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RESUMEN

INTRODUCCION: El dolor es una experiencia emocional y sensorial
desagradable, muy frecuente y particular en la regidén orofacial por encontrarse
densamente inervada. Su naturaleza, en esta region, no esta bien definida, por

lo que es frecuentemente causa de investigaciones.

Durante el desarrollo de estas pruebas, se ha visto que la efectividad de
los AINE se ha hecho insuficiente para disminuir el dolor severo, por lo que el
uso de farmacos antiepiléptico y antidepresivo se ha hecho frecuente. Por esta
razén, el acido valproico, farmaco antiepiléptico, se ha utilizado en terapias
para el dolor cronico severo. Su uso e interaccion con naltrexona, farmaco
utilizado cominmente para tratar las adicciones, en pruebas de dolor orofacial
es objetivo de este estudio por tratarse de un farmaco que en dosis muy bajas

bloquea la transmision del dolor.

MATERIAL Y METODOS: Se utilizaron 152 ratones a los que se administro
intraperitonealmente: a) acido valproico, b) naltrexona, c) ambos. Luego se
realiza el test algesiométrico de la formalina orofacial, inyectando formalina 2%
en el labio superior derecho del animal, observando la cantidad de frotaciones
gue realiza el raton durante los primeros 5 minutos (fase | o algésica aguda) del
experimento y desde los 20 a 30 minutos (fase Il algésica- inflamatoria). Los
resultados se miden como el promedio * error estandar del promedio (E.E.M).

La significancia estadistica se determin6 por pruebas t Student (p<0.05).

RESULTADOS: La administracion de Acido valproico y naltrexona solos
produce un efecto antinociceptivo en ambas fases, siendo el acido valproico
mas potente en la fase Il y la naltrexona mas potente en la fase I. La
coadministracion de ambas drogas genera un efecto sinérgico que se
manifiesta al observar que la minima maxima potencia efectiva (MPE) es
considerablemente mayor que cuando las drogas son aplicadas de forma

Unica.

CONCLUSIONES: EIl acido valproico actia a través de receptores opioides lo
gue permite determinar interacciones con otras drogas que podrian interferir en
nuestro tratamiento. Ademas el efecto sinérgico generado por la naltrexona
permite el uso de dosis menores de acido valproico y asi es posible disminuir

sus efectos adversos.



INTRODUCCION

La region orofacial es uno de los territorios mas densamente inervados,
principalmente por el nervio trigémino, y representa un territorio en donde se
desarrollan condiciones dolorosas con caracteristicas propias. Sin embargo, las
bases farmacologicas del dolor cronico orofacial no estan bien dilucidadas y el
tratamiento con antiinflamatorios no esteroidales AINES no ha sido eficaz para
el tipo severo de esta enfermedad.

De esta forma se ha indagado en la efectividad de otros farmacos con el
fin de dar una terapia que permita mejorar la calidad de vida de estos
pacientes. Dentro de éstos, los farmacos anticonvulsivantes y antidepresivos
han sido parte de terapias para tratar el dolor crénico, dentro de ellos

encontramos el acido valproico, la imipramina y amitriptilina.

Si bien el mecanismo de accion del acido valproico en la antinocicepcién
del dolor orofacial no esta bien definido, es necesario precisar su accion ante
diversos medicamentos que podrian generar alguna interaccion farmacolégica
disminuyendo o potenciando su efecto, lo que generaria un ineficaz resultado
terapéutico o problemas por sobredosis.

Uno de los medicamentos que se considera importante de estudiar su
accion en conjunto con el acido valproico es la naltrexona pues se ha visto que
administrado en dosis muy bajas potencia la accién antinociceptiva de otras

drogas como la morfina.

El objetivo del actual estudio es utilizar el modelo de Luccarini para
caracterizar cambios de comportamiento en ratones, particularmente la relacion
entre la cantidad de tiempo que los ratones se frotan los labios, tras la
inyeccion de una solucion al 2 % de formalina previo la inyeccién de &cido

valproico y/o naltrexona.



MARCO TEORICO

|.  NEUROFISIOLOGIA DEL DOLOR

Las terminaciones de células nerviosas levemente especializadas que
inician la sensacion dolorosa se denominan nociceptores. Estos se categorizan
segun las caracteristica de sus axones que transmiten, encontrandose el
grupo Ad de axones mielinicos, que conducen a 20 m/s, el grupo de fibras C de
axones amielinicos que conducen a velocidades inferiores a 2 m/s. Su
caracteristica principal es que son de umbral de estimulacion alto a diferencia
de las fibras AB que son de calibre grueso y de umbral bajo, pues transmiten el

tacto suave.

Las fibras Ad son mielinizadas y de conduccion rapida, responden a
estimulos mecanicos y térmicos, lo cual se relaciona con el dolor agudo, su
diametro es de 1,0 a 5,0 micrones y poseen campos receptivos que consisten
en un conjunto de puntos sensibles. Las fibras C son amielinicas y de
conduccion lenta, responden a estimulos térmicos, mecanicos y quimicos por lo
gque se dice que son polimodales, se relacionan con el dolor crénico
proveniente de estimulos principalmente de naturaleza quimica. Experimentos
de bloqueo selectivo han confirmado que las fibras Ad son responsables del
primer dolor o dolor agudo y que las fibras C son responsables de un dolor mas
sordo y mas duradero (1)

La mayor parte de las fibras Ad y C entran al sistema nervioso central
por el asta dorsal de la médula espinal. Los axones que transmiten informacion
desde los receptores para el dolor y la temperatura por lo general se
encuentran en la division mas lateral de las raices dorsales. Cuando estos
axones alcanzan la zona posterior de la médula espinal, se ramifican en
colaterales ascendentes y descendentes, formando el tracto dorsolateral de
Lissauer para luego penetrar en la sustancia gris del asta dorsal. Luego estas
neuronas hacen contacto con otras localizadas en varias laminas de Rexed
como la ldmina | o zona marginal y ldmina Il o sustancia gelatinosa. La
informacion proveniente de la lamina Il es transmitida a neuronas de segundo
orden en las laminas IV-VI conocidas también como nucleo propio, cuyos
axones ascienden hasta el tronco encefélico y el tAlamo hasta el cuadrante

anterolateral de la mitad contralateral de la médula espinal. Estas fibras junto a
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las neuronas de segundo orden de la lamina |, forman el tracto espinotalamico
gue es la principal via ascendente para la informacién relacionada con el dolor
y la temperatura. Por esta razon, se omitir4 la descripcién de vias menores ya
gue excede el alcance del presente trabajo.

Los principales nacleos de destino de los axones ascendentes para el
dolor y la temperatura se encuentran en el complejo ventral posterior del
talamo. Los nudcleos ventroposteromediales (VPM) y ventroposterolaterales
(VPL) reciben la mayor parte de estos axones. Las neuronas del nucleo VPM
reciben informacion del rostro; las neuronas del nucleo VPL recibe informacion
nociceptiva del resto del cuerpo.

Otros nucleos talamicos, como el nucleo central lateral y el complejo
trilaminar, reciben proyecciones desde la formacion reticular y también

participan en la respuesta de despertar evocada por un estimulo nocivo (1).

ll.  MODULACION DEL DOLOR

El sistema nervioso central posee circuitos neuronales disefiados para
modular la transmisién del dolor. Pueden controlar la estimulacion de la

neurona nocisensible y responder a sustancias opiodes.

Existen dos mecanismos principales de control, descritos a continuacion:

a) Los impulsos corticales pueden poner en marcha las regiones del
tronco encefalico y del hipotalamo que modulan el procesamiento de
la informacion dolorosa en el propio tronco y en la médula espinal. La
sustancia gris periventricular del hipotalamo se comunica con la
sustancia gris periacueductal del mesencéfalo mediante una via
encefalinérgica. Las fibras descendentes desde esta estructura
excitan a las neuronas serotoninérgicas del nicleo magno del rafe en
el bulbo raquideo tanto directamente como a través de las
interneuronas de la formacidn reticular bulbar. Esta proyeccion utiliza
serotonina, neurotensina, somatostatina y glutamato. Las neuronas
rafeespinales se dirigen, a su vez, al asta posterior y a la porcion

caudal del nucleo del trigémino. Estos axones serotoninérgicos
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terminan en las interneuronas encefalinérgicas de las l[aminas Il y IlI,
gue actlan sobre terminales presinapticas y postsinapticas para
suprimir la actividad que llega a las fibras del dolor. Ademas el
hipotdlamo se comunica directamente con las astas posteriores
medulares y bulbares para actuar sobre la llegada de sefiales

dolorosas.

b) La analgesia producida por estimulacion se basa en la estimulacion
eléctrica de las estructuras del SNC para inducir la liberacion de
productos quimicos enddgenos, como la encefalina, desde los
circuitos para el control del dolor. Las sustancias opioides internas
inhiben las transmisién del dolor. La estimulacion de la sustancia gris
periacueductal, la sustancia gris periventricular o el nicleo magno del
rafe provoca la liberacion de encefalina o monoaminas. La
administracion exdgena de sustancias opiodes farmacolégicas como
la morfina, excita a las neuronas periventriculares y periacueductales,
reforzando su actividad natural. Este aumento de actividad inhibe a
las neuronas de las astas posteriores medulares y bulbares que

transmiten la informacion dolorosa, produciendo analgesia (2).

. NEUROFISIOLOGIA DEL DOLOR OROFACIAL

El principal nervio craneal que codifica el dolor a nivel orofacial es el
nervio trigémino (V par), luego en menor medida el nervio facial (VII par),
glosofaringeo (IX par), vago (X par). También se debe considerar la
participacion de los tres nervios craneales superiores.

En esta regién abundan las fibras Ad y C, pero estan principalmente
concentradas en la pulpa dental. La fibra C transmite el dolor sordo causado
por la inflamacién de la pulpa. La fibra Ad transmite el dolor agudo causado por
la hipersensibilidad de los dientes.

El nervio trigémino es un nervio mixto, contiene fibras sensitivas
(aferentes) y motoras (eferentes). Posee un gran ganglio (trigeminal) que da

lugar a tres ramas principales : V1 oftalmica; V2 maxilar y V3 mandibular en el
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gue se encuentra el soma de la primera neurona de la via del dolor trigeminal.
La porcion sensorial transmite el tacto, dolor, temperatura y propiocepcion de
zonas como cara, musculos faciales y masticatorios, de la articulacion
temporomandibular y cavidad bucal.

El nervio trigémino posee 3 nulcleos sensitivos: Nucleo Sensitivo
Principal, Nucleo Mesencefélico y Nucleo Espinal. El nacleo espinal posee dos
unidades, la superior o Subnucleo Oral al igual que el Nucleo sensitivo principal
transmite la sensibilidad tactil discriminativa; la unidad inferior correspondiente
al Subndcleo Interpolar y al subndcleo Caudal que transmite la sensibilidad
tactil no discriminativa y de presion, como la sensibilidad térmica y dolorosa del
territorio cefalico.

Las neuronas de segundo orden del nucleo sensitivo principal releva la
informacion del tacto discriminativo de la cabeza hacia el nucleo ventral
posteromedial (VPM). Los axones derivados de su porcion ventrolateral llegan
al VPM contralateral junto con fibras procedentes del nucleo espinal (caudal)
conforman el fasciculo trigeminotalamico anterior. Las neuronas de la division
dorsomedial del nucleo sensitivo principal inervan el VPM ipsilateral por medio
del fasciculo trigeminotalamico posterior. ElI ndcleo mesencefalico contiene

células de origen que participan en la propiocepcion.

Las fibras que transmiten el dolor, temperatura y tacto en general
descienden formando el fasciculo trigeminoespinal. Esta dltima via que
contiene fibras facilitadoras e inhibidoras junto con su nucleo, se extiende hasta
los segmentos mas altos (C2 o C3) de la médula espinal. En el tracto espinal
del trigémino se unen las fibras aferentes somaticas del resto de los pares
craneales, que aportan informacidén nociceptiva. Las fibras nociceptivas llegan
al subnucleo caudal, que recibe también fibras de los segmentos cervicales
superiores. En el nucleo espinal, se produce la sinapsis con la segunda
neurona, cuyo axoén se cruza y asciende enviando colaterales a la FR para
terminar en los nucleos VPM, posterior e intralaminar del talamo. Desde alli la
informacion va al area sensitiva primaria de la corteza sector 1,2,3 de Brodman
y a otras estructuras corticales y subcorticales como la corteza insular, que
procesa informacién del estado interno del organismo, integrando los aspectos

cognitivo, sensorial y afectivo, modulando el umbral doloroso, y la
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circunvolucion cingular, que es parte del sistema limbico, relacionado con el

pensamiento afectivo y emocional del dolor (3)

IV.- PRUEBA DE LA FORMALINA

Corresponde a una prueba de estimulacion ténica donde se aplica un
estimulo quimico, lo cual da lugar a una conducta estereotipada compleja. Tras
la aplicacion del estimulo nociceptivo se produce una respuesta inflamatoria
gue induce alodinea e hiperalgesia.

En la rata y el ratdn esta prueba muestra dos fases: una temprana debido a
la activacién de nociceptores que sigue a la injuria corrosiva que produce el
irritante (fase 1) y una tardia debida a la organizacion de un foco inflamatorio
en el sitio de injuria y la sensibilizacion central y periférica que ello conlleva
(fase 2). Tras la aplicacion de la formalina aparecen respuestas conductuales
dirigidas hacia la zona afectada como lamido-mordisqueo, sacudidas, elevacion
,resguardo y en el caso de inyectarse en la region orofacial se observa un

aumento del acicalamiento. (4,5))

V.- TRATAMIENTO DEL DOLOR

Los farmacos mas importantes en la inhibicion de la neurotransmision del dolor

son:

- Anestésicos locales
- Analgésicos Opioides
- Analgésicos anti-inflamatorios no esteroidales (AINES)

- Co- analgésicos

Los coanalgésicos son un grupo de farmacos que disminuyen el dolor pero que
originariamente se usa para otros fines, como disminuir la ansiedad, insomnio,
depresion. Podemos destacar los antidepresivos triciclicos, anticonvulsivantes
(&c. Valproico, carbamazepina), corticoides e inhibidores selectivos de la

recaptacion de la serotonina.
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VI.  ACIDO VALPROICO

Corresponde a un farmaco que tiene propiedades anticonvulsivantes. Su
uso fue aprobado en 1978 en Estados Unidos. Quimicamente corresponde a
un acido carboxilico de cadena ramificada simple.

En cuanto a su mecanismo de accion el &cido valproico inhibe la
activacion repetitiva sostenida, inducida por la despolarizacion de las neuronas
corticales o de la médula espinal, en el raton. Esta accién parece mediada por
recuperacion prolongada de los canales de Na activados por voltaje, a partir de
Su recaptacion.

Otro mecanismo que puede contribuir a las acciones anticonvulsivas del
acido valproico esta en relacion al metabolismo del GABA. Aunque el &c.
valproico no tiene efecto en las reacciones al GABA, incrementa la cantidad del
GABA que se pueda recuperar del cerebro después de administrar este
farmaco en animales. In vitro, el acido valproico puede estimular la actividad de
la enzima sintética del GABA e inhibir las enzimas degradadoras (6).

Los efectos adversos mas frecuentes consisten en sintomas
gastrointestinales transitorios, como anorexia, nausea y vomito en cerca de
16% de los pacientes. Los efectos adversos en el SNC consisten en sedacion,
ataxia y temblor; estos sintomas ocurren con poca frecuencia y suelen
reaccionar a la disminucion de la dosis. Una complicacion infrecuente es la

hepatitis fulminante, en muchos casos mortal. (5)
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VII.  NALTREXONA

La naltrexona es un antagonista opioide que se ocupa para tratar la
dependencia de alcohol y, entre otras cosas para revertir la depresiéon
respiratoria causada por adiccion a drogas opioides. Se ha visto que en dosis
muy bajas, este farmaco produce analgesia pues bloquea la autoinhibicion
presinaptica de liberacion de encefalina, desencadenando una liberacién
masiva de estos neurotransmisores enddgenos.

Su uso se contraindica con la presencia concomitante de analgésicos
opiodes, hipersensibilidad al farmaco o cualquier componente de la
preparacién, hepatitis aguda o presencia de alguna falla hepética y
dependencia a opioides por la posibilidad de provocar sindrome de deprivacion
0 abstinencia.

Algunos posibles efectos adversos que pueden resultar de su uso son
trombosis venosa, depresion, hipersensibilidad, neumonia y dafio hepatico. No
se ha reportado toxicidad cardiovascular, solo pequefios incrementos en la
presion sanguinea pero no son cambios significativos. Existe presencia de
dolor abdominal en un 11%, diarrea en un 13 %, nausea en un 29 % de un total

de pacientes tratados con naltrexona (7).
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VIIl. INTERACCION DE FARMACOS

Se refiere a la accion que ejerce un farmaco sobre otro, de lo que puede

resultar cambios cualitativos o cuantitativos, como:

- Supraaditividad (sinergismo): El resultado es significativamente mayor

gue la simple suma de los farmacos por separado.

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

separado.

- Subatividad (antagonismo): El resultado logrado corresponde a un efecto
menos que la suma de la actividad de cada farmaco por separado. (8)
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IX. MEDICION EXPERIMENTAL DEL DOLOR Y ETICA.

La American Veterinary Medicine Association (AVMA) ha definido el
dolor en animales como: “Una experiencia sensorial y emocional aversiva, que
evoca acciones motoras protectoras, las que resultan en evitacion aprendida y
gue puedan modificar rasgos de conducta especie - especificos, incluyendo
comportamiento social”. Por lo tanto, es el analisis de este tipo de conductas es
el que permite identificar en el animal las dimensiones sensodiscriminativa y

emotiva del dolor que en contexto experimental se llama nocicepcion.

Dicha prueba debe cumplir con diversos requisitos para ser considerada
ética y técnicamente valida (4) como ser revisados tanto por cientificos como
por profanos, debiendo establecerse que la investigacion tiene un claro
potencial benéfico. Ademas debe hacerse un cuidadoso analisis de la conducta
animal e identificar cualquier desviacion de lo normal. También debe utilizarse
el estimulo doloroso minimo para los propdésitos del experimento. No obstante,
es importante utilizar agentes o procedimientos para aliviar el dolor, siempre y
cuando ello no interfiera con los propdésitos de la investigacion. Es importante
gue la duracion de los experimentos sean lo mas breve posible, manteniendo el

namero de animales en el minimo (5)
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HIPOTESIS

La naltrexona potencia la accién antinociceptiva del 4cido valproico en el

ensayo algesiométrico de la formalina orofacial en ratones.
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OBJETIVOS

l. Objetivo general:

Estudiar la modalidad de la accién antinociceptiva del &cido valproico y su

modificacion por naltrexona en el test de la formalina orofacial en ratones.

Il. Objetivos especificos:

Cuantificar la respuesta del animal luego de la administracion i.p. de &cido
valproico mediante el test de la formalina orofacial.

Medir el efecto de la naltrexona en el test de la formalina orofacial.

Ponderar la intensidad de la interaccién farmacolégica de naltrexona con

acido valproico en el ensayo de la formalina antes mencionado.



18

MATERIALES Y METODO

l. Estudio

La presente investigacion forma parte del proyecto “Perfil farmacoldgico
de analgésicos en dolor cronico experimental”, dirigido por el Dr. Hugo F.
Miranda. Se realiza en el Laboratorio de Neurofarmacologia del dolor de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

El actual trabajo cuenta con la aprobacion del comité de Bioética sobre
investigacion con animales de acuerdo al protocolo CBA # 0572 FMUCH

(anexo 1).

II. Material

Se usaran 152 ratones (Mus musculus) aprox., machos de la cepa CF/1
de 25 a 30 g de peso (figura 1) y habituados al ambiente de laboratorio al

menos dos horas antes del experimento.

Figura 1: Ratones
cepa CF/1

Habréa una variaciéon del protocolo CBA N° 0572 FMUCH aprobado por la
Comision de Etica de la Facultad de Medicina, ya que entre los coanalgésicos
se incluye el acido valproico, donde cada animal recibe solamente una dosis de
la droga. Las observaciones seran efectuadas en forma ciega, aleatoria y
controladas con solucion salina 0.9%, provenientes de datos histéricos del
laboratorio. Se deja constancia que, basandose en las normas éticas
internacionales que rigen este tipo de experimentacion, el niumero de animales

utilizados sera el minimo estrictamente necesario, para un correcto analisis
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estadistico. Los animales se sacrificaran después del experimento mediante
dislocacion cervical, por personal experimentado.

Para la observacion se dispone de un cilindro transparente de 20 cm de
altura y diametro, ademas de un sistema de espejos posteriores que permite la
observacion en cualquier disposicion del animal.

Las observaciones fueron realizadas en forma ciega para los farmacos

utilizados y los animales se eligieron en forma aleatoria.

1R Farmacos

Las drogas utilizadas fueron suministradas por el laboratorio de
Neurofarmacologia del dolor de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile, estas son:

- Naltrexona
- Acido valproico

- Formalina 2%

Los farmacos fueron disueltos en solucion salina y se administraron
intraperitonealmente en una relacién constante de 10 ml/Kg de peso.

Las dosis utilizadas fueron 10, 30, 100 y 200 mg /kg para del Acido
valproico y 0.1, 1 y 5 mg /Kg para la naltrexona. Se usaron dichas dosis en
base a curvas dosis- respuestas determinadas en estudios previos.

La administracion unica de acido valproico o naltrexona se realizé 30
minutos previos a la etapa de observacion. En otro grupo experimental se
inyectd en forma conjunta las dos drogas, donde se administr6 30 minutos
antes el acido valproico y luego de 5 minutos la Naltrexona, con respecto a la

etapa de observacion.

V. Método algesiométrico

En un primer momento se evaluara la actividad antinociceptiva usando
una modificacion del test algesiométrico orofacial de la formalina de Luccarini
(9), que permite medir la nocicepcion originada por la estimulacién del nervio
trigémino que es uno de los nervios de mayor inervacion del territorio

maxilofacial. Para ello se realizara una inyeccion subcutanea de 20 uL de
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solucion de formalina al 2 % en el labio superior derecho del animal (figura 2).

Figura 2: Inyeccion de
solucién de formalina al
2% en labio superior
del raton.

Ello induce un sostenido frotamiento de la zona inyectada y un vigoroso
restregamiento de la cara en el area perinasal (figura 3).

Figura 3: Frotamiento
perinasal de ratén

Los ratones se colocan en un cilindro disefiado para la observacion
(figura 4) y con un cronémetro digital se mide el tiempo total que se frotan el
area perinasal durante los 5 minutos inmediatos a la inyeccion y que
corresponde a la fase algésica aguda (fase I). Luego se registra a partir de los
20 minutos de la inyeccion y hasta los 30 minutos, el tiempo durante el cual los
animales se frotan el labio comprometido y que corresponde a la fase
inflamatoria que mide el dolor cronico (fase Il). No se contabiliza el tiempo
entre la fase algésica y la inflamatoria, debido a que el ratdn se encuentra en

un periodo de quietud (9).
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Figura 4: Ratén ubicado en

cilindro de observacion

Previamente se procedera a inyectar acido valproico 10, 30, 100 y 200
mg/kg a un grupo de 8 ratones por dosis. La inyeccién se realizar4 30 minutos
antes de realizar el test de la formalina, lo que corresponde a efecto maximo de
la droga determinado previamente en el laboratorio. Entonces se evaluara la
cantidad de rasquidos en la fase algésica y analgésica explicada
anteriormente. Luego se realizara el mismo experimento pero con naltrexona
0,1, 1 y 5 mg/kg. La via de administracién es intraperitonial (figura 5) en un

volumen constante, de 10 ml/kg.

Figura 5: Inyeccion

intraperitoneal de

drogas en ratén

PEReT T\ (LD

Para la evaluacion de la actividad antinociceptiva de acido valproico se
construird una curva dosis-respuesta de las 4 dosis: 10, 30, 100 y 200 mg/kg.

Lo mismo se aplicara para la naltrexona con sus respectivas dosis.
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Posteriormente a otro grupo de animales se le inyectara acido valproico
y luego de 5 minutos naltrexona, esto 30 minutos antes de la inyeccion de la
formalina. Se evaluard la interaccion de todas las dosis de acido valproico
utilizadas en este estudio con cada una de las concentraciones utilizadas de
naltrexona.

Para la evaluacion de las interacciones se utilizara el método de
Zelcer, que compara la dosis efectiva de un agonista en presencia de un
antagonista (10).

Los resultados se expresardn como promedio + error estandar del
promedio (EEM). Los datos obtenidos se expresaran en curvas logaritmicas
dosis — respuestas construidas mediante regresion lineal por puntos minimos y
a partir de ellas se determinard las DE50. Los pardmetros estadisticos, se
calcularan con el programa computacional del laboratorio, y la significancia
estadistica se determinara por analisis de varianza y pruebas t de Student,

considerando un nivel del 5% (p<0,05).



V. Disefio experimental:

Los ensayos fueron realizados en forma ciega, aleatoria y controlada por
medio de datos historicos. El tamafio total de la muestra fue de 152 ratones

(n=152), que se dividieron en 19 grupos experimentales, cada uno compuesto

por 8 ratones:

Grupo Acido Valproico | Naltrexona
1 10 mg /Kg -
2 30 mg/Kg -
3 100 mg/Kg L
4 200 mg/Kg -
5 - 0.1mg/Kg
6 - 1 mg/Kg
7 - 5 mg/kg
8 10 mg/Kg 0.1 mg/Kg
9 30 mg/Kg 0.1 mg/Kg
10 100 mg/Kg 0.1 mg/Kg
11 200 mg/Kg 0.1 mg/Kg
12 10 mg/Kg 1 mg/Kg
13 30 mg/Kg 1 mg/Kg
14 100 mg/Kg 1 mg/Kg
15 200 mg/Kg 1 mg/Kg
16 10 mg/Kg 5 mg/Kg
17 30 mg/Kg 5 mg/Kg
18 100 mg/Kg 5 mg/Kg
19 200 mg/Kg 5 mg/Kg
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VI. Evaluacion de la analgesia

La evaluacion de la actividad antinociceptiva de cada farmaco en forma
individual se realiz6 mediante la construccién de curvas dosis- respuestas,
usando al menos 8 animales por cada una de las dosis administradas. Estas
curvas se construyeron utilizando el logaritmo de las dosis en la abscisa y el
efecto antinociceptivo, expresado como méaximo efecto posible (MEP), en la
ordenada. El valor del maximo efecto posible (MEP) que representa la
antinocicepcion o actividad analgésica se obtuvo de acuerdo a la siguiente
formula (11,12,13):

tiempo de rascado experimental

%MEP =100 — [( ) x 100]

tiempo de rascado control

A partir de las curvas dosis- respuesta de cada farmaco, se ajusta una
recta por andlisis de regresion lineal (utilizando minimos puntos), permitiendo
calcular la dosis que produce un 50 % del efecto maximo posible (DE 50) de

antinocicepcion, cuando cada farmaco es administrado solo (8, 14).

Una curva dosis-respuesta también es obtenida mediante la
administracion conjunta de acido valproico y naltrexona en dosis determinadas

anteriormente.
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VIl. Potencia relativa

Con objeto de comparar el efecto de los farmacos en las diferentes fases
del ensayo, se calcula la potencia relativa, que relaciona la cantidad o dosis de
un farmaco es tanto o mas potente en una u otra fase. Se calcula dividiendo la

DEso de cada farmaco en la fase | en relaciéon a la DEsp de cada farmaco en la
fase II:

DEcydroga X en fase |

Potencia Relativa =
DE:,droga X en fase Il




26

RESULTADOS

= Grupo control

Con el propésito de usar el nuamero de animales experimentales
necesarios para nuestro estudio, se utilizaron datos historicos en relacion al
tiempo total de frotamiento de la zona labial y perinasal derecha tras la
administracion intraperitoneal (i.p) de solucién salina al 0.9 % 30 minutos antes
del test de la formalina orofacial al 2% que resulté un total de 85.25 + 3.35 para
la fase I; y de 99.88 + 4.14 segundos para la fase II.

= Grupo tratado con acido valproico

La administracion intraperitoneal de acido valproico 30 minutos previo a la
inyeccion de formalina resultdé en una disminucion del tiempo de frotamiento
tanto en la fase | como en la fase Il con respecto a los datos del grupo control,
valores que se adjuntan en la tabla I.

Dosis (mg/Kg) Fase I(s) Fase Il (s)
X+SEM (%MPE) X+SEM (%MPE)
Control 85.25 £3.35 99.88 +4.14
10 57.88 + 4.38(32.11) 39.88 + 4.79 (40.93)
30 40.38 + 4.09 (52.63) 25.75 + 3.68(54.95)
100 24.13 + 4.68(71.70) 1825 + 5.26 (68.00)
200 20.88 + 2.86(78.00) 14.0 + 3.41(81.98)

Tabla |: Tiempo de rascado, en segundos, durante la primera y segunda fase

del test de la formalina orofacial del grupo tratado con acido valproico.

Para el calculo de la DEso de la fase | y Il, se construy6 la curva dosis-
respuesta, expresada en el logaritmo de la dosis de acido valproico versus el
porcentaje del maximo efecto posible (MEP). A partir de esta curva se obtiene
la DEsp del acido valproico que fue 28.29 + 2.94 para la fase | (Grafico 1),

20.76 = 2.43 para la fase Il (Grafico Il) y la potencia relativa es 1.3.
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Gréfico N°1: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de acido valproico
en la fase | del test de la formalina orofacial.
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Grafico N°2: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de acido valproico

en la fase Il del test de la formalina orofacial.



e Grupo tratado con naltrexona
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La administracion intraperitoneal de naltrexona 30 minutos previo a la

inyeccion de formalina resulto en una disminucion del tiempo de frotamiento

tanto en la fase | como en la fase Il con respecto a los datos del grupo control,

valores que se adjuntan en la tabla Il.

Dosis (mg/Kg)

Fase |
X+SEM (%MPE)

Fase Il
X+SEM (%MPE)

0.1 (n=8) 50.5+ 719 (58.064) 58.13+4.23 (41.92)
1 (n=8) 41.63£2.96 (68.46) | 50.75+ 3.26 (49.30)
5 (n=8) 21.63+3.90 (74.62) 23.50+ 4.14 (76.59)

Tabla Il:Tiempo de frotamiento perinasal y de %MPE calculada luego de

la inyeccidn intraperitoneal de naltrexona 0.1, 1 y 5 mg/Kg (n=8).

Los datos obtenidos al utilizar naltrexona seran nombrados y no

realizard un grafico a partir de ellos, debido a que no se trata de un

analgésico comun, pues a dosis menores se produce mayor efecto

antinociceptivo.
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= Grupo tratado con naltrexona 0.1 y acido valproico.

La administracion i.p. de naltrexona 0.1 mg/kg, 25 minutos previos a la
inyeccién de formalina y de &cido valproico 10, 30, 100 o 200 mg/ Kg 30
minutos previos a la etapa de experimentacion produce una disminucion en el

tiempo de frotamiento con respecto al grupo control, como se observa en la

tabla Ill:
Dosis ac. Fase | Fase
valproico + X+SEM (%MPE) X+SEM (%MPE)
naltrexona 0.1
Control 85.25 + 3.35 99.88 + 4.14
10 17.38 £+ 1.50 (79.60) 16.00 + 2.15(86.00)
30 16.75 + 1.45 (80.35) 13.25 + 3.46 (83.74)
100 16.75 + 2.33(80.35) 7.88 + 3.33(94.11)
200 1450 £ 1.73 (82.99) 5.00 + 2.35(86.98)

Tabla Ill: Tiempo promedio de rascado durante la primera y segunda etapa del
test de la formalina orofacial luego de la administracion de naltrexona 0.1 mg/kg
y de acido valproico en diferentes dosis (10,30,100 y 200 mg/kg) cada uno

realizado con un tamafio muestral de 8.

Para el calculo de la DEsy de la fase | y Il, se construy0 la curva dosis-
respuesta, expresada en el logaritmo de la dosis de la naltrexona 0.1 + &cido
valproico versus el porcentaje del maximo efecto posible (MEP) para la fase |
(grafico 1ll) y para la fase Il (grafico 1V). A partir de esta curva se obtiene la
DEso de la naltrexona + &cido valproico que son significativos desde la decena
para la fase | y para la fase Il, pero sus valores absolutos no se detallan,
porque en el trabajo se consigna solo hasta 2 decimales, por esta razon, no es

posible calcular la Potencia relativa.
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Gréfico N°3: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de naltrexona 0.1 +
acido valproico en la fase | del test de la formalina orofacial
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Grafico N°4: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de naltrexona 0.1

+ acido valproico en la fase Il del test de la formalina orofacial
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e Grupo tratado con Naltrexona 1y acido valproico.

La administracion i.p. de naltrexona 1, 25 minutos previos a la inyeccion de
formalina y de &cido valproico 10, 30, 100 o 200 mg/ Kg 30 minutos previos a la
etapa de experimentacion produce una disminucion en el tiempo de frotamiento

con respecto al grupo control.

Dosis ac. Fase | Fase Il
valproico  + X+SEM (%MPE) X+SEM (%MPE)

naltrexona 1

Control 85.25 + 3.35 99.88 + 4.14
10 2238 + 238(73.74) | 17.75 + 2.65 (82.2)
30 18.13 + 1.77(78.73) | 12.38 + 1.95 (87.60)
100 925 + 0.94(89.14) | 7.75 =+ 271 (92.2)
200 5.13 + 1.77 (94) 5.38 + 1.27 (94.61)

Tabla IV: Tiempo promedio de rascado durante la primera y segunda etapa del
test de la formalina orofacial luego de la administracion de naltrexona 1y acido
valproico en diferentes dosis (10,30,100 y 200) cada uno realizado con un

tamano muestral de 8.

Para el calculo de la DEsy de la fase | y Il, se construyo la curva dosis-
respuesta, expresada en el logaritmo de la dosis de la naltrexona 1 + acido
valproico versus el porcentaje del maximo efecto posible (MEP) para la fase |
(grafico V) y para la fase 1l (gréfico VI). A partir de esta curva se obtiene la DEsg
de la naltrexona 1 + acido valproico que fue 0.24 + 0.44 para la fase | y fue
significativo luego de la decena para la fase Il por lo que sus valores no se
detallan porque en el trabajo se consigna sélo hasta 2 decimales, por esta

razon no es posible calcular la potencia relativa.
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Gréfico N°5: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de naltrexona 1 +
acido valproico en la fase | del test de la formalina orofacial
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Grafico N°6: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de naltrexona 1 +

acido valproico en la fase Il del test de la formalina orofacial
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e Grupo tratado con Naltrexona 5 y acido valproico.

La administracion i.p. de naltrexona 5 mg/Kg, 25 minutos previos a la
inyeccién de formalina y de &cido valproico 10, 30, 100 o 200 mg/ Kg 30
minutos previos a la etapa de experimentacion produce una disminucion en el

tiempo de frotamiento con respecto al grupo control.

Dosis ac. Fase | Fase I
valproico + X+SEM (%MPE) X+SEM (%MPE)
naltrexona 5
Control 85.25 + 3.35 99.88 + 4.14
10 21.75 + 3.21(74.48) | 10.75 % 1.45 (89.23)
30 15.38 + 1.70(81,96) | 7.75 +  1.15(92.24)
100 12.13 £+ 1.5(85.77) 7.50 + 1.94 (92.50)
200 8.88+ 1.5 (89.60) 350 + 1.02(96.50)

Tabla V: Tiempo promedio de rascado durante la primera y segunda etapa del
test de la formalina orofacial luego de la administracion de naltrexona 5y acido
valproico en diferentes dosis (10, 30,100 y 200) cada uno realizado con un

tamano muestral de 8.

Para el calculo de la DEsy de la fase | y Il, se construyo la curva dosis-
respuesta, expresada en el logaritmo de la dosis de la naltrexona 5 + acido
valproico versus el porcentaje del maximo efecto posible (MEP) para la fase | y
Il (graficos V y VI respectivamente). A partir de esta curva se obtiene la DEsg
de la naltrexona 5 + acido valproico que fue 0.20 + 0.50 para la fase | y fue
significativo para la fase Il a partir de la decena por lo que sus valores
absolutos no se detallan, porque en el trabajo se consigna soOlo hasta 2

decimales, por esta razon la potencia relativa no es posible de calcular.
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Grafico N°7: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de naltrexona 5 +

acido valproico en la fase | del test de la formalina orofacial
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Grafico N°8: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de naltrexona 5 +

acido valproico en la fase Il del test de la formalina orofacial

La tabla resumen de los datos obtenidos durante la observacién, de las
dosis efectiva 50 y de las respectivas potencias se adjuntan en el anexo n°2 y

n°3.
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DISCUSION

En la labor diaria de los profesionales de la salud, es comun ver a
pacientes con dolor de tipo crénico severo cuya medicacion con AINES no es
efectiva, por lo que su calidad de vida se ve bastante deteriorada. En el terreno
maxilofacial el dolor ocasionado por la neuralgia al trigémino es invalidante
para el paciente, por lo que se hace necesario investigar sobre diversas drogas
gue pueden dar solucién a sus problemas.

Para el estudio de este tipo de patologias, existe una prueba llamada
test algesiométrico de la formalina orofacial al 2% que permite cuantificar el
comportamiento durante el efecto antinociceptivo de farmacos en modelos
animales experimentales luego de la inyeccién de un irritante quimico la
formalina 2% en el labio superior del animal. La aplicacion de esta sustancia
genera estimulacidén nerviosa de las fibras Ad y C, en neuronas del asta dorsal
y nucleos del trigémino, asi como el rascado o frotamiento del animal es una
respuesta directa a esta, en la que se distinguen dos fases, la algésica —aguda
(fase ) y la algésica-inflamatoria (fase Il) (15) Esta prueba tiene la ventaja de
utilizar bajas concentraciones de formalina que permite estudiar de manera
fiable el proceso nociceptivo y destaca por su sencillez de ejecucion (16).

Los resultados que se obtuvieron en el presente estudio demuestran que
la administracion de acido valproico y naltrexona solos o0 en conjunto producen
actividad antinociceptiva al originar una disminucion del tiempo de frotamiento
perinasal en los ratones en relacion a los datos del grupo control.

El grupo tratado con &cido valproico, aument6 su actividad
antinociceptiva, al aumentar la dosis del farmaco en forma progresiva, siendo
la dosis de 200 mg/kg la que resultd ser mas eficaz en disminuir el nUmero de
rascado de los ratones. Esto se demuestra, debido a que el MPE se encontré
luego de la aplicacion de dicha dosis. Ademas, los mayores efectos
antinociceptivos fueron en la fase Il del experimento (tabla I).

Por otra parte, la inyeccion de naltrexona genera mayor efecto
antinociceptivo a dosis menores, siendo 0.1 mg/kg la dosis que tiene mayor
potencia analgésica. Ademas dicho efecto antinociceptivo es mayor en la fase
| 0 aguda del test de la formalina orofacial (tabla I1)

La administraciéon conjunta de acido valproico con naltrexona en sus
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diferentes dosis genera mayor efecto nociceptivo que la aplicacién de cada una
de las dos drogas por separado, generandose una interaccion sinérgica entre
los dos farmacos. Esto queda demostrado al observar que la minima MPE es
altamente mayor en dosis donde se aplica las drogas de forma conjunta.

La inyeccion de formalina en el labio superior constituye un modelo de
dolor agudo en donde la participacién de bradiquinina, TNF-a, interleuquinas,
PGs y aminas simpaticas se encuentran descritas (17). Probablemente la
accion antinociceptiva del acido valproico esta vinculada principalmente a la
recuperacion prolongada de los canales de Na' activados por voltaje
vinculados a la transmision del impulso eléctrico.

El sinergismo producido durante el uso conjunto de estas drogas nos
hace inferir que el &cido valproico ejerce parte de sus efectos usando la via de
los receptores opioides. Esto se debe a que su accién es potenciada por
naltrexona y se ha demostrado (18), que los antagonistas opioides son capaces
de inducir analgesia en pequefias dosis, potenciando la accion de los agonistas
opioides como la morfina y en este caso el acido valproico.

Esto conlleva al conocimiento de posibles interacciones farmacoldgicas
del acido valproico, el cual no se deberia administrar como antinociceptivo a
pacientes que consuman drogas que actien en el mismo sitio de accion pues
la efectividad de ellos disminuiria, como por ejemplo la gabapentina, farmaco
usado para tratar la epilepsia.

El uso de naltrexona en conjunto con el de acido valproico para tratar el
dolor cronico orofacial, nos permite disminuir las dosis de este ultimo y asi
atenuar los efectos adversos generados como problemas gastrointestinales.
Sin embargo, son necesarios mayores estudios en animales para aplicar esta

metodologia al ser humano.
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CONCLUSIONES

El acido valproico produce una actividad antinociceptiva que es dosis
dependiente al ser administrado por via i.p. en el test algesiométrico de

la formalina orofacial al 2% en ratones.

La naltrexona produce mayor actividad antinociceptiva a dosis menores

del fArmaco.

El acido valproico posee mayor potencia analgésica que la naltrexona en

la fase Il del test de la formalina orofacial.

La naltrexona posee mayor potencia analgésica que el acido valproico

en la fase | del test de la formalina orofacial.

La administracion intraperitoneal de la combinacion de &cido valproico y
naltrexona en sus diferentes dosis demostré la existencia de una
interaccion de tipo sinérgica entre ambos farmacos tanto en la fase |

como en la fase Il del test de la formalina orofacial.
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ANEXO N°1

Aprobacién del comité de Bioética sobre investigacion con animales de acuerdo
al protocolo CBA # 0572 FMUCH

:;'t_' fica ﬂndmkwm:'ldbMu
despeidn experimental det Acido Valproico®, cuyn investigadora responsabie es
Iriarte, ¥ cuyo tutor es ¢l Dr. Hogo Miranda, no se plamican

" —g\
it
4 1]

s y el Dr. Miranda s¢ han comprometido a muntenet los procedimientos
> e plameados en ¢ Prosocolo de trubajo y u no realizar ninguna modificacion

COmirs e Miodtic sodre Iregstiguacion on Amiwales de Lu Facuisad dv Modicine, Untrersidod e
Shle et comtluids por mavie miembvos com axpeviencic en o manglo v musencide de
welerinarios, 6 acosdémicos dy diversas désciplins ¥ sma periodtinie de enta Faoulad B
el o Comité procede de la aprobacidn del “PROTOCOLO DE MANEJO Y
OE ANIMALES DE LABORATORIO® despavis dy om. estwdion axwcicso peor todon s
& bm e lox investigadores o fefes dle Bﬁwﬂm‘d\: e ndaervarivnes exipivhin

i)
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ANEXO N°2: Tablas de datos

Acido Valproico 10 mg /Kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)
1 30 59 68
30 43 51
33 47 36
4 22 71 34
52 23 52 25
6 22 50 31
7 25 72 36
8 24 79 38
Promedio 57.88 + 4.38 39.88+ 4.79

Acido Valproico 30 mg/Kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)
1 24 47 21
2 24 58 23
3 24 45 43
4 26 50 15
5 25 27 35
6 24 39 25
7 20 30 32
8 21 27 12

Promedio 40.38 + 4.09 25.75 % 3.68
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Acido valproico 100 mg /kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)

1 23 23 4

2 20 16 7

3 22 55 50

4 26 25 23

5 26 15 13

6 26 16 9

7 25 26 26

8 23 17 4

Promedio 24.13 = 468 18.25 + 5.26

Acido valproico 200 mg/Kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)
1 25 27 16

2 22 32 12

3 23 20 2

4 20 28 25

5 22 8 5

6 24 20 17

7 26 20 29

8 22 12 6

Promedio 20.88 + 2.86 14.00

I+

3.41
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Naltrexona 0.1 mg/Kg

Ne° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)

1 23 71 60

2 20 42 69

3 25 9 73

4 20 47 59

5 22 58 50

6 21 73 34

7 23 45 59

8 21 59 61

Promedio 50.50 + 7,19 58,13 * 4,23

Naltrexona 1mg/Kg

Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)

N©

1 19 52 50
2 22 30 36
3 26 41 56
4 25 33 46
5 22 48 42
6 26 51 53
7 24 43 59
8 25 35 64

Promedio 41.63 + 296 50.75 * 3.26
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Naltrexona 5mg/Kg

Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)
NP
1 24 18 28
2 25 21 33
3 25 31 24
4 25 45 41
5 25 15 4
6 25 14 15
7 27 14 15
8 27 15 28
Promedio 21.63 + 390 2350 + 4.14

Naltrexona 0.1 mg/ kg + Acido valproico 10 mg/ kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)
1 25 26 9

2 29 14 11

3 24 13 24

4 28 21 12

5 29 16 12

6 30 17 19

7 33 15 10

8 27 17 16

Promedio 1738 + 150 16.00 = 2.15



Naltrexona 0.1 mg/kg + Acido valproico 30 mg/kg

zZ
o

o N o 0o~ WODN P

Promedio

Peso (g)
29
29
28
26
26
27
27
25

Fase | (s)
15

21

16

22

17

9

15

19

16.75 +

Naltrexona 0.1/Kg + Acido valproico 100 mg/Kg

Z
)

o N o o A WO DN PP

Promedio

Peso (g)

26
23
25
25
27
26
26
27

Fase | (s)

24

16

17

19

13

14

5

26

16.75 =

Fase Il (s)
24

12

8

10

20

0

15
13.25 =

Fase Il (s)

o O N O O

27

233 7.88 =

45

3.46

3.33



Naltrexona 0.1 mg /Kg + Acido valproico 200 mg /Kg

zZ
o

o N o 0o~ WODN P

Promedio

Peso (g)
27
23
24
23
24
23
22
22

Fase | (s)

15

11

8

15

21

22

13

11

14.50 + 1.73

Naltrexona 1mg/ Kg + Acido valproico 10 mg /kg

Z
)

o N oo o ~ W N P

Promedio

Peso (g)
24
24
26
27
27
26
25
26

Fase | (s)

17

25

23

27

35

14

17

21

22.38 * 2.38
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Fase Il (s)

g N 00 N N W 00 N w

.00 = 2.35

Fase Il (s)

10

30

14

28

11

16

14

19

17.75 + 2.65
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Naltrexona 1mg/ Kg + Acido valproico 30 mg /kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)

1 25 18 4

2 24 14 5

3 26 14 18

4 29 16 10

5 32 25 13

6 30 19 15

7 29 13 16

8 25 26 18

Promedio 18.13 + 177 1238 + 1.95

Naltrexona 1mg/ Kg + Acido valproico 100 mg /kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)

1 28 9 25

2 31 11 10

3 31 1

4 30 6 6

5 33 11 1

6 30 10 4

7 33 5 7

8 33 13 8

Promedio 9.25 + 094 7.75 2.71
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Naltrexona 1mg/ Kg + Acido valproico 200 mg /kg

Ne° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)

1 29 0 0

2 29 3 6

3 33 0 2

4 35 3 6

5 33 6 4

6 30 5 7

7 32 9 6

8 32 15 12

Promedio 5.13 + 1.77 5.38 + 1.27

Naltrexona 5 mg/ Kg + Acido valproico 10 mg /kg

N° Peso (g) Fase | (s) Fase Il (s)
1 32 35 10

2 31 27 6

3 31 26 19

4 36 13 12

5 29 25 11

6 31 6 6

7 34 24 10

8 31 18 12

Promedio 21.75 + 321 1075 + 145



Naltrexona 5mg/ Kg + Acido valproico 30 mg /kg

Z
o

o N o o0~ WO DN PP

Promedio

Peso (g)
31
25
23
31
30
32
27
34

Fase | (s)

12

16

13

23

9

12

21

17

15.38 + 1.70

Naltrexona 5mg/ Kg + Acido valproico 100 mg /kg

Z
)

o N oo o ~ W N P

Promedio

Peso (g)
35
26
26
27
26
27
28
28

Fase | (s)
9

14

8

12

9

19
17
12.13 =+

49

Fase Il (s)
10

6

12

10

7.75 £ 1.15

Fase Il (s)

g N © O N N

1.02 750 = 1.94



Naltrexona 5mg/ Kg + Acido valproico 200 mg /kg
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Promedio

Peso (g)

24
29
25
20
25
27
21
26

Fase | (s)

6
17
3
17
5

17
8.88 +

1.03
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Fase Il (s)
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ANEXO N°3:

Tabla Resumen de DEs5y en mg/kg vy de potencia relativa de acido valproico

administrado i.p. en ausencia y en presencia de naltrexona via i.p.

Farmacos Fase | Fase Il Potencia
Relativa
Acido valproico 28.29 + 2.94 20.76 £ 2.43 1.3
Id. + naltrexona 0.1 mg/kg 0.00 + 0.00* 0.00 + 0.00* N.A
Id. + naltrexona 1 mg/kg  0.24 + 0.44* 0.00 + 0.00* N.A
Id. + naltrexona 5 mg/kg  0.20 + 0.50* 0.00 + 0.00* N.A

* P<0.05 comparado con acido valproico solo. Los valores 0.00 son
significativos desde la decena, pero sus valores absolutos no se detallan,

porque en el trabajo se consigna soélo hasta 2 decimales.

N.A: No es posible calcular.



