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|. RESUMEN

INTRODUCCION: El dolor es una experiencia desagradable asociada a un dafio
real o potencial que en su forma aguda funciona como un sistema de defensa del
organismo, pero al volverse cronico se transforma en un estado patolégico que
debe ser tratado. El dolor neuropético constituye un tipo de dolor crénico con
caracteristicas propias que inclusive puede llegar a ser inhabilitante para quién lo
padece. A nivel orofacial puede expresarse mas comunmente en cuadros de
neuralgia trigeminal o neuralgia post-herpética. EI manejo de este tipo de dolor en
la actualidad no tiene resultados Optimos y se ha comprobado que la terapia de
combinacion de farmacos tiene mejores resultados que la monoterapia. Al ser los
antidepresivos triciclicos y anticonvulsivantes considerados como el tratamiento de
primera linea ante este tipo de dolor, se han incluido en este estudio la nortriptilina
y el &cido valproico para evaluar su interaccion mediante el Test de la Formalina
Orofacial, con el fin de generar bases cientificas para futuros ensayos clinicos de
analgesia multimodal ante el dolor neuropético a nivel trigeminal.

MATERIALES Y METODOS: Se administraron via intraperitoneal distintas dosis
de nortriptilina, acido valproico y la combinacion de ambas a ratones. Se les
realizé posteriormente el test de la formalina orofacial al 2% para medir los efectos
antinociceptivos de cada farmaco y de la combinacion de ambos y compararlo con
un grupo control. Finalmente se realizé un estudio isobolografico para definir la
naturaleza de la interaccién entre ambos medicamentos.

RESULTADOS: La administracion de nortriptilina, acido valproico y la
combinacion de ambos, producen antinocicepcién dosis-dependiente tanto en la
fase algésica aguda (fase I) como en la inflamatoria (fase 1) del test, siendo mayor
para la fase Il tanto en el grupo tratado con nortriptilina como en el de ambos
farmacos combinados. La interaccion producida entre nortriptilina y acido valproico
resulté ser de antinocicepcion sinérgica.

CONCLUSIONES: La nortriptilina y el acido valproico producen un efecto de
antinocicepcion sinérgica administrados intraperitonealmente en ratones y sugiere
que esta terapia combinada mejoraria la antinocicepcion en casos de dolor
neuropatico a nivel trigeminal. Se necesitan estudios clinicos de esta combinacién

para poder extrapolar los resultados a humanos.



ll. INTRODUCCION

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define el dolor
como “una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafio
tisular actual o potencial, o descrita en términos de tal dafo”’(1). Esta definicion
deja en evidencia la importancia del dolor para la sobrevivencia y proteccion del
individuo, ya que actia como un sistema de defensa natural innato que permite
desencadenar respuestas adaptativas ante injurias ocurridas en el medio interno
y/o externo y de esta forma prevenir o limitar tal dafio. El dolor sera distinto para
cada individuo y estard determinado no solo por la magnitud de la injuria ocurrida
sino también por experiencias personales (1, 2).

Los mecanismos implicados en la transmision dolorosa desde el estimulo
periférico hasta el procesamiento en centros superiores estan a cargo de células
nerviosas y neurotransmisores que mediante la generacion de potenciales de
accion permiten la conduccion, modulacién y finalmente la integracion de la sefial
nociceptiva (3). Muchas veces este control defensivo deja de ser benéfico y se
extiende por un periodo que sobrepasa la normalidad, estableciéndose un estado
de dolor crénico (4) que determina una disminucién de la calidad de vida del
afectado (5). El dolor neuropatico constituye un tipo de dolor crénico que es
iniciado o causado por lesiones primarias o disfunciones en el sistema nervioso
central y/o periférico (6, 7). Se caracteriza por ser espontaneo y presentarse de
forma intermitente con periodos indoloros y ha sido descrito como lacerante,
guemante, fulgurante (7).

El dolor orofacial corresponde a los sindromes dolorosos que ocurren en la
cavidad oral y sus anexos en la region facial, que corresponde a uno de los
territorios mas densamente inervados del cuerpo, y que debido a su alta
prevalencia (8) y su gran intensidad, constituyen un problema relevante de salud
publica, pues se asocian con disminucién importante en la calidad de vida de
guienes lo padecen (9,10). Los mecanismos asociados a estos dolores tienen
caracteristicas propias que lo diferencian del sistema nociceptivo espinal (8). El
principal nervio en esta zona es el nervio trigémino, que tiene caracteristicas
motoras y sensitivas, estas Ultimas encargadas de desencadenar los impulsos

nociceptivos en la region que comprende su inervacion (11). El dolor neuropatico
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trigeminal puede ser definido como un dolor constante unilateral de intensidad
variable y constante (12). En el territorio de inervacién del nervio trigémino ocurren
dolores neuropaticos Unicos asociados a trastornos como: neuralgia trigeminal,
neuralgia post-herpética, odontalgia atipica y cefaleas trigeminales, las cuales son
consideradas como bastante inhabilitantes (8).

El manejo del dolor surge como un tema de gran importancia en la
medicina, especialmente en odontologia ya que el dolor orofacial constituye un
topico de trato diario en la practica clinica. Uno de los métodos mas utilizados en
el manejo del dolor es la terapia farmacologica. Se dispone de una amplia gama
de medicamentos entre los cuales los mas importantes los constituye el grupo de
analgésicos anti-inflamatorios no-esteroidales (AINEs), que a menudo no son
suficientes para dolores severos ni tampoco son de mucha utilidad ante el dolor
neuropatico (13, 14). Para dolores mas severos se cuenta con los analgésicos
opioides, que no siempre logran un efecto analgésico Optimo y por sus efectos
adversos se prefiere no utilizarlos como primera alternativa (15, 16).

En el caso del manejo del dolor neuropatico, se ha comprobado que
responde mejor a farmacos antiepilépticos y a farmacos antidepresivos,
especialmente el grupo de antidepresivos triciclicos, los cuales corresponden a la
base de los coanalgésicos y son considerados como terapia de primera linea
(13,17) a pesar de que la evidencia actual no afirma que exista un manejo éptimo
del dolor y que muchos de los pacientes dejan estas terapias por los efectos
adversos provocados por estos grupos de farmacos (18, 19). Por este mismo
motivo es que las investigaciones han buscado nuevas técnicas y farmacos para
lograr el manejo del dolor y mejorar la calidad de vida de los pacientes con dolores
cronicos. De esta forma surge la “analgesia multimodal” o “terapia de
combinacion”, que mezcla dos o0 mas farmacos con la intencién ideal de lograr una
relacion sinérgica para alcanzar el mismo efecto con menores dosis, y por
consiguiente, menores efectos adversos (20, 21). Mdltiples estudios han
demostrado que esta terapia muestra mejores resultados ante el dolor neuropatico
que el tratamiento con los mismos farmacos de forma aislada (16).

Existe evidencia que sugiere que la combinacion de antiepilépticos, como el

acido valproico, con otros farmacos, por ejemplo, antidepresivos como amitriptilina
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tiene beneficios claros comparados con la monoterapia ya sea con antiepilépticos
o antidepresivos (22).

La nortriptilina es un farmaco antidepresivo triciclico metabolito de la
amitriptilina, ambos medicamentos tienen la mejor eficacia documentada ante el
dolor neuropatico. (21,22) Por otra parte en el grupo de anticonvulsivantes, el
acido valproico es un farmaco que no se encuentra entre los escogidos como
terapia de primera linea, principalmente por la poca cantidad de estudios que lo
validen (23) y probablemente por sus efectos adversos (24). Es l6gico entonces
pensar que la combinacién de nortriptilina con acido valproico pudiese tener
beneficios en el caso de obtener una relacion sinérgica, lo cual disminuiria los
efectos adversos de cada uno (20,21) al lograr el mismo efecto analgésico con
menores dosis de cada farmaco. En este estudio se evaluard la interaccion de
nortriptilina con acido valproico, utilizando el analisis isobolografico, en un modelo
de dolor orofacial inducido, como lo es el test de la formalina orofacial modificado
por Luccarini (25).



[ll. MARCO TEORICO
1. Concepto de dolor

El dolor es un proceso neurofisiologico complejo, cuya definicion
ampliamente aceptada es “una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada a un dafio tisular existente o potencial, o descrita en términos de ese
dano” (1). A partir de esta definicibn se entiende que es una experiencia
multidimensional que abarca: un componente sensorial, relacionado directamente
con la estimulacion nociceptiva desde la region donde se ha producido la injuria o
alteracion; un componente cognitivo, el cual tiene relacion con el entorno del
sujeto y su aprendizaje cultural; y un componente emocional/motivacional,
predominantemente afectivo y caracterizado por la asociacion emocional ante el
estimulo (1). Durante el 13° Congreso Mundial en Dolor se declar6 que el acceso
al manejo del dolor es un derecho humano fundamental (5).

Habitualmente existe un estimulo nocivo que produce dafio, pudiendo
también haber sujetos que refieran dolor en ausencia de dafio tisular o causa
fisiopatoldgica conocida, para ambos casos se debe considerar como dolor pues
no existe una forma de distinguirla de un dafio efectivo. Debido a la
multidimensionalidad se entiende que no siempre existira una correspondencia
entre el dolor y la magnitud del dafio tisular (26).

Para comprender mejor el dolor, se puede dividir en tres tipos distintos. En
primer lugar esta el dolor como un sistema de alerta de proteccion fisiologica,
esencial para detectar y minimizar el contacto con estimulos perjudiciales o
nocivos. Debido a que se refiere a la deteccion de estimulos nocivos, es llamado
dolor nociceptivo, este tiene un alto umbral que solamente se activa en presencia
de estimulos intensos. El aparato neurobiolégico que genera este dolor ha
evolucionado desde los sistemas nerviosos mas primitivos para sefalar el dafio
tisular actual o inminente de parte de un estimulo proveniente del ambiente. Su rol
protector demanda atencién inmediata y activa una accion refleja. El segundo tipo
de dolor es también adaptativo y protector, aumenta la sensibilidad luego de un
dafio tisular y asiste en la mejora del tejido dafiado creando una situacion que
disminuye el contacto fisico y el movimiento en relacion a esta area. Esta
hipersensibilidad dolorosa reduce el riesgo de dafio y promueve la recuperacion ya

gue estimulos normalmente inocuos ahora provocan dolor. Es causado por la
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activacion de células del sistema inmune ante dafio tisular o infeccion y se llama
dolor inflamatorio. Finalmente, esta el dolor que no es protector, sino
desadaptativo, resultante de un funcionamiento anormal del sistema nervioso. Se
llama dolor patoldgico, que no es un sintoma de un trastorno sino mas bien un
estado de enfermedad del sistema nervioso, puede ocurrir tras un dafio al sistema
nervioso (dolor neuropético) o bien, en condiciones en las cuales no existe dafio o
inflamacion (dolor disfuncional). Algunas condiciones que provocan dolor
disfuncional incluyen: fibromialgia, sindrome de colon irritable, cistitis, entre otros
sindromes en los cuales existe dolor, pero no un estimulo nocivo y ninguna, o

minima, patologia inflamatoria periférica (27).

2. Clasificacion del dolor

El dolor puede ser clasificado de acuerdo a varios criterios, los principales son:

2.1Segln duracién: El dolor es tradicionalmente dicotomizado en “agudo” y
“crénico”. (2)

a) Dolor agudo: Es aquel dolor causado por estimulos nocivos o bien, una

funcion anormal de musculos o visceras que no necesariamente producen

un dafo tisular efectivo, pero que podrian provocarlo en el futuro y dura el

tiempo en que los tejidos dafiados sanen, esto es hasta tres meses. (4, 26)

b) Dolor crénico: También llamado dolor persistente, es definido como un
dolor que permanece por al menos tres meses, 0 que por las
caracteristicas de su origen sobrepasa el tiempo que habitualmente podria
definir un dolor agudo semejante (2, 4). El dolor crénico tiene efectos
fisiologicos, psicolégicos y conductuales sobre el paciente (2, 26). Este
dolor, al permanecer en mayores periodos de tiempo, puede hacerlo de
forma (4):

o Continua: el dolor permaneceré estable en su intensidad mientras
dura.
o Recurrente: el dolor tendra periodos de alivio total o parcial, asi como

periodos de intensidad mayor a la basal. Ademas se caracteriza por
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su periodicidad, es decir, que el dolor recae luego de un tiempo

variable de alivio.

2.2Segun caracteristica somatosensorial (4):

a)

b)

Epicritico: es superficial, de localizacién precisa y bien delimitada por el
paciente, también puede ser descrito como punzante, lacerante, lancinante,
guemante, opresivo, fulgurante.

Protopéatico: es difuso y mal localizado, se describe como dolor sordo,

generalmente descrito en lugar distante al lugar donde se genera.

2.3 Segun etiologia:

a)

b)

Dolor Nociceptivo: Dolor causado por dafio potencial o real a estructuras
no neurales debido a la activacion de nociceptores (28, 29). Puede ser
somatico o visceral. El dolor somatico se origina a nivel de piel, musculos,
ligamentos, huesos o articulaciones, es bien localizado y no se acompafa
de reacciones neurovegetativas. El dolor visceral por su parte, es difuso,
puede ser referido (el dolor se extiende hasta otros territorios alejados del
organo lesionado) y tiene componente neurovegetativo (6, 30).

Dolor Neuropético: Definido por la IASP como “dolor causado por una
lesion o enfermedad de el sistema somatosensitivo”’(20). Es un dolor
iniciado o causado por lesiones primarias o disfunciones en el sistema
nervioso central y/o periférico (6). Se caracteriza por dolor espontaneo
continuo o intermitente, es descrito como quemante, urente y punzante.
Puede ser provocado por estimulos que normalmente son inocuos
(alodinia) y se presenta acompafiado de hiperalgesia, parestesia y
disestesia. (16, 31)

Dolor Psicogeno: Corresponde al dolor atribuido a causas mentales,

emocionales o factores de comportamiento (7).

3. Vias de conduccion del estimulo doloroso (6, 26) (Fig. N°1)

Para percibir un estimulo doloroso es necesario:

a)
b)

una estructura periférica que actile como receptor.

una sinapsis en la médula espinal.



c) vias de conduccion ascendentes desde la médula a centros superiores.
d) vias de conduccion descendentes, desde los centros superiores a la

médula.

Via del Dolor

Corteza T -
Somatosensorial ___ w/r F

Talamo {/'¢
= |
Py A
oy
¢

Formacién Reticular- T./"'“u/_'"
? i U e

i 5.‘;,4" L s

e e -

Ganglio de la
Raiz Dorsal ™

Estimulo Nociceptivo Médu|La

Espinal
{"“:-} spina

Figura N°1: Representacion Esquematica de la Via del Dolor. (Modificado de Stucky Ch.,
2001) (9)

3.1 Estructuras periféricas

Las estructuras periféricas en las vias del dolor estan constituidas por
neuronas aferentes de primer orden llamadas nociceptores, se encuentran
ubicados en piel, musculos, articulaciones y visceras (32). Estos receptores
sensitivos responden a determinados estimulos desencadenando un potencial
eléctrico que transmiten desde la periferia hacia el sistema nervioso central,
proceso que recibe el nombre de transduccién nerviosa (30, 33). Los cuerpos
celulares de estas neuronas se ubican en el ganglio de la raiz dorsal (GRD) y
ganglio trigeminal, de acuerdo a si el estimulo se origina en el cuerpo o en la
region de cabeza y cuello, respectivamente (1). En ellas se inicia la
despolarizaciéon y la transmision de los impulsos dolorosos hacia la medula

espinal. Estas fibras tienen un caracter polimodal respecto a los estimulos
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transmitidos, ya que ademas del estimulo nociceptivo, pueden transmitir
sensaciones térmicas, tactiles o de presion (para altos umbrales) (1, 32).

Existen tres grandes clases de fibras aferentes ligadas a la transmision de

impulsos nociceptivos:

a) Fibras AR: Fibras mielinizadas, de diametro >10 [um] y velocidad de
conduccién entre 30 a 100 [m/s]. No tienen relacion con la conduccion
dolorosa, sino que estan relacionadas al tacto ligero por lo que tienen bajo
umbral (1, 4).

b) fibras Ad: son mielinizadas, poseen un diametro de 3 a 20 [um], su
velocidad de conduccién es 4 a 30 [m/s]. Tienen que ver en la mediacién
del dolor agudo y bien localizado, lo cual se percibe como dolor breve
agudo o punzante (1, 4). Se subdividen en(6):

i. Tipo I. nociceptores mecanicos de alto umbral, que responden a
estimulos mecanicos, quimicos y a estimulos térmicos de altas
temperaturas (>50°C) aunque de mantenerse este estimulo, responderan
a menores temperaturas.

ii. Tipo Il: tienen un umbral mucho mas bajo ante altas temperaturas, pero
su umbral ante estimulos mecénicos es elevado.

c) Fibras C: fibras amielinicas, poseen un diametro de 0,3 a 1,5 [um], su
velocidad de conduccion es 0,5 a 2 [m/s], se percibe como un dolor

profundo y difuso. Comprenden cerca del 70% de los nociceptores(1, 4)

Estas fibras nerviosas periféricas nociceptivas tienen una morfologia Unica
que les confiere el nombre de “pseudo-unipolares”, en el cual los terminales
centrales y periféricos salen de un tallo axonal comun que se bifurca, enviando un
axon a inervar la periferia y otro a hacer sinapsis en la neurona de segundo orden
en el asta dorsal de la médula espinal (32). La mayoria de las proteinas
sintetizadas por el ganglio de la raiz dorsal o el ganglio trigeminal se distribuyen en
ambos terminales, esta equivalencia bioquimica implica que el nociceptor puede
enviar y recibir mensajes desde cualquiera de los extremos. Esto implica que
mientras que solamente el extremo periférico puede responder a estimulos
ambientales, ambos pueden ser dirigidos por una variedad de moléculas

enddgenas (como pH, lipidos y neurotransmisores) que regulen su sensibilidad, lo
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cual explica el desarrollo terapéutico dirigido a ambos terminales para controlar el
dolor. Por ejemplo, la administracion espinal de morfina se dirige a los receptores
opioides que se expresan en el terminal central de los nociceptores, mientras que
los farmacos aplicados topicamente, como anestésicos locales, regulan en dolor

por una accion provocada en el terminal periférico (6).

3.2 Proyecciones centrales de nociceptores

Las fibras nerviosas aferentes primarias se proyectan al asta dorsal de la
meédula espinal, que es donde ocurre la primera sinapsis, que corresponde al
primer nivel de integracion en el sistema nervioso central. El asta dorsal de la
médula esta organizada en laminas distintas anatémica y electrofisiologicamente

llamadas laminas de Rexed, numeradas de la | a la VI (1, 6) (Fig. N°2).

Piel

(A) Ganglio de la Raiz
Y Dorsal

/

Epidermis

(B) . Ganglio de la Raiz Piel

Fibras A
(A3 - AB) \

\ Epidermis

Figura N°2: Médula espinal y su organizacion laminar numeradas de la | a la VI. (A) Las fibras C
amielinicas se dirigen a la lamina | y Il. (B) Las fibras Ad y AR se dirigen a hacer sinapsis a las
laminas | y V. (Modificado de Dubin A., 2010) (32)
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Las neuronas del asta dorsal se clasifican en tres tipos, segun el tipo de

aferencia que reciben:

a)

b)

Neuronas nociceptivas especificas: Estas son activadas por estimulos
nociceptivos de alta intensidad provenientes de fiboras Ad y C
desencadenados ya sea en piel o en estructuras profundas. Estan
asociadas a la codificacion de la localizacion y caracteristicas fisicas del
estimulo nociceptivo (6, 33).

Neuronas no-nociceptivas: Estas responden a estimulos inocuos ya sea
térmicos, de presion o baja intensidad mecéanica (tacto débil), provenientes
de fibras Ad y Al (33).

Neuronas de amplio rango dinamico: Conocidas como WDR por su sigla
en inglés, son neuronas polimodales, por lo que responden tanto a
estimulos nociceptivos, provenientes de fibras Ad y C, asi como a estimulos

no nociceptivos, provenientes de fibras AR (1, 18).

Los nociceptores Ad se proyectan a la lamina | y V. Por otra parte, los

nociceptores C se proyectan a las laminas | y II. (Fig. N°2) (6) Las neuronas de la

lamina | son de caracter nociceptivo especifico. Las neuronas correspondientes a

la lamina V son de caracter polimodal (WDR) (1).

La sinapsis que ocurre en el asta dorsal puede ser con dos tipos de

neurona (33):

a.

Neuronas de proyeccidn: Estas contindan con la transduccion del impulso
nociceptivo a centros superiores.

Interneuronas: Estas neuronas, en cambio, son pequefas y se encuentran
principalmente en las laminas Il y lll. Existen algunas inhibitorias y otras

excitatorias que facilitan la transmision dolorosa.

La sinapsis de la segunda neurona puede ser con mas de una neurona

periférica, lo que se observa en neuronas WDR (1), lo que explica el dolor

irradiado. Una vez ocurrida la sinapsis con la segunda neurona, el haz principal de

fiboras decusa en la region comprendida entre el conducto del epéndimo y

comisura gris anterior, ascendiendo por el fasciculo anterolateral hacia estructuras

del tronco encefélico y tAlamo (33).
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Las aferencias primarias estan moduladas por diversos neurotransmisores
excitadores e inhibidores. Entre los excitadores se encuentra el glutamato,
aspartato, sustancia P, neurocinina A, péptido regulador del gen de la calcitonina
(GRP), colecistoquinina (CCK). Por otra parte, los neurotransmisores inhibidores
corresponden a: GABA (que ocupa el lugar mas importante entre este grupo),
glicina, opioides enddgenos, acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina,
sustancia P y CCK. Algunos de estos neurotransmisores pueden actuar tanto
como inhibidores como excitadores, ya que actian activando interneuronas

inhibitorias, ejerciendo su efecto de control del dolor a nivel central (6, 31).

3.3 Transmisién por vias ascendentes

Algunas de las neuronas de la médula espinal, especificamente las
neuronas de proyeccion, conforman las vias ascendentes ya que hacen sinapsis
con neuronas ubicadas en sitios supraespinales, como el talamo, hipotalamo,
tronco encefalico, entre otras (34).

Estas segundas neuronas, cuyos somas se encuentran en el asta posterior,
dan origen a tres haces ascendentes contralaterales (6, 4):

a. Haz neoespinotaldmico: Estas fibras hacen sinapsis en el tAlamo con los
nacleos ventral posterior (VP) y ventroposterolateral (VPL), para alcanzar
finalmente una tercera neurona que proyecta sobre la corteza parietal. Este
otorga informacion de la ubicacion topografica del dolor.

b. Haz paleoespinotaldmico: Este se proyecta bilateralmente al nudcleo
posteromedial e intralaminar del talamo. Tiene relacibn con aspectos
afectivo-emocionales del dolor.

c. Haz espinoreticulotalamico: Se proyecta y hace sinapsis con la formacién
reticular a diferentes niveles; bulbo, protuberancia, zona mesencefalica y
sustancia gris periacueductal y luego en forma bilateral se proyecta hacia
los nucleos inespecificos del talamo. Se relaciona con el componente

afectivo-motivacional de dolor y con respuestas neurovegetativas.

3.4 Proyecciones supraespinales
Una vez que el estimulo doloroso asciende al sistema nervioso central,

especificamente a centros superiores corticales como: corteza sensitiva,
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circunvolucion del cingulo, corteza prefrontal, amigdala e hipotdlamo, esta
informacion es procesada y adquiere una representacion mental asociada a
experiencias previas o actuales del individuo, estado de conciencia, estimulos
sensoriales concomitantes y estado emocional que modifica la percepcion del
dolor (1, 35). (Fig. N°3)

Corteza Cingulad
A o) A
< Sy
%
A \ Corteza Somatosensitiva

—

\“ C(:neza Insular

Estimulos Nociceptivos Periféricos

Figura N°3: Diversas areas cerebrales involucradas en la percepcion del dolor.
(Modificado de Basbaum, 2009) (6)

El principal relevo a la corteza ocurre en el tdlamo, el cual integra los
estimulos dolorosos y los proyecta desde y hacia sus mdultiples nacleos, lo cual
constituye el circuito funcional del procesamiento del dolor. Los nucleos se dividen
en tres grupos: lateral, posterior y medial. A su vez estos grupos se dividen en
nacleos nominados de acuerdo a su ubicacion y cada uno esta relacionado ya sea
a la localizacion e intensidad del dolor, aspectos emocionales o bien, respuestas
psicomotoras, autonomicas y sensorio-discriminativas frente al dolor (4, 33).

En la corteza cerebral ocurre el dltimo procesamiento de la informacion
nociceptiva y la percepcion del dolor (4, 6), tras la integracion ocurrida en el
talamo, los impulsos viajan a distintas areas corticales que responden
selectivamente a los estimulos nocivos y en conjunto procesan estos estimulos.
Se han identificado zonas involucradas en este proceso, como lo son: corteza

sensitiva donde se codifica la intensidad y localizacion del estimulo, a su vez esta
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esta interconectada con el area postparietal y la insula, que se relaciona con el
componente afectivo-emocional del dolor y la corteza cingulada anterior, que

coordina la informacion de &reas parietales con regiones frontales (33).

3.5 Modulacién de la nocicepcion

Existen ciertos procesos que modulan los mensajes nociceptivos. Estos
circuitos moduladores pueden suprimir la actividad de las neuronas nociceptivas y
disminuir el dolor o bien, facilitar la transmision dolorosa (1).

A nivel de médula espinal ocurre principalmente en el asta dorsal a través
de las neuronas de la lamina 1l y Ill de Rexed, esto propuesto por Melzack y Wall
como “teoria de puerta de entrada”, sosteniendo que el dolor es resultante del
equilibrio de la actividad de las fibras aferentes nociceptivas (Ad y C) y no
nociceptivas (AR), es decir, las fibras no nociceptivas como AR pueden inhibir el
estimulo nociceptivo desencadenado por las fibras nociceptivas, como Ad, a nivel
de médula espinal, reduciendo el efecto de actividad aferente. Asimismo, las fibras
nociceptivas pueden causar la inhibicion de las interneuronas inhibitorias de la
lamina Il y de esta forma, permitir la salida de informacion nociceptiva. Estos
fendmenos son llamados “puerta cerrada” y “puerta abierta”, respectivamente (1).

A nivel supraespinal ocurre otro fendmeno modulador. Consiste en controlar
el ingreso de estimulos nociceptivos desde las estructuras centrales, a través de
vias descendentes que es su mayoria son inhibitorias pero también se han
descrito algunas facilitadoras. El origen de estos estimulos pueden tener lugar
tanto en el tronco cerebral como en otras estructuras cerebrales, incluyen la
corteza somatosensorial, el hipotdlamo, el mesencéfalo, la sustancia gris
periacueductal y el rafe magnus. Desde estas zonas descienden las fibras
nerviosas hasta el asta posterior de la médula espinal con proyecciones a las
laminas | y V, con efecto directo en la integracion y el paso de la informacion
nociceptiva (36). Esta inhibicibn descendente esta a cargo de tres tipos de
neuronas, interrelacionados funcionalmente: neuronas  serotonérgicas,
noradrenérgicas y dopaminérgicas. Pueden disminuir la descarga de
neurotransmisores pronociceptivos desde fibras aferentes (Ad y tipo C) y de
proyeccion. También lo hacen de forma indirecta activando neuronas inhibitorias o

inhibiendo neuronas excitatorias en el asta dorsal de la médula espinal (36).
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3.6 Mecanismos de sensibilizacion

El proceso de sensibilizacion neuronal es el aumento de la sensibilidad de
los nociceptores ya sea a nivel periférico en un sitio dafiado, o bien, a nivel central
(1). Una lesion en la periferia produce dolor y dos tipos de hiperalgesia: primaria y
secundaria. La primaria ocurre en el sitio de la noxa y es mediada en parte por la
sensibilizacion del nociceptor aferente primario. La secundaria en tanto, ocurre en
el area sana que rodea a la noxa (37).

El fenébmeno de sensibilizacion periférica comienza tras una injuria en algan
tejido, luego de lo cual se desarrolla una respuesta inflamatoria con liberacion de
mediadores en el sitio de la noxa provocando una hiperalgesia en la zona dafiada
(1, 38). Es por esta sensibilizacion que los umbrales bajan para desencadenar
impulsos nociceptivos ante inclusive estimulos inocuos producidos en la zona
donde ocurrié la noxa. Se han sugerido varios mecanismos implicados en esta
sensibilizacion y se sabe que hay mas de un proceso que la provoca. Se produce
debido a la accién excitatoria de agentes moleculares producidos por el dafio al
tejido y la inflamacién consecuente, estos quimicos y mediadores moleculares
incluyen citoquinas (factor de crecimiento neuronal), productos del metabolismo de
acido araquidonico (prostaglandinas y leucotrienos) y péptidos vasoactivos
(sustancia P, bradicinina) (38).

Si el proceso inflamatorio y la actividad aferente consiguiente es de
intensidad suficiente, y si ha ocurrido dafio neuronal, se establece un proceso
central donde la sensibilizacion aumenta, disminuye el umbral de respuesta, y se
producen descargas ectopicas (1). La sensibilizacion central es una forma de
neuroplasticidad en la cual la actividad de los nociceptores gatilla un prolongado
aumento en la excitabilidad de las neuronas del asta dorsal (1). Las fibras C han
demostrado ser las principales causantes del inicio de esta sensibilizacion y por su
parte, las fibras AR comienzan a provocar estimulos dolorosos y se pierde su
efecto inhibidor (1, 38). Aumenta la secrecion de mediadores excitatorios a nivel
central, como glutamato y 6xido nitroso (NO). Todos estos cambios terminan por
provocar alteraciones en el fenotipo de los nociceptores, y se genera un cambio en
las aferencias nociceptivas en forma cronica, lo que determina un estado
patolégico. Puede que el estimulo que dio origen al dolor ya no esté, pero el

procesamiento a nivel central puede ser el gatillante para la mantencion del dolor.



16
No todos los dolores causan sensibilizacion a nivel central. La representacion

periférica de este proceso es hiperalgesia dinamica (1).

4. Mecanismos del dolor orofacial

El dolor orofacial es una condicién dolorosa muy comun, asociada con los
tejidos duros y blandos de la cara y boca. La prevalencia en la poblacion general
es aproximadamente del 13%. Se da mayoritariamente por trastornos temporo-
mandibulares, dolor de origen dental y en menor proporcion, por neuralgia del
trigémino (39).

La regién orofacial es un &rea ampliamente inervada y los impulsos
nerviosos nociceptivos originados en esta zona se vehiculizan por fibras de,
principalmente, cuatro nervios craneales: Nervio trigémino (V par), nervio facial
(VII par), nervio glosofaringeo (IX par) y nervio vago (X). Ademas, los tres
primeros pares de nervios espinales también estan relacionados con el area
orofacial. En muchos aspectos, la fisiologia y bioguimica de la nocicepcion y vias
del dolor son homologas a aquellas que participan en la transmisién de las sefiales
dolorosas originadas en el resto del cuerpo (40).

El principal nervio de esta regién es el nervio trigémino, corresponde al V°
par craneal, es un nervio mixto ya que tiene tanto un componente sensitivo como
motor. Se origina en las porciones laterales de la cara ventral de la protuberancia
por medio de dos raices (11):

a. Raiz motora: Se localiza a nivel medio de la protuberancia, sus fibras
inervan los masculos masticatorios, tiene su origen en el nacleo motor del V
par.

b. Raiz Sensitiva: Se extiende a lo largo del tronco encefalico y se continla
con el ganglio trigeminal (o de Gasser), que da lugar a tres ramas; oftalmica
(V1), maxilar (V2) y mandibular (V3). Esta porcion sensorial transmite el
tacto, dolor, temperatura y propiocepcion de la cara, de musculos faciales y

masticatorios, de la articulacion temporomandibular y la cavidad bucal.

Los cuerpos celulares de las neuronas aferentes del trigémino se ubican en
el ganglio trigeminal y los impulsos conducidos por estas entran directamente en el

tronco encefalico, a nivel de la protuberancia. Estas neuronas bipolares emiten
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dos prolongaciones, una periférica o terminacion libre que recibe los estimulos
nociceptivos ambientales, y otra que transcurre por la fosa craneal media, en
direccion al tronco cerebral, donde hace sinapsis con la neurona de segundo
orden del complejo nuclear sensorial trigeminal. Asi como el asta dorsal medular
presenta una organizacion en laminas, el complejo trigeminal posee una
organizacion vertical ascendente (41).

El complejo del nucleo trigeminal troncoencefalico esta formado por tres
nacleos sensitivos (rostro-caudalmente): Nucleo mesencefélico, sensitivo principal
y espinal trigeminal, este altimo dividido en los nucleos oral, interpolar y caudal (1)
(Fig. N°4). Los impulsos nociceptivos del area orofacial son procesados
primariamente en el nlcleo oral y secundariamente en el caudal (28, 41).

Las neuronas de segundo orden alcanzan los centros superiores
encefalicos, precisamente la corteza cerebral, a través de la Vvia
espinotalamica/trigeminotaldmica medial y lateral que se dirige contralateralmente
al los nucleos del tAlamo que seran el complejo lateral y posterior de este, para las
vias lateral y medial respectivamente (28), donde hacen sinapsis con una tercera
neurona que se proyecta a la corteza somatosensitiva y otras estructuras
corticales y subcorticales, como la corteza insular y la circunvolucién cingular que

participan en la integracion de aspectos cognitivos, sensorial y afectivo del dolor.
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Figura N°4: Aferentes primarios trigeminales proyectan via ganglio trigeminal hacia las
neuronas de segundo orden en el complejo nuclear sensorial trigeminal, para luego
proyectar a niveles mas altos del SNC. (Modificada de Sessle, 2005) (42)

4.1 Dolor orofacial neuropatico

Es importante distinguir entre el dolor crénico que es nociceptivo y el dolor
cronico neuropético. El dolor neuropatico muchas veces constituye un dolor severo
e incapacitante, puede estar ocasionado por lesiones del sistema nervioso
periférico, central o de ambos y casi no hay formas de predecir si un paciente
desarrollard esta complicacion, a diferencia del dolor nociceptivo que es resultado
de una injuria o inflamacion de un tejido visceral somatico (13, 31). A nivel
orofacial, el dolor nociceptivo es causado principalmente por injurias o inflamacion
de la pulpa dental, la articulacion temporo-mandibular, dolor miofascial, entre
otros. Por otra parte, el dolor neuropatico a este nivel se representa como:
neuralgia trigeminal, neuralgia glosofaringea, neuralgia post-herpética, odontalgia

atipica, sindrome de boca urente y cefaleas autondmicas trigeminales (8).
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4.2 Fisiopatologia del dolor neuropatico
El dolor neuropético tiene su origen en un conjunto de cambios que ocurren
en la transmision normal del impulso nervioso nociceptivo. Estas alteraciones han
sido detectadas en las terminaciones nerviosas periféricas, en el ganglio de raiz
dorsal (GRD), en el asta posterior de la médula espinal y en la corteza
somatosensorial. También se han encontrado modificaciones de las propiedades
eléctricas de las neuronas normales vecinas, que pueden generar potenciales de
accion dolorosos inclusive al aplicar estimulos inocuos en la periferia (alodinia).
(35, 43) Los mecanismos implicados en la génesis del dolor son diversos y no
dependen de la causa de la enfermedad, a su vez, en un mismo paciente pueden
actuar diferentes mecanismos provocando el dolor (43). Estos mecanismos
responsables de la aparicion dolor se pueden clasificar en periféricos y centrales.
Los mecanismos periféricos involucran, entre otros, la generacion ectdpica del
impulso nervioso (en fibras aferentes primarias dafiadas), disminucién del umbral
de activacion de los nociceptores, interacciones entre fibras o comunicacién
cruzada, la sobreactividad de los canales de sodio en los nervios periféricos y la
inflamacion del nervio afectado. Por su parte, los mecanismos centrales incluyen
la neuroplasticidad, que corresponde a modificaciones de la arquitectura neuronal
que podrian inducir la activacion patolégica de las neuronas nociceptivas
centrales. También ocurre disminucion del umbral de activacion de las neuronas
de relevo y desinhibicion (falla en los mecanismos moduladores inhibitorios) (37,
43). En general, la causa de generacion de estos impulsos an6malos se debe a la
desmielinizacion de las fibras, también puede ocurrir axotomia, que corresponde
a la seccion de una parte de las fibras aferentes, que es generalmente a causa de

trauma (14).

4.3 Neuropatias periféricas a nivel orofacial

Existen diversas condiciones patoldgicas relacionadas a dafios o
disfunciones del nervio trigémino que provocan dolor neuropatico. Aunque la
neuralgia trigeminal ha sido tradicionalmente considerada la condicion neuralgica
primaria en el territorio facial, también se reconocen otras como neuralgia post-

herpética, odontalgia atipica y sindrome de boca urente (44). A continuacion se
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describen brevemente las mas prevalentes y mencionadas en la literatura por el

dolor neuropatico que generan.

a) Neuralgia Trigeminal (NT): Es una enfermedad de la edad avanzada, con
mayor prevalencia entre los 50 y 60, lo cual con el envejecimiento de la poblacion
y aumento de la sobrevida se ha visto un aumento de pacientes de 80 afios en
adelante, afecta a 4,3 cada 100.000 personas a nivel mundial (45). Se han
reportado pocos casos en pacientes jovenes. Esta entidad afecta en su mayoria al
género femenino (3:2). De las tres ramas del nervio, las que se ven afectadas
principalmente son V2 y V3 (Fig. N°5) y la mayor parte de las veces ocurre por
compresion del nervio afectado produciendo zonas focales de desmielinizacién
(80-90% de los casos)(4, 46) que producen descargas ectopicas. El dolor en esta
patologia afecta de forma unilateral a la cara y/o crdneo, se describe como
paroxistico e insoportable, de comienzo y término subito, dura menos de dos
minutos y presenta periodos intercriticos indoloros. Ocurre luego de estimulos

normales como afeitarse, tacto suave, lavado de dientes, entre otros (45, 46).

V1 and V2 10%

> V2 and V3 20%

Figura N°5: Distribucion de la neuralgia trigeminal en sus ramas terminales
(Modificado de Benneto, 2007) (45).
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b) Neuralgia post-herpética: Es una complicacion de la infeccién por el virus
herpes zoster, el cual se aloja en el ganglio de la raiz dorsal luego de un cuadro de
varicela. El virus permanece en estado de latencia y se puede reactivar. Una vez
gque esto pasa comienzan a aparecer erupciones, que constan de ampollas que
siguen la distribucion del dermatoma de uno 0 mas nervios espinales,
comunmente aparecen en cara o0 tronco. Estas ampollas luego de un tiempo
pasan, sin embargo, el dolor puede continuar por semanas y muchas veces por
meses 0 afos. Este dolor persistente se denomina neuralgia post-herpética, el
cual se mantiene por 120 dias o0 mas luego de la aparicién de las erupciones (14,
37) y afecta al 25% de los pacientes que han sufrido el episodio de herpes zoster
(14). Se caracteriza por alodinia, hiperestesia o parestesia (37). No existe una

prevalencia clara, mas se estima que afecta a 39 de cada 100.000 personas (18).

c) Odontalgia Atipica: Es definida como “dolor facial persistente que no tiene las
caracteristicas de neuralgias craneales y no se atribuye a otro desorden”. A
diferencia de los trastornos “tipicos” dentales asociados a dolor, como afecciones
a la pulpa dental o periodontitis apical, este cuadro es un dolor continuo en una
pieza dentaria o en su alveolo luego de su extracciéon (17) o de otro evento
traumatico como cirugia ortognatica, endodoncia, implantes o incluso un
tratamiento dental simple (1), en ausencia de cualquier causa identificable clinica y
radiograficamente. Se considera cronico ya que dura mas de 6 meses luego de la
extraccion dental. Se da mayoritariamente en mujeres, y en la década de los 40.
No se conoce del todo el mecanismo que provoca esta patologia, pero la hipétesis
de que corresponde a dolor neuropéatico es la mas aceptada. Si bien es una
condicion de poca prevalencia, se estima que ocurre en un 3 a 6% de pacientes

luego de tratamientos endododnticos (17).
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5. Control farmacolégico del dolor
En la actualidad existe una amplia gama de agentes capaces de disminuir o
inhibir la neurotransmision dolorosa, los mas importantes pueden clasificarse en
los siguientes grupos:
a) Anestésicos generales
b) Anestésicos locales
c) Alcoholes y fenoles de accién prolongada
d) Analgésicos opioides
e) Analgésicos antiinflamatorios esteroidales
f) Analgésicos antiinflamatorios no esteroidales (AINES)

g) Coanalgésicos

El grupo de AINEs son los mas utilizados en la actualidad, mas son
insuficientes como analgésicos en casos de dolor severo, tampoco lo son para el
dolor neuropético (13, 14, 15). El grupo de analgésicos opioides por otra parte,
que si es utilizado para dolores severos, a menudo no es suficiente para lograr
una analgesia Optima, sumado a que causan tolerancia analgésica y provocan
gran cantidad de efectos secundarios (15).

A medida que progresa la investigacion para el control del dolor y tras
conocer mejor los resultados de muchos de los farmacos actualmente disponibles,
se va haciendo necesario buscar métodos nuevos para mejorar la antinocepcion,
asi nace concepto de “analgesia multimodal”, el cual hace referencia a la
administracion simultanea de diferentes tipos de farmacos en reemplazo a la

terapia con farmacos aislados (22, 20).

5.1 Terapia de Combinacion

Es la terapia combinada de dos o mas farmacos, generalmente con
diferente mecanismo de accion, pero con similar efecto.

Multiples estudios han demostrado que esta terapia muestra mejores
resultados ante el dolor neuropatico que el tratamiento con los mismos farmacos
de forma aislada (16). Al ser administrados se espera una interaccion con
resultados (47):
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a) Aditivos: Corresponde a la suma de los efectos que producen cada uno de
ellos separadamente.
b) Subaditivos o antagdnicos: Corresponde a un efecto menor que la suma
de cada agente por separado.
c) Sinérgicos o supraaditivos: Se produce un efecto mayor que la suma de

los efectos por separado.

En general, la farmacologia al combinar medicamentos de eficacia probada
busca producir interacciones sinérgicas, ya que esta asociacion permitiria utilizar
dosis mas pequefas de cada analgésico que conforma la combinaciéon y de asi
disminuir la incidencia de sus efectos adversos individuales, sin minimizar el efecto

deseado, lo cual facilitaria el apego al tratamiento (20).

5.2 Coanalgésicos
Es un grupo de farmacos cuyo propésito principal era otro distinto a eliminar
el dolor pero se ha comprobado que son capaces de ayudar a su alivio en ciertas
condiciones. Por sus caracteristicas, son importantes en el dolor neuropatico ya
gue muchas veces los pacientes no responden a los AINEs y hasta cierto punto,
este tipo de dolor es resistente a los opioides. Los coanalgésicos brindan
analgesia ya sea por si mismos, o bien, potenciando a los farmacos analgésicos
propiamente tales (35).
Los principales grupos de farmacos incluidos en esta categoria son (35,
15):
a) Antidepresivos
b) Anticonvulsivantes
c) Ansioliticos
d) Neurolépticos
e) Corticoesteroides

f) Bloqueadores adrenérgicos

6. Manejo farmacoldgico del dolor neuropatico
Los farmacos disponibles para el dolor neuropéatico comprenden una amplia

gama, pueden ser orales o tépicos. Los mecanismos de accion son variados: asi
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como algunos pueden disminuir la excitabilidad del nervio afectado y la

conduccidon en axones sensitivos, otros en tanto pueden tener efecto en los

cambios sinapticos que se producen al existir dafio neural. Sin embargo, no se ha

logrado un conocimiento a cabalidad de estos mecanismos en algunos casos (22).

Actualmente se habla de cuatro lineas de tratamiento farmacoldgico, los

agentes recomendados como tratamiento se clasificaron considerando la eficacia

analgésica, seguridad, facilidad de uso y costo-efectividad (13).

Tratamientos de primera linea: Dos clases de medicamentos se
recomiendan para el tratamiento de primera linea: ElI grupo de
antidepresivos triciclicos, que proveen la mejor evidencia de eficacia en
el manejo del dolor neuropético y un grupo determinado de
anticonvulsivantes.

Tratamiento de segunda linea: Incluyen inhibidores de recaptacion de
serotonina y noradrenalina (venlafaxina y duloxetina) y lidocaina tépica.
Los parches de lidocaina al 5% han mostrado ser Utiles en el manejo de
una variedad de sindromes dolor neuropatico.

Tratamiento de tercera linea: Tramadol y analgésicos opioides de
liberacion controlada, para el dolor moderado a severo. En promedio,
estudios demuestran un 20 a 30% en reduccién de la intensidad del
dolor.

Tratamiento de cuarta linea: Incluyen los canabinoides, metadona,
Inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina (citalopram y
paroxetina) y otros anticonvulsivantes como la lamotrigina, topiramato y

acido valproico.

Considerando los escasos conocimientos de los mecanismos de accion de

los medicamentos disponibles para el tratamiento del dolor neuropatico, se

recomiendan terapias combinadas para alcanzar el alivio adecuado del dolor y una

menor cantidad de efectos adversos puesto que la monoterapia, si bien ha sido

efectiva, no ha demostrado ser suficiente (13,20).
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6.1 Antidepresivos triciclicos (ATC)

El grupo de farmacos de antidepresivos triciclicos, como lo dice su nombre,
son antidepresivos utilizados principalmente para tratar trastornos de estados de
animo, pero su utilidad no se remite solamente a eso. Durante muchos afios los
farmacos antidepresivos han sido utilizados para tratar el dolor neuropatico. Ya en
el afio 1960, solo dos afios después de descubrir el efecto antidepresivo de la
imipramina, se observd un efecto analgésico simultaneo (4). Luego, en 1964 se
publicé el primer estudio controlado con amitriptilina, donde se concluydé que
efectivamente habia un efecto analgésico y era independiente de su efecto
antidepresivo (18). Actualmente se considera que tiene un efecto analgésico
genuino, que ademas, se logra a menores dosis y de manera mas rapida que la
aparicion de su efecto antidepresivo. Este doble efecto en los pacientes es
importante en el dolor neuropéatico debido a que muchas veces este dolor va
acompafiado de depresion (14, 18).

El mecanismo preciso por el cual estos farmacos alivian el dolor neuropético
aun no se logra comprender del todo bien. Se cree que afectan la transmision del
dolor en la médula espinal por inhibir la recaptacién de noradrenalina y serotonina,
aumentando las concentraciones extracelulares de estos, ambos de los cuales
influencian las vias descendentes del dolor, bloquean la hiperalgesia inducida por
agonistas de NMDA y también tienen propiedades de bloqueo de canales de
sodio. Adicionalmente, la afinidad de la histamina al receptor H1 (asociado a la
sedacién) también puede estar relacionada con su efecto analgésico (31,15).

Los antidepresivos triciclicos pueden ser categorizados como aminas
secundarias 0 terciarias. Las aminas secundarias como la nortriptilina y
desipramina muestran inhibicién selectiva de recaptacion de noradrenalina. Las
aminas terciarias como la amitriptiina e imipramina muestran inhibicion
balanceada de la recaptacion presinaptica de noradrenalina y serotonina, también
tienen mayor efectos colaterales anticolinérgicos (13). Se ha demostrado que los
antidepresivos triciclicos con receptores mixtos o actividad noradrenérgica
parecieran tener mejores efectos analgésicos en pacientes con dolor neuropatico.
La amitriptilina y su metabolito nortriptilina tienen la mejor eficacia en este tipo de
dolor (31).
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6.1.1 Nortriptilina

La nortriptilina es el principal metabolito activo de la amitriptilina, también se
utiliza como agente antidepresivo y en casos de dolor neuropético como primera
linea de tratamiento ya que junto con la amitriptilina tienen la mejor eficacia
documentada (31, 22).

Los mecanismos de accién incluyen la inhibicion balanceada de la
recaptacion de noradrenalina y débilmente de serotonina, también producen
bloqueo post-sinaptico de receptores de histamina (H1), receptores muscarinicos y
de canales i6nicos voltaje-dependientes (Ca, Na, K) (15, 21). Ademas, estudios
demuestran que los receptores [32-adrenérgicos son criticos para la accién
analgésica de este farmaco (15). Este farmaco entonces, determina un incremento
en la concentracion de monoaminas en el espacio sinaptico, que finalmente se
unen a sus receptores a nivel de asta dorsal de la médula espinal, generando una
potenciacion de los mecanismos descendentes de supresion (15).

La nortriptilina tiene una absorcién rapida luego de la administracion oral y
se une a la albumina plasmatica en un 90 a 95% en dosis terapéuticas y su
biodisponibilidad es del 50-80%. Tiene una mayor concentracion en los tejidos y
en eritrocitos que los demas ATC. El peak plasmatico se logra entre 8 y 12 horas
luego de su administracién oral y su vida media es extensa pudiendo ser desde 16
a 90 horas. Se metaboliza en el higado por el sistema citocromo P450 y finalmente

es excretada por la orina y por la via biliar (48).

6.1.1.1 Interacciones

Los antidepresivos triciclicos pueden causar reacciones adversas al
administrarlos conjuntamente con otros tipos de farmacos definidos. Producen
efectos secundarios con antihipertensivos y anticoagulantes orales. Si se
combinan con inhibidores de la MAO pueden provocar hipertension e hiperpirexia.
Se ha observado una interaccion con el alcohol en la cual se potencian los efectos
de ambos, causando incluso depresion respiratoria. Potencia el efecto y la
toxicidad de anticolinérgicos. Los barbitaricos y la carbamazepina inhiben el efecto
de la nortriptilina (18, 21), y los 3-bloqueadores no selectivos determinan en una

disminucién de los efectos analgésicos de esta (15).
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6.1.1.2 Efectos adversos

Los antidepresivos triciclicos tienen un numero de efectos adversos que
puede hacerlos dificil de tolerar para muchos pacientes. Aproximadamente un
quinto de los pacientes que reciben este tratamiento lo interrumpen debido a sus
efectos adversos, lo que limita su administracion (48).

Los efectos adversos mas graves de los ATC ocurren en el sistema
cardiovascular, como la hipotensién postural, el bloqueo cardiaco, taquicardia,
hipertension y las arritmias. Los efectos adversos mas frecuentes son la
somnolencia, confusién e incoordinacion motora, que ocurren los primeros dias de
su administracion y tienden a disminuir la primera o segunda semana después de
iniciado el tratamiento y, finalmente, los efectos anticolinérgicos, como sequedad
bucal, visién borrosa, estrefiimiento y retencidén urinaria. Los efectos adversos de
los ATC estan bien documentados a partir de la experiencia clinica en el

tratamiento de la depresion (18, 49).

8.2 Anticonvulsivantes

Los anticonvulsivantes corresponden a un grupo de farmacos de
composiciéon heterogénea indicados principalmente para el tratamiento y
prevencion de convulsiones asociadas con trastornos como la epilepsia. Con el
paso de los afos, la investigacion ha sefialado que no solo sirven para las
convulsiones sino que también tienen efecto en el tratamiento de condiciones
dolorosas cronicas en forma de coanalgésicos. En relacion al dolor neuropético
han mostrado ser eficaces en el tratamiento de la neuropatia diabética, neuralgia
post-herpética, neuralgia trigeminal y odontalgia atipica (22, 14). Los farmacos
anticonvulsivantes mas comunmente usados para la modulacién del dolor
neuropatico son: carbamazepina, clonazepam, gabapentina, lamotrigina,
oxcarbazepina, fenitoina, topiramato y acido valproico. Existen dos generaciones
de este tipo de farmacos: primera y segunda generacion. Los anticonvulsivantes
de segunda generacién resultan ser mejor tolerados pues sus efectos secundarios
son menores (23).

Estos farmacos actian en diferentes sitios que pueden tener relevancia en
el dolor, pero el mecanismo preciso de antinocicepcién no esta claro (22, 31). Se

piensa que limitan la excitaciébn y mejoran la inhibicion de las neuronas dafadas
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actuando a nivel de canales de calcio activados por voltaje en la médula espinal,
resultando en la disminucion en la liberacion de neurotransmisores excitatorios
como el glutamato y sustancia P (13, 22), canales i6nicos activados por ligando,
receptores excitatorios para glutamato y NMDA y receptores para GABA y glicina
(22).

Se presume que los anticonvulsivantes son efectivos ante el dolor
neuropatico debido a que existen similitudes entre los mecanismos fisiopatolégicos

y bioquimicos producidos en la epilepsia y este tipo de dolor (22).

8.2.1 Acido Valproico

El acido valproico es un &cido graso ramificado, estructuralmente
relacionado con el acido gamma-aminobutirico (GABA) (49), que ha sido utilizado
por mas de 40 afios como un farmaco antiepiléptico y estabilizador de animo con
resultados efectivos documentados (19, 23). Ademas de su uso primario para la
epilepsia y las fases maniaticas en el trastorno bipolar, se ha utilizado en el
tratamiento del dolor neuropatico cuando las terapias de primera linea fallan. Esto
debido a que en la actualidad no existe evidencia suficiente para afirmar que el
acido valproico constituye un farmaco de primera linea para el dolor neuropatico
(23) posiblemente por sus efectos adversos (24).

El mecanismo de accion es incierto y se cree que actia con una
combinacion de mecanismos (24), se piensa que inhibe la enzima GABA
transaminasa aumentando de esta forma los niveles de GABA a nivel cerebral.
También se piensa que bloquea los canales de sodio y calcio (23). Otras teorias
dicen que aumenta la inhibicion serotonérgica y reduce la excitacidbn neuronal
mediada por glutamato en los receptores NMDA (19, 24).

La absorcion del acido valproico es rapida y casi completa por via oral, por
lo que su biodisponibilidad es cercana al 100%. La concentracion plasmatica
maxima se alcanza en cerca de 90 minutos. Se liga a las proteinas del plasma en
un 85-95% vy atraviesa la barrera hematoencefalica con un mecanismo de
transporte activo que se satura a dosis altas. Se metaboliza en el higado con un
resultado de al menos treinta metabolitos, los cuales pueden estar relacionados

con algunos de sus efectos adversos. Su vida media es de 4 a 12 horas (19, 49).
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6.2.1.1 Interacciones
Se producen principalmente tras la administracion conjunta de otros
farmacos anticonvulsivantes. Fenitoina, fenobarbital, primidona y carbamazepina
disminuyen los niveles plasmaticos del acido valproico incluso al 50%. A su vez,
este, al ser un inhibidor enzimatico, aumenta los niveles de diazepam,
fenobarbital, fenitoina y lamotrigina. Los citotdxicos adriamicina y cisplatino
disminuyen la absorcion del acido valproico. Naproxeno, fenilbutazona y &cido
acetilsalicilico desplazan al acido valproico de las proteinas plasmaticas, por lo

gue puede aumentar la toxicidad de este farmaco (49).

6.2.1.2 Efectos adversos

Causa defectos en el nacimiento, por lo que estan contraindicados en el
embarazo. Produce toxicidad hepatica, desdrdenes sanguineos o hepaticos,
pancreatitis, somnolencia, aumento de peso en un 30% de los pacientes, temblor,

nauseas, vomitos, diarrea y pérdida de pelo (49).

7. Medicion experimental del dolor

A lo largo de los afos se ha tratado de combatir el dolor con farmacos y
otros métodos que cada vez estan siendo mas efectivos, sin embargo, no se ha
logrado un manejo total para todo tipo de dolores e individuos, ni tampoco el
conocimiento a fondo de los mecanismos implicados en la nocicepcién. Los
avances alcanzados en la actualidad se deben casi en su totalidad a los estudios
experimentales que, en su mayoria, se realizan en animales debido a las multiples

razones éticas que hacen imposible la experimentacion con humanos (4, 25).

7.1 Modelos animales de dolor

El dolor se entiende como un mecanismo complejo que integra experiencias
conscientes que requieren integracién cortical, con componentes afectivos,
sensorio-discriminativos, autonomicos y cognitivos (1, 27), por lo mismo, se hace
imposible asociar esta definicion a animales pues al no existir una comunicacion
verbal, es imposible evaluar el dolor. Es por lo anterior, que la medicién en
animales no es de dolor, sino de reacciones a diversos tipos de estimulacién

nociceptiva (50).
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La Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (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 que
pueden modificar rasgos de conducta especie-especificos, incluyendo el
comportamiento social”. Son estas conductas las que permitiran evaluar el
fenébmeno de inhibiciobn parcial o total de la respuesta nociceptiva llamado
antinocicepcion, el cual es estudiado como una forma de predecir la capacidad de
algun procedimiento, ya sea la administracion de un farmaco, una técnica
quirdrgica u otros meétodos, para producir analgesia en clinica (4).

La experimentacion en animales implica la realizacion de estimulos nocivos
de distinta naturaleza, ya sean quimicos, mecdnicos, eléctricos o térmicos, que
producen dolor o sufrimiento de estos, por lo cual, no esta exento de una
normativa ética regida por el Comité para la Investigacion y la Etica de la IASP,
qgue regula que las investigaciones con modelos de dolor tienen que tener una
adecuada planificacion con la intencién de minimizar al maximo el sufrimiento del
animal. El investigador debe asegurarse de que los animales son expuestos al
minimo dolor necesario para alcanzar los objetivos del experimento y que la
duracion de este sea lo mas corta posible asi como que el nimero de animales
utilizados sea el minimo necesario, ademas debe estar convencido de que la
justificacion en que basa la realizacion de sus experimentos es ética (4).

Algunas de las pruebas realizadas son el tail-flick test y el hot-plate test que
miden el tiempo que el animal demora el reaccionar tras un estimulo térmico, el
test de Randall-Selitto que mide el umbral de fuerza necesario a aplicar para

provocar una respuesta en el animal y el test de la formalina, entre otros (4, 51).

7.2 Test de la formalina orofacial

El Test de Formalina corresponde a una prueba asociada a la aplicacion de
un estimulo quimico irritante que produce una respuesta inflamatoria que induce
alodinia e hiperalgesia. Esta prueba no mide umbral sino que se observa y puntla
el comportamiento especifico del animal, definido previamente. Es una de las
pruebas mas ampliamente usada en ratones y se considera de mayor relevancia
respecto del dolor clinico comparado con otras pruebas como el tail-flick y hot-
plate (25, 51).
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La prueba consiste en la inyeccion de una solucion de formalina,
generalmente en el espacio subcutaneo de la cara plantar de la pata de la rata o
raton. Tras la aplicacién aparecen respuestas conductuales especificas dirigidas a
la extremidad que ha recibido la injuria (4). Este test fue adaptado para el estudio
de la region trigeminal con el nombre de “Test de la Formalina Orofacial” (4, 51).

En el test de formalina orofacial, la inyeccion se realiza en el labio superior
de roedores, lateral a la nariz del animal, observandose una reaccion de aumento
de frotamiento del area perinasal con la pata delantera y trasera ipsilateral, lo cual
es contabilizado. Esta respuesta tiene la particularidad de ser bifasica, con un
periodo de relativa quietud entre ellas. Las dos fases son (4, 51):

- Fase I: Corresponde a la fase algésica o de dolor agudo, dura entre 3 a 5
minutos comenzando inmediatamente después de la inyeccion y se debe a
la activacion directa de nociceptores.

- Fase IlI: Es la fase inflamatoria o de dolor crénico. Ocurre entre los 20 y 30
minutos posterior a la inyeccion y se debe a la organizacion de un foco
inflamatorio en el sitio de injuria y la sensibilizacion central y periférica que
eso conlleva.

La concentracion de la formalina inyectada es importante para el resultado
de la prueba ya que la respuesta sera distinta para cada porcentaje de formalina
en la inyeccién. Se sabe que con concentraciones de hasta 5% la respuesta
nociceptiva inducida sera creciente, a concentraciones superiores dejara de existir
esta relacion lineal positiva por lo que no se asociara a una mayor expresividad de
la respuesta, sino que se alcanza un efecto “techo”. Concentraciones mas altas
pueden inclusive inducir una conducta de inmovilidad del roedor, también llamada
freezing, lo cual puede llevar a una interpretacion errébnea de la conducta

nociceptiva (4).
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis
La administracion intraperitoneal (i.p.) de nortriptilina con acido valproico
produce actividad antinociceptiva sinérgica, en el ensayo algesiométrico de la

formalina orofacial en ratones.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Establecer el tipo de interaccidbn antinociceptiva de la coadministracion
intraperitoneal de nortriptilina con acido valproico en la prueba de la formalina

orofacial en ratones.

2.1 Objetivos especificos
e Evaluar la antinocicepcion inducida por la administracion intraperitoneal

(i.p.) de nortriptilina y de acido valproico en el test de la formalina orofacial.

e Calcular la DE5O0 (la dosis de produce el 50% del efecto maximo) de cada

uno de los farmacos a partir las respectivas curvas dosis-respuesta.

e Evaluar la naturaleza e intensidad de la interaccion farmacologica de
nortriptilina con &cido valproico en el ensayo de la formalina antes

mencionado.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Tipo de investigacion

La investigacion realizada corresponde a un estudio de tipo explicativo, con
un disefio experimental de laboratorio que realiza Unicamente post-prueba y posee
grupo control.

Los experimentos se realizaron segun el protocolo CBA N°515 aprobado
por la Comision de Etica de la Facultad de Medicina (Anexo N°1) y se llevé a cabo
en el Laboratorio de Neurofarmacologia del Dolor de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

2. Animales

Se utiliz6 una muestra de 136 ratones (Mus musculus) machos, de la cepa
CF/1 de 28 a 30 gramos de peso. Los ratones se mantuvieron en cajas plasticas
con acceso libre a comida y agua (Fig. N°6), se habituaron al ambiente del
laboratorio al menos dos horas antes del experimento. Cada animal recibi6
solamente una dosis de las drogas, las observaciones fueron efectuadas en forma
ciega, aleatoria y controladas con solucion salina. Se deja constancia que,
basandose en las normas éticas internacionales que rigen este tipo de
experimentacion, el numero de animales utilizados fue el minimo estrictamente

necesario, para un correcto andlisis estadistico.

Figura N°6: Caja de ambientacion.
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Para la observacién del experimento se utilizé un cilindro de acrilico
transparente abierto en su parte superior de altura y didmetro 20 centimetros y un
espejo doble ubicado alrededor de este cilindro para tener visiébn de todos los
angulos por parte del observador (Fig. N°7). Cada animal fue habituado al cilindro
de experimentacion por 10 minutos para minimizar el estrés. Estos no tuvieron
acceso a agua ni comida dentro del cilindro. Los animales se sacrificaron
inmediatamente después del experimento mediante dislocacién cervical, por

personal experimentado.

Figura N°7: Cilindro de observacién.

3. Administracién de farmacos

Los farmacos se administraron por via intraperitoneal (i.p.) en un volumen
constante, de 10 mL/kg (Fig. N°8). Esto se realizé6 30 minutos antes del test
algesiométrico pues es el tiempo necesario para lograr el efecto maximo de cada
droga (52). Por su parte, los animales del grupo control recibieron una solucién
salina administrada por via i.p. y se utilizdO un ejemplar por cada grupo
experimental.
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Figura N°8: Inyeccidn intraperitoneal del farmaco.

Las dosis utilizadas para la nortriptilina fueron 0.1, 0.3, 1 y 3 [mg/kg]. Las
dosis utilizadas para el acido valproico fueron 25, 50, 100 y 200 [mg/kg]. Para
cada dosis se utilizaron 8 animales, por lo que la experimentacién de cada
farmaco por separado implico la utilizacion de 4 grupos (n=32). Se utiliz6 un
animal control por cada grupo experimental (n=8) a los que se le inyectd solucion
salina al 0.9%. (Tabla N°1)

Farmaco Dosis (mg/kg) N°de Ratones (n)

Solucion salina 0,9% 8

Nortriptilina 0,1
0,3
1
3
Acido Valproico 25
50
100
200 8

O 0O 0| G0 0 0 oo

Tabla N°1: Numero de ratones para cada dosis de farmaco.
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4. Test de la formalina orofacial
La evaluacion de la actividad antinociceptiva se efectué utilizando una
modificacion del test algesiométrico orofacial de la formalina de Luccarini (26),
que permite medir dolor originado tras estimulacion nociceptiva del nervio
trigémino en ratones. Para ello se realizé una inyeccion subcutdnea de 20 ulL de
solucion de formalina al 2% en el labio superior del animal (Fig. N°9 y N°10). Ello
induce un sostenido frotamiento de la zona inyectada y un vigoroso
restregamiento de la cara en el area perinasal con la extremidad delantera y
trasera ipsilateral y en menor proporcion, con la extremidad delantera contralateral
(Fig. N°11). Los ratones se colocaron en el cilindro de observacion y con un
crondmetro digital se midi6 el tiempo total que se frotaron el area perinasal durante
los 5 minutos inmediatos a la inyeccién y que corresponde a la fase I. Luego se
registrdo por 10 minutos, a partir de los 20 minutos de la inyeccion y hasta los 30
minutos, el tiempo durante el cual los animales se frotaron el labio comprometido
y que corresponde a la fase Il. No se contabilizé el tiempo entre la fase algésica y
la inflamatoria, debido a que el raton se encuentra en un periodo de quietud (26).

Figura N°9: Jeringa Hamilton 50uL para inyeccién subcutanea y recipiente
contenedor de formalina al 2%
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Figura N°10: Inyeccion de formalina al 2% en labio superior derecho del animal

5. Evaluacion de la actividad antinociceptiva

(A) (B)

Figurs NNV H0%; SR, Josis respuesta, parg establecer @ [Rlaglon;entre
la @ont@iarzetin (absiyrefeidédrhgiency lesikisliedta EPAMBRS feesxErmistala
posterior ipsilateral.
logaritmica. El efecto maximo posible de antinocicepcién (MPE) fue calculado de

la siguiente forma:

%MPE = 100 - (%F; x100

Donde:
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%MPE = Maximo efecto posible.
TRF = Tiempo de rascado luego de inyectar el farmaco.
TRC = Tiempo de rascado de los controles.

En este calculo, un valor cercano a 0% indica que el tiempo de rascado es
igual al grupo control, es decir, no existe un efecto antinociceptivo y 100% significa
gue los animales no realizaron el rascado de la zona.

Luego se calculd la dosis efectiva que produce un 50% del efecto maximo
posible (MPE) que en adelante se denominara DE50. El DE50 de cada uno de los
farmacos y en cada una de las fases se calculd mediante andlisis de regresion

lineal por cuadrados minimos de la curva obtenida.

6. Estudio de la interaccion antinociceptiva de los farmacos

Para determinar la naturaleza y magnitud de la interaccién entre nortriptilina
y &cido valproico se utilizara el método isobolografico de Tallarida (53). Esto se
logra a través de representaciones graficas de dosis isoefectivas de cada farmaco
utilizado de forma individual y combinados. Para ello, se administré via i.p. ambos
farmacos de forma conjunta, en proporciones de 1:1 y en mezclas de fracciones
1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de la correspondiente suma de DE50 de nortriptilina y DE50 de
acido valproico, tanto como para fase | como para fase Il (Tabla N°2). Con esto se
obtienen curvas dosis-respuesta de cada combinacién, las cuales se analizan
mediante regresion lineal por cuadrados minimos para calcular las DE50 de cada

una de estas mezclas.



Farmaco Dosis (mg/kg) | N° de Ratones (n)
Mezcla de DE50 1/2 Mezcla 8
nortriptilina + DE50 1/4 Mezcla 8
acido valproico 1/8 Mezcla 8
(Fase ) 1/16 Mezcla 8
Mezcla de DES0 1/2 Mezcla 8
nortriptilina + DE50 1/4 Mezcla 8
acido valproico 1/8 Mezcla 8
(Fase ) 1/16 Mezcla 8

Tabla N°2: Namero de ratones para cada dosis de farmacos combinados (mezcla).
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Esta dosis se compara estadisticamente con la dosis que representa

tedricamente la adicién simple de efectos, que se obtiene segun la siguiente

formula:

DE50 aditividad tebrica =

Donde:

* R: relacion de potencia entre los farmacos administrados por separado

DES0 nortriptilina

* P1: proporcion de nortriptilina en la mezcla.

* P2: proporcién de acido valproico en la mezcla.

(P1+R x P2)

Segun el método isobolografico de Tallarida, el punto experimental

resultante se grafica en un sistema de coordenadas cartesianas que contienen

una linea que conecta la DE50 de nortriptilina en la abscisa con la DE50 de acido

valproico en la ordenada (linea de aditividad simple o tedrica). La region del

grafico donde se ubica el punto experimental determina el tipo de interaccién. Si la

interaccién es sinérgica (supraditiva), el punto experimental se ubica bajo la linea

de aditividad. En el caso de una interaccion antagonica, el punto se ubica sobre la

linea de aditividad, y por ultimo, si el punto se ubica en un sector cercano a la
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linea de aditividad, la interaccion sera de simple aditividad (47). Al mismo tiempo,
se calcula el indice de interaccidon entre las drogas, de acuerdo a la siguiente

formula:

DE50 experimental
DESO0 tedrico

Indice de Interaccion =

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

antagonica.

7. Andlisis de los datos

Los resultados se expresaran como promedio + error estandar del promedio
(EEM). Los datos obtenidos se expresaron en curvas logaritmicas dosis —
respuestas construidas mediante regresion lineal por cuadrados minimos y a partir
de ellas se determiné las DE50. Los parametros estadisticos fueron calculados en
el programa Pharm Tools Pro, version 1.27 (McCary Groups, Inc., PA, USA) y la
significancia estadistica se determinara por andlisis de varianza y pruebas t de
Student, considerando un nivel del 5% (p<0,05).
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VI. RESULTADOS

1. Evaluacion de la analgesia

1.1 Grupo control
Al grupo control se le administré una solucién salina al 0,9% via i.p. y luego de
30 minutos se inyecto formalina al 2% en el labio superior derecho de cada animal.

El tiempo de frotamiento de la zona labial y perinasal se detalla en la Tabla N°3.

Tiempo promedio de frotado en grupo control (segundos)

Fase | Fase Il

92,38+1,44 95,25 + 3,18

Tabla N°3: Tiempos de frotado grupo control. Tiempo promedio *
EEM de 8 animales para Fase | y Il del test de formalina orofacial.

1.2 Efecto antinociceptivo de nortriptilina

La respuesta al test de la formalina orofacial de los grupos tratados con
nortriptilina, la cual fue administrada i.p. 30 minutos antes, resulté en una
disminucién en el tiempo de frotamiento dosis-dependiente respecto al grupo
control tanto en la fase | (Grafico N°1) como en la fase Il (Grafico N°2). Al
promedio de las mediciones y sus EEM se les aplico t-student con respecto al

control, cumpliendo con p<0,05.

FASE |

E 100 1
_g B0 A %
£ 60 * *
£ T T *
8 40 1 L
[=]
& 20
]
= o-

con 0,1 0,3 1 3

Nortriptilina, [mg/kg]

Grafico N°1: Relacion dosis-respuesta de la administracion de nortriptilina i.p. en fase | del
test de la formalina orofacial respecto al grupo control (con). Las barras corresponden al
promedio + EEM de 8 animales para cada dosis. * = p<0,05 comparado con el grupo
control.
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FASE Il

—_ 100 - "
g 80
o *
g 60 - - * .
B3 40 - L -
g8 20
5
= 0

con 0,1 0,3 1 3

Nortriptilina, [mg/kg]

Grafico N°2: Relacion dosis-respuesta de la administracién de nortriptilina i.p. en fase Il
del test de la formalina orofacial respecto al grupo control (con). Las barras corresponden
al promedio + EEM de 8 animales para cada dosis. * = p<0,05 comparado con el grupo
control.

1.2.1 Curvas dosis-respuestay calculo de DE50 para nortriptilina

Se construyeron curvas dosis-respuesta para establecer la relacion entre la
dosis de nortriptilina y su respuesta antinociceptiva para ambas fases. La abscisa,
en escala logaritmica, representa las concentraciones de nortriptilina. La
ordenada, el %MPE (efecto maximo posible de antinocicepcién). (Graficos N°3 y
N°4)

FASE |

100 -

75
w
o
= 50 -
52

25

2 15 -1 05 0 05 1 15 2
NORTRIPTILINA, log mg/kg

Grafico N°3: Curva dosis-respuesta para la administracion i.p. de nortriptilina en la fase |
del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de 8
animales para cada dosis.
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FASE Il

100 -
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w
o
= 50 - /.
®
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2 1,5 1 -05 0 0,5 1 1.5 2
NORTRIPTILINA, log mg/kg

Grafico N°4: Curva dosis-respuesta para la administracion i.p. de nortriptilina en la fase Il del
test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de 8 animales para
cada dosis.

Mediante el analisis de regresion lineal por cuadrados minimos de los
graficos N°3 y N°4, se obtiene la ecuacion para cada fase (Tabla N°4). Una vez
despejada la ecuacion fijando y = 50%MPE se puede obtener la DE50. Aplicando
el método de estimacion del programa Pharm Tools Pro se obtiene el DE50 y su
EEM para la nortriptilina en fase | y Il con limite de confianza del 95% (95%CL)
(Tabla N°4).

FASE | FASE Il
y = 16,601 * x + 50,993 y = 27,563 * x + 55,431

Nortriptilina

DE50: 0,871 + 0,190 [mg/kg] | DE50: 0,635 + 0,218 [mg/kg]

Donde,

y: %MPE

x: log De

Dr: Dosis de nortriptilina

Tabla N°4: DE50 de nortriptilina obtenido a partir de su respectiva ecuacion de la recta
para fase | y fase Il del test de la formalina orofacial.
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1.3Efecto antinociceptivo del &cido valproico

La respuesta al test de la formalina orofacial de los grupos tratados con
acido valproico, el cual fue administrado i.p. 30 minutos antes, resulté en una
disminucién en el tiempo de frotamiento dosis-dependiente respecto al grupo
control tanto en la fase | (Grafico N°5) como en la fase Il (Grafico N°6). Al
promedio de las mediciones y sus EEM se les aplicé t-student con respecto al

control, cumpliendo con p<0,05.

Fase |
100 1
w
.E" 80 1
*
'E 60
= *
B 40 1 T * *
o -
£ 20 L
a
= 0
Co 25 50 100 200
Acido valproico, [mg/kg]
Grafico N°5; f——————— — — — en fase | del
test de la forr Fase Il rresponden al
promedio + EE Jrupo control.
E 100 T
g 80 - .
|
£ 60 - .
3
40 - T *
2 *
E T
2 20 1
0 | |
con 25 50 100 200
Acido valproico, [mg/kg]

Gréafico N°6: Relacion dosis-respuesta de la administracién de acido valproico en fase Il del
test de la formalina orofacial respecto al grupo control (con). Las barras corresponden al

1.3. Povedigs: &8l da 8 spinetamppra sRsialdosie DES® Hararaeithooedp ebyedpo control.
Se construyeron curvas dosis-respuesta para establecer la relacion entre la
dosis de &cido valproico y su respuesta antinociceptiva para ambas fases. La

abscisa, en escala logaritmica, representa las concentraciones de acido valproico.
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La ordenada, el %MPE (efecto maximo posible de nocicepcién). (Graficos N°7 y
N°8)

FASE |
100
75 1
&
s 50
* 25
0 T T T 1
1 1,5 2 25 3
ACIDO VALPROICO, log mg/kg

Gréfico N°7: Curva dosis-respuesta para la administracién i.p. de acido valproico en la fase |
del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de 8 animales
para cada dosis.

FASE Il
100 -
75 A
n
= 50 -
ES
25 -
0 T T T 1
1 1,5 2 2,5 3
ACIDO VALPROICO, log mg/kg

Grafico N°8: Curva dosis-respuesta para la administracion i.p. de acido valproico en la fase Il
del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio + EEM de 8 animales
para cada dosis.
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Mediante el analisis de regresion lineal por cuadrados minimos de los
graficos N°7 y N°8, se obtiene la ecuacién para cada fase (Tabla N°5).
Aplicando el método de estimacién del programa Pharm Tools Pro se
obtiene el DE50 y su EEM para acido valproico en fase | y Il con limite de
confianza del 95% (95%CL) (Tabla N°5).

FASE | FASE Il

- y =37,441 * x — 6,425 y=50,583 * x - 27,675
Acido

Valproico

DESO0: 32,138 + 7,173 [mg/kg] | DES5O0: 34,324 + 2,936 [mg/kg]

Donde,

y: %MPE

X: log Dg

De: Dosis de acido valproico

Tabla N°5: DE50 de &cido valproico obtenido a partir de su respectiva ecuacion de la
recta para fase | y fase Il del test de la formalina orofacial.

2. Interaccion entre nortriptilina y acido valproico

2.1 Obtencion de la mezcla nortriptilina/acido valproico

Tras la obtencion de los DE50 de ambos farmacos, se sumaron en
proporcién 1:1 para obtener la mezcla nortriptilina/acido valproico a administrar via
I.p. en sus fracciones 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 tanto para fase | como para fase Il (Tabla
N°6 y N°7).
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DES5O0 nortriptilina +
o ) 1/2 1/4 1/8 1/16
DES5O0 &cido valproico
[mg/kg] | [mg/kg] | [ma/kg] | [mg/kg]
en fase | [mg/kg]
Mezcla
nortriptilina/acido
_ 33,01 16,505 | 8,253 | 4,126 | 2,063
valproico para
Fase |

Tabla N°6: Suma de DE50 de ambos farmacos y fracciones de esta mezcla a administrar
via i.p., para el calculo de DE50 experimental en fase | del test de la formalina orofacial.

DESO0 nortriptilina +
o , 1/2 1/4 1/8 1/16
DES50 acido valproico
[ma/kg] | [ma/kg] | [mglkg] | [mg/kg]
en fase Il [mg/kg]
Mezcla
nortriptilina/acido
_ 34,95 17,47 8,73 4,36 2,18
valproico para
fase Il

Tabla N°7: Suma de DE50 de ambos farmacos y fracciones de esta mezcla a administrar
via i.p., para el célculo de DE50 experimental en fase Il del test de la formalina orofacial.

2.2 Grupo tratado con mezcla de nortriptilina y acido valproico en fase |

Al coadministrar por via i.p. nortriptilina y acido valproico en proporcion 1:1

cada una de sus correspondientes mezclas de DE50 (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16) resulto

en una disminucién dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva con respecto al

grupo control durante la fase | (Grafico N°8). Al promedio de las mediciones y sus

EEM se les aplico t-student con respecto al control, cumpliendo con p<0,05.
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FASE |
0 100 7
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Mezcla nortriptilina/acido valproico [mg/kg]

Grafico N°8: Relacion dosis-respuesta de la administracion i.p. de la mezcla
nortriptilina/acido valproico durante la fase | del test de la formalina orofacial respecto al
grupo control (Con). Las barras corresponden al promedio + EEM de 8 animales para
cada dosis. * = p<0,05 comparado con el grupo control.

2.2.1 Curva dosis-respuesta de la mezcla en fase |

Para el célculo de la DE50 experimental de la mezcla de nortriptilina con
acido valproico durante la fase | se realizd una curva dosis-respuesta de la accién
antinociceptiva. La abscisa, en escala logaritmica, representa la dosis de la
mezcla. La ordenada, el %MPE. (Grafico N°9)

FASE |
100 -
75 A
w
o
= 50 1
=
25 1
0 : - : .
0 0,5 1 1.5 2
Dosis de la mezcla, log [mg/kg]

Gréafico N°9: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de la mezcla nortriptilina/acido
valproico en la fase | del test de la formalina orofacial. Cada punto representa el promedio
EEM de 8 animales para cada dosis.
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2.3 Grupo tratado con la mezcla de nortriptilina y acido valproico en fase Il

Al coadministrar por via i.p. nortriptilina y acido valproico en proporcion 1:1
cada una de sus correspondientes mezclas de DE5S0 (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16) resulto
en una disminucién dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva con respecto al
grupo control durante la fase Il (Grafico N°10). Al promedio de las mediciones y

sus EEM se les aplico t-student con respecto al control, cumpliendo con p<0,05.

FASE Il
100 1
=,
o 80 A
-
[l
® 60 -
L
o *
T 40 A *
a - * "
E 20
(S I—T_l ’J'_‘
0 "Con 218 4,36 8,73 17,47
Mezcla nortriptilinafacido valproico [ma/kg]

Grafico N°10: Relacion dosis-respuesta de la administracion i.p. de la mezcla
nortriptilina/acido valproico durante la fase Il del test de la formalina orofacial respecto al
grupo control (Con). Las barras corresponden al promedio + EEM de 8 animales para
cada dosis. * = p<0,05 comparado con el grupo control.

2.3.1 Curva dosis-respuesta de la mezcla en fase Il

Para el célculo de la DE50 experimental de la mezcla de nortriptilina con
acido valproico durante la fase Il se realizd una curva dosis-respuesta de la accion
antinociceptiva. La abscisa, en escala logaritmica, representa la dosis de la
mezcla. La ordenada, el %MPE. (Grafico N°11)



50
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Gréfico N°11: Curva dosis-respuesta de la administracion i.p. de la mezcla
nortriptilina/acido valproico en la fase Il del test de la formalina orofacial. Cada punto

2.4rpiteee deDBEShodedMte Asaimales para cada dosis.
Mediante el analisis de regresion lineal por cuadrados minimos de los

graficos N°9 y N°11, se obtiene la ecuacién para cada fase (Tabla N°8). Una vez

despejada la ecuacion fijando y = 50%MPE se puede obtener la DE50. Aplicando

el método de estimacion del programa Pharm Tools Pro se obtiene el DE50 y su

EEM para la mezcla nortriptilina/acido valproico (DE50 experimental) en fase | y Il
con limite de confianza del 95% (95%CL) (Tabla N°8).

FASE |
Mezcla y = 31,781 * x + 35,906
nortriptilina/acido
valproico DE50: 2,605 £ 0,541 [mg/kg]

Donde,

y: %MPE

X: log Dg

Dr: Dosis de nortriptilina/acido valproico

FASE II
y = 27,864 * x + 56,037

DE50: 0,607 £ 0,205 [mg/kg]

Tabla N°8: DE50 de la mezcla nortriptilina/acido valproico obtenido a partir de su
respectiva ecuacion de la recta para fase | y fase Il del test de la formalina orofacial.

3.

Andlisis isobolografico
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Los valores DES0 para la mezcla nortriptilina/acido valproico en cada una

de sus fases calculados anteriormente en Tablas N°7 y N°8 se utilizaran para el
andlisis isobologréafico. Para comparar el DE50 experimental de la mezcla es
necesario calcular el DE50 de aditividad tedrica para cada fase, de este modo se

tiene para la fase I:

DESO0 nortriptilina en fase |

DES50 de aditividad teodrica fase I =

(P1+R X P2)
DES50 de aditividad teéri I= 0571 k
e aditividad tedrica fase I = 0,871) N (0’871)x (32,138 [mg/kg]
33,01 32,138 33,01

DES50 de aditividad teoérica fase I = 16,505 [mg/kg]|

Mientras que para fase Il, se tiene que:

L o DES50 nortriptilina en fase 11
DESO0 de aditividad tedrica fase Il =

(P1+R X P2)
DES5O0 de aditividad teéri 1= 0,635 k
e aditividad tedrica fase Il = 0,635) N (0'635)x (34'324 [mg/kg]
34,95 34,324 34,95

DE50 de aditividad teorica fase Il = 17,475 [mg/kg]|

Se realizo el analisis isobolografico de la asociacion de nortriptilina con
acido valproico, dando como resultado una interaccién de tipo sinérgica tanto para
fase | como para fase Il, con diferencias estadisticamente significativas para
ambas, entre DES50 tedrico y experimental. Esto se concluye a partir de la
ubicacion del punto experimental bajo la linea de aditividad tedrica, con indices de

interaccién menores a 1 en ambas fases. (Grafico N° 11 y N°12)
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Gréfico 11: Isobolograma de la interaccion entre nortriptilina y acido valproico para la
fase | en el Test de la Formalina Orofacial. El punto (@) en la linea de aditividad
representa el punto de aditividad tedrica de la mezcla. El punto (O) representa el punto
de aditividad experimental, cada uno con sus correspondientes limites de confianza (LC)
al 95%

FASE Il

® Ad. Teédrica

40
O Ad. Experimental

32
24

16

oo

o

0 0,2 04 0,6 0.8 1
ED50 NORTRIPTILINA, [mg/kg]

ED50 ACIDO VALPROICO, [mg/kg]

Gréfico 12: Isobolograma de la interaccion entre nortriptilina y acido valproico para la fase
Il en el Test de la Formalina Orofacial. El punto (@) en la linea de aditividad representa el
punto de aditividad tedrica de la mezcla. El punto (O) representa el punto de aditividad
experimental, cada uno con sus correspondientes limites de confianza (LC) al 95%
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VII. DISCUSION

En esta investigacion se utilizo el test de la formalina orofacial para inducir
la nocicepcion en ratones con administracion previa de nortriptilina (0.1, 0.3, 1y 3
[mg/kg]), acido valproico (25, 50, 100 y 200 [mg/kg]) y la combinacion 1:1 de la
DE50 de ambos. El test de la formalina orofacial muestra un comportamiento
bifasico de la respuesta nociceptiva del animal, para lo cual se asocia la fase | a
dolor agudo relacionado con la activacion directa de nociceptores a nivel periférico
y la fase Il, por su parte, corresponde a la fase inflamatoria, y se puede asociar al
dolor crénico neuropatico de origen periférico (4,51).

Este estudio demostré que tanto la nortriptilina como el &cido valproico
producen la disminucién de la nocicepcion de forma dosis-dependiente, tanto en la
fase | como en la fase Il de este test algesiométrico.

La nortriptilina demostr6 ser 1,3 veces mas efectiva en la fase inflamatoria
(fase II) que en la fase aguda (fase 1) del test de la formalina orofacial en ratones.
Se entiende a partir de esto que la nortriptilina podria tener una accién ligeramente
mas marcada a nivel central en los procesos de sensibilizacion relacionados con la
fase inflamatoria.

Estudios similares han reportado que la nortriptilina produce un efecto
antinociceptivo dosis-dependiente en el test de la formalina intraplantar en ratas,
pero no se estudio el efecto para cada fase, sino un efecto continuo (54). Por otra
parte, en ratones también se ha probado la nortriptilina en el test de la formalina
intraplantar dando un resultado de antinocicepcioén dosis-dependiente, pero no es
comparable pues solamente se contabilizaron dos minutos luego de la inyeccion
de formalina (55). En cuanto a test de formalina orofacial, se puede comparar con
estudios de su precursor amitriptilina, ya que no hay estudios disponibles en esta
region para nortriptilina, Luccarini et. al. (2004) estudio la actividad antinociceptiva
de amitriptilina en ratas, donde llegd a la conclusion que existe una disminucion de
la respuesta dosis-dependiente en ambas fases del test de la formalina orofacial
(56).

El &cido valproico administrado via i.p. en ratones demostré tener

efectividad antinociceptiva dosis-dependiente en ambas fases del test de la
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formalina orofacial, que arroja una relacién de 1,06 veces mayor efecto en la fase |
0 aguda del test que en la fase Il. La efectividad antinociceptiva del &cido valproico
esta relacionada con el aumento de las concentraciones de GABA en el sistema
nervioso central, asi como el bloqueo de la descarga en neuronas, lo cual puede
tener relacion con su accion en la fase aguda del test. Para la fase Il se puede
deber a la sensibilizacién central provocada por mecanismos GABAérgicos (57).

Otros estudios han medido la efectividad de acido valproico en modelos
animales de dolor. Czuczwar M. et. al. (2001) experimentaron con ratones en un
test de formalina intraplantar, llegando a la conclusion que este farmaco produce
una accién antinociceptiva dosis-dependiente en ambas fases del test, sin
constatar diferencias significativas entre fase | y IlI, midiendo la fase Il entre el
minuto 10 y el minuto 30 (57). Contrariamente, Shannon H. et. al. (2005) realizaron
el test de la formalina intraplantar a ratas, administrando previamente acido
valproico via i.p., y no reportaron un efecto antinociceptivo significativo de este
farmaco en ninguna de las dos fases del test (58). Piovesan EJ. et. al. (2008)
realizaron el test de la formalina orofacial en ratas previamente inyectadas i.p. con
divalproex, que corresponde a un compuesto del valproato de sodio con acido
valproico en proporcion 1:1, obteniendo como resultado que este farmaco era
solamente efectivo en la fase Il del estudio, que se considerd desde el minuto 12
al 30 luego de la inyeccioén de formalina (59).

Se desprende de los resultados variados de ambos farmacos, que no existe
una buena correlacion entre las respuestas a las pruebas nociceptivas de la
formalina intraplantar con la orofacial, lo que sugiere que los farmacos pueden
tener diferentes efectos en la conducta de los animales en uno u otro modelo
nociceptivo, pues se sabe que los mecanismos nociceptivos tienen diferencias de
acuerdo a si se producen en el area trigeminal o en el resto del cuerpo (1).
Ademas se debe tener en consideracion las diferencias metodolégicas, el tipo de
animal utilizado, su cepa, la concentracion de formalina, entre otros (56).

No existen estudios en la literatura sobre combinacién de estos farmacos y
su efecto antinociceptivo en animales ni en humanos. En el presente estudio, la
combinacion de nortriptilina con é&cido valproico igualmente logré mejorar la

antinocicepcion de forma dosis-dependiente en ambas fases, sobretodo en la fase
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Il del test en la cual fue 3,4 veces mas potente que en la fase |, y se logr6 mayor
antinocicepcion que la producida por cada farmaco por si solo.

Los resultados obtenidos de la combinacion y su mayor efecto en fase |l
gue en fase | del test de la formalina orofacial, hacen pensar que ambos farmacos
tienen marcada actividad a nivel central, ya que el proceso de sensibilizacion
central ocurre en la médula espinal (1) donde se presume que tanto la nortriptilina
como el &cido valproico tienen mecanismos de accion que siguen una via en
comun, como lo es la inhibicion serotonérgica (mas marcada en la actividad del
acido valproico), inhibicion comun de canales de sodio y calcio, entre otros
mecanismos de accion que comparten el fin comun de aumentar la inhibicion de
los impulsos nociceptivos a nivel de la médula espinal, lo que pareceria estar
provocando esta interaccion sinérgica entre ambos (24, 21). Se requeriran futuros
estudios para comprender el mecanismo implicado en esta interaccion.

La interaccion entre ambos farmacos como antinociceptivos dosis-
dependiente, resultd ser fuertemente sinérgica, tal como se plante6 al inicio de
este trabajo, lo que significa que para lograr el mismo efecto de analgesia se
deben administrar dosis inferiores de cada farmaco (20).

Este estudio entrega una base para continuar la investigacion al respecto,
con el fin de dilucidar en el futuro la relacion de ambos farmacos ya utilizados
desde hace afios como analgésicos, en terapia de combinacién en humanos. Se
sabe que la nortriptilina se utiliza actualmente para el manejo de dolor neuropético
en humanos como terapia de primera linea (22), sin embargo, por sus efectos
adversos compartidos con otros antidepresivos triciclicos, muchos pacientes dejan
el tratamiento (48). Por otra parte, el acido valproico, si bien esta considerado en
el tratamiento del dolor neuropatico (31), se postula como eleccion de cuarta linea
(13) pues existen pocos estudios que midan la efectividad de este farmaco ante
este tipo de dolor y de esta forma puedan validarlo, menos aun a nivel orofacial,
probablemente por sus efectos adversos (24). Es por esto que hoy en dia se
considera en las lineas de tratamiento, pero se deja para pacientes que fracasan
en las terapias con los otros farmacos recomendados o bien, no pueden acceder a
estos (23).

En este estudio se observdé una marcada actividad antinociceptiva dosis-

dependiente en fase Il de la mezcla de los farmacos, que podria asociarse a los
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mecanismos de dolor neuropatico a nivel orofacial, lo que hace pensar que
probablemente a este nivel, el acido valproico en conjunto con la nortriptilina
obtengan buenos resultados en clinica para la modulacion de este tipo de dolor,
pues su interaccion sinérgica permitiria disminuir las dosis de cada uno para lograr
satisfactorios resultados antinociceptivos, y consiguientemente, disminuir los
efectos adversos que provocan en dosis mas altas, lo cual facilitaria el apego al
tratamiento (20).

El estudio realizado entrega una base para futuras investigaciones de
laboratorio o clinicas sobre la combinacion de nortriptilina y acido valproico con el
fin de otorgar alivio en pacientes que sufren de dolor neuropatico a nivel orofacial,
principalmente en patologias de prevalencia importante como lo son neuralgia del
trigémino, neuralgia post-herpética u odontalgia atipica, ya que alin no existe un
adecuado manejo de este tipo de dolor (20) y se hace necesario avanzar con
nuevas terapias farmacol6gicas como lo es la terapia de combinacion de
farmacos, que permite reducir los efectos adversos que muchas veces son la
causa principal de abandono del tratamiento por parte de los pacientes.

Generalmente las pruebas de los farmacos a utilizar se realizan en zonas
distintas del cuerpo del animal de experimentacion, como lo es en la zona plantar,
por lo que urge en el &mbito odontoldgico darle cabida a pruebas nociceptivas en
el territorio orofacial que, como ya es sabido, constituye un territorio con una
inervacion y organizacion distinta al resto del cuerpo (1) y donde de producen
dolores con caracteristicas unicas.

La futura validacion clinica de este estudio en animales sera critica para
confirmar la validez de esta combinacién de farmacos para la modulacién del dolor

neuropatico a nivel orofacial.
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VIIl. CONCLUSIONES

La coadministracion de nortriptilina y acido valproico, via intraperitoneal,
produce una interaccién de tipo sinérgica entre ambos farmacos, en el test
de la formalina orofacial.

La administracion intraperitoneal de nortriptilina o acido valproico, asi como
la combinacién de ambos, posee accion antinociceptiva dosis-dependiente
tanto en la fase aguda (fase I) como en la fase inflamatoria del dolor (fase
II) del test de la formalina orofacial.

La nortriptilina tiene mayor efecto antinociceptivo en la fase inflamatoria del
dolor (fase Il) que en la aguda (fase ).

El &cido valproico tiene un efecto antinociceptivo similar en la fase
inflamatoria del dolor (fase Il) y en la aguda (fase I).

La mezcla nortriptilina/acido valproico tiene mayor efecto antinociceptivo en
la fase inflamatoria del dolor (fase II) en el test de la formalina orofacial.

La sinergia obtenida tras la administracion de nortriptilina y acido valproico
podria explicarse por que ambos modulan una via comun relacionado con
la antinocicepcion, como lo es el sistema inhibitorio a nivel central.

La importancia de los resultados obtenidos es que dan las bases para la
futura investigacion clinica respecto a la analgesia multimodal con estos
dos farmacos con el fin de lograr avances en la modulacion del dolor

neuropatico a nivel orofacial.
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X. ANEXOS

Se adjunta a continuacion:
- Anexo N°1: Certificado de Aprobacion del comité de bioética sobre
investigacion en animales.

- Anexo N°2: Certificado de Aprobacion de Bioseguridad



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE BIOETICA SOBRE
INVESTIGACION EN ANIMALES

CERTIFICACION

Este Comité, certifica que en el Proyecto de Investigacion titulado: “Interaccion
experimental de Nortriptilina 'y Acido valproico en dolor orofacial experimental” cuyo
investigador responsable es el Dr. Hugo Miranda, no se¢ plantean acciones que
contravengan las normas Bioéticas basicas de Manejo y Cuidados de los animales a utilizar
en los procedimientos experimentales planificados (Protocolo CBA# 0515 FMUCH).

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

Se otorga la presente certificacion por el tiempo que dure la realizacion del proyecto de

tesis de Pregrado de la Srta. Paulina Vicentelo para obtener el titulo de Odontologa.

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
&
. s / )

Dr. Carlos enzuela Y.
Presidente

Santiago, 26 de Junio de 2012.
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FACULTAD - MEDICINA

UNIVERSIDAD DE CHILE ERSHID O CTELE

CERTIFICADO DE RESPONSABILIDAD

Yo Dr. Juan Carlos Prieto Dominguez, cédula de identidad 7.899.639-0, Jefe
Laboratorio de Neurofarmacologia del Dolor, Programa de Farmacologia Molecular y
Clinica, Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, certifico que la alumna pregrado Paulina Andrea Vicentelo Céceres, trabajara en
su tema tesis ‘INTERACCION EXPERIMENTAL DE NORTRIPTILINA Y ACIDO
VALPROICO EN DOLOR OROFACIAL EXPERIMENTAL” bajo las dependencias del
laboratorio que yo dirijo. No obstante, que esta alumna pregrado no pertenece a la
Facultad de Medicina me haré responsable que la alumna cumpla con toda la normativa

de Prevencion de Riesgos y bioseguridad

Ademas la Unidad de Prevencidén de Riesgos & Bioseguridad, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, certifica que el laboratorio cumple con los requerimientos basicos
de Bioseguridad para ser desarrollado, ademas se adecua a las exigencias establecidas
por los manuales: CONICYT “ Bioseguridad 1™ edicion, 1994" y “ Manual de Normas de
Bioseguridad, 2* edicion 2008, Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, CDC,
4° edicion, Manual Bioseguridad en laboratorios , Organizacion Mundial de la Salud
OMS, Ginebra 2005, por tal motivo nuestra Unidad da el visto bueno para su realizacion.

I

Juan Carlos Prieto Dominguez
Jefe Laboratorio de Neurofammacologia def Dolor
C.l. 7.899.639-0

Santiago, 18 de Marzo 2013

Av. Independencia 1027 - Santiago - Chile
Fono : 9786009 Mail : Imichea@med uchile.ci
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