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RESUMEN

En este trabajo se analiza la evaluacién ampliada de la prueba de contorsiones inducidas
por acido acético con el empleo de ketorolaco, paracetamol, metamizol y morfina,
analgésicos de actividad conocida, lo que permite una mayor sensibilidad de la prueba
en la deteccion de actividad analgésica. A diferencia de la forma tradicional de evaluar
esta prueba, basada en la tnica estimaciéon del numero de contorsiones, nuestra
propuesta implica la valoracion independiente de cada uno de sus componentes y su
adecuada combinacién en una escala numérica. Nuestros resultados muestran que las
respuestas nociceptivas débiles se registran con una mayor sensibilidad y se muestran de
una manera mas distintiva cuando se analizan mediante la nueva evaluaciéon ampliada.
También es importante considerar que, al adoptar el procedimiento de evaluacién
sugerido, el sufrimiento de los roedores se reducird significativamente. Ademas, nuestros
resultados demuestran que solo es necesaria una duracién de la prueba de 10 minutos y
una concentracidon de acido acético del 0,5% para observar los efectos nociceptivos.
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ABSTRACT

This paper analyzes the extended evaluation of the acetic acid-induced writhing test with
the use of ketorolac, paracetamol, metamizole and morphine, analgesics with known
activity, which allows a greater sensitivity of the test in the detection of analgesic activity.
Unlike the traditional way of evaluating this test, based on the sole estimate of the
number of contortions, our proposal involves the independent assessment of each of its
components and their appropriate combination on a numerical scale. Our results show
that weak nociceptive responses are recorded with higher sensitivity and show up in a
more distinctive way when analyzed using the new extended assessment. It is also
important to consider that by adopting the suggested evaluation procedure, the suffering
of rodents will be significantly reduced. In addition, our results demonstrate that only a
test duration of 10 minutes and a concentration of 0.5% acetic acid are necessary to
observe nociceptive effects.

Keywords: Induced writhing test, Acetic acid, Ketorolac, Paracetamol, Metamizole,
Morphine.
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INTRODUCCION

El dolor visceral actualmente representa uno de
los desafios mas importantes del tratamiento
del dolor en la practica clinica, y los
investigadores de todo el mundo disefian y
realizan continuamente numerosos estudios en
busca de nuevos analgésicos '. El dolor es

esencial para la supervivencia y puede
considerarse como un mecanismo de
proteccion, provocado  por  estimulos

potencialmente dafiinos % 3. La importancia del
dolor radica en que protege al organismo, sin
embargo, en algunas ocasiones el dolor se
convierte en una fuente de sufrimiento inutil,
por lo que se recurre al uso de analgésicos los
cuales no estan exentos de efectos adversos. La
busqueda de nuevos farmacos analgésicos sin
efectos adversos es un esfuerzo constante de los
investigadores. En la  actualidad la
determinacion de posibles agentes analgésicos
continua dependiendo de pruebas disponibles
en animale 2. Las pruebas utilizadas emplean
estimulos nociceptivos que causan dolor y
responden al uso de analgésicos de actividad
conocida en humanos. El dolor provocado en la
prueba a su vez produce una respuesta
conductual en los animales, y esta respuesta es
lo que indica la presencia y la magnitud del
dolor. La prueba de contorsién inducida por
acido acético es un método quimico utilizado
para evaluar el dolor visceral 4, tradicionalmente
se realiza con la administracion intraperitoneal
de acido acético al inicio de la prueba en
concentraciones que varian en un rango de 0.6
a 1.5% en un volumen de 10 ml/kg°. La
respuesta del animal en esta prueba se
caracteriza por contracciones intermitentes del
abdomen, torsion y giro del tronco y extension
de las patas traseras, comenzando de 3 a 10
minutos después de la inyeccidén y persistiendo
durante mas de una hora, lo que se considera
para indicador de una sensacién dolorosa . En
general, la cuantificacion del numero de
contorsiones durante los 10-30 minutos que
dura la prueba se evalua como respuesta al
dolor, para cuantificar una contorcion el
experimentador debe observar en el raton la
contraccion de la pared abdominal, la rotacién

pélvica, seguida de la extension de las
extremidades posteriores 7-°. En la evaluacion
tradicional de esta prueba todas estas respuestas
motoras del raton se les asigna un valor de uno,
sin embargo, muchas veces el raton no presenta
esta respuesta en su totalidad, lo que crea
confusion en el observador de la prueba y ha
llevado a muchos investigadores a utilizar
concentraciones de hasta 1.5% de acido acético
para garantizar la respuesta completa que
constituye una contorsiéon. Previamente
reportamos el uso de una evaluacidén ampliada
de esta prueba que nos permite detectar
actividad analgésica discreta, con el uso de
bajas concentraciones de acido acético (0.5%) y
con duracién de la prueba de 10 minutos '°, en
este trabajo comparamos cuatro analgésicos de
uso clinico lo que nos permite dar mayor
confiabilidad a esta nueva escala de evaluacion.
El paracetamol se usa ampliamente en el
tratamiento farmacologico del dolor agudo y
cronico en todo el mundo ! !2) el ketorolaco, un
farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE)
con eficaz actividad analgésica, se ha utilizado
clinicamente para tratar el dolor postoperatorio,
inflamatorio y neuropatico 4, el metamizol,
también conocido como dipirona, es un
farmaco  analgésico antiinflamatorio no
esteroide (AINE) con actividades antipiréticas,
espasmoliticas ampliamente utilizado en la
practica clinica en América Latina y varios
paises europeos 4 y la morfina un opioide
considerado de los farmacos mas eficaces para
el tratamiento del dolor moderado a intenso .

MATERIAL Y METODOS
ANIMALES

Para la prueba nociceptiva se utilizaron ratones
machos Balb/C que pesaban entre 20 y 25 g.
Los ratones se alojaron en un ambiente
controlado (temperatura 23 £ 2 °C; luces
encendidas de 07:00 a 19:00 h) con agua y
comida (Purina, México) disponibles ad libitum.
Los animales se manipularon de acuerdo con las
pautas éticas descritas en la Guia para el cuidado
y uso del laboratorio de los NIH *°. Los animales
fueron donados por el bioterio de la Universidad
de Ciencias y Artes de Chiapas.
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FARMACOS

Los quimicos y farmacos utilizados en este
estudio fueron acido acético (Merck, Darmstadst,
Alemania), morfina (Tecnofarma, Meéxico),
paracetamol (Aspen, México), ketorolaco
(Siegfried Rhein, México), metamizol (Hoechst,
Meéxico) y solucion de cloruro de sodio al 0.9%
(Pisa, México).

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO

Todos los experimentos informados en este
estudio se realizaron de acuerdo con las pautas
actualesparaelcuidadodeanimalesdelaboratorio
y las pautas éticas para la investigacion del dolor
experimental en animales conscientes' 6. Los
experimentos de comportamiento se llevaron
a cabo en una sala con sonido atenuado. La
habitacién estaba débilmente iluminada vy
equipada con instalaciones de grabacion de
video. La evaluaciéon conductual se realizo
de forma manual. Todas las evaluaciones se
realizaron entre las 10:00 y las 18:00 h. se
llevd a cabo en una caja de plexiglas (29 x 19
x 9 x 13 cm cada una). Los aparatos utilizados
para todas las pruebas de comportamiento se
limpiaron con detergente y se secaron antes de
cada prueba. En todos los experimentos, los
animales se asignaron a cada grupo al azar. Los
animales se usaron una sola vez.

ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA

Prueba de retorcimiento inducido por acido
acético La prueba se realizo esencialmente como
lo describen Hajhashemi et al. ®'7. Se administro
acido acético al comienzo de la prueba a
concentracion de 0.5%. Se utiliz6 metamizol
100 mg/kg, paracetamol 300 mg/kg, morfina 5
mg/kg y ketorolaco 10mg/kg'® como controles
positivos y como grupos de control negativo
una solucién de cloruro de sodio al 0.9%. Se
administraron los farmacos y la solucién de
cloruro de sodio al 0.9% por via intraperitoneal
(i.p.) a un volumen de 10 ml/kg 30 minutos
antes del inicio de la prueba. La evaluacion de
la prueba se realizé cuantificando la suma de los
valores de las diferentes respuestas motoras del
ratdn que constituyen una contorsion, dando a
cada respuesta de al menos 1 s de duracion un
valor en una escala del 1 al 4, que se asignan de

la siguiente manera:
* Contraccibn abdominal sin rotacion
pélvica se le asigna el valor de 1 (Figura I).

Figura 1. Contracciéon abdominal sin rotacion pélvica.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

* Contraccibn  abdominal, rotacién
pélvica (rotacion del tronco), sin
extension de las patas traseras se le
asigna el valor de 2 (Figura 2).

Figura 2. Contracciéon abdominal, rotacion pélvica
(rotacion del tronco), sin extension de las patas traseras.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

* Contracciéon  abdominal, rotacion
pélvica (rotacidn del tronco) y extension
de una sola extremidad trasera se le
asigna el valor de 3 (Figura 3).

Figura 3. Contraccion abdominal, rotacion pélvica (rotacion
del tronco) y extension de una sola extremidad trasera.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

 Contraccion  abdominal, rotacién
pélvica (rotacion del tronco) con
extension de ambas extremidades
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posteriores se le asigna el valor de 4
(Figura 4).

Figura 4. Contraccion abdominal, rotacién pélvica (rotacion
del tronco) con extension de ambas extremidades posteriores.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Esta escala se cuantificO minuto a minuto
durante los 10 minutos que dur6 la prueba,
calificando cada respuesta de acuerdo al valor
de la escala (Figura 5). Finalmente, se suma la
puntuaciéon total lograda durante los 10
minutos, lo que da como resultado la respuesta
nociceptiva total (Figura 6).

Figura 5. Papeleta para el registro de la respuesta
nociceptiva total.

Minutos 11213|4|5]|6|7]18]9]10 | N°Animal:

Fecha:
Género:

Respuestas
motoras del raton

Peso
Compuesto:

Y%A.A:

Subtotal Total:

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Figura 6. Diferentes respuestas motoras del ratén que
constituyen una contorsion.*

Respuestas motoras del ratén Valor

Contraccion abdominal sin rotacion pélvica 1

Contraccion abdominal, rotacién pélvica (rotacion | 2
del tronco), sin extension de las patas traseras

Contraccion abdominal, rotacion pélvica (rotacion | 3
del tronco) y extension de una sola extremidad
trasera

Contraccion abdominal, rotacion pélvica (rotacion | 4
del tronco) con extension de ambas extremidades

posteriores

* En el nuevo método de evaluacion se le asigna un valor individual, se
cuantifica minuto a minuto durante los 10 minutos de la prueba. La suma
total corresponde a la respuesta nociceptiva total.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

METODOS DE ESTADISTICA

Los resultados paramétricos se presentan como

medias y la desviacion estandar de la media. El
analisis paramétrico se evalu6 mediante la
prueba de t-Student. Un valor alfa de P < 0.05
se consider¢ estadisticamente significativo. Los
parametros estadisticos se calcularon usando el

software  estadistico =~ GraphPad  Prism
(GraphPad Software, Inc. Version 9).
RESULTADOS

Como se muestra en las Fiouras 7, 8, 9y 10, la
evaluacion ampliada de 1la prueba de
contorsiones inducidas por &cido acético

demuestra que el procedimiento de evaluacion
ampliada fue capaz de identificar respuestas
nociceptivas inducidas por acido acético al 0.5%
y la inhibicion de esta respuesta en todos los
farmacos analgésicos utilizados en este trabajo;
ketorolaco, paracetamol, metamizol y morfina.

Las Figuras 7, §, 9 y 10, muestran los resultados
antinociceptivos obtenidos en la prueba de
contorsiones inducidas por acido acético
después de los primeros 10 min de la
administracion de acido acético. Se observo una
clara reduccion de la respuesta nociceptiva total
inducidas por el acido acético con Ila
administracion  previa de  ketorolaco,
paracetamol, metamizol y morfina. Los grupos
de control recibieron una solucién de cloruro de
sodio al 0,9% como pretratamiento en
comparacion con los grupos que recibieron
ketorolaco, paracetamol, metamizol y morfina
como control positivo.

Figura 7. Comparacion de los efectos del ketorolaco (5 mg/
kg i. p.) v la solucién de cloruro de sodio al 0.9% usada
como control negativo en las respuesta nociceptiva total en
la prueba de contorsiones inducidas por acido acético al
0.5% calificadas mediante la evaluacién ampliada durante

10 minutos. Los valores se presentan como la media y su
desviacion estandar. Prueba de t-Student, **P< 0.01; N= 5.

Fuente: Elaboracién propia (2023).
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Figura 8. Comparacion de los efectos del paracetamol (300
mg/kg i. p.) y la soluciéon de cloruro de sodio al 0.9% usada
como control negativo en las respuesta nociceptiva total en
la prueba de contorsiones inducidas por acido acético al
0.5% calificadas mediante la evaluacién ampliada durante
10 minutos. Los valores se presentan como la media y su
desviacion estandar. Prueba de t-Student, *P< 0.05; N= 5.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Figura 9. Comparacion de los efectos del metamizol (100
mg/kg i. p.) y la solucién de cloruro de sodio al 0.9% usada
como control negativo en las respuesta nociceptiva total en
la prueba de contorsiones inducidas por acido acético al
0.5% calificadas mediante la evaluacién ampliada durante
10 minutos. Los valores se presentan como la media y su
desviacion estandar. Prueba de t-Student, *P< 0.05; N= 5.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

Figura 10. Comparacién de los efectos de la morfina(5 mg/
kg i. p.) v la solucién de cloruro de sodio al 0.9% usada
como control negativo en las respuesta nociceptiva total en
la prueba de contorsiones inducidas por acido acético al
0.5% calificadas mediante la evaluacién ampliada durante
10 minutos. Los valores se presentan como la media y su
desviacién estandar. Prueba de t-Student, **P< 0.01; N= 5.

Fuente: Elaboracion propia (2023).

DISCUSION

Los modelos experimentales de dolor en
animales como la prueba de contorsiones
inducidas por acido acético continian siendo un
recurso para identificar nuevos farmacos
analgésicos '°?2 no obstante, también han sido
éticamente cuestionada », sin que se presenten
alternativas para sustituirlas.

Tradicionalmente esta prueba se califica
cuantificando el numero de contorsiones,
definiendo a una contorcién por una contraccion
intermitente de la pared abdominal y una
rotacion pélvica, seguida de la extension de las
patas traseras. Este comportamiento de
contorcion se considera que indica una sensacion
dolorosa y se asigna un valor de uno a una
comportamiento de contorsion cuando todas
estas respuestas motoras antes descritas estan
presentes. Sin embargo, con frecuencia las
respuestas que caracterizan a una contorcion a
menudo no se muestran en su totalidad, lo que
requiere para su aparicion dosis mas altas de
acido acético, lo que aumenta el sufrimiento del
animal. Para evitar esto, proponemos una
evaluacion ampliada de esta prueba de
contorsiones basada en asignarle individualmente
la puntuacion de todas y cada una de las
conductas que constituyen una contorcién y su
integracion en una escala numérica, sumandolas
durante tinicamente 10 minutos.

Nuestra propuesta de la evaluacion ampliada de
la prueba de contorsiones inducidas por acido
acético con analgésicos de conocida eficacia
clinica como son el ketorolaco, el paracetamol,
el metamizol y la morfina, demuestra que el
procedimiento de evaluacion ampliada fue capaz
de identificar respuestas nociceptivas inducidas
por concentraciones de acido acético mas bajas
de las que habitualmente son empleadas en esta
prueba, que oscilan en un rango de 0.6 a 1.5% ®
7 nuestros resultados muestran una disminuciéon
de la respuesta nociceptiva total en todos los
farmacos analgésicos utilizados en este trabajo,
se logré claramente una mayor sensibilidad y/o
un patrén limpio de deteccidon para identificar
estos efectos a través del uso de la evaluacion
ampliada de esta prueba. Ademds, con una
disminucion de la duracion de la prueba a 10
minutos, reduciendo  sustancialmente el
sufrimiento innecesario en los animales. Nuestra
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propuesta de evaluacion ampliada reduce el
sufrimiento de los animales sin que la prueba
pierda sensibilidad para detectar efectos
analgésicos en los animales de estudio. Esta
prueba se describe como no especifica, lo que
nos permite identificar tanto analgésicos
narcéticos y no narcéticos . En este trabajo se
demostrd con el uso de AINES y un opioide que
la evaluacién ampliada es sensible para detectar
efectos analgésicos tanto de fArmacos narcoticos
como no narcéticos y con sensibilidad para
determinar la actividad analgesia discreta.

CONCLUSIONES

Los criterios de evaluacion de esta prueba no
habian sido modificados por mas de 60 afos,
nuestra propuesta de evaluacidon ampliada
permite incrementar la sensibilidad de este
procedimiento disminuyendo el sufrimiento
innecesario de los animales de estudio al
disminuir la concentracién de acido acético y el
tiempo de exposicion del roedor.
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