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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto antinociceptivo agudo y
sobre la neuroconducta de la amitriptilina en dosis
escalonadas. Materiales y métodos. Se utilizaron 82
ratones de aproximadamente 28 g, distribuidos en 10
grupos; se les suministro via oral: agua destilada (0,1
mL/10 g), tramadol (20 mg/Kg), cafeina (32 mg/Kg),
diazepam (32 mg/Kg)y amitriptilina en dosis escalonada
(10-50 mg/Kg). Se emplearon las pruebas de la “placa
caliente”y de Irwin. Se aplicaron las pruebas estadisticas
de ANOVA, Tukey, coeficiente de correlacion de Pearson
y la exacta de Fisher. Resultados. La amitriptilina
incremento el umbral del dolor segin el incremento
de la dosis administrada, de 30 a 50 mg/Kg (p < 0,05, IC
95%). En las mismas dosis, se observo la presencia de
sedacion en 46,9%, 56,2%, y 81,2%, respectivamente.
Conclusiones. Se demostro la accion antinociceptiva
aguda de la amitriptilina y su relacion dosis-respuesta
en el rango de 30-50 mg/Kg, asimismo, se describieron
manifestaciones neuroconductuales como: sedacion,
piloereccion, incoordinacion motora, salto, respiracion
anormal y marcha anormal.
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ABSTRACT

Objective. To evaluate the antinociceptive effect in
acute pain and neurobehavioral of amitriptyline in dose
response. Materials and methods. /t was used 82 mice
of approximately 28 g, distributed in 10 groups. It was
given by orally: distilled water (0.1 ml/10 g), tramadol
(20 mg/Kg), caffeine (32 mg/Kg), diazepam (32 mg/Kg),
and amitriptyline, in doses staggered (10 to 50 mg/Kg).
These were used the hot plate test and the Irwin test.
The statistics validation was made trougth the next test:
one way ANOVA, Tukey, Pearson correlation coefficient
and the Fisher exact test. Results. Amitriptyline
increased the pain threshold by increasing the
administered dose of 30 to 50 mg / kg (p <0.05; 95% Cl).
At the same doses, it was shown presence of sedation
in 46.9, 56.2% and 81.2%, respectively. Conclusions. It
was demonstrated the aninociceptive acute effect of
amitriptyline. Also, it was shown sedation, piloerection,
motor incoordination, jumping, abnormal breathing,
and abnormal gait.
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INTRODUCCION

La amitriptilina es un antidepresivos triciclicos
(ATC), cuyo mecanismo de accion es inhibir la
recaptacion de serotonina y norepinefrina en la
misma proporcion.t Asimismo, presenta efecto
antimuscarinico y es antagonista de los receptores
histaminicos H, y adrenérgicos a.. 2 En similitud, los
ATC y los inhibidores selectivos de la recaptacion
de serotonina (IRSS), aumentan el nivel de
monoaminas en las interneuronas inhibitorias,
excitatorias y de neuronas de proyeccion, tanto
en la presinapsis como en la postsinapsis; en
consecuencia, aumentan la inhibicién provocada
por los receptores gabaérgicos.?

Por otra parte, se propone que los ATC ejercen
accién analgésica mediante el antagonismo de
los canales de calcio en el ambito presinaptico,
inhibiendo la liberacion de hormonas vy
neurotransmisores. En el dolor nociceptivo agudo,
el sistema nervioso central (SNC) recibe la sefal
para reducir el dolor percibido.® En varios estudios
en humanos se ha comprobado que la amitriptilina
tiene efecto analgésicoy es efectiva frente al dolor
neuropatico.*® En roedores se ha corroborado el
efecto analgésico mediante la prueba de la “placa
caliente” (hot plate test)*®

Segln la escala analgésica del dolor, de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)* la
amitriptilina es considerada como coanalgésico;
en tal sentido, en la practica clinica se usan dosis
establecidas para sus aplicaciones principales
(antidepresivo);*#** sin embargo, lo que aln no se
ha dilucidado es su potencial eficacia analgésica
relacionada con la dosis, especialmente ante el
dolor agudo,** como tampoco sus posibles efectos
adversos, que son consecuencia de la accion sobre
otros sistemas de neurotransmisores, como los de
tipo anticolinérgico (sedacion, sequedad de boca,
estrefimiento, retencion urinaria, vision borrosa,
midriasis y cicloplejia) y serotoninérgico (nauseas
y vomitos, taquicardia e hipotension postural),
entre otros.®

Existen modelos experimentales en roedores,
que permiten explorar la antinocicepcion aguda,
como la prueba de la “placa caliente” ' y la
neuroconducta en el roedor, como la prueba
de Irwini8¥ Este estudio explora el efecto
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antinociceptivo de la amitriptilina en dosis
escalonada, en un modelo experimental de dolor
agudo en ratones, y sus posibles efectos sobre la
neuroconducta.

MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental, realizado en el Centro
de Investigacion de Medicina Tradicional vy
Farmacologia (CIMTFAR), de la Facultad de
Medicina Humana de la Universidad de San
Martin de Porres (FMH-USMP), durante el periodo
diciembre 2013 - noviembre 2014. Se utilizaron
82 ratones albinos machos de la especie Mus
musculus de aproximadamente 28 g de peso
corporal, los cuales fueron separados y colocados
en jaulas, provistas de alimento balanceado y agua
ad libitum. La aclimatacion se dio en el bioterio de
la FMH-USMP, a una temperatura de 22-25 °C, con
humedad inferior a 70%, ciclos de luz/oscuridad
de 12 horas y niveles de ruido menores de 70 dB.
La distribucion y asignacién aleatorizada de los
grupos experimentales se realizd por sorteo.0#

Como material de laboratorio se empled unasonda
metalica para la administracién perioral, una
balanza analitica, jaulas con capacidad para varios
ratones adaptada con viruta, depdsitos de comida
y agua; cubierta con la menor exposicion a la luz,
cubiculos de vidrio translicido, equipo de “placa
caliente” marca Thermo Scientific™ Cimarec™
(5-540 °C) y una campana de vidrio trasllcido.
Entre el material quimico empleado estuvieron el
agua destilada, amitriptilina en tabletas de 25 mg,
cafeina 100 mg/20 mL, diazepam ampolla de 10
mg/2 mLy tramadol 50 mg/1 mL.

Se aplicd un sistema de triple ciego para la
administracion de las sustancias quimicas, obser-
vacion de manifestaciones y analisis estadistico.?
Asimismo,serealizdunentrenamientovirtualprevio
para la evaluacion de las manifestaciones de dolor
de los ratones, empleando los programas Virtual
Pharmacology Lab®? y Microlabs®? y también un
ensayo practico con un roedor vivo. Para el control
de la humedad, el ruido, y la temperatura de la
sala de experimentacion, se empleo un higrometro
digital Thermo-Hygro®, marca VWR International
(T°: 5-34 °C; humedad: 32-82%) y un sensor de ruido
marca Digital Sound Level Meter® (60-120 dB).



\
FONDO

Salazar-Granara A A, Arizanca-Callata CE, Ceron-Uribe El, Custodio-Aguilar JF, Hernandez-Lujan AL, Munayco-Castro , Pante-Medina JC @

Para la observacion y deteccion de los efectos ad-
versos de la sustancia estudiada sobre el compor-
tamiento general y para evaluar la neurotoxicidad,
se empled la prueba de Irwin, durante la primera
hora de la prueba, en cuatro momentos, con inter-
valos de 15 minutos; el observador marcaba con
un punto de control a los 15, 30, 45 y 60 minutos.
Se evalu6 la presencia o ausencia de letalidad,
convulsiones, cola de Straub, sedacion, excitacion,
marcha anormal (en circulos o en puntas de pie),
saltos, incoordinacion motora, piloereccion, este-
reotipias (oler, masticar, 0 movimientos de cabe-
za), contorsiones abdominales, sacudidas de cabe-
za, escozor y alteracion de la respiracion.’®

En la prueba de la “placa caliente”, que consiste
en poner al ratén en una placa gruesa de aluminio
(10 mm) a 55+ 1°Cy cubrirlo con una campana de
vidrio, se registrd el tiempo de reaccion del roedor
expuesto al calor (cuando salté o lamio su patas),
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hasta un maximo de 30 segundos, momento en el
que se retiraba al roedor. Se realizd una valoracion
inicial y luego tres mediciones mas, a los 60, 90 y
120 minutos, por cada ratén.”

Se conformaron diez grupos experimentales,
con aproximadamente ocho ratones cada uno:
al grupo 1 o control, no se le administré ninguna
sustancia; grupo 2 o placebo, agua destilada (0,1
mL/10 g); grupo 3 de control, tramadol (20 mg/Kg);
grupo 4 de control, cafeina (32 mg/Kg); grupo 5 de
control, diazepam (32 mg/Kg); grupos 6,7,8, 9y 10,
recibieron amitriptilina a dosis escalonada entre
10y 50 mg/Kg. La administracion de las sustancias
fue por via oral.

Este estudio conto con la aprobacion del Instituto
de Investigacion de la FMH-USMP. Asimismo, se
siguieron los principios éticos de la Declaracion de
Helsinkiy de la Ley General de Salud del Peru (Ley
26842).25%

Tabla 1. Tiempo de reaccion de los roedores expuestos al calor durante la prueba de la

“placa caliente”, post administracion de amitriptilina en dosis escalonadas.

GRUPO SUSTANCIA

Gl Control 178 6,5 16,9 6,0 173 55 922 60

G2 Agua destilada 16,7 58 16,0 54 192 74 232 60

G3 Tramadol 17,6 6,0 218 72 248 6,5 26,5 6,0
Amitriptilina

o 10 mg/Kg 180 58 209 7,0 220 62 24,2 67
Amitriptilina

e wmgkg o7 37 188 71 230 59 244 67
Amitriptilina . .

G6 30 mg/Kg 153 55 25,6 78 248 82 27,6 53
Amitriptilina )

& somgkg 220 71 260 78 273 49 259 78
Amitriptilina . )

68 somgkg 49 576 288 55 74 70 88 63

* Prueba ANOVA (p < 0,05) y métodos de comparacién mdltiple de Tukey y Student-Newman-Keuls (p < 0,05) para la prueba de la “placa caliente”, de los
grupos. A los 60 minutos, los grupos 6, 7 y 8 tuvieron mejor respuesta, en comparacion con los grupos 1y 2; a los 90 minutos, el grupo 6 fue mejor que los
grupos 1y 2; a los 120 minutos, grupo 8 fue mejor que el grupo 1, con una diferencia estadisticamente significativa.

En donde: X = media aritmética; DE = desviacion estandar.
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Los datos obtenidos fueron tabulados y expresados
enfrecuencias, mediasy desviacion estandar, segun
corresponde. Se aplicaron las pruebas de ANOVA
(luego de haber aplicado el test de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov), Fisher y coeficiente de
correlacion de Pearson. Se establecié un nivel
de significancia estadistica de p < 0,05, con un
intervalo de confianza de 95%. Se usaron como
soporte informatico Microsoft Excel Windows
2010°y el programa GraphPad Prism® version 5.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestra el tiempo de reaccion de
los roedores expuestos al calor durante la prueba
de la “placa caliente”, por cada grupo experimen-
tal. Se encontro que el efecto antinociceptivo de la
amitriptilina se presenté cuando fue administrada
en concentraciones mayores de 30 mg/Kgy a partir
de los 60 minutos de su ingesta. Se encontré una
correlacion lineal positiva entre la dosis adminis-
trada de amitriptilina, de manera escalonada (de
10 a 50 mg/Kg), y el efecto (tiempo de reaccion de
los roedores expuestos al calor) durante la prueba
de la “placa caliente” (r = 0,4909; p = 0,013; IC 95%;
coeficiente de determinacion r? = 0,2410, segln la
prueba de correlacion de Pearson) (Grafico 1).

En la tabla 2 se presentan las manifestaciones neu-
roconductuales de los roedores, observadas duran-
te la prueba de Irwin, luego de la administracion
de amitriptilina, a dosis escalonadas (de 10 a 50
mg/Kg). En la evaluacion neurofarmacolégica me-
diante la prueba de Irwin, al comparar los grupos
experimentales (a quienes se les administrd ami-
triptilina a dosis escalonadas) con los grupos de
control, observamos que se presentaron: sedacion,
en el grupo control y en el grupo 10 (p < 0,05); ex-
citacion, en los grupos 6 y 7 (p < 0,05); incoordina-
cion motora, en el grupo 10 (p < 0,05) y respiracion
anormal, en los grupos 9y 10 (p < 0,05) (Tabla 3).

En el grafico 2 se evidencia que la sedacion
es cada vez mayor segln se aumenta la
dosis de amitriptilina (de 10-50 mg/Kg), con
valores de: 18,8%, 40,6%, 46,9%, 56,2% y 81,2%,
respectivamente. Por otra parte, con respecto a la
presencia de la incoordinacion motora, se observé
la misma tendencia: 0%, 13%, 16%, 44% y 72%
(Grafico 3). La respiracion anormal se presentd
segun la dosis escalonada de amitriptilina: 0%,
25%, 34,3%, 56,2% y 50% (Grafico 4).
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Grafico 1. Relacion dosis-efecto de la amitriptilina en la prueba de la
“placa caliente”, en los primeros 60 minutos post administracion.
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Grdfico 2. Presencia de la sedacidn en la prueba de Irwin, post
administracién de amitriptilina a dosis escalonadas.

DISCUSION

La prueba de la “placa caliente” provoca un dolor
somatico clasico; es una prueba nociva de calor
inducido que ha demostrado proveer un buen
indice de la actividad antinociceptiva de las drogas
en humanos (actividad analgésica de alguna
sustancia). Este ensayo mide el dolor agudo,
debido a la activacion de nociceptores periféricos
por medio de un umbral de nocicepcion.t’

En este estudio se demostrd la actividad
antinociceptiva de la amitriptilina, administrada
en el rango de dosis de 30 a 50 mg/Kg, con una
correlacion lineal positiva, segin la prueba de
Pearson. En otra investigacion se demostré el
mismo efecto antinociceptivo de la amitriptilina
en la dosis de 50 mg/Kg; ademas, en ese estudio
se observd que la amitriptilina administrada
en dosis menores de 50 mg/Kg de amitriptilina
produce un efecto antinociceptivo equipotente al
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del tramadol. Segun otros autores, en dosis de 50 »
mg/Kg, el efecto es superior y equipotente al de la 0% 2
morfina.?® Por lo tanto, se plantea la probabilidad o

\ o e 5 w
de la intermediacion de receptores opioides en el g
. . . T S 30%
efecto antinociceptivo de la amitriptilina, lo cual : m - o
deberia ser explorado en futuros trabajos.” o
. ’ « s . 10mg 20mg 30mg 40mg 50mg
Sin embargo, otras vias también pueden explicar s cscaonadas

el efecto antinociceptivo de la amitriptilina, entre
ellas la regulacion del calcio, puesto que esta dro- . . . - ‘
. del les d lcio d Grdfico 3. Presencia de la incoordinacion motora en la prueba de Irwin,
gf-:‘ €s antagoms_ta € _05 canaies’ e ca F'O_ _epen' post administracion de amitriptilina a dosis escalonadas.
diente de voltaje a nivel presinaptico, inhibiendo
la liberacion de hormonas y neurotransmisores.*°
Asimismo, actda inhibiendo la recaptacion de mo- 2 ) ——_——
noaminas (aumentando su concentracion en la si- o

. .. . % 40%
napsis), que participan en las proyecciones entre el g i
tronco cerebral y los nlcleos de las astas dorsales T o
de la médula espinal, implicadas en la modulacion £
nociceptiva, potenciando los sistemas descenden- o . lz'g/ T S
tes inhibidores de la respuesta dolorosa.>*? Tam- Dosis scalonadas

bién posee otras acciones, tales como como blo- -
q_Lleadgr_de receptores mu§car|n|cos COl!h?fglCOS, Grafico 4. Presencia de la respiracién anormal en la prueba de Irwin, post
histaminicos Hl y adrenérgicos que participan en  administracién de amitriptilina a dosis escalonadas.

Tabla 3. Manifestaciones observadas en la prueba de Irwin, post administracion de amitriptilina en dosis escalonadas,
tanto en los grupos experimentales como en los de control.

Sedacion Si* Sit Noi Sit Si Sit Sit Sit*
Excitacion Si* Sit No Si¥ Sit* Si Not* No*
Piloereccion Si No Si Si Si Si Si Si
Incord. motora No* Not No No Si Si Si Sit*
Salto No No No Si Si Si No No
Respiracion anormal No* Not Sit Sit Sit Si Sit* Sit*
Marcha anormal No No Si No Si Si Si No

* Prueba exacta de Fisher (p < 0,05) para la prueba de Irwin. Comparacién entre: grupo de control y grupo de amitriptilina 50 mg/Kg, grupo de control y
grupos de amitriptilina 10, 20,40 y 50 mg/Kg, grupo de control'y grupo de amitriptilina 50 mg/Kg, grupo de control y grupo de amitriptilina 40 y 50 mg/Kg.

 Prueba exacta de Fisher (p < 0,05) para la prueba de Irwin. Comparacion entre: grupo de cafeina y grupos de amitriptilina 30-50 mg/Kg, grupo de cafeinay
grupo de amitriptilina 20 y 40 mg/Kg, grupo de cafeina y grupo de amitriptilina 50 mg/Kg; grupo de cafeina y grupo de amitriptilina 40 y 50mg/Kg.

# Prueba exacta de Fisher (p < 0,05) para la prueba de Irwin. Comparacion entre: grupo de diazepam y grupo de amitriptilina 10 mg/Kg; grupo de diazepam

y grupo de amitriptilina 10 y 20 mg/Kg.
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Tabla 2. Manifestaciones observadas en la prueba de Irwin, post administracion de amitriptilina

en dosis escalonadas.

Variable

Sedaci6n 6 188 13 406 15 469 18 562 2% 812
Excitacion 5 16 2 6 9 28 1 3 2 6
Piloereccién 4 u 15 46 10 3 13 4 U 8
ey 0 0 4 13 5016 U 4 B N
motora
Salto 7 29 1 31 11 344 0 0 1 31
eIy 0 0 8 25 11 343 18 562 16 50
anormal
Marcha anormal 1 3 11 34 9 28 2 6 0 0

la modulacion de la respuesta nociceptiva.®*** Asi-
mismo, se reconoce que la amitriptilina es anta-
gonista de los receptores histaminérgicos H,, que
intervienen en la percepcion de dolor.?®

Por otro lado, en este estudio, la prueba de Irwin
reveld que la amitriptilina indujo la sedacion, la
piloereccion, la incoordinacion motora, el salto, la
respiracién anormal (aumento-disminucién) y la
marcha anormal. El efecto de sedacidn se presentd
con mayor frecuencia cuando fue administrada
en dosis de 40 y 50 mg/Kg. Esto se deberia a la
actividad antagonista de la amitriptilina sobre los
receptores H, y adrenérgicos, en el cerebro.*

Considerando que a dosis de 50 mg/Kg se
presento el efecto antinociceptivo mas eficaz, esta
caracteristica farmacodinamica podria ser una
ventaja, para el uso de esta droga en eventos de
dolor agudo, pues el alivio del dolor también se
puede lograr tranquilizando al paciente.’’

La incoordinacion motora es un efecto extrapira-
midal reconocido de la amitriptilina, debido a su
accion sobre los receptores muscarinicos, lo cual
se manifiesta en el paciente mediante la alte-
racion de la postura, tono muscular, equilibrio y
coordinacion.®® La piloereccién es una manifesta-
cion que se relaciona con la estimulacion de los
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receptores, adrenérgicos, evento que se explica
por el mecanismo de la amitriptilina de inhibicion
de la recaptacion de monoaminas.®

Los saltos en el roedor pueden ser la expresion
de neuroexcitacion, que se observd en dosis
bajas de amitriptilina; los mecanismos implicados
pueden estar mediados por vias adrenérgicas
y serotoninérgicas.®® Es preciso resaltar que las
principales limitaciones que presenta este estudio
radican en la dificultad para la exploracion exacta
de los niveles y mecanismos de accion; por ello,
se recomienda que esto se indague y considere
en futuros estudios. Sin embargo, considerando
que la amitriptilina es una droga empleada en la
clinica, este estudio brinda informacion atil para la
comunidad médica.

CONCLUSIONES

Se demostrd la accion antinociceptiva aguda de
la amitriptilina cuando es administrada en rangos
de 30-50 mg/Kg. Se observd, concomitantemente,
como principales manifestaciones neuroconduc-
tuales: sedacion, piloereccion, incoordinaciéon mo-
tora, salto y respiracion (aumento-disminucion) y
marcha anormales.
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