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Efecto analgésico de ketorolaco en un modelo experimental de sumacién

temporal y espacial en sapos espinales

Resumen

El propésito de la investigacion fue determinar la accion analgésica de
ketorolaco en sapos espinales empleando el modelo experimental de dolor agudo
en sumacion temporal y espacial. La accién de analgésica de ketorolaco se evalu6
por la cuantificacion del reflejo de retirada de la pata y evaluacion
electromiografica. La muestra fue conformada por 140 sapos que fueron
seleccionados de acuerdo a los criterios de inclusién, divididos en: 1) 90 sapos
para la validacion del modelo experimental de dolor agudo; 2) 30 sapos para
comparar la actividad del ketorolaco frente a memantina; 3) 20 sapos para evaluar
la actividad electromiografica del musculo semimembranoso. El andlisis estadistico
fue realizado empleando el software SPSS version 14.0 para Windows. Se
realizaron andlisis descriptivos y pruebas estadisticas de significancia Kruskal
Wallis y la prueba U de Mann Whitney. Los resultados encontrados demuestran
que el ketorolaco disminuye el reflejo de retirada de la pata de los sapos espinales
inducido por acido sulfarico empleando el modelo experimental de dolor agudo de
sumacion temporal y espacial, ketorolaco produjo también disminucion de la
actividad electromiografica del musculo semimembranoso en frecuencia y

amplitud.

En conclusién, ketorolaco, en condiciones experimentales, tiene un efecto
analgésico al ser empleado en el modelo experimental de sumacion temporal y

espacial en sapos espinales.

Palabras clave: ketorolaco, receptores de NMDA, sumacion temporal y espacial,

modelo experimental de dolor agudo



Analgesic effect of ketorolac using an experimental model of temporal and
spatial summation in spinal toads

Summary

The purpose of the research was to determinate the analgesic effect of
ketorolac in spinal toads using the experimental acute pain model of temporal and
spatial summation. The analgesic Ketorolac action was evaluated by the
quantification of the toad's leg rise reflection and electromyography activity
evaluation. The sample was conformed for 140 toads, that were selected according
to the inclusion criteria divided in: 1) 90 toads to validation of experimental acute
pain model; 2) 30 toads to compare the ketorolac activity against memantine; 3) 20
toads to evaluate the electromyography activity of semimembranosus muscle.
Descriptive analyses, Kruskal Wallis and U Mann Withney statistical analyses were
made with SPSS 14.0 software for Windows. The research had showed that
Ketorolac reduced the toad's leg rise reflection induced by sulfuric acid using the
experimental acute pain model of temporary and spatial summation in spinal toads.
In addition, ketorolac also reduced the electromyography activity in frequency and

amplitude of the semimembranosus muscular contraction.

In conclusion, ketorolac showed analgesic effect using an experimental model of

temporal and spatial summation in spinal toads.

Key words: Ketorolac, NMDA receptors, temporal and spatial summation,

experimental acute pain models
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l. Introduccion

El dolor es una constante que se presenta posterior al acto postquirtrgico. Recientes
investigaciones muestran que después de un acto quirdrgico se provocan cambios
locales que van a incrementar la excitabilidad de las neuronas periféricas y en la médula
espinal lo cual contribuye a la severidad del dolor postquirtrgico. '* Los receptores de
NMDA han sido sugeridos como criticos para el desarrollo de la sensibilizaciéon a nivel
del sistema nervioso central, los cuales tal vez amplifiquen el dolor postquirtirgico'® Hay
evidencias de que la transmision glutamatérgica en receptores de NMDA es un
mecanismo para incrementar la sensibilidad algésica a nivel del sistema nervioso

central®®

y tienen un rol protagénico en las respuestas hiperalgésicas que aparecen
después de una lesién periférica o inflamacién.?

Los AINEs no solo tendrian su accién analgésica por inhibicion de las cicloxigenasas
(COXs)? sino ademas antagonizarian los receptores de NMDA® a nivel central. Esto
explicaria el empleo frecuente del ketorolaco en diversos actos postquirurgicos.

En la mayoria de los estudios experimentales de dolor agudo, se emplean animales
en estado consciente lo que influye en las respuestas dolorosas de los animales, ya que
el dolor se puede modular en el asta dorsal de la médula espinal. El estado conciente de
animal dificulta la interpretacién de los resultados obtenidos y es una limitante para
poder evaluar el dolor fidedignamente.

Los objetivos de la presente investigacion fueron: 1) Validar el modelo experimental
de dolor agudo en sumacién temporal y espacial a través del reflejo de retirada de la
pata del sapo espinal provocado por &cido sulfurico con el fin de disponer de un test
farmacoldgico de evaluacién de dolor; 2) Comparar la actividad analgésica de ketorolaco
con un antagonista no competitivo de receptores de NMDA utilizando el modelo
experimental de sumacién temporal y espacial; y 3) Evaluar la actividad
electromiogréfica de la contraccibn muscular del musculo semimembranoso al
exponerse al acido sulfarico el tercio distal del dedo largo de la pata trasera de sapos
espinales.

11



Il. Marco teodrico

2.1 Antecedentes

En la revision bibliogréafica sobre el mecanismo de antinocicepcion de los AINEs tanto
a nivel periférico y central Burian M. et al.” sostienen que la ciclooxigenasa (COX -2) es
la que se produce mas a nivel central que la COX-1, esta COX-2 es inducida por el
factor nuclear tumoral alfa (FNT-a), interleuquina 1-beta (IL-18). Ante un estimulo nocivo
las neuronas periféricas en el asta dorsal en la médula espinal provocan la liberacion de
glutamato y sustancia P, ademas de producir PG E, producto de la COX-2. El glutamato
ejerce accion en receptores de NMDA y AMPA lo que va a provocar una respuesta
dolorosa.

Burian M. et al.? estudiaron los efectos antihiperalgésicos periféricos y centrales del
diclofenaco (oral vs topico) en un modelo experimental de dolor inflamatorio en
humanos. El diclofenaco, después de una hora de administracion tépica, fue mas
efectivo que por la via oral, alcanzando una alta concentracion tisular. El diclofenaco
oral presenta una gran eficacia antihiperalgésica de 2-2.5 horas luego de su
administracion, cuando la concentracion tisular para ambas vias de administracién no
muestra diferencias significativas. La gran eficacia antihiperalgésica del diclofenaco se
sugiere un mecanismo a nivel del SNC.

Sotgiu ML. et al.®> determinaron que la excitacién inducida por N-metil-D-aspartato
(NMDA) sobre neuronas de amplio rango dinamico fue prevenido o reducido por la
aplicacién previa o posterior de ketorolaco después del comienzo de la eyeccion de
NMDA. Los datos sugieren que el ketorolaco puede poseer su efecto analgésico central
por la interferencia con la actividad del receptor del NMDA en neuronas espinales.

Romundstad et al.*, en el estudio realizado en voluntarios sanos, investigaron la
combinacion de propacetamol (acetaminofen) y ketorolaco sobre el dolor por presion,
determinando que la tolerancia repetida a presiones dolorosas (PPTT) disminuia en los
voluntarios quienes recibieron 30 mg de ketorolaco y 2 gr de propacetamol. Este
aumento del PPTT se deberia al sinergismo de las propiedades analgésicas del
ketorolaco y paracetamol, ya que el paracetamol inhibiria la sintasa de éxido nitrico y
estimularia el mecanismo antinociceptivo de la serotonina a nivel supraespinal.

Los receptores de NMDA han sido sugeridos como criticos para el desarrollo de la
sensibilizacion a nivel del SNC; los cuales, tal vez, amplifiquen el dolor postoperatorio.

Hay abundantes evidencias de que la transmision glutamatérgica en receptores de
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NMDA es un mecanismo para incrementar la sinapsis y la induccién del sistema
nervioso central. Nishimura et al.’® demostraron que los receptores de NMDA
conteniendo la subunidad GlueRe2 estan implicados en el dolor postoperatorio en
ratones mutantes.

Bolshavok et al.?, en el estudio de disefio de antagonistas para receptores NMDA y
AMPA en ratas de 13 a 20 dias de edad, estudiaron tres cationes organicos: mono y
dicationes derivados de adamantina, fenilciclohexil, trifenilmetano y difenilmetano. El
antagonismo de estas tres drogas fue estudiado sobre receptores nativos de neuronas
de ratas y sobre la recombinacién de receptores GluR1 expresado por Xenopus oocytes.
El andlisis de la actividad-estructura sugiere que todos los monocationes organicos
derivados de adamantina (fenilciclohexil y IEM-1618) son antagonistas selectivos de
receptores de NMDA y a la vez fueron mucho menos efectivos sobre los receptores
AMPA.

La inyeccidn intraperitoneal de toxinas, asi como endotoxinas, lipopolisacaridos (LPS)
estd asociada con la caracterizacion del incremento de la sensibilidad al estimulo
doloroso (hiperalgesia). Jhonston et al.” demostraron que la inhibicién de la analgesia
por morfina 24 horas, después de una simple inyeccion intraperitoneal de LPS, tiene
mecanismos que contribuyen a la hiperalgesia y el desarrollo de tolerancia analgésica a
la morfina. Especificamente, la analgesia por morfina fue restaurada si los LPS eran
precedidos por la administracion sistémica de antagonistas no competitivos de
receptores de NMDA (MK-801 por infusion espinal de un inhibidor metabdlico
(Fluorocitrato), o la microinyeccion intracerebroventricular de un antagonista de
receptores opiodes (Naloxona). Los resultados demuestran que los LPS inhiben la
analgesia brindada por morfina.

Lee et al.® estudiaron la respuesta antinociceptiva tras la administracién de NMDA en
el area orofacial. Para este propésito, los efectos de la administracién intracisternal de
NMDA sobre el test de formalina orofacial fueron monitorizados por el libore movimiento
de las ratas. Los investigadores también estudiaron el mecanismo de la respuesta
antinociceptiva del NMDA. El estudio se realiz6 en 80 ratas Sprague-Dawley machos.
Los resultados sugieren que la administracion de NMDA intracistema produce
disminucién de la respuesta de la conducta dolorosa y también produce caida del efecto
antinociceptivo en el test orofacial de formalina, los opiodes de la misma forma parecen
estar envueltos en la induccién antinociceptiva en el area orofacial.

Kim et al.? evaluaron la administracién de interleuquina-1p intracisternalmente para

inhibir la respuesta de comportamiento evocada por NMDA en el area orofacial de
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movimientos libres en ratas, para ello emplearon 90 ratas Sprague-Dawley con pesos de
300-350g. La interleuquina 1-B derivada del cerebro ha sido involucrada en la
modulacién del proceso nociceptivo. Los resultados sugieren que las citoquinas
inyectadas intracisternalmente parecen producir efectos antinociceptivos en el modelo
de dolor evocado por NMDA del area orofacial, y el efecto antinociceptivo parece ser
mediado por via de los opiodes.

Christoph et al.’® estudiaron el posible mecanismo periférico del efecto antialodinico
de antagonistas que actuan en el lugar glicinag en receptores NMDA periféricos en ratas
machos Sprague-Dawley. Se administraron dos antagonistas de sitios de glicinag en
receptores NMDA (5,7-DCK y L-701,324) en dos modelos de dolor neuropatico en ratas.
L-701,324 fue estadisticamente mas significativo en la inhibicién central de la actividad
evocada por receptores NMDA. Asi mismo, los autores sugieren que los receptores
periféricos de NMDA, tal vez, contribuyan substancialmente a la eficacia de antagonistas
en dolor neuropatico.

Yasushi et al.'

reportaron un protocolo para la determinacion de la localizacion de
varios receptores sobre neuronas colinérgicas en varias regiones del cerebro. Los
investigadores aplicaron el método para investigar receptores GABA y NMDA
localizados sobre el estrato de neuronas colinérgicas en ratas. Cuando el estrato de
neuronas colinérgicas fue selectivamente destruida por administracion intraestratal de
neurotoxina colinérgica, ion de etylcolina mustard aziridinium, el nimero de receptores
de GABAA y NMDA decrece. Sin embargo, no significo cambios sobre receptores de
GABAg. Estos resultados sugieren que los receptores NMDA y GABAa, pero no GABAg
estan localizados sobre neuronas colinérgicas en el stratium.

La capsula lateral del nacleo central de la amigdala es ahora definida como la
“amigdala nociceptiva” por su alta concentracidn de neuronas que son activadas
exclusivamente o preferencialmente por estimulos nocivos. Weidong'? indujo artritis, por
administracion de carragenina / kaolin en la rodilla de las ratas. Se comparo6 la actividad
de un antagonista selectivo de receptores de NMDA (APS5) y un blogueante no selectivo
de receptor de NMDA (NBQX). Los datos obtenidos del estudio sefnalan que el
antagonista selectivo de receptores de NMDA (AP5) inhibié las respuestas al estimulo
nocivo de dolor de artritis e incrementd la respuesta a estimulos inocuos en artritis. El
blogueante no selectivo de receptor de NMDA (NBQX) inhibié la actividad y evocacién
bajo respuestas en condiciones normales y artritis. Estos datos sugieren que la
activaciéon de ambos receptores de NMDA y no NMDA contribuyen al dolor relacionado

con la sensibilizacion de neuronas de la amigdala.
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La exitoxicidad por glutamato ha sido implicada en la enfermedad de Alzheimer y
Parkinson. Los antinflamatorios no esteroideos (AINES) reducen el riesgo de padecer la
enfermedad de Alzheimer a través de mecanismos poco claros. Casper et al.”
examinaron los efectos de la aspirina, acetaminofén e ibuprofeno sobre células
embrionarias neuronales de mesencéfalo de rata, que es el area primaria afectada en la
enfermedad de Parkinson. El ibuprofeno disminuyd significativamente el decremento de
dopamina causada por glutamato indicando la preservacion de la integridad neuronal.
Asi, los AINES protegen las neuronas contra la excitoxicidad in vitro y se perfilan como
agentes neuroprotectores contra la enfermedad de Parkinson.

Los procesos inflamatorios en el sistema nervioso central, se piensan, pueden

1. con la administracion crénica

contribuir a la enfermedad de Alzheimer. Mesches et a
de los AINEs encontraron que estos farmacos disminuyen la incidencia de la
enfermedad de Alzheimer. Sin embargo hay pocos estudios, sobre el impacto de la
administracion cronica de AINEs.

La cirugia causa comunmente dolor y plasticidad neural que son Unicos comparado a

.'® desarrollaron un estudio usando la

otros problemas persistentes de dolor. Zahn et a
incisiéon plantar como modelo de dolor postoperatorio, para lo cual examinaron el rol de
receptores ionotrépicos de aminoacidos excitatorios en la sensibilizacion del asta dorsal
de la médula espinal en la sensibilizacion temprana después de la incision. Los
resultados del estudio demuestran que NBQX un antagonista de receptores de NMDA
inhibi6 la sensibilizacion central en el asta dorsal de la médula, mas no asi el MK-801
antagonista de receptores no NMDA.

Parsons'® en una revisién bibliografica sobre el papel de receptores de NMDA
periféricos y centrales expone que la hiperalgesia y alodinia son desarrollados por injuria
del tejido nervioso periférico, que no solamente incrementa la intensidad de la
sensibilidad de los nociceptores aferentes en el lugar de la injuria, pues también
dependen de la receptores de NMDA que median cambios a nivel central en la
excitabilidad sinaptica. Desafortunadamente la mayoria de agentes que bloquean los
receptores de NMDA causan numerosos efectos colaterales asi como deterioro de la
memoria, efectos psicotomiméticos, ataxia e incoordinaciéon motora. Datos recientes
indican que los receptores de NMDA estarian involucrados en dolor e inflamacion
visceral. Ademas algunos estudios sefialan que habrian receptores de NMDA a nivel
periférico que serian en un futuro blanco para nuevos fdrmacos y una buena alternativa
para su uso para la prevencién de dolor por su bloqueo a nivel periférico y asi tener
menores efectos adversos a nivel de SNC.
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Palazzo et al."”

evaluaron la posible contribucion de receptores de glutamato
metabotrépicos (MGLURs) en la antinocicepcion inducida en la sustancia negra
periacueductal en ratas Wistar machos (250-300g). Los datos obtenidos sugieren que el
glutamato endbégeno podria modular la nocicepcion a través de receptores
metabotrépicos de glutamato y receptores de NMDA en la sustancia gris periacueductal.
La estimulacién fisiologica de estos receptores parece requerir la induccién de
cannabinoides en la analgesia en el cerebro medio.

El objeto del estudio de Harris et al."® fue determinar el rol de los receptores
metabotrépicos del grupo I, la subunidad NR2B de receptores de NMDA, asi como
también los receptores NK1 y NK3 en conejos descerebrados. Los datos obtenidos del
estudio confirman la importancia de los receptores de NMDA como criticos en el proceso
de sensibilizacion central pero no solo estipula el rol de los receptores metabotropicos
del glutamato sino también deben ser bloqueados simultdneamente los receptores de
taquikininas para la hiperalgesia.

El rol de preparados de complejo B como coadyuvante analgésico es controversial.

Reyes et al.”®

caracterizaron la potenciacion del efecto antinociceptivo del diclofenaco
por preparados de complejo Vitamina B usados en un modelo de dolor inducido de
deterioro funcional en ratas. La administracion de cianocobalamina incrementa
significativamente la antinocicepcién inducida por la administracion de diclofenaco.
La sumacion temporal es un reflejo de dolor secundario a nivel del asta dorsal de la
meédula espinal y es una forma de nocicepcion a nivel del SNC. En experimentos
animales y humanos en las neuronas de amplio rango dinamico se ha demostrado que
est4 regida por receptores de NMDA y de la sustancia P (Staud et al).?°

El dolor forma parte de los sistemas que tiene el organismo para mantener la
homeostasis. En circunstancias fisiol6gicas tiene una funcion protectora pero existen
patologias en que el dolor se convierte en un sintoma capital que llega a ser el centro de
la enfermedad. La investigacion bésica y clinica ha avanzado mucho en los Gltimos anos
en su intento de conocer a fondo los mecanismos intimos de la nocicepcién. Esto ha
sido posible gracias a los modelos animales de dolor. Es necesario que este tipo de
investigaciones se realicen bajo las orientaciones de unas guias éticas para la

experimentacién con animal consciente. Ortega et al.”’

plantean que los modelos de
dolor agudo y cronico son utiles para el estudio y desarrollo de nuevos tratamientos
farmacoldgicos, sin embargo hay circunstancias que pueden dificultar la interpretacion
de los resultados obtenidos. La irrupcién de técnicas que inducen modificaciones

genéticas en los animales de experimentacion donde generalmente se emplean ratones
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esta permitiendo la comprobacion de los conocimientos que hasta ahora se habian
concluido en base a los estudios farmacol6gicos.

Los receptores de NMDA parecen desempefiar una funciéon poco importante en las
respuestas nociceptivas provocadas por la estimulacién aguda de tejidos somaticos
normales interviniendo, eso si, en las respuestas hiperalgésicas que aparecen después

22 gl evaluar la funcion de los

de una lesion periférica o inflamacién. Olivar et al.
receptores de NMDA en el procesamiento de los estimulos dolorosos viscerales frente a
los estimulos dolorosos somaticos en el uréter izquierdo de ratas Wistar, hembras
adultas, encontraron que los antagonistas de los receptores de NMDA inhiben los
reflejos nociceptivos provocados en el uréter normal, y sugieren que los receptores de
NMDA estan implicados en el procesamiento de los estimulos nociceptivos agudos en
las visceras.

Gonzélez-Darder® analiza los modelos animales de dolor actualmente aceptados por
la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), describiendo sus
caracteristicas y utilidad. Se describen los aspectos éticos a ser tenidos en cuenta para
el disefio de modelos y experiencias con modelos animales de dolor. Finalmente, se
describen las caracteristicas que debe cumplir un modelo animal de dolor para ser

validado.
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2.2. Bases teoricas
2.2.1. El dolor, mediadores involucrados

El dolor es una constante que acompana a la mayoria de procedimientos quirurgicos. Es
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafo, real o
potencial, a los tejidos. (International Association for the Study of Pain; IASP) *3.

El dafo tisular asociado con el inicio de la cirugia, un cambio local en la sensibilidad de
los nociceptores y también la estimulacion de la sensibilizacién central (un incremento
en la excitabilidad de neuronas en la médula espinal) tal vez contribuyan a la severidad
del dolor postoperatorio®. A nivel central no solo los receptores de NMDA estan
involucrados (sensibilizacién del asta dorsal de la médula espinal)’®. Ademés de los
receptores de NMDA se tiene evidencias de otros receptores como los receptores no

5,18,37

NMDA (AMPA y Kainato), takinininas y neurokininas

La transmisién de la senal nociceptiva de neuronas nociceptivas primarias hacia el
nociceptor secundario en el asta dorsal de la médula espinal envuelve'® un sistema
amplio de neurotransmisores’. Con el descubrimiento de aminoacidos excitatorios asi
como glutamato en el sistema nervioso central diferentes lineas de investigacion
evidencian la implicancia del glutamato como neurotrasmisor excitatorio en la médula
espinal®’. Diferentes factores también han sido mostrados en la iniciacion y el
mantenimiento de la nocicepcién®. Un importante grupo de moléculas pronociceptivas
son los prostanoides en este grupo se incluye a PGs, PGl, y PGE,, ambas relacionadas
con la produccion de dolor en ratas al ser administradas periféricamente’. Los
prostanoides también se sintetizan y poseen una accién central,?®%"3? |os niveles de
PGE: se incrementan en la médula espinal después de la activacién de los nociceptores
a nivel perfiférico.

El asta dorsal de la médula espinal es un lugar importante en la integracién y la
modulacién de la transferencia sindptica de la entrada de estimulos nerviosos de la
periferia al SNC, varios neurotransmisores median esta informacién; péptidos como
sustancia P, neurokinina A (NKA) el péptido del gen relacionado con la calcitonina.
(GGRP) asi también aminoacidos excitatorios como glutamato actian en lugares
especificos y juegan un rol importante en la hiperexcitabilidad, contribuyendo asi a la
generacion de Wind-Up (Mendell & Wall, 1965; Mendell, 1966)°*°" y sensibilizacién

central®’.

La inyeccion del &cido de NMDA en la médula espinal de roedores usualmente ha sido

reportado como inductor de reacciones de hiperalgesia o comportamientos aversivos
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consistentes en: morder, arafar y lamer®. Existen también evidencias electrofisiolégicas
de que los receptores de amino&cidos excitatorios median la transmisién sinéptica'® de
la informacién somatosensorial en el asta dorsal de la médula espinal.'® Estos
resultados sugieren que el glutamato es un neurotransmisor excitatorio'® que juega un
rol importante en la transmision del dolor en la médula espinal y los nucleos

trigeminales®.

Ademds del neurotransmisor excitatorio, glutamato, la IL-1B ha sido implicada en la
modulacién de la respuesta nociceptiva en la médula espinal, pero esta citoquina es
liberada por macréfagos y monocitos durante la infeccién y juega un rol importante en la
respuesta inflamatoria aguda®.

La PGE; produce la activacién electrofisiologica de las neuronas del asta dorsal para la
facilitacion de la liberacién del neurotransmisor', despolarizacion directa de la membrana
postsingptica e inhibicion de la activacidén del receptor de glicina. Los prostanoides son
productos del metabolismo de &cido araquiddnico por COX, una enzima que consta de
dos isoformas COX-1 y COX-2*, y una nueva variante de la COX-1 descrita en los
trabajos experimentales como COX-3%032,

La COX-3 es expresada a nivel del SNC en monocitos y células endoteliales por lo que
es considerada uno de los mediadores de inflamacién y dolor en SNC en caninos®' 'y

32

humanos Esta distribucion de COX-3 explica los mecanismos de accion de

acetaminofen a nivel central sobre la fiebre y el dolor.?® Representa el 30% de los

niveles de mRNA de COX-12?, en cerebro y medula espinal. %

El dolor también tiene un componente emocional fuerte y esto es generalmente asociado
a afectos como depresién y ansiedad los que se cree son mediados a través de circuitos
que se relacionan con la amigdala'®. La amigdala es una estructura del l6bulo temporal
medial y comprende diferentes estructuras anatomicas y distintos nucleos funcionales.
El ndcleo central de la amigdala proporciona la salida de la mayoria de funciones
incluyendo el control de la modulacion del sistema descendente del dolor. La capsula
lateral del nucleo central de la amigdala es definida ahora como amigdala nociceptiva

por la gran cantidad de neuronas que procesan la informacién nociceptiva 2.

Estudios experimentales evidencian que la transmisién glutamatérgica en receptores
NMDA es un mecanismo para un incremento en la transmisién sinaptica y la induccién
de la sensibilizacién a nivel del SNC'. Muchos estudios han demostrado que la

nocicepcién y la hiperalgesia son mediados por receptores de NMDA>'"?2 Sj los
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receptores de NMDA estan involucrados en dolor postoperatorio, que subunidad es
responsable, es algo que algunos estudios tratan de revelar®.

2.2.2. Modelos experimentales para el estudio del dolor

Los modelos de dolor agudo y crénico son utiles para el estudio y desarrollo de nuevos
tratamientos farmacoldgicos, sin embargo hay circunstancias que pueden dificultar la
interpretaciéon de los resultados obtenidos (Ortega et al., 2002) ?'. Casi todas las
investigaciones sobre el dolor emplean animales en estado consciente (Ortega et al.,
2002; Gonzales- Darder., 2000)?"* lo que va a influir en las respuestas dolorosas que
presenten los animales. El dolor puede ser modulado a nivel del SNC, por lo que
algunas respuestas dolorosas pueden ser modificadas en el sistema ascendente que
conduce los impulsos nerviosos o el sistema descendente que disminuye la entrada de

impulsos nerviosos o estimula la liberacion de opiaceos endégenos.

Los modelos conocidos y estudiados para el estudio del dolor en animales son: el test de
retirada de la cola de la rata ante un estimulo térmico (Tail-flick test), test del plato
caliente (Hot-plate test), estimulacion de la pulpa dental, test del formol. Todos estos

modelos se realizan en animales en estado consciente (Gonzéles- Darder., 2000) %
2.2.3. Glutamato y receptores de NMDA

El glutamato es conocido como el neurotransmisor de la sensibilizacién del circuito
nociceptivo y los receptores de NMDA han sido mostrados como los mas importantes
receptores implicados en el mecanismo del dolor agudo y crénico y parecen ofrecer una

prometedora alternativa para la terapéutica antihiperalgésica'® .

De acuerdo a muchos estudios un rol crucial en el mecanismo de procesamiento de la
informacion nociceptiva a nivel de la médula espinal es atribuido a los receptores
ionotrépicos de NMDA?®. La activacion de estos receptores es la base de la
sensibilizacion central, asociada con hiperalgesia, inducida por dano periférico
incluyendo trauma quirdrgico. Asi farmacos que interfieren con la actividad de los
receptores de NMDA pueden ser importantes para alcanzar algun control de sefales
nociceptivas®'®. La sensibilidad dolorosa también envuelve la activacién paralela de

diferentes tipos de receptores: takiquininas, NMDA y receptores no NMDA'®,

El glutamato activa dos clases mayores de receptores: ionotrdpicos y metabotrépicos.
Los receptores ionotrépicos son clasificados en 3 subclases: AMPA, NMDA y Kainato.
Existen varias evidencias clinicas de que la hiperalgesia y alodinia producidas a nivel

periférico o la injuria nerviosa no son los Unicos en incrementar la sensibilidad primaria
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de los nociceptores aferentes. Los receptores de NMDA median cambios en la
excitabilidad sinaptica central®. Estudios de farmacologia molecular han revelado la
existencia de al menos 8 receptores metabotropicos de glutamato mGlu (mGlu1-mGlu8).
Los receptores mGlu1 y mGlu5 activan a la fosfolipasa C y estan incluidos en el grupo |,
otros receptores tienen efectos negativos sobre la adenililciclasa (mGlu2 y mGlu3) y son
del grupo Il 'y del grupo Il (mglu4, mGlu6, mGlu7, mGlu8); sin embargo el rol que

poseen en el procesamiento del dolor todavia esta lejos de establecerse'”.

El receptor ionotropico de NMDA esta compuesto de dos subunidades GluRg (NR1) y
GluRe (NR2) y la diversidad molecular de la familia de la subunidad GluRe (GluRe1-
GluRe4) es considerada como el que provee la heterogeneidad funcional de los

receptores canal i6nico de NMDA?.

Ademas de las diferencias de los agonistas en los dominios de reconocimiento, los
receptores de NMDA y AMPA forman diferentes canales ionicos. Los canales de
receptor de NMDA tienen una conductancia de ~ 50ps, son altamente permeables al

calcio y son bloqueados por magnesio®.

En diferentes experimentos con inyeccion de antagonistas de NMDA se ha demostrado
que los receptores periféricos de NMDA contribuyen también en la sensibilizacién bajo
condiciones de inflamacion e injuria tisular. Sin embargo el potencial terapéutico de los
antagonistas de receptores de NMDA para el tratamiento de dolor neuropatico

permanece desconocido?®.

El receptor de NMDA por lo tanto juega un rol primordial en la nocicepcion y la
transmision somatosensorial. Los antagonistas de NMDA han sido probados para el
tratamiento de dolor crénico, incluyendo dolor neuropético. Estos antagonistas se cree
inhiben la sensibilizacién central, sin embargo su uso clinico es limitado pues producen
ademas del efecto analgésico efectos adversos como alucinaciones y ataxia'®. La
liberacion de glutamato en la periferia en las neuronas nociceptivas primarias ha sido
sugerida en la modulacion de excitabilidad aferente bajo condiciones de injuria tisular e

inflamacion'®.
2.2.4. Antagonistas de receptores de NMDA

La inhibicidon funcional de receptores de NMDA puede ser lograda a través de acciones
en diferentes lugares de reconocimiento como en lugares primarios (competitivos), lugar
de la glicina (glicinag) insensible a estricnina, sitio de poliaminas (selectivos de NR2B) y

el lugar de accién de la fenciclidina localizado dentro del canal catiénico. Los
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blogueantes de canal de NMDA actuan de forma incompetitiva “dependientes del uso”
significando que ellos solo bloquean el canal en un estado abierto .

MK-801, fenciclidina, ketamina memantina, aminoacridina, amidas poliaminas y muchos
compuestos relacionados son bloqueantes de receptores de NMDA en concentraciones

micromolares'.

Desafortunadamente, los antagonistas que bloquean completamente los receptores de
NMDA causan numerosos efectos adversos como perdida de memoria, efectos
psicotomiméticos, ataxia e incoordinacién motora, ademas de producir una pedida o
disminucién de la transmisién sinaptica normal’®. El desafio es por lo tanto desarrollar
antagonistas de receptores de NMDA que prevengan la activacion patolégica pero no

impedir la activacion fisiolégica®.

El rol que presentan los receptores de NMDA en la nocicepcion visceral e inflamatoria
ofrece un blanco atractivo para los antagonistas de receptores de NMDA que no crucen
la barrera hematoencefalica, evitando asi efectos a nivel del SNC y produciendo
anitnocicepcion en receptores periféricos de NMDA'®. El uso de agonistas opiodes
(morfina) y antagonistas de receptores de NMDA previene el desarrollo de tolerancia a
los opiodes en el tratamiento del dolor crénico, lo que muestra la importancia de
receptores de NMDA en procesos dolorosos’.

Antagonistas del receptor ionotropico de NMDA incluyendo memantina inhiben el
desarrollo de la tolerancia a la morfina®. Estudios recientes han mostrado que la
combinacion de antagonistas de receptores de NMDA, agonistas de receptores p
opiodes (morfina) o agonistas de a, adrenoceptores como clonidina, resultan en un
incremento de la actividad analgésica en modelos animales de dolor®’. Asi los resultados
de la combinacion de antagonistas de receptores de NMDA con morfina o clonidina tal
vez sea una nueva forma de tratar estados de dolor cronico, sin embargo la naturaleza
de estas interacciones permanece aun desconocida®’. Memantina y neramexana fueron
seleccionados como antagonistas representativos de receptores NMDA por poseen un
mecanismo de bloqueo del canal voltaje dependiente de NMDA. La memantina también

potencia el efecto antihiperlagésico de la clonidina®”.
2.2.5 Accion de los AINES en el sistema nervioso central

Los AINEs son los farmacos mas ampliamente usados en la terapéutica del dolor e

inflamacion®?2.
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La eficacia de los AINEs en la disminucion del dolor es el resultado de su capacidad de
inhibir la COX-1 y COX-2 cuya accion enzimatica es producir la sintesis de
prostaglandinas®*2. La COX-2 es la isoforma predominantemente expresada en tejidos
injuriados y una fuente principal de prostanoides durante la inflamacién'. Aunque la
induccion de la expresion de COX-2 por estimulos inflamatorios es mayormente
responsable de altos niveles de prostanoides en el lugar de inflamacion, el rol de COX-1
en la modulacién de la respuesta inflamatoria no debe ser menoscabado ya que en
ratones con deficiencia del gen de COX-2, la COX-1 juega un rol en la percepcion del

dolor'2%3!

La dos isoformas COX-1 y COX-2 estan relacionados en la reaccién inflamatoria® y tal
vez contribuyan en la sensibilizacion periférica donde la respuesta inicial de los

1,42
ol

prostanoides es dependiente de COX-1 y COX- , en particular del incremento de
PGE,, que juega un rol importante en la sensibilizacion periférica de terminaciones libres
a estimulos nocivos'?. En contraste a la situacién en la periferia ambos mRNA de COX-1
y COX-2*2 son expresados constitutivamente en neuronas y elementos no neuronales de
la seccién cervical y lumbar de la médula espinal'. COX-2 parece ser la isoforma
predominante y esta presente en neuronas de todas las laminas, particularmente en las
capas superficiales de motoneuronas y células no neuronales como los astrocitos'. La
mayor sintesis de PGs proviene de la COX-2 ? en el asta dorsal de la médula espinal,

esto talvez contribuya al proceso nociceptivo'.

En la médula espinal hay diferencias significativas en la produccién de las COXs, el
incremento de las interleuquinas, IL-1a y IL-1B, va a inducir una mayor produccién de la
COX-2°, regulacién ascendente, que es paralela a la elevacion substancial de PGE; en
fluido cerebral y el comportamiento hiperalgésico de los animales’. Asi COX-2 en la
meédula espinal parece tener un rol mayor en la elevacibn de PGE;, durante la
inflamacion periférica y es la mayormente responsable para la hipersensibilidad central

observada en la inflamacion'*2.

A nivel neuronal la prolongada actividad en aferentes primarios pequefios generada por
la inflamacion local resulta en la liberacion evocada de glutamato/aspartato y SP en la
conduccion a nivel de médula espinal. La activacién de receptores AMPA (a- amino-3-
hidroxi-5metil-4-isoxazol de &cido propionico) y NK-1 en el asta dorsal de la médula
espinal, tal vez produce una actividad sinaptica dependiente que incrementa la
trascripcion de una variedad de enzimas incluyendo COX-2 a nivel de médula espinal.

Las reacciones de infamacion periférica estan asociadas con la injuria tisular y producen
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la liberacion de citoquinas proinflamtorias asi como TNF-a e IL-1B, lo cual puede realzar
la trascripcion de COX-2." Un punto controversial es que la produccién de IL-1B que es
liberada en la periferia se comprobd que no puede atravesar la barrera hematoencefalica

por lo que la produccién de IL-1B a nivel del SNC es por sintesis de novo "%/,

El efecto antihiperalgésico de los AINES ha sido atribuido tradicionalmente a la inhibicion
de la formacién de PGs en tejidos periféricos', sin embargo, datos de estudios en
animales sugieren que la inhibicion de PGs sintetizadas localmente, no explican
completamente el espectro de eficacia de éstos farmacos. Diferentes estudios
preclinicos han mostrado evidencias de que los AINEs tendrian un efecto a nivel de la

médula espinal’®

, produciendo inhibicién de las COXs y uniéndose a otros tipos de
receptores relacionados al dolor>®'*2, Diclofenaco es un AINE que segin estudios ha
mostrado tener efectividad en enfermedades reuméticas y no reumaticas, la actividad
analgésica y antiinflamtoria ha sido relacionado con la inhibicién de sintesis de PGs'®,
ademas de otros estudios que han mostrado efecto antinociceptivo a nivel central®®. Asi
mismo, el paracetamol segiin Romundstad et al.* presenta actividad antinociceptiva por
inhibicién de la éxido nitrico sintasa y accidén sobre la actividad de serotonina a nivel del

SNC*.

Ademas del empleo de los AINEs para el control del dolor, estos han sido sugeridos por
varios estudios como neuroprotectores ante la toxicidad mediada por glutamato, reducen

la incidencia de las enfermedades como Alzheimer y Parkinson'®.
2.2.6 Ketorolaco

Es uno de los AINEs analgésicos mas potentes disponibles para el uso clinico y
experimental®. Este farmaco puede ser administrado oral, parenteral y tépicamente. Sus
efectos son mayormente periféricos por la inhibicibn de COXs con la disminucion de
PGs, especialmente de PGE,* Estudios en animales también sugieren que ketorolaco
tendria un efecto analgésico modulador a nivel de SNC® pues también se demostré que

presenta actividad antipirética lo que sugiere su participacion a nivel del SNC*,

En humanos adultos ketorolaco ha sido extensamente evaluado en el alivio del dolor
postoperatorio y otros estados de dolor agudo. Tiene eficacia analgésica similar a
morfina y meperidina en el alivio del dolor postoperatorio y ha sido relacionado con
pocos efectos adversos a nivel renal, gastrointestinal y la funcién plaquetaria en ratas
neonatales. En pacientes con célico renal y dolor musculo-esquelético, el ketorolaco
redujo el dolor eficazmente al igual que los opiodes®.
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La eficacia analgésica del ketorolaco frente a los oipiodes ha sido comprobada en
cirugia de estrabismo, cirugia de préstata, tonsilectomia y cirugia dental?®.

2.2.7 Sumacion temporal y espacial

Sumacioén temporal es un reflejo progresivo aumentado sobre las respuestas evocadas
por las fibras ¢ en neuronas del asta dorsal con estimulos repetitivos. Este fenédmenos
es potencialmente relevante en una variedad clinica del dolor dependiente del

A295455 | s neurotransmisores involucrados

mecanismo de receptores de NMD
incluyen, neurotransmisores excitatorios y neuropéptidos como sustancia P, neurokinina
A, lo cual produce la remocién de Mg** que esta bloqueando la activacién de los
receptores de NMDA en el asta dorsal de las neuronas de la médula espinal®®®>3®. La
activacion neuronal central conduce a la sumacion temporal de respuestas neuronales
repetitivas o entrada continua de nociceptores, la lenta sumacion temporal representa
una fase temprana de sensibilizacion central en la cual los receptores de glutamato

incrementan el influjo de Ca®* e inician la cascada intracelular de eventos bioquimicos®.

La sumacién temporal es desarrollada por la estimulacion repetitiva de las fibras C2%-°°3¢
y/o fibras delta pero no de fibras B, aunque esto sea controversial y existan estudios que

describen sélo a la fibras C y algunos a las fibras C y delta simultaneamente.®’

La sumacioén temporal esta asociada al fenémeno de wind-up, parecen ser dependientes

ambos de la activacion de los receptores de NMDA>®.

Las mujeres exhiben una mayor respuesta al estimulo térmico en sumacién temporal
comparado frente a los hombres, esta diferencia de percepcion del dolor es mdltiple, el
cual puede ser por causas biolégicas (genéticas, psicologicas) y factores sociales
aprendidos®. Asi mismo se determindé que las personas adultas presentan mayor
respuesta dolorosa al estimulo térmico y esto podria ser por la disminucién del sistema
inhibitorio endégeno a nivel central o reduccién de la plasticidad del SNC. Esto fue
corroborado con el estudio de Bodnar et al., que evidencié en ratas la disminucion

progresiva del sistema modulatorio del dolor en sumacién temporal.®®

La sumacién temporal es atenuada por antagonistas de receptores de NMDA como

ketamina y dextrometorfano®’.

Sumacidn espacial, se denomina asi al fendmeno por el cual se produce una sumacioén
simultanea de los potenciales postsinapticos mediante la activacion y descarga de
muchas terminales nerviosas situadas en areas muy separadas. Los impulsos

resultantes proveniente de los estimulos llegan a través de distintas neuronas de
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acuerdo al area estimulada, mientras mayor area anatémica sea expuesta frente a un
estimulo (quimico, térmico, mecanico) mayor descarga de neurotrasmisores se
producira a nivel del asta dorsal a nivel de la médula espinal y se producira una mayor

liberacion de glutamato, sustancia P y otros neurotransmisores®" °3°*,

Al producirse la sumacién espacial por la activacion de varias terminales nerviosas y la
consecuente activacion a nivel central se desarrollara luego la activacion de los
receptores de NMDA principalmente por el neurotransmisor glutamato?”.

Desde un punto de vista clinico, los desordenes musculoesqueléticos, envuelven un
gran numero de fibras aferentes y neuronas centrales por lo que se cree tiene
evidencias de que la sumacion espacial tal vez sea importante para el proceso de la

informacién nociceptiva >2.

El mecanismo inhibitorio descendente asi como el control inhibitorio descendente nocivo
ha sido sugerido como un potente mecanismo de alivio del dolor que es producto de la

sumacion espacial®.

Tanto la sumacién espacial y temporal pueden ser originados por estimulos quimicos,
térmicos y mecanicos, asi mismo las respuestas producto de la sumacién espacial y
temporal pueden variar por diferentes factores, estados de ansiedad, sexo, edad
condicion social y patrones de conducta desarrollados *°.
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2.3 Definicion de términos

Ketorolaco

Antiinflamatorio no esteroideo (AINE) de accion analgésica potente y moderada
actividad antiinflamatoria, usado mayormente para el manejo del dolor postoperatorio
(Sotgiu et al., 1998) °.

Memantina

Antagonista no competitivo de receptores de NMDA que interfiere reflejos

nociceptivos somaticos y viscerales. (Olivar et al., 2000)%.

Sumacion espacial

Fenémeno por el cual se produce una sumacion simultanea en la liberacion de
neurotransmisores a nivel de la médula espinal por la estimulacién de creciente
varias terminales nerviosas por un agente inductor quimico (acido sulfarico) (Guia de
practicas de fisiologia de la facultad de medicina de la UNMSM 2006°* y Ge et al.,
2003).

Sumacioén temporal

Liberacion del numero de neurotransmisores por una misma terminal nerviosa a nivel
de la médula espinal, al inducirse la terminal nerviosa a concentraciones crecientes
del agente inductor (4cido sulfarico) (Guia de préacticas de fisiologia de la Facultad de
Medicina de la UNMSM 2006°* y Staud et al., 2005%°).

Dolor

Constante que acompafa a la mayoria de procedimientos quirdrgicos. Es una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafo, real o potencial,

a los tejidos. (International Association for the Study of Pain; IASP) °2,
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lll. Material y métodos

3.1. Métodos

3.1.1. Tipo de estudio
Experimental, transversal y prospectivo.

3.1.2. Poblaciéon y muestra

3.1.3. Universo

El universo del presente trabajo de investigacion estuvo conformado por sapos de
la especie Bufos vulgaris provenientes de Chiclayo.

3.1.4. Tipo de muestreo

El tipo de muestreo fue aleatorio

3.1.5. Muestra

De acuerdo a investigaciones anteriores, al trabajo experimental preliminar y el
control del error tipo a con un margen de 95% de confiabilidad, la muestra que se
determind fue de:

% 90 sapos para la validacion del modelo experimental de dolor agudo en

sumacion temporal y espacial.

% 30 sapos para la comparacion de la actividad del ketorolaco con un
antagonista no competitivo de receptores de NMDA utilizando el modelo
experimental de sumacién temporal y espacial.

% 20 sapos para evaluar la actividad electromiografica del musculo
semimembranoso.

Ampollas de ketorolaco (Hanalgeze® 60mg/2ml), comprimidos de memantina

(Eutebrol® 10mg), ampollas de suero fisioldgico y ampollas de agua destilada

fueron administrados en el saco linfatico del sapo espinal para evaluar dolor

agudo en sumacion temporal y espacial. Para la administraciéon de los farmacos,
en el saco linfatico de los sapos, se empleo jeringas descartables de 1y 5 cc.

Para el registro de la actividad electromiografica se empleo el electromiografo

MIOBACK ND-35 ®.

Cada elemento muestral debié cumplir los criterios de inclusion y exclusién que

fueron requeridos para el presente trabajo de investigacién.
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3.1.6. Unidad de muestra

Estuvo conformada por un sapo espinal.

3.1.7. Criterios de inclusion de los elementos muestrales
e El promedio de los pesos de los sapos fue de 100g y no difiri6 en mas de 10g.

e Laedad de los sapos estuvo comprendido entre los 4 y 5 meses

3.1.8. Criterios de exclusion de los elementos muestrales

e Sapos que después de la preparacién espinal aun presentaron movimientos
espontaneos de los miembros inferiores y superiores.

e Sapos que presentaron una hemorragia excesiva después de la preparacién
espinal

3.2. Procedimientos

3.2.1. Aspectos éticos sobre el manejo de animales de experimentacion

El trabajo de investigacion respetd las normas internacionales vigentes del manejo
ético de animales de experimentacién durante todo el desarrollo del trabajo de
investigacion.?

3.2.2. Validacion del método experimental de sumacion temporal y espacial en
sapos espinales como modelo de dolor agudo.

Se seleccionaron 90 sapos de la especie Bufos vulgaris con una edad promedio de 4
a 5 meses, y con un peso de 10015g, los animales fueron mantenidos en un
ambiente ventilado, en jaulas metalicas de 4 sapos por jaula. La alimentacién y el
agua fueron a libre demanda por un periodo de 3 dias previos a las pruebas
experimentales. A todos los sapos se les realizo la preparacién espinal.

Método para la preparacion del sapo espinal®®

En un sapo a la altura del conducto auditivo externo (CAE) se identificé el surco que
delimita, por la parte dorsal externa, la médula del encéfalo (primer surco formado al
presionar la parte dorsal del sapo y levantar la cabeza) luego con un estilete se
destruyo la porcién encefélica dejando intacta sélo la médula, a esto se le denominé
sapo espinal o preparacion espinal (Fig. 1). Después se colocé una torunda de
algodon para evitar la salida excesiva de sangre y Liquido céfalo raquideo (LCR) en

el lugar por donde se introdujo el estilete.
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Figura 1. Preparacién de sapo espinal con un estilete

Al destruirse la porcién encefalica se interrumpe la via de los fasciculos ascendentes
del sapo por lo que este no sentira dolor, solo presentard respuestas reflejas ante
cualquier estimulo, arco reflejo a nivel de médula espinal, en estas condiciones el
sapo se suspende en un soporte vertical prefabricado (Fig. 2) por medio de una
aguja de sutura, el cual esta fijo en el soporte vertical, colocado en la boca (maxilar

inferior).

Figura 2. Parante o soporte para fijar el sapo espinal.

Una vez que se obtuvo la preparacién sapos espinales, los animales fueron
expuestos a acido sulfurico segun el grupo asignado aleatoriamente, para evaluar el

dolor agudo: a) grupo de Sumaciéon Temporal y b) grupo de Sumacion Espacial.
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a. Sumacion Temporal para evaluar el dolor agudo en sapos espinales™

Se denomina sumacién temporal al fenémeno por el cual al ir aumentando la

intensidad del estimulo periférico en los nociceptores se descargan en el asta

posterior de la médula espinal un mayor numero de neurotransmisores (glutamato).

Los potenciales posinapticos sucesivos son originados por descargas de una sola

terminal presinaptica, si se producen con la rapidez suficiente, pueden sumarse los

potenciales posinapticos procedentes de terminales muy esparcidas por la superficie
de la neurona, la rapidez suficiente ocurre cada vez que se estimula las
terminaciones nerviosas con un estimulo cada vez creciente.

50 sapos espinales fueron divididos en 5 grupos de 10 sapos cada uno, los cuales

fueron sometidos para la evaluacién de dolor agudo en sumacién temporal en sapos

espinales de la siguiente manera:

Grupo 1. 10 sapos a los cuales se les introdujo el tercio distal del dedo largo de la

pata trasera izquierda en una solucién de suero fisiologico.

Grupo 2. 10 sapos a los cuales se les introdujo el tercio distal del dedo largo de la

pata trasera izquierda en una solucién de acido sulfurico al 0.1%.

Grupo 3. 10 sapos a los cuales se les introdujo el tercio distal del dedo largo de la

pata trasera izquierda en una solucién de acido sulfurico al 0.3%.

Grupo 4. 10 sapos a los cuales se les introdujo el tercio distal del dedo largo de la

pata trasera izquierda en una solucién de acido sulfarico al 0.5%.

Grupo 5. 10 sapos a los cuales se les introdujo el tercio distal del dedo largo de la

pata trasera izquierda en una solucién de acido sulfurico al 1%.

a.1 Pasos para la evaluacion del dolor agudo en Sumaciéon Temporal

1. Peparacion del sapo espinal (Fig. 1)

2. Se colg6 al animal en un soporte (Fig. 3)

3. Se introdujo el tercio distal del dedo largo de la pata del sapo espinal a una (Fig.
4) solucion de agua destilada y a concentraciones crecientes de acido sulfarico
(H2S04) al 0.1, 0.3, 0.5y 1% (Fig. 5)

4. Entre estimulos al aumentar la concentracién del acido sulfarico (0.1%, 0.3%, 0.5y
1%) se procedi6 a lavar la pata del sapo con suero fisiolégico.

5. El tiempo de contacto de la piel de la pata trasera del sapo espinal fue de 1
segundo (Fig. 6)
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Figura 3. Sapo suspendido en un soporte después de la preparaciéon espinal

Tercio distal del dedo largo

Figura 4. Tercio distal del dedo largo de la pata izquierda del sapo
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Figura 5. Concentraciones diferentes de acido sulfarico 0.1%, 0.3%, 0.5y 1%.

Figura 6. Exposicion de la pata del sapo espinal con acido sulfarico por 1 segundo

6. Cuando el sapo espinal, frente al estimulo quimico (H.SO4) retird la pata del
recipiente que contenia el acido a diferentes concentraciones se denominé reflejo de

retirada de la pata y que prosigue con mas reflejos (contracciones musculares) que
se evaluaron por 1 minuto (Fig. 7 y 8).
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0.1,0.3,0.5y 1% 0.1,03,05y 1%

0.1% 0.3% 0.5%

Figura 7.- Sumacion Temporal Figura 8.- Reflejo de retirada de la pata

La unidad de medicion del dolor agudo, que se evalué en sumacién temporal en
sapos espinales, fue el reflejo de retirada de la pata (expresado en numero de
contracciones musculares). Lo que evalué el reflejo de retirada de la pata (reflejo
involuntario) es el arco reflejo que se produce a nivel medular, que esta mediado por
la activacién de receptores de NMDA por glutamato (Cull-Candy et al., 2001)*
(liberado por la neurona sensitiva primaria) en el asta dorsal de la médula espinal y
que al activar los receptores de NMDA produciran a un potencial postsinaptico
excitatorio en las motoneuronas del asta ventral de la médula espinal que a su vez
producirdn en la placa motora terminal liberacién de acetilcolina que al unirse a
receptores nicotinicos Ny producird despolarizacion por ingreso de sodio en el
musculo estriado que a su vez provocara liberacién de calcio intracelular para la
activacién de las fibras de actina y miosina que se traduce finalmente como
contraccion muscular.

El primer movimiento y los subsiguientes que realizé el sapo espinal al retirar la pata
del agente inductor (H2SO4) se denomind reflejo de retirada de la pata que se evalu6

por el numero de contracciones en un minuto.

b. Sumacién Espacial para evaluar el dolor agudo en sapos espinales™

Se denomina Sumacion Espacial al fenémeno por el cual se produce una sumacioén
simultanea de los potenciales posinapticos mediante la activacién o descarga de
muchas terminales situadas en areas muy separadas de la membrana celular. Los
impulsos resultantes proveniente de los estimulos llegan a través de distintas
neuronas de acuerdo al area estimulada de la piel del sapo con acido sulfurico,
mientras mayor area sea expuesta mayor descarga de neurotransmisores se
producira a nivel del asta dorsal de la médula espinal y se producira la liberacién de

glutamato, neuropeptidos y de otros neurotransmisores.
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40 sapos espinales fueron divididos en 4 grupos de 10 sapos cada uno, los cuales

fueron sometidos para la evaluacién de dolor agudo en Sumacién Espacial en sapos

espinales de la siguiente manera:

Grupo 1. 10 sapos a los cuales se les introdujo el tercio distal del dedo largo, la

totalidad del dedo largo y la totalidad de la pata trasera izquierda en una solucién de

suero fisioldgico.

Grupo 2. 10 sapos a los cuales se les introdujo el tercio distal del dedo largo de la

pata trasera izquierda en una solucién de acido sulfurico al 0.3%.

Grupo 3. 10 sapos a los cuales se les introdujo la totalidad del dedo largo de la pata

trasera izquierda en una solucién de &cido sulfarico al 0.3%.

Grupo 4. 10 sapos a los cuales se les introdujo la totalidad de la pata trasera de la

pata trasera izquierda en una solucién de acido sulfurico al 0.3%.

b.1 Pasos para la evaluacion del dolor agudo en Sumacion Espacial

1. Se realizé la preparacion del sapo espinal (Fig. 1)

2. Se colgaron los sapos espinales en un soporte debidamente prefabricado (Fig. 3)

3. Se expuso la piel de la pata trasera del sapo de la siguiente manera: en un primer
momento el tercio distal del dedo medio, luego la totalidad del dedo largo y al final
la totalidad de la pata que incluia todos los dedos de la pata del sapo (Fig. 10).

4. Se Introdujeron la partes de la pata del sapo previamente establecido en una
solucién de 0.3% de Acido sulfarico por 1 segundo.

5. Se lavo con suero fisioldgico la pata trasera del sapo cada vez que se introducia
la pata y se aumentaba el area de contacto con el acido sulfurico

6. Eltiempo que estuvo en contacto la piel de la pata del sapo fue de 1 segundo.

7. Cuando el sapo espinal frente al estimulo quimico retir6 la pata del frasco que
contenia el acido sulfarico fue denominado como “reflejo de retirada de la pata” y
posterior a este reflejo se originan mas reflejos (contracciones musculares) que

se evaluaron durante 1 minuto (Fig. 11y 12).
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Totalidad de la pata

Totalidad del dedo largo

v + v lercio distal del dedo largo

Figura 10.- Partes de la pata del sapo espinal para la exposicidén con acido sulfurico

Figura 11.- Sumacion espacial Figura 12.- Reflejo de retirada de la pata

La unidad de medicién del dolor agudo, que se evalué en sumacién espacial en
sapos espinales, fue el reflejo de retirada de la pata (expresado en numero de
contracciones musculares). Lo que evalué el reflejo de retirada de la pata (reflejo
involuntario) es el arco reflejo que se produce a nivel medular, que esta mediado por
la activacion de receptores de NMDA por glutamato (Cull-Candy et al., 2001) 2.

El primer movimiento y los subsiguientes que realizé el sapo espinal al retirar la pata
del agente inductor (H2SO4) se denomind reflejo de retirada de la pata que se evalu6

por el numero de contracciones en un minuto.
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3.23. Actividad del ketorolaco frente a un antagonista no competitivo de
receptores de NMDA utilizando el modelo experimental de sumacion temporal y
espacial.
La actividad de ketorolaco se compar6 frente a un antagonista no competitivo de
receptores de NMDA (control positivo) y a una solucién salina fisiolégica (control
negativo) en el modelo de sumacion espacial y temporal en sapos espinales.
La preparacion del sapo espinal se realiz6 de acuerdo a la técnica mencionada en la
validacion del método para la evaluacion de dolor agudo en sumacioén temporal y
espacial.
Los farmacos (ketorolaco, memantina y suero fisiol6gico) fueron administrados en el
saco linfatico de los sapos espinales de acuerdo al método que se detalla a
continuacion.
Método para la administracién de los farmacos en el saco linfatico™
Para la administracion de los farmacos se tomo al sapo por la parte dorsal, luego a la
altura de la articulacién isquiofemoral se introdujo la aguja (25G) en el saco linfatico
de forma paralela a la columna vertebral, se aspiré para comprobar que no se estaba
en un vaso sanguineo y se le administré lentamente los farmacos segun el grupo al
cual pertenecian (Fig. 13).
Los farmacos fueron administrados en el saco linfatico del sapo (que es equivalente
a una administracion Intravenosa). La administracion del farmaco se realizé después
de que se realizé la preparacion del sapo espinal. Ketorolaco fue administrado en
solucién (Hanalgeze® 60mg/2ml); la memantina (Eutebrol® 10mg) se diluyo en agua

destilada, 5 comprimidos de10 mg en 10ml.

Figura 13.- Administracion de los farmacos en el saco linfatico del sapo espinal.
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La cantidad maxima de volumen que se administré en el saco linfatico del sapo no
fue mayor a 0.5ml en cada saco linfatico (derecho e izquierdo).
La poblacion que se determiné para comparar la actividad del ketorolaco con un
antagonista no competitivo de receptores de NMDA vy el control negativo fue de 30
sapos que se distribuyeron en 3 grupos de 10 sapos cada uno y la distribuciéon se
realizd de la siguiente manera:
“ GRUPO
10 Sapos a los cuales se les administré suero fisiolégico. Una dosis de 2ml/kg
en el saco linfatico.
% GRUPOII
10 Sapos a los cuales se les administr6 ketorolaco (Hanalgeze® 60mg/2ml)
(Fig. 14) una dosis de 120 mg/kg en el saco linfatico.
“ GRUPO I
10 Sapos a los cuales se les administr6 memantina (Eutebrol®10 mg) (Fig.

15) una dosis de 50 mg/kg en el saco linfatico.

Una vez administrado los farmacos en los sapos espinales (ketorolaco, memantina y
suero fisiologico) se les realizé las pruebas de dolor agudo en sumacién espacial y
temporal.

Figura 14. Ketorolaco de 60 mg (Hanalgeze®) Figura 15. Memantina de 10 mg (Eutebrol®)

En sumacion espacial se indujo el reflejo de retirada de la pata trasera del sapo espinal
(derecha e izquierda) al inducirse con 0.3% de acido sulfurico diferentes areas

anatémicas de la piel de la pata del sapo; el tercio distal del dedo largo, la totalidad del
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dedo largo Yy la totalidad de la pata del sapo espinal. La unida de medida fue el reflejo
de retirada de la pata en contracciones musculares.

En sumacion temporal se expuso el tercio distal del dedo largo de la pata trasera de
los sapos espinales a diferentes concentraciones de acido sulfarico (0.1, 0.3, 0.5 y 1%)
en los diferentes grupos. La unidad de medida que se registrd fue el reflejo de retirada

de la pata en contracciones musculares.

3.2.4. Actividad electromiografica del musculo semimembranoso.

Para la evaluacién de la actividad electromiografica del musculo semimembranoso se
realiz6 la exposicion de dicho musculo tras cortar la piel de la parte dorsal del muslo
del sapo espinal, una vez que se expuso el musculo semimembranoso (principal
musculo flexor) se procedi6 a la colocacion de los electrodos de aguja en el musculo y
un electrodo en forma de disco a nivel dorsal en el sapo espinal.
20 sapos espinales fueron divididos en 2 grupos de 10 sapos cada uno, los cuales
fueron sometidos para la evaluacion de la actividad electromiografica del muasculo
semimembranoso, al exponerse el tercio distal del dedo largo de la pata trasera
izquierda de los sapos espinales a concentraciones de 0.5 y1% de acido sulfurico.
Grupo A. 10 sapos a los cuales se les administré suero fisiolégico y luego se les
introdujo el tercio distal del dedo largo a una solucién de acido sulfurico al 0.5% para
obtener un electromiograma de la actividad muscular del semimembranoso, luego a
estos mismos sapos se les administr6 120mg/Kg de ketorolaco en el saco linfatico y se
introdujo nuevamente el tercio distal del dedo largo en el acido sulfurico al 0.5% para
obtener un electromiograma de la actividad del muasculo semimembranoso tras la
administracion de ketorolaco.
Grupo B. 10 sapos a los cuales se les administr6 suero fisioldégico y luego se les
introdujo el tercio distal del dedo largo a una solucién de acido sulfurico al 1% para
obtener un electromiograma de la actividad muscular del semimembranoso, luego a
estos mismos sapos se les administré 120mg/Kg de ketorolaco en el saco linfatico y se
introdujo nuevamente el tercio distal del dedo largo en el acido sulfurico al 1% para
obtener un electromiograma de la actividad del musculo semimembranoso tras la
administracion de ketorolaco.
La electromiografia (EMG) permiti6 examinar parametros bioeléctricos especificos,
relacionados con la electrofisiologia del musculo semimembranoso se registraron las
ondas de despolarizacién de las fibras musculares vy los aspectos que se midi6 de la

unidad motora fueron; su amplitud, duracién y forma de la onda®.
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3.3.5 Tratamiento estadistico.

El andlisis estadistico fue realizado empleando el software SPSS® versién 14.0

para Windows.
Se realizaron analisis estadisticos descriptivos y pruebas de significancia
Kruskal Wallis y la Prueba U de Mann Withney.
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IV. Resultados

Se realiz6 analisis descriptivo y pruebas de significancia estadistica para:

4.1. Validacion del diseino experimental de dolor agudo empleando el modelo de
sumacioén temporal y espacial en sapos espinales

4.1.a. Validacion del disefio experimental de dolor agudo empleando el modelo de

sumacion temporal en sapos espinales

Grafico 1. Reflejo de retirada de la pata izquierda de los sapos espinales en sumacion

temporal al exponerse el tercio distal del dedo largo de la pata del sapo.
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Las medianas de la respuesta de reflejo de retirada de la pata al estimular con suero, y
H.S04 al 0.1 % fue nulo. Se encontrd respuesta al estimular con H,S04 al 0.3%, 0.5% y
1%. Las medianas de la respuesta del reflejo de retirada de la pata aumentd al
incrementar la concentracion del H,S04 de 0.3% a 0.5%, sin embargo hubo una mayor
dispersion en la respuesta al estimular con H>S04 al 0.5% en relacion a 0.3%. de H2S04.
Al estimular con HxS04 al 1% la mediana de la respuesta de retirada fue menor y con
menor dispersion que al estimular con H>S04 al 0.5%.
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Tabla 1. Reflejo de retirada de la pata izquierda del sapo espinal en sumacién temporal
al ser expuesto el tercio distal del dedo largo de la pata del sapo a diferentes
concentraciones de H2S04.

Superficie Suero Acido sulfarico Acido sulfarico Acido sulfarico Acido sulfarico
anatémica Fisiolégico 0,1% 0,3% 0,5% 1%
expuesta (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
0 0 12 45 56
0 0 26 68 62
0 0 65 50 46
0 0 13 57 26
Tercio distal del dedo 0 0 9 37 43
largo de la pata del sapo 0 4 11 42 42
0 0 10 54 43
0 0 5 67 40
0 0 22 63 33
0 0 21 65 32
Promedio 0 0,4 19,4 54,8 42,3

Grafico 2. Comparacion del promedio del reflejo de retirada de la pata izquierda del sapo
en sumacion temporal entre el grupo control y los grupos de estudio al ser expuesto el
tercio distal del dedo largo de la pata de los sapos espinales.
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Gréfico 3. Concentracion efectiva media de acido sulfarico para producir 50% del reflejo
de retirada de la pata en sapos espinales en sumacion temporal.

=

£

ra
!
|
|
N1 015 012 03 0 037 046 D57 ORF O£D

| mg/ml
DEM=0295=03

IS L BANU

:

N° de contracciones musculares

De la tabla 1, gréafico 2 el mayor promedio del reflejo de retirada de la pata al estimularse
con diferentes concentraciones de H»S04 se encontré con 0.5% de H>SO,, siendo mayor
incluso al de 1% de HSO4. ElI menor promedio del reflejo de retirada de la pata
izquierda del sapo se obtuvo con la concentracién de 0.1% de H>SO4 casi similar al
grupo control.

Del grafico 3, la concentracion efectiva media de acido sulfurico que produjo un 50% del
reflejo total de retirada de la pata izquierda de los sapos espinales fue la concentracion
de 0,3% de H»,SO, al exponerse el tercio distal del dedo largo (TDDL) segun el modelo
experimental de dolor agudo en sumacion temporal.

Se encontré diferencia estadistica significativa del grupo que fue expuesto a 0.3% H>SO4

frente al grupo de suero fisiolégico. (p<0,000 segun la prueba U Mann Whitney).
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4.1.b. Validacion del disefio experimental de dolor agudo empleando el modelo de
sumacion espacial en sapos espinales

Tabla 2. Cuadro comparativo del reflejo de retirada de la pata izquierda de los sapos
espinales en sumacion espacial al ser inducidas con 0.3% de acido sulfurico las

diferentes areas anatémicas.

Reflejo TDDL TDL TP TDDL TDL TP
de SUERO FISIOLOGICO ACIDO SULFURICO 0,3% ACIDO SULFURICO 0,3% ACIDO SULFURICO 0,3%
retirada (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
0 3 50 30
0 3 11 30
0 2 5 40
NUmero de 0 1 1 39
reflejo de 0 0 5 32
retirada de la 0 1 8 43
pata 0 7 38 49
0 0 7 15
0 2 5 41
0 0 26 40
Promedio 0 1,9 15,6 35,9

TDDL : Tercio distal del dedo largo de la pata del sapo
TDL : Totalidad del dedo largo de la pata del sapo
TP : Totalidad de la pata del sapo

Grafico 4. Comparacion del reflejo de retirada de la pata izquierda de los sapos
espinales en sumacion espacial entre el grupo control y los que fueron expuestos a

0.3% de acido sulfarico
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De la tabla 2 y grafico 4, al exponerse a 0,3% de acido sulfarico (concentracién efectiva
media) la superficie anatomica del tercio distal del dedo largo (TDDL) de la pata
izquierda del sapo se observa inicio del reflejo de retirada de la pata.

Del gréfico 4 al estimularse mayores areas anatomicas de la pata izquierda del sapo se
obtienen mayores respuestas del reflejo de retirada de la pata pero presentan asi mismo
una mayor dispersion entre los rangos interquartilicos. El TDDL de la pata del sapo al
exponerse a 0.3% de H.SO4 presentd una menor dispersion del rango interquartilico. No
se encontraron valores extremos en ninguno de los grupos de estudio.

Se encontrd diferencia estadistica significativa del grupo al cual se le expuso el tercio
distal del dedo largo de la pata izquierda del sapo a 0.3% frente al grupo de suero
fisiolégico. (p<0,002, Segun la prueba U Mann Whitney).

4.2. Determinaciéon de la accion analgésica de ketorolaco empleando el modelo
experimental de dolor agudo en sumacion temporal y espacial.

4.2.a. Reflejo de retirada de la pata izquierda del sapo espinal luego de
administrarse ketorolaco, memantina y suero fisiolégico, utilizando el modelo
experimental de dolor agudo de sumacién temporal en sapos espinales

Gréfico 5. Comparacion del reflejo de retirada de la pata izquierda del sapo luego de
administrarse ketorolaco, memantina y suero fisiologico, utilizando el modelo

experimental de dolor agudo en sumacidén temporal en sapos espinales
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La mediana de la respuesta del reflejo de retirada de la pata izquierda al estimular con
0.1% de H»SO4 fue nulo. Se encontré respuesta del reflejo de retirada de la pata al
estimular con las concentraciones de 0.3%, 0.5% y 1% de H2SOs.

Los sapos a quienes se les administrd ketorolaco presentaron menor reflejo de retirada
de la pata y menor dispersién del rango interquartilico al estimularse con 0.3% de H>SO4

en relacién a los grupos de suero fisioldgico y memantina.

Los sapos a quienes se les administr6 memantina presentaron menor reflejo de retirada

de la pata al estimularse con 1% de H2SO4en relacion al resto de grupos.

En general se encontraron escasos valores extremos y una mayor dispersion de los

datos en el grupo a quien se les administré memantina.

Se encontr6 diferencia estadistica significativa entre los grupos al exponerse el tercio
distal del dedo largo de la pata izquierda del sapo espinal a concentraciones de 0.3% y

0.5% de H>SO4 (Segun la prueba Kruskal Wallis p<0,008 y p<0,000 respectivamente).

Tabla 3. Cuadro comparativo del reflejo de retirada de la pata izquierda de los sapos
espinales en sumacién temporal luego de administrarse ketorolaco, memantina y suero

fisiolégico

Promedio del

Estimulo quimico reflejo de retirada del TDDL* de la pata izquierda

Control Ketorolaco Memantina
Acido sulfdrico 0.1% 0,5+1,58 0 0,5+ 1,08
Acido sulfdrico 0.3% 19,7+1721 6241500  93+15,12
Acido sulfiirico 0.5% 544+11,44 153+1480 23,4 +18,63
Acido sulfarico 1% 419+1131 315+16,74  231+2394

Valores expresados en media y desviacion estandar

*TDDL: Tercio distal del dedo largo de la pata del sapo



Gréfico 6. Reflejo de retirada de la pata izquierda de los sapos espinales en sumacién

temporal luego de administrarse ketorolaco, memantina y suero fisioldgico.
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De la tabla 3 y grafico 6, ketorolaco produjo menor niumero de reflejos de retirada de la
pata izquierda del sapo en sumacién temporal en relacidén al grupo control al exponerse
a diferentes concentraciones de &cido sulfurico. La memantina produjo menor reflejo de
retirada de la pata izquierda al exponerse 1% de acido sulfurico en relacién al grupo

control y ketorolaco.

Se encontro diferencia estadistica significativa entre los grupos ketorolaco frente al
control; entre memantina y el grupo control al exponerse 0.3% de H>SO4 (Segun la
prueba U Mann Whitney p<0,003 y p<0,040 respectivamente).

Se encontrd diferencia estadistica significativa entre los grupos de ketorolaco frente al
control; entre memantina y el grupo control al exponerse 0.5% de H».SO, (Segun la
prueba U Mann Whitney p<0,000 y p<0,001 respectivamente)

Se encontré diferencia estadistica significativa entre el grupo de memantina y el grupo
control al exponerse 1% de H.SO4 el TDDL de la pata del sapo espinal (segun la prueba
U Mann Whitney p<0,049).
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4.2.b. Reflejo de retirada de la pata izquierda del sapo espinal luego de
administrarse ketorolaco, memantina y suero fisiolégico, utilizando el modelo
experimental de dolor agudo de sumacion espacial en sapos espinales

Gréafico 7. Comparacién de la respuesta del reflejo de retirada de la pata entre
ketorolaco, memantina y suero fisiolégico utilizando el modelo en experimental de

sumacion espacial en sapos espinales
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Los sapos a quienes se les administré suero fisioldgico fueron los Unicos en presentar

reflejo de retirada de la pata izquierda al exponerse 0.3 % de HxSOs.

El grupo de ketorolaco presenté una menor mediana y menor dispersion del reflejo de
retirada de la pata izquierda en relacién a los otros grupos al exponerse la totalidad del

dedo largo de la pata del sapo a 0.3% de HSOq4,

El grupo de ketorolaco y memantina produjeron menor reflejo de retirada de la pata
izquierda en relacion al grupo control al exponerse la totalidad de la pata a 0.3% de
H.SO4 | siendo el grupo de memantina el que presentdé menor reflejo de retirada, pero
con una mayor dispersion con respecto al grupo de ketorolaco

Se encontrd diferencia estadistica significativa entre los grupos al exponerse la totalidad
del dedo y la totalidad de la pata de los sapos espinales a 0.3% de H2SO4 (Segun la
prueba Kruskal Wallis p<0,046 y p<0,006 respectivamente)
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Tabla 4. Cuadro comparativo de las medianas del reflejo de retirada de la pata izquierda
de los sapos espinales en sumacién espacial entre los grupos control y de estudio

Area anatdmica estinmulada Medianas del reflejo de retirada de la pata izouierda

por &cido sulfurico 0,3% Control Ketorolaco Memantina
Tercio distal del dedo largo 0+4,17 0 1,6 4,40
Totalidad del dedo largo 8+17,06 0+5,63 45+2449
Totalidad de la pata 395+9,55 125+ 11,59 8+1934

Valores expresado en mediana y desviacién estandar

Gréfico 8. Medianas del reflejo de retirada de la pata izquierda de los sapos espinales en
sumacion espacial entre los grupos de estudio y control.
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De la tabla 4 y grafico 8, Ketorolaco produjo menor nimero de reflejo de retirada de la
pata izquierda del sapo espinal en sumacion espacial en comparacion al grupo de
memantina y control al exponerse el tercio distal del dedo largo y la totalidad del dedo a
0.3% de H.SO4 Se encontr6 diferencia estadistica significativa entre los grupos de
ketorolaco frente al control al exponerse la totalidad del dedo y la totalidad de la pata del
sapo a 0.3% de H,SO, (Segun la prueba U Mann Whitney p<0,007 y 0,001
respectivamente) Se encontré diferencia estadistica significativa entre el grupo de
memantina y control al exponerse la totalidad de la pata a 0.3% de H.SO4 (segun la
prueba U Mann Whitney p<0.030)
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4.3. Evaluacion de la actividad electromiografica del musculo semimembranoso,
de la pata del sapo inducido por acido sulfurico en sapos espinales.

Figura 16. Electromiografia del musculo semimembranoso, después de la

administracion de suero fisiolégico, inducido por 0.5% de H>SO,4
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Figura 17. Electromiografia del musculo semimembranoso, después de la
administracion de suero fisiologico, inducido por 0.5% de H>SO.
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De acuerdo a la prueba electromiografica se observd que el patron de la
frecuencia y amplitud de la contraccion muscular es variable en los diferentes

sapos. (Fig. 16 y17).
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Figura 18. Electromiografia del musculo semimembranoso inducido por 0.5%
de H>SO4, después de la administracion de ketorolaco.
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Figura 19. Electromiografia del musculo semimembranoso inducido por 0.5%

de H2SO4. después de la administracion de ketorolaco.
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De los sapos espinales a quienes se les administr6 ketorolaco y se les indujo
estimulacion con 0.5% de H,SO, se observd disminucién de la frecuencia y
amplitud en el cuarto y tercer nivel de lectura de la electromiografia del masculo

semimembranoso (Figura 18 y 19 respectivamente). |



Figura 20. Electromiografia del musculo semimembranoso inducido por 1% de
H>SO4 después de la administracion de ketorolaco.
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Figura 21. Electromiografia del musculo semimembranoso inducido por 1% de

H.SO4 después de la administracién de ketorolaco.
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A los sapos a quienes se les administrd ketorolaco y se les indujo estimulaciéon
con 1% de H.SO4 se observé disminucion de la frecuencia y amplitud en el
cuarto nivel de lectura de la electromiografia del musculo semimembranoso

(Figura 20 y 21 respectivamente).
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V. DISCUSION

La investigacion basica y clinica ha avanzado mucho en los dltimos afos en su intento
de conocer a fondo los mecanismos intimos de la nocicepcion' Esto ha sido posible
gracias al estudio en los diferentes modelos experimentales de dolor con animales®.

Para el estudio experimental de dolor agudo se emplean animales en estado
consciente?”® |o que va influir en las respuestas dolorosas que presenten los animales
de experimentacion de acuerdo a experiencias previas o activacion de muchas
interneuronas (excitatorias o inhibitorias) a nivel del sistema nervioso central (SNC). La
respuesta dolorosa puede ser modulado a nivel del SNC, por lo que algunas respuestas
dolorosas pueden ser modificadas ° el estado consciente del animal es una limitante
para poder evaluar el dolor objetivamente por lo que el presente estudio tuvo el
propésito de validar un nuevo modelo de dolor agudo 2'?® basado en el modelo

experimental de sumacién temporal y espacial®®®*

que emplea el animal (sapo) en
estado inconsciente (espinal).

El modelo experimental de dolor agudo en sumacién temporal y espacial pretende ser
un arquetipo mas para poder evaluar el dolor agudo. Los modelos mas conocidos y
estudiados del tipo somatogénico son: el test de retirada de la cola de la rata ante un
estimulo térmico (Tail-flick test), test del plato o plancha caliente (Hot-plate test),
estimulacién de la pulpa dental, test del formol, todos estos modelos se realizan en
| 52,54y

intenta cuantificar el dolor desde un punto de vista mas fidedigno sin que

animales en estado consciente®. El modelo de dolor agudo de sumacién espacia
temporal?®**
exista una modulacién a nivel del sistema nervioso central, este modelo permite ademas
estudiar la actividad de los receptores de NMDA a nivel de médula espinal ya que al
destruirse la porcion anatomica entre la protuberancia y la médula espinal, la
informacion nerviosa queda delimitada a nivel de la médula espinal por lo que se
establece solo un arco reflejo doloroso (reflejo involuntario) al estimularse la pata trasera
del sapo espinal con un agente quimico (acido sulfurico), esta respuesta de arco reflejo
se denominé como reflejo de retirada de la pata, que esta gobernado principalmente por
el neurotransmisor excitatorio (glutamato)'® que activa receptores de NMDA'®, ademas
el glutamato juega un rol importante en la transmisién del dolor en la médula espinal y
los nicleos trigeminales?®.

El modelo de dolor agudo en sumacion temporal y espacial se realiz6 en sapos, pues
estos animales poseen mayor tiempo de supervivencia (10 horas aproximadamente de
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acuerdo a estudios preliminares) al realizarse la “operacién espinal’” a diferencia de
ratones, ratas y conejos. Los sapos evidencian también menor hemorragia y pérdida de
liquido cefalorraquideo posterior a la “operacién espinal” ademas de la ventaja de que la
piel no necesita ser preparada para ser expuesta a estimulos externos dolorosos. Para
el experimento de dolor agudo en sumacion temporal se emplearon concentraciones
crecientes de acido sulfurico de 0.1, 0.3, 0.5 y 1% los cuales en contacto con el tercio
distal del dedo largo de la pata trasera de los sapos espinales produjeron un creciente
numero de reflejos de retirada de la pata. La concentracion efectiva media de acido
sulfarico fue de 0.295% = 0.3%, que fue obtenida de entre las diferentes
concentraciones que se emplearon. Esta concentracion de 0.3% produjo el 50% del
reflejo de retirada de la pata de los sapos espinales al estimular el tercio distal del dedo
largo en relacién al grupo de suero fisiolégico (p<0,000, Gréafico 2 y 3). La concentracién
de 0.5% de H»,SO4 fue el que produjo el maximo numero de reflejo de retirada de la
pata; con el 1% de H>SO4 no se obtuvo mayor reflejo de retirada (como se creyd
esperar) sino fue menor al de 0.5% de H>SO4 con la diferencia de que el 1% de HxSO4
produce mayor fuerza de contraccién muscular a diferencia del 0.5% de H.SO, . La
explicacion podria deberse a que al aumentar la concentraciéon de &cido sulfarico de
0.1% a 0.3% o0 0.5% se produzca mayor numero de reflejo de retirada de la pata es
debido a que a mayor concentracion de H.SO4 que se emplee existe mayor probabilidad
de que un mayor numero de moléculas de H.SO4 activen un mayor numero de
terminales nerviosas, esto puede explicar el nombre asignado de sumacion temporal (en
una misma unidad de tiempo, a menor concentracién del estimulo quimico menor
probabilidad de activacion de terminales nerviosas; a mayor concentracién del estimulo
quimico mayor probabilidad de activacion de mayor terminales nerviosas)

El area anatémica del tercio distal del dedo largo de la pata del sapo espinal fue
determinado por experiencias de pruebas pilotos preliminares y por el presente estudio
como la superficie que muestra una aceptable sensibilidad al estimulo quimico (H2SO.)
en relacion a otras zonas estimuladas (p<0,002, Gréfico 4).

Escasos estudios se han desarrollado para evaluar la actividad de los AINEs en el
sistema nervioso central como el realizado por el método de iontoforesis (Sotgiu et al.,
1998)° pero esta es una técnica excesivamente onerosa y no se realiza en nuestro
medio. El modelo de dolor agudo en sumacion espacial y temporal en sapos espinales
es un modelo experimental pragmatico y mddico que permite evaluar los receptores de
NMDA de manera indirecta a nivel de la médula espinal (SNC) **. En el presente

estudio, de evaluacion de dolor agudo empleando el modelo experimental de sumacion
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espacial y temporal, la memantina se empleo como un control positivo, al ser un
antagonista no competitivo de receptores de NMDA permiti6 comparar la actividad del
ketorolaco a nivel de receptores de NMDA, el suero fisiologico se empleo como un
control negativo. La medicién de la actividad de los receptores de NMDA al
administrarse ketorolaco y memantina fue de un modo indirecto, (pues la técnica de
iontoforesis,® cromatografia de gas capilar de nitrégeno, radioinmunoensayo y
anticuerpos policlonoclonales® serian los mas adecuados para evaluar la actividad de
los receptores de NMDA, pero son sumamente costosos y no realizan en nuestro medio.
Ketorolaco es uno de los AINEs mas empleados para el manejo del dolor postoperatorio,
la inhibicién de las COXs no explica el gran efecto analgésico, algunos autores han
propuesto que el ketorolaco interfiere con la actividad de los receptores de NMDA a nivel
del sistema nervioso central esto permitiria comprender su gran efecto analgésico®.

En la evaluacién de dolor agudo segun el modelo experimental de sumacion temporal se
encontrd, en el presente estudio, que el Ketorolaco produjo menor numero de reflejos de
retirada de la pata izquierda comparado frente a memantina y suero fisioldgico, al
exponerse a 0.3% de &cido sulfurico (Tabla 3 y Grafico 6), se encontrd diferencia
estadistica significativa entre el grupo de ketorolaco y de memantina frente al grupo
control (p<0.03 y <0.040 respectivamente) (Grafico 6). Al exponerse el tercio distal del
dedo largo de la pata izquierda del sapo a 0.5% de acido sulfarico, ketorolaco y
memantina presentaron un menor reflejo de retirada de la pata frente al grupo control
(p<0.00 y p<0.001 respectivamente) (Grafico 6).

Cuando se aumento la concentracion del acido sulfarico a 1% el grupo que presento
menor reflejo de retirada de la pata fue el de memantina con respecto al control
(p<0,049) (Grafico 6).

Ketorolaco, segun los resultados encontrados, produjo menor reflejo e retirada de la pata
de los sapos espinales a concentraciones menores de acido sulfurico de manera
semejante a memantina (antagonista no competitivo de receptores de NMDA) lo que
sugiere su actividad antagonica sobre receptores de NMDA, este hallazgo es semejante
al que encontraron Nielsen y Arendt-Nielsen, empleando ketamina y dextrometorfano
como antagonistas de receptores de NMDA en sumaciéon temporal®’. A una mayor
concentracién del estimulo quimico (1% de H,SO,) memantina presentd mayor bloqueo
de los receptores de NMDA frente a ketorolaco, esto podria explicarse por que la
memantina con respecto a ketorolaco presente una mayor afinidad por los receptores de
NMDA o su metabolismo en el sapo, con respecto a ketorolaco, sea mucho menor.
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En el modelo experimental de sumacion espacial Ketorolaco disminuyo el reflejo de
retirada de la pata izquierda en sapos espinales (Grafico 7 y 8). Se encontré diferencia
estadistica significativa entre los grupos de ketorolaco frente al control al exponerse la
totalidad del dedo y la totalidad de la pata de los sapos espinales a 0.3% de H>SO4
(p<0,007 y 0,001 respectivamente) (Grafico 7 y 8). Asi mismo el grupo de memantina
frente al control presenté diferencia estadistica significativa al exponerse la totalidad de
la pata a 0.3% de H»,SO, (p<0.030) (Grafico 7 y 8). Al disminuir el reflejo de retirada de
la pata en sumacién espacial el ketorolaco frente al grupo control sugiere una actividad
sobre los receptores de NMDA, pues disminuye en igual o mayor medida que
memantina el reflejo de retirada de la pata de los sapos espinales.

En el modelo experimental de dolor agudo en sumacion temporal y espacial ketorolaco
presenté menor reflejo de retirada de la pata frente al control positivo y al negativo lo que
sugiere una actividad antagonica sobre receptores de NMDA, los cuales tienen un rol
esencial en la transmision y modulacion del dolor a nivel central ademas de participar en
la contraccion muscular lo que permite especular que existen receptores de NMDA
relacionados con el dolor y otros receptores de NMDA relacionados con la contraccion

muscular 120>

o talvez sean los mismos receptores que median diferentes procesos a
nivel del asta ventral de la médula espinal, sobre que tipos de receptores de NMDA
ejercidé actividad ketorolaco es incierto, si sobre los receptores involucrados en la
contraccion muscular o los relacionados con el dolor, esto deberia dilucidarse con
futuras investigaciones.

Para evaluar la actividad del ketorolaco a nivel del sistema nervioso central ademas de
emplearse el modelo experimental de dolor agudo en sumacién temporal y espacial se
empleo la prueba de electromiografia del muasculo semimembranoso, la prueba
mencionada evalué los potenciales de accion, amplitud y frecuencia de las
contracciones del musculo semimembranoso. La medicion fue de modo indirecto pues
se evalud indirectamente la activacion de las neuronas motoras del asta ventral de la
médula espinal, cuyo principal receptor para que se produzca la contraccion muscular es
el de NMDA. Ketorolaco, presentd interferencia en la actividad electromiografica de la
contraccién del musculo semimembranoso, produciendo disminucién en la frecuencia y
amplitud de la contraccién muscular al exponerse el tercio distal del dedo largo de la
pata trasera izquierda del sapo espinal en comparacién a los sapos a quienes no se les
administré ketorolaco (Fig. 16-21 y anexo 9), este efecto observado permite proponer
que el ketorolaco posee una actividad antagonica sobre receptores de NMDA a nivel de
meédula espinal.
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Existen pocos estudios sobre la concentracion de AINEs en el SNC*® pues la
farmacocinética de los AINEs en lugares periféricos (por ejemplo liquido sinovial) es mas
facil determinarla y a la vez mas estudiada en contraste la farmacocinética a nivel del
SNC, la cual no ha sido estudiado existe dos razones para esto, el compartimiento del
fluido cerebro espinal no puede ser faciimente muestreado y los AINEs estan
extensamente unidos a proteinas plasmaticas por lo que la estimacion de la medicién de
su concentracion en fluido cerebro espinal requiere de métodos analiticos y especificos
muy sensitivos*®.

Estudios recientes evidencian que los AINEs muestran un mecanismo a nivel de
SNC®3! por inhibicién de COX-3% (anexo 5). COX-3 es expresada a nivel de SNC en
monocitos y células endoteliales por lo que es considerada uno de los mediadores de
inflamacién y dolor en SNC en caninos®' y humanos **, Asi mismo los AINEs
presentarian inhibicibn de la Oxido nitrico sintasa e inhibiendo la recaptacién de
serotonina a nivel central*®,

El mecanismo analgésico central de ketorolaco segun Gordon et al., 2002 es mucho
mas sensitivo a dosis bajas que a dosis altas, pues en su estudio de dolor dental
encontr6 que la administracion intramuscular de 30mg de ketorolaco produjo
decremento paralelo de dolor y los niveles de PGE2 y de TXB; en el lugar de la cirugia.
Sin embargo la inyeccidon de dosis bajas del farmaco (1mg de dosis intramuscular y 1mg
de dosis submucoso en el lugar de la extracciéon) produjo analgesia sin un efecto
detectable sobre los niveles de PGE, sugiriendo que los mecanismos centrales son
responsables del efecto analgésico y no los efectos periféricos*®, en el presente estudio
se empleo una dosis alta de ketorolaco (120mg/kg), el cual de acuerdo a los resultados
de las pruebas de sumacion temporal y espacial y la actividad electromiogréfica tendria
accion de tipo antagénica sobre receptores de NMDA, Gordon et al., 2002 no describe
sobre que receptores actuaria ketorolaco*® solo sugiere un mecanismo central de
ketorolaco al igual que Burian et al., 2005 lo hace con diclofenaco®. Segun Sotgiu et al.,
1998 el mecanismo de accion en el SNC de ketorolaco seria por la interferencia de la
actividad de los receptores de NMDA®. En el presente estudio encontré disminucién del
reflejo de retirada de la pata (contraccibn muscular) y disminucién de la actividad
electromiogréfica del musculo semimembranoso al inducirse con acido sulfurico las
diferentes areas anatomicas de la pata del sapo tanto en sumacion espacial y temporal,
esto se explicaria porque la activacion de los receptores de NMDA en las motoneuronas

o, a nivel del asta dorsal de médula espinal produce la contraccion muscular. Ketorolaco
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de lo expuesto anteriormente presentaria una actividad del tipo antagdnica sobre
receptores de NMDA?® (anexo 6).

Se sabe que los antagonistas los receptores de NMDA (Ketamina) producen anestesia
general (disociativa) y analgesia, pero desafortunadamente causan ademas numerosos
efectos adversos (perdida de memoria, efectos psicotomiméticos, ataxia e
incoordinacién motora, pérdida o disminucion de la transmisién sinaptica normal) lo que
hace que no se empleen como analgésicos'®. La actividad analgésica se debe al
bloqueo de receptores de NMDA, relacionados con la analgesia, y el estado de
anestesia general disociativa se cree es por su accion antagénica sobre otros tipos de
receptores de NMDA que estarian relacionados con procesos de vigilia o de
conciencia'®, lo que demuestra que existen diferentes isoformas o tipos de receptores de
NMDA?. Ketorolaco probablemente interfiere con la actividad de los receptores de
NMDA? del tipo analgésico y los de la contraccién muscular, pero seria conveniente
precisar conocer sobre que tipos de receptores de NMDA en particular y sobre que
subunidades especificamente® actta el ketorolaco, esto es una orientacién al cual se
debe dirigir las futuras investigaciones.

ketorolaco presentaria una actividad antagoénica sobre los receptores de NMDA en el
modelo experimental de dolor agudo en sumacién temporal y espacial, ademas
disminuye la actividad electromiografica del muasculo semimembranoso; todo esto
permite especular que su potente accion analgésica y su empleo frecuente en procesos
postoperatorios se deba a su accién antagénica de receptores de NMDA?® y la inhibicién
de las COXs*®, el antagonismo de receptores de NMDA puede ser un efecto aditivo a la
inhibicion de las COXs. Estudios en animales también muestran que ketorolaco presenta
actividad antipirética®, la actividad antipirética del ketorolaco sugiere su participacién a
nivel del SNC®,

Los farmacos, como ketorolaco, memantina, ketamina®'%%?

, que pueden interferir con la
actividad de receptores de NMDA en el asta dorsal de la médula espinal resultan
atractivos para comprender mejor la fisiopatologia del dolor y optimizar cada vez el
tratamiento de la compleja naturaleza del dolor. EI modelo experimental de dolor agudo
en sumacién y temporal y espacial®®®"** en sapos espinales permite evaluar el dolor
desde un punto de vista mas objetivo y anadir a los modelos tradicionales de estudio del

21,23

dolor un ensayo experimental alternativo .
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VI. Conclusiones

1. El modelo experimental de sumacion temporal y espacial en sapos espinales es
un modelo alternativo para el estudio del dolor agudo.

2. Ketorolaco y memantina presentan efecto analgésico en el modelo experimental

de sumacién temporal y espacial en sapos espinales.
3. ketorolaco disminuye la actividad electromiografica, en frecuencia y amplitud, del

musculo semimembranoso al ser inducida la pata trasera de los sapos espinales

con acido sulfurico.
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VIii ANEXOS



ANEXO 1

Fichas de registro de sumacién espacial y temporal del grupo control

Administracion de Suero
Sumacion Espacial
ACIDO SULFURICO| ACIDO SULFURICO| ACIDO SULFURICO

PESO 0,3% 0,3% 0,3%

Suero 1

Suero 2
Suero 3
Suero 4
Suero 5
Suero 6
Suero 7
Suero 8
Suero 9
Suero 10

| PROMEDIO |

ADMINISTRACION DE SUERO

Sumacién Temporal

ACIDO SULFURICO| ACIDO SULFURICO | ACIDO SULFURICO | ACIDO SULFURICO
PESO 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Suero 1

Suero 2

Suero 3

Suero 4

Suero 5

Suero 6

Suero 7

Suero 8

Suero 9

Suero 10

[PROMEDIO]
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ANEXO 2

Ficha de registro de sumacion espacial y temporal para el grupo ketorolaco

Adminisracion de Ketorolaco
Sumacion Espacial
ACIDO SULFURICO ACIDO SULFURIC{ ACIDO SULFURICO

PESO 0,3% 0,3% 0,3%

Ketorolaco 1

Ketorolaco 2
Ketorolaco 3
Ketorolaco 4
Ketorolaco 5
Ketorolaco 6
Ketorolaco 7
Ketorolaco 8
Ketorolaco 9
Ketorolaco 10

[PROMEDIO |

ADMINISTRACION DE KETOROLACO

Sumacion Temporal
ACIDO SULFURICO|ACIDO SULFURIC ACIDO SULFURICO |ACIDO SULFURICO

PESO 0% 0,3% 0,5% 1,0%

Ketorolaco 1
Ketorolaco 2
Ketorolaco 3
Ketorolaco 4
Ketorolaco 5
Ketorolaco 6

Ketorolaco 7
Ketorolaco 8
Ketorolaco 9

Ketorolaco 10

[PROMEDIO |
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ANEXO 3

Ficha de registro de sumacion temporal para el grupo Memantina

Administracién de Memantina
Sumacion Espacial
ACIDO SULFURICOJACIDO SULFURIC ACIDO SULFURICO

PESO 0,3% 0,3% 0,3%

Memantina 1
Memantina 2
Memantina 3
Memantina 4
Memantina 5
Memantina 6
Memantina 7
Memantina 8
Memantina 9
Memantina 10

[PROMEDIO ] [ |

ADMINISTRACION DE MEMANTINA

Sumacion Temporal

ACIDO SULFURICO|ACIDO SULFURIC ACIDO SULFURICO |ACIDO SULFURICO
PESO 0% 0,3% 0,5% 1,0%

Memantina 1

Memantina 2

Memantina 3

Memantina 4

Memantina 5
Memantina 6

Memantina 7

Memantina 8

Memantina 9

Memantina 10

[PROMEDIO |
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ANEXO 4

Peso de los sapos de los diferentes grupos de estudio

Grupos
Animal Control (g) [Ketorolaco (g)| Memantina (g)
Sapo 1 115 113 110
Sapo 2 115 115 118
Sapo 3 116 120 115
Sapo 4 115 113 112
Sapo 5 110 114 114
Sapo 6 115 118 113
Sapo 7 112 112 114
Sapo 8 115 116 119
Sapo 9 113 110 114
Sapo 10 115 114 113
Promedio 1141 114,5 114,2

Los pesos de los sapos variaron en un rango de 10 gramos como maximo en cada uno

de los grupos.
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ANEXO 5

Accion de los AINEs sobre el SNC

Warner TD, Mitchell JA. Cyclooxigenase -3 (COX-3): filling in the gaps toward a cox
continuum? PNAS 2002; 99:13371-13373.
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ANEXO 6
Posible mecanismo de accion de ketorolaco, bloqueo receptores de NMDA en el

SNC.

Dorsal
horn neuron

Primary sensory neuron
central terminal

ketorolaco

Inhibitory
interneuron
Fig. 2. Molecular mechanisms of the sensitising action of PGE2 in dorsal hom PGE; exerts antihyperalgesic effects by acting on pre- and post-synaplic
membranes of the primary afferent synapse. The activation of the presynaptic EP receptors leads to facilit
At the post-svnaptic level, PGE; can directly activate deep dorsal | rons via EP-2-like receptors located on
receptors in the inhibitory neurons, Activating and inhibiting

ced nociceptive processing
smission by activation of EP-2-like r

resulting in en
dorsal hom neurons and block inhibitory glycinergic neurotr
pathways are depicted by solid and slashed lines, respective

lv. GLU=glutamate. GLY=glycine, SP=substince P,

Burian M, Geisslinger G. COX-dependent mechanisms involved in the antinociceptive action of NASAIDs at

central and peripheral sites. journal of Pharmacology & Therapeutics 2005; article in press: 1-16.
Sapo

espinal

ketorolaco

.
u
-
0
»
0
-
»
0
)
0

Glutamato

Posible mecanismo de accion ketorolaco, bloqueo de receptores de NMDA en el SNC en
sapos espinales.
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