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RESUMEN
VALDERRAMA SABORIO MOISES EDUARDO Evaluacién del efecto analgésico de la
isoxsuprina en cabavllosv (Béjo la direccion de: Ignacio Lizarraga Madrigal)
La isoxsup'riAna se ﬁtiliza eh élstra'tamiento de afecciones vasculares como la laminitis y el

sfndrome navncular en caballos Se desconoce su mecanismo de accién terapéutlca en

esta espeme : Se cree que lncrementa el flujo sanguineo laminar, pero no se ha

comprobado cnentlf‘ camente Tamblén se Ie ha postulado un efecto reolégico y analgésnco

Este estudlo evaluo el efecto analgésnco de la isoxsuprina en seis caballos sanos por
medlo de una prueba mecanica de nociocepcién, midiéndose umbrales de dolor durante 90
m’in’ut;:sk.‘ Lds tratamientos fueron asignados por medio de cuadro latino a cada caballo se
le administré isoxsuprina (1.2mg/kg), xilacina (1.1 mg/kg), agua destilada: etanol (dilucion
2:1, 20 ml) y solucion salina fisiolégica (SSF, 20 ml) por via endovenosa. Se evaluaron las
variaciones en umbrales de dolor a través del tiempo por medio de andlisis de varianza y
se compard el efecto maximo de cada tratamiento vs. niveles basales y el area bajo la
curva de la grafica umbral de dolor vs. tiempo durante 90 minutos (ABCgo) utilizando la
prueba t de Student. Sdlo la xilacina incrementé los umbrales de dolor, de un nivel basal de
6.93 +£ 0.26 N a 19.91 £ 0.27 N a los 20 minutos (P < 0.0001) comparado con SSF, los
incrementd a partir del minuto 5 y hasta el minuto 70 postadministracién (P = 0.0338), el
ABCgy, de xilacina fue mayor al de la SSF (P < 0.0001). Estos resultados co_hﬁnnan que los
agonistas ay-adrenérgicos producen analgesia en caballos e indican que la i'soxsuprina no
produce analgesia en caballos sanos sometidos a una prueba deidolo‘f mecanico, por lo

que se requieren mas estudios para determinar su mecanismo de accion terapéutico en

esta especie.



ctua como agomsta de

receptores B- adrenérglcos y antagomsta de receptores a—adrenérglcos

En medicina humana se utiliza como vasodllatador en problemas asocuados a

insuficiencia circulatoria central o penfénca as[ como para retardar eI trabajo de parto

prematuro.® Ademas, se le atribuye un efecto analgés:co en mu1eres que sufren dolor

por dismenorrea® y en enfermedades como la anem!a‘de,c" ulas falciformes.® Sus

efectos colaterales incluyen taquicardia, hipotension y edema y;iuf[rhonar."‘5

En medicinas veterinaria se ha utilizado en perras, gatés, ‘vacas, cerdas, cabras,
ovejas y yeguas para producir relajacion uterina y Ilevér' ‘a‘f cabo man'iobra‘s
obstétricas.” En equinos también se utiliza en el tratamlento del slndrome navncular° y

algunas afecciones vasculares que afectan las extremldades como la Iamlnms

Farmacocinética

En caballos, la administracién endovenosa (V) de isoxsuprina a dosis de 0.6 mg/kg se
comporté con una cinética de dos compartimentos. Su vida media de eliminacién fue
de 2.67 horas, con una velocidad de depuraciéh de £3.8 ml/min/kg y un volumen de
distribucion aparente de 10 I/kg.'® Al adrmirnristrar la misma dosis por infusion IV en 30
minutos, se determind una vida media de 1.8 horas, un volumen de disfribdcién

aparente de 6.8 Ilkg y una velocidad de eliminacién de 43 ml/min/kg.i‘ ‘Estos datos




‘durante las primeras 12 horas

Sin embargo, después de Iaadmumstracuénoral(PO) de O.S'thg/kg ‘de isoxsuprina
cada 12 horas (q12h) durante 4 dlas; 'no'u"se détectd ‘el férmaco en plasma, lo que
sugiere que la biodisponibilidad‘oral de la isoxéuprina eé muy baja y posiblemente se
deba a metabolismo de primer paso lo que significa que al ser absorbido en aparato
digestivo y pasar a torrente sanguineo se conjuga en higado y cambia su estructura y

su efecto. Esto se logré mediante pruebas de cromatografla.’°

Administrando una dosis de 0.25 mg/kg PO q12h por 3 dias y de 0.6 mg/kg al cuarto

dia, se estimdé una biodisponibilidad de tan sélo 2.2%.'' ‘La conjugacion de la
isoxsuprina se lleva acabo con acido glucorénido, formando isbxsuprina-ngcuronido y
en ocasiones isoxsuprina glucuronido dipotasica. 2 la isoxsuprina conjugada se

detecta en plasma hasta por 96 horas después de una admlmstracuon umca a dosus de

1.2 mg/kg PO, y hasta por 6 dias despues de un tratamlento de’ 7 dlas:“"3

En Ia orlna

se puede detectar hasta por 6 semanas después de. termlnada la terapla oral " Se'

cree que la afinidad de la isoxsuprina por la melanlna y la queratma expllca su,'

permanenma prolongada en el caballo.’




Farmacodinamia

La isoxsuprina funmona como agomsta y antagonlsta de receptores adrenérglcos Su

accion agomsta es en receptores [3, de los cuales se conocen tres subtlpos B,, B2y Ba.

En general, -

contraccion ..

Ilsa se da aI

n muscular

de ‘cadena ligera lnhlblendo Ia contraccuén

. ‘y',k’VSu efecto antagémco es sobre receptores o y de éstos se conocen dos subtlpos oy

:0(2 La actlvamén de receptores aq produce contracc:én de la musculatura Iusa excepto
la del tubo gastrointestinal, al incrementar el Ca mtracelular a través del segundo
mensaijero inositol trifosfato. La activéqién de receptores a, produce vasocpn;tnccnén '
y disminucidn de la liberacion de neurotrénsmisores por un efecto,me'di‘addzbyor la

disminucion de AMPc.'®

La administracién endovenosa (IV), pero ho oral, de isoxsuprina a dosis de 0.6 mg/kg,
disminuyé en 19%, 22% y 33% la presion sanQUfnea sistdlica, diastélica y media,
respectivamente. La presion sistélica y media regresaron 'a niveles basales después
de 30 minutos, pero la diastolica lo hizo deépués de 60 minutos. Esto se debe a la

vasodilatacion periférica que se dio 1 minuto después de la aplicacion del




medlcamento y que duré 30 mmutos Ademas de manera reﬂeja se: presenté

- cronotroplsmo e: Ionotroplsmo posxtlvo que desaparemé después de 30 mlnutos

'Tamblén se observé hlperten5|én pulmonar que desapareciod después de"5

»Se obtuvneron resultados S|m|Ia es al apllcar isoxsuprina a d05|s de 2 mg/kg v, 1pero la

y Ia duracnén de Ios efectos fueron mayores. € Tamblén sevobservé

vsudoraclén exceswa deI ‘mlnuto 10 al 30 postratamlento y dlsmlnuclén de ia
‘temperatura corporaI y de Ia p|eI del minuto 30 al 120 16 Estas dos:s no afectaron de
manera s:gnlf catlva Ia frecuencna resplratona el pH sanguineo arterial, la PaCO, y

' PaOz, ni los mowmlentos mtestlnales 1016

A nivel vascular en los mlembros la lsoxsuprma produce dilatacidn in vitro de anillos
de venas y arterias dlgltales de cabaIIos sanos y con Iamlmtls 7 dicho efecto se

atribuye al bloqueo de adrenoreceptores a, 2 Se ha utlllzado la termografia como

medio diagnostico indirecto para demostrar que Ia adfmmstracnén oraI de isoxsuprina
incrementa el flujo sanguineo de Ios mlembros anterlores de cabaIIos pero la
administracion IV disminuyd la temperatura superfmal16 y mas aun no modificéd de
manera significativa el flujo sanguineo cutaneo (medlmén no lnvaswa con Doppler
laser) en la piel de la cuartilla y del térax.'® De hecho, Ia admnmstracuén crénica de
isoxsuprina (1.2 mg/kg PO q12h por 10 dias) no modnf‘cé eI ﬂu;o sangulneo digital y
laminar en caballos sanos.'® Esto mismo se observo’ en_c_aballos con laminitis a los

que se les administré la isoxsuprina por via IV.°

A pesar de Ia falta de ev1denc1a cnentIf‘ ica que demuestre un efecto vasodllatador en

los miembros de Ios equmos Ia lsoxsuprlna (a dosns de O 6 1 8 mg/kg PO q12h por 21

10,;




con slndrome navucular

carbohidratos.®

Es posible que la isoxsuprina produzca sus. efectos terapéuticos por mecanismos

diferentes a los de vasodilatacién periférica.

En ese sentido, la isoxsuprina también dlsmlnuye la vuscosndad sangufneazo 21 & inhibe
la agregacion plaquetaria.?® Los efectos reoléglcos de la- lsoxsuprnna se ha
demostrado en humanos al reducir la viscosidad sangufnea 'y transformar los
eritrocitos en esferomatocitos.?! Se cree que este efecto se debe a la penetracion del
farmaco a nivel intramembranal (parte hidrofilica de la membrana) en la célula, lo que
aumenta el area superficial de la capa interna causando invaginacién en la membrana.

Este efecto reoldgico se ha atribuido como posible mecanismo de accion terapéutica

de la isoxsuprina en caballos con laminitis®®, pero no se ha investigado en esta

especie,

También se ha atribuido un efecto analgésico a:la isoxsuprina, la cual, al inyectarse

cciones ‘abdominales en

por via intraperitoneal (IP), disminuy6 el ntmero

- ratones inodulaqqs IP‘:cop éqidoabcéti;cdz cto analgésuco se atnbuyé ala

i interaécién con réceptorés B-adrenéréicos‘ P osnblem ‘nte dlferentes a, os tlplcos [31

B2. Sin embargo, Den Hertog demostré un efecto anestésnco local para la lsoxsupnna

En forma 5|mllar, la lsoxsuprma a d SIS de‘1;8fm /kg IV en S



al disminuir la intensidad de descarga de f‘bras tlpO C en preparacuones de nervno

vago de. conejos, - postulando. una- reduccubn en la entrad ‘ e Na como posnble

mecanismo de accion. Ambos estudlos |ndlcan un - efecto analgés:co para la .

isoxsuprina cuando se administra Iocalmente, No obstante, la administracién oral de

isoxsuprina se ha asociado con ' disminucién - del: dolor- en-mujeres que sufren

dismenorrea.?®

Aunque se ha postulado la analgesia como posibi rhe_q:ani_s:fn‘d de accién terapéutica

: A contmuaCIé‘ se h za'de a fisi Iogia del dolor y de algunos modelos

anlmales para evaluar Ia apacndad nalgé ca de Ios farmacos

Fisiologia dei dolor

El dolor se define como una experiencia sensorial y emocijonal no placentera asociada
a dafio tisular actual o potencial.?’ Funciona como mecanismo de autoproteccion para
prevenir mayor dafio al organismo; cuando se logra esta funcién protectora se
denomina al dolor como agudo o fisiolégico. Sin embargo, cuando hay dafio tisular

severo acompanado inmediatamente de cambios complejos y alteracion en la funcion



“El |mpulso nocivo se modula en cada nivel de Ia vfa nomoceptuva y a contmuacnén se

descnben las estructuras que la componen.

= . Nocioceptores periféricos -

pe fércos se cuentran en la plel las estructuras musculo

‘esdi.:eléticas las visceras Estén compuestos prmmpalmente por f bras de umbral alto

. A6 (axones' oco ,mlellnlzados) y C (axones amxellmcos) que ransmlten sefales de

"proteccuén de la perlfena al snstema nervioso central (SNC Cuando hay dario tisular

,severo se llberan varias sustancnas (hlstamlna catec'lammas eicosanoides,

neurOpéptldos citocinas, etc.) a partir del tejido neural y no neural hacia el area
adyacente afectada. Estas sustancias facilitan y amphfcan Ias sefiales dolorosas
,hamendo que las fibras .de umbral bajo AB (axones altamente mielinizados), que
:normalmente transmlten estimulos mnocuos de tlpo téctll tamblén adquieren la

capacndad de mcrementar Ia exmtabthdad neural Asf Ias fibras A6 c y AB contribuyen




n as vlas nomoceptuvas penférlcas y centrales (véase

VEsta"diversidad de.cambio

la pérdlda aparente de Ia- Utllldad bloléguca de las

: mas adelante) contribuyen

E senales dolorosas como medlda de proteccnén orgémca

- Médula espinal

Los noc:o 'ptores penféncos traducen estimulos mecanicos, térmlcos o] qufmlcos en

: »'un ren d pote cuales eléctricos que se transmiten por sus axones hama Ia médula

o cuerpos celulares de los nocioceptores periféricos se encuentran en los

. ganglios:de a'ralz; dorsal y la primera sinapsis se realiza a nlvel del asta dorsal de la

médula espin‘al tanto con las interneuronas locales como con las neuronas.‘de
S proyeccuén que Ilevan la informacion - nocioceptiva hacna centros supenores en el

tronco cerebral y en el talamo.

La médula espinal cumple'uha fukncikén importanvte en la via nocioceptiva, ya que sirve

de “compuerta” para la iﬁfbrmaéién que llega de las fibras periféricas aferentes y de

las vias descendentes, asi como para las sefales que salen hacia el cerebro.?>*°




= Vias ascendentes

La sensaciéon de dolor reqwere que se transmltan senales nocmceptlvas a través de

vias ascendentes de la médula esplnal hacaa nucleos especlf‘ cos en el cerebro.

Las cinco vias somatosensoras ascendente mas umportantes'json: espmotalémica.

esplnomesenceféllca espmoretlcular, éspIDOcervlcél Y columria‘dorsal de segundo

orden

Los tractos espinotalamico, espinomesencefélico y espihdreticular ascienden a través .

de la sustancia blanca a nivel ventrolatefal EI tracto eSplnotalémlco proyecta sus

neuronas hacia diferentes nucleos en eI télamo La mayorla de»los" axones de esta vfa

pero.

asi como los del tracto espmomesenceféllc ), se cruzan ‘al lado’ contralateral,

algunos tamblén vnajan en forma |psuatera

do. orden ascienden de

de la columna dorsal de segundo orden se proyecta en el funiculo dorsal y la parte




dorsal del funlculo Iateral termlnando dentro de Ios nucleos de la columna dorsal los

:.que a su vez se proyectan al nucleo Iateral postenor ventral del télamo

= Cerebro

El cerebro decodifica la informacién que llega a.través de las vias espinales
ascendentes y es donde la sefial se percibe como dolor. Algunas de las areas
cerebrales mas importantes que,se'relacidhah con el proceso nociceptivo incluyen el

tallo cerebral, el talamo y la corteza cerebral.?® .

Existen neuronas cerebrales que sintetizan diversos agentes neuroactivos y

constituyen vias especializadas que corren dentro del cerebro y fuera de éste.

La mayoria de estas sustancias bp'articipa'n en el proceso nociceptivo y de éstas, la
noradrenallna, serotonma (5 HT), dopamlna histamina, adenosma acetilcolina (ACh),
sustancna F’ péptldo relacuonado ‘al gen de la calcitonina, glutamato, glicina, acido

gamma amtnqput(rpco (GABA) y peptldos opioides son los mejor caracterizados. '

»- ' Vias inhibitorias descendentes

Los SIStemas inhibitorios descendentes regulan el proceso nocnceptavo de seﬁahzacnén

aferente. Algunos de los tractos descendentes més lmportantes presentes unlcamente




en la parte lateral y ventral de la sustanc1a blanca de la' médula espinal, son: el tracto
piramidal corticoespinal,. que .sale de Ia corteza sensomotora; el tracto rubroespinal,
que se origina del nucleo rojo del cerebro med10' el tracto reticuloespinal, cuyas fibras
salen de la formacién reticular pontomedular y las fibras vestibuloespinales, que se

originan del nucleo vestibular Iateral de Ia medula oblongada

Algunas de las vias moduladorés "’des',cendentes mas importantes incluyen la
opioidergica, rﬁo‘noami‘nérgica y GABAérQiéa, las cuales se expresan en forma Unica o
mixta  en kélgdnos axones. El sfétefna" inhibitorio mediado por opioides tiene
compoh‘ente'smbien establecidos en ‘la proyeccion espinal del c‘ircuito MGP-’ médula
ventromedlal rostral (MVR), con la modulacién de neuronas del asta dorsal (NAD) por

actlvac16n de la MGP conteniendo las tres clases de receptores oplo:des (|J 6 K), asi

. _como interneuronas encefalinérgicas y campos termmales

La modulacion de la transmnsuén nocuoceptlvavpor vlas:bulboesplnales se atnbuye

ampllamente a Ias amlnas blogenas noradrenalma 5 HT y dopamlna asi como a la

adenosma que pr|n<:|palmente ejercen efectos inhibitorios tanto en el cerebro como en

Ia médula esplna (Las senales noradrenérglcas se envian por el locus coerulus a la

”tafa grupos celulares pontomedulares noradrenérgicos en la

- excitatorios = mediados * por receptores a;-adrenérgicos.*® También ‘se asocian

mecanismos - do ‘ar'ninérgi‘cos descendientes al proceso nociceptivo, con neuronas

‘*diénceféliqas*‘prgye‘cftyé’nvdosé enla 'médulla espinal donde se activan receptores D2 a la




GABAérglcas descuenden de la MVR y hacen smépsns con neuronas de proyeccnén
. esplnotalamlcas y neuronas de circuito local en el asta dorsal de la médula esplnal

: contrlbuyendo ambos neurotransmisores al control supraespinal de nociocepcioén.

La mteracmén de estos dos neurotransmisores se da en neuronas dorsales donde la

actlva én de receptores 5-HT, incrementa Ia entrada de CI° de manera indirecta al

fosfonlar" eceptores GABAA 34 El GABA y Ia glicina se pueden liberar por la misma
'\n a partlr de la misma vesicula por lo que es factible que impulsos en el
tracto' MVR- esbmal liberen 5-HT, GABA y/oglicina a partir de terminales de la MVR, y
; actuen como cotransmisores para inhibir la transmisiéon nocioceptiva a nivel

besplnal y supraesplnal a través de receptores GABA, o para glicina, o en ambos.>

Pruebas de nociocepcion

La mayoria de las pruebas nocioceptivas mlden respuestas de comportamlento como
indicadores de que el estimulo se perc:be como doloroso y esto corresponde al umbral -

de dolor Estas pruebas varian de acuerdo a Ia especue y al tipo de dolor que se quiere




evaluar, mientras que el efecto analgésico de los farmacos se determina al

_incrementar la intensidad o duracion del estimulo, 0 ambos. < =« e

: medlr dolor y determmar la ef' cacna analgéslca de los farmacos

= Modelos animales de dolor agudo

En general, el dolor en estas prue‘bavs es moderado, breve y éludible, Estas pruebas
miden respuestas reflejas simples o cdmpbdamiéntbs ,rhés’.fco“rnplejos,Se consideran

pruebas de refiejos simples la prueba de sacudida de la cola'y 'é'l:r‘érﬂrej‘ddé abertura de

..la mandibula. La primera se basa en que Ia rata o el ratéﬁ retira:' la ébla en reSpuesta a

un estimulo térmico a nivel cutaneo ya sea por dmglr un haz: de qu hacna la cola o

sumergirla en agua caliente. 3% La segunda con5|ste en medlr la vrespuesta refleja (v.g.,

lamer, masticar, mover la cabeza, abrir la mandibula) a la. estnmulacnén eléctrica de la

encia, por medio de electrodos |mplantados en la dentina de Ios incisivos o caninos.

En esta uitima, se puede medir, de maner dicional, la actxv:dad eléctrica del

musculo digastrico de Ila mandlbula o de la corte _‘cerebral.:’6 En la prueba de
’sacudlda de la cola, el incremento o d:smmuc n apércepcién del dolor se da por

disminucion o aumento en el tlempo para observ : u_,riaArgspUesta, mientras que en el

reflejo de abertura de la mandlbula : ‘e ”a P vrn'e’h'or", nivel de estimulacion.

Ambas pruebas tienen p_untos)de corte tiempo maxim 'paréj_la prueba de sacudida de

la cola y maximo nivel jdewl‘es,til"ntllracic‘.\n' para el reflejo de abertura de la mandibula.




5 supraesplnale

En la prueba_de.la platina: callente se coloca a: la rata o raténksobre una superficie

~cal|ente,.(50 56°C)d metal y se mlde el tlempo transcurrldo para observar la primera

: respuesta de aversuén (v g. saltar Iamer el copnete plantar) En la prueba de presion

S de‘ pata’ se su;eta al animal y se le acondlmona un pistdn que incrementa la presién,

e de manera gradual y constante, sobre el superficie dorsal hasta que el animal vocaliza

o trata de escapar; se registra la presién aplicada para lograr la respuesta.’” En estas
b pruebas, si se llega a un tiempo maximo predeterminado o una presidén maxima

predeterminada, el estimulo se suspende para no ocasionar dafio tisular.

En ocasiones se entrena ‘a los aﬁimalesﬂpara que modiﬁquen su comportamiento e

g'lndlquen reconocxmlento o:aversion: a la estimulacion "nociva. Por ejemplo, se les

kensena a reallzar tareas para,_termmar o prevenlr un estimulo nocivo, lo cual

L .:.Tb'corresponde a modelos aprendldos de escape o evasxén respectlvamente En ambos

modeIOS se mlde el tiempo necesario para que el animal detecte el estimulo nocivo.

; Modelos mas complejos como los de “conflicto”, requieren que el animal esco;a que

nivel de dolor tolerara para recibir una recompensa y a cierto nlvel de estnmulacuén no

querra trabajar por la recompensa. Los modelos de dnscnmmacnén son.n uy complejos

y los animales, generalmente primates entrenados durante meses. dlscrlmlnan entre

diferentes estimulos y al menos ‘uno de esos esta dentro del rango noc:oceptlvo
Estos dos dltimos modelos mlden Ia fuerza de la respuesta ‘como indicador de la

aversion al estimulo.




Modelos animales de dolor crénico ..

Las pruebas de dolor’f‘ crénico producen dolor que no pueden"eliminar la fuente de
dolor que puéde'—dd}ér varias semanas y siempre se aéompéﬁa de' dafo tiSular
evidente. El dafio tisular es especifico en ciertas areas, lo que permite estudiaf' al dolor
asociado a diferentes condiciones, como el dolor inflamatorio, artr[tiéo, visceral y
neuropatico. Modelos de dolor inflamatorio incluyen el de la formalina y la carragénina;
En el primero se inyecta formalina en el cojinete plantar de ratas o ratones y se
observan dos fases de comportamiento. La fase uno se cree que coi’réSponde é dolor
agudo, comienza inmediatamente después de la inyeccion y du‘ira 5 min‘u’_to‘s.- La fase
dos corresponde a dolor crénico, comienza después de 10 minutqg de 'f’r‘iye»ctada la
formalina y dura entre 45 y 60 minutos.®® La prueba de la ca‘ffgg:eiﬁi‘rijz‘-x consiste -en.
inyectar el compuesto por via subcutanea en la pata de rétaé o ratones,
produciéndose inflamacién con hipertermia y edema localizado en menos de 3-
horas.®® Se utilizan gran variedad de metodologias y sistemas de puntuaciéon paré

~ evaluar el dolor en estos modelos.

El' dolor_ artritico se Ibgra al inyectar por via endovenosa adyuvante completo de
Fredhd. Después de 10 a 21 dias se observa inﬂatnaéién, hipersensibilidad al dolor y
destruccién del cartilago articular de las articulaciones afectadas.

Se observan cdmportamientos sugerentes de dolor' (v.g. lamer y morder el miémbro ’
afectado, disminucién del movimiento y‘deiv’cthortamiento exploratorio, vocalizacién‘

a la presion del miembro afectado) pero también se enferman de manera sistémica
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con Iesuones ulceratlvas en la piel, hepatopatias y linfadenopatias.®® Con estos
_efectos es dlfi'CIl determmar que cambios se deben al dolor- en-si y cuales por la

fenfermedad Por tal motlvo se han d:senado modelos en los que se myecta un

ﬂlrntante (v.g. caolina, capsaicina) . o = microorganismos (vg Mycobactenum

tubercu/031s) en una articulacion para |ndu0|r artritis en esa artlculactén snn ue se

: presenten signos de enfermedad snstémlca

Para evaluar el dolor visceral se inyecta una sustancna |rntante (vg acado acétlco o
fenilbenzoquinona) en la cavidad peritoneal de ratas o ratones y se cuentan el numero
de constricciones abdominales (aplanamiento del abdomen, arqueamlento y extension

de miembros posteriores).?*°

Los modelos mas utilizados para evaluar el dolor neuropatico s'bn’l'o de ligadura del

nervio ciatico o de las ralces dorsales lumbares de ratas. Estos ‘modelos’ producen

denervacion parcial periférica por desmielinizacion de f'bras grandes y:destrucmén de

algunos axones no mlellmzados Existen otros modelos_ e lesion neura asocnados
con enfermedades snstémlcas como el de la neuropatia diabética mductda por

estreptozotocma en ratas

ento en Ios modelos

modelo a otro Esto se ha

o expllcado or los.

deben comparar de manera dlrecta Ios esultados obtemdos con dlferentes modelos

‘médula esplnal por lo que nose-




Modelos de dolor en _equinbs
Se han desarrollado varlas pruebas para evaluar. el efecto analgésuco de férmacos en

equinos estos mcluyen

Pruebas de nociocepcién mecanica:

Picar con aguja. Se utiliza una aguja y se pica al caballo en diferentes areas
" anatomicas (v.g. base de la oreja, hombro, banda coronaria, region perianal) a

diferentes tiempo. Se asigna una escala numérica, generalmente de O (sin analgesia)

a 3 (sin respuesta al estimulo).*’ Esta metodologia es subjetiva e inapropiada; ar.nén‘

de que no detecta diferencias pequeiias en la respuesta.

Presion con pinza de casco. Se utiliza una pinza de casco con un censor de presién
en una de las puntas y se mide la presion aplicada sobre la suela del casco para que
el caballo retire la mano; en este punto se considera que el animal percibe el estimulo
como doloroso

Este estlmulo se evaluo en 16 puntos diferentes en el casco con el fin de evaluar todo

el casco por ' u porcxén‘de Ia muralla y de la suela.*

7’Presnon con estnlete de: punta roma Se utiliza un émbolo que empu1a de manera

'gradual un. clavo de.‘punta roma de 2 mm de dlémetro contra el metacarpo del
caballo, EI estlmulo se. suspende una vez que el anlmal Ievanta la mano del suelo y se

registra la fuerza aphcada para Iograr este efecto




Prueba de sensibilidad en la mucosa gmglval Se implanta un electrodo

quirtrgicamente en la dentlna del co |llo donde se aplica un estimulo continuo con .

un voltaje de 2 mlllsegundos de duracxén con intervalos de 20 segundos dlrecto al

nervio del diente. La respuesta posmva al dolor se determina por tres,m‘owmlentos de

la cabeza.*®

Prueba de nociocepcion visceral: De manera qunrurglca se |mplanta una canula de

plastico en el ciego del caballo y ésta se exterlorlza en el ﬂanco derecho

La canula tiene un conducto por donde se pasa un globo que se msuﬂa para distender

el ciego. Se registra la presion del globo los movnml ntos e caballo y el tiempo en

que estos se presentan. En este punto se hbera Ia pres:én para suspender el

estimulo.**
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HIPOTESIS
La isoxsuprina produce analgesia en caballos sanos que.se:someten:a-una prueba

mecanica de nociocepcion a nivel del metacarpo.

OBJETIVO
Evaluar el potencial analgésico de la isoxsuprina en cabéllbs sanos'Sorhetidbs auna

prueba mecanica de nociocepcion.
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MATERIAL Y METODOS
Anifnales '

-Se utlllzaron seis caballos adultos (edad 9.33 + 2. 20 aﬁos peso —‘518 5 + 23 kg. el
peso se obtuvo mediante cintas métricas), castrados, de la raza Append:x (Cuarto de
milla X Pura sangre Inglés) y que cumplieron con los 5|gmen_tes crlterlos.

Criterios de inclusién: animales clinicamente sanos f*segan':-exame'n clinico .con
medicion de microhematocrito y proteinas plasmaticas (Cdadrb 1).

Criterios de exclusion: animales que claudicaran o preééntéran alguna lesién en los
miembros, que tuvieran historia de neurectomia, de slﬁdrome navicular o laminitis

(estas condiciones pueden alterar la sensibilidad del dolor en los animales)?547?

+ que
sufrieran enfermedades respiratorias o digestivas, o que estuvieran bajo tratamiento
con antinflamatorios u otros farmacos.

Criterios de eliminacién: animales que presentaran claudicacion o alguna lesién en

cualquier miembro, que desarrollaran afecciones respiratorias o digestivas o .que

fueran movilizados a destacamentos.
Los animales se alimentaron con heno de avena y alimento a base dé granos dos veces al dia y

tuvieron libre acceso al agua.

Prueba de nociocepcion
Se fabricd un aparato (Figura 1) ligero (20 g) consistente de Una jeringé de —12 mi

cortada en la marca de 5§ ml a la que se le colocé en el émbolo un clavo de 2 mm de

diametro con punta roma. El aparato se atornillé a una banda plést" a a Ia que se Ie
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engrapé una cinta Velcro que permmo su;etar el aparato a la mano de los caballos
La jeringa se conecto a. un tubo de pléstlco de 2 mm de diametro y 80 cm de largo que =
se unié en su otro extremo a una valvula de tres vias. La valvula, a su vez se. unlé a '
través de un tubo de silicon de § mm de didmetro y 60 cm de largo, con un mar]émetro
(U.S. GAUGE) con escala de 0 a 700 kPa. El sistema se cerré con dos‘”‘j‘érioga‘s‘de 60
ml con las cuales se aplicd presion en él sistema y empujd el Claéyo contr‘a la mano de

los caballos.

El aparato se calibré utilizando una béscula de cocnna (Gutes Backen G82024301
Alemania). Se aplicd presion para empujar el clavo de punta roma contra eI plato de la
bascula y se registré el peso (9) y la presion. (kPa) correspondnente Este‘ |
procedimiento se repitié 10 veceé. Para fines de la cahbractén se,conslderé ’100 g
equivalentes a 1 Newton (N). Los N se graficaron contra la presién media requerjda*
para producir dicha fuerza (Figura 2). Se realizé una regresion lineal a los datos oe
esta gréﬁca‘y la ecoacién que se obtuvo se utilizé para transformar lés lecturas de

presién en valores de fuerza.

Las pruebas de nociocepcion se llevaron a cabo en Ias ‘instalaciohes del
Agrupamiento a Caballo de la Secretaria de Segundad Publlca del Dustnto Federal |
(Poiicia Montada Cabeza de Juérez) durante el mes de Mayo del 2002 regustréndose
la temperatura amblental antes de |n|c1ar cada prueba Los anlmales se colocaron en

un potro de conten xén y se Ies fij jé el aparato sobre Ia mano lzqmerda a nlvel del"'

metacarpo El clavo se empujé gradualmente hasta que éste levanto la mano (umbral

de dolor) (Flgura 3) En ‘ste punto el estlmulo ‘se suspendlo y se reglstro la fuerza
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necesana para producnr esa respuesta No se apllcé una fuerza mayor a 20 N para

.evitar cualquner daﬁo a: los ammales Esta es una técnica simplificada del sistema de

Chambers et al"3 e cual empUJa el clavo con una presion constante y registra la

fuerza de manera computada Esta técnica dlscnmma entre analgesia y sedacion en

ca ballos

Una vez obtenidos cuatro umbrales de dolor de magnitud similar y en forma constante; :
los caballos recibieron el tratamiento correspondiente y se registraron las respuestas :

con intervalos de 5 minutos durante la primera hora y cada 15 minutos’ durante.‘la '

segunda hora. La prueba de nociocepcidn terminé cuando se registraron ‘tres
respuestas consecutivas de intensidad similar a las respuestas registradas antes del
tratamiento. En los casos en que no se observé ningun cambio en umbrales de dolor,

con la administracion del tratamiento, se tomaron mediciones sélo durante 90 minutos.

Protocolo de administracién

Los corhpu'estos que se utilizaron en el experimento fueron solucién salihaf si'él'égica
(SSF Cloruro de sodio al 0.9%, Baxter, Guadalajara Jallsco), agua destllada (Agua
:Thels&er Latapxta Sociedad Cooperativa, México D. F) clorhldrato de xnlacma
(Sedazme Fort Dodge Animal Health, Estados Umdos de Aménca), clorhldrato de
|soxsupnna (Duphaspasmin, Fort Dodge Vetermana Espaﬁa) y etanol (Merck
Naucalpan Estado de México). k ' ' :

La isoxsuprina se evaporé en baio Marla a 40°C durante 14 horas para obtener la sal

en forma de cristales. Estos se reconstltuyeron en agua destllada y etanol (2 1 viv)




(Mlllex-GS. 0.22 uM, Mllllpore, Cork; Irlanda) y se vacié en frascos estér,lles‘.g,

El etanol (Merck, Naucalpan, Estvado'de México) se mezclé con agua desti'lya‘dé éh"‘gin‘a‘ '
proporcion de 1:2 v/v y se filtrd (Millex-GS, 0.22 uM, Millipore, Cork; Irlanda) y colocs

en frascos estériles.

Cada caballo recibio6 los 5|gwentes tratamlentos

1. SSF (20 ml) IV como control negatlvo

2. . Xilacina (1. 1 mg/kg) IV com“ c ntrol posmvo v

3. Isoxsuprlna (1.2 mg/kg) IV como férmaco a evaluar
4, Agua destllada y etan | ‘(en proporcnﬁn 2:1, 20 ml) IV, como vehlculo de la
isoxsuprina. ‘

Los tratamientos de xilacina e isoxsuprina se aforaron con SSF para tener un.volumen

de administracién de 20 ml en todos los tratamientos.

Los tratamientos se asignaron al azar en cuadrado latino y se administraron con un

intervalo de una semana entre cada tratamiento para evitar interaccion farmacologica.



El operador fue el mlsmo durante todo el experlmento y desconocué el tratamlento que

recibié cada caballo hasta qu v'se concluyé Ia |nvest|gacxén‘ :

La prueba de nocuocepcnén se llevé a cabo como se‘descnblé,antenormente y durante

comportamlento como

este tiempo, se: evalu : e manera subjetlva camblos en

serian sedacnén ataxna recumbenc:a excntac:én sallvamén sudoracnén etc

Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron con medias + e.e.m.(error estandar medio) Se utilizé un
analisis de varianza que determiné la variacion entre cada caballo, el tratamiento y el
tiempo, para evaluar variaciones en el umbral de dolor en el tiempo. El pico analgésico :

de cada tratamlento se: comparo con los valores basales, usando una prueba t de ;
Student. Se calcularon Ias éreas bajo la curva (con la linea basal sustra[da) de las ‘
gréfcas umbral de dolor vs. tiempo ' por. 80  minutos (ABCgg) después de I

admmnstracnén del tratamlento para cada uno de los caballos y se compararon usando :

una prueba t de Student Las diferencias con P< 0.05 se consideraron S|gn|f'cat|vas
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RESULTADOS

Los” seis : caballos ‘que iniciaron el expenmento concluyeron las pru’ébas de

nociocepcién para cada tratamiento - propuesto“y ‘en "n‘lnguno se presenté alguna

afeccion que hiciera  pensar su ellmmacnén de studio: La temperatura amblental

durante los dias que se realizaron las pru

La admnmstrac:én v de SSF no mc

minutos P = 06646)

dolor de un valor basal de 6 93 t 0 26 N a: 19 91 i 0 27 N a los 20 mnnutos (P <

0.0001).

Al evaluar el efecto del tratamiento sobre umbrales de dolor a través del tiempo, no se
encontrd diferencia significativa entre SSF e isoxsuprina o etanol para ninguno de los
tiempos registrados (P = 0. 2682) Tampoco hubo diferencia entre etanol e |soxsupr|na

durante los 90 minutos (P = 0 0972)

La xilacina si mcrementé Ios umbrales de dolor en comparacnén con Ia SSF a partar

del mmuto Sy hasta el mmuto 70 postadmnmstracuén (P s 00338) regresando a

mveles basales a partlr del mlnuto 80 (P 2 O 5629) Al comparar el efecto de la




. lsoxsuprlna con el de Ia xﬂacma se observé mcremento S|gn|f'cat|vo para la xilacina

_del minuto 5 al. 70 (‘ ' 0 0039) (Flgura 4)‘

uestran en la Flgura 5 donde se observa que

' Ia isoxsuprina (P < 0.0001).

La badministracién de SSF vy etéﬁo

,comportamlento de los caballos; Sln

- xilacina se observé sedacidn con. cafda de la cabeza a Ia altura del encuentro y belfos

sin tono, asi como incoordinacion en Ia ma or[a de lo ‘ ammales Estos sngnos se

.-observaron = 5 minutos después de: la admmlstramén y perduraron por

.aproximadamente 30 minutos. La |soxsupr|na produ;o sudoracusn excesnva en todo el

' ’mlnutos

bcuerpo (Figura 6), ésta comenzdé en los belfos y las bablllas a; los :

después de su inyeccién y posterlormente se generallzo a tod I cuerpo Los

animales dejaron de sudar en forma excesiva, después de; apro |madamente 25

minutos.



DISCUSION

i deba aun p05|ble efecto analgésu:o no se sustenta con los resultados obtenldos en

de dolor en caballos sometidos a una prueba hocnoceptlva por estcmulacnén mecanica.
Esto contrasta con resultados obtenldos en otros estudlos por ejemplo, Bentley et al*
encontraron que la isoxsuprina dlsmmuyé el dolor causado por la inyeccién de acido
citrico en la cavidad abdominal de }atones y Den Hertog®® reportd que la isoxsuprina
redujo la intensidad de descérga'de fibras tipo C en preparaciones de nervio bvago de
conejos. Es probable que estas diferencias se deban a la especie o a Ioé :
procedimientos metodolégicos aunque en ambos casos se usd una preparééién dé
isoxsuprina en solucién y fue inyectada o administrada directamente, en el caso de los
caballos se puede dar un efecto similar en el caso de manejar una dosis diferente o
cambiar la presentacion del farmaco o el numero de dosis que podrian ser caugas de

analgesia en caballos.

Es poco probable que Ios procedlmlentos a los que se sometlé Ia |soxsupnna

(evaporacnon dlsolucnﬁn) hayan“afectado su efecto bloléglco ya que se. observé

sudoracién profusa, pulso yugular relajac:én muscular lo cual es caracterlstlco

después de la admmustracnén 1V de este com esto en caballos 106 -

También es poco probable ue’la técnica utlllzada para ‘evaluar umbrales de dolor

haya sido poco sen51ble. ,’ya qqe%l‘a ‘x,llacrlna, si zlncrrementé los umbrales de dolor, tal
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- como se ha demostrado para los agonlstas az-adrenérglcos en caballos Yy en otras

espec1es ‘,‘?_5" 51

fecto analgésnco de Ia xulacma se observé hasta por 70 mlnutos después de su

dmnmstracuén IV, muchas de Ias medlcmnes llegaron‘ al punto de corte de 20 N sin
que los caballos levantaran la ‘mano por lo que eI efecto analgésmo de este
compuesto en el ABCgo esté subestlmado Algo Slmllal‘ sucede con la detomidina en
caballos*® y otros agonistas o2-adrenérgicos en. o‘vejaﬁs.49 No es valido hacer
comparaciones entre la duraciéon y la intensidad del éfecto analgésico entrey estos
estudios, ya que aunque se utlllzé fa misma prueba de nocnocepcuén los operadores

fueron diferentes y se sabe que esto modlfca las. lecturas reglstradas SI un mlsmo

operador reallz

durante el transcurso de'éste

! etanol en este experlmento para descartar un p05|ble efecto analgésmo de la
nsoxsuprma Ilgada asu vehfculo sin embargo no fue necesaria la comparacuén pues la
ysoxsupnna no |ncremento los umbrales de dolor, ni tampoco el etano!. 'Np qbstante,
ha'y"' rebortés que sugieren un efecto analgésico para este compuésutt‘).szf Esto no se

" observé con etanol en los caballos.
_Engre las diferentes pruebas nocioceptivas se eligio la del émbolo a presidén por ser

'colocar el dlspOSItIVO de presnén ademés por ser un medio confiable en mantener una

presuén constante y crecnente Otra ventaja fue lo barato que resulté la construccubn

as Iecturas Ven un expenmento éstas se mantlenen constantes

;,;,Una{deilas"pruebas menos invacivas y mas sencilla de aplicar por la facilidad para
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un manémetro. .

Aunque los caballos son de Ias especues en las que mas féculmente se desarrolla

condlmonamlento a esta prueba en este estudlo no se observé tal efecto pues los

niveles basales se mantuvneron constantes para cada caballo durante todo el

experimento (Figura 4).

El clima no debid haber influido sobre Ios umbrales de dolor pues las pruebas se
realizaron durante las mafanas del mes de Mayo de 2002 y en nlngun dia se
registraron temperaturas extremas. Se sabe que temperaturas por debajo de los 10°C

incrementan el umbral de dolor.%3

Ademas de que se observd v‘ariaﬂcrién en’la respuesta en base a la condicién corporal
de los animales, afectando con n1és facilidad a los de condicién media a baja, todos
estos animales mostraron un hayof efecto sedante y analgésico con incoordinacién y
relajacion por corto tiempo. En cambio en el caso de los animales obesos o con una
condicién corporal buena a alta, el efecto de la xilacina fue menos marcado.

En el caso de la aplicacion de isoxsuprina el efecto vasodilatador fue al contrario, ya
que los animales con mejor condicidn corporal se vieron mas afectados al ponerse
mas inquietos y empezar a sudar mas profusamente, ademds de que el golpe
precordial se sentia con mayor facilidad y habia pulso yugular aumentado; estos

- efectos se observaron después de los primeros minutos de la aplicacion IV,
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\‘_,
En el caso de la solumén sallna y de Ia solumén de etanol no causaron mnguna

alteracuﬁn en. el comportamlento de-los. ammales n| camblaron Ios reglstros smo que

se mantlene con los nlveles bésales ‘

Debldo a que el sfndrome nawcular y la lamlmtus se asoc:an con dolor y que la

lsoxsuprlna no. produce analgesm : en caballos se ecomendarla eI uso de un

mejoramlento e trabaj ‘de n elactén de cascos y de herrajes especuales o diferentes

tratamlentos que se Ies admlmstra al no conocer el verdadero funcionamiento de este
medicamento ademés de la gran va_nedad de tratamientos alternativos que se han

manejado a través de la medicina en caballos para estos problemas.

) Ademas queda a conSIderaCIén eI hecho de. que no se ha encontrado la base de
accwn de la isoxsuprina por lo que puede que dar a consideraciéon para otras
mvestlgacmnes el probar si a otra dosis, o por otra via de administracién, o por un
efecto de acumulacién tras la aplicacién periddica del medicamento puede causar un
tipo de analgesia o algun efecto que ayude a comprender de una mejor manera el

funcionamiento de la isoxsuprina.
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CONCLUSIONES

.Con base en Ios resultados obtenidos se concluye lo snguuente

1. " Se rechaza la hlpéteS|s de que una aphcacnén de |soxsupnna por via

conf'rma que los agomsta az-adrenérgico. producen analgesia’ sométlca

en Caballo cuando se administran porvia'lV,

3. Se requieren’ estudios . adicionales para |dent|f icar _eI mecamsmo de “accion

terapéutlco de Ia lsoxsupnna en caballos C e R
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Cuadro 1, Resultados del examen clinico de los caballos incluidos como sujetos de experimentacion.

Caballo 910 887 10 787 853 A17
Color bayo obscuro tordilio entrepelado colorado entrepelado alazan colorado refinto 3 albo
alazan MAD*
Sexo macho castrado macho castrado macho castrado macho castrado | macho castrado | macho castrado
Hierro 910 DDFg887 DDF10 DDF787 DDF853 DDF E A17 EM
Seiias particulares | 1 albo MPD" estrella bebe - derrama estrella franja bebe 4 lucero MAD y MPD
albo armifiados
Ao de nacimiento 1994 1995 1987 1994 1984 1988
Frecuencia cardiaca 40 48 40 54 36 40

(latidos/minuto)

Frecuencia respiratoria 25 20 24 20 20 23
{respiraciones/minuto)

Temperatura (°C) 315 378 38.1 376 374 378
Tiempo de llenado 2 2 2 2 2 2
capilar (segundos)

Mucosas rosadas rosadas rosadas rosadas rosadas rosadas
Condicién corporal buena buena obeso obeso buena buena
Peso (kg) 513 460 600 568 510 460
Altura a la cruz (m) 1.54 1.58 1.55 1.72 164 1.60
Hematocrito (%) 48 50 50 43 40 40
Proteinas plasmaticas 5.1 5.1 5.2 5.1 5.8 43
totales {mg/dl)
Aplomos estevado de normales normales normales normales normales
anteriores
Anormalidades de paso | sin claudicaciones sin claudicaciones sin claudicaciones sin sin sin
claudicaciones | claudicaciones | claudicaciones

Observaciones

exositosis MPI*

* MAD = miembro anterior derecho, MPD, miembro posterior derecho, MPI = miembro posterior izquierdo en la articulacion metatarso falangica.

Qh
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FIGURAS



Figura 1-(arriba) Aparato utilizado para medir umbrales de dolor en

caballos. (Abajo) esquema del aparato
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Figura 2. Curva de calibracion del aparato para medir UmBra(és de dc}’:lof.El
eje - de :las: "X" : ‘muestra la presion- aplicada para vlkogra‘r flé fuerza

: Cdrrespbhdfénté_en','ir'\t‘ervralos de 1 N.
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Figura 3. Mandémetro mostrando una presiéon aproximada de 60 kPa, la

cual correspondid al umbral de dolor en la que la mayoria de los caballos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fugura 4. Efecto de la administracion endovenosa (IV) de etanol xnacma (1.1

mg/kg) e |soxsupr|na (1.2 mg/kg) sobre umbrales de dolov durante 90 mlnutos

‘ Vdespués de su administracion (tiempo 0) y su comparac:én con SSi os datos
~'son la media + e.e.m. de 6 caballos. * Representa dlferenm sngnlf icativa’ entre el

tratamiento y SSF (P < 0.0338).
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Figura 5. ABC,, de etanol, xilacina (1.1 mg/kg) e isoxsuprina (1.2 mg/kg) inyectados
por via endovenosa (IV). Los datos son la media +. e.e.m. de 6 caballos. * Representa
diferencia significativa (p < 0.0001) entfe el tratamiento y la solucidn salina fisioldgica

(SSF) IV.
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Figura 6. efecto de la administracion de isoxsuprina IV causando vasodilatacion
periférica y causando sudoracidon excesiva, iniciando en las ingles y belfos y

continuandose a todo el cuerpo.
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