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Rezumat

Studiul de fata isi propune investigarea tipului de interactiune farmacodinamica si demonstrarea actiunii
antinociceptive a unei combinatii binare in proportie fixa intre un analgezic non-opoid (Acetaminofen) si
un anticonvulsivant (carbamazepina) ca o modalitate rationala de tratament al durerii. Toate procedeele
experimentale utilizate n realizarea acestui studiu au fost in stransa concordanta cu reglementarile
bioetice internationale referitoare la experientele realizate pe animale de laborator. Pentru cuantificarea
interactiunii s-a utilizat metoda dreptei aditive compuse, care permite evaluarea cantitativa a
interactiunilor de tip farmacodinamic din combinatiile binare in proportie fixa. Interactiunea intre aceste
substante este de tip sinergic (potentare), dovedita prin deplasarea la stanga a dreptei de regresie a
asocierii fatd de dreapta aditiva compusa. Parametrii statistici ai analizei de regresie pun in evidenta
sinergismul dintre cele doua substante (Zmix = 39.276 + 7.54 mg/kg (Zmix < Zadd), indice de interactiune
y = 0,387, p < 0.05, tc = 3.753, tt = 3.511, Fc = 10.825, Ft = 4.260). Sinergismul dintre cele doua substante
se explica prin mecanismele de actiune specifice fiecarei substante.

Abstract

This study aims to demonstrate the type of pharmacodynamic interaction and the demonstration of an
antinociceptive action of fixed-ratio binary combinations between a non-opioid analgesic
(acetaminophen) and an anticonvulsant (carbamazepine) as a rational way to treat pain. All experimental
procedures used in this study were closely in line with international bioethical regulations on
experiments conducted on laboratory animals. For quantifying the interaction, we used the method of the
additive composite curve, which allows the quantitative assessment of the pharmacodynamic
interactions of binary combinations in fixed proportion. The interaction between these substances is the
synergistic (potentiation), as evidenced by the left shift of the regression curve of the combination
compared to the composite additive curve. The statistical parameters of regression analysis reveal the
synergism between the two substances (Zmix = 39.276 + 7.54 mg / kg ( Zmix < Zadd ) the interaction
indexy =0.387, p <0.05, tc = 3.753, t; = 3.511 , Fc = 10.825 , Ft = 4.260 ). The synergism between the two
substances is explained by the specific action mechanisms of each substance.

Introducere dezvoltat o multitudine de noi variante
sintetice Tmbunatatite, la fel ca si o serie de
Terapia analgezica moderna este caj de administrare optimizate, dar inovatiile
dominata la ora actuala de cele doua clase conceptuale nu au fost pe deplin
principale de medicamente analgezice $i satisfacatoare. Aceasta se datoreaza,
anume: analgezice opioide si analgezice probabil, unui avans relativ lent al intelegerii
neopiode  (analgezice antipiretice  $i  patogenezei durerii inflamatorii.
antiinflamatoare nesteroidiene AINS). In Pe de alta parte, un principiu formulat in

privinfa substantelor analgezice-AINS, s-au cadrul  farmacologiei  asocierilor  de

85



Chizac et al.

analgezice, ca o modalitate rationala de
ameliorare a tratamentului durerii, este acela
ca, asociind substante medicamentoase cu
mecanisme de actiune diferite, se poate
obtine o acoperire multimodala a unui
spectru mai larg de tipuri de durere, creand,
in acest mod, posibilitatea potentialda ca
interactiunea care apare sa fie mai mare
decat aditiva, adica sinergica [14].

In studile noastre a fost luat Tin
consideratie rolul citokinelor proinflamatoare
in starile de durere patologica [22].

In aceasta lucrare se tenteaza luarea in
discutie a perspectivelor unor asocieri

(combinatii) intre medicamente care sa
influenteze durerea din procesele
inflamatorii.

1. Material si metoda

In cercetarile din prezenta lucrare s-au
utilizat gsoareci masculi Swiss (Sursa
Institutul ~ Cantacuzino  Bucuresti) cu
greutatea 20-25 g. Conditiile de habitat s-au
realizat Tn incinta laboratorului  de
Farmacodinamie experimentala din cadrul
disciplinei de Farmacodinamie si Farmacie
clinica, UMF ,Grigore T. Popa” lasi, Intr-o
camera cu temperatura si umiditate
controlata (21°C = 2°C), si un ciclu de
lumina/intuneric,12ore/12 ore (07.00AM /
07.00PM).

Animalele au fost cazate in custi de
plexiglas, prevazute cu adapator grupate
cate 8-10 animale-cusca. Acestea au primit
apa si hrana standard (sursa Biobaza
Baneasa). Testarile au fost efectuate
incepand cu orele 10.00 AM. Cu 3 ore
fnainte de testari s-a sistat accesul la hrana
si apa. Toate procedeele experimentale
utilizate Tn realizarea acestui studiu au fost in
stransa concordanta cu normele specifice
aprobate in UMF ,Grigore T. Popa”’ si
reglementarile bioetice internationale
referitoare la experientele realizate pe
animale de laborator [23].

In acest studiu s-au utilizat urmatoarele
substante:
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e acetaminophen (Sigma),

e carbamazepina (Sigma),

e Zymosan A (Sigma),

e CMC-Na (Sigma),

e ser fiziologic (Zentiva).

Carbamazepina si acetaminofenul au
fost administrate singure si in asociere pe
cale orala in secvente de doze in progresie
geometrica. S-a utilizat un model de
nociceptie cu stimul chimic cu specificitate
pentru durerea inflamatoare. In acest studiu
testul raspunsului constrictiv.  abdominal
(metoda Iui Siegmund si col. 1957, tehnica
lui  Koster si col. 1959) consta 1in
administrarea  intraperitoneala a unei
suspensii de Zymosan A in doza de 40mg /

Kgc. la soarece [20]. Se Iinregistreaza
numarul de raspunsuri constrictive
abdominale timp de 12 minute dupa

administrarea agentului iritant [21].

Interpretarea datelor a fost de tip cuantal
caracterizatd de prezenta sau absenta
raspunsului calculandu-se efectul maxim
posibil:

% (antinociceptie) inhibitie = (nr. non-

responderi / nr total de animale) x 100 [19].

Pentru cuantificarea interactiunii s-a
utilizat metoda dreptei aditive compuse care
permite evaluarea cantitativa a interactiunilor
de tip farmacodinamic din combinatiile
binare n proportie fixa [18, 19].

Metoda are la baza analiza dreptelor de
regresie, dreapta de regrese a asocierii fata
de dreapta aditiva compusa pentru nivelul de
activitate de 50%. Indexul de interactiune
indica taria sinergismului. In analiza statistica
pentru toate testele de semnificatie statistica,
s-a considerat ca pentru valori P < 0,05
exista o diferenta semnificativa statistic intre
grupele comparate (ANOVA Test, t - test).

2. Rezultate si Discutii

S-au administrat pe cale orala doze
succesive de paracetamol in progresie
geometrica cuprinse Tintre: 50.00-600.00
mgkg™.
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Prin administrarea acestora s-a obtinut
un efect maxim posibil de 100% pentru doza
de 600 mg/kg. Datele au permis
determinarea valorii DES5S0 a
paracetamolului. (Tabelul 1)

S-au administrat pe cale orala doze
succesive de carbamazepina in progresie
geometrica cuprinse intre 7.5-60.00 mg/kg.
Prin administrarea acestora s-a obtinut un
efect maxim posibil de 80% pentru doza de
60.00 mg/kg. Datele au permis determinarea

valorii DE50 a carbamazepinei (Tabelul 1).
Tabel 1

Valoarea DE 50 a medicamentelor luate Tn studiu
administrate singure

Acetaminophen  Carbamazepina

Velesne (Paracetamol) (CB2)
DE50 (15EM)] 162.48 (26.24) 41.14 (12.20)
mgkg™/ p.0 Y =-2.367 +3.33*X Y = 0.59 +2.72*X
R =0.948 R =0.976
'SEM, Eroarea standard a mediei

Datele obtinute in tabelul 1 au permis
trasarea dreptei de regresie pentru dreapta
aditiva compusa pentru stabilirea valorii
Zadd. (Fig, 1).
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Fig. 1 Analiza dreptei aditive compuse a asocierii
CBZ-Paracetamol
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Din analiza dreptei de regresie (Fig. 1) si

tabelul 1 se observa ca s-a putut pune in
evidenta efectul antinociceptiv al
carbamazepinei (DE50 = 41.14 +12.20
mgkgc™) si a paracetamolului (162.48 *
26.24 mgkgc™) pe modelul de nociceptie
studiat. Dupa determinarea acestor valori s-a
demonstrat o valoare Zadd =101.59 + 14.54
mgkgc™ si proportiile celor doua substante
(Tabelul 2). Dupa administrarea combinatiei
in proportie fixa, serii successive de doze in
progresie  geometrica, am  constatat
urmatoarele:
Zmix = 39.276 + 7.54 mg/kg (Zmix < Zadd),
indice de interactiune y = 0,387, p < 0.05
(Tabelul 2). Interactiunea intre aceste
substante este de tip sinergic (potentare).
Aceasta este dovedita prin deplasarea la
stdnga a dreptei de regresie a asocierii fata
de dreapta aditiva compusa (Fig. 2).

Parametrii statistici ai analizei de
regresie pun in evidenta sinergismul dintre
cele doua substante (tc = 3.753, Tt = 3.511,
Fc = 10.825, Ft = 4.260).

J Composite additive line

O Regression additive line of the combination
CBZ - Acetaminophen

(0]

Probit

1.0 1.5 2.0
log(Dose)

2.5

Fig. 2 Dreapta de regresie a asocierii
paracetamol-CBZ fata de dreapta aditiva
compusa.
Table 2

Valoarea DE50 a medicamentelor luate Tn studiu administrate Tn asociere

Doza Efect maxim
Substanta totala posibil
mg/kg/p.o (EMP) %
Acetamionophen/  12.20 16.66
CBz 25.40 33.33
(0.798/0.202) 50.80 66.66
101.59 100.00

'Combinatie sinergica
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ED50 (SEM)

Zadd (SEM)

101.59 (14.54)
Y = 3.02 + 0.57*X
R = 0.959

Zmix (SEM)

39.276 (7.54)"

Y =-3.17 +4.97*X

R =0.953

Interaction index=0.387



Chizac et al.

Testul raspunsului constrictiv abdominal
permite aprecierea analgeziei centrale gi
periferice. Testul poate utiliza o serie de
agenti iritanti cum ar fi acetilcolind bromid,
acid acetic, Zymosan A. Prin utilizarea
agentului iritant Zymosan A modelul capata
0 specificitate pentru patogeneza durerii
inflamatoare [12, 21].

O serie de autori au aratat ca prin
administrarea intraperitoneala de Zymosan
A, la soarece, apare un raspuns inflamator,
caracterizat  prin  raspuns  constrictiv
abdominal, extravazare de plasma, infiltrare
leucocitara si biosintezd de eicosanoide
Doherty cit Pettipher, 1997 [12].

In ultimul timp s-a pus in evidenta ca
agentii inflamatori nu stimuleaza direct
eliberarea de mediatori primari
hipernociceptivi, ci ca eliberarea lor este
precedata de o cascada de citokine [5, 15].
S-a pus 1n evidenta ca, la soarece,
raspunsul constrictiv abdominal la zymosan
si acid acetic este mediat prin TNF-alfa, IL1-
beta si IL8, care actioneaza concomitent gi
sinergic [15].

Paracetamolul are efecte analgezice si
antipiretice similare cu AINS.

Totusi, spre deosebire de acestea,
paracetamolul administrat n doze
terapeutice are activitate antiinflamatorie si
antiplachetara foarte mica sau inexistenta gi
nici nu manifesta profilul efectelor secundare
de tip AINS, precum leziuni ale tractului
gastro-intestinal, bronhoconstrictia indusa de
acid acetil salicilic.

De aceea paracetamolul a inlocuit pe
scara larga acidul acetilsalicilic si alfi salicilafi
in tratamentul durerilor ugoare spre
moderate, care nu sunt asociate cu procese
inflamatorii, precum cefaleea, durerile
dentare si dismenoreea [2].

Desi a fost sintetizat Tn urma cu multi ani
si utilizat intens 1in tratamentul durerii,
mecanismul sau de actiune raméane inca
necunoscut. Mecanismul cel mai probabil
ramane cel de inhibitie a ciclooxigenazei.
Unele cercetari au testat eventuala
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interferenta intre paracetamol si NOs (nitric-
oxid-sintaza) atat constitutiva cat i
inductibila [2], alte cercetari sprijina ipoteza
unei componente activatorii a cailor opioide
descendente spinale [13].

Alte studii prezinta actiunea sa asupra
TRPA1 spinal, care sunt considerati printre
declangatorii cei mai importanti ai durerii la
nivel spinal. Metabolitii acetaminofenului
activeaza TRPA1l nativ si reduc curentii
voltajj-dependenti de calciu si sodiu din
neuronii aferenti primari, astfel inducadnd un
efect analgezic [1].

Un alt mecanism analgezic al
acetaminofenului este realizat prin inhibarea
captarii de anandamida Si alfi
endocanabinoizi din spatiul extracelular.
Aceste date par a sugera ca si modularea
sistemului endocanabinoizilor ar putea sa fie
un mecanism suplimentar care sa medieze
efectele  antinociceptive  sinergice ale
combinatiilor acetaminofenului [10].

Carbamazepina este un medicament cu
actiune anticonvulsivanta, util in diferite
forme de epilepsie, dar care in ultima vreme
este util In clinica Tn anumite tipuri de durere,
cum ar fi nevralgia de trigemen [16].

Medicamentul isi explica actiunea prin
blocarea canalelor de Na. Se cunosc mai
multe subtipuri notate cu Na, 1.1 pana la 1.9.
Na,1.7, 1.8 si 1.9 sunt exprimati numai la
nivelul neuronilor senzoriali periferici si se
considera ca sunt implicati atat in initierea
durerii acute cat si In  mentinerea
hiperalgeziei  inflamatorii  postelzionale.
Canalele Na, 1.4, 1.6, 1.7, sunt sensibile la
tetrodotoxina (TTX), in vreme ce Na, 1.5,
1.8, 1.9, sunt rezistenti la aceasta [7-9].

Subtipul Na, 1.7 este exprimat in mod
semnificativ. in neuronii din ganglionul
radacinii posterioare (GRP) 1n neuronii
simpatici si mienterici, In vreme ce Na, 1.8
sunt este exprimat preferential in GRP si in
ganglionul Gasser.

Este bine documentata implicatia sa in
durerea inflamatorie si in durerea indusa de
stimul rece [4]. Este cunoscut faptul ca
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subtipul Na,1.7 este sensibil la
carbamazepina si de asemenea ca mutatiile
sale produc o serie de sindroame dureroase
ereditare [11].

Na,1.9 este exprimat in neuronii
senzoriali si Tn sistemul nervos enteric, mai
ales in neuroni de dimensiuni mici cu
proprietati nociceptive.

In lumina acestor cunostinte Nav1.7, 18.
si 19 ar putea fi tinte importante pentru
analgezice [7].

Concluzii
Sinergismul obtinut in cercetarile din
prezenta lucrare se poate explica prin

mecanismele de actiune specifice fiecarei
substante.

De obicei efecte sinergice se obtin cand
se combina doua medicamente ce prezinta
cel putin un mecanism de actiune diferit.

in cazul carbamazepinei Si
acetaminofenului, exista mai multe
mecanisme in lucru, care ar putea concura
pentru obtinerea unui astfel de efect evident:

o Carbamazepina blocheaza canalele
ionice implicate Tn generarea Si
transportul senzatiilor nociceptive la

nivelul nervului spinal si al maduvei

spinarii ;

e Acetaminofenul ar putea inhiba
generarea locala de mediatori
inflamatori prin presupusa sa inhibitie
a COX;

« Poate inhiba generarea de potentiale
de Na/Ca la nivelul neuronilor
nociceptivi senzoriali primari prin

activarea TRPV; poate modula caile

spinale endocanabinoide, astfel
reducand transmisia durerii la nivel
spinal.

n orice caz acetaminofenul

(paracetamolul) pare a raméane un analgezic
puternic si ar putea sa se bucure de 0 noua
perioada de glorie ca membru Tn diverse
combinatii medicamentoase cu proprietati
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analgezice mai puternice si utilizabile Tn mai
multe tipuri de durere.
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