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RESUMEN

La prueba de la formalina desencadena un dolor prolongado de moderada
intensidad, que mimetiza el observado en humanos con dolor crénico. La
electroacupuntura experimental es un proceder parametro-dependiente, que
produce efectos diferentes sobre los sistemas bioquimicos manipulados en
condiciones fisioldgicas o patologicas. Es influenciada por la analgesia inducida
por estrés, entre otras limitaciones que causan una instrumentacién dificil; por
lo que el disefio de los modelos experimentales se convierte en una tarea
compleja. Objetivos: Aplicar el método electroacupuntural de Lao en un
modelo de dolor patoldgico inducido con formalina, asi como examinar el efecto
analgésico de la electroacupuntura en estas condiciones. Método: Utilizamos
ratas Sprague Dawley divididas en dos grupos de 5 animales cada uno: grupo
EA, el cual recibié estimulos de 2Hz y 2-3mA por 30 minutos, previo a la
inyeccion intraplantar de formalina y el grupo control que recibié formalina
solamente. Resultados: ElI animal consciente y no restringido se mostré
cooperador al proceder. Los signos de estrés fueron minimos al inicio. A los 20
minutos de estimulacion se mostrd quieto o dormido. La electroacupuntura a
2Hz aplicada bilateralmente en los puntos VB30, no provocd supresion
significativa de la respuesta bifasica comparada con el grupo control.
Conclusiones: Se sugiere que el método de Lao es muy funcional para utilizar
en el laboratorio, afin a las condiciones clinicas de aplicacion del proceder en
humanos. La electroacupuntura sola no mostré efecto analgésico suficiente
para reducir el tiempo de lamido en las fases | y |l de |la prueba de formalina.

PALABRAS CLAVE: modelo animal, dolor, nocicepcion,

electroacupuntura, formalina.
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INTRODUCCION

Los modelos animales de dolor han permitido en las ultimas décadas un salto
en el conocimiento de la neurobiologia del dolor y en el desarrollo de nuevos

farmacos ™

, pero los sistemas biolégicos no son exactos y hay multiples
factores que pueden determinar resultados contradictorios inherentes a la
seleccién y al disefno del modelo, al desempeio en el laboratorio, al cuidado del
animal y a la observacién de las caracteristicas de la especie '. Dificultades
que se exacerban al aplicar un proceder como la electroacupuntura (EA) donde
existe una variabilidad paramétrica para la liberacion de mediadores, también
para la accién sobre los sistemas bioquimicos manipulados, ya sea en
condiciones fisiologicas o patoldgicas >’ moléculas que pueden desencadenar
efectos fisioldgicos contrapuestos en dependencia de su concentracion, de sus
accion al interactuar sobre diferentes subtipos de receptores de variadas
localizaciones, la participacion de sistemas periféricos, segmentarios y

8-10

suprasegmentarios, unos inhibidores y otros facilitadores " marcada influencia

de la analgesia inducida por estrés (SIA, por sus siglas en inglés) "

1217 con la técnica en

dificultades con el grupo control adecuado para la técnica
si en el momento de la colocacion de las agujas, la localizacion de los puntos
correctamente y la tolerabilidad por el animal de las agujas, con un estimulo
eléctrico por un periodo prolongado de 20 a 30 minutos, en ocasiones de varias
exposiciones. Evidentemente, algo mas engorroso que la administracion de un
farmaco por via oral o intraperitoneal (ip) 30 o 20 minutos antes de aplicar una

prueba. También existe la disyuntiva del momento en que se debe aplicar la

EA, antes o después de la induccién del dafio, segln el modelo aplicado *°.
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Generalmente se utilizan ratas, pero la seleccion de la subespecie es
importante, por ejemplo, las ratas Wistar por sus caracteristicas conductuales
son menos cooperadoras que las Sprague Dawley (SD), mas déciles por
naturaleza; la edad y el peso también son considerables, pues las jévenes, con
un peso entre 250 y 350 gramos, poseen la piel suave, con menos paniculo
adiposo que facilita la colocacién de las agujas. No esta indicado ayuno el dia
anterior como en otros experimentos, se debe mantener el alimento y el agua a
libre demanda, pues el proceder tiene efecto hipoglicemiante.*"’

Lixing Lao en su laboratorio en los afios 2001 y 2004,%" aplicé la EA en ratas
SD conscientes y no restringidas con resultados favorables, en un modelo
inflamatorio inducido con adyuvante completo de Freund (CFA),
unilateralmente en la pata trasera; para estudiar los parametros ideales de la
EA en condiciones patolégicas; testando la latencia de retirada de la pata
(PWL) ante una fuente de calor, asi como la expresion de proteina Fos en
cuerno posterior.

La demostracion de estos parametros éptimos para la aplicacién clinica, en
condiciones que mimetizan el dolor crénico, irrumpe dialécticamente sobre
muchos criterios pre-establecidos en la neurobiologia de estas técnicas, pues
la mayoria de los estudios anteriores informaron acerca del parametro-
dependencia de la analgesia electroacupuntural, se realizaron en animales no
agredidos, que no presentaban sensibilizacion de sus nociceptores periféricos
ni hiperexcitabilidad del sistema nervioso central®*', que determinarian la
alteracion del procesamiento nociceptivo y que se expresarian clinicamente en

19,22-23

los fendmenos de hiperalgesia o alodinea, gque observamos en nuestros

pacientes. También los estudios se realizaron en animales restringidos e
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influenciados por la SIA" o sedados, en condiciones que pudieron soportar
intensidades de estimulo muy superiores, a las que puede tolerar un animal
consciente y estas terapias se realizan en el humano conciente, por lo que la
extrapolacion de estos resultados en animales, a humanos con dolor
patoldgico, de alta incidencia en nuestras clinicas ***, estan evidentemente
mas cerca de la verdad.

La prueba de la formalina es considerada por Dalal ' y Melzack 4, como un
excelente modelo de dolor prolongado de moderada intensidad, que semeja al
dolor clinico en humanos, cabalga sobre los modelos de dolor agudo y crénico,
pues desencadenan una respuesta bifasica conductual que en un primer
tiempo refleja un dolor nociceptivo en respuesta a la noxa quimica aguda y en
un segundo tiempo refleja un dolor inflamatorio con la sensibilizacion espinal
inducida por la agresion'*'®, donde median estructuras espinales y
supraespinales, mientras que en la prueba de retirada de la cola, por ejemplo,
la organizacién de la respuesta es fundamentalmente espinal **.

El propdsito de nuestra investigacion, fue analizar criticamente el método
electroacupuntural de Lao, en un modelo de dolor inflamatorio inducido con
formalina en ratas, con la finalidad de estudiar el efecto de la EA sobre el

tiempo de lamido en ambas fases de la prueba.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y MODELO DE DOLOR: Se utilizaron
ratas jévenes SD entre 250-350g de peso que se mantuvieron bajo condiciones
de 22 £ 0,5°C de temperatura y humedad relativa de 40-60%, con ciclos
alternos de luz-oscuridad de 7:00am a 7:00 p.m., el agua y los alimentos se
mantienen a libre demanda.*"’

Se administré 50 pl de Formalina al 1 % por via s/c en la superficie plantar de la
pata trasera derecha de la rata usando una aguja calibre 27-G. Inmediatamente
se colocé en un cilindro transparente de cristal de 20x30 cm. sobre una
rejilla.*'"#°

El tiempo de lamedura se midié con crondmetro manual por el experimentador:

Consideramos el tiempo de 0-5 min. (Fase 1). Una latencia de 10 min.

De 15 a 30 min. (Fase 2) Foto 1.

Foto 1: Observacion de la respuesta conductual bifasica en la prueba de formalina
Laboratorio Centro de Quimica Farmacéutica

Los animales fueron sacrificados bajo anestesia general al concluir el

experimento.
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DISENO EXPERIMENTAL

Las ratas fueron divididas en dos grupos de 5 ratas (n = 5): grupo 1 (EA), el
cual recibi6 el estimulo de 2Hz y 2-3mA por 30 minutos, previo a la inyeccion
intraplantar (ipl.) de formalina que se administré inmediatamente al concluir el
proceder y el grupo 2 (control) que recibié formalina solamente, segun la

técnica descrita.

APLICACION DE LA ELECTROACUPUNTURA (EA)

La EA se condujo seguin el método aplicado por Lixing Lao.®” Se selecciono el
punto equivalente a VB30 en humanos, segun la teoria de los meridianos de la
Medicina Tradicional China. En el hombre se describe localizado en la unién
del tercio lateral y medial, tras dividir en tres partes iguales la distancia entre el
trocanter mayor y el hiato sacro, por encima del nervio ciatico, las referencias
anatdomicas equivalentes fueron usadas para localizar el punto en las patas
traseras de la rata ®’. Los animales fueron gentilmente entrenados por 30
minutos/dia durante 3 dias y habituados al tratamiento con EA antes del
experimento ” previo asepsia y antisepsia de la piel con alcohol, se colocan las
agujas calibre 32 G y 0,5 pulgadas de longitud, bilateralmente en los puntos
VB30, con electrodos soldados en sus extremos distales, estabilizados con
cinta adhesiva, los cables se fijaron en la espalda para evitar que fueran
mordidos por el animal, lo que demora unos 20 seg. y causa poco estrés en él,
posteriormente se coloca en una caja transparente plastica invertida de
5x8x11cm, no restringida, anestesiada ni sedada ®’. Los parametros utilizados
fueron una frecuencia de estimulacion de 2 Hz y se procedié a aumentar

lentamente la intensidad del estimulo a niveles soportables por el animal
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conciente injuriado, entre 2 a 3 mA, suficiente para producir contraccion ritmica
muscular de las patas traseras °"'*' para estos fines trabajamos con un
Electroestimulador Tipo Gran Muralla, seleccionamos la onda1l (continua

analgésica, duracion de los pulsos de 0,5 m/s). Foto 2

Foto 2: Aplicacién de la electroacupuntura (EA) segiin método de Lao en ratas
Laboratorio Centro de Quimica Farmacéutica
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RESULTADOS

Los animales se mostraron tranquilos durante el proceder y manifestaron el
mismo patron de conducta temporal:

0-5 minutos: Reconocimiento del lugar, tendencia al lamido de la aguja y la
cinta adhesiva.

5-10 minutos: Acicalado, reconocimiento.

10-15 minutos: Acicalado con tendencia a mayor estabilizacién en el lugar.
15-20 minutos: Echada sobre sus patas, quieta, sedada.

20-30 minutos: Quieta o dormida.

La EA en este modelo de dolor patolégico con formalina no mostré un efecto
significativo sobre el tiempo de lamido de la rata, en la fase |, tampoco en la
fase Il, que expresa los cambios en el procesamiento nociceptivo espinal. Para
la fase | el control tuvo una media de 1,76 minutos y para el grupo con EA fue
de 1,66 minutos. Para la fase Il la media del control fue de 4,19 minutos y para
el grupo con EA previa de 4,74 minutos, en ambas fases el porcentaje de

inhibicion respecto al control fue de valor 0. (Figuras 1y 2)

Tiempo de lamido inducido por formalina (1%/50ul) en ratas de 0-5 minutos
(FASEI) Efecto de la EA (Figura 1)

'5 B
—e— formalina

1
\ —m— EA+formalina
0,5

media d.e. %inh
formalina 1,76 0,53 0
EA+formalina 1,66 0,31 0

52



Revista Cubana de Anestesiologia y Reanimacion

Tiempo de lamido inducido por formalina (1%/50ul)en ratas de 15-30min
(FASEII) Efecto de la EA (Figura 2)

—e— formalina

—a— EA+formalina

media d.e. %inh
formalina 4,19 1,64 0
EA+formalina 4,74 0,9 0
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DISCUSION

Estudios previos con el animal no agredido y restringido, con marcada
influencia de la SIA, se utilizaron para estudiar la EA; pero la relevancia clinica
de estos fue limitada #*%. Este modelo resolvio las dificultades en gran medida,
al concebirse bajo condiciones patoldgicas y al aplicar la EA con el animal
consciente, como a los humanos vy sin restriccion. La liberacién de
neurotransmisores secundaria a la restriccion aguda esta anulada, por lo que
puede asumirse que los efectos analgésicos presentados son en gran medida
consecuencia del estimulo electroacupuntural. El animal se observé tranquilo,
sometido a un grado menor de estrés por el proceder *’.

En nuestro experimento, la EA no mostré un efecto significativo al reducir la
respuesta bifasica a la prueba de la formalina; lo que es congruente con otros
que aplican la EA a 2Hz en ratas agredidas con formalina, bilateralmente pero
en los puntos E36 en ambas patas traseras,’ un acupunto también de uso
frecuente en el tratamiento del dolor y en estudios experimentales, sin
embargo, en el mismo estudio este proceder fue capaz de incrementar la
latencia de retirada de la cola.* Los mismos autores establecieron con
anterioridad que la DEs de opiodes (dosis efectiva para producir la reduccién
del dolor en 50 % del grupo control) es significativamente menor en esta
prueba de dolor nociceptivo, que en la prueba de formalina donde debid
suprimir la sensibilizacion central.”

231 entre

La EA actua a través de complejos mecanismos neurofisiologicos
ellos: Estimula los sistemas descendentes inhibitorios que frenan la transmisién

de los impulsos nociceptivos a escala espinal y supraespinal *'*'*'%%? Esta bien
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documentado que la EA a baja frecuencia (2Hz) incrementa la liberacién de
encefalinas y beta endorfina que activan receptores delta y mu en el SNC “#"%
El tercer miembro de opiodes que participa es la endomorfina-1, descrito mas
recientemente tras estudiar la reduccion de la analgesia electroacupuntural de
baja frecuencia con antisuero de endomorfina-1 *. La EA a alta frecuencia (100
Hz) induce incremento de dinorfina que actua en receptores kappa en el cuerno
posterior **'. Los opiodes intratecales pueden suprimir la sensibilizacion central
inducida por formalina **%*. Estos autores, postularon que el incremento de
péptidos opiodes enddégenos que produce la EA, no es suficiente para suprimir
la respuesta nociceptiva conductual inducida por la formalina, pero es capaz de
producir antinocicepcion en un modelo de dolor agudo, no patolégico como la
prueba de retirada de la cola ***. En cambio, al combinar la EA a 2Hz con la
administracion intratecal de endomorfina-1, se observé una desviacién a la
izquierda de la curva dosis respuesta en comparacion con la curva para la
endomorfina-1 sola, por lo que la EA incrementa los efectos antinociceptivos de
la endomorfina-1 *. La combinacién clinica de drogas con la EA en humanos
puede aumentar la analgesia y disminuir los efectos indeseables al permitir
reducir las dosis utilizadas, por estos efectos sinérgicos y aditivos, lo que puede
ser de eleccion en pacientes ancianos y oncoldgicos.

En la literatura se encuentran pocos estudios que utilizaran la prueba de la
formalina con estos fines*'!. Observamos con mayor frecuencia el modelo de
artritis con CFA, los modelos agudos (placa caliente y presién de la cola)
superpuestos a este para objetivizar las alteraciones del umbral nociceptivo.®”'
La inflamacion inducida con carragenina y los modelos de dolor neuropatico

asociados a modelos agudos térmicos y mecdanicos'***. De este sencillo
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estudio de concepto, concluimos que el método de Lao es muy funcional para
utilizar en el laboratorio y mas cercano a las condiciones clinicas de aplicacion
del proceder en humanos. Que la EA de 2Hz aplicada en el punto VB30
bilateralmente con el animal consciente y no restringido tampoco mostré efecto
analgésico para reducir el tiempo de lamido en las fases | y Il de la prueba de
formalina; similar a lo observado por otros autores al aplicarla bilateralmente
pero en el punto E36 con el animal en otras condiciones.

Se deben promover estudios en este campo, con modelos disefiados con
mayor objetividad y hacia la busqueda de los efectos de la EA sobre las
alteraciones del procesamiento nociceptivo, que aparecen en el dolor

patologico.
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