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Mario Benedetti
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RESUMEN

Introduccion: El dolor orofacial es la primera causa de consulta en salud oral, en
particular, el dolor cronico de tipo neuropatico; dado el porcentaje de la poblacién
que se ve afectada, éste representa un problema de salud publica. Es cierto que en
algunos casos las terapias combinadas de farmacos antiepilépticos vy
antidepresivos, tienen mejores resultados que la monoterapia, en términos de
tolerancia y eficacia frente a este tipo de dolor, pero no es adecuado generalizar.
Existe evidencia que sugiere, que la combinacion de gabapentina (antiepiléptico)
con AINES, tiene beneficios claros comparados con la monoterapia. En éste estudio
se evaluo la analgesia de 2 de ellos: gabapentina, naproxeno y su combinacion,

segun el método algesiométrico de la formalina orofacial.

Material y Método: Se utilizaron 120 ratones (Mus musculus), machos, de la cepa
CF/1. Se administré via intraperitoneal (i.p.) una solucion de gabapentina, de
naproxeno y de su combinacion, para posteriormente realizar el ensayo
algesiométrico, que consiste en la inyeccion en el labio superior del animal de
formalina al 2%, evaluando el tiempo de frotado de la zona inyectada, tanto en la
fase | (algésica), como en fase Il (inflamatoria). El analisis estadistico fue expresado
como promedio + E.E.M. (error estandar del promedio) y se calcul6 con el programa
computacional Pharm Tools Pro (version 1.27, McCary Group Inc., USA). La
significacién estadistica se determin6é por andlisis de varianza y pruebas t de

Student, considerando la significancia a un nivel del 5% (p<0,05).

Resultados: La administracion de Gabapentina, Naproxeno y su combinacion,
produce un efecto antinociceptivo dosis-dependiente en ambas fases, siendo
Gabapentina mas potente en ambas fases y la coadministracion de ellos, demostro,
a través del andlisis isobolografico, que tienen una interaccion de tipo supraaditiva

0 sinérgica en ambas fases del test.

Conclusiones: los resultados del presente estudio, podrian contribuir al tratamiento
del dolor neuropatico, a fin de obtener una adecuada analgesia a dosis menores de
los farmacos por su administracion conjunta, que ademas produciria una

disminucion de las reacciones adversas medicamentosas.



INTRODUCCION

La capacidad para detectar estimulos nocivos es esencial para la sobrevivencia
y bienestar del organismo. Esto se evidencia claramente en aquellos individuos
afectados por anomalias congénitas, que los hacen incapaces de detectar estimulos
dolorosos, no permitiéndoles desarrollar comportamientos protectivos. El dolor y la
nocicepciéon son criticos para la subsistencia, encienden alarmas que tienen la
capacidad de iniciar respuestas adaptativas, a través de un aprendizaje asociativo

emocional (Barrot, 2012).

El dolor es la Unica de las sensaciones que va acompafiado de un fuerte
componente emocional, intrinsecamente desagradable; es una experiencia
compleja y que cada individuo vive de forma Unica, y es por esto que la experiencia
dolorosa es dificil de definir y de tratar (Rowbotham y cols., 1998). Su interpretacion
depende de la experiencia previa (Costigan y cols., 2009) o, como en el caso de los
animales, a reacciones conductuales para esa sensacion (Guia para el Cuidado y

Uso de los Animales de Laboratorio, 1999).

Asi, el dolor no es una experiencia nociceptiva pura (sensorial), sino que
involucra componentes psicologicos previos inseparables de la sensacién dolorosa,;
cabe acotar que la definicion no establece que el dolor es producido Unicamente por
dafio tisular, pudiendo entonces aparecer, sin causa somatica que lo justifique.
Ademas, inherente a la definicion, se encuentra la premisa que el dolor es subjetivo,
individual y multidimensional; incluyendo no soélo la sensacion dolorosa en si misma,

sino también la experiencia emocional asociada a ella (Sluka, 2009).

Por lo tanto, se deduce que es muy dificil que el dolor pueda ser cuantificado
por un método en particular, que abarque todas sus dimensiones. Es por esta
dificultad, que la asociacion internacional para el estudio del dolor (IASP), lo definié
como: “una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio
tisular existente o potencial, descrito en términos de dafo” (Bonica, 1990(a); Sluka,
2009).
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En la actualidad disponemos de diversos tratamientos para el manejo del dolor,
como la acupuntura, la hipnosis, la estimulacion eléctrica transcutanea (TENS), y
los farmacos. Entre los farmacos mas utilizados encontramos los analgésicos
antinflamatorios no esteroidales (AINEs) y opioides. Ademas de algunos
antidepresivos, relajantes musculares, antiepilépticos, anestésicos locales y

cannabinoides como coanalgésicos o coadyuvantes.

Este trabajo de investigacion busca evaluar el efecto analgésico de la
gabapentina y el naproxeno, por separado y en combinacion; farmacos
ampliamente usados en el dolor neuropatico desconociéndose el tipo de interaccion

que pueda ocurrir entre ellos (Attal y cols., 2010; Setiawati y cols., 2009).



Marco Teorico

Dolor

Concepto de Dolor:

Es considerado como uno de los “signos mas tempranos de morbilidad en la
naturaleza” y es, sin lugar a dudas, el sintoma mas frecuente de enfermedad. Este
sintoma proporciona una sefial de mal funcionamiento en alguna zona del
organismo. La accién médica debe tratar de anularlo o en su defecto hacerlo mas

soportable, minimizandolo lo méximo posible (Barrot, 2012; Basbaum y cols., 2000).

Tipos y Clasificacion

El dolor se puede clasificar segun su duracion en: agudo y cronico.

El dolor agudo es una sensacion dolorosa de corta duracion, es decir, limitado
en el tiempo. Corresponde a una respuesta protectora, frente a injurias,
generalmente es nociceptivo, siendo resultado de dafio o inflamacién de tejido

somatico o visceral (Basbaum y cols., 2000).

El dolor cronico en tanto, es una situacion dolorosa de mas de tres meses de
duracion, por lo que puede ser ilimitado en su duracion y persiste después de la
lesion que lo origind. Es una respuesta desadaptativa del organismo, pudiendo ser
de tipo nociceptivo o neuropatico. Este Ultimo, al afectar a méas del 3% de la
poblacién general, representa un problema de salud publica, aunque la prevalencia
varia segun las diferentes etiologias del dolor neuropatico (Costigan y cols., 2009;
Voscopoulos y Lema, 2010). Actualmente se sabe que este tipo de dolor se
acompafa de alteraciones psicologicas de diversa severidad, y la terapéutica
disponible permite la adaptacion del paciente a su condicion, mas que a la

desaparicion de la misma (Reichling y Levine, 2009).

Segun su patogenia es posible clasificarlo en: nociceptivo, neuropatico,



psicogeno y oncoldgico.

El dolor nociceptivo es producido por estimulacion anormal de nociceptores
periféricos somaticos o viscerales (superficiales o profundos), por diversas causas
inflamatorias, y es conducido por vias nerviosas especificas, introduciéndose al
sistema nervioso central por el asta dorsal de la médula espinal (laminas |y Il de
Rexed), hasta alcanzar centros dolorosos superiores en el talamo y corteza cerebral

(Voscopoulos y Lema, 2010).

El dolor neuropatico es definido por la IASP como “el dolor iniciado o causado
por lesiones primarias o disfunciones en el sistema nervioso central y/o periférico.
(Basbaum y cols., 2000; Costigan y cols., 2009) Se caracteriza por ser espontaneo,
ademas es continuo e intermitente. Es descrito como lacerante, un ardor o
quemazon y fulgurante (Costigan y cols., 2009; Hargreaves, 2011). Este dolor puede
ser desencadenado por estimulos inocuos (alodinia), en otras ocasiones existe un
aumento de la respuesta frente a un estimulo doloroso (hiperalgesia) y también
pueden ocurrir sensaciones desagradables espontaneas de calor, frio, o tirantez

(disestesia) (Hargreaves, 2011; Iwata y cols., 2011).

El dolor psicégeno, es un tipo de dolor complejo, mediatizado por la angustia, el
miedo y la ansiedad del enfermo. Este tipo de dolor no responde al tratamiento
analgésico habitual y no existe ningun paralelismo entre dolor y la lesién (Campbell
y Meyer, 2006).

Finalmente el dolor de tipo oncoldgico, el cual esta presente en casi la mitad de
los pacientes con cancer en situacion terminal, llegando a afectar al 70%-90% de
los mismos. En este caso coexisten varios tipos de dolor, siendo el mas frecuente
de tipo crénico, nociceptivo, somatico (Epstein y cols., 2010).

I. NEUROFISIOLOGIA DEL DOLOR

Si se simplifica todo el proceso de la sensacion dolorosa, se puede resumir
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en una cadena formada por tres neuronas, donde la de primer orden, va de la
periferia hacia la médula espinal, la de segundo orden, asciende hasta centros
superiores, y la de tercer orden se proyecta a la corteza cerebral. También puede
existir comunicacion con otras neuronas sensitivas, y neuronas descendentes
inhibitorias que provienen del cerebro medio, y que modulan el estimulo doloroso,

una forma mas compleja del sistema (Bonicay cols., 2001).

Este proceso neurofisiolégico puede dividirse en etapas: transduccion
(activacion y sensibilizacion de los nociceptores periféricos), transmision,
modulacién e integracion de la antinocicepcion por transmision mediante las vias
ascendentes (espino-encefalicas) y, control descendente por las vias encéfalo-
espinales.

- Transduccién: corresponde al proceso en el cual los nociceptores
transforman los estimulos que reciben: quimicos, térmicos y mecanicos en
impulsos nerviosos. Existen dos tipos de procesos de transduccion, por una
parte, la activaciéon, que genera el potencial de accion, y por otra, la
modulacién, que puede ser a una mayor sensibilidad (up-regulation) o a una
menor sensibilidad (down-regulation), cabe acotar que una mayor
sensibilidad implica una mayor cantidad de receptores y menor umbral de
excitacion (Ito y Okuda-Ashitaka 2001; Puebla 2005).

- Transmision: Se realiza la sinapsis con la neurona de segundo orden
para llevar la informacion al encéfalo, en el hasta dorsal de la médula, en las
denominadas Laminas de Rexed (Almeida y cols., 2004, Bonica y Loeser
2001).

- Modulacion: la informacion nociceptiva que llega a la médula espinal
es procesada por sistemas de control segmentarios y suprasegmentarios.
Los primeros corresponden a la neuromodulacién en un determinado nivel
medular, con un alcance mas localizado. Los segundos, tienen su origen en
estructuras nerviosas que se encuentran por encima de la médula: el tronco
del encéfalo y el bulbo ventromedial (RBVM). Existen dos mecanismos

principales de control: Teoria de la compuerta (Gate control) y el Sistema



inhibitorio descendente (Bonica y Loeser 2001, Paeile y Bilbeny 2005).

II. NEUROFISIOLOGIA DEL DOLOR OROFACIAL.

Nervios craneales

A diferencia de lo que ocurre en el resto del cuerpo, cuando los estimulos
dolorosos se originan en los nociceptores en la cabeza, son transmitidos por los
nervios craneales hacia los ganglios craneales, desde ahi, se proyectan hacia los
nacleos centrales, ubicados en el tronco del encéfalo, para luego hacer conexiones
con el tadlamo y la corteza somatosensitiva, al igual que en el resto del cuerpo
(Sessle, 1999).

La region orofacial, es uno de los territorios mas abundantemente inervados, y
en particular, mas por el nervio trigémino, y representa un territorio en donde se
desarrollan condiciones dolorosas con caracteristicas propias, que lo diferencian del
dolor del sistema nociceptivo espinal (Hargreaves, 2011), pero los mecanismos
asociados a estos dolores son escasamente conocidos, pues existen insuficientes
investigaciones relacionadas al area facial (Luccarini y cols., 2006; Raboisson y
Dallel, 2004). Dada la alta prevalencia del dolor orofacial, es importante buscar alivio
éste, ya que constituye un problema relevante de salud publica, asociado con una
disminucién importante de la calidad de vida de quienes lo padecen (Stucky y cols.,
2001; Takemura y cols., 2006).

El dolor orofacial deriva de diversos tejidos, como meninges, pulpa dental,
coérnea, mucosa nasal/oral y también de la articulacion temporomandibular (ATM).
La region orofacial, es sitio de dolores neuropéticos Unicos, como las neuralgias
paroxisticas: glosofaringea y trigeminal. Otros dolores cronicos neuropaticos,
comunes en el area orofacial lo constituyen las cefaleas trigeminales y neuralgia
post-herpética. La neuralgia post-herpética presenta una prevalencia relativamente
alta, afectando al 25% de los pacientes que han sufrido un episodio de herpes zoster

(Baron y cols., 2010; Hargreaves, 2011; Zakrzewska y McMillan, 2011).
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Los impulsos nerviosos que codifican el dolor a nivel orofacial, se originan
principalmente en la distribucion periférica sensorial de cuatro nervios craneales: el
nervio trigémino (V par craneal), y en menor medida los nervios facial (VII par
craneal), glosofaringeo (IX par craneal) y vago (X par craneal); y la terminacion de

los tres nervios cervicales superiores (Bonica, 1990(b)).

El Nervio Trigémino, corresponde al nervio dominante que transmite los
impulsos sensoriales del area orofacial al sistema nervioso central, nace en la
superficie mediolateral de la protuberancia, con una raiz sensitiva grande y una raiz
motora pequefia. Se divide en tres ramas: la oftalmica, maxilar y mandibular, las
que emergen del craneo por la fisura orbitaria superior, el agujero redondo y el
agujero oval respectivamente. Es mixto, sus fibras sensitivas inervan la parte
anterior de la cara, tejido cutaneo, tejidos intraorales, dientes, membranas mucosas
de las cavidades orales y nasales, conjuntiva, duramadre y vasos sanguineos extra

e intracraneales (Bonica, 1990(b)).

La organizacion somatotépica es la caracteristica mas importante y de
relevancia clinica del sistema trigeminal, tiene su centro en el ganglio de Gasser, la
raiz sensorial, el complejo nucleo sensorial trigeminal. Los terminales centrales del
nociceptor trigeminal, para la rama mandibular, se encuentran en la parte dorsal o
dorsomedial del nucleo sensorial del Trigémino; para la oftdlmica, estan localizados
en la parte ventral o ventrolateral y maxilar en la regién intermedia. En el subnucleo
caudal, este patron somatotépico de la representacion de la cara y boca esta
invertido, la regidn perioral esta representada en la parte cefalica y regiones mas
laterales de la cara en el sector mas caudal del subnucleo (figura 1) (Bonica, 1990(b);
Sessle, 2005; Takemura y cols., 2006).



. Nuicleo
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Figura 1. La organizacion somatotépica en sentido rostro-caudal del subnuicleo caudal
(Bonica, 1990(b))

La primera neurona de este sistema posee un soma gue se encuentra en el
ganglio de Gasser; prolongaciones periféricas, que son terminaciones libres de sus
tres ramas terminales (Oftalmica, Maxilar superior y Mandibular), que constituyen
los receptores para el dolor del sistema trigeminal; y una prolongacion central, que
penetra en la protuberancia, para hacer conexiones con los ndcleos sensitivos.
Especificamente, la informacion correspondiente al dolor, es transmitida hacia el

Subnucleo Caudal del Nucleo Espinal.

En el Subnucleo Caudal, se produce la sinapsis con la segunda neurona
(neurona T o target). Esta segunda neurona cruza la linea media, y en un porcentaje
muy importante, llega al nucleo ventroposteromedial del talamo (haz Trigémino
talamico ventral). Las vias ascendentes trigeminales, por donde viaja la informacion
dolorosa son varias: el Haz Neotrigeminotalamico, el Haz Paleotrigeminotalamico y

el Haz Reticulotrigeminotalamico.

Desde el Talamo, la informacion dolorosa se proyecta por estas vias hacia la
corteza somestésica primaria, y, ademas, hacia dos estructuras denominadas
Corteza Insular y Circunvolucion Cingular. Esta ultima es parte del sistema limbico,
gue esta involucrado con el procesamiento afectivo y emocional del dolor; la Corteza

Insular, en cambio, procesa informacion del estado interno del cuerpo, integrando,
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de esta forma, el aspecto sensorial (localizacion), cuantitativo y afectivo, en la
percepcion del dolor. Como resultado tenemos la integracion de los aspectos
sensoriales, cognitivos y afectivos de la consensuadamente definida experiencia
dolorosa (figura 2) (Bonica, 1990(b); Sessle, 2005; Takemura y cols., 2006).

Spinal cord

Figura 2: La principal via del dolor transmite informacidn sensorial desde la bocay la cara.
(Reichling y Levine, 2009).

V. DOLOR NEUROPATICO OROFACIAL

Muchos son los factores implicados, en la etiologia de los dolores neuropaticos
asociados al area orofacial, entre los que encontramos, injuria 0 compresion del
nervio trigémino, dafio inflamatorio del mismo, infeccion con virus herpes, entre
otros (Baron y cols., 2010; Zakrzewska y McMillan, 2011). Sin embargo, no todas
las injurias que sufre el V par craneal dan lugar a dolor neuropético, inclusive su
incidencia es relativamente baja tras extracciones dentales, trauma facial, cirugias
ortognaticas y colocacion de implantes dentales (Hargreaves, 2011; Ilwata y cols.,
2011).

El patron individual de los sintomas sensitivos refleja el mecanismo que causa

el dolor y puede ademas determinar la razon para la respuesta al tratamiento
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individual y diferencial. Por lo tanto, se propuso una nueva estrategia de clasificacion
en la cual el dolor es analizado en base al fenotipo sensitivo, mas que en la causa

subyacente.

Una técnica psicofisica estandarizada para evaluar los sistemas aferentes
nociceptivos y no-nociceptivos fue propuesta por la red alemana de dolor
neuropatico (DFNS). Este protocolo usa 13 estimulos sensitivos distintos mecanicos
y térmicos, evaluados en un ensayo clinico multicéntrico que comprende perfiles
sensitivos completos de 1.200 pacientes con distintos tipos de dolor neuropatico. La
combinacion de los distintos signos sugiere la presencia de uno u otro mecanismo
fisiopatologico. Por ejemplo, la hiperalgesia al calor combinada con alodinia
mecanica e hiperalgesia mecanica puede indicar actividad ectdpica periférica en los

nociceptores sensibles al calor, gatillando la sensibilizacién central.

El tratamiento de este tipo de dolor constituye un desafio, pues existen muchos
pacientes que no logran obtener un alivio adecuado, dada la coexistencia de

aspectos psicolégicos y emocionales (Baron y cols., 2010).

Algunos modelos de dolor neuropético en animales implican la constriccién
cronica del nervio infraorbitario o del nervio alveolar inferior, por lo que una de las
terapéuticas propuestas para este tipo de dolor son procedimientos de
descompresion nerviosa. Sin embargo, este procedimiento es altamente invasivo
por lo que se reserva para situaciones excepcionales (Sindou, 2010; Zakrzewska y
McMillan, 2011).

Respecto al manejo farmacolégico del dolor, clasicamente se han utilizado anti-
inflamatorios no esteroidales (AINES), que se reservan para el dolor leve a
moderado, y analgésicos del tipo opioide para el dolor severo (Miranda y cols., 2009;
Pelissier y cols., 2002; Puebla, 2005). Sin embargo, los AINEs suelen ser
insuficientes para aliviar el dolor neuropéatico a un nivel aceptable. Por otra parte, el
tratamiento con analgésicos opioides tradicionales, como morfina y similares puede
no ser 6ptimo, causando efectos secundarios tales como estrefiimiento, euforia,

sedacion y nauseas (Miranda y cols., 2009; Rowbotham, y cols., 1998). El manejo
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de este tipo de dolor, responde mejor a medicacion antiepiléptica y a farmacos

antidepresivos (Reisner y Pettengill, 2001).

En general, los farmacos utilizados comparten mecanismos de accion, como la
disminucién de la excitabilidad, y conduccién de potenciales de accion a través de
fibras nerviosas (Attal y cols., 2010),, aunque los mecanismos para algunos
medicamentos no estan del todo dilucidados, como es el caso de la gabapentina
(Cheng y Chiou 2006; Uchitel y cols., 2010).

En vista de la necesidad de encontrar la manera mas eficaz para el tratamiento
del dolor neuropético, los investigadores contindan intentando identificar nuevas
terapias. Si bien es cierto que en algunos casos las terapias combinadas de
farmacos antiepilépticos y antidepresivos, tienen mejores resultados que la
monoterapia, en términos de tolerancia y eficacia frente a este tipo de dolor, no es
adecuado generalizar (Selph y cols., 2011).

Existe evidencia que sugiere, que la combinacion de gabapentina (antiepiléptico)
con AINEs, tiene beneficios claros comparados con la monoterapia. El naproxeno,
es un AINE con propiedades analgésicas, antipiréticas y anti-inflamatorias, siendo
su sal sodica, de absorcion mas rapida para su uso como analgésico. Su
mecanismo de accion, al igual que otros AINEs, aunque no definido completamente,
esta ligado a la inhibicion de las ciclooxigenasas (COXs), tanto COX-1 como COX-
2 (Setiawati y cols., 2009).

Los estudios en animales, permiten la investigacion de los mecanismos
fundamentales asociados al dolor, no obstante, es imprescindible realizar la
distincion, entre los conceptos de nocicepcion y dolor cuando se utilizan pruebas de

nocicepcion en animales.

De acuerdo a la IASP la nocicepcion se define como “mecanismos neuronales
de codificacion y procesamiento de estimulos nocivos”, incluye todos los
mecanismos por los cuales los estimulos nocivos son detectados, codificados y

transferidos hacia centros superiores, asi como también las respuestas reflejas para
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proteger el organismo. En cambio, el dolor es una experiencia consciente que
requiere de integracién cortical y de la interpretacion de la informacién nociceptiva,
con componente afectivo. Es por esta razon, que se habla de test de nocicepcion y
no de dolor, pues clinicamente los pacientes describen el dolor verbalmente, lo cual

en modelos animales no es posible (Barrot, 2012).

Multiples pruebas y modelos de nocicepcion han sido desarrollados en roedores,
algunas de las cuales utilizan estimulos térmicos, eléctricos, mecanicos y quimicos
para medir nocicepcion, que han permitido un progreso rapido en el conocimiento
de las bases anatomo-moleculares, fisiol6gicas y patologicas del dolor. Existen
pocos modelos de comportamiento en animales de laboratorio dedicados al estudio
de la nocicepcién en la region trigeminal, y se han llevado a cabo pocos estudios
con analgésicos en esta area comparativamente (Barrot, 2012; Luccarini y cols.,
2006; Puebla, 2005).

V. CONTROL DEL DOLOR CON FARMACOS

El ser humano desde siempre ha buscado mitigar el dolor, y los farmacos
siempre han jugado un rol preponderante en este propdsito. Sin embargo, no fue
hasta alrededor 1960, que nacen las primeras unidades para el estudio y
tratamiento del dolor, cuya base cientifica, son los cimientos de lo que se sigue

investigando actualmente.

Para el control del dolor se dispone de un numero considerable de
medicamentos, que difieren en su composicién quimica, asi como en la via de
administracion. Segun sea su sitio de accion, pueden actuar en tres niveles: en la
conduccion (analgésicos locales), a nivel central (analgésicos opioides), y a nivel
periférico (AINEs o corticoides) por citar algunos. (Miranda y Pinardi, 1997; Pelissier
y cols., 2002).

Cabe mencionar que existen otro tipo de farmacos, los a-adrenérgicos,

colinérgicos, nitridérgicos, serotoninérgicos, antidepresivos triciclicos,
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anticonvulsivantes y cannabinoides, que ejercen su funcidbn en receptores
presinapticos y postsinapticos en neuronas a nivel espinal y supraespinal (o-
adrenérgicos, serotoninérgicos, y muscarinicos) ya mencionados (Reisner y
Pettengill, 2001).

Analgésicos antiinflamatorios no esteroidales (AINES)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son un grupo de
medicamentos ampliamente usados para tratar el dolor, la inflamacion y la fiebre.
En este grupo se incluyen medicamentos tan conocidos y usados como el acido
acetil-salicilico, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, piroxicam, etc. (Florez y cols.,
2003; Martin y Forouzanfar, 2011).

Se trata de farmacos que se han utilizado para aliviar sintomas como el dolor, la
inflamacion aguda y cronica y asi han contribuido de forma muy importante a
mejorar la calidad de vida del ser humano puesto que son de gran utilidad para
controlar enfermedades incapacitantes como las enfermedades reumaticas (Florez
y cols., 2003; Miranda y Pinardi, 1997).

En su mayoria son acidos organicos débiles que cuentan con una composicion
molecular variada, compartiendo el mecanismo de accion, que consiste en la
inhibicion de la ciclooxigenasas (COXs), enzimas encargadas de catalizar la
transformacion del Acido Araquiddnico en Prostaglandinas, que regulan maltiples
sitios a lo largo de la via nociceptiva e intensifican el proceso de transduccion (efecto
de sensibilizacion periférica), como el de transmisién (efecto de sensibilizacion
central). Por lo tanto, cuentan con acciones farmacol6gicas comunes a nivel

periférico y algunos también a nivel central (Gonzalez y cols., 2011; Vane, 2003).

Los AINEs no so6lo actuan sobre las COXs, sino que tienen otras muchas
acciones implicadas en la respuesta inflamatoria, como la produccién de radicales
libres, la sintesis de 6xido nitrico, etc. que pueden contribuir a su efecto terapéutico.
La mayoria de estos farmacos tienen accion analgésica, antiinflamatoria y

antipirética, pudiendo ser su eficacia relativa distinta para cada una de ellas. Sin



14

embargo, se conocen varios efectos adversos que restringen su prescripcion (Florez
y cols., 2003; Klasser y Epstein, (2005); Vane, 2003; Warner y Mitchell, 2004).

Naproxeno

CH,
/[' = /“‘*‘*T’ ~COOH
H,C—0~ ~F

Figura 3: Esquema de la estructura quimica del naproxeno. (Florez y cols., 2003)

El naproxeno es un derivado del &cido propidnico, es un inhibidor no selectivo
de las COXs (Florez y cols., 2003; Mendoza, 2008). Es liposoluble, practicamente
insoluble en agua a pH menor a 4 y muy soluble en metanol y agua con pH alto. Es
un AINE con propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias (fig. 3). La
sal de naproxeno ha sido desarrollada como una formulacién de absorciébn mas
rapida para su uso como analgésico. Se indica para el tratamiento del dolor leve a

moderado (Setiawati y cols., 2009).

El mecanismo de accion del idbn naproxeno, no se comprende totalmente, pero
se relaciona con la inhibicibn de ambas COXs (COX-1 y COX-2) en forma
balanceada. Es de rapida absorcidon, que se ve influenciada por la presencia de

alimento en el estbmago.

En cuanto a la absorcion, se hace rapida y eficientemente, con una
biodisponibilidad por via oral, cercana al 95%. La vida media de eliminacion esta
entre 12 y 17 horas. El estado estable (stady state) se alcanza, después de 4 a 5
dias de administracion continuada. El peak de concentracion plasmatica se obtiene
entre 2 'y 4 horas luego de su administracion oral, y su apariciébn es mas prolongada

gue en las formas farmacéuticas donde el Naproxeno es una sal sodica.

En lo que se refiere a la distribucion, al volumen de distribucion es de 0,16 L/kg.
A las concentraciones terapéuticas se une a las proteinas plasmaticas en un 99%.
Cruza la barrera placentaria y se excreta en la leche materna, alcanzando

concentraciones equivalentes al 1% de la maxima concentracion plasmatica. Vida
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media plasmatica: esta entre 12 y 17 horas. La correspondiente a sus dos

metabolitos principales y sus respectivos conjugados, es menor de 12 horas.

Es extensamente metabolizado en el higado a 6-orto-desmetil naproxeno, un
metabolito sin actividad antiinflamatoria de importancia. Esta O-desmetilacion es
llevada a cabo por 3 isoenzimas del complejo del citocromo P-450 (1A2, 2C8, 2C9).
Pero ni la sustancia madre ni sus metabolitos, inducen enzimas del complejo de
metabolizacion de farmacos. Tanto el Naproxeno como el 6-orto-desmetil
naproxeno son posteriormente transformados en sus respectivos derivados acil-

glucuroénidos y finalmente excretados por orina y heces.

En cuanto a su excrecion, aproximadamente el 95% de la dosis administrada es
excretada por la orina y 3% o menos, por las heces. Como Naproxeno acido
(sustancia madre) < 1%, como 6-orto-desmetil naproxeno < 1% y como metabolitos
conjugados del 66 al 92%. La depuracién de Naproxeno (clearance) es de 0,13
ml/min/kg. En pacientes con insuficiencia renal, los metabolitos pueden acumularse
(Setiawati y cols., 2009).

Varios estudios han determinado que el Naproxeno es un efectivo analgésico en
el tratamiento del dolor agudo postoperatorio, con baja incidencia de efectos
adversos. Y posee mayor eficacia que otros en dolor agudo en pacientes con

osteoartritis (Moore y cols., 2011(b); Singh y cols., 2006).

Reacciones adversas medicamentosas (RAM)

Estos farmacos asi como tienen efectos terapéuticos favorables, también
pueden presentar las llamadas reacciones adversas medicamentosas (RAMS), esto
es, cualquier respuesta no deseada y no intencionada que ocurre con la
administracion en sus dosis terapéuticas. Las principales reacciones adversas que
se registran en la mayoria de los casos son: gastrointestinales, hematoldgicas,
renales, hepaticas, hipersensibilidad, sistema cardiovascular y embarazo (Florez y
cols., 2003; Warner y Mitchell, 2004).
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A fin de disminuir los efectos adversos, la investigacion no ha cesado en busca
de mejorar su eficaciay que a la vez sean mas seguros. Las estrategias empleadas
para el desarrollo de los AINESs, se han abordado desde distintos enfoques: mejorar
su especificidad de accion; considerar que todas la PGs sintetizadas independiente
de la COX estan implicadas en la aparicién de inflamacién, fiebre, dolor; combinar
los inhibidores de la COX con lo que se busca obtener un sinergismo de farmacos
que permita disminuir las dosis de cada farmaco y los efectos adversos (Herrero y
cols., 2003).

Antiepilépticos

Los primeros antiepilépticos o anticonvulsivantes fueron los bromuros que se
utilizaron a finales del siglo XIX. El fenobarbital fue el primer medicamento orgéanico
sintético que poseia actividad anticonvulsiva. Las estructuras quimicas de muchos
de los farmacos introducidos antes de 1965 tenian relacion cercana con el

fenobarbital e incluyeron las hidantoinas y las succinimidas (Florez y cols., 2003).

Entre 1965 y 1990 se introdujeron las benzodiacepinas con estructuras
diferentes (carbamazepina, acido valproico) y es en la década del 90 que se

identifica entre otros a un analogo triciclico de GABA (gabapentina).

Son medicamentos que se utilizan para la prevencion y tratamiento de las
convulsiones. No obstante este uso claro y establecido para estos medicamentos;
en el ultimo tiempo, medicamentos de este grupo, se han usado para el tratamiento
de condiciones dolorosas cronicas. Clinicamente han mostrado eficacia en el
tratamiento de la neuropatia diabética, la neuralgia post herpética, neuralgia del
trigémino, dolor orofacial y odontalgia atipica (Attal y cols., 2010; Reisner y
Pettengill, 2001).

Los anticonvulsivantes se clasifican en: clasicos, de primera y segunda
generacion; nuevos de tercera generacion (entre los cuales se encuentra la

gabapentina) y otros. (Reisner y Pettengill, 2001).
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Los antiepilépticos producen gran variedad de efectos directos, indirectos y
compensatorios que hace dificil saber con seguridad cuél es el responsable de su

accion anticonvulsivante.

La accion de los antiepilépticos es en general mas inespecifica: su efecto
estabilizador de la membrana y modificador del tono neurotransmisor ejerce un
efecto protector independientemente de la causa especifica, y muchas veces
desconocida. De hecho, la mayor parte de los farmacos antiepilépticos tienen poco
efecto sobre el foco epiléptico; mas bien impiden la propagacion de la descarga a
estructuras normales vecinas. Es decir, que implican la disminucion de la

neurotransmision excitatoria aferente y facilitan la inhibicidén segmentaria.

Dentro de sus multiples mecanismos de accion podemos indicar la inhibicion de
los canales de sodio (carbamazepina, fenitoina), la facilitacion de la inhibicion
GABAérgica, la inhibicién de la excitacién glutamatérgica y la inhibicién de los
canales T de calcio talamicos en los distintos grupos (Cheng y Chiou, 2006; Reisner
y Pettengill, 2001).

GABAPENTINA

O

OH
NH,

Fgura 4: Esquema de la estructura quimica de la gabapentina. (Florez y cols., 2003)

La Gabapentina, fue aprobada inicialmente por la Administraciéon de Drogas y
Alimentos (FDA) de EE.UU. en 1994, para su uso como un medicamento
complementario para controlar las convulsiones parciales. En 2002, conserva su
uso y se afiadié una indicacion para el tratamiento del dolor neuropético (Pfizer:
Product Monograph Neurontin® — PDF, 2006).
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Como ya se establecid, se encuentra clasificada en el grupo de los nuevos
antiepilépticos o de tercera generacion, es un derivado aminoacidico
estructuralmente analogo al GABA, que consta de una molécula de GABA unida en
forma covalente a un anillo lipéfilo de ciclohexano. La gabapentina se creo

pensando en un agonista de GABA de accién central.

Su mecanismo de accion ha sido extensamente estudiado, y existen multiples
hipotesis al respecto, pero no esta ciertamente establecido. Se sabe que se une con
gran afinidad, a una proteina de las membranas corticales con una secuencia de

aminoacidos que es idéntica a la de la subunidad «25-1 del conducto de Ca?*.

AUn no se establece si la union de la gabapentina con la a26-1, regula la
excitaciéon neuronal ni la manera como lo hace, ni si los efectos anticonvulsivos y
analgésicos son mediados por modificaciones de las corrientes de Ca?* vy, de ser
asi, como lo hacen. Los canales de calcio se encuentran ampliamente distribuidos
en el SNC; por este motivo, estos farmacos modifican la funcién neuronal en

multiples localizaciones (Moore y cols., 2011; Reisner y Pettengill, 2001).

Se absorbe rapidamente por via oral y utiliza el sistema de transporte de los L-
aminoacidos, que puede saturarse cuando se utilizan dosis elevadas, dando lugar
a una cinética dosis-dependiente de tipo decreciente; con dosis por encima de 1.800
mg/dia, su fraccién de absorcion disminuye desde el 60% hasta el 27%. Por otra

parte, los antiacidos reducen en el 25 % su fraccion de absorcién.

Pasa con rapidez al SNC utilizando de nuevo el sistema de transporte de los L-
aminoacidos, que tiene importancia en su paso a través de la barrera
hematoencefalica y para la absorcion intestinal, pero no tiene relaciéon con su accién
analgésica. El uso de este sistema, puede provocar una deficiencia de leucina,
isoleucina y valina que reduzca la sintesis de acido glutamico; esto podria explicar
el retraso que se observa entre los niveles cerebrales de gabapentina y sus efectos.

No se une a las proteinas del plasma y no se metaboliza, excretandose por la orina
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en forma inalterada. La insuficiencia renal reduce su eliminacion, requiriendo reducir
las dosis (Cheng y Chiou, 2006, Reisnery Pettengill, 2001).

La gabapentina posee una absorcion no lineal, que se explica por su transporte
por medio de transportadores saturables (L-aminoacido) lo que resulta en una
biodisponibilidad no proporcional al aumento de las dosis. Su vida media plasmatica
es de 5-7 horas. No obstante, las concentraciones medias, en general, se
comportan de un modo dependiente de la dosis, pero sin llegar a una estabilidad
proporcional, posiblemente porque el farmaco se difunde todavia en el intestino de
forma pasiva. Como ya se ha dicho, la gabapentina se cre6 pensando en un
agonista de GABA de accién central, y dada su mayor lipofilicidad que GABA, puede
cruzar con facilidad la barrera hematoencefélica, pero aunque aumenta el tono
gabaérgico, ni se convierte en GABA, ni tiene efectos directos sobre el receptor
GABA.

En el fluido espinal se encuentra entre 5-35% de la concentracion plasmatica y
un 80% de esta se encuentra a nivel cerebral. Es excretada de manera inalterada,
completamente por via renal (Pfizer: Product Monograph Neurontin® — PDF, 2006;
Singh y Kennedy, 2003).

Sus aplicaciones terapéuticas incluyen el tratamiento de crisis epilépticas
parciales, trastorno bipolar, fobia social, migrafa, tratamiento de la dependencia de
opioides y condiciones de dolor cronico: neuropatia diabética, NPH y NT (Cheng y
Chiou, 2006).

Se estima que este farmaco provee un alivio moderado frente al dolor crénico
(disminucion del 30%) en 1 de 2 pacientes, y un alivio sustancial (disminucion de
50%) en 1 de 3 pacientes (Moore y cols.,2011(a)). A raiz de esto ultimo, se
desprende gue la combinacién de medicamentos con diferentes mecanismos de
accion, podria ser adecuada para alcanzar mayores niveles de eficacia (Maizels y
McCarberg, 2005).

Existe evidencia que sugiere beneficios de la terapia combinada de gabapentina
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con otros farmacos con otros mecanismos de accion, lo que resulta en una
analgesia sinérgica, permitiendo una mayor eficacia y tolerancia (Attal y cols., 2010;
Setiawati y cols., 2009).

Reacciones Adversas Medicamentosas (RAMs)

En general la gabapentina es bien tolerada y sus efectos secundarios mas
frecuentes son: somnolencia, mareo, ataxia y fatiga. Estos efectos suelen ser leves
a moderados, pero desaparecen en unas dos semanas de tratamiento continuo.
Pertenecen a la categoria C para el embarazo (Maizels y McCarberg, 2005; Pfizer:
Product Monograph Neurontin® — PDF, 2006). También la gabapentina se asocia
con mioclono, aumento de peso, y edema periférico. Los estudios demuestran una
relacion entre la dosis y la incidencia de efectos adversos, por o que un aumento
paulatino de la dosis permite mejor tolerancia (Uchitel y cols., 2010). Estos efectos
adversos se presentan en 2/3 de las personas que lo consumen, siendo necesario

suspender el tratamiento solo en 1 de cada 10 casos (Moore y cols., 2011(a)).

Una de las principales ventajas de la gabapentina es que no influye sobre el
metabolismo de otros farmacos, ni en su eliminacion resulta influida por otros
antiepilépticos. Pero, la eliminacién de la gabapentina es reducida por cimetidina
(Florez y cols., 2003).
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HIPOTESIS

La administracion intraperitoneal (i.p.) de Gabapentina en combinacién con
Naproxeno, induce un efecto antinociceptivo de tipo sinérgico, en el ensayo

algesiométrico de la formalina orofacial en ratones.

Objetivo General

Estudiar la actividad antinociceptiva de Gabapentina, Naproxeno y su

combinacion en el test de la formalina orofacial en ratones.

Objetivos Especificos

1.- Evaluar el efecto antinociceptivo inducido por la administracion
Intraperitoneal (i.p.) de gabapentina y naproxeno en el test de la formalina orofacial
en ratones. Para esto se realizara:

- Cuantificacion del tiempo total de frotamiento del area perinasal.

- Determinacion de la dosis que produce el 50% del efecto maximo (DEso del

Emax).

2.- Determinar la naturaleza e intensidad de la interaccion farmacolégica de

gabapentina con naproxeno a través de la construccion de isobologramas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 120 ratones machos de la cepa CF/1 (Mus Musculus), con un peso
entre 28 g. a 30 g. (fig. 5). Los animales fueron aclimatados al entorno del
laboratorio al menos dos horas antes de realizar cada experimento, manteniéndose
en condiciones estandar de temperatura (22° C a 24°C), humedad e iluminacién
segun las normas éticas internacionales que rigen este tipo de experimentacion
(Protocolo 637 de la Universidad de Chile, Facultad de Medicina).

Para realizar la observacion se utiliza un cilindro acrilico transparente, cuyas
dimensiones son: 20 cm. de alto y 20 cm. de didmetro, con un sistema de espejos
posteriores que forman un angulo recto entre si y permiten la observacion completa
de sus movimientos. Cada animal fue puesto en el cilindro 10 min antes de realizar
el experimento para su habituacion y minimizacion del stress, y evitar asi conductas

de exploracion durante la realizacion del test.

Basandose en las normas bioéticas internacionales que rigen este tipo de
experimentacion y el protocolo CBA N° 0238 FMUCH, cada uno recibié sélo una
dosis de las drogas y la cantidad de animales utilizada es: 24 controles, 24 con
naproxeno, 24 con gabapentina, 24 para combinacién de farmacos para estudio en
Fase |, 24 para combinacion de farmacos para estudio en Fase Il en el experimento,
por lo tanto, se utilizé la cantidad necesaria para la realizacion de un correcto

analisis estadistico.

Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de realizado el
experimento por personal capacitado mediante dislocacion cervical bajo anestesia

con pentotal, 60mg/kg, i.p.
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Figura 5: Ratones macho de la cepa CF/1 Mus Musculus.

Administracién de drogas

Los farmacos y materiales fueron suministrados por el Laboratorio de
Neurofarmacologia del dolor de la facultad de medicina de la Universidad de Chile.

e Farmacos administrados: Gabapentina (Neurotin, Pfizer, Chile); Naproxeno
(Eurogesic, Saval, Chile).
e Solucién administrada: Formalina al 2% y Solucion Salina al 0,9 %

e Jeringas: Tuberculina (1 ml) para inyeccién intraperitoneal (i.p.) y Hamilton

(50 pl) para inyeccion subcutanea.

e Agujas: 27 Gauge.

e CronOmetros digitales.

Los farmacos se administraron disueltos en solucion salina (i.p.) en un volumen

constante de 10 ml/kg de peso.

Las dosis utilizadas fueron 3,10, 30 y 100 mg/kg tanto para Gabapentina como
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Naproxeno. La inyeccion intraperitoneal se realizd6 30 min antes del ensayo
algesiométrico, puesto que existen evidencias que demuestran que es el tiempo
necesario para alcanzar el efecto analgésico maximo de ambos farmacos. El grupo

control sdlo recibio solucion salina fisioldgica.

Test de la Formalina

La evaluacion de la actividad nociceptiva y antiinflamatoria se efectué a traves
del test algesiométrico orofacial de la formalina, para evaluar el dolor producido por
la estimulacion del nervio trigémino. Se utiliz6 una modificacion al test
algesiométrico de Luccarini. Se realizé una inyeccion subcutanea con 20ul de
solucion de formalina al 2% en el labio superior derecho de cada raton, para luego
dejarlo nuevamente en el cilindro de observacion. La inyeccién induce un
frotamiento de la zona inyectada, con sus extremidades delanteras o traseras
ipsilaterales. Luego de la inyeccién se cuantifico el tiempo total de frotamiento del

area perinasal por un observador (fig.6) (Le Bars y cols., 2001).

Figura 6 : Frotamiento de la zona perinasal con ambas patas delanteras.

Criterios de exclusioén

Inyeccion incompleta de formalina o sangrado excesivo en el sitio de la

inyeccion.
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Disefio experimental

Los ensayos se realizaron en forma ciega, aleatoria y controlada con solucion
salina. El tamafio total de la muestra fue de 120 ratones (n=120), separados en 5
grupos e inyectados intraperitonealmente con las distintas soluciones incluidas en

el estudio. (fig.7)

Grupo control: los ratones recibieron la administraciéon de 10 ml/kg de solucion
salina al 0,9% via i.p. 30 minutos antes de la inyeccion de solucion de formalina al

2%. Se utilizaron 24 animales.

Grupo de estudio de Gabapentina: los ratones fueron inyectados con
Gabapentina via i.p. con dosis de 3, 10, 30, 100 mg/kg. Para cada una de las dosis

se utilizaron 6 animales.

Grupo de estudio de Naproxeno: los ratones fueron inyectados con Naproxeno
via i.p. con dosis de 3, 10, 30, 100 mg/kg. Para cada una de las dosis se utilizaron

6 animales.

Grupo de estudio de la combinacion de Gabapentina y Naproxeno para Fase I:
los ratones fueron inyectados via i.p. con la combinacion de ambos farmacos con la
proporcién 1:1, en fracciones de 1/2,1/4,1/8 y 1/16 de sus correspondientes DEso

durante la Fase |. Para cada una de las dosis se utilizaron 6 animales.

Grupo de estudio de la combinacion de Gabapentina y Naproxeno para Fase Il
los ratones fueron inyectados via i.p. con la combinacion de ambos farmacos con la
proporcion 1:1, en fracciones de 1/2,1/4,1/8 y 1/16 de sus correspondientes DEso

durante la Fase Il. Para cada una de las dosis se utilizaron 6 animales.
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Figura 7: a) Inyeccion intraperitoneal (i.p.) del farmaco o solucién salina.

b) Inyeccion subcutanea de formalina al 2% en el labio superior.

Evaluacion de la analgesia

La evaluacion de cada uno de los farmacos en cuanto a su actividad

antinociceptiva, se realizé gracias a la construccion de curvas dosis respuesta.

Las curvas se construyeron usando el logaritmo de las dosis en la abscisa y el
efecto antinociceptivo, expresado como maximo efecto posible (MEP), en la
ordenada. Este maximo efecto posible, representa la actividad analgésica y se

obtuvo con la formula (Tallarida, 2001):

%MEP = 100 - [(tiempo de frotamiento experimental / tiempo de frotamiento control) X 100]

Una vez obtenidas las curvas dosis respuesta de cada uno de los farmacos, se
ajusta una recta por analisis de regresion lineal obtenida por los cuadrados minimos,
permitiendo calcular la dosis que produce un 50% del efecto maximo posible (DEso)

de analgesia, cuando se administra cada farmaco individualmente.
La administracion conjunta de Gabapentina y Naproxeno en proporcion fija
basada en las fracciones de sus respectivas DEso (1/2,1/4,1/8 y 1/16) también

genera una curva dosis-respuesta.

En el analisis isobolografico se utilizaron las dosis isoefectivas de los valores de
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DEso de cada farmaco obtenidos en la prueba de la formalina orofacial.

A fin de comparar el efecto de los distintos farmacos se calcula la potencia
relativa, que relaciona la cantidad o dosis de farmaco administrada y la accién que

produce. Se calcula de la siguiente manera:

Potencia relativa = DEso droga x / DEso droga y

En donde:
Droga x: es la que presenta el mayor valor de DEso.
Droga y: es la que presenta el menor valor de DE-so.

El método isobolografico es un método descrito por Tallarida y colaboradores,
integrado en el Programa Pharm Tools Pro, version 1.27 (McCary Groups, Inc. PA,
USA) (Tallarida, 2000), modificado en el Laboratorio de Neurofarmacologia del
dolor, de la Universidad de Chile, su proposito es evaluar la interaccion producida
entre los farmacos (en ambas fases), el programa permite saber si hay interaccion
entre ellos, de que tipo y cuél es su magnitud. Esto se logra a través de graficos de
dosis isoefectivas de cada uno de los farmacos en estudio. Se administré en forma
conjunta los farmacos, en proporciones de 1:1, por via i.p. de 1/2,1/4,1/8 y 1/16 de
sus DEso, en un esquema de proporciones fijas para ambas fases. Luego, las curvas
dosis-respuesta fueron analizadas con regresion lineal por cuadrados minimos para
calcular las DEso de las mezclas. Esta dosis se compar6 estadisticamente con la
DEso que representa tedricamente la adicion simple de efectos, que se obtiene con

la formula:

DEso aditividad teérica = DEso drogal/(P1+ R x P2)
Donde
R: relacién de potencia entre los farmacos administrados por separado
P1: proporcion de Gabapentina en la mezcla.
P2: proporcion de Naproxeno en la mezcla.

El punto experimental resultante se grafica en un sistema cartesiano que tiene
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una linea que conecta la DEso de Gabapentina en la ordenada (linea simple o
tedrica), con la DEso de Naproxeno en la abscisa. La region del grafico donde se
ubica el valor del punto experimental en relacion al valor tedrico determina el tipo de
interaccion. Si el valor experimental se ubica bajo la linea de aditividad y es
estadisticamente diferente al valor tedrico de la DEso, la interaccion es de tipo
sinérgica o supraaditiva. En cambio, si el punto experimental se sitla sobre la linea
de aditividad y es estadisticamente distinto de la DEso tedrica, la interaccion sera
subaditiva o antagonica, 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 permite conocer el indice de interaccion (I.1) de los
farmacos, este es un valor que confirma la naturaleza de la interaccién entre las

drogas, a través de esta formula:

indice de interaccion = DEso experimental/DEso tedrica

El cuociente permitird identificar la magnitud de la interaccion, valores menores
a 1 indican una interaccion sinérgica, si es igual a 1 es aditiva y si es mayor a 1 es

antagonica. (Luccarini y cols., 2006)

Anélisis Estadistico

En el presente estudio los resultados se consideran como el promedio + error
estdndar del promedio (EEM) o con su limite o intervalo de confianza
correspondiente al 95% (LC 95%). Todos los pardmetros se calcularon con el
programa Pharm Tools Pro, version 1.27 (McCary Groups, Inc. PA, USA) elaborado
en base a las publicaciones de Tallarida, y la significacién estadistica fue
considerada a un nivel de 5% (p<0,05) evaluado por el test de Student (Tallarida R.
2000).

El nimero minimo de ratones de todos los experimentos se calculé de acuerdo

a la variabilidad de los procedimientos experimentales y de acuerdo a la variaciéon
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intrinseca entre los animales.

La determinacion del nimero minimo de muestra, se realiz6 segun la
ecuacion n=2(Za +Zp)2 x S2/62 basado en lo descrito por Zar J. 1984, n: sujeto
necesario en cada una de las muestras; S:desviacidén estandar; d:diferencia que se
espera estimar como estadisticamente significativa; Za: probabilidad de cometer un
error estadistico tipo | (5%); ZB: probabilidad de cometer un error estadisticamente

significativo tipo 1l (20%).

Se determinard la normalidad de los datos y segun eso se realizaran test para
poblacion con una distribucién normal test paramétricos (T de Student o ANOVA).
Por otro lado, si los datos no presentan una distribucion normal se utilizara un test
no parameétricos. De acuerdo a esto utilizando un nivel de confianza del 95%, una
potencia del test del 80%, y considerando un 15% de pérdidas se estima utilizar 6 a

8 animales para cada grupo (control + tratados) (Dell and cols., 2002).
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RESULTADOS
Evaluacion de la antinocicepcion
Grupo Control
Los ratones pertenecientes al grupo control presentaron como resultado un
tiempo de frotamiento de la zona labial y perinasal derecha de 85.25 + 3.35 para la
fase | (n=24) y de 99.88 + 4.14 para la fase Il (n=24).
Grupo Tratado con Gabapentina
La administracién i.p. de Gabapentina, produjo una disminucion en el tiempo de
frotamiento de forma dosis dependiente con respecto al grupo control; tanto en la
fase algésica aguda (fase ) como en la fase inflamatoria (fase Il) del ensayo.
Luego de estas curvas se obtiene la DEso de la Gabapentina que fue de 1.084

+0.430 mg/kg. parala fase | (grafico 1) y 0.926 + 0.094 mg/kg. para la fase Il (grafico
2).

FASE |
100 +
75 -
o
s 50 -
NS
25 -
O T T T T 1
-0,5 0 0,5 1 1,5 2
GABAPENTINA, log mg/kg

Grafico N°1: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de Gabapentina en la fase |
del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM (n=6 para cada

dosis).
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Grafico N°2: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de Gabapentina en la fase Il
del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM (n=6 para cada
dosis).

Grupo Tratado con Naproxeno

La administracion i.p. de Naproxeno, disminuyo el tiempo de frotamiento de
forma dosis dependiente con respecto al grupo control; tanto en la fase |, como en
la fase Il, del ensayo algesiométrico orofacial.

Luego de estas curvas se obtiene la DEso del Naproxeno que fue de 46.028 +
4.005 mg/kg. para la fase | (grafico 3) y 45.456 + 2.929 mg/kg. para la fase Il (gréafico
4).



32

100 -
W 75 -
=
R® 50 -
25 -
0 ] , .
0,0 1,0 2.0 3,0
NAPROXENO, log mglkg

Grafico N°3: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de Naproxeno en la fase | del
test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio +- EEM (n=6 para cada

dosis).
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Grafico N°4: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de Naproxeno en la fase Il del

test de laformalina orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM (n=6 para cada dosis).



33

Grupo tratado con mezcla de gabapentina y naproxeno

Al administrar via i.p la combinacion de gabapentina y naproxeno en
proporcion 1:1 de cada una de sus respectivas DEso, se obtuvo una actividad
antinociceptiva dosis-dependiente en ambas fases, 1 y II. A partir de ellos se obtiene
la DEso para la combinacion de los farmacos en estudio, que es: 0.36 para la fase

'y 0.199 para la fase II.
2.- Analisis Isobolografico

Del andlisis isobologréfico de la combinacién de farmacos, 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 ubicaciéon del punto
experimental, bajo la linea de aditividad, y con indices de interaccion

estadisticamente menores a 1 en ambas fases. - Graficos 5y 6.

FASE |
@ Aditividad

O Experimental

o
0
I
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o
w

EDs, GABAPENTINA,mg/kg

10 20 30 40 50
EDs, NAPROXENO, mgikg

o
©0

Grafico 5: Isobolograma de interaccidon entre gabapentina y naproxeno, en el test de la
formalina orofacial, en lafasel. El (®) en lalineade aditividad representa el punto de aditividad
tedrica de la mezcla y el ( ) eQOel de aditividad experimental, cada uno con sus

correspondientes LC al 95%.
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FASE II
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Gréfico 6: Isobolograma de interaccidn entre gabapentina y naproxeno, en el test de la
formalina orofacial, en la fase Il. El (®) en la linea de aditividad representa el punto de

aditividad tedrica de la mezcla 'y el () es el de aditividad experimental, cada uno con sus

correspondientes LC al 95%.
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DISCUSION

El test algesiométrico de la formalina orofacial, permite cuantificar el efecto
antinociceptivo de farmacos en un modelo experimental con animales. Este modelo
resulta ser el modelo adecuado y util para estudiar el dolor en el territorio trigeminal,
ya que se considera similar a la respuesta dolorosa en humanos, porque la formalina
(' estimulo nociceptivo ) genera una reaccion de las fibras Ad y C, neuronas del asta
dorsal de la médula y nucleos del trigémino, siendo el rascado o frotamiento por
parte del animal una respuesta directa a ésta, en la que se distinguen dos fases,
una algésica (Fase ) y otra algésica-inflamatoria (Fase Il) (Capone y Aloisi, 2004;

Luccarini y cols., 2006).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la administracion
intraperitoneal de Naproxeno y Gabapentina produce una actividad antinociceptiva
en ambas fases del ensayo, esto se deduce de la disminucion significativa de los
tiempos de rascado en los animales tratados farmacol6gicamente respecto del
grupo control. Ademas indican que la respuesta antinociceptiva es dosis
dependiente en ambas fases del ensayo. Esto concuerda con investigaciones
previas que demuestran que la administracion sistémica de AINEs (en este estudio
Naproxeno) y antiepilépticos (en este estudio Gabapentina) producen actividad
antinociceptiva en diversos modelos algesiomeétricos en animales (Luccarini y cols.,
2006; Maizels y McCarberg, 2005).

De acuerdo a los valores obtenidos de DEso de la actividad antinociceptiva, la
Gabapentina present6 una potencia similar en ambas fases, asi como el Naproxeno.
A partir del analisis isobolografico, donde se estudi6 la asociacion de Gabapentina
y Naproxeno, se obtuvo como resultado una interaccion antinociceptiva de tipo
supraaditiva o0 sinérgica, que se observo, tanto para la fase | como para la fase Il.
Esto se concluye dada la ubicacion del punto experimental, que esta bajo la linea
de aditividad, y con indices de interaccién estadisticamente menores a 1 en ambas
fases. El sinergismo que queda evidenciado a través de este trabajo experimental,
es concordante con la teoria general de interaccion de drogas, que establece que

la combinacion de farmacos, es mas efectiva que su accion individual (a traves de
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mecanismos de accion diferentes) y por lo tanto la posibilidad que actien de forma
supraaditiva es mayor. Es necesario considerar ademas, que aunque no existe un
criterio definitivo que explique el mecanismo por el que se produce la sinergia entre
farmacos, hay diversas teorias que proponen posibles mecanismos (Barrera y cols.,
2005; Gonzalez y cols., 2011; Hargreaves, 2011; Moore y cols., 2011(a)).

La inyeccion de formalina en el labio superior constituye un modelo de dolor
agudo orofacial, el Naproxeno produce por su parte una inhibicion poco selectiva de
la COX-1 y COX-2. La Gabapentina por su parte aumenta la concentracion del
neurotransmisor GABA a nivel cerebral que actia como un agente sedante y
equilibra la actividad de los nervios impidiendo que se produzcan descargas
nerviosas rapidas y repetidas. Su mecanismo de accién exacto es desconocido,
pero su accion terapéutica en el dolor neuropatico implicaria la actividad de los
canales i6nicos de calcio tipo N dependientes de voltaje. Se piensa que se une a la
subunidad 020 de los mismos en el sistema nervioso central. La gabapentina alivia

las molestias al modificar la forma en que el cuerpo siente el dolor.

Esta sinergia puede ser relevante, ya que permitiria disminuir las dosis
terapeduticas de cada uno de éstos farmacos para obtener el efecto deseado, y a la
vez reducir los efectos secundarios de cada uno en sus dosis terapéuticas (Barrera
y cols., 2005; Florez y cols., 2003; Klasser y Epstein, 2005).

Por tanto, se proyectaria, una probable utilidad clinica de la presente
investigacién al evidenciar el comportamiento de estos dos farmacos que al ser
coadministrados producen un efecto antinociceptivo sinérgico y dada ésta sinergia,
la asociacion de estos farmacos podria constituir una nueva herramienta

farmacoldgica para el tratamiento del dolor neuropatico.
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CONCLUSIONES

e La administracion intraperitoneal tanto de gabapentina como de naproxeno
produce una actividad antinociceptiva dosis dependiente, en el test
algesiométrico de la formalina orofacial, tanto en la fase | como en la fase II.

e Naproxeno posee similar potencia analgésica en ambas fases.

e Gabapentina posee similar potencia analgésica en ambas fases.

e La coadministracion intraperitoneal de Naproxeno y Gabapentina demostré
una interaccion de tipo sinérgica entre ambos farmacos en ambas fases en
el test de la formalina orofacial.

e La coadministracion de estos farmacos (Naproxeno y Gabapentina)
permitiria una nueva alternativa farmacologica para producir un mayor efecto
analgésico con menores dosis y reduccion de los efectos adversos o

secundarios no deseados.
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El Dr. Miranda se ha comprometido a mantener los procedimientos experimentales
planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar ninguna modificacién sin previa
informacion y posterior aprobacién por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion por el tiempo que dure la realizacién del proyecto de
tesis de Pregrado de la Srta. Cecilia Parra para obtener el titulo de Cirujano- Dentista de
la Universidad de Chile.

El Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile esta constituido por nueve miembros con experiencia en el manejo y mantencion de
animales: 2 veterinarios, 6 académicos de diversas disciplinas y una periodista de esta Facultad. El
certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “PROTOCOLO DE MANEJO 'Y
CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORATORIO” después de un estudio acucioso por todos sus
miembros y de la acogida de los investigadores o jefes de Bioterios, de las observaciones exigidas
por el Comité.

Presidente

Santiago, 13 de noviembre de 2013
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