.

o Personalidad: estado de animo, expectativas de la persona, ansiedad,
miedo, enfado, frustracion.

e Momento o situacion de la vida en la que se produce el dolor.

e Relacién con otras personas, como familiares, amigos y compafieros de
trabajo.

e Sexoy edad.

e Dolores previos y aprendizaje de experiencias previas.

¢ Nivel intelectual, cultura y educacion.

e Ambiente: ciertos lugares (ruidosos, iluminacion intensa), tienden a

exacerbar algunos dolores (cefaleas).



Actualmente se entiende dolor como la integracién de tres componentes:?

a. El componente sensitivo, que hace referencia al impulso desencadenado
desde los receptores periféricos de dolor.

b. El componente cognitivo, que se relaciona con el aprendizaje cultural,
entorno social y experiencias previas respecto al dolor.

c. El componente emotivo-afectivo, que hace referencia a las emociones frente
a un impulso doloroso y la manera en que éstas puedan influir en la

interpretacion del mismo.
1.4.Clasificaciéon?
El dolor se puede clasificar segun diversos criterios:
1.4.1. Segun duracion o evolucion

a) Dolor Agudo:

Es producido por un dafo tisular importante y su duraciéon depende del
lapso estimado como suficiente para que los tejidos sanen. Segun el comité de
taxonomia de las algias de la Asociacion Internacional del Estudio del Dolor
(IASP) propone un tiempo de 3 meses. El dolor agudo constituye un
mecanismo fisioldégico util, necesario y protector, puesto que evita que nos
expongamos a estimulos daninos mediante reflejos de proteccién limitando el
dafio e iniciando los procesos de reparacion. Este es el dolor observado
después de un trauma, intervenciones quirurgicas y en algunas enfermedades.
b) Dolor crénico:

Se observa la persistencia del dolor aun después de que se ha reparado
el tejido danado. El dolor cronico puede ser debido a la persistencia en la
estimulacién de los nociceptores en areas donde ha ocurrido dano tisular en
ausencia del estimulo desencadenante. En la mayoria de los casos, se le
atribuyen causas de tipo neurolégica, endocrina e inclusive genética. Carece de

propiedades biolégicas reparadoras.



1.4.2. Segun fisiopatologia u origen

a) Dolor somatico o nociceptivo:

Es aquel que aparece cuando un estimulo potencialmente dafino para la
integridad fisica excita los receptores nociceptivos de la piel, musculos o
articulaciones. Es habitualmente bien localizado y el paciente no tiene grandes
dificultades en describirlo.

b) Dolor neuropatico:

Es el resultado de lesiones o alteraciones crénicas en vias nerviosas
periféricas o0 centrales. Se produce por anomalias funcionales
(desaferenciacion, irritacion o defecto de inhibicién del sistema nervioso) o
estructurales del mecanismo de informacion/transmisiéon o codificacion del
dolor, lo que ocasiona descargas espontdneas y paroxisticas que son
interpretadas como dolor.

Puede desarrollarse y persistir en ausencia de estimulo nocivo evidente,
e involucrar al sistema nervioso central.

c) Dolor psicégeno:

No resulta de una estimulacién nociceptiva ni de una alteracion neuronal,
sino de causa psiquica (depresion, ansiedad, hipocondria) o de la
intensificacion psicogena de un dolor organico, ya que si bien el dafio estuvo o
esta presente, el problema central es la amplificacion y distorsién de esos
impulsos periféricos por el estado psicologico.

d) Dolor visceral:

El dolor visceral es producto de la estimulacion de receptores de dolor
que inervan estructuras viscerales tales como intestinos, érganos internos, etc.
Clasicamente es referido por el paciente como un dolor inespecifico de

localizacion difusa, mal definido.
1.4.3. Segun discriminacion espacial
a) Dolor epicritico:

Su localizacién es precisa dentro de un campo receptivo, de facil

discriminacion. El paciente lo refiere habitualmente como punzante, lancinante,
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fulgurante, etc. Durante el trayecto hacia el SNC, los impulsos viajan por una
sola via preestablecida sin la emision de impulsos paralelos.

b) Dolor protopatico:

Corresponde a un dolor difuso, mal localizado y relatado por los
pacientes como un dolor sordo que abarca extensiones anatomicas mayores
que el dolor epicritico. Durante el trayecto al SNC, los impulsos pueden
hacerse divergentes por emision de vias colaterales o recibir aferencias de

neuronas de otros dermatomas, dando lugar al dolor referido.

2. Estructuras centrales y vias del dolor

Son muy variadas las estructuras nerviosas que participan en la
percepcion de la experiencia dolorosa. Existen niveles de integracion, donde la
informacion nociceptiva es procesada de forma organizada y sometida a control
de los sistemas individuales. Los eventos generados entre el sitio activo del
tejido dafnado y la percepcién de dicho dano se denominan nocicepcién y este
mecanismo puede ser graficado como una cadena de tres neuronas'" "%

e Neurona de primer orden, que se origina en la periferia, lugar donde se
encuentra el nociceptor. Desde aqui se proyecta a la médula espinal.

¢ Neurona de segundo orden, que asciende a través del asta posterior de
la médula espinal.

¢ Neurona de tercer orden, que se proyecta a la corteza cerebral.

Los axones aferentes de las neuronas nociceptoras hacen sinapsis
preferentemente en esta area de la médula, que se subdivide en 6 capas
diferenciadas: las laminas de Rexed, | a VI. Los distintos tipos de nociceptores,
con sensibilidades diferentes, hacen sinapsis en laminas distintas (ver Figura
1).

Las laminas | (zona marginal) y Il (sustancia gelatinosa) reciben los
axones aferentes de los nociceptores periféricos, sobre todo fibras C y Ad. La
mayor parte de las neuronas de la lamina | reciben sélo estimulos nocivos, por
lo que se denominan "nociceptores especificos", y se proyectan después sobre
los centros superiores del SNC. Sin embargo, las neuronas de amplia gama
dinamica (WDR, por wide dynamic range) responden de manera progresiva,
primero a estimulos no nocivos de baja intensidad, que se convierten en

nocivos cuando la intensidad aumenta. La lamina |l contiene casi
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exclusivamente interneuronas reguladoras, que modulan la intensidad de los
estimulos tanto nocivos como no nocivos, y funcionan como filtros de las
senales que pasan de la periferia al cerebro.

Las laminas Ill y IV (nucleo propio) reciben axones aferentes de
receptores no nocivos AB. Estas neuronas reciben por tanto estimulos no
nocivos de la periferia y tienen campos receptivos pequefios, organizados de
forma topografica.

La lamina V contiene fundamentalmente neuronas WDR que proyectan
hacia el tronco cerebral y ciertas regiones del talamo. Reciben fibras de tipo C,
Ad y AB, en muchos casos procedentes de estructuras viscerales. Puesto que
en la lamina V convergen aferencias somaticas y viscerales, ello podria explicar
el fendmeno del dolor referido, una situacién frecuente en clinica, en la que el
dolor asociado a una lesidon en una viscera se detecta de manera reproducible
de un individuo a otro en una zona de la superficie corporal.

La ldamina VI (nudcleo dorsal) esta implicada en la propiocepcion

inconsciente.

VI Base del asta dorsal

Figura 1.Patron de terminacion laminar de terminales sensoriales

primarios en asta dorsal?

A este nivel, las interneuronas (neurona de segundo orden), son
encargadas de modular las sinapsis. Una vez realizada la sinapsis con la
segunda neurona de la raiz posterior medular, la fibra se cruza en la comisura
blanca anterior (en el 90% de los casos el axén de la segunda neurona decusa

la linea media), para formar las vias espinales del dolor, que ascienden hacia
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las estructuras cerebrales llegando al talamo, especificamente al nucleo ventro-
postero-medial (NVPM). Aqui parte la tercera gran neurona, que puede
proyectar a distintas partes: corteza somato sensitiva, sistema limbico, sistema
auténomo, etc; dando como resultado las diferentes caracteristicas de la

experiencia dolorosa'®'* 1%,

2.1.Vias espinales del dolor™'*™

Las principales vias implicadas en la transmision del dolor son:

e La via que comunica la médula espinal con la corteza cerebral: el haz o
tracto espinotalamico (STT) o via anterolateral, implicada en Ia
percepcion y en las reacciones conscientes en respuesta a una
sensacion dolorosa; contiene axones procedentes de los siguientes tipos
de neuronas:

o 75% neuronas nociceptivas de amplia gama dinamica (WDR) de
la ldmina V.

o 25% neuronas nociceptivas especificas de la lamina I.

o Neuronas no nociceptivas AR y Ad.

e Los haces espinoparabraquial amigdalino (SPA) y espinoparabraquial
hipotalamico (SPH), relacionados con las reacciones subcorticales al
dolor (sin intervencion de la corteza cerebral); ambos haces estan
constituidos casi exclusivamente por axones provenientes de

nociceptores especificos de la lamina I.

2.2.Modulacioén del dolor

Las neuronas que conforman las vias descendentes se comunican y
ejercen su rol modulador sobre neuronas que pueden ser serotonérgicas,
noradrenérgicas y, con menor importancia, dopaminérgicas, a través de la
secrecidn de multiples neurotransmisores y neuromoduladores presentes en el
asta dorsal ya sea en terminales aferentes primarios, en interneuronas y/o

neuronas de proyeccion supramedularm.
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corteza

sistema

limbico  modulacién
télamo descendente

Substancia gris

BULBO

haz espino-
taldmico

fibras aferentes
primarias

MEDULA

Figura 2. Vias ascendentes, descendentes y modulacion del dolor (Adaptado

de Bonica)?

Desde los centros superiores, las vias descendentes realizan sinapsis en
otros centros de control del dolor que van desde la corteza cerebral hacia la
médula espinal participando en forma determinante en la modulacion del dolor
16

Las neuronas de la sustancia gris periventricular (SGPV) vy
periacueductal (SGPA) del cerebro medio hacen conexiones excitatorias en la
médula rostro ventral (MRV) incluyendo al nucleo serotoninérgico del Rafe
Magno (NRM) y al nucleo reticularis paragigantus celuraris. Las neuronas del
MVR hacen sinapsis inhibitorias con la lamina I, Il, V del asta dorsal, sitios de
terminacién de las fibras aferentes primarias nociceptivas. La estimulacion de
las fibras MVR inhiben a las neuronas adrenérgicas, incluyendo a las del tracto
espinotaldamico, que responden a la estimulacion nociceptiva. Los circuitos
locales de la médula espinal modulan las acciones descendentes. Un esquema
de esta modulacion se muestra en la Figura 2.

Por otra parte, en la SGPA se localiza una red inhibitoria GABAérgica
activa, que cuando se genera un estimulo nociceptivo, se produce una
inhibiciéon de este sistema, activandose la via excitatoria del glutamato en la
SGPA, estimulando al NRM liberando serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y
encefalinas. Estos actian directamente en la médula espinal bloqueando la

transmision de estimulos nocivos; se ha podido identificar en este proceso a
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receptores serotonérgicos (5-HT1a, 5-HT1b, 5-HT3) adrenérgicos (02) y
opioides: MOR (u), DOR (8), KOR (k). Recientemente se han identificado dos
tipos de células participantes en los mecanismos descendentes en el NRM,
éstas son: células de encendido (on) y de apagado (off), las que excitan o

inhiben respectivamente a las aferencias nociceptivas'®.

2.3.Neurofisiologia del dolor orofacial

Para que el organismo genere una respuesta dolorosa se necesita de la
participacion de un sinnumero de redes de vias neuronales, de
neurotransmisores y de centros de integracién de informacién y generacion de
la respuesta®'?,

La regién orofacial es una de las mas sensibles, por estar ricamente
inervada y con mayor representacion y diversificacion de receptores. Es
menester del odontélogo conocer cuales son los mecanismos involucrados en
la nocicepcion de esta zona, ya que la gran mayoria de los pacientes presenta
dolor (de diversa etiologia) cuando va a consultar. El principal nervio que esta a
cargo de esta region es el trigémino (V par), el cual emerge en la superficie
mediolateral de la protuberancia, como una raiz sensitiva grande y una raiz
motora pequefa. Se divide en 3 ramas: la oftdlmica, maxilar y mandibular, las
que emergen del craneo por la cisura orbitaria superior, el agujero redondo y el
agujero oval respectivamente.

Al percibir un estimulo nocivo se activan los nociceptores de algunas de
las fibras Ad y C, las que van a llevar la informacion dolorosa hacia el SNC,
pasando previamente por el ganglio de Gasser, de donde sale otro axén que se
proyecta ipsilateralmente hacia el tronco cerebral, para hacer sinapsis con
neuronas de segundo orden del complejo nuclear sensorial trigeminal. Este
complejo esta formado por los nucleos sensitivo principal, mesencefalico y el
espinal trigeminal (dividido en nucleo oral, interpolar y caudal). Luego, estas
fibras ascienden por el tracto trigeminotalamico anterior hacia el talamo, para
hacer sinapsis con la neurona de tercer orden, cuyo soma se ubica en el nucleo
ventral posteromedial del talamo (relacionado con localizacién y discriminacion
del dolor), que van a ascender a través del brazo posterior de la capsula interna
para terminar en el tercio inferior de la circunvolucion poscentral, en la corteza

cerebral ipsilateral (ver Figura 3). EI componente afectivo del dolor estaria



12

relacionado con neuronas nociceptivas presentes en los nucleos mas mediales

del talamo'” 8.

encafalicn

Figura 3. Esquema de la via somatosensorial trigeminal (modificado de
Sessle)'’

Ahora, los mecanismos neuroquimicos involucrados son variados y se
encuentra a una gran cantidad de sustancias: neuropéptidos (sustancia P),
otros neuroquimicos endogenos, como somatostatina, CGRP, ATP, péptidos
opiaceos, factores de crecimiento, etc. Las vias inhibitorias descendentes

juegan el mismo papel que en el resto del cuerpo®.

3. Control farmacolégico del dolor

Existe una amplia gama de farmacos terapéuticos capaces de inducir
efectos selectivos en la inhibicion de la neurotransmision dolorosa, éstos
difieren tanto en su composicion quimica, como en la via de administracion que
se utiliza. Dependiendo de su naturaleza quimica, pueden actuar sélo en 3
niveles:
1) Conduccién del estimulo doloroso: en este caso pueden verse afectadas las
membranas depolarizables de las neuronas, ya que se inhibe de manera
reversible la conduccion del potencial de accidon que se propaga por éstas.
Como ejemplo podemos nombrar a los anestésicos locales?.
2) Nivel Central: existen farmacos que actuan en receptores enddgenos

especificos en el sistema nervioso, y participan del control descendente del
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dolor. Estos son los opiodes o analgésicos opiaceos, antiguamente conocidos
como narcoticos, pueden ser farmacos naturales o sintéticos que derivan del
opio (de la adormidera Papaver somniferum) y que se caracterizan por deprimir
la transmision nerviosa (por inhibicion de la adenililciclasa, apertura de canales
de K+ y cierre de canales de Ca+2) y por ende los cuadros dolorosos, ya que
éstos se expresan en la mayoria de las areas donde se procesa el dolor en el
SNC™.
3) Nivel Periférico: la respuesta local es controlada en el sitio especifico de la
injuria, para disminuir las sefiales de dolor que se dirigen al SNC; control que
es ejercido por 2 tipos de farmacos: los antiinflamatorios esteroidales o
corticoides y antiinflamatorios no esteroidales o AINEs (seran vistos mas
adelante).

En el caso de los corticoides, a partir del esteroide natural cortisol se han
obtenido numerosos derivados sintéticos, dando origen a estos farmacos
(hidrocortisona, betametasona, prednisona, beclometasona, fluticasona, etc),
altamente utilizados en medicina, por ser la inflamaciéon crénica un proceso
patologico comun a muchas patologias de diversas etiologias.

Los efectos antiinflamatorios e inmunosupresores, son sus principales
usos "farmacoldgicos", debido a la multiplicidad de efectos celulares que
poseen'®.

Sin embargo, también se debe mencionar que existen otro tipo de
farmacos, como los a-adrenérgicos, anestésicos locales, colinérgicos,
nitridérgicos, serotoneérgicos, antidepresivos, anticonvulsivante y
cannabinoides, entre otros, que ejercen su funcidn en receptores que son
expresados pre y post-sinapticamente en neuronas a nivel espinal y
supraespinal  (a-adrenérgicos, serotonérgicos 'y  muscarinicos), ya
mencionados®® ?'.

A lo largo de los decenios, los farmacos AINEs y los opiodes han sido
los farmacos mas comunmente utilizados en el manejo del dolor agudo y

crénico®?.
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3.1.Opioides

Existe registro del uso de la morfina, en forma de opio, en los papiros del
antiguo Egipto que datan hace mas de 4.000 afios. Ya en el siglo pasado, se
logra aislar la morfina de entre el conjunto de alcaloides que componen el opio.
La morfina es un derivado fenantrénico, estructurado en un ndcleo morfinano
tetraciclico. Su disposicién quimica ha permitido que la industria farmacéutica
lograra manipular algunos grupos terminales de ciertos carbonos para asi
obtener semisintéticos cuyas caracteristicas especificas la hace util en clinica.
Se destaca el hidroxilo fendlico en el carbono 3, el hidroxilo alcohdlico en el
carbono 6, el doble enlace entre los carbonos 7 y 8 y el metilo (CH3) en el
nitrogeno terciario, es en estos puntos donde se introducen las sustituciones. Al
suplir el grupo OH del carbono 3 por OCHj, se obtiene un derivado de la
morfina llamado codeina.

En 1962 fue sintetizado por primera vez un analgésico de accion central

relacionado estructuralmente con la codeina y la morfina llamado tramadol

(ver Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica de opioides.

3.1.1. Tramadol

El tramadol es un analogo sintético de 4 —fenilpiperidina de codeina.
Tiene actividad agonista en los receptores opioides, sin actividad antagonica. Al
igual que la codeina, tiene una sustitucion de metilo en fenol del resto de la
estructura de la morfina, lo que explica su afinidad relativamente débil de
receptores opioides. Inicialmente se pensaba que el tramadol carecia de

selectividad para receptores opioides MOR(u), KOR (k), o DOR (&), pero
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recientemente fue encontrada selectividad en el receptor MOR. La afinidad del
tramadol para receptores MOR es 10 veces menor que la codeina, 60 veces
menor que el propoxifeno, 1000 veces menor que la metadona, y 6000 veces
menor que la morfina. EI metabolito O-desmetilado del tramadol (M1) tiene de 2
a 4 veces la potencia analgésica del compuesto original y de 4 a 200 veces
mayor afinidad por los receptores MOR- que el compuesto de origen. Tramadol
inhibe la recaptacion de norepinefrina y serotonina, aumentando asi las
concentraciones de estos dos neurotransmisores en el sistema nervioso central
(SNC). Esta dualidad de accion ha llevado a la FDA a clasificarla como un
analgésico opioide no tradicional o atipico. La norepinefrina enddgena y
serotonina estan implicados en la modulacién descendente del dolor, donde
pueden mediar en el efecto analgésico de tramadol. Tramadol existe como una
mezcla racémica. Hay diferencias en los opioides de union al receptor, la
inhibicion de la recaptacion de monoaminas y el metabolismo entre los dos
enantiomeros. El S(+) enantiomero tiene mayor afinidad para MOR-receptores
y preferentemente inhibe la captacion de serotonina y mejora la liberacion de
serotonina. ElI R(-) enantiomero preferentemente inhibe la recaptacién de la
noradrenalina, y consecuente estimulaciéon de los receptores a2-adrenérgicos.
La droga es comercializada como el racemato del isbmero trans, ya que esta
formulacion es mas potente que cualquier enantiémero?>.

El R(+) tramadol y el metabolito (+)-O-desmetil-tramadol son agonistas
del receptor MOR. Ademas R(+) tramadol inhibe la recaptacién de serotonina y
de noradrenalina, mientras que el S(-) tramadol inhibe la recaptacion de
noradrenalina pero es 10 veces mas potente que su R(+) enantiémero?.
Cuando se administra en forma oral, la absorcion de tramadol es casi completa
(100%) después de un tiempo de latencia que varia entre 12 y 30 minutos
dependiendo si se administra en gotas o capsulas respectivamente.

Es rapidamente distribuido en el cuerpo, con una vida media de 6
minutos en la primera fase, seguida de una segunda fase de distribucion lenta
con una vida media de 1.7 horas. En modelos de roedor se ha visto una
distribucion particular en pulmones, bazo, higado, rinones y cerebro.

La biodisponibilidad del farmaco disminuye a un 70%, hecho que se atribuye al
primer paso hepatico. El tramadol es metabolizado en el higado donde ocurren
reacciones fase | (N-desmetilacion u O-desmetilacién) y fase Il (conjugacion) lo

que deriva en diversos metabolitos siendo los mas importantes (+)-O-desmetil-
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tramadol quien es metabolizado por el complejo de los citocromos,
especialmente el P450 (CYP) 2D6. El metabolito (+)-O-desmetil-tramadol es el
agonista con mayor afinidad por el receptor MOR, mostrando tener una afinidad
de 700 veces la del compuesto racémico, por lo que se le atribuye el efecto
opioide del farmaco. Se conocen alrededor de 30 productos de la
metabolizacion del tramadol y aunque experimentalmente se ha comprobado
que algunos de ellos tendrian mayor potencia, se han descartado debido a que
sus caracteristicas farmacodinamicas (liposolubilidad, polaridad) la hacen
inviable a nivel central®®. EI 90% de la eliminacién del tramadol ocurre a través
del sistema renal, el resto es encontrado en las heces, vias biliares y en la
saliva®.

Entre las principales reacciones adversas (RAM) a considerar en el uso
de tramadol estan las nauseas y vomitos. Estos efectos se deben a la accion
de tramadol sobre el receptor MOR. A diferencia de otros farmacos opiodes, el
tramadol no tiene efectos clinicamente relevantes sobre la respiracion, esta
asociado con una baja incidencia a la constipacidén ya que a pesar de su actuar
a nivel del receptor MOR y del incremento de los niveles de noradrenalina, los
mayores causantes del estrefimiento,son contrarestados parcialmente por el
aumento de los niveles de serotonina en el sistema nervioso y a nivel intestinal
provocando el aumento del transito gastrointestinal explicando asi la baja
incidencia a la constipacién%. Ademas, muestra efectos positivos en el sistema
inmune y tiene un bajo potencial de abuso y dependencia®’.

El tramadol puede ser recomendado como un analgésico base en el
tratamiento del dolor agudo de intensidad moderada a severa, es
particularmente util en pacientes con una pobre funciéon cardiopulmonar,
incluido en los ancianos, obesos, fumadores y después de una cirugia de térax
o0 de abdomen alto; en situaciones en que se incrementa el riesgo de depresion
respiratoria, incluido el dolor de parto, cirugias pediatricas, etc. Su uso es
habitual posterior a cirugias, exodoncias de terceros molares, etc.

Tramadol también puede ser recomendado en el tratamiento del dolor
cronico de origen no maligno, como osteoartritis o dolor neuropatico. Ademas,
es frecuente administrarlo asociado a AINEs con el fin de disminuir las dosis y
en paralelo sus RAMs. En la actualidad existen preparados de asociaciones de
tramadol con inhibidores de la COX como dipirona, paracetamol, ibuprofeno y

ketorolaco?’. De hecho se han realizado andlisis de la interaccién analgésica
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entre tramadol y ketorolaco en ratas con artritis cuyos resultados indican un

sinergismo al ser utilizado en combinacién®’.

3.2.Analgésicos Antiinflamatorios no esteroidales (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroidales corresponden a un grupo muy
diverso de sustancias que en su mayoria son acidos organicos débiles
derivados en general de los acidos carboxilico y endlico. Sin embargo, la sigla
de AINEs se debe por tener un mecanismo de accidbn comun capaz de
entregarles ciertas caracteristicas terapéuticas y efectos adversos que les

son similares 2% 2°,

Por lo general son facilmente absorbidos desde el tracto gastrointestinal
superior, sin embargo existen algunos factores capaces de intervenir en este
proceso. Entre los mas importantes tenemos: motilidad gastrointestinal, ph
intragastrico, presencia de alimento, lesiones patologicas y concentracion de
la droga. La clasica distribucion de los AINEs es extracelular, y al ser acidos
débiles, tienden a penetrar el medioambiente acido de los tejidos dafiados e

inflamados, lo que podria expandir su volumen de distribucién aparente.

Como grupo, los AINEs tienen la caracteristica de unirse en una alta
proporcién (90%) a proteinas plasmaticas, ademas si la afinidad por proteinas
es particularmente grande para una droga, la farmacocinética de eliminacion
se ve prolongada. El metabolismo de los AINEs generalmente es hepatico y
mediado por el sistema de oxidacién, siendo también comunes las reacciones
de conjugacion, existiendo diferencias entre AINEs para las distintas
especies. La excrecién es principalmente renal via filtracion glomerular y
secrecion tubular, pero también es posible la eliminacién biliar de conjugados.
La velocidad de excrecién renal es dependiente del ph, y la secrecién tubular
puede ser inhibida competitivamente por otros acidos débiles. De todas las
drogas usadas en animales, la mayor diferencia entre todas las especies se
encuentra en la farmacocinética de eliminacion de los AINEs. Esta diferencia
hace de la extrapolacion interespecies una situacion extremadamente
peligrosa puesto que la acumulacion de AINEs en los tejidos puede resultar

francamente toxica y potencialmente fatal. El ejemplo clasico de este
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fendmeno es la vida media plasmatica de la aspirina (caballo: 1 hora, perro: 8
horas, gato: 38 horas)®.

Los AINEs han asumido un rol farmacolégico importante en el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias, ya que afectan a la mayoria de
las situaciones que tiene en comun un proceso inflamatorio producto de la
fagocitosis, liberacibn enzimatica lisosomal, estimulos de quimiotaxis,
activacién de la coagulacioén, procesos fibrinoliticos, quininas y la cascada de la
coagulacion, entre otras®'.

La mayoria de los AINEs ademas de tener poder antiinflamatorio
ostentan otras caracteristicas como son la accidn analgésica y algunos
antipirética. Estas cualidades que poseen los AINEs resulta de su capacidad de
inhibir a un tipo especifico de enzimas llamadas ciclooxigenasas (COXs).

Toda membrana celular esta constituida por fosfolipidos los cuales al ser
degradados por la enzima fosfolipasa A2 dan origen al acido araquidénico (AA),
este compuesto es sometido a conversidn por dos tipos de enzimas, las
lipooxigenasas (LOXs) y las ciclooxigenasas (COXs). En este estudio se
analizara el camino que sigue la degradacion del AA producto de la accion de
las COXs. Las COXs convierten a los AA en prostaglandina H2 (PGH2), las
cuales posteriormente se transforman por la prostaglandina sintasa en variados
productos pertenecientes al grupo de los eicosanoides, llamados prostanoides
como las prostaglandinas (PG), tromboxanos y prostaciclinas las cuales juegan
un rol principal en la homeostasis celular como también en la mediacion de la

32,33, 34

respuesta inflamatoria .(ver Figura 5).
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De acuerdo a los resultados de las ultimas investigaciones, se sabe que
existen por lo menos 3 tipos de isoformas de enzimas, COX-1, COX-2 y COX-
3. La COX-1 es reconocida como una enzima “constitutiva” responsable de la
sintesis de prostanoides en cantidades fisiolégicas, por ende, la preservacion
de la regulacion de los prostanoides mantiene la homeostasis en el organismo.
Elementalmente se encuentra expresada en casi todas las células®*®. La COX-2
se encuentra expresada en forma constitutiva en varios tipos de células, pero
su concentraciéon aumenta hasta 20 veces en células efectoras de la respuesta
inflamatoria ante un estimulo nocivo, como los lipopolisacaridos y citoquinasss.
Por ello se le ha llamado también enzima “inducible”®?. La COX-3 o como
algunos autores la llaman COX-1b es la enzima construida a partir del gen de
la COX-1 pero incluye el intron1 del ARN, por lo que su secuencia aumenta
entre 30 y 34 aminoacidos. Se encuentra presente en el SNC casi
exclusivamente en el encéfalo y su accion es analgésica y antipirética al actuar
sobre el hipotalamo también se han encontrado en el corazén®*%. Al incorporar
los AINE’s como terapia farmacoldgica, estamos inhibiendo la sintesis de
prostanoides a la espera de obtener una modulacién del dolor y del efecto
antiinflamatorio y antipirético, sin embargo esta indiscriminada abolicion es la
principal causa de una serie de graves efectos secundarios ya que se produce
una alteracién de diversas funciones fisiolégicas, como la autorregulacion de la
perfusion del rifdn, proteccion gastrointestinal, implantacion del o6vulo,
mantenimiento del embarazo, regulacion de la funcién plaquetaria, resistencia
vascular, etc., es por esto que se ha utilizado como uno de los principales
criterios de clasificacién de los AINES, su capacidad de inhibir selectiva o no

selectivamente a las COXs.
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Los AINEs se pueden clasificar, de acuerdo a Warner y Mitchell*?, en:

Tipo estructural

Inhibidores No selectivos COXs

Alcalinas

nabumetona.

Derivados del acido antranilico

ac. mefenamico, ac. Meclofenamico

Derivados del acido propiénico

ketoprofeno, ibuprofeno, naproxeno

Di-aril-heterociclicos

SC560

Derivados de acido endlicos

piroxicam, tenoxicam, fenilbutazona

Derivados del acido hetero-aril-

acético

diclofenaco, ketorolaco, tolmetin

Derivados del acido indolacético

indometacina, sulindaco

Derivados del para-amino-fenol

Acetaminofeno

Derivados del acido salicilico

aspirina, diflunisal, sulfasalazina

Tipo estructural

Inhibidores selectivos COX2

Derivados del acido antranilico

ésteres y amidas del

meclofenamato

Di-aril-heterociclicos

celecoxib, etoricoxib, parecoxib,

rofecoxib, valdecoxib

Derivados de acido endlicos meloxicam.
Derivados del acido hetero-aril-
acético Lumiracoxib

Derivados del acido indolacético

etodolaco, ésteres y amidas

de indometacina

Derivados del acido salicilico

APHS.

Di-ter-butil fenoles

Darbufelona

Sulfanilidas

nimesulida, flosulida

Si bien es cierto el efecto analgésico de los AINEs se explica en gran

medida por su mecanismo de accion comun de inhibir las COXs, esta inhibicién

no es suficiente para explicar la eficacia de estos agentes en multiples modelos

de dolor agudo donde no existe inflamacién®. Junto con lo anterior, un gran

numero de ensayos sugieren que los AINEs ejercen antinocicepcion al

interactuar con neuronas periféricas o centrales involucradas en la transmisién
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de sefales nociceptivas. Es asi como existen trabajos que relacionan al
sistema colinérgico, mediante el uso de agonistas y antagonistas, con la
actividad antinociceptiva de AINEs. Los resultados de dichos estudios
proponen que los AINEs aumentarian las concentraciones de acetilcolina tanto
a nivel espinal como supraespinal, lo cual seria en parte responsable de su

efecto antinociceptivo?'?’.

El incremento de sustancias antagonistas del
receptor NMDA a nivel espinal y diencefalico podrian contribuir al efecto

analgésico de los AINEs®®.

El AINE a analizar en este estudio es un derivado del acido propiénico y

es un inhibidor no selectivo de la COX: ibuprofeno.

3.2.1. Ibuprofeno

Es uno de los analgésicos, antinflamatorios, antipiréticos mas utilizados
en la actualidad. Siendo de los farmacos sin prescripcion, menos téxico al

compararlo con aspirina®.

Fue desarrollado como una droga antirreumatica en 1960*°. Es un
farmaco cuyos efectos analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios hace que
se encuentre disponible en varios paises. Es un AINE racémico, es decir, esta
compuesto por sus 2 enantiomeros, S-(+)-ibuprofeno y R-(-)-ibuprofeno, en
forma equitativa en la mezcla. Es una estructura quiral del acido 2-
arilpropionico. La quiralidad se da cuando las moléculas adoptan
configuraciones asimétricas de modo que no pueden superponerse y coincidir
con su imagen especular‘”. Cada enantiomero de un farmaco quiral, le confiere
a éste caracteristicas farmacodinamicas y farmacocinéticas distintas (ver

Figura 6).
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Figura 6. Estereoquimica del ibuprofeno

Es un potente inhibidor de la sintesis de prostaglandinas con su
enantiomero S-(+)-ibuprofeno quien posee la mayor actividad farmacoldgica
(eutémero). El R-(-)-ibuprofeno (distbmero) es considerado por algunos autores
como inutil y potencialmente nocivo, sin embargo, también actua como una pro-
droga porque sufre una bioinversion al S-(+)-enantiémero. Este ultimo ha sido
reportado como 160 veces mas potente que el enantidmero R-(-)-ibuprofeno
inhibiendo la sintesis de prostaglandinas in vitro*®. El ibuprofeno racémico tiene
la mitad de la potencia que el S-(+)-ibuprofeno en la inhibicién de la agregacién
plaguetaria y en la formacién de tromboxano. Al igual que otros AINEs, el
ibuprofeno presenta enantioselectividad en accion y en disposicion.

El ibuprofeno tiene una unién a las proteinas plasmaticas (PP) mayor al
98% en concentraciones terapéuticas. Estudios sugieren que existe una
estereoselectividad de la unién a las PP y que hay por lo menos 3 sitios de
unién con diferentes enantioselectividades. Estudios subsecuentes demuestran
que el R-(-) y el S-(+)-ibuprofeno tendrian en comun 1 sitio de unién a las PP y
que el S-(+)-ibuprofeno tendria a lo menos otro sitio de unién mayor*°.

Ambos enantidmeros del ibuprofeno son sometidos a un metabolismo

hepatico dividido en una fase | oxidativa catalizado por el complejo del
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citocromo P450 (CYP) en especial el CYP2C8 y CYP2C9 siendo este ultimo el
mas importante para formar metabolitos hidrogenados y carboxilados. Luego
pueden ser conjugados con acido glucordnico para producir los metabolitos de
la fase Il. Existe una substancial bioinversion unidireccional, es decir,
transformacion del enantidmero (R) en el enantiomero (S) en humanos. El R(-)
es primero convertido a un tioester coenzima A, el cual posteriormente se sufre
de racemizacion y de hidrolisis para producir una mezcla de R(-) y de S(+).
Mientras que el S(+) original no es sustrato para la enzima acetil-CoA-sintetasa
por lo que no puede sufrir de bioinversion*?. Todo esto se evidencia al registrar
las cantidades del eutdmero en la orina 0 heces ya que es por aqui por donde
se excreta*®*. Aunque existe ademas una posibilidad de excretarse dentro de
la leche materna.

Las reacciones adversas mas importantes asociadas al uso de
ibuprofeno, son aquellas derivadas de la inhibicidon de la sintesis de PGs en el
sistema gastrointestinal, pudiendo provocar Ulceras, sangramiento u
perforaciones en el estdmago e intestino. También puede causar falla renal y

asma®°.
4. Modelos animales de dolor

A través de los modelos animales de dolor las investigaciones han
avanzado mucho en los ultimos afios en su intento de conocer a fondo los
mecanismos de la nocicepcién. La ausencia de comunicacion verbal en los
animales es claramente, un obstaculo para la evaluacion del dolor. A raiz de
esto, no podemos conocer las sensaciones de un animal, y por tanto, sélo
podremos estudiar sus reacciones de comportamiento ante los estimulos
nocivos de naturaleza diversa'.

Zimmermann, reinterpreté la definicién de dolor de la IASP para que
pueda ser aplicada en animales. Asi, el dolor en animales seria: “Una
experiencia sensorial aversiva causada por una lesion real o potencial que
produce reacciones motoras y vegetativas progresivas, desencadena un
comportamiento aprendido de evitacién y puede modificar comportamientos
especificos de la especie, incluyendo los sociales”. A partir de esta definicion
se puede entender los modelos animales de dolor, como procedimientos

mediante los cuales se valora la reaccion de un animal ante un estimulo nocivo
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de naturaleza variada, o situacion patolégica inducida, que puede ser utilizado
en circunstancias fisioldgicas o patoldgicas. Y por tanto, debemos tener una
visidn critica de los mismos, ya que en el animal valoramos fundamentalmente
el comportamiento ante un estimulo nocivo, mientras que no podemos valorar
la dimensién afectiva inherente al dolor en el ser humano y probablemente en
los animales’.

Existen pocos estudios de comportamiento en animales de laboratorio
dedicados al estudio de la nocicepcion en la region trigeminal. Ademas, con
excepcion de los modelos de dolor neuropaticos del trigémino, la mayoria de
ellos se basan en mediciones de umbral o latencia relativamente breves
(milisegundos a segundos) ante estimulos nocivos quimicos, térmicos,
mecanicos o eléctricos de dientes, piel de la cara o mucosa oral. Si bien, estos
procedimientos proporcionan informacion util sobre algunos mecanismos de la
nocicepcion, que obviamente no dan indicios del dolor clinico. Dentro de la
categoria de modelos de dolor nociceptivos, la prueba de la formalina es

relevante®*.

4.1.Prueba de la formalina orofacial

La prueba de la formalina en ratas y ratones muestra dos fases: una fase
temprana debida a la activacion directa de los nociceptores que sigue a la
injuria corrosiva que produce el irritante (fase 1), y luego una fase tardia debida
a la organizacion de un foco inflamatorio en el sitio de la injuria y la
sensibilizacion central y periférica que conlleva (fase Il). Tras la aplicacion de la
formalina aparece respuestas conductuales dirigidas hacia la extremidad
injuriada como: lamido mordisqueo, sacudidas, elevacion y resguardo,
habiéndose descrito originalmente un método para puntuar la respuesta
nociceptiva, en base a la observacion conjunta de estas respuestas. La
intensidad de las respuestas conductuales dependera de la concentracién de la
formalina que es administrada’ #*.

El test de la formalina ha sido adaptado para el estudio del dolor
orofacial, observandose tras la aplicacion del irritante, aumento en el
“acicalamiento” facial, expresado como frotamiento y rascado de la cara. Esta
respuesta nociceptiva presenta un tipico curso de tiempo bifasico, con una

primera fase de corta duraciéon (3-5 min), seguido, después de un periodo de
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reposo de 10-15 minutos, por una segunda fase ténica prolongada (20-40 min).
En este caso la inyeccion intradérmica de formalina es inyectada en el labio
superior, lateral a la nariz; o bien en el centro de la almohadilla vibrisal. Esto
produce una respuesta nociceptiva mas intensa y repetible dentro del territorio
orofacial**. La concentracion de la formalina a utilizar es importante para el
resultado de la prueba. En un estudio de Luccarini et al.’, se observd una
relacion lineal positiva entre concentracion y amplitud de la actividad de
frotamiento, tanto en la primera como segunda fase del test, con
concentraciones de hasta 8 %, induciendo una respuesta nociceptiva creciente,
mientras aunque el uso de concentraciones mayores no se traduce en una
mayor respuesta nociceptiva. Concentraciones altas de formalina puede
producir desensibilizacion de las fibras periféricas, o incluso producir una
conducta de inmovilidad del animal durante largos periodos, llevando a una

interpretacion errénea de la conducta nociceptiva®.

4.1.1. Interacciéon de farmacos:

Al realizar combinaciones de dos o mas agonista que producen un
efecto comun a través de mecanismos que no estan relacionadas con un unico
receptor afin, se producen situaciones en las que la presencia de uno no afecta
a la unién del receptor del otro. Este tipo de agonista de accion conjunta fue
denominado en 1939 por Bliss como “similar e independiente™.

La coadministracion de dos farmacos, generalmente con diferente
mecanismo de accién, pero con similar efecto, puede generar las siguientes
alternativas de interaccion:

1. Aditivos: el efecto obtenido corresponde a la simple suma de los efectos que
produce cada uno de los farmacos por separado.

2. Subaditivo o antagonico: el efecto que se obtiene corresponde a un efecto
menor que la suma de la actividad de cada farmaco por separado.

3. Supraditivo o sinérgico: el efecto obtenido es significativamente mayor que la
suma de los efectos de cada farmaco por separado®.

La farmacologia al realizar combinaciones de preparados, generalmente
busca una interaccion de tipo sinérgica ya que este tipo de asociacién
permitiria disminuir las dosis de cada farmaco reduciendo asi sus RAMs,

obviamente sin disminuir el efecto deseado®.
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HIPOTESIS

La administracion intraperitoneal (i.p.) de ibuprofeno o de tramadol y de
su combinacion, produce actividad antinociceptiva, en el ensayo algesiométrico

de la formalina orofacial.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar la actividad antinociceptiva de ibuprofeno, tramadol y de su

mezcla en el ensayo algesiométrico de la formalina orofacial en ratones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar la antinocicepcion inducida por la administracion i.p. de ibuprofeno
en el test orofacial.

2.- Estudiar la analgesia producida por la administracion i.p. de tramadol en el
ensayo de formalina orofacial.

3.- Estudiar el tipo de interaccion analgésica que se obtiene al administrar en

conjunto ibuprofeno con tramadol en el ensayo algesiométrico antes citado.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron 202 ratones (Mus musculus) machos de la cepa CF/1 de 28 a
30 g de peso (Foto 1), habituados al ambiente del laboratorio al menos dos
horas antes del experimento, de acuerdo al protocolo CBA N° 238 FMUCH
aprobado por la Comisién de Etica de la Facultad de Medicina (cada animal
recibio solamente una dosis de las drogas, las observaciones fueron
efectuadas en forma ciega, aleatoria y controladas con solucion salina). Se deja
constancia que, basandose en las normas éticas internacionales que rigen este
tipo de experimentacion, el numero de animales utilizados fue el minimo
estrictamente necesario, para un correcto analisis estadistico. Los animales se
sacrificaron después del experimento mediante dislocacidon cervical, por

personal experimentado.
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Foto 1. Raton (Mus musculus) macho de la cepa CF/1 ubicado en sistema de

observacion.

Los ratones usados solamente fueron 186, descartandose 16, por su falta de

respuesta y se describen en la siguiente tabla:

Tabla 1.

FARMACOS Y DOSIS (mg/kg) FASE I (n) FASE Il (n)
CONTROL 12 12
TRAMADOL 30 24
(0.1, 1. 3, 10,30)

IBUPROFENO 30 30
(3,10,30,100, 200)

TRAMADOL/IBUPROFENO 24
(2.78, 5.56, 11.12, 22.25)

TRAMADOL/IBUPROFENO 24
(2,4,8,16)

ANIMALES SIN RESPUESTA 10 6

TOTAL 106 96

Los farmacos se administraron i.p. en un volumen constante de 10
mL/kg, 30 minutos antes del ensayo algesiométrico de la formalina orofacial, ya
que existe evidencia que demuestra que es el tiempo en que se alcanza el

efecto analgésico maximo™’ .
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Los animales usados como grupo control fueron tratados con una
solucion salina, i.p., incluyéndose al menos, 2 ejemplares en cada grupo

experimental.

Los grupos de estudio fueron:

1. Grupo control.

2. Grupo tratado con tramadol en fase | y Il del ensayo.
3. Grupo tratado con Ibuprofeno en fase | y Il del ensayo.

4. Grupo tratado con mezcla tramadol e ibuprofeno en fase | y |l del ensayo.

Se comparo los DE5sp de cada uno de los grupos, tanto en la fase | como

en la fase Il del ensayo orofacial de la formalina.
1. Test delaformalina

La evaluacién de la actividad antinociceptiva se efectud utilizando una
modificacion del test algesiométrico orofacial de la formalina, que midié el dolor
originado en la estimulacion del nervio trigémino, uno de los nervios de mayor
inervacion del territorio maxilofacial. Para ello se realizé una inyeccion
subcutanea de 20 pL de una solucion de formalina al 2%, en el labio superior
derecho del animal (Foto 2). Ello induce un sostenido frotamiento de la zona
inyectada y un vigoroso restregamiento de la cara en el area perinasal (Foto 3).
Los ratones se colocaron en un cilindro disefiado para la observacion, y se
registro por medio de un cronémetro digital el tiempo total que se frotd el area
perinasal, durante los 5 minutos inmediatos a la inyeccion, que corresponde a
la fase algésica aguda (fase ).

Luego se registré por 10 minutos, a partir de los 20 minutos de la
inyeccion y hasta los 30 minutos, el tiempo durante el cual los animales se
frotaron el labio comprometido que corresponde a la fase inflamatoria y que
mide el dolor crénico (fase Il). No se contabilizd el tiempo entre la fase | y |l

debido a que el ratén se encuentra en un periodo de quietud®.
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Foto 2. Inyeccion subcutanea de 20 yL de formalina al 2% en el labio superior

derecho del raton.

El tiempo total de frotamiento (grooming) en cada periodo (en
segundos), se convirti6 a porcentaje del maximo efecto posible (MPE) por

medio de la siguiente férmula:

%MPE=100-(tiempo grooming post-droga/tiempo grooming control salino)x 100

La dosis que produce el 50% del MPE (DEs) fue calculada por analisis

de regresion lineal de la curva obtenida por el trazado del log de la dosis versus
%MPE.

Foto 3. Frotamiento zona perinasal post-inyeccion de formalina. (A)Con pata

delantera. (B) Con la pata trasera.




30

2. Estudio de la interaccion antinociceptiva

Para la evaluacién de la actividad antinociceptiva, se construyeron
curvas dosis-respuesta del AINE administrado por via i.p. con un minimo de 6
animales por cada una de al menos 4 dosis logaritmicas crecientes (Foto 4).
Los animales controles fueron inyectados con solucion salina al 0.9 %. Luego,
se obtuvo y analizé la curva dosis respuesta de la coadministracién de
ibuprofeno con tramadol, de mezclas de 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16, de sus
correspondientes valores de DEsy del ibuprofeno y tramadol, en proporcion fija
1:1.

Para la evaluaciéon de las interacciones se utilizo el método
isobolografico del laboratorio, en la forma descrita por Tallarida45, que
corresponde a representaciones graficas de dosis isoefectivas para un efecto
determinado de cada uno de los farmacos utilizados individualmente vy
combinados. Este tipo de analisis permite conocer si existe interaccién, de qué

tipo y cual es su magnitud.

Foto 4. Inyeccion intraperitoneal de farmacos.

Para la combinacion de las drogas se determin6 la DEsy mediante el
analisis de regresion lineal de su curva dosis-respuesta. Esta dosis se compard
estadisticamente con la dosis que representa teéricamente la adicion simple de

efectos, que se obtiene segun la siguiente formula:

DEs aditividad tedrica =DEsg droga 1/ (P1 + R x P2)




31
Donde:
* R: relacién de potencia entre las drogas administradas solas.
* P1: proporcién de ibuprofeno.

* P2: proporcion de tramadol en la mezcla.

El punto experimental resultante fue graficado en un sistema de
coordenadas cartesianas, que contiene una linea que conecta la DEsy de
tramadol en la abscisa, con la DEsy de ibuprofeno en la ordenada (linea de
aditividad simple o tedrica). La region del grafico donde se ubica el punto
experimental determina el tipo de interaccion. En el caso de que la interaccion
sea sinérgica (supraaditiva), el punto experimental se ubica bajo la linea de
aditividad.

En el caso contrario, si resultase una interaccién antagonica, el punto se
ubicara sobre la linea de aditividad, y por ultimo, si el punto se ubica en un
sector cercano a la linea de aditividad, la interaccidn sera de simple aditividad.
Al mismo tiempo, el programa calcula el indice de interaccion entre las drogas,

de acuerdo a la siguiente férmula:

indice de interaccion = DEsy experimental / DEsg tedrico

Si el valor resultante es menor que 1 corresponde a una interaccién
sinérgica; al resultar igual a 1 la interaccion es aditiva, y si es mayor que 1, es
antagonica.

Los resultados se expresaron como promedio % error estandar del
promedio (EEM), o bien como promedio con su correspondientes 95 % de
limite o intervalo de confianza (95 % LC). El analisis estadistico de los datos
obtenidos de las curvas log dosis respuestas, se analizaron mediante regresion
lineal por cuadrados minimos para determinar las DEsg, ya sea, de los
farmacos administrados en forma aislada como de sus combinaciones.

Todos los parametros estadisticos se calcularon con un programa
computacional del laboratorio (Pharm Tools Pro, version 1.27, McCary Group
Inc. PA, USA). La significacion estadistica se determind por analisis de

varianza y pruebas t de Student, considerandola a un nivel del 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

1. Grupo control

La administracion de formalina al 2 % produce un comportamiento

bifasico como se observa en la figura 7.
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Figura 7. Curso temporal del ensayo de la formalina orofacial en ratones.

*Formalina 1 %; MFormalina2% ; AFormalina5% y <Salino.

Cada punto representa el promedio + EEM de al menos 6 animales.

La administracion de 10 mg/Kg de solucién salina al 0,9% via i.p. 30
minutos antes de la administracion de formalina produjo un tiempo de
frotamiento de la zona labial y perinasal derecha de 95,3 * 3,45 segundos para
la fase | (n=12) y de 101,76 = 3,62 seg. para la fase Il (n=12).

2. Grupo tratado con tramadol

La administracion i.p. de tramadol (0.1, 1, 3, 10 o 30 mg/kg), da como
resultado una actividad antinociceptiva dosis-dependiente tanto en la fase
algésica aguda (fase I), como en la fase inflamatoria (fase Il), como se observa

en los graficos 1 y 2 respectivamente. La DEs, resultd ser de 0,49 + 0,10 mg/kg
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para el intervalo 0 — 5 minutos (n=6-8), mientras que para el intervalo 20-30
minutos fue de 2,05 £ 0,27 (n=6-8).

FASEI

100

75
o0 ~

% MPE

25 A

O T T T T T 1
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 15
Tramadol, log mg/kg

Gréfico 1. Curva dosis respuesta de tramadol, representada logaritmicamente

para el periodo 0-5 minutos (fase |).

FASE|
100 -
75 -
q
= 50
= o5
O T T T 1
1 0 1 2 3
Tramadol, log mg/kg

Gréfico 2. Curva dosis respuesta de tramadol, representada logaritmicamente

para el periodo 20-30 minutos (fase II).
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3. Grupo tratado con lbuprofeno

La administracion de ibuprofeno (3,10,30,100 o 200 mg/kg) via i.p. indujo
una respuesta antinociceptiva dosis-dependiente tanto en la fase | como en la
fase Il, observandose los resultados que se muestran en los graficos 3 y 4
respectivamente. La DEsy fue de 43,88 + 6,22 mg/kg para el intervalo 0-5
minutos (n=6-8), mientras que para el intervalo 20-30 minutos fue de 30,13 *
1,60 mg/kg, (n=6-8).

FASEI
100 -
75 1
o
= 50 -
=
25 1
O T 1
0 1 2 3
IBUPROFENO, log mg/kg

Grafico 3. Curva dosis respuesta de ibuprofeno, representada

logaritmicamente para el periodo 0-5 minutos (fase ).

FASE Il
100 -
75 |
E
= 50 1
= 25
0 T T |
0 1 2 3
IBUPROFENO, log mg/kg

Gréfico 4. Curva dosis respuesta de ibuprofeno, representada

logaritmicamente para el periodo 20-30 minutos (fase II).
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4. Grupo tratado con la de mezcla tramadol e ibuprofeno

La DEso tedrica para esta mezcla, en proporcion 1:1 de sus respectivas
DEso fue de 22,18 £ 0,02 mg/kg para la fase |, y de 16,09 + 0,01 mg/kg para la
fase Il, ver Tabla 2. La DEsy experimental para la mezcla (1:1) es 7,27 £ 0,55
mg/kg para la fase |, y de 3,67 £ 1,13 mg/kg para la fase Il, como se muestran

en la Tabla 2.

5. Andlisis isobolografico de la interaccion entre tramadol e ibuprofeno

La actividad antinociceptiva de la administracion conjunta i.p. de
combinaciones de relacion fija (1:1) de fracciones de la DEsy de tramadol e
Ibuprofeno, se evalué mediante el analisis isobolografico cuyos resultados se
observan en los grafico 5y 6 y los valores de sus correspondientes DEsg en la
Tabla 2. Del andlisis isobolografico de la combinacion tramadol con Ibuprofeno,
se obtuvo como resultado una interaccion antinociceptiva de tipo supraaditiva o
sinérgica, tanto para la fase | como la fase Il, esto se concluye a partir de la
ubicacion del punto experimental, bajo la linea de aditividad, y con indices de
interaccion menores a 1 en ambas fases (fase | = 0,328; fase Il = 0,228)
(Graficos 5 y 6). La potencia de combinacién tramadol/ibuprofeno fue de

1:89,57 para la fase |, y de 1:14,66 en la fase I

FASE |
@ Aditividad

2 50 O Experimental
IS)

E' 40

2 30

S

T 20

B

= 10

i

w 0 T T 1

0 0,2 0,4 0,6
EDs, TRAMADOL, mg/kg

Grafico 5. Isobolograma de la interaccion entre tramadol e ibuprofeno, en el
intervalo 0 — 5 minutos. El (@) representa el punto de aditividad tedrica de la
mezcla y el (O) el de aditividad experimental, cada uno con sus

correspondientes LC al 95 %.
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Gréfico 6. Isobolograma de la interaccion entre tramadol e ibuprofeno en el
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intervalo 20 — 30 minutos. El (®) representa el punto de aditividad tedrica de la

mezcla y el (O) el de aditividad experimental, cada uno con sus

correspondientes LC al 95 %.

Tabla 2. Valores de las DEsp + EEM (mg/kg i.p.) de tramadol, ibuprofeno y de

su combinacién en el ensayo de la formalina orofacial en ratones.

Farmacos Fase | Fase Il
Tramadol 0,49 +£0,10 2,05+2,70
Ibuprofeno 43,88 + 6,22 30,13+ 1,60

Tramadol/lbuprofeno 7,27 £ 0,55 3,67 £0,09
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DISCUSION

Las investigaciones siguen buscando nuevas terapias que permitan un
mejor manejo del dolor, logrando un mayor grado de analgesia y una
disminucion de efectos adversos. El test de la formalina es uno de los modelos
de dolor experimental mas adecuados para representar las condiciones de
dolor orofacial®.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, mediante el ensayo
algesiométrico de la formalina orofacial al 2% demuestran que la administracion
de tramadol o de ibuprofeno, por via intraperitoneal, produce una actividad
antinociceptiva dosis dependiente tanto en la fase | como en la fase 1146,

De acuerdo a los valores DEsy de la actividad antinociceptiva, el
tramadol resulté ser 4,19 veces mas potente en la fase Il que en la |. En el caso
del ibuprofeno se obtuvo 1,45 veces mas potente en la fase | que en la fase Il.
La mezcla de ibuprofeno con tramadol fue 2 veces mas potente en la fase | que
en la fase Il.

La interaccion de tipo sinérgica, resultante de la coadministracion de
tramadol e ibuprofeno, concuerda en parte con la teoria general de interaccion
de drogas, que establece que la combinacién de drogas es mas efectiva
cuando los agentes individuales actuan, a través de mecanismos analgésicos
diferentes, por lo tanto, la posibilidad de obtener sinergia es mayor*’*®.

Esta condicion se cumple en esta combinacién, ya que mientras el ibuprofeno
es capaz de inhibir las ciclooxigenasas, el tramadol posee un mecanismo de
accion dual; activa receptores opioide MOR e inhibe la recaptacion de

7,24,25 Los

monoaminas endogenas, tales como noradrenalina y serotonina
mecanismos implicados en la sinergia precedente, podrian radicar en
diferentes funciones celulares, como por ejemplo la actividad de canales
idnicos, las diferentes activaciones de receptores, las interacciones quimicas
de cada farmaco con los lipidos de membrana. Por otra parte, se ha sugerido
que el sinergismo depende de variables como el tipo e intensidad del estimulo;
la relacion relativa de las concentraciones de las drogas, la localizacion y
amplificacion que ejerce cada farmaco en los mecanismos de transduccion; de

propiedades cinéticas y fisicoquimica de cada de los farmacos asociados,
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etc.*’*8. Es posible que mas de uno de los mecanismos que han sido sugeridos
precedentemente se cumplan en la asociacién tramadol con ibuprofeno.

Los hallazgos anteriores se pueden explicar en base al perfil farmacolégico de
cada uno de los farmacos. Tramadol es un analgésico opioide débil
acompanado de una capacidad inhibitoria de recaptacion de monoaminas:
serotonina y noradrenalina’?*?°. Por otro lado el ibuprofeno es un inhibidor no
selectivo de COX-.1 y COX-2, con mayor eficacia sobre COX-1***°_ Por lo cual
se infiere que tramadol es una droga analgésica por 3 mecanismos (opioide,
inhibidor noradrenalina, inhibidor serotonina) e ibuprofeno, tendria solamente 1
mecanismo (inhibidor de COXs).

En resumen, la combinacién de tramadol con ibuprofeno demuestra
sinergia en dolor agudo e inflamatorio, lo que podria tener implicancia clinica en

el tratamiento farmacolégico del dolor.
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CONCLUSIONES

La administracién tanto de tramadol como de ibuprofeno, en forma
separada via intraperitoneal, producen un efecto antinociceptivo de
naturaleza dosis dependiente, en el test algesiométrico de la formalina,
en la fase algésica aguda (fase I) como en la fase algésica inflamatoria
(fase II).

Tramadol posee mayor potencia analgésica que ibuprofeno en la fase |
como en la fase Il

La coadministracion de tramadol y de ibuprofeno por via intraperitoneal,
demostré la existencia de una interaccion de tipo sinérgica o
supraaditiva.

La sinergia obtenida podria deberse a la activacion producida por los
farmacos de sitios distintos en tipo de receptores diferentes, por actuar a
distintos niveles o por distintos mecanismos para producir su efecto.

Los hallazgos podrian tener relevancia clinica, ya que la combinacion,
disminuye significativamente las dosis, obteniendo un incremento en el

efecto analgésico con la consiguiente reduccién de los efectos adversos.
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SUGERENCIAS

Evaluar la antinocicepcion de tramadol e ibuprofeno, y la naturaleza de
su interaccion al ser coadministrado, utilizando otro tipo de ensayos
algesiométricos.

Evaluar la capacidad antinociceptiva e interaccion entre tramadol e
ibuprofeno mediante otras vias de administracion.

Evaluar el dafio a nivel gastrointestinal de la combinacién de ibuprofeno
y tramadol, comparado con los efectos producidos por la administracion

s6lo de ibuprofeno.
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