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RESUMEN

Para nadie es desconocido que nuestro organismo frente a las alteraciones en
su funcionamiento normal reacciona, en el caso de un dafio no es la excepcion y
una de las primeras manifestaciones de éste es el dolor.

En el tratamiento del dolor los farmacos mas utilizados corresponden a dos
familias, los antiinflamatorios no- esteroidales y los opioides. Con el fin de
disminuir las dosis a administrar y la cantidad de reacciones adversas a los
medicamentos las tendencias actuales sugieren la asociacion de medicamentos
en el tratamiento del dolor. En el presente trabajo se utilizaron 2 farmacos: el
ibuprofeno y la morfina, para apreciar la actividad antinociceptiva y su tipo de
interaccion en el ensayo algesiométrico de la formalina orofacial. Se utilizaron
ratones machos (“Mus musculus”), los cuales fueron inyectados por via
subcutanea con 20uL, de una solucién de formalina al 2% en el labio superior
derecho, lo cual produce un comportamiento bifasico: fase | (algesia aguda) y fase
Il (algesia inflamatoria).

Los resultados confirman que la administracién de ibuprofeno o morfina o sus
mezclas, tienen un efecto analgésico dosis-dependiente en ambas fases, siendo la
morfina la de mayor potencia en ambas fases. La administraciéon simultdnea, en
proporcién de 1:1 de sus DEsg produjo un efecto sinérgico en ambas fases del
ensayo. La sinergia obtenida estd relacionada con la capacidad analgésica
demostrada por los farmacos usados Yy confirma los beneficios en la asociacion
de farmacos (analgesia multimodal). Los hallazgos obtenidos en este estudio
serian de gran utilidad para la realizacion de futuros estudios clinicos, dentro del
campo de la farmacologia del dolor tanto agudo como cronico.



INTRODUCCION

La vida diaria se acompafia de muchas situaciones y sensaciones diferentes,
muchas veces no todas son agradables, el dolor es un evento de gran relevancia
dentro de la vida del ser humano, por ende es clave su estudio para entenderlo y
tratarlo de una forma adecuada, para que asi podamos llevar a cabo nuestra vida
con una mejor calidad en todos sus aspectos.

Como profesionales de la salud a diario nos enfrentaremos al dolor. Es uno de
los principales motivos de consulta en los centros donde se presta atencion dental.
Muchas veces por motivos culturales se asocia la atencién dental con sensaciones
de dolor, sin embargo, una de nuestras mayores motivaciones vocacionales es
darle atajo y alivio a éste. Muchas veces la ausencia del dolor es calidad de vida
aungque muchas veces no lo percibamos como tal. “El placer es el bien primero, es
el comienzo de toda preferencia y de toda aversion, es la ausencia del dolor en el
cuerpo y de la inquietud en el alma” (Epicuro).

El dolor es definido por la Asociacion Mundial para el estudio del dolor, IASP,
de su sigla en inglés, como una “experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada con un dario tisular real o potencial, descrito en términos de ese dano’,
este sintoma muchas veces dificil de precisar es muy util para evaluar el tipo de
patologia y sus posibilidades de tratamiento. El dolor se genera cuando diversas
areas corticales del sistema nervioso central (SNC) reciben estimulos, a través de
sistemas aferentes normalmente inactivos, no sélo generando sensaciones de tipo
reflejas, sino también sensaciones desagradables con un gran porcentaje de
respuestas emocionales que poseen un componente sensorial discriminativo,
cognitivo-evaluativo y afectivo-sensorial .

Es nuestro deber como profesionales de la salud preocuparnos de todos los
aspectos dentro del tratamiento de una anormalidad, en este caso el dolor,
muchas veces las personas combinan farmacos y se automedican. Generalmente
no obteniendo los resultados que ellos esperan debido a la falta de conocimiento
al llevar a cabo estas acciones.

Debido a esto se han enfocado muchos estudios farmacolégicos con el apoyo

de la industria en cuestion, para establecer asociaciones experimentales entre
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diversos farmacos para lograr atenuar de forma significativa el dolor y a su vez
generar la menor cantidad de alteraciones y/o dafios en la fisiologia y calidad de
vida del paciente.

Para nadie es desconocido que dentro de los farmacos mas utilizados para el
alivio del dolor estan los antiinflamatorios no esteroidales (AINES), estos actuan
alterando el curso normal de la respuesta inflamatoria, suprimiendo las vias que
generan dolor mas alla del tiempo necesario. Su mecanismo de accién es
mediante la inhibicibn de las enzimas ciclooxigenasas, las cuales son
responsables de la formacion de elementos proinflamatorios a nivel periférico y
central @,

Los opioides son el otro gran grupo de farmacos utilizados para el manejo del
dolor, el principal representante de éstos es la morfina. Su mecanismo de accion
se resume en la union a receptores especificos del sistema nervioso central
(SNC), inhibiendo asi los impulsos nociceptivos provenientes del sitio dafiado ©.

Por todo lo anteriormente descrito es en nuestro campo en especifico una
prioridad el alivio del dolor, ante lo cual surge este trabajo que evalué la actividad
antinociceptiva del ibuprofeno y la morfina, ademas de analizar la conducta de su

combinacion en el test algesiométrico de la formalina orofacial.



MARCO TEORICO

A lo largo de los tiempos el dolor siempre ha sido visto desde distintos puntos
de vista, a veces un tanto subjetivos. De alguna forma es un concepto bastante
complicado de interpretar y que trae muchas dificultades para definirlo como un
concepto particular y unico, por ello se han establecido diferentes clasificaciones a
lo largo de la humanidad para facilitar su estudio.

A continuacion algunas de las mas relevantes:

1. Clasificacion del dolor:

1.1Sequn el tiempo de evolucidn:

-Dolor agudo: se genera debido a una noxa tisular de grado apreciable y su
duracion varia dependiendo de cuanto tiempo los tejidos tarden en reparar dicha
injuria. EI comité de Taxonomia de la IASP, llegd a la conclusiéon que el tiempo
limite del dolor agudo era de 3 meses. En si este tipo de dolor constituye un
importantisimo mecanismo de alarma para limitar el dafio e iniciar los mecanismos
de reparacion. Su proceso es diferente dependiendo el lugar donde se originé la
lesion. A su vez el dolor agudo puede dividirse en continuo o recurrente. El
primero permanece estable con una cierta intensidad, mientras que el recurrente

presenta fluctuaciones ya sea en su periodicidad e intensidad .

-Dolor crénico: en este tipo de dolor se aprecia la persistencia de éste a pesar de
la reparacion existente en el tejido en el cual se produjo la injuria. Esto se debe a
la mantencién en la estimulacién de los nociceptores en areas donde se ha
producido dafio tisular en ausencia del estimulo desencadenante. En este tipo de
dolor no se observan propiedades biologicas reparadoras. En contraparte con el
dolor agudo, el dolor de tipo cronico tiene un tiempo estimado superior a 3 meses,
0 que segun las caracteristicas que retna no sea compatible con un dolor de tipo
agudo. Este tipo de dolor es mas complejo debido al compromiso psicolégico que
podria generar en los individuos que lo padecen, ademas cabe destacar que tiene

escaso o nulo componente neurovegetativo .



1.2 Seqln su origen o fisiopatologia:

- Dolor somatico: aparece cuando un estimulo potencialmente dafiino para la
integridad fisica del individuo excita a los receptores nociceptivos. De forma
rigurosa, debiese incluir a todos los dolores no pertenecientes al SNC, sin
embargo, se habla de dolor somatico propiamente tal cuando los receptores estan
en los musculos, piel o articulaciones. Este dolor por lo general es bien localizado

y el individuo no tiene grandes complicaciones en localizarlo y describirlo .

- Dolor neuropatico: este dolor se genera como consecuencia de lesiones o
alteraciones cronicas en vias nerviosas periféricas o centrales. Este tipo de dolor
tiene la particularidad de que puede desarrollarse y persistir en ausencia de un
estimulo nocivo evidente. Al ser una experiencia poco clara para la mayoria de los
individuos, éstos ultimos tienen muchas dificultades para describirlo. Los sintomas
percibidos puedes ser localizados o mas bien difusos (no hay certeza en la
descripcion). La caracteristica de este sintoma se manifiesta como una sensacion

basal dolorosa o percepcion de un estimulo cualquiera como doloroso (alodinia)
4)

- Dolor psicogénico: este dolor tiene gran afectacion en el aspecto psicolégico, el
individuo muchas veces refiere problemas tales como ansiedad o depresion para
dar una descripcién acerca del dafio tisular, ya sea de forma verbal o a través de
hechos conductuales poco normales. El problema central es la amplificacion y
distorsion de los impulsos periféricos por el estado psicolégico, puesto que en

muchos casos la injuria no esta presente en forma clara @,

-Dolor visceral: este se genera debido a la estimulacion de nociceptores que
inervan estructuras viscerales tales como intestinos u otros 6rganos internos.
También este tipo de dolor es definido por el paciente de forma poco clara, puesto
que éste ultimo no puede establecer bien su localizacion y su intensidad, ademas

de otros aspectos importantes .



1.3Sequn discriminacién espacial o caracteristica somatosensorial:

-Dolor protopatico: este es un dolor de tipo difuso y mal localizado. La mayoria de
los pacientes lo describen como un dolor sordo. Este es un dolor referido, lo cual
quiere decir que el paciente describe o localiza este dolor distante al sitio de origen
®)

-Dolor epicritico: este es un dolor de localizacién precisa, superficial y bien
delimitado. Los pacientes pueden describir este dolor con las siguientes
caracteristicas; “punzante, lacerante, opresivo, lancinante, quemante, fulgurante o

en ramalazo”. No es de tipo referido ©.

2. Neurofisiologia del dolor

A modo de resumen se puede decir que todo el proceso que involucra una
sensacion dolorosa esta dado por tres neuronas, donde la de primer orden va
desde la periferia a la médula espinal, la de segundo orden asciende hasta los
centros superiores y la de tercer orden se proyecta a la corteza cerebral. A modo

de otorgar una mayor comprensién ahondaremos un poco en sus etapas

2.1Transduccion: activacion y sensibilizaciéon de los nociceptores periféricos:

La transduccion corresponde al proceso mediante el cual los nociceptores
transforman en impulsos nerviosos los estimulos que reciben (térmicos, quimicos
y mecanicos). Dentro de este proceso existen dos tipos de transduccion:

- Activacion.

- Moadificacion en la sensibilidad.

El primero de estos genera el potencial de accion, mientras que el segundo deriva
hacia una mayor o menor sensibilidad (up-regulation y down-regulation,
respectivamente). Dentro de una mayor sensibilidad se ven involucrados una

mayor cantidad de receptores y un menor umbral de excitacion ©7.
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Cuando existe una noxa a nivel tisular se desencadena el proceso llamado
sensibilizacion, que involucra cambios en el sistema nervioso responsables de la
modificacion de las caracteristicas del umbral doloroso como la disminucion de
éste. Segun lo anteriormente dicho el dolor aparece en presencia de estimulos
dafiinos de menor intensidad con hiperalgesia, pérdida de localizacion y
selectividad frente al estimulo, y se ven afectadas otras zonas no relacionadas en
si con la lesion desencadenante del episodio doloroso. Este tipo de dolor
fisiologicamente no presenta caracter protector y genera efectos adversos que

influyen negativamente en la evolucién del paciente en el postoperatorio ©.

Una caracteristica que se ve en la mayoria de los nociceptores es su
sensibilidad frente a los productos quimicos, los cuales, en el caso del dolor agudo
son producidos en el mismo sitio de la inflamacion o dafio, sintetizados por las
diferentes estructuras comprometidas. Esto mediadores quimicos son los que
aumentan la cobertura de la sensibilidad, provocando que no so6lo duela el
territorio dafiado, sino también el territorio que lo rodea y que no esté inflamado, al
actuar sobre terminaciones nerviosas presentes en dichos tejidos, aumentando su
excitabilidad. Estos mediadores quimicos generadores de dolor se denominan
sustancias algogénicas ®. Los tejidos dafiados liberan mediadores inflamatorios
desde diferentes sitios, entre los cuales destacan: células dafadas (H*, K%),
plasma (bradicininas), plaquetas (serotonina), mastocitos (histamina) vy
macrofagos (citocinas). Cabe recordar también que el dafio provocado en la
membrana celular conduce a la activacién de la via del acido araquidonico, la cual
es la principal responsable de la produccién de leucotrienos y prostaglandinas
(PGs), principales mediadores de la hiperalgesia que acompafia a la inflamacion
% 19 | os leucotrienos y prostaglandinas causan una sensibilizacion de los
receptores periféricos, bajando su umbral de activacién e incrementando su
sensibilidad frente a los estimulos. Existe otra familia de sustancias llamadas
quininas, tales como kalidina y bradicinina, las cuales poseen numerosas
funciones proinflamatorias que incluyen: liberacion de PGs, citocinas, radicales
libres, degranulacién de mastocitos y liberacién de histamina, etc. Bradicininas y

PGs, en particular la PGE2, tienen la propiedad de estimular directamente las
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terminaciones nerviosas, comenzando asi la transmision del impulso doloroso a lo

largo de las vias nociceptivas 9.

A su vez, también, la estimulacién de los nociceptores conduce a la activacion
de los terminales de nocicepcion, generandose una liberacion de sustancia P, un
péptido relacionado con el gen de la calcitonina y adenosina trifosfato (ATP), los
cuales se involucran en la respuesta inflamatoria, causando liberacion de
histamina desde los mastocitos, vasodilatacion e incremento de la permeabilidad
vascular. Acompafiado de la liberacion de mediadores vasoactivos desde los
mastocitos, asi provocan una respuesta inflamatoria, promoviendo la activacion y

@ 9 10 |5 histamina liberada, actGa

sensibilizacion de los nociceptores
directamente sobre las neuronas sensoriales produciendo dolor y picazéon. Este
estimulo ademéas promueve la liberacion de mas neuropéptidos y PGs,
fomentando el efecto inflamatorio y la hiperalgesia. Existe otra sustancia, la
serotonina (5-HT), que dependiendo al receptor al cual se acople presenta
diferentes funciones, a nivel de la periferia es un importante mediador inflamatorio,
tomando importancia en las fases iniciales de la respuesta inflamatoria. La
serotonina, liberada desde los mastocitos y plaguetas, al entrar en contacto con el
nociceptor causa su activacion en forma directa ®©.

Durante la inflamacion los tejidos producen sustancias tales como: perdxido de
hidrogeno, superdxido y especies hidroxiladas. Estas generan una exacerbacion
en los efectos de las bradicininas, PGE2 y otros mediadores inflamatorios, similar
al sinergismo existente entre otras sustancias algogénicas. Asi, podemos apreciar
que existen multiples feed back positivos a nivel periférico 9.

La sensibilizacion central se refiere a la descarga inmediata, debido a la
excitabilidad aumentada de la segunda neurona de la via del dolor (que a nivel
orofacial se encuentra en el nucleo espino trigeminal), producto de los elevados
niveles de actividad en las aferencias nociceptivas periféricas. Al producirse
liberacion de sustancia P, a nivel central, esta se unird a receptores NKI de la
segunda neurona, produciendo como respuesta de parte de ésta, extensas
despolarizaciones que permitiran el desbloqueo de los receptores NMDA. Estos

altimos son activados por el glutamato presente en el espacio sinaptico,
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provocando la generacién de mas impulsos nerviosos por parte de la segunda
neurona de la via, al mismo tiempo, en la segunda neurona se producira la
activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa, generando Oxido nitrico que difunde
hacia la periferia y penetra en la terminacion pre-sinaptica, aumentando la
liberacion de glutamato por la primera neurona, generandose un feed back
positivo. De lo anterior resulta que, estimulos que previo a la sensibilizacion no
alcanzaban el umbral doloroso, luego de ésta, son suficientes para generar
potenciales de accién en las neuronas de segundo orden, contribuyendo al

incremento en la sensacién de dolor ©.

2.2 Transmision:

Para llevar la informacion al encéfalo, la sinapsis se lleva a cabo con la
neurona de segundo orden en el asta dorsal de la médula, especificamente en
zonas que histolégicamente se conocen como laminas de Rexed &™), Las fibras
aferentes mielinicas de grueso calibre (AB), que se encuentran conectadas a
mecanorreceptores cutaneos de bajo umbral, terminan en las laminas I, 1V, y V(
llamado nucleo propio) y en la porcion dorsal de la lamina VI. Las fibras Ad
también mielinicas de menor calibre (vias de transmision del dolor epcritico)
terminan fundamentalmente en las laminas | (zona marginal) y V, mientras que las
fibras de tipo C amielinicas (vias de transmision de dolor protopatico) terminan
casi exclusivamente en la lamina Il ipsilateral (nlcleo de la sustancia gelatinosa de
Rolando), aunque una pocas poseen terminaciones en la zona ventral de la lamina
|y en la zona dorsal de la lamina 11l @Y.

Las sustancias involucradas en transmitir el impulso nervioso hacia el SNC, son
neurotransmisores liberados por neuronas sensoriales de primer orden,
interneuronas y fibras descendentes del sistema supraespinal y estos pueden ser
de tres tipos principalmente:

-neuropéptidos
-aminoéacidos excitatorios
-ATP 1D,
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2.3Modulacién e integracion de la antinocicepcion:

La informacion nociceptiva que llega a la médula espinal sufre un primer
procesamiento por sistemas de control segmentarios y supra segmentarios. Los
primeros corresponden a la neuromodulacién en un determinado nivel medular, y
que por ello tendria un alcance mas localizado. A modo de ejemplo tendriamos el
alivio del dolor producido por una caricia en una zona cercana a la injuria o la
aplicacion de estimulos cutaneos mediante estimulacion nerviosa transcutanea
(TENS). Los segundos, en tanto, tienen su origen en estructuras nerviosas que se
encuentran por arriba de la médula:

-region bulbar ventro-medial (RBVM).

-tronco del encéfalo ®).

A nivel segmentario participan las interneuronas encefalinérgicas, que inhiben
el impulso nervioso hacia los centros superiores al bloguear pre o
postsinapticamente a las neuronas nociceptivas, o bien actuar a través del
mecanismo conocido como “teoria de la compuerta”, en el cual estas
interneuronas, que pueden ser superficiales o profundas, tienen ramas colaterales
que llegan a distintas zonas de la lamina de Rexed y hacen sinapsis con el cuerpo
de las neuronas de la sustancia gelatinosa de Rolando, donde se llevara a cabo la

inhibicion de la nocicepcion.

2.4 Transmisién por las vias ascendentes(espino-encefalicas) y percepcion:

Una vez que esta procesada la informacién nociceptiva a nivel espinal, ingresa
a centros superiores donde ponen en marcha respuestas vegetativas, motoras y
emocionales, ademas de hacerse consciente. Para ello las neuronas de primer
orden que llegan a la médula espinal hacen sinapsis en tres tipos de neuronas:
-con proyeccion supraespinal (informacion a centros superiores)
-propioespinales

-interneuronas (mecanismos de control o reflejos espinales) .
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Las vias ascendentes estan constituidas por tres haces que llegan al tdlamo,
donde éstas son proyectadas a distintas zonas del cerebro. Uno de ellos, el haz
neoespinotalamico, que hace sinapsis en nucleos especificos del talamo:

-N. Ventral-posterior

-N. Postero-lateral

Los nucleos anteriormente nombrados se proyectan a la corteza somestésica
0 parietal, en las areas sensitivas | y Il, con el objetivo de darle la ubicacion
topogréfica al dolor. Un segundo haz, el paleoespinotaldmico, se proyecta en
forma bilateral a los nucleos inespecificos del talamo y luego a la corteza frontal,
dandose asi la evaluacion cualitativa del dolor. Por dltimo, el haz
espinorreticulotalamico hace sinapsis con la formacion reticular a diferentes
niveles: bulbo, protuberancia, zona mesencefélica y sustancia gris periacueductal.
Y de alli, en forma bilateral, hacia los nucleos inespecificos del talamo. La
formacion reticular tiene relacion con los estados de suefio y vigilia, funciones que
se ven alteradas significativamente en los cuadros dolorosos. El haz
espinorreticulotalamico, por sus importantes conexiones asociativas, es el que
aporta el componente emocional y afectivo al dolor, siendo este factor el
responsable de las grandes variaciones en la experiencia dolorosa ante un
estimulo de igual naturaleza entre los distintos individuos. Es mediante este haz
que se puede lograr el control voluntario de un estimulo doloroso a través de

ejercicios de concentracion, meditacion, respiracion, etc Y.

2.5 Control descendente por las vias encéfalo-espinales:

Este sistema fue observado por primera vez luego de descubrir que la
estimulacién eléctrica de la sustancia gris periacueductal mesencefalica, produce
analgesia profunda. Este efecto se explica por la activacion de proyecciones
descendentes dentro del asta dorsal de la médula espinal, que estan
sinapticamente interrumpidas en un complejo, la RBVM, que consta del nucleo del
rafe magno (NRM) y la formacion reticular medial adyacente. El nucleo del rafe

magno contiene numerosas neuronas serotonérgicas y se ha demostrado que sus
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células se proyectan masivamente al asta dorsal superficial, es decir, la region
donde las vias nociceptivas aferentes primarias contactan las células de origen de
varios sistemas ascendentes relacionados al dolor 2.

En este complejo las células serotonérgicas y no serotonérgicas influyen en la
transmision nociceptiva de una forma bidireccional a través de un efecto directo en
las vias aferentes primarias, asi también, mediante un efecto indirecto mediado
por interneuronas locales. Las mismas neuronas serotonérgicas pueden verse
involucradas en la vasoconstriccidn cutanea en respuesta a estimulos dolorosos.
Las células noradrenérgicas ubicadas en el grupo celular catecolaminérgico del
romboencéfalo: A5, A6 Y A7, también se proyectan hacia el asta dorsal superficial
y contribuyen al sistema inhibitorio del dolor descendente. Los grupos celulares
antes nombrados se encuentran en la recepcidbn de proyecciones aferentes
(fuertes) de la sustancia gris periacueductal, el bulbo raquideo ventromedial rostral
y las laminas superficiales del asta dorsal medular. De este modo, los opioides
ejercen su influencia en la transmision nociceptiva tanto a nivel de la sustancia gris
periacueductal, como en la terminacién de las vias aferentes primarias 2.

Probablemente, los centros por sobre el nivel mesencefalico también forman
parte del sistema de control del dolor descendente. A su vez la sustancia gris
periacueductal tiene abundantes conexiones reciprocas con el hipotalamo, y
recibe también aferencias de las areas corticales prefrontal, singular e insular. A
través de los sistemas descendentes que se acaban de describir, las sensaciones
de dolor se encuentran bajo el control de los niveles mas altos del cerebro 2.

(Ver figura N°1)
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Figura N°1:Representacion esquematica del proceso nociceptivo:transduccion, trasmision, percepcion y

modulacion (Modificada de Ferrante FM. Anesth Analg 1993; 76: S102-S103)

3. Neurofisiologia del dolor orofacial:

Dentro de la maquina del cuerpo la region orofacial es una de las mas
significativas y sensibles, puesto que esta muy ricamente inervada y con muchos y
variados receptores. Es nuestro deber como odontdlogos conocer todos los
mecanismos dolorosos involucrados en esta zona, ya que un gran porcentaje de
los pacientes manifiestan sensacion dolorosa de diversa etiologia al momento de
consultarnos.

Los impulsos nerviosos que codifican el dolor en la cabeza, incluida la cavidad
oral, se generan principalmente en la distribucién periférica sensorial de cuatro
nervios craneales. El nervio trigémino (V par) y en una menor medida de los
nervios facial (VII par), glosofaringeo (IX) y vago (X par). El nervio trigémino
realiza su emergencia a nivel de la superficie mediolateral de la protuberancia, con
una raiz sensitiva grande y una raiz motora pequefia. Se divide en tres ramas:
-R.oftalmica
-R.maxilar
-R.mandibular
Las ramas anteriormente nombradas emergen del craneo a través de la cisura

orbitaria superior, el agujero redondo y el agujero oval respectivamente @.
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Cuando se percibe un estimulo dafiino, se activan los nociceptores de algunas
de las fibras Ad y C, las cuales se encargan de llevar la informacion dolorosa al
sistema nervioso central. Los somas de estas fibras se encuentran en el ganglio
de Gasser. Asi cada una de estas posee un axon que va desde el ganglio a la
periferia y otro que se proyecta ipsilateralmente hacia el tronco cerebral, para
hacer sinapsis con neuronas de segundo orden del complejo nuclear sensorial
trigeminal. Este complejo estd 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, para hacer
sinapsis con la neurona de tercer orden, cuyo soma se ubica en el nucleo ventral
posteromedial del talamo (relacionado con la discriminacién y localizacion del
dolor), para terminar en el tercio inferior de la circunvolucién post-central, en la
corteza cerebral ipsilateral. ElI componente afectivo del dolor estaria relacionado
con neuronas nociceptivas presentes en los nicleos mas mediales del talamo
13).

Cabe destacar que los mecanismos neuroquimicos involucrados son variados,
y se encuentran una gran gama de sustancias relacionadas tales como
neuropéptidos (sustancia P), neuroquimicos endogenos (somastatina, CGRP,
ATP, péptidos opioides, factores de crecimiento, etc.). Las vias inhibitorias
descendentes juegan el mismo papel que en el resto del cuerpo ®. (Ver figura
N°2)



Cerebral cortex:
posteentral gyrus

Ventral posteromedial (VPM)
nucleus of thalamus

Internal capsule

Midbrain 4 24| | A .
(cerebral <O | > Dorsal trigeminal lemniscus

peduncles) = : S Trigeminal mesencephalic nucleus

Ventral Trigeminal motor nucleus
trigeminal Principal sensory trigeminal nucleus
lemniscus

Touch, pressure
Pontine Pain temperature
reticular g :
formation M V74 Proprioception

Trigeminal {semilunar) ganglion
Ophthalmic n.
Maxillary n.

. ”» Motor root of mandibular n.

Medullary
reticular
formation

Spinal
trigeminal
fract
Spinal
trigeminal
nucleus
Cervical
part of | ‘
spinal | , S N Facial (Vi) n.

cord
Vagus (X} n.

Dorsolateral fasciculus (of Lissauer) * ?Iﬁ
Substantia gelatinosa (lamina 1) % é“

Figura N°2: Vias de nocicepcion trigeminal. Extraida de atlas de Neurofisiologia de F. Netter

17



18

4. Control farmacolégico del dolor:

Para el tratamiento del dolor hay dos grandes métodos o medios para

combatirlo en la actualidad:
-el farmacologico
-el no farmacoldgico

El uso de alguno de ellos o la combinacion de ambos depende estrechamente
de la cultura y las creencias de los individuos en particular. Los medicamentos que
contamos en la actualidad son casi innumerables y difieren ya sea en su
mecanismo de accion, composicién quimica, presentacibn comercial, via de
administracion, etc. De forma general dependiendo el sitio de accidén estos pueden

actuar en 3 niveles:
a) Alterando la conduccion de los estimulos dolorosos (Ej: anestésicos locales)
b) A nivel central (Ej: analgésicos opioides)

c) A nivel periférico (Ej: antiinflamatorios esteroidales o corticoides y también

los AINES) actuando directamente en la generacién de la noxa.

Es importante decir que existen otros farmacos, llamados coanalgésicos,
entre los cuales destacan los: alfa-adrenérgicos, colinérgicos, nitridérgicos,
serotonérgicos, antidepresivos triciclicos, cannabinoides y anticonvulsionantes,
entre muchos otros, que pueden ejercer sus funciones en receptores que son
expresados pre y postsinapticamente en neuronas a nivel espinal y supraespinal

(a-adrenérgicos, serotonérgicos y muscarinicos), antes ya mencionados 4 1%,
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4.1 Antiinflamatorios no esteroidales (AINES):

Estos medicamentos son los de mayor uso en la actualidad en el tratamiento
del dolor y otras condiciones debilitantes en los seres vivos. Son un grupo multiple
y variado. Su mecanismo de accion a grandes rasgos es disminuir el dolor, la
inflamacion y/o la fiebre. La accion de cada uno de ellos difiere en cuanto a la

intensidad en el combate de las condiciones antes descritas.

El mecanismo de accion de este grupo de medicamentos es la inhibicion
reversible de las ciclooxigenasas (COXs), las cuales son enzimas especificas
encargadas de transformar el &cido araquidénico en prostanoides: tromboxano
(vasoconstrictor, potente agente hipertensivo y facilitador de la agregacion

plaquetaria) y prostaglandinas (proinflamatorias) *©.

Las ciclooxigenasas descritas hasta el momento son; COX-1, COX-2 y COX-3

respectivamente.

La COX-1 se encuentra normalmente en los tejidos y responde frente a la
estimulacién hormonal aumentando dos a cuatro veces en promedio su actividad.
Esta secreta prostanoides que influyen fuertemente en muchas funciones de
homeostasia tales como: la citoproteccion gastrica (mediante la produccion de una
capa de mucus), mecanismo de regulaciéon del tono vascular, del tono bronquial,

de la contraccion uterina, de agregacion plaquetaria, etc.

La COX-2 normalmente no se encuentra en los tejidos sino que se da por
resultado de una respuesta rapida de expresién gendmica que ocurre en células
del sistema inmunoldgico y procesos inflamatorios. Es inducida para su produccién
por multiples estimulos tales como interferdn, interleucinas, factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y otros mediadores presentes en lesiones tisulares. Sin
embargo cabe destacar que hay algunos o6rganos en que la COX-2 si se expresa

de forma constitutiva, tales como: cerebro, rifién, hueso y endotelio vascular ®".

Es muy importante decir que las dos isoenzimas anteriormente nombradas son
inhibidas de forma diferente, segun el tipo de farmaco, lo cual es clave al

momento de la eleccion y prescripcion.
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La COX-3 se podria explicar como una variante de las isoenzimas
anteriormente nombradas, posee origen cerebral y también un cddigo de RNA que
no se habia caracterizado previamente. El grupo de Simmons la denomind COX-3
18 (Ver figura N°3).

La accion antipirética de los AINEs se realiza mediante la inhibicion de la
sintesis de PGE;; la accion antiinflamatoria, por la inhibicion en la sintesis de
prostaglandinas y tromboxano y su accidén analgésica por el bloqueo de la via
ciclooxigenasa inhibiendo la PGE, por efecto periférico y central. La accién
antiagregante plaquetaria por bloqueo de la formacién de tromboxano ®9. La
Asociacion Americana de la Salud evoca el uso de terapias combinadas

incluyendo a los AINEs para el tratamiento éptimo del dolor ¢,
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4.2 Reacciones adversas de los AINEs (RAMS):

\._ e
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Esta importante familia de farmacos no solo presenta virtudes terapéuticas,

hay que tener claro que también en ocasiones genera efectos colaterales, sus

manifestaciones toxicas estan estrechamente vinculadas al

medicamento

particular que se use. Las principales reacciones adversas que se registran en

la mayoria de los casos estan a nivel:

Gastrointestinal: por la inhibicién de las PGs constitutivas.

Hematol6gico: aqui se puede dar un debilitamiento de la adhesién plaguetaria

lo cual genera un aumento del sangrado.

Renal: podrian desencadenar hipoperfusion renal, sindrome nefrético o nefritis

intersticial. Lo cual generaria edema periférico ¢* 22,
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- Hepatico: podrian elevar de manera transitoria las enzimas hepaticas lo cual a

su vez se vincula con dafio hepatocelular.

- Cardiovascular: se han notificado algunos casos de edema, hipertension

arterial e insuficiencia cardiaca en relaciéon con el tratamiento con AINEs.

Cabe destacar que en algunas ocasiones, en alrededor del 1% al 2% de los
pacientes bajo tratamiento con AINEs se producen algunas reacciones de
hipersensibilidad. A nivel del SNC se presentan cefaleas, mareos y vértigos entre

otros. Estas situaciones se dan mas en pacientes de edad avanzada.

En la condicion de embarazo los AINEs no alteran la fertilidad de una persona y
tampoco aumentan el riesgo de malformaciones en el individuo pero se ha visto
qgue si pueden incidir en la tasa de abortos en alrededor de un 15% de los casos.
El uso prolongado de esta familia de farmacos podria generar un cierre prematuro
del ductus arterioso e inducir una hipertension pulmonar persistente en el recién

nacido, dado por el mismo bloqueo @329,

4.2.1 Ibuprofeno:

El ibuprofeno fue descubierto por Stewart Adams en conjunto con John
Nicholson, Jeff Bruce Wilson, Andrew RM Dunlop y ColinBurrows, siendo
patentado en 1961. Fue el primero de los propidénicos en ser probada su
efectividad y buena tolerancia en 1969 cuando se introdujo en el Reino Unido. Ya
en los 70s es utilizado como primera linea de los AINEs y es mundialmente
conocido 718,

Su farmacocinética comienza con la absorcion en la zona alta del tracto
gastrointestinal, alcanzando valores peak en la sangre en 1-2 hr, dependiendo de
la formulacién farmacéutica. Se ha observado que formulaciones liquidas o geles
liquidos producen analgesia mas rapido que las otras, ya que presentaria una
absorcién mas rapida 7.

Los citocromos P450 estan involucrados en la via del metabolismo oxidativo del

ibuprofeno, que producen la oxidacién de la cadena del sitio alcalino a derivados
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hidroxilos y carboxilos, ademas se conjuga con el acido glucurdnico y taurina en el
higado, originando un metabolito de menor actividad.

La biodisponibilidad del ibuprofeno demuestra una unidon a proteinas
plasmaticas alta (>99%) y un bajo volumen de distribucién, aunque con una
capacidad de acumularse en apreciables cantidades en compartimentos
inflamados que requieran de la accion analgésica o antiinflamatoria de este
farmaco, como por ejemplo en el liquido sinovial. La vida media del ibuprofeno es
relativamente corta, que se ve aumentada en personas con problemas hepaticos o
renales, lo cual se podria relacionar con una baja incidencia de problemas
gastrointestinales. Segun lo anterior, ante un higado con cirrosis o0 con
compromiso metabodlico se produce una prolongacion de la vida media del

farmaco, similar a lo que ocurre en personas mayores .

Mecanismo de Accién:

Actla inhibiendo reversiblemente las enzimas COX-1 y COX-2 de tal manera
que se disminuye la conversion del acido araquidonico a prostanoides incluyendo
las prostaglandinas y tromboxano, provocando de esta forma una disminucién del
dolor, inflamacién y de la fiebre, como se explicé anteriormente.

El efecto antipirético que presenta se relaciona a la inhibicion de la PGE2, la
cual es el mediador mas importante de la fiebre, sintetizado en el hipotalamo.
Ademas, es destacable el efecto antiinflamatorio del ibuprofeno en los leucocitos
activos de los sitios inflamados, donde podria reducir la liberacion de moléculas

pirogénicas y de esta manera contribuir en la disminucion de la piresis ®©.

Reacciones adversas al medicamento (RAMSs:

Las reacciones adversas a este medicamento estan estrechamente ligadas a
las de los AINEs. Son hematoldgicas, renales, gastrointestinales y bronquiales. En
las hematoldgicas se deberia al bloqueo de la formacion de tromboxano A2, el
cual produce agregacion plaquetaria por lo que podria existir mayor probabilidad
de hemorragias si éste no se encuentra presente.

Dentro del rifiébn las COXs sintetizan prostaglandinas en la médula y corteza,

las que juegan un importante rol en la regulacién y mantencién de la presion
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sanguinea para obtener un flujo adecuado de sangre dentro de este 6rgano, de tal
manera que es esencial su presencia para evitar la expresion de hipertension
arterial.

Pasando a un nivel gastrointestinal se sefiala que se producen por la inhibicion
de la formacion de PGE2, la que cumple una funcidn citoprotectora contra Ulceras
peptidicas. A nivel broncopulmonar se podrian generar broncoespasmos porque
las PGE2 y PGI2 relajan la musculatura lisa del bronquio, siendo esto mas comun

en pacientes con historia previa de asma “°.
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4.30pioides:

Los opioides son un grupo de farmacos que se caracteriza por presentar
afinidad selectiva por los receptores opioides. Luego de unirse a estos receptores
generan analgesia de elevada intensidad, accion que se ejerce principalmente en
el sistema nervioso central sin embargo también poseen acciones en el sistema
nervioso periférico ¥,

Este grupo de farmacos también se denominan analgésicos centrales o
narcéticos. Segun el tipo de actividad que estos ejerzan sobre el receptor opioide
pueden ser clasificados en:

A) Agonistas puros: tienen una marcada accion sobre el receptor MOR,
presentando la maxima actividad intrinseca. Dentro de éstas sustancias
tenemos la petidina, metadona, fentanilo, sufentanilo y la morfina que es de
especial interés en este estudio.

B) Agonistas parciales: ellos presentan una accion sobre el receptor KOR que
es marcada y una menor accion sobre el receptor MOR, cabe destacar que
Su accion intrinseca es menor.

C) Antagonistas puros: dentro de estos estan los que tienen actividad sobre
todos los receptores opioides, pero que carecen de actividad intrinseca, sus

principales exponentes son la naloxona y la naltrexona .

Cuando estos farmacos activan los receptores de ubicacién, tienen un rol
neuromodulador de la liberacion de ciertos neurotransmisores tales como:
acetilcolina, noradrenalina, serotonina, GABA y sustancia P.

En su mecanismo de accion para realizar su actividad analgésica estan
involucrados varios neurotransmisores. De esta manera esta familia de farmacos
aumenta el umbral del dolor y no deterioran la conduccion del impulso nervioso a
lo largo del nervio periférico, pero si podrian reducir la transmision de los impulsos
de las fibras aferentes primarias cuando entran a la médula espinal y deprimir la
actividad en otras terminaciones sensoriales. Cabe mencionar que el efecto
analgésico es sin pérdida de la conciencia y en algunos casos puede cursar con

estados de euforia .
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4 4Reacciones adversas a los opioides (RAMS):

-Depresion respiratoria: se debe en gran parte a un efecto directo sobre el centro
respiratorio del tallo encefélico.

-Nauseas y vomitos: son producidos por efectos secundarios debido a la
estimulacién directa de la zona quimiorreceptora gatillo que se localiza en la zona
posterior del bulbo raquideo.

-Alteraciones vasculares: produce vasodilatacion periférica e inhibicion de los
reflejos barorreceptores mayormente si el paciente esta en posicién supina. Si el
paciente llegase a levantar la cabeza se produce hipotensién ortostatica y
desmayo.

-Tolerancia y dependencia fisica: se da por su uso reiterado de estas drogas
muchas veces por el estado de euforia que relatan algunos pacientes al

consumirlas y es la principal limitante para masificar su uso clinico ©®.

4.4.1 . Morfina:

La morfina continta siendo el farmaco prototipo de los opioides y el que mas se
utiliza con fines terapéuticos. Esta se caracteriza por activar con gran afinidad y
potencia los receptores MOR (u) ©?.

La propiedad terapéutica mas importante para nosotros es la analgesia y
guarda estricta relacién con la dosis a emplear. Se utiliza para el alivio de dolores
de gran intensidad ya sea del tipo agudo o crénico cualquiera sea su localizacion.

El mecanismo de accion de la morfina se debe principalmente a la accién
ejercida sobre los receptores (principalmente p) situados en distintos puntos del
sistema nervioso central, tanto del sistema aferente como el eferente ¢,

En el sistema aferente la morfina, interactia a nivel espinal con receptores
opioides que se encuentran en terminaciones de las fibras sensitivas primarias
gue penetran en las astas posteriores, asi como los localizados en dendritas y
somas de las neuronas espinotalamicas de las laminas | y V. Por este mecanismo

reduce la actividad que ha de ascender por la via espinotalamica. En el
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mesencéfalo y el diencéfalo, deprime la actividad aferente sobre la sustancia gris
periacueductal y periventricular, y los nudcleos intralaminares del talamo,
estructuras que forman parte de las vias espinorreticular y espinomesencefalica.

En el sistema eferente o descendente que regula la transmisién de la
informacion nociceptiva en la médula espinal tiene su origen en localizaciones
corticales, mesencefalica y bulbar. Abundan en él neuronas y terminaciones de
caracter opioide en intima conexidn con otros sistemas (serotonérgicos, sustancia
P, neurotensina, noradrenalina, etc.), que proyectan sus prolongaciones hacia las
laminas de las astas posteriores de la médula espinal. La estimulacién de los
receptores opioides situados en estos niveles, particularmente en el mesencéfalo
(sustancia gris periacueductal) y en el bulbo (nucleos rostroventrales), provoca la
activacion de un sistema neuronal inhibidor de la transmision nociceptiva, de
proyeccién descendente (sistema off del bulbo), al tiempo que inhibe un sistema
contrapuesto también bulbar y descendente de caracter excitador (sistema on).
(Ver figura N°4).

La morfina y los demas agonistas puros utilizan y potencian la funcion
inhibidora descendente que se expresa, en ultimo término, en las astas posteriores
de la médula. Esta también actta a nivel limbico y cortical, donde hay abundantes
receptores opioides, asi este medicamente no solo suprime la sensacion dolorosa,
sino que también atenta o suprime la percepcion del tono desagradable o
angustioso del dolor, sustituyéndolo en ocasiones por una sensacion de bienestar
o de agrado. En algunas situaciones donde exista un componente inflamatorio
cronico se sugiere que también la morfina actia sobre receptores opioides
situados en terminaciones nerviosas periféricas (nociceptores) 3.

Las acciones antes descritas ejercen sin duda alguna un efecto multiplicador y
potenciador y es la razén para que la morfina ejerza un efecto analgésico tan

completo e intenso 9.

RAMs:
-Depresion respiratoria: es una accion de tipo dosis-dependiente por su accion
sobre los receptores MOR y DOR #® situados en las neuronas de los nucleos

bulboprotuberanciales que participan en la funcion del centro respiratorio. También
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puede producir broncoconstriccion, en parte por estimulacion vagal y también por
liberacion de histamina

-Alteraciones centrales: hipotermia de origen hipotalamico, miosis, nauseas,
vomitos e hipertonia muscular entre muchas otras.

-Alteraciones cardiovasculares: puede producir bradicardia de origen vagal, mas
apreciable si la administracién es 1.V. También provoca hipotension por su efecto
sobre el centro vasomotor, asi como por vasodilatacion arterial y venosa. Parte de
estas alteraciones pueden deberse a la liberacién de histamina @,

-Alteraciones gastrointestinales y urinarias: genera un aumento del tono miégeno
en el tracto gastrointestinal, incluidos los esfinteres, y una inhibicién de la actividad
neurégena que repercute en una depresion de la motilidad gastrointestinal.
-Desarrollo de tolerancia: se manifiesta por el acortamiento de la duracién de la
accion o por una disminucion en la intensidad de la respuesta, lo que obliga a
aumentar las dosis. La rapidez con que aparece la tolerancia es tanto mayor
cuanto mas intensamente actua el opioide.

-Desarrollo de dependencia fisica: cuando alguien recibe de forma crénica morfina
por via sistémica, la suspensién brusca de esta o la administracibn de un
antagonista produce sindrome de abstinencia, con intensa sintomatologia central y
vegetativa mayormente simpatica, que demuestra la existencia de un estado de

dependencia fisica 9.
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Figura N°4: Esquema de las vias aferentes de la sensibilidad dolorosa, las vias eferentes que la controlan y

localizacién de neuronas y terminaciones de caracter opioide (neurona punteada). (Modificado de Flérez)
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4 5Interaccién de farmacos:

Al momento de combinar farmacos pueden ocurrir muchas situaciones,

muchas de ellas beneficiosas y otra no tanto. Nosotros al momento de establecer

una asociacion medicamentosa buscamos potenciar los efectos de éstos sin

generar mayores perjuicios en los individuos sometidos a tratamiento.

La interaccidbn entre medicamentos se describe como una respuesta

farmacoldgica que no puede ser explicada por la accién de un solo agente, y que

se debe, mas bien a dos farmacos actuando de forma simultanea. Esto se hace

evidente clinicamente en la variacion de la intensidad de los efectos. Se establece

la siguiente clasificacién segun los resultados obtenidos:

a) Aditividad o sumacion: esta situacion se da cuando el efecto de dos

b)

farmacos dados al mismo tiempo es solo la suma algebraica de cada uno
de ellos. Objetivamente esta situacion se da cuando los farmacos no
interacttan entre si.

Supraaditividad o sinergismo: aqui se da que el efecto obtenido mediante la
administracion de dos farmacos de manera simultanea, son mayores que la
simple suma algebraica de los efectos individuales. Esta situacion es ideal
gue ocurra puesto que ademas de permitir aumentar el efecto también logra
disminuir las dosis generandose menores perjuicios dentro del individuo
(RAMS).

Subaditividad o antagonismo: esta situacioén ocurre cuando el efecto de la
asociacion medicamentosa es menor que el esperado mediante la
administracion de los farmacos por separado.

Dentro de esta categoria existen 2 mecanismos:

- Directo: aqui se puede dar la competencia (cuando ambos farmacos actian en

un mismo sitio del mismo receptor) o la no competencia (cuando actdan sobre

sitios diferentes de un mismo receptor).

- Indirecto: aqui se da que un farmaco disminuye la concentracion de la forma

libre del otro, y la accidn conjunta tiene un efecto menor que la suma se los dos

farmacos por separado .



31

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipétesis:

La administracion intraperitoneal (i.p) de ibuprofeno en combinacion con
morfina produce actividad antinociceptiva sinérgica, en el ensayo algesiométrico
de la formalina orofacial.

2. Objetivos:

2.1 Objetivo general:

Estudiar la actividad antinociceptiva de ibuprofeno, morfina y de su
combinacion en el ensayo algesiométrico de la formalina orofacial en ratones.

2.2 Objetivos especificos:

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

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

- Estudiar el tipo de interaccion analgésica al administrar la combinacion de

ibuprofeno con morfina en el mismo test.
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MATERIAL Y METODO

1. Animales

Fueron usados 128 ratones machos de la cepa CF/1 (Mus musculus)(FOTO
N'1), con un peso de 27 a 30 gramos, acostumbrados a las condiciones
ambientales de un laboratorio (22° a 24° C), como minimo 2 horas antes del
experimento, donde fueron mantenidos en condiciones estandar de luminosidad,
temperatura y humedad, conforme al protocolo N° 84 y 131 aprobado por la
comision de ética de la Facultad de medicina de la Universidad de Chile. A cada
ratén sélo se le administré una dosis de los farmacos vy las observaciones fueron
realizadas de forma ciega, randomizada y controlada a través de solucién salina.
Se utilizé la cantidad de ratones minima requerida para la realizacion de un
correcto y aceptable analisis estadistico, cumpliendo con las respectivas normas
éticas internacionales que norman este tipo de experimentacion. Los animales
utilizados fueron sacrificados en los proximos minutos luego de finalizadas las
observaciones, a través de la técnica de dislocacion cervical, por personal

altamente entrenado.

Foto N° 1: Ratones (Mus musculus) machos de la cepa CF/1.
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2. Test de la formalina:

Para evaluar la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria se utiliz6 una
modificacion del test algesiométrico orofacial de la formalina al 2%, que permite
medir el comportamiento generado por el dolor debido a la estimulacion del
nervio trigémino. Este ensayo presenta una respuesta bifasica frente a la
inyeccion de formalina subcutanea, calificada como noxa, que produce un dafio
en el tejido, de igual forma activa las fibras Ad y C, asi como los nociceptores
trigeminales que perciben la irritacion quimica corrosiva, lo cual induce una
primera fase de respuesta rdpida e instantdnea (fase | o algésica), seguido de un
periodo de tranquilidad, para finalizar luego en un periodo prolongado toénico, el
cual tiene activacion tardia, donde se genera un foco inflamatorio en el sitio del
dafio generdndose tanto sensibilizacion central como periférica, estado que
corresponde a la inflamacién crénica, observable y medible por el evidente prurito
de la zona inflamada por la formalina (fase Il o algésica inflamatoria). La intensidad
del tipo de respuestas mostradas es dosis-dependiente, en relacion a la solucién

de formalina administrada, como se observa en la Figura 5.2 2829
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Figura N°5: Curso temporal del ensayo de la formalina orofacial en ratones.
(Control salino (<); formalina 1 % (*%); formalina 2 % (=) y formalina 5 % (A).

Cada punto es el promedio + EEM de al menos 6 animales)
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Antes del test algesiométrico (inyeccidn de formalina subcutanea), los ratones
fueron inyectados de manera intraperitoneal (i.p) 30 minutos antes con una
jeringa de tuberculina de 1ml, conectada a una aguja de 27 Gauge, en dosis de 10
ml/Kg, con los farmacos disueltos en solucion salina (ibuprofeno, morfina o su
mezcla), se realizd de esta forma puesto que es el tiempo de latencia requerido
para lograr el efecto analgésico maximo, el cual ha sido determinado previamente.
e7.28) (FOTO N° 2)

Los animales utilizados como grupo control (1 o 2 individuos por cada grupo
experimental), fueron inyectados de forma i.p con suero salino al 0,9%. Todos los
ejemplares utilizados en esta experimentaciéon permanecieron en los cilindros de
observacion para una adecuada adaptacion. Luego de 30 minutos, se realizé una
inyeccidén subcuténea, utilizando una jeringa Hamilton de 50uL.conectada a una
aguja de 27 Gauge, con 20 pL. de una solucién de formalina al 2% en el labio

superior derecho del animal. (FOTO N° 3). Esto genera un efecto mantenido que

Foto N°2: Inyeccion intraperitoneal de medicamentos.
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Foto N° 3: Inyeccién de 20 uL de solucion de formalina al 2% en labio superior derecho

se expresa en un evidente frotamiento de la zona inyectada y del area perinasal,
ocasionado por la estimulacion directa de los nociceptores periféricos (fase I) y a
la induccién de los mediadores de inflamacion en la zona inyectada (fase Il). Se
us6 una solucién de formalina al 2%, en lugar de la formalina al 5 % usada por
Luccarini ®®, dado que produce una buena discriminacion del comportamiento
nocifensivo y una menor posibilidad de dafio en la piel del animal.

Los ejemplares posteriormente de ser inyectados fueron devueltos a un cilindro
transparente de 20 cm de diametro y 20 cm de altura, especialmente disefiado
para la observacion, y se midid el tiempo, a través de un cronémetro digital
altamente preciso, durante el cual ellos se frotaron la zona inyectada, esta accién
era considerada valida si ellos la realizaban con su pata anterior o posterior de la
zona ipsilateral a la inyeccion de formalina (FOTOS N° 4 Y 5). Esto se monitoreo
durante los 5 minutos posteriores a la inyeccién, los cuales corresponden a la
fase | o algésica aguda. Luego de realizada esta accidn se esperaron 20 minutos
contados desde la inyeccién y luego se cronometraron los ultimos 10 minutos
hasta los 30 minutos ( duracion total del test), para apreciar el comportamiento de
frotamiento de la zona en cuestion (zona labial derecha) y que corresponden a la
fase Il. Cabe destacar que no se monitoreo el periodo de tiempo comprendido
entre la fase | y Il, puesto que el ejemplar en dicho lapso se encontraba en un
periodo de quietud. Los resultados fueron cuantificables mediante los segundos de

frotamiento en cada intervalo de tiempo 329,
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Foto N°4: Frotamiento de la regién perinasal con la extremidad superior.

Foto NO°5: Frotamiento de la region perinasal con la extremidad inferior.

3. Evaluacion de la analgesia:

Se llevo a cabo mediante la realizacion de curvas dosis-respuesta del AINE y el
respectivo opioide en cuestion (ibuprofeno: 1-30 mg/kg y morfina: 0,1-1 mg/kg),
administrados por via intraperitoneal en 4 grupos para cada farmaco, usando para
ello un minimo de 7 animales para cada grupo, y de esta forma evaluar la
actividad antinociceptiva producida por ellos. A partir de las curvas de dosis-
respuesta, por analisis de regresion lineal por medio de cuadros minimos, se
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calculé la dosis que produce un 50% del efecto maximo (DEso), tanto para la fase |
y Il. El efecto maximo posible (MEP) que corresponde a la actividad analgésica

fue calculado de acuerdo a la siguiente formula €.

MEP % = 100 — (TIEMPO DE FROTAMIENTO EXPERIMENTAL / TIEMPO DE
FROTAMIENTO CONTROL) X 100

Para evaluar la interaccion producida entre los medicamentos, en ambas
fases, se ocupd el método isobolografico, descrito por Tallarida y col. ©?,
modificado por el Laboratorio de Neurofarmacologia del Dolor de la Escuela de
Medicina de la Universidad de Chile, método que permite conocer si realmente
existe interaccién entre farmacos, de que tipo es y su magnitud. Esto se logra,
usando el sistema de isobologramas, que es la representacion gréficas de dosis
isoefectivas de cada farmaco utilizado de forma individual y también combinados.
Para ello, por via intraperitoneal se administr6 de forma conjunta ambos
medicamentos, en proporciones de 1:1 también en mezclas de 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16
de las correspondientes DEs de ibuprofeno y morfina, tanto para la fase | como
para la fase Il. Luego, estas curvas dosis-respuesta fueron analizadas mediante
regresion lineal por cuadrados minimos para calcular las DEso de las mezclas. Esta
dosis se compar6 estadisticamente con la DEs que representa teéricamente la

adicion simple de efectos, que se obtiene con la siguiente férmula:

DE scaditividad tedrica = DEscdroga 1/ (p1 + R x P2)

Donde:
R: relacién de potencia entre los farmacos administrados por separado.
P1: proporcion de ibuprofeno en la mezcla.

P2: proporcion de morfina en la mezcla.

El punto experimental resultante se grafica en un sistema de coordenadas

cartesianas que contiene una linea que conecta la DEsc de ibuprofeno en la
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ordenada con la DEsc de morfina en la abscisa (linea de aditividad simple o
tedrica). La region del grafico donde se ubica el valor o punto experimental en
relacion al valor tedrico determina el tipo de interaccion. Si el valor que representa
el valor experimental se ubica bajo la linea de aditividad y es estadisticamente
diferente del valor teérico de la DEs, la interaccibn es de tipo sinérgica o
supraaditiva. En cambio, si el punto experimental se sitia sobre la linea de
aditividad y es estadisticamente distinto de la DEso tedrica, la interaccion sera de
tipo subaditiva o antagdnica, mientras que si se ubica cerca de la linea de
aditividad y ademas estadisticamente no es diferente de la DEso tedrica, sera una
interaccion de simple aditividad.

Por otra parte, el programa también permite ver el indice de interaccién de los

farmacos, a través de la siguiente férmula:

indice de interaccion: DEssexperimental / DEso tedrico

El cuociente obtenido permitira identificar la interaccion, valores menores a 1

indicaran una interaccion sinérgica; si es igual a 1 sera de tipo aditiva y si es

mayor a 1 sera de tipo antagénica .
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4. Andlisis estadistico:

En este estudio los resultados se consideran como el promedio + error
estandar del promedio (EEM) o con su limite o intervalo de confianza
correspondientes al 95% (LC 95%). A su vez el andlisis estadistico se realiz6 con
el programa computacional; Pharm Tools Pro, version 1.47, McCary Group Inc,
PA, USA diseflado en base a las publicaciones de Tallarida. La significacion
estadistica fue considerada a un nivel de 5% (p<0,05) evaluado por el test de
Student’'s o por analisis de varianza (ANOVA), seguido del test de Student-

Newman-Keuls % 28 29, 30),
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RESULTADOS

1. Grupo control:

Los ratones pertenecientes al grupo control que recibieron la administracion de
10mg/kg de solucion salina al 0.9% via intraperitoneal, 30 minutos antes de la
administracion de formalina al 2%, dieron como resultado un tiempo de frotamiento
de la zona labial y perinasal derecha de 99,75 * 2,72 seg. para la fase | (n=16) y
de 97,65 + 4,28 seq. para la fase Il (n=16). Ver figura N° 1.

2. Grupo tratado con ibuprofeno:

La administracion intraperitoneal de ibuprofeno, result6é en una actividad
antinociceptiva dosis dependiente, tanto en la fase algésica aguda (fase I) como
en la fase inflamatoria (fase Il) del ensayo algesiométrico orofacial, lo que se
observa en los graficos 1y 2 respectivamente. La DEsp resulté ser de 2,65 + 0,31
mg/kg para la fase |, mientras en la fase Il resulté ser 3,06 £ 0,92 mg/kg (n=28).
Ver tabla 2.

FASE |
100 -
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o
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25 -
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-1 0 1 2
Ibuprofeno, log mg/kg

Grafico 1: Curva dosis respuesta para la administracion i.p de ibuprofeno en la fase | del test de la formalina

orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de al menos 7 animales. MPE: efecto maximo posible.
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Gréfico 2: Curva dosis respuesta para la administracion i.p de ibuprofeno de la fase Il del test de la formalina

orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de al menos 7 animales. MPE: efecto maximo posible

3. Grupo tratado con morfina:

La administracion intraperitoneal de morfina, indujo una actividad
antinociceptiva de tipo dosis dependiente, tanto en la fase algésica aguda (fase |)
como en la fase inflamatoria (fase IlI) del ensayo algesiométrico de la formalina
orofacial, lo que se observa en los gréficos 2 y 3 respectivamente. La DEsgy resultd
ser de 0,12 + 0,03 mg/kg para la fase |, mientras en la fase Il resulté ser 0,17 +
0,03 mg/kg (n=28). Ver tabla 2.
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Grafico 3: Curva dosis respuesta para la administracion i.p de morfina en la fase | del test de la formalina

orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de al menos 7 animales. MPE: efecto maximo posible.
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Grafico 4: Curva dosis respuesta para la administracion i.p de morfina en la fase 1l del test de la formalina

orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de al menos 7 animales. MPE: efecto maximo posible.
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4. Andlisis isobologréfico de la interaccion entre morfina e ibuprofeno:

Al administrar por via intraperitoneal la combinacion de morfina e ibuprofeno en
proporcion de 1:1 de cada una de sus respectivas DEsp, se obtuvo en los ratones
una actividad antinociceptiva dosis-dependiente, tanto en las fase | y Il. A partir de
ellos se obtiene la DEsg para la combinacion de ambos farmacos, la cual es fase I=
0,27+0,04 mg/kg y fase 11=0,38 £ 0,03 mg/kg. Ver tabla 2

Del analisis isobolografico de la combinacion de morfina con ibuprofeno, se
obtuvo como resultado una interaccion antinociceptiva de tipo supraaditiva o
sinérgica, tanto para la fase | como para la fase Il, esto se concluye por la
ubicacion del punto experimental, bajo la linea de aditividad, y se refuerza con los
indices de interaccion estadisticamente menores a 1 en ambas fases (fase 1=0,20,
fase 11=0,21) (Gréficos 5y 6)

FASE |
® Aditividad
3-,4 1 O Experimental
S
€3 7
)
&2
)
o 1
o
=
E D T 1
uDl: 0 0,1 0,2
EDs, MORFINA, mg/kg

Gréfico 5:1sobolograma de interaccion entre morfina e ibuprofeno, en el test de la formalina orofacial, en la
fase I. El (e) en la linea de aditividad 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 interaccion entre morfina e ibuprofeno, en el test de la formalina orofacial, en la

fase Il. El (e) en la linea de aditividad 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 1.

Valores de las DEs5yde los farmacos utilizados en esta experimentacion

(DEsp + EEM (mg/kg i.p))

Farmacos Fase | Fase Il
Ibuprofeno 2,65+0,72 (28) 3,06 £ 0,92 (28)
Morfina 0,12 £ 0,03 (28) 0,17 £ 0,03 (28)

Ibuprofeno/Morfina

tedrico

1,39 + 0,05 (28)

1,62+ 0,12 (28)*

Ibuprofeno/Morfina

experimental

0,27 + 0,04 (28)

0,38 + 0,03 (28)*

Valores DEsg con sus respectivos EEM, para el efecto antinociceptivo de la

administracion i.p. de: ibuprofeno, morfina y de la mezcla morfina/ibuprofeno; en la

fase | y Il del test de la formalina orofacial al 2%. Entre paréntesis; nimero de

ratones usados. *= comparado con fase | (p<0.05).
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DISCUSION

Este estudio utilizé el test algesiométrico de la formalina orofacial al 2 %, el
cual permite cuantificar el efecto antinociceptivo de farmacos en un modelo
experimental con animales, siendo uno de los mas indicados para estudiar el dolor
en este territorio, por cuanto la respuesta dolorosa se considera similar que en
humanos. La inyeccion de formalina, genera un comportamiento debido a la
estimulacién nerviosa a partir de las fibras Ad y C, en neuronas del asta dorsal y
nacleos del trigémino, asi como el rascado o frotamiento del animal es una
respuesta directa a ésta, en la que se distinguen 2 fases, una algésica- aguda(fase

) y otra algésica-inflamatoria(fase 11)9.

Los resultados obtenidos indican que la administracion intraperitoneal de los
medicamentos ibuprofeno y morfina generan una respuesta antinociceptiva de tipo
dosis-dependiente en ambas fases del ensayo. Estos resultados concuerdan con
estudios previos que demuestran que la administracion sistémica tanto de
ibuprofeno como morfina genera actividad antinociceptiva en diversos modelos

algesiométricos en animales 2,

Segun los valores de la DEs, de la actividad antinociceptiva, el ibuprofeno
obtuvo una potencia similar en ambas fases del ensayo, de igual forma, la
morfina. Los resultados de cada farmaco difieren de otros estudios en los cuales
se muestra que los medicamentos tienen potencias muy desiguales en ambas
fases ™ %),

Sin embargo, la mezcla en la fase | fue significativamente diferente a la
fase Il (p<0.05). La combinacion de ibuprofeno con morfina produjo una
interaccion de tipo sinérgica, hecho que concuerda con los resultados obtenidos
con otros farmacos en el tratamiento del dolor. Esta situacion es muy favorable
puesto que permite disminuir las dosis terapéuticas a utilizar de cada farmaco para
obtener el beneficio deseado y asi también disminuir las reacciones adversas que

muchas veces complican al individuo 9.
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Los efectos sinérgicos también podrian explicarse por interacciones funcionales
resultantes de la accion de la morfina y/o el ibuprofeno en sitios anatomicos
separados, ya sea a nivel pre- y/o post-sinaptico, que podrian actuar de forma
independiente o bien cooperativamente incrementando el proceso de inhibicion de
la nocicepcion @Y.

El efecto algdégeno de las prostaglandinas es inhibido por los AINEs mediante
su accion sobre las COXs. Estudios recientes indican que los farmacos opioides,
en este caso la morfina, serian capaces de inhibir la liberacion de prostaglandinas
por un mecanismo de accién presinaptico descrito para otros neurotransmisores.
Como consecuencia de esta inhibicidn, se explicaria en parte el sinergismo entre

el ibuprofeno y la morfina 2:33:34.3%),
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CONCLUSIONES

La administracion intraperitoneal de ibuprofeno o de morfina en el test
algesiométrico de la formalina orofacial, genera un efecto antinociceptivo de
tipo dosis-dependiente, presente en la fase | y en la fase Il.

Ibuprofeno posee similar potencia analgésica en ambas fases.

Morfina posee similar potencia analgésica en ambas fases.

Morfina posee mayor potencia analgésica que el ibuprofeno, tanto en la fase |
como en la fase Il.

La combinacion de ambos farmacos interactiian de forma sinérgica en el test
de la formalina orofacial.

La administracion simultanea de ibuprofeno y morfina permitiria buscar nuevas
alternativas farmacoldgicas para producir un mejor efecto analgésico con

menores dosis y asi también reducir los efectos secundarios.
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SUGERENCIAS

Se sugiere a futuro la realizacion de otras pruebas algesiométricas que
registren otros tipos de estimulos en relacién a la actividad antinociceptiva
inducida frente a la coadministracion de ibuprofeno y morfina, tales como;
formalina en la pata, test de las contorsiones, test de plancha caliente, dolor
neuropatico e induccion de dolor musculo-esquelético por CFA.

Evaluar posibles usos de la coadministracion de estos medicamentos en
dolores no generados en el territorio maxilofacial y su viabilidad.

Comparar y evaluar al lbuprofeno en asociacion con otros opioides para ver
sus interacciones y posibles RAMs.

Asociar morfina a otros farmacos y evaluar su eficacia frente a dolores

generados en el territorio orofacial.
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