UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA
Departamento de Medicina y Cirugia Animal

TOLERANCIA AGUDA E HIPERALGESIA INDUCIDA
POR OPIOIDES DURANTE LA ANESTESIA
INHALATORIA EN LA RATA

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR
Delia Aguado Dominguez
Bajo la direccion del doctor

Ignacio Alvarez Gdmez de Segura

MADRID, 2013

© Delia Aguado Dominguez, 2013



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

Departamento de Medicina y Cirugia Animal

TOLERANCIA AGUDA E HIPERALGESIA
INDUCIDA POR OPIOIDES DURANTE LA
ANESTESIA INHALATORIA EN LA RATA

TESIS DOCTORAL

Delia Aguado Dominguez

Bajo la direccion de
Ignacio Alvarez Gomez de Segura

Madrid, 2013






D. Ignacio Alvarez Gémez de Segura, con D.N.| 50804138J, Profesor
Titular del Departamento de Medicina y Cirugia Animal, en la Facultad de

Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid.

CERTIFICA:

Que la Tesis Doctoral titulada “TOLERANCIA AGUDA E
HIPERALGESIA INDUCIDA POR OPIOIDES DURANTE LA ANESTESIA
INHALATORIA EN LA RATA”, ha sido realizada bajo su direccidn y supervision

por D?. Delia Aguado Dominguez.

Revisado el presente trabajo, considera que tiene la debida calidad para

su presentacion y defensa.

En Madrid, a 15 de octubre de 2012,

Ignacio Alvarez Goémez de Segura






| AGRADECIMIENTOS






VI

Me gustaria que estas lineas sirvieran para expresar mi mas sincero agradecimiento a todas

aquellas personas que con su ayuda han colaborado en la realizacién del presente trabajo.

A Ignacio Alvarez Gémez de Segura, director de esta investigacién, por haber confiado en mi,

por la orientacion, el seguimiento y la supervision recibida todos estos anos.

A mis padres y toda mi familia que ha estado apoyandome siempre en todos estos afios, com-

partiendo mis alegrias y mis penas.

A Vicen, al cual esta tesis le ha robado tantas horas, que entendié mis prolongadas ausencias

y mis malos momentos y a pesar de ello me ha apoyado siempre.

A Mariana llegada desde Brasil, con quien hemos pasado innumerables horas trabajando codo

con codo y compartiendo todos nuestros éxitos y fracasos experimentales.

A Javier, que me inicié en este camino mientras le ayudaba con sus primeras ratas para termi-
nar haciendo mi propia tesis con el grupo. Con quien he compartido tantas palmeras de choco-

late y hemos visto crecer sobre nuestras cabezas las cuatro torres de Madrid.

Al equipo de cirugia experimental: a Carlota Largo, a las auxiliares: Tohi e Isabel y a los celado-
res: Pablo, Pedro y Juan, que siempre han estado ahi dandome no solo todo el apoyo logistico

necesario, sino también su mas sincera amistad y carifo.

Al resto de comparieras del Hospital La Paz que me acogieron estos afios con mucho carifio
haciéndome sentir dentro el edificio como en mi propia casa: Lupe, Shere, Silvia, Maria, Berta,
Merce, Jaime, etc. Y sobre todo a Julia, cuya vida no la dejo llega a alcanzar sus propios éxi-

tos, me gustaria compartir los mios con ella, esté donde esté.

A mis amigas de la facultad, en especial a Elena y Laura, por estar siempre ahi y también a
todas mis amigas de anestesia con quien hemos compartido tantas SEAAV y otros congresos:
Danae, Maria, Cris y Ely. Un agradecimiento muy especial a Susana con quien hemos compar-
tido tantos taper a deshoras y tantas terapéuticas galletas de chocolate. Porque ha sido mi gran

amiga y aliada en el hospital en todo este tiempo.

A Laura, por su ayuda en todos los tramites de la tesis, y a Rafa por sus buenos consejos.



VI

A Yanko, que nos dejo el afio pasado, y pese a que mucha gente no lo entendera ha sido el

gran apoyo de mi vida estos estos afios de carrera y doctorado.

A todos ellos, jjmuchas gracias!!



ABREVIATURAS






Xl

Abreviaturas empleadas en el texto

ADME
AINE
AMPc
CAM
COX
GABA
HIO

IL
LTP
MRV
NK
NMDA
NO
PCA
PK

PL
SNC
TAO
TLR

TNF

Asta dorsal de la médula espinal

Antiinflamatorio no esteroideo

Adenosin monofosfato ciclico

Concentracion alveolar minima

Ciclooxigenasa

Acido y-aminobutirico

Hiperalgesia inducida por opioides

Interleuquina

Potenciacion a largo plazo de la fuerza sinaptica (Long term potentiation)
Medula rostroventral

Neuroquinina

N-Metil-D-Aspartato

Oxido nitrico

Analgesia controlada por el paciente (Patient controlled analgesia)
Fosfoquinasa

Fosfolipasa

Sistema nervioso central

Tolerancia aguda a opioides

Receptor tipo Toll (Toll like receptor)

Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor)







INDICE






XV

AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt ettt b e st ens v
ABREVIATURAS ...ttt sttt ettt b et ettt b b sae b e IX
INDICE ...cvovoveumeeessseeessee st st ess s sss sttt XIll
RESUMEN ...ttt ettt sttt st b et se b 1
SUMMARY ..ottt ettt b et b et b et a et b et 5
INTRODUGCCION........oooieeeceeeeeeeceee et ses s s s sass s sssassaas 9
1.1 Anestesia y analgesia intraoperatoria ............cocveverenieieininenesereeeeeeeene 11
1.2 Fisiologia del dOIOr ..........oouieiiiiceeeeee et s 12
1.21 Conceptos Y definiCIONES......c.oveeviiriiiiniricee e 12
1.2.2 TransmMisiON NOCICEPTIVA.....cuuiiiieciiieeecteee et et e e et e e et e e e e etr e e e e abaeeeeanaeeeas 13
1.2.3 Modulacidn NOCICEPLIVA ..ueiiriiiii et 16
1.2.4 Fisiopatologia de la sensibilizacion central y periférica: hiperalgesia................. 18

1.3  Hiperalgesia y tolerancia inducida a opioides...........cccccevvevenvreesenenceere e 21
13.1 Conceptos Y definiCiONES.......covveriiiiiiieeeee e 21

1.3.2 Mecanismos de accidn de la hiperalgesia y la tolerancia inducida por opioides 25

1.3.3 Evidencias de la presencia de tolerancia e hiperalgesia inducida por opioides . 33
1.3.4 Tratamientos preventivos y/o curativos de la tolerancia e hiperalgesia............ 35

1.4 Concentracion Alveolar Minima (CAM)........ccoivirirerereeeeeeese e 40
1.41 Definicidn e historia de 1a CAM .....c..cooiiiiiiiieiieee et 40
1.4.2 Usos y limitaciones de [a CAM ........oooiiiee ettt e 41
1.4.3 Determinacion de 1a CAM .....cccoiiiiierienieeeeeeeeeee et 43
1.4.4 Mecanismo de accion: anestésicos inhalatorios e inmovilidad ..........c.ccccceeueee. 44
1.4.5 Factores que afectan @ 1a CAM........ueeiviiie e 46
OBUETIVOS ...ttt sttt ettt ettt s b ettt et e st e besbesbe st et e e e e eneeneenes 51
MATERIAL Y METODOS.......oooieieeeeeeeeeeeseesiessee e sessssssssssessassssssssassessessssssssaneas 55
3.1 ANIMAIES ... e 57
3.2  Anestesia, instrumentacion y monitorizacion ..., 57
3.21 INAUCCION @ 13 @NESTESIA ...eeuvieeieiiiiie ettt 57
3.2.2 INtubacion eNdotraquUEal..........oooccuiiieeiiiiee e e e 58
3.23 Cateterizacion de arteria cardtida.......occeeveerieniiniiiieeeeeee e 59
3.24 MONITOTIZACION ..ttt sttt enreens 60
3.25 Administracion de remifentanilo .........coccoovieiieiieien 61
3.2.6 Administracidn de otros fArmacos .......c.ceevveeviereereeneeree e 62

3.3 Determinacion de 18 CAM ... oo e e e e ee e e e e eeeeaeeeeen 64



XVI

3.4  DiseNo eXpPeriMeEntal ... e 65
3.4.1 el (=] T (ol =TT <{U o £ P 65
3.4.2 Tolerancia vs. hiperalgesia ......coccuiiiiiciiiiieiee e 66
343 KBTAMING i e e e s e s s e e e e 66
3.4.4 LCF= oF-] 01T 0N o - SRR 68
3.4.5 AMTEEIPTHING ettt et e e sbe e e sareena 69
3.4.6 1Y 1T Yo Yol ol [ 1o - [0 PSPPI 70
3.4.7 IMarOPITANT (oot e e e e e e st e e e e e e st ree e e e e e e as 71
3.4.8 (N1 [0t o ] o - H PSP 71

3.5  Disefo €StadiStiCO ......ccciiiiieeeeee e 73
351 Evaluacion del tamafio muestral......ccoccveveiiiiiiiiie e 73
3.5.2 Aleatorizacion de 105 aniMales........ccveviieiiiiiiiee e 73
3.5.3 Comparacion de medias (valores de CAM y reducciones de CAM) .........c.cen.ee.. 73

RESULTADOS ...ttt sttt ettt st sttt sttt ae bt sbesbe st e ns et eneeneenesseanes 75

4.1 TOlerancia @QUA ........ccoceeeririinerieieieiee ettt 77

4.2 Tolerancia vs. hiperalgesia .........ccocevieiieiiiiceceereeree e s 79

4.3 KELAMING ..ottt sttt ettt 80

4.4 GabAPENTINGA.....ccciceceecec e bbb et ta e b eabe s 84

4.5 AMIEPLIING .ot e bbb s aa e e eabe s 87

4.6 MiINOCICHNG ..ottt sttt 88

O A |V F- T o o1 = | 90

8 S I \\F-1 o) (o] o = OO RRR PRSP 91

DISCUSION.......ouoeeeeveeeeeeee et eeee e ses s sas s sessss s sassses s sasssessansasnans 97

5.1 Tolerancia aguda..........ccooeeioiiieienieee ettt e 99

5.2 KetamiNa. ..o e 101

5.3 GaAbapenting.......coooioieiiiice et st 103

5.4 AMIFIPLITING ...cooieeee e 106

TR TN |V 1 0 To Yo o1 1 - RSSO 107

5.6 Maropitant.......ccooeoiiiieiciees e ettt e et 108

5.7 INAIOXONA ..ottt bbbt 109

5.8  Limitaciones del @StUIO ........ccceieiiiriiininse e 112

CONGCLUSIONES ...ttt sttt et st et ae e e s esessestensensenseneenessens 115
CONCLUSIONS ...ttt sttt te s s ae e e e e esessesaestessensenseneenenseas 119
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt sttt 123

PUBLICACIONES Y TRABAJOS EN FASE DE REVISION ......cccoooomieerrrieereeieereeen. 141



| RESUMEN






Los opioides son actualmente los farmacos analgésicos mas empleados para el tratamiento del
dolor severo a moderado, pero presentan el inconveniente de desarrollar efectos de tolerancia
e hiperalgesia inducida por opioides (HIO). Este efecto se observa como un aumento del dolor
y las necesidades de analgésicos postoperatorios en aquellos pacientes que recibieron opioi-
des como el remifentanilo en el periodo intraoperatorio. Ademas, se ha descrito en voluntarios
que el efecto analgésico de una infusion de remifentanilo disminuye a la mitad en solo 90 minu-

tos evidenciando la existencia también de un efecto de tolerancia aguda a opioides (TAO).

Nuestra hipotesis fue que la TAO podria ser observada intraoperatoriamente mediante una
disminucién en la reduccién de la concentracion alveolar minima (CAM) de los anestésicos
inhalatorios producida por el opioide remifentanilo. Por tanto, los objetivos del estudio fueron
determinar la presencia de TAO asociada a una infusion continua de remifentanilo durante la
anestesia inhalatoria limitando la reduccion de la CAM de sevoflurano producida por el opioide
y, de ser asi, si podria compensarse mediante un aumento de la dosis de remifentanilo. Ade-
mas, se quiso determinar si farmacos como la ketamina, gabapentina, amitriptilina, minociclina,
maropitant y naloxona pueden prevenir o bloquear el desarrollo de TAO al remifentanilo y si,
ademas, estos farmacos pueden reducir la CAM de forma aislada o asociados a remifentanilo,
potenciando su efecto. Para finalizar, el ultimo objetivo fue determinar si las dosis ultra-bajas de
naloxona administradas conjuntamente con el remifentanilo podrian inhibir el desarrollo de tole-

rancia retardada (dias) y de HIO asociada a la administracion del remifentanilo.

Para ello se emplearon 307 ratas Wistar macho adultas que fueron anestesiadas con sevoflu-
rano vaporizado en oxigeno, intubadas traquealmente y monitorizadas. En todos los casos se
determiné la CAM basal y, al menos, dos veces mas después del remifentanilo o el tratamiento
correspondiente. La reduccion de la CAM entre estas dos ultimas medidas se interpretd6 como
un efecto de TAO. La CAM fue determinada mediante la respuesta al pinzamiento de la cola y
valorando la concentracion de sevoflurano espirado a través de muestras de gas intratraquea-
les. Para la determinacion de la hiperalgesia se evaluaron los umbrales mecanicos nociceptivos
(test de von Frey) antes de la anestesia. Para evaluar la aparicién de tolerancia retardada se
comparo la reduccion de la CAM producida por remifentanilo y la determinada posteriormente

en dias no consecutivos.



La efectividad del efecto reductor de la CAM de una infusion de remifentanilo bajo anestesia
inhalatoria disminuye a corto plazo (90 minutos 0 menos), pero aumentando las dosis de remi-
fentanilo es posible volver a alcanzar la reduccion inicial de la CAM. Se ha observado un efecto
subaditivo del remifentanilo con la ketamina, probablemente aditivo con la gabapentina, amitrip-
tilina, minociclina y maropitant mientras que con la naloxona a dosis ultra-bajas no produjo nin-
gun efecto adicional en la reduccion de la CAM de sevoflurano. Ademas, todos estos farmacos,
excepto la naloxona, redujeron la CAM administrados aisladamente. Cuando se asociaron a
remifentanilo, solo la gabapentina fue capaz de bloquear el efecto de TAO asociado a la admi-
nistracion del opioide bajo anestesia inhalatoria. La naloxona a dosis ultra-bajas previno el
desarrollo de hiperalgesia inducida por remifentanilo asi como el aumento de la CAM asociado

aella.

En conclusioén, la aparicion de TAO por remifentanilo disminuye a corto plazo, aproximadamen-
te a la mitad, la reduccién de la CAM de sevoflurano, de forma relevante clinicamente pudiendo
ser compensado con un aumento de la dosis del opioide o la administracién preventiva de ga-
bapentina. La hiperalgesia asociada a la administracion del opioides puede bloquearse median-

te la coadministracién de dosis ultra-bajas de naloxona.
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Opioids are the most widely used analgesic drugs for the treatment of moderate to severe pain,
but their efficacy may be limited by the development of tolerance and opioid induced hyperalge-
sia (OIH). These effects are characterized by increased postoperative pain and opioid con-
sumption in patients receiving opioids such as remifentanil in the intraoperative period. In addi-
tion, acute opioid tolerance (AOT) to remifentanil was also observed in healthy volunteers lead-
ing to a decrease in the analgesic effect produced by this opioid in only 90 minutes following its

administration.

Our hypothesis was that AOT could be observed in the intraoperative period as a decrease in
the minimum alveolar concentration (MAC) reduction of the inhalant anaesthetics produced by
remifentanil. Therefore, the aim of this study was to determine if AOT associated to a remifen-
tanil infusion may develop during inhalant anaesthesia and limit the opioid-induced reduction in
the MAC for inhalant anaesthetics. This effect might be blocked by increasing the remifentanil
dose. Besides, we wanted to determine if the drugs ketamine, gabapentin, amitriptyline, mino-
cycline, maropitant and naloxone may prevent or block remifentanil AOT but also their ability to
reduce the MAC alone or associated with remifentanil, potentiating the MAC sparing effect of
the opioid. Finally, an additional aim was to determine whether an ultra-low dose of naloxone
combined with remifentanil may blunt or block the delayed tolerance (days) and OIH produced

by remifentanil.

Male adult Wistar rats (n=307) were employed. Animals were anaesthetised with sevoflurane in
oxygen, endotracheally intubated and monitored. In every animal, baseline sevoflurane MAC
was determined and at two time intervals after the remifentanil infusion or the corresponding
drug treatment. Once the initial MAC reduction produced by the opioid was ascertained, a sub-
sequent lower degree of MAC reduction was considered an AOT effect. The sevoflurane MAC
was determined from alveolar gas samples at the time of tail clamp. Hyperalgesia was evaluat-
ed with mechanical nociceptive thresholds using von Frey filaments in conscious animals. De-
layed tolerance was determined by comparing baseline MAC reduction by remifentanil with

MAC reduction in non-consecutive days.



Remifentanil MAC reduction was rapidly blunted in the short term, since a significant reduction
was observed some 90 minutes or less after beginning the remifentanil infusion. However, by

increasing the remifentanil dose the initial MAC reduction was maintained.

Remifentanil produced a subadditive effect when combined with ketamine, possibly an additive
effect with gabapentin, amitriptyline, minocycline and maropitant whereas an ultra-low dose of
naloxone did not produce any additional effect on MAC reduction. Furthermore, all these drugs,
except naloxone, reduced MAC administered as a single drug. When they were combined with
remifentanil, only gabapentin was able to block the AOT effect associated with the remifentanil
infusion. An ultra-low dose of naloxone blocked remifentanil-induced hyperalgesia and the MAC

increase associated with it.

In conclusion, AOT to remifentanil blunted the MAC reduction to one half in the short term,
which of clinical relevance. This effect was avoided by increasing the remifentanil dose or with
the previous administration of gabapentin. The OIH was blocked by the administration of an

ultra-low dose of naloxone.
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1.1 Anestesia y analgesia intraoperatoria

La anestesia general produce la pérdida de consciencia inducida por farmacos caracterizada
por una depresion del sistema nervioso central (SNC) controlada y reversible y por analgesia
(Heavner 1983). Esta se puede mantener mediante agentes inyectables (p. ej. propofol) 0 me-
diante anestesia inhalatoria (p. €j. isoflurano o sevoflurano). Esta ultima opcion es la mas utili-
zada en la mayoria de los casos en medicina humana (Payne et al. 2003; Palmer et al. 2010) y
consta de un gas anestésico volatil que es administrado vaporizado junto a oxigeno a través de
la via aérea del paciente. El sevoflurano es uno de los gases anestésicos mas empleado en
este momento ya que tiene como principal ventaja que practicamente no presenta apenas me-
tabolizacion hepatica y que permite realizar modificaciones en la profundidad anestésica de
forma rapida y precisa (Patel et al. 1996). Sin embargo, al igual que otros anestésicos inhalato-
rios, tiene también efectos adversos muy importantes como es la depresién cardiovascular

dosis dependiente (Malan et al. 1995).

La analgesia es también un factor muy importante durante la anestesia para la realizacién de
una cirugia u otro procedimiento doloroso. Los farmacos analgésicos son aquellos que inhiben
o previenen la sensacién dolorosa en pacientes conscientes. Ademas bajo anestesia previenen
todos los cambios fisiolégicos negativos que el dolor produce en el organismo y disminuyen las

necesidades de anestésicos inhalatorios, disminuyendo asi sus efectos adversos.

En el periodo intraoperatorio los opioides junto a los antiinflamatorios no esteroideos (AINESs)
son los farmacos analgésicos mas empleados (Payne et al. 2003). Estos ultimos estarian res-
tringidos a procedimiento quirdrgicos poco dolorosos mientras que para cirugias mas dolorosas
se utilizan preferentemente los opioides (Palmer et al. 2010). Estos farmacos son agonistas de
los receptores opioides actuando sobre el SNC y periférico. En las Ultimas décadas, se ha in-
troducido en la practica clinica de medicina humana el remifentanilo (Glass 1995) que junto al
fentanilo, ambos administrados en infusion continua debido a su corta duracion, son los farma-
cos opioides mas empleados en el periodo intraoperatorio (Palmer et al. 2010). El remifentanilo
tiene la ventaja de poseer un metabolismo muy rapido por esterasas plasmaticas (Glass 1995)
que proporciona una rapida recuperacion después de su uso, y los inconvenientes derivados

de su accion opioide (depresion cardiorrespiratoria, afectacion hemodinamica, rigidez muscular,
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vomitos y nauseas). Comparando con otros opioides de accién corta (fentanilo, alfentanilo o
sufentanilo), el remifentanilo presenta una menor respuesta a estimulos nociceptivos y depre-
sion respiratoria, que requiriese su antagonizacion por naloxona, aunque por otro lado produce
una mayor afectacion cardiovascular (bradicardia, hipotension) asociada a su uso (Komatsu et
al. 2007). A pesar de ser un excelente farmaco analgésico se han descrito recientemente fe-
némenos de tolerancia e hiperalgesia manifestados como el aumento del dolor y de las necesi-
dades de analgésicos postoperatorios asociados a su uso (Guignard et al. 2000; Komatsu et al.

2007).

Actualmente la tendencia mas empleada es no limitar toda la analgesia al uso de un Unico far-
maco, si no a utilizar distintos farmacos con diferente mecanismo de accion que sean comple-
mentarios y proporcionen una mayor analgesia con una menor dosis de cada uno, disminuyen-
do por tanto los efectos adversos de cada uno. Esta estrategia se denomina analgesia polimo-
dal e incluye el uso de farmacos como los opioides, los AINEs y otros mas novedosos como las
dosis bajas de ketamina y los farmacos antiepilépticos o antidepresivos que han demostrado

eficacia como farmacos analgésicos (Staahl et al. 2009).

1.2 Fisiologia del dolor

1.2.1  Conceptos y definiciones

El dolor se define como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociado con
dafo tisular real o potencial, o descrito en términos de tal dafio (Boyd et al 1994). Segun esta
definicion de la IASP (International Association for the Study of Pain) el dolor y sus derivados

requieren un sujeto consciente que sea capaz de expresar dolor.

Los mecanismos moleculares, celulares y sistémicos que conducen al proceso de la informa-
cion relacionada con el dolor, su amplificacion o su depresion son llamados nociceptivos, pro-
nociceptivos y antinociceptivos, respectivamente (Boyd et al. 1994). La nocicepcion implicaria
los fendmenos fisiologicos de transduccidn, transmision y modulacion del estimulo nociceptivo

(Lamont et al. 2000). El dolor sera por tanto una de las posibles manifestaciones de la nocicep-
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cion, aunque hay ciertas ocasiones donde no se pueden observar, p. €j. en pacientes o anima-
les bajo sedacion o anestesia. Por tanto, el estimulo nociceptivo sera aquel que sea capaz de
desencadenar dicho proceso de nocicepcion, independientemente de su naturaleza (térmica,

quimica o mecanica).

El dolor se puede clasificar de diferentes formas segun el criterio que sea empleado. Segun su
duracion sera dolor agudo o crénico (también llamado dolor persistente) (Basbaum et al. 2009).
Atendiendo a su fisiologia se puede clasificar a su vez como dolor nociceptivo cuando es origi-
nado por la estimulacion de nociceptores (receptores cutaneos o subcutaneos especializados
en la deteccion de estimulos dafinos/nocivos) o dolor neuropatico cuando es originado por una

lesion o enfermedad en el sistema nervioso somatosensorial (Boyd et al. 1994).

La analgesia se puede definir entonces como la ausencia de dolor frente a una estimulacién
que normalmente produciria dolor (Boyd et al. 1994). Si esta disminucién del dolor no fuese
total la podriamos denominar hipoalgesia (Boyd et al. 1994), aunque normalmente el término

analgesia es el mas empleado en ambos casos.

La hiperalgesia, por el contrario es un aumento de la sensibilidad al dolor en respuesta a un
estimulo nociceptivo (Fishbain et al. 2009) producida tanto por una disminucién en el umbral
como por un amento en la respuesta por encima de su umbral (Sandkuhler 2009). La hiperal-
gesia puede ser primaria si ocurre en el punto de la lesién, secundaria si es en un area adya-
cente al sitio de la lesion, o referida si existe tanto dentro del area de lesion tisular como en una
zona de la piel alejada del 6rgano o musculo que esta afectado (Sandkuhler 2009). La alodinia
es un tipo de hiperalgesia en que existe dolor ocasionado por estimulos que en individuos nor-

males no producirian dolor como pueda ser el tacto (Boyd et al. 1994; Sandkuhler 2009).

1.2.2 Transmisién nociceptiva

a) Fibras aferentes primarias: nociceptores

Los nociceptores o fibras aferentes primarias son receptores sensoriales que son capaces de
detectar los estimulos térmicos, mecanicos o quimicos de un estimulo nocivo, traducirlo y codi-
ficarlo (Basbaum et al. 2009; Sandkuhler 2009). Los cuerpos celulares de estos nociceptores

se localizan en los ganglios de la raiz dorsal o en el ganglio trigémino (segun se localicen estos
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nociceptores en el cuerpo o en la cara, respectivamente), y tienen un axén periférico y otro
central que son bioquimicamente equivalentes (figura 1). Se clasifican segun su estructura
como fibras Ad de diametro mediano, mielinizadas que median el dolor rapido y bien localizado;
y las fibras C, de pequefio calibre, sin mielina que transmiten el dolor lento y pobremente locali-
zado. Segun la expresion de diferentes canales les confieren sensibilidad al calor (receptor de
potencial transitorio V1 o TRPV1), frio (receptor de potencial transitorio M8 o TRPMS8), medio
acido (canales iénicos sensibles a la acidez o ASIC) o irritantes quimicos (receptor de potencial
transitorio A o TRPA). Habria un tercer tipo de fibras nerviosas aferentes, las fibras AR, que

transmiten el tacto.

La sefal nociceptiva transducida por el terminal de la fibra aferente primaria genera un poten-
cial de accion que se propagara por la activacién de canales idnicos de sodio, potasio y calcio

hasta hacer sinapsis en el asta dorsal de la médula espinal (ADME) (Basbaum et al. 2009).

b) Asta dorsal de la médula espinal

Estos nociceptores o fibras aferentes primarias llegan hasta la sustancia gris del ADME a dis-
tintas profundidades (llamadas laminas) segun el tipo de nociceptor; asi las fibras Ad llegan a
las laminas | y V mientras que las fibras C se quedan principalmente en la parte mas superficial
(laminas | y Il). Aqui hacen sinapsis con las neuronas de segundo orden, cuyos axones trans-
miten la informacion hacia centros superiores. En circunstancias normales en estas sinapsis se
producen potenciales postsinapticos de corta duracién mediados por transmisores excitatorios
como el glutamato que actuan sobre receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y otros
(AMPA/kainato) y por péptidos como la sustancia P que actua sobre receptores de neuroquini-

na 1 (NK-1) entre otros.

Es en este lugar donde se producen los principales fenédmenos de modulacién de la informa-
cion nociceptiva gracias a la interneuronas localizadas en el ADME. Este fendmeno se explica-

ra mas adelante (ver apartado 1.2.3).

c) Vias ascendentes y centros supraespinales

Los estimulos dolorosos de transmiten desde las laminas | y V de la médula espinal hasta las

estructuras corticales a través de las vias ascendentes o neuronas de segundo orden, donde
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destacan las del tracto espinotalamico y espinoreticulotalamico llegando al talamo directamente

o pasando por el bulbo raquideo (tronco encefalico) respectivamente.

Por otro lado los estimulos nociceptivos de la zona de la cara viajan por el tracto trigémino pa-
sando por el ganglio trigémino y nucleos craneales, entrando en el tronco encefalico y bajando
asi por el bulbo raquideo y cruzando al otro lado hasta llegar al talamo (Patel 2010). En la cor-
teza cerebral se activan distintas estructuras asociadas a las propiedades discriminativas sen-

soriales y a los aspectos emocionales del dolor.

Corteza cerebral .
PERCEPCION

Neurona de 3° orden
Tractos hacia estructuras
cerebrales superiores

Talamo

Tronco

; encefalico
PROYECCION
Neurona de 2° orden

Tractos espinales

TRANSMISION )
Médula espinal

Ganglio de la MODULACION

raiz dorsal
Neurona de 1° orden
Fibra aferente primaria
TRANSDUCCION

Periferia
Estimulo nociceptivo

Figura 1. Representacion simplificada del proceso de nocicepcion. El estimulo nociceptivo
de la periferia activa la neurona aferente primaria que lo transduce (transduccion) a sefales
eléctricas que se transmiten (transmision) al asta dorsal de la médula espinal. Aqui, se modu-
lan (modulacién) antes de dirigirse por la neurona de segundo orden (proyeccion) al talamo.
En este lugar, la neurona de tercer orden transmite la informacion hacia la corteza cerebral
para su procesamiento final (percepcion).

Adaptado de Gaynor et al., 2009 y Lamont et al., 2000.
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1.2.3 Modulacién nociceptiva

La informacion nociceptiva es modulada por un sistema de control de dolor que produce la
inhibicién de la percepcién dolorosa. Sin embargo, la modulacién del dolor es bidireccional, es
decir, la sensacion dolorosa puede ser suprimida o amplificada. De esta forma, los circuitos que
modulan el dolor no sélo producen analgesia sino que también son capaces de aumentar la
sensibilidad al dolor. Este fendmeno paraddjico se explicara mas adelante (ver apartado 1.2.4).
La modulacién nociceptiva actua a través de tres mecanismos fundamentales: la inhibicion

segmental, el sistema opioide enddgeno y el sistema nervioso inhibitorio descendente.

a) Inhibicion segmental

En el ADME se localizan una serie de interneuronas que modulan la trasmision de la informa-
cion, pudiendo ser excitatorias (mediadas por glutamato), inhibitorias (mediadas por acido y-
aminobutirico, GABA) o fibras descendentes supraespinales tanto excitatorias como inhibito-

rias.

En circunstancias normales las interneuronas inhibitorias disminuyen o incluso bloquean la
transmision de la informacién interviniendo en la sinapsis entre las fibras nerviosas aferentes y
la células del ADME (teoria del control de la puerta o gate theory of pain control; figura 2). Las
fiboras Ad y C que transmiten la sensacién dolorosa ademas de activar las neuronas de segun-
do orden para transmitir la informacion hacen sinapsis con estas interneuronas inhibitorias inhi-
biendo su accién. Mientras que las fibras nerviosas mielinizadas AR, asociadas con mecanorre-
ceptores de bajo umbral (p. €j. tacto), activan las neuronas inhibitorias de la médula espinal
inhibiendo la transmisién sinaptica; explicando p. ej. porque acariciar una zona dafada reduce

la sensacion dolorosa (Patel 2010).
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CONTROL
</ INHIBITORIO
MEDULA ESPINAL DESCENDENTE
Fibra C r—_—__———— ——_—_—_—I
| |
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| Interneurona Neurona de | ) .
| inhibitoria 22 orden Nocicepcion
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I l
I I
. | |
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Figura 2. Teoria del control de la puerta o gate theory of pain control la modulacion del
dolor en el SNC. La informacién de la fibras nerviosas AP, que normalmente transmiten
informacion sensorial no dolorosa, activan (+) las neuronas inhibitorias de la medula espinal,
inhibiendo a su vez la proyeccion de la informacion dolorosa hacia el cerebro. La activacion
por otro lado de las fibras nerviosas Ad y C, con informacion nociceptiva, inhibe (-) estas
interneuronas inhibitorias.

Fuente Gaynor et al., 2009.

b) Sistema opioide endégeno

Tres grupos de sustancias enddgenas constituyen el sistema opioide endégeno: encefalinas,
dinorfinas y endorfinas. Todas ellas se unen a los receptores opioides de la periferia, la médula
espinal y el cerebro participando en la modulacién de la nocicepcion mediante la inhibicion local

de neurotransmisores excitatorios, p. ej. glutamato y sustancia P (Patel 2010).

c) Sistema nervioso inhibitorio descendente

Las fibras nerviosas descendentes parten desde ciertas areas del tronco encefalico (sustancia
gris periacueductal y la medula rostral ventromedial) hacia la médula espinal donde haran si-
napsis con las interneuronas localizadas aqui. Estas vias pueden ser activadas por un suceso
estresante, como dolor o miedo, produciendo efectos analgésicos, conocida como analgesia in-
ducida por estrés, modulando la actividad neuronal y controlando el ascenso de la informacion
nociceptiva al cerebro. Los principales neurotransmisores de esta ruta de modulaciéon nocicep-

tiva son la serotonina y la noradrenalina (Patel 2010). Paraddjicamente la activacién de estas
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vias suprime la liberaciéon del neurotransmisor GABA producida por las interneuronas inhibito-
rias, conduciendo a una desensibilizacién local y a un potencial aumento en la percepcion del
dolor. Como veremos mas adelante este fendmenos estara implicado en procesos de dolor

cronico patolégico (Muir 2009).

1.2.4 Fisiopatologia de la sensibilizacioén central y periférica: hiperalgesia

En la mayoria de las situaciones clinicas, el estimulo nocivo no es transitorio (dolor fisioldgico o
nociceptivo) y esta asociado a una inflamacion o a un dafio nervioso. Bajo estas circunstancias,
se producen unos cambios dinamicos en el sistema nervioso central y periférico que produce
fendmenos de hiperalgesia (o hipersensibilidad al dolor). A este tipo de dolor se le denomina
frecuentemente dolor patoldgico. En su forma aguda, este mecanismo actia como proteccion
de la zona dafiada, evitando dafos futuros en la misma y facilitando asi el proceso de repara-
cion. Cuando este dolor es severo o muy prolongado desencadena cambios fisiopatoldgicos a
largo plazo que reducen la intensidad del estimulo requerida para producir dolor, originando asi
fenémenos de hiperalgesia y alodinia, incluso cuando la causa del dolor ha desaparecido.

La hiperalgesia o aumento de la sensibilidad al dolor es una consecuencia de una perturbacion
del sistema nociceptivo que origina una sensibilizacion periférica, central o ambas. El proceso
de sensibilizacién es producido por un aumento en la respuesta de las neuronas nociceptivas a
la entrada normal de estimulos nociceptivos, y/o en la respuesta a estimulos nociceptivos que

normalmente estan bajo el umbral de respuesta (Boyd et al. 1994).

a) Sensibilizacién periférica

La lesion o enfermedad causante del dolor persistente en el sistema periférico produce la alte-
racion de las propiedades de los nervios periféricos, ya sea dafando las fibras nerviosas o
alterando su conduccion. La lesion tisular va acompafiada de una inflamacion producida por la
acumulacion de factores enddgenos liberados por los nociceptores y por las células no neura-
les (p. €j. las células inflamatorias o las células dafiadas) llamados comunmente sopa inflama-
toria. Estas sustancias incluyen neurotransmisores, péptidos (p. €j. la sustancia P), eicosanoi-
des y sustancias relacionadas (p. ej. prostaglandinas), neurotropinas, citoquinas, etc. De entre

estas sustancias, el factor de crecimiento neuronal (NGF, nerve growth factor) activa las fibras
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C produciendo una hipersensibilidad mecanica y al calor. Por otro lado las citoquinas (interleu-
quinas (IL) 1B y 6, factor de necrosis tumoral (TNF-a) potencian la respuesta inflamatoria esti-
mulando a su vez la produccidén de sustancias proalgésicas. Todas estas moléculas activan

canales tipo TRPV1, TRPA1 y ASIC en los nociceptores (Basbaum et al. 2009).

b) Sensibilizacién central

La sensibilizacion central se define como un aumento en la respuesta de las neuronas nocicep-
toras del SNC ante estimulos nociceptivos aferentes normales, supraumbrales, o por debajo de
su umbral (Boyd et al. 1994) estableciendo un estado de hiperexcitabilidad en el SNC que con-

duce a un aumento en el procesamiento de los mensajes nociceptivos (Basbaum et al. 2009).

En la induccion y mantenimiento de la sensibilizacién central juega un papel muy importante la
medula espinal, concretamente el ADME. En ella, se producen una serie de mecanismos como
son la potenciacion a largo plazo de la potencia sinaptica, la plasticidad intrinseca neuronal, los

cambios en el control inhibitorio y la modulacién descendente (Sandkuhler 2009).

El fendmeno de potenciacién a largo plazo (LTP, long term potentiation) de la potencia sinapti-
ca es una intensificacion duradera de la sefial nociceptiva en la sinapsis entre las fibras C afe-
rentes y las neuronas de la superficie del ADME producidas por cambios presinapticos y pos-
tsinapticos. Cuando el dolor iniciado por un dafio tisular es severo y constante se produce una
mayor liberacion a nivel central de sustancias excitatorias como el glutamato o la sustancia P.
La suma espacial y temporal de estos potenciales excitatorios originan esta sensibilizacion
central. Se han identificado multiples mecanismos implicados en la LTP como son la sintesis y
liberacién de neurotransmisores o cambios en la densidad, distribucion y activaciéon de los re-
ceptores de estos neurotransmisores entre otros (Sandkuhler et al. 2012). Este fendmeno se
expresa preferencialmente en la sinapsis de las fibras aferentes primarias nociceptivas con las
proyecciones neuronales de la lamina | que expresan receptores NK-1 (Mantyh et al. 1997;

Nichols et al. 1999; lkeda et al. 2003).

Otro mecanismo implicado en la sensibilizacion central es la plasticidad intrinseca que consiste
en una serie de cambios en la excitabilidad de la membrana de las neuronas de la medula es-

pinal que producen una alteracién en su patréon normal de descarga de los potenciales de ac-



20

cion. En este mecanismo estan involucrados entre otros las corrientes de sodio y potasio de-

pendientes de voltaje (Sandkuhler 2009).

Aunque hay muchos mecanismos pre- y postsinapticas implicados en estos procesos de hiper-
algesia el mas evidente es el aumento de calcio (Ikeda et al. 2003; Kim et al. 2008) y la sensibi-
lizacién central mediada por glutamato y receptores NMDA (Basbaum et al. 2009). En las ter-
minaciones centrales de los nociceptores se libera glutamato generando una corriente excitato-
ria postsinaptica en la neurona de segundo orden a través de receptores glutaminérgicos tipo
AMPA vy kainato. Cuando hay una lesion y se activa este mecanismo, silente en circunstancias
normales, la suma de estas corrientes postsinapticas podria disparar un potencial de accion y
la transmision del dolor a vias superiores debido a un aumento de la entrada del calcio que
aumenta la fuerza de las conexiones sinapticas entre los nociceptores y las neuronas del
ADME. Este mecanismo exacerba la respuesta al estimulo nocivo (hiperalgesia) asi como la

respuesta a un estimulo no nocivo por facilitacion heterosinaptica con las fibras AB (alodinia).

Por dltimo, la modulacién descendente también se encuentra implicados en los fendmenos de
hiperalgesia mediante la estimulacion de la facilitacion descendente y la reduccion de la inhibi-

cion descendente (Sandkuhler 2009).

Por otro lado, se ha visto recientemente que las células gliales, sobre todo la glia y los astroci-
tos, estan implicados en el desencadenamiento y perpetuacion de la sensibilizacion central. La
microglia, que en circunstancias normales actia como macréfagos del SNC, en presencia de
una lesion nerviosa se acumulan en la terminacién de los nervios periféricos dafiados del
ADME vy alrededor de los cuerpos celulares de las motoneuronas dafiadas en el asta ventral.
Su activacion produce la liberacion de citoquinas como TNF-q, IL-B e IL-6 que aumenta la sen-
sibilizacion central neuronal y la hiperalgesia. Por otro lado los astrocitos, debido a su activa-
cion mas tardia y duradera, estan mas implicado en el mantenimiento de la sensibilizacién cen-
tral mas que en su induccion (Basbaum et al. 2009). Ademas, ambos tipos celulares gliales
(microglia y astrocitos) se activan también en el tronco del encéfalo estimulando la facilitacion

descendente.
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1.3 Hiperalgesia y tolerancia inducida a opioides

Los analgésicos agonistas opioides como la morfina o el remifentanilo proporcionan analgesia
(o hipoalgesia) mediante su unién a los receptores opioides pero a su vez activan otras vias
que conllevan paraddjicamente a un aumento en la sensibilidad del dolor en el paciente y una
disminucién del efecto de esta terapia analgésica a lo largo del tiempo. Como explicaremos a
continuacion en el desarrollo de estos fendmenos de hiperalgesia y tolerancia estan implicados
muchos de los mecanismos y vias que se han visto anteriormente en la sensibilizacion periféri-
ca y central (apartado 1.2.4). Previamente se realizara una descripcion de los fenédmenos de

tolerancia e hiperalgesia inducida por opioides y su implicacién clinica en el paciente.

1.3.1  Conceptos y definiciones

a) Tolerancia

La tolerancia a un farmaco se define como la pérdida o disminucion del efecto terapéutico de
dicho farmaco tras su exposicion repetida, lo que conlleva una necesidad de aumentar la dosis
para mantener el mismo efecto (Bekhit 2010). En el caso de los farmacos opioides se denomi-
na tolerancia a opioides y generalmente hace referencia a sus efectos analgésicos pero tam-

bién podria ser relacionado con otros efectos tales como depresion respiratoria o sedacion.

De acuerdo a su curso temporal no hay una clasificacion convencional aceptada de forma glo-
bal, pero de forma practica se podemos clasificar como: tolerancia aguda (TAO) que se desa-
rrollara en el transcurso de horas, p. ej. durante una infusién continua de remifentanilo; toleran-
cia retardada que tendra lugar tras varios dias de tratamiento, p. €j. en pacientes en el periodo
postoperatorio; y tolerancia crénica que puede ocurrir a las semanas 0 meses de iniciar un

tratamiento en p. €j. en pacientes con dolor crénico por cancer o procesos neuropaticos.

También se puede definir tolerancia cruzada como aquel fenémeno ocasionado tras la adminis-
tracion de un farmaco que afecta al efecto de otro farmaco administrado a continuacion, es
decir, que la administracién de un farmaco previo condiciona que se desarrolle tolerancia (ten-
ga menos efecto) a un segundo farmaco que se administre a continuacion. Estos fendmenos

ocurren normalmente en farmacos que tienen mecanismos de accién comunes, como es el
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caso de los opioides. Igualmente la tolerancia cruzada puede transcurrir a corto plazo (aguda),
p. €j. cuando la administracion de remifentanilo durante una cirugia hace aumentar las necesi-
dades postoperatorias de morfina (Cooper et al. 1997); o a largo plazo en pacientes con trata-
mientos analgésicos cronicos con opioides por cancer cuando se desarrollan estrategias de

rotacion de opioides (Mercadante et al. 2009).

Por otro lado, hay que diferenciarlo de la tolerancia farmacocinética que implicaria diferencias
en la distribuciéon o metabolismo del farmaco que produciria menores concentraciones plasma-
ticas o en el receptor (Bekhit 2010). Este tipo de tolerancia no se ha observado en el caso los
opioides (Ouellet et al. 1997). Desde el punto de vista de mecanismo de accion se puede defi-
nir también una tolerancia farmacodinamica que refleja cambios en como el sistema es afecta-
do por el opioide, como cambios en densidad de receptores o desensibilizacién de los mismos;

es decir, una desensibilizacion de las vias antinociceptivas opioides (Bekhit 2010).

b) Hiperalgesia

La hiperalgesia puede definirse como un aumento en la sensibilidad dolorosa de un individuo
(Boyd et al. 1994). Este fendmeno se puede clasificar en funcién de su localizacién, encontran-
do hiperalgesia primaria (en el punto de la lesién) o secundaria (en un area adyacente o lejana

del lugar de lesion).

Ademas de ser causada por una lesion tisular (p. €j. dolor inflamatorio) o en el sistema nervioso
(p- €j. dolor neuropatico) la hiperalgesia puede estar producida a su vez por farmacos como los
opioides, en cuyo caso se denomina hiperalgesia inducida por opioides (HIO) (Low et al. 2012).
Asi, los opioides ademas de producir un efecto analgésico o antinociceptivo desencadenan a

su vez un efecto hiperalgésico o pronociceptivo.

c) Tolerancia vs. hiperalgesia

En muchas ocasiones cuando se observa un fendmeno de tolerancia a opioides en el ambito
clinico, es decir, la pérdida de eficacia analgésica de un farmaco opioide, puede estar implicado
un mecanismo en que el farmaco per sé haga menos efecto (efecto de tolerancia que implicaria
un cambio farmacodinamico en la relaciéon entre el farmaco y sus receptores diana) y/o que

haya aumentado la sensibilidad al dolor del paciente (efecto de hiperalgesia en la que hay una
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activacion de otros sistemas pronociceptivos independientes de los receptores diana del farma-
co). En ambos casos observariamos una disminuciéon de analgesia y un aumento del dolor en
el paciente; y por ello, en el ambito clinico es muy dificil diferenciar con seguridad de que me-
canismo se trata (tolerancia vs. hiperalgesia) o si ambos estuviesen implicados. Su discrimina-
cion exacta se puede hacer tedricamente y en modelos experimentales donde si es posible

medir su sensibilidad basal al dolor (Chu et al. 2012).

Si observamos la curva dosis-respuesta de un individuo normal y la comparamos con un indivi-
duo tolerante observariamos un desplazamiento de la curva a la derecha (Angst et al. 2006)
debido a la disminucién de la potencia del farmaco o desensibilizacién de vias antinociceptivas
por los opioides. Asi, para empezar a producir analgesia en un individuo tolerante se necesita
mas dosis pero no se altera la sensibilidad del individuo ya que una dosis que no es efectiva
nunca produciria mas dolor que en un paciente normal (obsérvese que la nueva curva nunca
sobrepasa los valores basales de efecto del individuo normal) (Figura 3). La tolerancia se mani-
festaria clinicamente como la necesidad de aumentar la dosis de opioides a lo largo del tiempo

para conseguir el mismo nivel de analgesia.

Normal Figura 3. Desplazamiento hacia
la derecha de la curva dosis-
efecto producida por un feno-

Tolerancia meno de tolerancia a opioides.

Adaptado de Angst, 2006.

Efecto

v
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Por otro lado, si tenemos en cuenta la misma curva dosis-efecto y ahora la comparamos con un
paciente con hiperalgesia observamos que la curva sufre un desplazamiento hacia abajo de la

curva dosis-respuesta normal (Angst et al. 2006) debido al aumento de la sensibilidad al dolor o
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sensibilizacion de las vias pronociceptivas por los opioides. Asi, para empezar a producir la
misma analgesia en un individuo hiperalgésico se necesita mas dosis pero en este caso se
altera la sensibilidad del individuo ya que una dosis que no es efectiva produciria mas dolor que
en un paciente normal (obsérvese que la nueva curva sobrepasa los valores basales de efecto
del individuo normal) (Figura 4). La hiperalgesia se manifestaria como un aumento paradéjico
de dolor no relacionado con el estimulo nociceptivo original que resulta de la administracién de

opioides.

Normal Figura 4. Desplazamiento hacia

debajo de la curva dosis-efecto

Hiperalgesia producida por un fendmeno de
hiperalgesia inducida por opioi-

des.

Adaptado de Angst, 2006.

A 4

Dosis

Cuando se administra un opioide a un paciente ambos efectos farmacoldgicos pueden desarro-
llarse simultaneamente, tanto la desensibilizacién de vias antinociceptivas como la sensibiliza-
cién de vias pronociceptivas. Cuando el paciente presenta una disminucién del efecto de la
analgesia producida por opioides puede ser causado por cualquiera de los dos mecanismos o
ambos, se dice de forma general que ha desarrollado tolerancia. Después si el paciente sus-
pende el tratamiento y presenta una sensibilidad al dolor mayor que otros pacientes sin trata-
miento o que él mismo antes de iniciarlo, se habla habitualmente de un fendmeno de hiperal-
gesia; causado por la sensibilizaciéon de vias pronociceptivas (figura 5). Hace tiempo habia una
gran controversia con la terminologia empleada y se utilizaban en la practica estas dos pala-
bras practicamente como sinénimos (Angst et al. 2006) pero recientemente se esta realizando

mas énfasis en que son fendmenos separados y deben tratarse como tal (Richebe et al. 2012).
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Figura 5. Representacion simplificada de los procesos de tolerancia e hiperalgesia inducida
por opioides. El paciente presenta un nivel nociceptivo fisiologico en equilibrio entre sus
sistemas antinociceptivo y pronociceptivo. Cuando se le administra una infusion de opioide
se activa el sistema antinociceptivo produciendo analgesia, pero a su vez de forma simulta-
nea y gradual se produce también la sensibilizacion del sistema pronociceptivo. El resultado
final sera una disminucion del efecto analgésico a lo largo del tiempo que se administre la
infusion del opioide, es decir, un fendmeno de tolerancia. Cuando la infusion finaliza cesa la
activacion antinociceptiva y el resultado neto es un predominio del sistema pronociceptivo
sobre el antinociceptiva con lo que el paciente sufrirda un fenomeno de hiperalgesia, es decir,
mayor sensibilidad al dolor. Con el paso del tiempo, ambos sistemas alcanzaran el equilibrio
entre ellos y el nivel nociceptivo del paciente vuelve a su estado basal.

Adaptado de Celerier, 2001.

1.3.2 Mecanismos de accion de la hiperalgesiay la tolerancia inducida por
opioides

Hay distintas vias neuroanatémicas implicadas en el desarrollo de hiperalgesia y tolerancia a

opioides, muchas de ellas comunes al desarrollo de hiperalgesia en el dolor patoldgico. Desde

la periferia hasta las estructuras centrales son: la sensibilizacién de las terminaciones nerviosas

periféricas; el aumento de la produccion y liberacién de neurotransmisores excitadores asi co-

mo la inhibicién de su recaptacion en el ADME; la sensibilizacion de las neuronas de segundo
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orden a estos neurotransmisores excitadores y los cambios neuroplasticos en la medula rostro-
ventral (RVM) que incrementa la facilitacién descendente de la transmision nociceptiva de ori-
gen supraespinal (Angst et al. 2006; Chu et al. 2008). Molecularmente en estos puntos se pro-
duce tanto una desensibilizacion del sistema antinociceptivo opioide como una sensibilizacion

de los sistemas pronociceptivos que explicaremos a continuacion:

a) Desensibilizacién sistema antinociceptivo opioide

Los opioides actuan sobre los receptores opioides acoplados a proteinas G produciendo su
accion analgésica o antinociceptiva. Con el paso del tiempo estas vias se desensibilizan a la
accion del opioide, ya sea mediante cambios en los sistemas de sefializacion intracelular o

actuando sobre el propio receptor opioide por procesos de internalizacion del mismo.

Cambios en los sistemas de sefializacién intracelular

El receptor opioide en reposo al unirse a un agonista opioide se asocia a una proteina G inhibi-
toria Gi/o que se disocia en dos subunidades: a y By. La subunidad a inhibe la ruta de la adeni-
lato ciclasa/adenil mono fosfato ciclico (AMPc) y la subunidad By activa los canales de entrada
de potasio y bloquea los de calcio dependientes de voltaje, entre otros mecanismos, produ-
ciendo una hiperpolarizacién celular e impidiendo asi la transmisién de potenciales de accion y
la liberacién de neurotransmisores resultante en los efectos analgésicos de los opioides

(Ingram et al. 1998; Law et al. 2000) (Figura 6).

Como hemos comentado los agonistas opioides son inicialmente inhibidores (uniéndose a la
proteina Gi/o pero también se convierten en excitatorios, mediante su actividad constante en el
receptor opioide (Feldman et al. 1997). Con la administracion crénica de opioides la via de la
adenilato ciclasa/AMPc se hipertrofia o superactiva (por la disminucién en la eficacia de su
inhibicién) causando un importante aumento de la acumulacién de AMPc (Schallmach et al.
2006), se desensibilizan los canales de potasio y se estimulan la expresion y activacion de los

canales de calcio dando lugar a fendmenos de tolerancia.
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Figura 6. Principales sistemas intracelulares activados por los opioides. El receptor opioide
activado disocia la proteina G inhibitoria (Gi/o) en dos subunidades: oy By. La a reduce los
niveles de AMPc a través de la inhibicion de la adenilato ciclasa mientras que la By facilita
la apertura de canales de entrada de potasio e inhibe los canales de calcio dependientes de
voltaje. Mediante estos mecanismos producen la hiperpolarizacion celular impidiendo la

transmision de los potenciales de accion.

Adaptado de Hernandez —Delgadillo, 2005 (a su vez modificado de Feldman, 1997, Neuro-

psycopharmacology, Sinauer Associates, Massachuttes).

Por otro lado en este proceso la subunidad By de la proteina G también activa la fosfolipasa C
que desencadenara un aumento de calcio citoplasmatico a través de la produccién de inositol
trifosfato (IP3), aunque esta via se desensibilizara muy rapidamente (Crain et al. 1998) puede
cobrar importancia después de exposiciones prolongadas (Varga et al. 2003). De hecho, la
inactivacion de esta ruta por el M119 (inhibidor de la subunidad By de la proteina G) aumenta la

analgesia de la morfina y atenua el desarrollo de tolerancia (Mathews et al. 2008).

También la estimulacién del receptor mu opioide por los agonistas opioides causa su interac-
cion con la filamina A (proteina de andamiaje que interacciona con el receptor opioide) que

provocan la liberacién de la proteina Gi/o a la que estan acoplados por la proteina G estimula-
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toria Gs, resultando en una sefial excitatoria (Wang et al. 2005) que produce en este caso la
estimulacioén de la ruta adenilato ciclasa / AMPc por el dimero By de la proteina Gs (Chakrabarti
et al. 2005; Wang et al. 2005). Este cambio esta asociado al desarrollo de tolerancia a opioides
y dependencia en los tratamiento cronicos de opioides (Wang et al. 2005; Webster 2007;
Largent-Milnes et al. 2008), pero también se ha demostrado que ocurre tras la administracion
aguda de morfina en solo cuestién de minutos (Wang et al. 2009). Este mecanismo no ha sido
demostrado aun que ocurra con otros agonistas opioides como el remifentanilo pero se cree

que pueda ser similar (Wang et al. 2009).

La unién entre el receptor mu opioide y la proteina Gs en respuesta a morfina es inicialmente
transitoria; ya que debido al reciclaje del receptor éste se recupera de nuevo unido a Go. Pero
cuando la estimulacion del receptor es repetida y/o prolongada el receptor podria perder la
capacidad de reciclarse y continuar unido a Gs (Wang et al. 2009). La rapidez en producirse
este fendmeno y su persistencia ante estimulaciones continuadas (Wang et al. 2009) lo hace
un posible candidato de mecanismo que media también la tolerancia aguda a opioides obser-

vada en voluntarios (Lee et al. 2011).

Los antagonistas opioides (p. ej. naloxona) cuando se administran a dosis muy bajas se aco-
plan a la filamina A previniendo esta rotacion de la proteina Gi/o a Gs (Wang et al. 2009) pu-
diendo la combinacion de un agonista y un antagonista opioide reducir la conversién de un

receptor inhibitorio a excitatorio, disminuyendo el desarrollo de tolerancia (Webster 2007).

Desensibilizacion e internalizacion de receptores

Los receptores opioides se desensibilizan al ser fosforilados reduciendo su afinidad por el ago-
nista, se desacoplan de la proteina G y se unen a las proteinas B-arrestinas que promueve su
internalizacion (Ferguson 2001; Claing et al. 2002). Una vez internalizado el receptor puede
resensibilizarse y volver a su superficie (proceso denominado reciclaje) o si interacciona con la
proteina GASP (G protein coupled receptor associated sorting protein) pueden degradarse en
los lisosomas (proceso conocido como regulacién a la baja) (Ferguson 2001; Whistler et al.

2002) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion simplificada del proceso de desensibilizacion e internalizacion de
receptores. Cuando opioides activan los receptores opioides se acoplan a la proteina G. Estos
receptores activados pueden ser fosforilados incrementando su afinidad por las B-arrestinas.
La unién de ambos libera a los receptores de las proteinas G y se inicia la internalizacion del
receptor. Los receptores internalizados pueden ser defosforilados y reciclados a la membrana
plasmatica siendo totalmente competentes; o por otro lado, ser degradados proteasas de los
lisosomas.

Adaptado de Zou, 2005.

Los procesos de sensibilizacion del receptor opioide y de su internalizacion fueron asociado
con los fenédmenos de tolerancia en roedores (Sim et al. 1996; Bohn et al. 1999) pero actual-
mente se cree mas bien lo contrario ya que la internalizaciéon de receptores desensibilizados
produce una re-sensibilizacion a través de receptores reciclados o nuevos disminuyendo asi la

aparicion de tolerancia (Finn et al. 2001).

La implicacion de estos fendmenos en el desarrollo de tolerancia no esta clara aun y se cree
que podrian actuar solo parcialmente o bajo ciertas circunstancias. Esto es debido entre otras
causas a que hay importantes diferencias en el fenomeno de fosforilacion dependiendo del tipo
de receptor y del agonista opioide (Alvarez et al. 2002; Koch et al. 2008), p. €j., el receptor mu

opioide estimulado por la morfina se fosforila peor que el fentanilo, por lo que el receptor se
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desensibilizaria e internalizaria menos produciendo menos tolerancia (Keith et al. 1996). Estos
descubrimientos desencadenaron la teoria RAVE donde se mostraba para cada agonista el
grado relativo de sefalizacién celular producida comparado con su capacidad de producir en-
docitosis (Whistler et al. 1999). Asi, los farmacos con mayor indice RAVE producirian mayor
tolerancia ya que presentarian una escasa internalizacién frente a una importante sefalizacién

intracelular compensatoria mas permanente (Kieffer et al. 2002).

b) Sensibilizacion de los sistemas pronociceptivos

Los opioides ademas de actuar sobre los sistemas antinociceptivos produciendo analgesia
como ya hemos visto, también activan sistemas pronociceptivos localizados en la periferia y en

el SNC, tanto en el ADME como en los sistemas supraespinales.

Terminacién periférica

En las terminaciones nerviosas periféricas se han reconocido receptores opioides tanto en la
terminacion central como la periférica, asi la administracion local de agonistas opioides produce
de forma aguda analgesia pero su administracion repetida desarrolla tolerancia e hiperalgesia

(Aley et al. 1997).

ADME

En la medula espinal, y concretamente en el ADME, es el lugar central de los diferentes meca-

nismos de accién que convergen en el desarrollo de HIO (Lee et al. 2011).

Como se ha explicado anteriormente en esta zona se desarrollan fendmenos de sensibilizacion
central como la potenciacion a largo plazo de la potencia sinaptica, que también estan implica-
do en el desarrollo de HIO (Drdla et al. 2009). En ella hay una amplificacion de la sefal noci-
ceptiva en la sinapsis entre las fibras C aferentes primarias y las neuronas de la superficie del
ADME que expresan receptores NK-1 (Ikeda ef al. 2003). Los agonistas opioides interaccionan
con receptor opioide produciendo la inhibicién presinaptica en las fibras C aferentes (mediante
la depresidn de los potenciales de accién y de la liberacién de neurotransmisores) produciendo
antinocicepcién (Heinl et al. 2011). Pero tras su retirada, se produce una fuerte potenciacién de

la transmision sinaptica mediante la intensificacion de los potenciales de campo evocados de
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las fibras C (C-fiber evoked field potentials) mediado por receptores NMDA y serotoninérgicos
espinales (Heinl et al. 2011). Curiosamente la implicacién de estos ultimos receptores no ha
podido demostrarse con remifentanilo aunque si se ha determinado con morfina o con fentanilo,
mientras que los receptores NMDA si estan involucrados independientemente del opioide utili-
zado (Heinl et al. 2011) y son actualmente es el mecanismo de HIO mas ampliamente acepta-
do (Low et al. 2012). Concretamente, se produce una disminucion de la recaptacion de neuro-
transmisores en la neurona aferente primaria (Mao et al. 2002), una mayor respuesta de las
neuronas espinales a neurotransmisores nociceptivos como la sustancia P y el glutamato asi
como un aumento en la expresion de receptores NK-1 (Li et al. 2002; King et al. 2005). Por otro
lado, la administracién cronica de opioides también produce la regulacién a la baja de los sis-
temas transportadores de glutamato aumentando la cantidad de glutamato libre para los recep-

tores NMDA (Mao et al. 2002).

Ademas se ha demostrado que los agonistas opioides como el remifentanilo producen
mediante su unidn a los receptores opioides la activacion de forma directa de los receptores
NMDA (Guntz et al. 2005; Zhao et al. 2008; Gu et al. 2009) y de la fosfoquinasa C (PKC) de
forma indirecta (Mao et al. 2001). Esta PKC fosforila a los receptores NMDA provocando un
cambio conformacional que provoca la retirada del magnesio que los estaba bloqueando (Chen
et al. 1992). La activacion de estos receptores NMDA produce un aumento del flujo de calcio al
citoplasma y por tanto una mayor excitabilidad neuronal. A su vez el aumento de calcio hace
que haya mayor actividad de la PKC que como habiamos explicado antes sensibilizaba al re-
ceptor NMDA y retroalimenta el sistema. La implicacidon de este sistema se evidencia en distin-
tos estudios donde la accion de antagonistas del receptor NMDA como la ketamina reducen la
HIO en animales (Celerier et al. 2000; Kissin et al. 2000; Laulin et al. 2002; Richebe et al. 2005;
Minville et al. 2010) y personas (Angst et al. 2003; Koppert et al. 2003; Joly et al. 2005), aunque

clinicamente existen resultados contradictorios (Luginbuhl et al. 2003; Carstensen et al. 2010).

El aumento del calcio intracelular como consecuencia de la accion de los opioides en los recep-
tores opioides y NMDA produce una disminucién del umbral despolarizaciéon en la neurona de
segundo orden asi como la activacion de enzimas como la 6xido nitrico sintasa y la ciclooxige-
nasa (COX). El aumento en la produccién de éxido nitrico (NO) incrementa la liberacion de

glutamato en la terminal sinaptica de la neurona aferente primaria. La activacién de la COX
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ocasionada por el aumento de calcio intracelular, produce un aumento en la produccion y libe-
racion de sustancias hiperalgésicas como son las prostaglandinas; mientras que la fosfolipasa
A2 (PLA2) incrementa la disponibilidad de acido araquidénico (Wong et al. 2000; Wong et al.
2000), sustrato de la COX. Las prostaglandinas a su vez son capaces de estimular la liberacion
de sustancia P y de glutamato (Baba et al. 2001) produciéndose la retroalimentacion del siste-

ma (Hua et al. 1999; Powell et al. 2003).

Como ya comentamos anteriormente la glia tiene un papel importante en la iniciacion y mante-
nimiento del incremento de la nocicepcion en respuesta a una lesién nerviosa periférica, pero
recientemente se ha demostrado que también juega un papel relevante en el desarrollo de
hiperalgesia inducida a opioides (Hutchinson et al. 2007). Los agonistas opioides producen
una activacion directa de la glia a través los receptores TLR4 (receptor tipo Toll) la cual libera
citoquinas (tales como TNF-qa, IL-1B, IL-6) que median en la sinapsis neuronal (pre- y/o post-
sinaptica) favoreciendo la tolerancia e HIO (Hutchinson et al. 2007). La neuroinflamacion pro-
ducida por los opioides también sensibilizan al SNC para producir una respuesta exacerbada
frente a una inflamacién o un dafo nervioso (Loram et al. 2012). La activacion glial ocurre en
cuestion de minutos después de la administracion sistémica o intratecal de morfina y va au-

mentando con la cronicidad del tratamiento (Hutchinson et al. 2007).

Efectos supraespinales

Otro de los sistemas implicados en el desarrollo de HIO y tolerancia es la activacion de las vias
de facilitacion descendiente desde la medula rostroventral (MRV) (Vanderah et al. 2001; Vera-
Portocarrero et al. 2007) gracias a la desinhibicién de las neuronas inhibitorias y posiblemente
también la sensibilizacion de las neuronas excitatorias de la MRV por accién de los agonistas
opioides sobre los receptores opioides (Vanderah et al. 2001). La morfina y el fentanilo, pero no
el remifentanilo, activan la facilitacion descendente serotoninérgica (Heinl et al. 2011) que co-
mienza en cuestion de minutos después de la aplicacion sistémica del opioide y aumenta gra-
dualmente durante su aplicacion continuando incluso después de su retirada (Heinl ef al. 2011).
Ademas estas vias pueden ser activadas por vias ascendentes que contengan receptores NK-1
en sus proyecciones neuronales (Suzuki et al. 2002) y ser desinhibidas directamente por los

agonistas opioides (Marinelli et al. 2002).
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El inicio inmediato de este mecanismo facilitador descendente requiere la activacion de recep-
tores serotoninérgicos espinales (Millan 2002) que potenciarian la liberacion de neurotransmi-
sores desde el terminal presinaptico de la fibras aferentes (Suzuki et al. 2004). Sin embargo,
un estudio mas reciente no encuentra estos cambios en la superficie del ADME durante la faci-

litacion descendente (Heinl et al. 2011).

1.3.3  Evidencias de la presencia de tolerancia e hiperalgesia inducida por
opioides

a) En medicina humana

La tolerancia a opioides después de la administracion de farmacos como la morfina es conoci-
do desde hace afios (Ueda et al. 2003). Hay clara evidencia que afirma que las personas adic-
tas a opioides desarrollan una disminuciéon en su umbral nociceptivo (Fishbain et al. 2009).
Diversos estudios a este respecto han observado que las personas adictas a la heroina, en
tratamiento con metadona o no, presentan un aumento en la sensibilidad dolorosa (Compton

1994; Compton et al. 2001; Doverty et al. 2001; Doverty et al. 2001).

Las evidencias sobre el desarrollo de hiperalgesia y/o tolerancia en tratamientos para el dolor
cronico con opioides son multiples. Un ensayo prospectivo en el cual se administré a los pa-
cientes morfina de larga duracion para el tratamiento de dolor crénico lumbar se observo el
desarrollo de hiperalgesia al mes del inicio del tratamiento (Chu et al. 2006). Por otro lado, un
estudio observacional demostré que los pacientes con dolor crénico no canceroso que tomaban
morfina 0 metadona presentaban hiperalgesia en relacién a un grupo control en la prueba de

presion por frio (cold pressor test) aunque no con el estimulo eléctrico (Hay et al. 2009).

Existen evidencias claras de la existencia de HIO en voluntarios sanos que desarrollan hiperal-
gesia secundaria debido a la administracion de opioides (Petersen et al. 2001; Angst et al.
2003; Hood et al. 2003; Koppert et al. 2003; Koppert et al. 2003); y menos consistente, aunque
ampliamente aceptada (Fishbain et al. 2009), de que estos farmacos producen una disminucion
del umbral nociceptivo y tolerancia (Vinik et al. 1998; Gustorff et al. 2002; Luginbuhl et al.
2003). Hay una cierta controversia porque existen tanto estudios que lo afirman (Vinik et al.

1998; Luginbuhl et al. 2003; Troster et al. 2006) como otros que no lo observan (Gustorff et al.
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2002). El efecto analgésico del remifentanilo fue evaluado en voluntarios sanos durante 4h de
infusion y se observé un aumento del umbral nociceptivo térmico y mecanico en un inicio, con
un efecto maximo a los 60-90 minutos, seguido de una disminucion del efecto analgésico a
pesar de mantener la infusion continua, llegando a ser la mitad y la cuarta parte del pico anal-
gésico inicial a las 2 y 3 horas del inicio de la infusion respectivamente (Vinik et al. 1998). Este
efecto no ha sido demostrado en pacientes clinicos, pero de ocurrir podria ser de relevancia

clinica en el periodo intraoperatorio donde se utilizan infusiones de remifentanilo.

La mayoria de estudios que valoran el uso de opioides perioperatorio (Fishbain et al. 2009)
confirman que podrian producir un aumento en el dolor postoperatorio y/o necesidades de
opioides postoperatorias (Cooper et al. 1997; Chia et al. 1999; Guignard et al. 2000) aunque
también hay estudios donde no observan diferencias (Schraag et al. 1999; Cortinez et al.
2001). Se postula que estas diferencias pudiesen ser debidas a un buen manejo de dolor post-
operatorio polimodal que no permite ver diferencias asociadas al uso del opioide, ya que en
ambos grupos el grado de analgesia obtenida es muy alto (Fishbain et al. 2009). Es por ello,
que aunque se cree que la aparicion de hiperalgesia es una realidad, no se sabe aun cual es
su relevancia clinica (Lee et al. 2011). Un detalle importante es que la tolerancia se desarrolla
tanto usando el mismo opioide durante los periodos perioperatorio y el postoperatorio, p. €j. el
fentanilo (Chia et al. 1999), como rotando a morfina en el postoperatorio (Cooper et al. 1997).
Este desarrollo de tolerancia cruzada ha sido mas estudiado con el uso de remifentanilo intra-
operatorio en relacion al consumo de morfina en el periodo postoperatorio inmediato (Guignard
et al. 2000; Hansen et al. 2005; Lee et al. 2005; Engelhardt et al. 2008). A pesar de todos los
estudios y meta-analisis del tema, la implicacion clinica de este fendmeno aun no esta clara

(Lee et al. 2011).

b) En modelos animales

Los estudios con animales que reciben tratamientos crénicos con opioides son bastante cohe-
rentes y de indiscutible evidencia. Las ratas o ratones que reciben opioides durante varios dias,
ya sea por via intratecal (Mao et al. 1994; Ibuki et al. 1997; Mao et al. 2002) o subcutanea me-
diante la aplicacién de morfina en un pellet (Romero et al. 2010), fentanilo (Celerier et al. 2000;

Laulin et al. 2002) o heroina (Celerier et al. 2001), muestran una reduccién en el umbral de
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nocicepciéon a estimulos nociceptivos térmicos y mecanicos (HIO). Mientras estos animales
contindan con el tratamiento puede observarse ademas una disminucion de la eficacia anti-
nociceptiva del farmaco (tolerancia) (Celerier et al. 2001; Vanderah et al. 2001; Mao et al.
2002). ElI aumento de los umbrales nociceptivos puede desarrollarse rapidamente (Cox et al.
1968) y persistir incluso varios dias tras la retirada de un tratamiento crénico con opioides p. €j.

durante varios dias tras la administracion de morfina (Li et al. 2001).

Con tratamientos agudos de una uUnica administracién de opioides como fentanilo (Celerier et
al. 1999; Celerier et al. 2000), o tras varios minutos u horas de la administracion de una infu-
sion continua de opioides como fentanilo, alfentanilo y remifentanilo, produce igualmente una
disminucion del umbral nociceptivo siendo el efecto mas pronunciado con este Ultimo opioide
(Celerier et al. 2006). Los efectos pronociceptivos del remifentanilo fueron dependientes de la

dosis pero independientes de la duracion de su administracion (Cabanero et al. 2009).

1.3.4  Tratamientos preventivos y/o curativos de la tolerancia e hiperalgesia

a) Ketamina

La ketamina es un farmaco antagonista del receptor glutaminérgico NMDA (Yamamura et al.
1990) con propiedades anestésicas, pero también asociado con efectos adversos clinicamente
relevantes que han limitado su uso como agente anestésico (Eger 2004). Debido a ello, la
ketamina se emplea actualmente a dosis mas bajas aprovechando sus propiedades analgési-
cas (Schmid et al. 1999) y anti-hiperalgésicas (Luginbuhl et al. 2003; Joly et al. 2005) mediadas
por dicho receptor. La utilizacién de dosis bajas de ketamina intraoperatorias mejora el manejo
del dolor postoperatorio y disminuye las necesidades de morfina durante las primeras 24 h en
personas (Schmid et al. 1999; Menigaux et al. 2000; Guignard et al. 2002; Subramaniam et al.
2004; Bell et al. 2005; Elia et al. 2005; Joly et al. 2005; Visser et al. 2006; Remerand et al.
2009; Carstensen et al. 2010) y también en animales (Hoffmann et al. 2003; Holtman et al.
2008; Kosson et al. 2008). Estos resultados se obtienen con la administracion de ketamina
mediante un catéter epidural o por via sistémica, pero preferiblemente si se administra por via
intravenosa a través de una infusién continua (Schmid et al. 1999; Subramaniam et al. 2004;

Bell et al. 2005; Elia et al. 2005; Visser et al. 2006). A pesar de la fuerte evidencia que sustenta
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la mejora con dosis bajas de ketamina en la terapia analgésica con opioides y la reduccion de
las necesidades de opioides cuando son combinados con la ketamina (Subramaniam et al.
2001; Van Elstraete et al. 2004; Himmelseher et al. 2005; Batra et al. 2007; Engelhardt et al.
2008; Parikh et al. 2011), también se ha demostrado una ausencia de mejora en la analgesia
postoperatoria (Carstensen et al. 2010). Una revisién cualitativa reciente concluye que el bene-
ficio de anadir ketamina a una PCA de morfina IV después de una cirugia abdominal u ortopé-
dica parece claro en cinco estudios clinicos, mientras otros seis de los once analizados no pu-
dieron demostrar mejoria en la analgesia postoperatoria (Carstensen et al. 2010). Por otro lado
parece que esta combinacion de ketamina y un opioide para el tratamiento del dolor postopera-
torio de cirugia toracica si podria ser mas eficaz (Mathews et al. 2012).

Posteriormente, en 2011, se realiza una nueva revision que evalla el efecto de la ketamina
intravenosa en el dolor postoperatorio y engloba setenta estudios y casi cinco mil pacientes
(Laskowski et al. 2011). En ella se observd una reduccion del consumo de opioides y un au-
mento relevante en el tiempo hasta la primera analgesia en los pacientes que recibieron keta-
mina, mucho mas evidente en procedimientos dolorosos como cirugia toracica, abdominal su-
perior y ortopédica. A pesar de utilizar menos opioides, la mayoria (80%) de los pacientes ex-
perimentaron menos dolor con la administracion de la ketamina que con el tratamiento placebo,
independientemente del tipo de opioide intraoperatorio que fuese administrado y de la dosis de
ketamina empleada. Los efectos adversos neuropsiquiatricos como alucinaciones o pesadillas
fueron mayores en los pacientes que recibieron ketamina, aunque por otro lado la incidencia de
nauseas y vomitos fue menor en este grupo, sin diferencias en el nivel de sedacion.

b) Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los AINEs son utilizados habitualmente en el tratamiento del dolor agudo y postoperatorio por
su accién analgésica y antiinflamatoria mediante la inhibiciéon de la enzima COX. Como ya des-
cribimos anteriormente, tras un tratamiento crénico con agonistas opioides se producen una
serie de mecanismos que llevan a un aumento del calcio citoplasmatico activando la COX, que
produce un aumento en la produccion vy liberacion de sustancias hiperalgésicas como son las
prostaglandinas; y activando también la PLA2 que incrementa la disponibilidad de &cido ara-
quidénico (Wong et al. 2000; Wong et al. 2000), sustrato de la COX. Estas prostaglandinas

liberadas son capaces de estimular la liberacion de glutamato en las neuronas del asta dorsal
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(Baba et al. 2001); es por ello que los inhibidores de la COX han demostrado a su vez antago-

nizar la funcién de los receptores NMDA en el SNC (Malmberg et al. 1992; Yaksh et al. 1993).

Los AINEs como el parecoxib y el ketorolaco han demostrado ser eficaces modulando la HIO
en personas (Troster et al. 2006; Lenz et al. 2011) siendo mas efectivo el primero, por lo que se
especula que tiene una mayor implicaciéon en la reduccién de hiperalgesia la inhibicion COX-2
que la COX-1 (Lenz et al. 2011). En animales también se demostré una buena eficacia de los
AINEs en el desarrollo de tolerancia a opioides (Powell et al. 1999; Wong et al. 2000), aunque

se cree que no es el principal mecanismo (Lee et al. 2011)

c) Gabapentina

La gabapentina es un farmaco comunmente utilizado como antiepiléptico que también es em-
pleado en el tratamiento del dolor neuropatico (O'Connor et al. 2009) y en el manejo del dolor
perioperatorio (Pandey et al. 2004; Rorarius et al. 2004; Peng et al. 2007). Actua sobre recepto-
res implicados directamente en el desarrollo de HIO y tolerancia a opioides interactuando con
la subunidad a2d de los canales de calcio voltaje dependientes (Gee et al. 1996), involucrados
en la transmisién del dolor hacia la médula espinal, o con receptores glutaminérgicos
(Shimoyama et al. 2000), como los receptores NMDA (Roh et al. 2008), involucrados en meca-
nismos de hiperalgesia y dolor neuropatico.

Se ha evaluado un efecto preventivo de la gabapentina en el desarrollo de HIO (Kuraishi et al.
2003; Van Elstraete et al. 2008; Van Elstraete et al. 2011; Wei et al. 2012) y tolerancia retarda-
da a opioides (Gilron et al. 2003; Hansen et al. 2004; Pakulska et al. 2004; Lin et al. 2005) en
animales, pero todavia solo unos pocos estudios han demostrado una accién similar en perso-
nas y los resultados son aun contradictorios (Gustorff et al. 2004; Compton et al. 2010).

d) Farmacos antidepresivos

Los farmacos antidepresivos triciclicos inhiben la recaptacion de noradrenalina y serotonina en
las fibras nerviosas terminales, potenciando asi la accion de estos neurotransmisores. La ami-
triptilina, incluida entre ellos, puede producir ademas la inhibicion de la captaciéon de adenosina
celular (Sawynok et al. 1999; Esser et al. 2001), antagonizar el receptor NMDA (Reynolds et al.
1988) y actuar como agonista de los receptores opioides (Onali et al. 2010). Todos estos me-

canismos juntos podrian explicar la eficacia de este farmaco antidepresivo en procesos de hi-
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peralgesia (Lee et al. 2011; Liang et al. 2011) y tolerancia (Liang et al. 2011; Huang et al. 2012;
Ozdemir et al. 2012). No obstante, su uso esta mas extendido en el tratamiento de dolor persis-
tente (p.ej. dolor neuropatico) (Dharmshaktu et al. 2011) y hay todavia pocos estudios en per-

sonas valorando su efectividad como inhibidor de la tolerancia o la HIO.

e) Moduladores de la glia

La minociclina es un inhibidor de la microglia la cual prolifera y se activa liberando citoquinas
(tales como TNF-q, IL-18, IL-6) promoviendo la sensibilizacion central y el dolor persistente
inducido por una lesién nerviosa (neuropatico) (Clark et al. 2007). El desarrollo de tolerancia
retardada a morfina en ratones (Mika et al. 2009) y ratas (Habibi-Asl ef al. 2009) es posiblemen-
te debido a la inhibicién de la activacion de la p38 MAPK en la microglia espinal (Cui et al.
2008) y la atenuacion del numero de células apoptéticas en el SNC (Hassanzadeh et al. 2011).
Ademas, los inhibidores de la microglia son efectivos en dolor neuropatico e hipersensibilidad
visceral (Saab et al. 2007; Mika 2008). En personas aun no ha sido evaluada su eficacia en el

tratamiento de la tolerancia y a HIO.

f) Antagonista opioides

Los antagonistas opioides a dosis muy bajas, mediante su unién a la filamina A (Wang et al.
2009), previenen la alteracién en los receptores mu opioides (acoplandose a proteina Gs en
lugar de Gi/o) que resultan en una senal excitatoria asociada al desarrollo de tolerancia a opioi-
des y dependencia (Webster 2007; Largent-Milnes et al. 2008). Los antagonistas opioides a
dosis bajas previenen esta modificacién (Wang et al. 2009) pudiendo la combinacién de ambos
farmacos (agonista y antagonista) reducir la conversién de un receptor inhibitorio a excitatorio,
disminuyendo el desarrollo de tolerancia (Webster 2007). Ademas el bloqueo del receptor TLR4
de la glia (Hutchinson et al. 2007) y la disminucién de la neurotransmision en el receptor NMDA
en la médula espinal (Lin et al. 2010) completan una serie de mecanismos que justifican su

eficacia en situaciones de tolerancia a opioides.

Los antagonistas opioides como la naloxona y la naltrexona, a dosis ultra-bajas, en combinacién
con opioides producen una potenciacion del efecto analgésico de los opioides (Tuerke et al.

2011) y una disminucién, o bloqueo, del desarrollo de tolerancia a opioides en roedores (Powell
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et al. 2002; McNaull et al. 2007; Lin et al. 2010; Mattioli ef al. 2010; Tuerke et al. 2011). En per-
sonas, la naltrexona ha demostrado también una potenciacién del efecto antinociceptivo de la
metadona (Cruciani et al. 2003) mientras que la naloxona produce una disminucion del con-

sumo de opioides en el periodo postoperatorio (Gan et al. 1997).

Ademas se ha desarrollado recientemente un farmaco (Oxytrex) que combina la accién de un
agonista opioides (oxicodona) y un antagonista opioide a dosis muy baja (naltrexona) para el
tratamiento del dolor crénico severo a moderado evitando asi el desarrollo de tolerancia a

opioides en personas (Webster 2007) y animales (Largent-Milnes et al. 2008).

En animales ademas la naltrexona a dosis ultra-bajas ha demostrado inhibir la hiperalgesia

termal aguda producida por dosis bajas de morfina (Crain et al. 2001).

g) Otros farmacos

La metadona es un farmaco opioide sintético que ha mostrado una débil actividad antagonista
NMDA (Callahan et al. 2004) por lo que parece ser util reduciendo la HIO mediante la rotacion
con este farmaco (Low et al. 2012). Aunque parece presentar tolerancia cruzada incompleta
con la morfina (Axelrod et al. 2007) hay estudios que no lo observan (Doverty et al. 2001). Sin
embargo, como con el resto de opioides se han descrito también casos de tolerancia e hiperal-
gesia en personas adictas a opioides mantenidos con metadona (Doverty et al. 2001; Hay et al.
2009) y en pacientes con dolor cronico (Hay et al. 2009). Se ha sugerido que incluso una uUnica
administracion del opioide podria producir hiperalgesia después de la analgesia inicial (Holtman

et al. 2007).

Por otro lado la buprenorfina es un opioide agonista parcial del receptor mu y kappa opioide
(Villiger et al. 1981; Huang et al. 2001) usado para el tratamiento de dolor crénico (van Ojik et
al. 2012) y dolor perioperatorio no severo (Kimoto 2011). Estas propiedades lo hacen también
util para el tratamiento de HIO (Koppert et al. 2005) o la tolerancia en tratamientos con opioides

prolongados (Compton et al. 2001)

Algunas evidencias sugieren que el propofol, por su interaccién con los receptores GABA su-
praespinales, pudiese tener un débil efecto modulador sobre la HIO del remifentanilo aunque

su significacion clinica es aun desconocida (Singler et al. 2007).
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Por otro lado, el grupo de los farmacos agonistas de los receptores alfa2 entre los que destaca
la clonidina en medicina humana han sido también evaluados respecto a su uso en la preven-
cion y/o tratamiento de tolerancia e HIO (Lee et al. 2011). Aunque hay estudios en voluntarios
que muestra como estos farmacos pueden atenuar el desarrollo de HIO después de una expo-
sicién aguda a opioides (Koppert et al. 2003), hay cierta controversia en estudios en animales
de si estos farmacos pueden producir o no hiperalgesia (Davies et al. 2003; Quartilho et al.

2004).

1.4 Concentracién Alveolar Minima (CAM)

1.4.1  Definicion e historia de la CAM

La Concentracion Alveolar Minima (CAM) se define como la concentracion alveolar minima de
un anestésico que previene el movimiento en respuesta a un estimulo nociceptivo en el 50% de
los individuos (Merkel et al. 1963). La CAM es un concepto similar a la dosis eficaz 50 (DE50)
de un farmaco y viene expresada como porcentaje de una atmésfera (760 mm Hg) de la pre-
sion parcial del gas anestésico, ya que se ve influenciada por la altitud (Eger et al. 1965;

Quasha et al. 1980).

Este concepto de CAM aparecié como parte de una investigacion llevada a cabo en 1963 por
Edmond Eger Il y Giles Merkel sobre un nuevo anestésico inhalatorio, el halopropano (Merkel
et al. 1963). Estos investigadores buscaban una medida o indice de anestesia que fuese fiable
para poder definir las propiedades del halopropano en perros (Eger 2002) y definieron la CAM
bajo dos premisas. La primera, el movimiento es una respuesta categdrica consistente, no co-
mo la frecuencia cardiaca o presion arterial que podia modificarse por otros factores como re-
flejos vagales (Eger 2002). La segunda era que si mantenian la concentracion final espirada de
halopropano estable por un periodo suficiente de tiempo podria darles una medida de la pre-
sion parcial del anestésico en su lugar de accion, ya que la presion parcial en el cerebro de una

gas inerte se equilibra rapidamente con la de la sangre arterial (Eger 2002).

El siguiente paso, junto a Larry Saidman, fue determinar la CAM en humanos para lo cual tuvie-

ron que sustituir el pinzamiento de la cola que hacian en perros por la incision en piel quirdrgica
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(Saidman et al. 1964). Un afio mas tarde, en 1965, lleg6 toda una serie de articulos centrados
en la demostracion de la CAM para una mayor variedad de anestésicos (Eger et al. 1965) y en
la revision de una serie de factores que podrian influenciar la CAM (Eger et al. 1965; Eger et al.
1965), todos ellos en perros. Pocos afos después llegarian los estudios de CAM en ratas

(Miller et al. 1968; Vitez et al. 1973).

14.2 Usosy limitaciones de la CAM

a) Comparacion entre anestésicos inhalatorios

La CAM se ha convertido actualmente en la medida estandar de la potencia de un anestésico
inhalatorio a pesar de sus imperfecciones y limitaciones, ya que no se conoce otro método mas
eficaz (Eger 2002). Sirve también para expresar la profundidad anestésica alcanzada con el
agente inhalatorio como la relacion entre la concentracion alveolar del anestésico respecto a
1,0 x CAM (0,5 x CAM, 2 x CAM) garantizando que a iguales valores de CAM obtendremos

un plano anestésico similar aunque las concentraciones de anestésicos puedan ser muy dife-
rentes entre si. Asi, permite caracterizar y comparar distintos anestésicos con una depresion
del SNC similar y valorar otras caracteristicas como p. ej. grado de depresion cardiorrespirato-
ria o bloqueo neuromuscular y flujo sanguineo a érganos vitales como el corazén, el rifidn, el
higado o el cerebro (Quasha et al. 1980). Ademas facilita y unifica estudios de mecanismos de
accion donde actuan los anestésicos inhalatorios. Y lo mas importante es una importante he-
rramienta clinica muy Util para estimar la profundidad anestésica del paciente y darse cuenta de

los factores que pueden alterar las necesidades de anestésicos.

b) Reduccidon de la CAM por farmacos

La CAM es una medida muy util para conocer como distintos farmacos usados habitualmente
en la practica clinica como sedantes (Hall et al. 1988) otros anestésicos o analgésicos

(McEwan et al. 1993) pueden alterar los requerimientos anestésicos de un paciente.

Desafortunadamente con el animal anestesiado no se pueden realizar estudios convencionales
de nocicepcion empleando estimulos mecanicos (von Frey, Randall Selitto o plantar test) o
térmicos, y solo es posible evaluar la analgesia intraoperatoria de forma indirecta. Uno de los

metodos mas empleados habitualmente en los estudios animales es valorar la reduccion de la
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CAM que producen estos farmacos. Este método tiene notables ventajas, entre ellas, da una
cuantificacion fidedigna del efecto observado, evita falsos positivos producidas por el estrés en
el manejo de los animales, simula la situacion intraoperatoria y es éticamente mas aceptable ya
que el animal esta inconsciente (Docquier et al. 2003). Los resultados obtenidos con este mé-

todo son comparables con aquellos obtenidas con el animal despierto (Docquier et al. 2003).

Los resultados obtenidos de la reduccion de la CAM por farmacos entre la CAM de inmovilidad
y la CAM de respuesta del sistema nervioso auténomo (CAMgar), calculados como porcentaje
de reduccion respecto a su basal), depende del farmaco evaluado. Por ejemplo, la clonidina
(agonista a2) da valores de CAM similares mientras que el sufentanilo (agonista opioide) mues-
tra diferencias en su patron de reduccién entre las dos CAM. Esto podria ser causado por cam-
bios hemodinamicos que altere la respuesta auténoma sin modificar la nocicepcion; debido a

ello, no siempre puede resultar fiable la CAMgar para este proposito (Docquier et al. 2003).

c) Limitaciones de la CAM

La CAM esta considerado un método para evaluar nocicepcion objetivo, reproducible y con
resultados comparables a métodos nociceptivos comportamentales (Docquier et al. 2003). Su
principal limitacién es que al realizarse bajo anestesia inhalatoria el resultado obtenido no es
Unicamente la potencia antinociceptiva del farmaco si no que hay que tener en cuenta las posi-
bles interacciones entre el halogenado y el farmaco que se esté evaluando (Docquier et al.
2003). De igual forma, la reduccion de la CAM no es una medicidon de analgesia o nocicepcion
solo porque hay farmacos sedantes, sin capacidad analgésica, como la acepromacina o el dia-
cepam que también disminuyen la CAM (Tsunoda et al. 1971; Heard et al. 1986). Sin embargo,
sus resultados son muy Utiles para la practica anestésica diaria ya que nos proporciona una
idea de la disminucion de los requerimientos inhalatorios que producirian estos farmacos du-

rante una anestesia.

Otra de las limitaciones del método es que la CAM se ve alterada por mucho factores comen-
tados en otros apartados tan habituales como la edad (Eger 2001), la temperatura (Eger et al.
1965) o el dioxido de carbono (Brosnan et al. 2007). Por ello es muy importante conocerlos y
controlarlos para que no haya modificaciones de los mismos durante el estudio ni sean diferen-

tes entre grupos.
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1.4.3 Determinacion de la CAM

Los primeros estudios en animales y personas empezaron en 1963 y 1964, respectivamente,
donde se determinaba la CAM poblacional (quantal study design), es decir, cual era la concen-
tracion de minima de un anestésico que previene el movimiento en respuesta a un estimulo
nociceptivo en el 50% de los individuos (Merkel et al. 1963; Saidman et al. 1964). Con este
metodo cada animal se anestesiaba a una concentracion concreta y se evaluaba si respondia o
no a un unico estimulo nociceptivo (la incisiéon quirdrgica en piel en el caso de las personas y el
pinzamiento de la cola en caso de perros). Con todos las respuestas positivas y negativas de
los individuos se ajustaba a una curva dosis-respuesta y se determinaba la CAM para el 50%

de los individuos.

Este método de CAM poblacional se emplea actualmente en pacientes ya que solo se puede
realizar un unico estimulo por paciente, pero ha sido modificado ligeramente con el método de
arriba-abajo (Up & Down) de Dixon (Dixon 1965). En él, la respuesta de cada individuo condi-
ciona la concentraciéon de anestésico inhalatorio que recibe el siguiente paciente. Si la respues-
ta es positiva se aumenta el anestésico inhalatorio en un porcentaje determinado en el siguien-
te paciente y si es negativa se disminuye el anestésico en esa misma proporcién. El cambio en
la respuesta (positivo a negativo o viceversa) se denomina cruce y su valor sera la media de
las dos concentraciones de cada paciente, siendo la CAM final la media obtenida de cuatro o
mas cruces. Este método se ha demostrado ser muy fiable y reproducible (Paul et al. 2001) y

es el empleado actualmente en estudios clinicos (Chen et al. 2011).

El segundo método para determinar la CAM (bracketing study design) fue introducido por Wai-
zer en 1973 (Waizer et al. 1973) y se realiza a partir de la CAM individual de cada sujeto siendo
el que se utiliza con mayor frecuencia en estudios con animales. Se induce la anestesia al ani-
mal con el anestésico inhalatorio, sin premedicacion previa ni otros agentes anestésicos, y se
mantiene a una concentracion constante hasta la aplicacién del estimulo nociceptivo (llamado
tiempo de equilibrado, generalmente entre 10 y 30 minutos segun el agente empleado). Se
considera que la respuesta es positiva si el animal realiza un movimiento brusco de la cabeza,
las extremidades o el cuerpo y que es una respuesta negativa si no realiza ningin movimiento,

deglute, mastica o mueve la cola. Si la respuesta es positiva, la concentraciéon de anestésico se



44

aumenta un determinado porcentaje; y viceversa, si la respuesta es negativa la concentracion
de anestésico se disminuira en esa misma proporcion. Y asi sucesivamente con cada estimulo
hasta que la respuesta positiva se convierta en negativa y viceversa. La CAM de inmovilidad
del individuo sera la media entre la concentracion que prevenga el movimiento y aquella que lo
favorezca. Para un grupo de animales la CAM es la media aritmética de las diferentes CAM
individuales. Los resultados obtenidos de esta forma son iguales que obteniendo la CAM po-

blacional (quantal design) (Sonner 2002).

Por otro lado, también se ha desarrollado la CAMgar donde no se valora el movimiento como
respuesta sino los cambios cardiovasculares producidos al aplicar el estimulo nociceptivo; con-
siderando respuestas positivas un aumento en la frecuencia cardiaca y/o la presién arterial por
encima de un 10-15% (Roizen et al. 1981; Docquier et al. 2003). En ratas, la CAMgar da valores
significativamente iguales que la CAM de inmovilidad aunque hay una tendencia a ser ligera-
mente mayores (Docquier et al. 2003); mientras que en personas, la CAMgar €S mayor (por
ejemplo, la CAMgar de sevoflurano es el doble que la CAM de inmovilidad (Katoh et al. 1987;
Katoh et al. 1999). Este valor de CAM podria ser mas util clinicamente ya que refleja como los
cambios en el anestésico inhalatorio se realizan en base a la respuesta cardiovascular frente al
estimulo nociceptivo, pero por otro lado se ve mas alterada por cambios los cambios produci-

dos por el farmaco, paciente o cirugia (p. €j. reflejos vagales).

Ademas se han evaluado también otras CAM valorando la respuesta a otros parametros como
la intubacién endotraqueal (CAM intubacion) (Kimura et al. 1994) o la recuperacion de la anes-

tesia (CAM despertar) (Stoelting et al. 1970) entre otros.

1.4.4 Mecanismo de accién: anestésicos inhalatorios e inmovilidad

Todos los anestésicos inhalatorios comparten la caracteristica de producir inmovilidad frente a
una estimulacién nociceptiva. A pesar de los numerosos estudios realizados durante las ultimas
dos décadas todavia no esta claro cual es el mecanismo de accion implicado detras de ello
(Sonner et al. 2003; Eger et al. 2008) ya que no hay ningun ligando, canal u otra diana ni com-
binacion de ellos que sea capaz de explicar mas que una pequeia parte de la inmovilidad pro-

ducida por los anestésicos inhalatorios (Eger et al. 2008).
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Lo que si parece estar claro es el lugar predominante de accién de estos farmacos para produ-
cir inmovilidad: la medula espinal (Antognini 2011). Rampil demostré que la descerebracion y la
seccion de la medula espinal a distintos niveles en ratas no modificaba las necesidades de
anestésico inhalatorio (Rampil et al. 1993; Rampil 1994). Resultados similares se obtuvieron
con cabras donde observaron que se necesitaban concentraciones de anestésico inhalatorio
dobles o triples en el cerebro que en la medula espinal para producir inmovilidad (Antognini et
al. 1993) lo cual por otro lado no descarta la participacion, aunque minoritaria, del cerebro en
este proceso. Estudios recientes siguen validando esta teoria ya que en el torso (y presumi-
blemente la medula espinal) se concentra mas cantidad de anestésico inhalatorio que a nivel

espinal (Yang et al. 2009).

Dentro de la medula espinal no esta claro que zona o tipo celular juega un mayor papel en la
inmovilidad pero se cree que podria ser la zona ventral mas que la dorsal por ser mas sensi-
bles a los anestésicos en concentraciones cercanas a la CAM (Kim et al. 2007) y dentro de ella,
se especula como mejores candidatos las neuronas CPG (central pattern generators) frente a

las motoneuronas.

No hay establecido ningin mecanismo molecular que explique mas que parcialmente la inmovi-
lidad producida por los anestésicos inhalatorios. Los estudios genéticos modernos con ratones
knock-out y knock-in han excluido como mecanismos de accidon a varios canales y receptores
que habian sido hasta entonces buenos candidatos (Eger et al. 2008). Hasta hace muy pocos
afios uno de estos candidatos era el receptor de glicina debido a que tenia un amplia distribu-
cion en la medula espinal y al hecho de que la glicina producia una disminuciéon de la CAM
(Zhao et al. 2008) asi como sus antagonistas como la estricnina la aumentan (Zhang et al.
2003). Estudios recientes con lineas de ratones con mutaciones en el receptor de la glicina han
observado una mayor sensibilidad o resistencia al anestésico inhalatorio segun cual de ellos se
tratara (Quinlan et al. 2002) por lo que ha sido relegado a un papel secundario o menos influ-
yente en los fendmenos de inmovilidad. Un proceso similar ocurrié con otros plausibles candi-
datos (Eger et al. 2008) como los canales de potasio (Gerstin et al. 2003), los receptores

NMDA (Eger et al. 2006), GABA (Liao et al. 2005) o serotoninérgicos (Zhang et al. 2003).
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Actualmente los canales de sodio son los que tienen mas probabilidades de ser los principales
mecanismos de accion por varios factores: la modificacion de la CAM lineal producida por
cambios en las concentraciones de sodio en el sistema nervioso central (Tanifuji et al. 1978), la
disminucién de la CAM producida por lidocaina (Valverde et al. 2004) asi como el aumento
producido por la veratridina, farmaco que potencia la accion de los canales de sodio (Zhang et
al. 2008) y la inhibicion de algunas isoformas de canales de sodio por los anestésicos inhalato-

rios (Rehberg et al. 1996) mantienen hasta el momento a este candidato.

1.4.5 Factores que afectan ala CAM

a) Variaciones intra- e inter-especies

Para la mayoria de las especies la CAM varia entre el 10 y el 20% (Quasha et al. 1980). Por
ejemplo, el halotano tiene una CAM de 0,74 %vol en el hombre (Saidman et al. 1964) , 0,82
%vol en conejos (Davis et al. 1975), 0,86%uvol. en el perro (Eger et al. 1965), 0,88%vol en el

caballo (Steffey et al. 1977), o 1,17%vol en ratas (Waizer et al. 1973). Todavia menor (<10%)
es la variacion encontrada para diferentes determinaciones dentro del mismo individuo

(Quasha et al. 1980).

b) Estimulo nociceptivo

En general no hay diferencias en la CAM segun el estimulo nociceptivo empleado siempre que
este sea supramaximo. El tipo de estimulo nociceptivo empleado no es relevante, ya sea me-
canico por pinzamiento de la cola (tail clamp) o eléctrico, y dan resultados similares (Valverde
et al. 2003). La incision en piel, en cambio, da resultados de CAM menores ya que es un esti-
mulo menos intenso (Valverde et al. 2003). En ratas, el pinzamiento de la cola es un estimulo
mas importante que la presion en la pata trasera (paw pressure, Randal Selitto) (Docquier et al.

2003).

c) Sexo

La CAM en personas es igual entre hombres y mujeres (Eger et al. 2003; Wadhwa et al. 2003).
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d) Edad

La CAM sufre variaciones con la edad siendo mayor cuanto mas joven es la persona. Por
ejemplo, la CAM de halotano en recién nacidos es de 1,1 %vol frente a ancianos que es de casi

la mitad (0,64 %vol.) (Gregory et al. 1969).

Asi, se ha determinado esta misma relacién con varios agentes anestésicos inhalatorios como
el isoflurano (Stevens et al. 1975) o el sevoflurano (Lerman et al. 1994; Fragen et al. 1996). En
lineas generales se ha determinado que la CAM disminuye aproximadamente un 6-7% con

cada década de vida (Mapleson 1996; Eger 2001) (Figura 8).

Una variacién similar se observa en ratas bajo anestesia inhalatoria que tienen una CAM de
halotano un 15-17% menor en los animales de mayor edad (25 meses, equivalente a ancianas,
CAM de 1,05 %vol.) respecto a los jovenes (5 6 14 meses, equivalente a ratas adultas, CAM de

1,2 %vol.) (Loss et al. 1989).
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e) Ritmo circadiano

En roedores, la CAM varia ligeramente en el mismo individuo (10% aproximadamente) segun la

hora a la que sea determinada, siendo mayor en la fase de oscuridad (Eger et al. 1965).

f) Tiempo de anestesia

El tiempo de anestesia no influye en la CAM ni unas horas después (Eger et al. 1965) ni dos
semanas mas tarde (Eger et al. 1965) aunque hay que tomar precaucion porque muchos esti-
mulos nociceptivos en la misma zona podrian producir sensibilizacion central y una disminucién

de la CAM tras 150 minutos con 40 pinzamientos de la cola (Docquier et al. 2003).

g) Temperatura

La disminucion en la temperatura corporal disminuye los requerimientos anestésicos y por tanto
la CAM. Por ejemplo en perros el halotano y el ciclopropano disminuyen la CAM proporcional-
mente con la caida en la temperatura pero en distinta magnitud; asi, la disminucién de 10 °C de
la temperatura corporal produce una disminucion de la CAM del 50% con halotano pero solo un
25% con ciclopropano (Eger et al. 1965). En esta misma especie se examind el efecto de la
hipotermia con otros agentes inhalatorios mostrando una caida rectilinea mas pronunciada
cuanto mas liposoluble sea el anestésico (Regan et al. 1967). También se observé en ratas una
disminucién de la CAM con la hipotermia de forma lineal y similar entre el halotano y el isoflu-
rano (Vitez et al. 1974) (Figura 9). Generalizando se puede concluir que la CAM disminuye de

forma lineal en un 4-5% por cada °C disminucion de la temperatura (Eger 2001).
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Figura 9. Efecto de la tempe-
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h) Hipocapnia e hipercapnia

La disminucién de la presién arterial de dioxido de carbono (CO,) o hipocapnia no altera la
CAM de halotano en perros (14 mm Hg) ni en personas (21 mm Hg) (Eger et al. 1965; Bridges
et al. 1966). Por otro lado, niveles de CO, por encima de 95 mm Hg (PaCO,) si producen un
efecto narcético y una disminucion de la CAM en perros dosis dependiente hasta no necesitar

anestésico inhalatorio a una PaCO, de 245 mm Hg (Eisele et al. 1967).

Mas recientemente, se ha evaluado en ratas el efecto de concentraciones crecientes de CO, en
la CAM de distintos anestésicos inhalatorios: halotano, isoflurano y desflurano (Brosnan et al.
2007) (Figura 10). Se ha observado una disminucion lineal en la CAM en un 20% aproximada-
mente por cada 10% de incremento de la FiCO,, equivalente aproximadamente a 80 mmHg.

(Brosnan et al. 2007).
i) Hipoxia e hiperoxia

La CAM de halotano en perros no se ve alterada entre valores de presion arterial de oxigeno

(PaO,) entre 38 y 500 mmHg (Eger et al. 1965; Cullen et al. 1970). Con hipoxia severa (PaO,
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de 38 mmHg) o muy severa (PaO, de 28 mmHg) la CAM cae en un 40 y 80% respectivamente

(Cullen et al. 1970).
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) Hipotensidn e hipertension

La disminucion de la presién arterial media a 40-50 mm Hg provoca una disminucion de la CAM
del 20% en la primera hora manteniéndose estable las siguientes 3 horas. Con presiones arte-
riales mas bajas (presién arterial media de 20-30 mm Hg) la CAM disminuye hasta un 70% si la
hipotensién es rapida y continua, o un 40% si ésta es gradual. En resumen, la caida de la CAM

es mayor cuanto mas brusca se produce una hipotensién (Tanifuji et al. 1976).

Por otro lado la hipertensién arterial por si misma no altera la CAM aunque si ésta esta produ-
cida por sustancias que produzcan a su vez aumento de la liberacion de catecolaminas en el

SNC (p. €j. efedrina) si pueden observarse aumentos en la CAM (Steffey et al. 1975).

k) Otros factores

Existen mas factores que podrian alterar el valor de la CAM como la acidosis metabdlica o la
funcion tiroidea (Quasha et al. 1980) en los cuales no profundizaremos por ser alteraciones

menos frecuentes.
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Determinar si la TAO asociada a una infusién continua de remifentanilo pudiera desa-
rrollarse durante la anestesia inhalatoria,
o disminuyendo la reduccion de la CAM de sevoflurano producida por el remifen-
tanilo.

o compensandose mediante un aumento de dosis de remifentanilo.

Determinar si farmacos como la ketamina, gabapentina, amitriptilina, minociclina o ma-

ropitant,

o pueden prevenir o bloquear el desarrollo de TAO al remifentanilo, determinado
como una disminucién de la reduccion de la CAM producida por el opioide.
o si, ademas, estos farmacos pueden reducir la CAM de forma aislada o asocia-

dos a remifentanilo, potenciando su efecto.

Determinar si las dosis ultra-bajas de naloxona administradas junto al remifentanilo en
infusion continua podria inhibir el desarrollo de TAO (horas), de tolerancia retardada

(dias) pero también de hiperalgesia asociada a la administracion del remifentanilo.






MATERIAL
Y METODOS
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El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica y Bienestar Animal del Hospital Uni-
versitario La Paz (Madrid, Espafia) en cuyas instalaciones de Cirugia Experimental fue realiza-

da la parte experimental.

El desarrollo del estudio fue llevado a cabo bajo la concesién de dos proyectos del Fondo de
Investigaciones Sanitarias (FIS) del Instituto de Salud Carlos Ill, del Ministerio de Sanidad y

Consumo (P1050441 y P1080422).

3.1 Animales

Todos los animales empleados (n=307) fueron ratas Wistar macho adultas procedentes de
Charles River Laboratories (Barcelona, Espafia). Se alojaron en el animalario de la Unidad de
Investigacion del Hospital Universitario La Paz (Madrid, Espafia) distribuidas en grupos de 4-6
animales por cubeta (macrolon tipo V). El ciclo de luz (12 horas luz: 12 horas oscuridad), la
temperatura (20+£2°C) y la humedad ambiental (40-70%) estuvieron controladas en todo mo-
mento. El agua y la comida (AO03 dieta de mantenimiento para roedores, SAFE, Panlab, Barce-

lona, Espafia) era suministrado ad libitum.

Tras un periodo de cuarentena y aclimatacion de al menos una semana desde su llegada al
animalario, las ratas eran empleadas en los distintos experimentos empezando a primera hora

de la mafiana (8 am).

3.2 Anestesia, instrumentacion y monitorizacion

3.2.1  Induccién ala anestesia

Las ratas se colocaban en una cdmara de induccidon de metacrilato donde se aplicaba un flujo
de oxigeno 100% de 3 I/min con 8%vol de sevoflurano (Sevorane, Abbott Laboratories. Madrid,
Espana). Una vez perdian el reflejo de estacion se disminuia el flujo de oxigeno a 0,75-1 I/min y

los animales se sacaban de la camara de induccién colocandose de cubito esternal para termi-
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nar su induccion mediante mascarilla. Este momento era aprovechado para realizar el pesaje

del animal.

3.2.2 Intubacién endotraqueal

La intubacion endotraqueal permite la administracion de la anestesia inhalatoria, en nuestro
estudio con sevoflurano, facilitando un mejor control de la via aérea y de la ventilacién, asi co-
mo una disminucion de la contaminacion del laboratorio. Para ello, usabamos un otoscopio con
cono largo y fino, una guia metalica flexible con punta roma (en nuestro caso era obtenida de
equipos de catéteres yugulares) y un venocatéter de polietileno 14G (Terumo Surflo, Terumo

Europe NV, Leuven, Bélgica), que sustituia al tubo endotraqueal.

Una vez la rata estaba anestesiada (figura 11, izquierda) y posicionada en decubito esternal
abriamos la boca del animal y extraiamos la lengua con nuestros dedos de manera delicada.
Con la mano contraria sujetdbamos el otoscopio introduciendo el cono hacia el interior de la
cavidad bucal. A través de él se visualizaba la epiglotis y el cartilago aritenoides, abriendo y
cerrandose ritmicamente siguiendo la inspiracién y la espiracion del animal. Introduciamos la
guia por el otoscopio, y haciendo coincidir con la fase de inspiracion y apertura de las alas del
aritenoides la deslizabamos con delicadeza unos centimetros hacia el interior de la traquea.
Sujetando el extremo distal de la guia extraiamos suavemente el cono del otoscopio. Por el
extremo libre de la guia introduciamos el catéter y avanzando éste deslizandolo suavemente
sobre la guia hacia el interior de la boca, intentando coincidir con el momento de inspiracion.
Introduciamos el tubo hasta dejar el cono del catéter a la altura de los incisivos y extraiamos la
guia metalica del interior. Comprobabamos la posicién correcta del tubo, verificando la entrada
y salida de aire con la respiracion mediante el hilo de la gasa colocado delante del cono del

venocatéter (figura 11, centro).

A continuacién fijabamos correctamente el cono del catéter con esparadrapo (figura 11, dere-
cha). Si hubiese secreciones aspiraremos con una jeringa de 5ml y un catéter (sirve un catéter
de epidural acoplado a una jeringa de 25G). Introduciremos el catéter en un movimiento rapido

y suave en la cavidad oral hasta acercarnos a la carina y aspirando continuamente tanto al
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introducirlo como al extraerlo, tantas veces sea necesario hasta que se escuchase ruido respi-

ratorio alguno y la curva de capnografia fuese normal.

Figura 11. Intubacion endotraqueal en la rata.

3.2.3 Cateterizacion de arteria carotida

El acceso a la arteria carétida se realiza para la medicion y monitorizacion invasiva de la pre-

sion arterial y la extraccion de gasometrias arteriales al final del estudio.

Una vez la rata estaba intubada y conectada a un pequefia T-Ayre, disefiada para minimizar el
espacio muerto entre el circuito y la boca del paciente (figura 12, izquierda), se mantiene anes-
tesiada con un 4%yvol de sevoflurano en un flujo de oxigeno 100% de 0,75-1 I/min. Pelabamos
la zona ventral del area del cuello y desinfectdbamos con povidona yodada diluida al 10%.
Realizabamos una incision en la zona del cuello ventrolateral con una tijera de Iris recta y dise-
camos la zona subcuténea hasta localizar los musculos esternohioideo y omohioideo entre los
cuales se localiza ventralmente la arteria carétida, ventromedial a la vena yugular. Exponemos
la arteria carétida y la separaremos del nervio vago con cuidado. Colocamos una ligadura lo
mas proximal a la cabeza y distalmente una lazada mas larga para crear tensién en el vaso
durante la venotomia e insercidon del catéter. Colocaremos en la zona intermedia del area ex-
puesta, una tercera lazada para fijar el catéter y que no se deslice por la propia presion arterial
existente. Realizamos una pequefa incision en la arteria carétida con una tijera Wescott-hoja
larga, lo suficientemente grande para permitir el paso de nuestro catéter, e introducimos éste
siempre con el bisel hacia abajo. Debemos sobrepasar la lazada mas distal y para ello asegu-
raremos el catéter anudando la lazada intermedia. Sobrepasada la mas distal, anudamos la

misma sobre el catéter fijandolo definitivamente. Podemos también anudar la ligadura proximal
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sobre el catéter para asegurarlo con mayor eficacia. Comprobamos que sale sangre del caté-

ter, mediante una jeringa de insulina con suero heparinizado unida al mismo.

Una vez validado el modelo y visto que la presién arterial asi como las gasometrias arteriales
se mantienen normales durante todos los experimentos, en la parte 5 a 8 (apartados 3.4.5 a
3.4.8) no se realizé dicho procedimiento ya que la incisién quirdrgica necesaria podria desen-

cadenar un fendmeno de hiperalgesia (Celerier et al. 2006; Cabanero et al. 2009).

3.2.4  Monitorizacion
Las ratas una vez instrumentalizadas se mantienen con ventilacion espontanea en un flujo de
oxigeno 100% de 0,75-1 I/min durante todo el experimento. Es en este momento en el que mo-

nitorizaban.

Mediante la cateterizacion invasiva de la arteria carétida (apartado 3.2.3) se registraba de for-
ma continua la frecuencia cardiaca y la presion arterial invasiva; a través de la pulsoximetria
colocada en las patas posteriores se mide la saturacién de oxigeno por la hemoglobina. La
temperatura corporal se monitorizaba a través de una sonda rectal y se mantuvo en rangos
normales (37,5-38,5°C) gracias al uso de una manta de agua circulante (Heat Therapy Pump,
modelo TP-220, Gaymar, Orchand Park, NY) y un flexo con bombilla tradicional de 60W. Todos

esto parametros se monitorizan mediante el monitor RGB (Medical Devices, Madrid, Espafa).

La capnografia (medicién de diéxido de carbono) asi como la medicion de la concentracién del
anestésico inhalatorio inspirada y espirada se realizé mediante el Capnomac Ultima (Datex-
Ohmeda, Hertfordshire, Inglaterra) conectando el tubo prolongador a una aguja 14G que se
insertaba dentro del cono a través de un orificio en la pieza en T del circuito llegando el extre-
mo distal a la altura de la boca del animal. En los experimentos 5 a 8 (apartados 3.4.5 a 3.4.8)
en cambio se usé el monitor SA5 (Datex -Ohmeda, Helsinki, Finlandia) para registrar estos
parametros respiratorios asi como la pulsoximetria y la temperatura. (Figura 12, centro y dere-

cha).

Para evaluar la concentracion de gas anestésico empleada para la determinacién de la CAM se
emplearon muestras de gas intratraqueales (Pajewski et al. 1996). Para ello, se introducia un

catéter muy fino (0,9 mm de diametro externo) a través de la pieza en T hasta alojar su extremo
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distal en la carina. El extremo proximal se conectaba a una jeringa de cristal de 10 ml (Hamil-
ton 26211-U100, Series Gastight; Sigma Aldrich, St. Louis, MO). La muestra de gas se obtenia
por aspirado de 10 ml durante los 5 min previos a la estimulacién de la CAM mediante una
bomba de infusién-aspiracion (Modelo 55-2226, Harvard Apparatus, Milis, MA) y se analizaban
mediante la inyeccién en el capnografo (Datex-Ohmeda, Hertfordshire, Inglaterra). La muestra
obtenida asi resulta de la mezcla de gas inspirado y espirado pero al tratarse de un gas poco
soluble en sangre ambas medidas suelen ser iguales a los 5 minutos de realizar cualquier
cambio de concentracion en el vaporizador. Si no hay secreciones en el tubo normalmente esta
medida coincide con el gas anestésico obtenido con capnoégrafo mientras que el CO, obtenido
por aspiracion es ligeramente mayor al CO2 espirado del capnografo. El catéter se extraia en-

tre las distintas mediciones obtenidas para no aumentar el esfuerzo respiratorio del animal.
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Figura 12. Monitorizacion en la rata.

Al final del experimento en los estudios 1 a 4 (apartados 3.4.1 a 3.4.4) se extrajeron muestras
arteriales de gasometria en jeringas heparinizadas (1ml) que eran analizadas el laboratorio de
Urgencias del Hospital Universitario La Paz (Rapilab 860 de Bayer AG, Leverkusen, Alemania).
El objetivo era asegurar que los valores se encontraban dentro de los limites aceptables: el pH
entre 7,34 y 7,44; la presion arterial de oxigeno por encima de 90 mmHg y la presion parcial de

diéxido de carbono por debajo de 55 mmHg.

3.2.5 Administracion de remifentanilo

En todos los animales que recibieron remifentanilo se administré6 como una infusién continua
intravenosa a 120 o 240 ug/kg/h (dosis baja y alta, respectivamente), sin bolo de carga previo.
Para ello se cateterizaba la vena lateral de la cola con un venocatéter 22G (Terumo Surflo,

Terumo Europe NV, Leuven, Bélgica), se fijaba convenientemente con esparadrapo, se hepari-
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nizaba y se conectaba a través de un prolongador previamente purgado a la jeringa de infusién

(bomba de infusién Sep11S de Ascor SA Medical Equipment; Warsaw, Polonia).

El remifentanilo empleado fue Ultiva® 5mg de Glaxo-Wellcome Laboratories (Madrid, Espana).
El vial se reconstituia con 10 ml de suero fisiologico y con él se prepara una diluciéon de 25 o 50
pg/ml (para la dosis de 120 0 240 pg/kg/h respectivamente) en una jeringa de 20 ml, es decir,
se tomaban 1 o 2 ml del remifentanilo reconstituido respectivamente, y era diluido hasta 20ml
con salino. La infusion de remifentanilo (oel salino en el caso de controles) se administra siem-

pre a una velocidad de 4,8 ml/kg/h.

3.2.6  Administracion de otros farmacos

La ketamina empleada fue Ketolar 500®, obtenida de Parke-Davis de Pzifer (Madrid, Espafia).
El rango de dosis empleado fue seleccionadas en base a estudios previos en ratas donde las
dosis subanestésicas bloquean la hiperalgesia a opioides (Celerier ef al. 2000; Van Elstraete et
al. 2011) y dosis mas altas para producir reducciones de la CAM clinicamente relevantes, sin

producir considerables efectos adversos. Se administraron diluidas en 1ml de salino por via IP.

La naloxona empleada en el estudio de ketamina fue obtenida de Sigma-Aldrich (St. Quentin
Fallavier, Francia) y administrada diluida con salino hasta 1ml por via IP. La dosis empleada
fue seleccionada de estudios previos donde afirmaban que la dosis para inhibir la ketamina era
superior en roedores que para antagonizar los agonistas opioides (Pekoe et al. 1982; Smith et

al. 1987; Hance et al. 1989; Crisp et al. 1991).

La gabapentina utilizada (Pharmagenus, grupo Uriach, Barcelona, Espafia) se presentaba co-
mo capsulas de 300 mg. Previa a su administracion se diluye con 2ml de salino y seguidamen-
te era administrado via oral. Para ello se realizaba el sondaje oral después de la induccién, con
un catéter flexible colocado a la parte final del eséfago con el animal en vertical y en un plano
de anestesia superficial. Se administra el farmaco (o salino) después de comprobar la coloca-
cion correcta del catéter (mediante la ausencia de didxido de carbono en el capnografo colo-
cado en extremo distal) y se deja al animal unos segundos en posicion vertical para evitar una

posible neumonia por aspiracion. La dosis seleccionadas de gabapentina se realiz6 a su efica-
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cia produciendo analgesia en ratas (Ortega-Varela et al. 2004) o antihiperalgésica inducida por

opioides (Van Elstraete et al. 2011).

La amitriptilina fue suministrada por Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, Francia), se diluyé en
salino y se administré por via intraperitoneal (diluida hasta 1ml de salino). Las dosis baja de
amitriptilina, via y de administracion fue establecida de acuerdo a estudios previos (Esser et al.
1999; Esser et al. 2001; Bomholt et al. 2005). La dosis alta de amitriptilina fue obtenida por
quintuplicar la dosis baja para asegurar que la posible ausencia de efecto sobre la tolerancia no

fuese debida al uso de una dosis insuficiente.

La minociclina fue obtenida también de Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, Francia), se diluyd
en salino y se administré por via intraperitoneal (diluida hasta 2ml de salino). Las dosis baja de
minociclina, asi como el momento de administracion, fue establecida de acuerdo a estudios
previos (Mika et al. 2009; Mika et al. 2010). La dosis alta de minociclina fue obtenida por tripli-
car la dosis baja para asegurar que la posible ausencia de efecto sobre la tolerancia no fuese
debida al uso de una dosis insuficiente y ajustarlo a la reduccion media que se obtenida con la

dosis alta de amitriptilina.

El maropitant empleado fue Cerenia® comercializado por Pzifer como antiemético para perros
(Madrid, Espafa). Las dosis baja de maropitant fue establecida por extrapolaciéon de acuerdo a
estudios previos en jerbos (de la Puente-Redondo et al. 2007) y perros (de la Puente-Redondo
et al. 2007) y ajustado mediante un estudio piloto previo en ratas. La dosis alta de maropitant
fue tres veces mayor a la dosis baja para asegurar que la posible ausencia de efecto sobre la
tolerancia no fuese debida al uso de una dosis insuficiente. En el estudio piloto, se emplearon
mayores dosis de maropitant (50 mg/kg) consiguiendo un mayor grado de reduccion de la CAM
(22%); pero al ser combinadas con remifentanilo se alcanzaba una reduccion de la CAM del
100% con lo que no podia evaluarse un efecto de tolerancia. Ademas, un animal murié durante

la infusion, por lo que finalmente esta dosis fue excluida del estudio.

La naloxona empleada fue comercializada por Kern Pharma (Tarrasa, Espafa). La dosis em-
pleada fue una administracion intravenosa de 10 ng/kg seguida de una infusién continua de 10
ng/kg/h (administrada en la misma jeringa que el remifentanilo o salino), seleccionadas en base

a su efecto inhibidor de la tolerancia a la morfina en ratas (Powell et al. 2002).
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3.3 Determinacién de la CAM

La determinacion de la CAM en la rata se hizo siguiendo el método de Eger modificado por
Roizen (Eger et al. 1965; Waizer et al. 1973) y mediante el uso de muestras de gas intratra-
queales (ver aptdo. 3.2.4). Hay varios métodos nociceptivos validados que reproducen un esti-
mulo supramaximo; en este caso empleamos un estimulo de tipo mecanico (presién) realizado
por el pinzamiento en la cola (tail-clamp, figura 13) con una pinza hemostatica (8-inch hemosta-

tic Forceps, Martin, Tuttlingen, Alemania).

Se comienza a determinar la CAM en la concentracion de anestésico inhalatorio mas cercana
al valor esperado y después de un tiempo adecuado de equilibrado: 30 min después de la ins-
trumentacion inicial y 10 min entre cambios de concentracién del vaporizador. El primer pinza-
miento lo realizamos a 6 cm de la base de la cola y apretando la pinza hasta la primera pestafia
de la cremallera durante un minuto o hasta observar una respuesta positiva. Consideramos que
la respuesta es positiva si la rata realiza un movimiento brusco de la cabeza, las extremidades
o el cuerpo y que es una respuesta negativa si no realiza ningin movimiento, deglute, mastica
0 mueve la cola. Si la respuesta fue positiva, la concentracién de sevoflurano se aumenta un
0,2%vol. y el siguiente estimulo lo haremos un cm. hacia proximal, Y viceversa, si la respuesta
es negativa la concentracion de sevoflurano se disminuira un 0,2%vol. y la pinzariamos la si-
guiente vez hacia distal. Y asi sucesivamente con cada estimulo hasta que la respuesta positi-
va se convierta en negativa y viceversa. Se considera el valor de CAM como la media de las
dos concentraciones mas altas que permitan el movimiento en respuesta al estimulo y las dos

mas bajas que lo prevengan.

Figura 13. Determinacion de la CAM en la rata mediante el pinzamiento de la cola
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3.4 Disefio experimental

Generalmente en todos los animales una vez fueron anestesiados, intubados y monitorizados
(ver aptdo. 3.2), se determina la CAM basal (CAM-1) para poder calcular después las reduc-
ciones relativas de cada farmaco o combinacion de farmacos respecto a ésta; actuando asi
cada animal como su propio control. Durante la infusion de remifentanilo (ver aptdo. 3.2.5) se
determinan dos determinaciones de CAM adicionales con 90 min aprox. de separacion, si estas
fuesen significativamente distintas sugerimos entonces que hay desarrollo de tolerancia aguda
al remifentanilo. Se esperan 30 min. de equilibrado desde la instrumentacion del animal y la
determinacion de la CAM basal y entre cada determinacion de CAM. Generalmente se tarda
entre 40 y 60 min. para determinar una CAM; asi un experimento con 4 determinaciones de
CAM normal puede tardar entre 6 y 7 horas. Al final del experimento de obtiene una muestra de
sangre arterial para gasometria (estudios 3.4.1.1 a 3.4.1.3) y se eutanasia al animal mediante

inyeccion IV de potasio bajo en un plano anestésico profundo.

En cada estudio concreto que se detalla a continuacion este disefio experimental puede verse
ligeramente alterado para adaptarse al uso de cada farmaco o estrategia concreta que se quie-

ra evaluar. Se detallaran a continuacion.

3.4.1  Tolerancia aguda

La CAM de sevoflurano fue determinada 4 veces en cada animal. Una vez los animales fueron
anestesiados, intubados y monitorizados se determiné la CAM basal (CAM-1). Entonces se
administraba el remifentanilo en infusion continua IV a 120 o 240 pg/kg/h o salino, durante la
cual se determinaban dos CAM (CAM-2 y CAM-3) con 90 min aprox. de separacion. Finalmen-

te, la infusion de remifentanilo se detenia y se determinaba la ultima CAM (CAM-4) (Figura 14).

Para ello, se analizan 2 grupos (n=14 por grupo) correspondientes a la dosis baja y alta de
remifentanilo (120 o 240 pg/kg/h, respectivamente) y un tercer grupo (n=5) con salino en lugar

del opioide.
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< Remifentanilo 120 o 240 pg/kg/h / Salino >

| 30min 30min 30min 30min

U 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccion
Intubacién
Monitorizacion

Figura 14. Disefio experimental para la evaluacion de la tolerancia aguda al remifentanilo

3.4.2 Toleranciavs. hiperalgesia

Se realizd un unico grupo (n=19) con un disefio similar al anterior (aptdo. 3.4.1.1) en que los
animales recibian la dosis baja de la infusion continua de remifentanilo (120 pg/kg/h) y tras las
realizacion de las dos determinaciones de CAM que manifestaban el desarrollo de un feno-
meno de tolerancia aguda al opioide (CAM-2 y CAM-3), la dosis de remifentanilo se duplicd
(240 pg/kg/h para determinar entonces una nueva CAM (CAM-4). Igualmente se paro la infu-

sion de remifentanilo y se determind la ultima CAM (CAM-4) (Figura 15).

< Remifentanile 120 pg/kg/h I 240 pg/kg/h >
- CAM-2 CAM-3 CAM-4
‘ 30min 30min 30min 30min 30min
U 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.
Induccion
Intubacién

Monitorizacion

Figura 15. Disefio experimental para la evaluacion de tolerancia vs. hiperalgesia mediante el
aumento de la dosis de remifentanilo

3.4.3 Ketamina

En el experimento 1, el objetivo era determinar el efecto de la ketamina sobre la CAM como
farmaco unico (usando salino en lugar del remifentanilo) y asociado al remifentanilo (dosis baja
y alta); y si la administracion de ketamina pudiese prevenir el fendomeno de TAO. Para ello, se
determinaba la CAM basal (CAM-1) en primer lugar y a continuacion se administraba la ketami-

na intraperitoneal. A los 30 min., se inicia una infusién de remifentanilo como anteriormente las
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dos determinaciones de CAM (CAM-2 y CAM-3). Finalmente se para la infusiéon de remifentani-

lo y se determina una nueva CAM (CAM-4) (Figura 16).

< Remifentanilo 120 o 240 ug’kg/h / Saline >

30min

| 30min 30min  30min :
40-60 min 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccion i

Intubacién KetaminalP

Monitorizacion

Figura 16. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la ketamina sobre la CAM y la
TAO.

En esta fase se realizaron 15 grupos (n=6 por grupo) correspondientes a las combinaciones de
ketamina a 10, 20, 40 y 80 mg/kg o salino IP junto a las infusiones de remifentanilo a 120 y 240

Mg/kg/h o salino.

En el experimento 2, se hizo un grupo adicional cuyo objetivo era evaluar la eficacia de la
ketamina sobre la TAO del remifentanilo administrada una vez se hubiese desarrollado la tole-
rancia. Para ello, se determinaba la CAM basal (CAM-1) y se inicia una infusion de remifentani-
lo como anteriormente las dos determinaciones de CAM (CAM-2 y CAM-3). La administracién
de ketamina intraperitoneal se realizaba justo al finalizar la determinacién de la primera CAM
con remifentanilo (CAM-2). Finalmente se para la infusion de remifentanilo y se determina una
nueva CAM (CAM-4) (Figura 17). En este Unico grupo (n=6) se evaluo el efecto de ketamina a

10 mg/kg junto a remifentanilo a 120 pg/kg/h.

Figura

< Remifentanilo 120 ug/kg/h >
| 30min 30min 30min 30min

U 40-60 min. 40-60 min. ' 40-60 min.
Inducciodn

Intubacion KetaminalP

40-60 min.

Monitorizacion

Figura 17. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la ketamina administrada una
vez se hubiese desarrollado la TAO.
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En el experimento 3 de este bloque se quiso evaluar si la antagonizaciéon de la ketamina y el
remifentanilo era debida a un efecto de competencia sobre el receptor opioide; para ello, eva-
luamos si el efecto de reduccion de la CAM de la ketamina se podia bloquear mediante la ad-

ministracion de naloxona, un farmaco antagonista opioide (Figura 18).

Para comprobarlo, utilizamos un grupo adicional que seguia el disefio del estudio 1 usando
ketamina a 40 mg/kg y salino en lugar de remifentanilo, y se le administraba naloxona 10 mg/kg

IP 15 min después de la determinacion de la CAM-2.

C satino >

30min 30min  30min 30min 30min
40-60 min 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.
Induccioén
Intubacion KetaminalP NaloxonalP

Monitorizacion

Figura 18. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la naloxona sobre la reduccion
de la CAM producida por la ketamina.

3.4.4 Gabapentina

El objetivo del experimento 1 era ver si la gabapentina reduce la CAM de sevoflurano. Para
ello, se administré por sondaje la gabapentina (o salino) una vez los animales fueron aneste-
siados, intubados y monitorizados; y se determind después la CAM de sevoflurano 4 veces en
cada animal (CAM-1 a CAM-4) (Figura 19). Para ello, se emplearon 3 grupos (n=6 por grupo)
correspondientes a la dosis baja y alta de gabapentina (150 o 300 mg/kg, respectivamente) o

salino.

Gabapentina PO

| 30min m
U 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccion
Intubacién
Monitorizacion

Figura 19. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la gabapentina sobre la reduc-
cion de la CAM.
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El objetivo del experimento 2 era evaluar la interaccion de la gabapentina y el remifentanilo en
la reduccién de la CAM de sevoflurano y si la gabapentina podria prevenir el desarrollo de
TAO. Para ello, una vez determinaba la CAM basal (CAM-1) se administraba la gabapentina
via oral y tras 30min. se determinaba una nueva CAM (CAM-2). Entonces se inicia una infusion
de remifentanilo durante la cuales realizan dos determinaciones de CAM (CAM-3 y CAM-4)
(Figura 20). En esta fase se realizaron 4 grupos (n=6 por grupo) correspondientes a las combi-
naciones de gabapentina a 300 mg/kg o salino junto a las infusiones de remifentanilo 120 y 240

Mg/kg/h o salino.

Gabapentina PO

< Remifentanilo 120 o 240 pg/kg/h / Salino >

| 30min m
U 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccion
Intubacion
Monitorizacion

Figura 20. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la gabapentina sobre la reduc-
cion de la CAM del remifentanilo y la TAO.

3.4.5 Amitriptilina

En este estudio el objetivo era determinar el efecto de la amitriptilina sobre la CAM como far-
maco unico (usando salino en lugar del remifentanilo) y asociado al remifentanilo; y si la admi-
nistracién de amitriptilina pudiese prevenir el fenomeno de TAO. Para ello, determinaba la CAM
basal (CAM-1) en primer lugar y a continuacién se administraba la amitriptilina intraperitoneal.
Una hora después se inicia una infusion de remifentanilo mientras se realizan las dos determi-
naciones de CAM (CAM-2 y CAM-3) (Figura 21).En esta fase se realizaron 12 grupos (n=6 por
grupo) correspondientes a las combinaciones de amitriptilina a 10 y 50 mg/kg o salino IP junto

a las infusiones de remifentanilo 240 pg/kg/h o salino.

Esta parte se realizé de forma simultanea al estudio de minociclina y maropitant de forma que
los grupos con salino IP en lugar de farmaco (amitriptilina, minociclina o maropitant) junto a la

infusion de remifentanilo (240 pg/kg/h) o salino son comunes entre los tres estudios.
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Amitriptilina IP
' < Remifentanile 240 pg/kg/h / Saline >
| 30min
40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccién
Intubacién
Monitorizacion

Figura 21. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la amitriptilina sobre la CAM y
la TAO al remifentanilo

3.4.6 Minociclina

En este estudio el objetivo era determinar el efecto de la minociclina sobre la CAM como far-
maco unico (usando salino en lugar del remifentanilo) y asociado al remifentanilo; y si la admi-
nistracion de minociclina pudiese prevenir el fenédmeno de TAO. Para ello, se determinaba la
CAM basal (CAM-1) y a continuacion se administraba la minociclina intraperitoneal. Una hora
después se inicia una infusion de remifentanilo como se ha descrito anteriormente y se realizan
las dos determinaciones de CAM (CAM-2 y CAM-3). La minociclina era también administrada el
dia antes al experimento, aprox. 20h antes de la administracion del remifentanilo (Figura 22).
En esta fase se realizaron 6 grupos (n=6 por grupo) correspondientes a las combinaciones de
minociclina a 10 y 50 mg/kg o salino IP junto a las infusiones de remifentanilo 240 pg/kg/h o

salino.

Minociclina IP
Minociclina IP ‘ < Remifentanilo 240 pg/kg/h / Salino >
18 h ‘ | 30min E 1 hora 30min

U 40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccién
Intubacién
Monitorizacién

Figura 22. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la minociclina sobre la CAM y
la TAO al remifentanilo
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3.4.7 Maropitant

En este estudio el objetivo era determinar el efecto del maropitant sobre la CAM como farmaco
unico (usando salino en lugar del remifentanilo) y asociado al remifentanilo; y si la administra-
cion de maropitant pudiese prevenir el fenomeno de TAO. Para ello, determinaba la CAM basal
(CAM-1) en primer lugar y a continuacién se administraba el maropitant intraperitoneal. Media
hora después se inicia una infusién de remifentanilo como anteriormente las dos determinacio-
nes de CAM (CAM-2 y CAM-3) (Figura23). En esta fase se realizaron 6 grupos (n=6 por grupo)
correspondientes a las combinaciones de maropitant a 10 y 30 mg/kg o salino IP junto a las

infusiones de remifentanilo 240 ug/kg/h o salino.

< Remifentanilo 240 pg/kg/h / Salino >

30min

30min
40-60 min. 40-60 min.

‘ 30min
40-60 min

Induccion
Intubacion
Monitorizacion

MaropitantIP

Figura 23. Diseflo experimental para la evaluacion del efecto del maropitant sobre la CAM y la
TAO al remifentanilo

3.4.8 Naloxona

En este estudio el objetivo era determinar si la naloxona administrada en infusiéon continua junto
al remifentanilo puede potenciar la reduccion de la CAM del remifentanilo e inhibir el desarrollo
de TAO a lo largo de la infusion de remifentanilo. Para ello la CAM de sevoflurano fue determi-
nada 3 veces en cada animal: la CAM basal (CAM-1) y dos mas (CAM-2 y CAM-3) después de

una infusion continua IV de remifentanilo.

Como objetivo adicional se queria comprobar si existe tolerancia retardada entre distintos tra-
tamientos con remifentanilo a lo largo de los dias y si la administracion de naloxona administra-
da en infusiéon continua junto al remifentanilo puede inhibirla; para ello, se repetia el mismo
procedimiento con cada animal 3 veces seguidas en dias alternos (dia 0, 2 y 4). Ademas se

queria determinar también si existia un fendmeno de hiperalgesia simultdneo con lo que se
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midieron los umbrales nociceptivos mecanicos con el von frey antes de cada anestesia en cada
uno de los tres dias (Figura 24). En total se evaluaron 4 grupos (n=6-7 por grupo) correspon-
dientes a remifentanilo (240 ug/kg/h), naloxona (10 ng/kg seguido de una infusién de 10

ng/kg/h), la combinacién de ambos o salino.

Remifentanilo 240 ug/kg/h / Naloxona
10ng/kg/h / Remifentanilo + naloxona/ Salino

| 30min
40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccién
Intubacién
Monitorizacion

DIiA 0 VF

Remifentanilo 240 pg/kg/h / Naloxona
10ng/kg/h  Remifentanilo + naloxona/ Salino

DIA 2
| 30min
40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.
Induccién
Intubacién
Monitorizacion
Remifentanilo 240 pg/kg/h/ Naloxona
10ng/kg/h / Remifentanilo + naloxona/ Salino
DIA 4

‘ 30min
40-60 min. 40-60 min. 40-60 min.

Induccién
Intubacién
Monitorizacién

Figura 24. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la naloxona sobre la TAO, la
tolerancia retardada y la HIO al remifentanilo.
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35 Disefio estadistico

3.5.1  Evaluacion del tamafio muestral

Se realizd una estimacion de tamafio muestral (N Query Advisor 2.0. de Statistical Solutions,
Saugus, MA, USA) indicando que era necesario un valor n de 6 para determinar diferencias del
10% en la reduccion de la CAM con una potencia del 80% y un valor de p de 0.05. Para ello
empleamos la media y desviacion tipica de un grupo piloto las primeras ratas obtenidas del
estudio de deteccion de tolerancia aguda (aptdo. 3.4.1). Si una vez cerrado el grupo a n=6 si
vio que no habia diferencias significativas pero si se apreciaba una tendencia, se iba aumen-
tando el n hasta obtenerlas. Asi, para el estudio del punto 3.4.1 y 3.4.2 se aumentaron an=14y
17 respectivamente para demostrar diferencias significativas también con los valores de CAM

absolutos (no solo el porcentaje de reduccion).

3.5.2 Aleatorizacion de los animales

Las ratas dentro de cada estudio y experimento fueron asignadas de forma aleatoria a cada

grupo asociadas a un numero generado de forma aleatoria (Excel 2007, Microsoft Office).

3.5.3 Comparacién de medias (valores de CAM y reducciones de CAM)

Todos los resultados se presentan como media + desviacion estandar (DE) y se establecio un
valor p < 0.05 para afirmar la existencia de diferencias significativas. Los datos de CAM y sus
reducciones relativas a la CAM basal fueron analizados para ver si se ajustaban a una distribu-

cion normal con el test Kolmogorov-Smirnov para poder realizar test paramétricos.

Dentro de cada estudio y experimento correspondiente, se realizé un analisis univariante (Mo-
delo lineal general, SPSS) de una o dos vias en funcién de uno (por ejemplo, farmaco) o dos
factores (por ejemplo, farmaco y dosis) considerados. En el caso de medidas repetidas se em-
pled el ajuste de medidas repetidas. Para la comparacion entre grupos en tiempos concretos o
entre dos tiempos para un mismo grupo, se empled el ANOVA de una via. Por ejemplo, en
muchos analisis se han comparado las distintas CAM dos a dos a lo largo del tiempo, por

ejemplo para determinar si habia reduccion de la CAM por el farmaco administrado o bien dos
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CAM determinadas variaban durante la infusiéon de remifentanilo (para determinar si habia
desarrollo de TAO). En todos los casos y para la comparacion entre los diferentes grupos o
frente al valor basal, se empled el test post-hoc de Bonferroni. Todos los analisis fueron reali-
zados mediante el paquete estadistico SPSS (SPSS versiones15-19 para Windows, Wacker

Drive, Chicago, IL, USA)



RESULTADOS
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4.1 Tolerancia aguda

En el grupo control en que solo se administré salino no se observaron diferencias entre los

distintos valores de CAM a lo largo del tiempo (tabla 1).

CAM de sevoflurano (%vol.) - Grupo control (salino)

CAM-1 CAM-2 CAM-2 CAM-4
2,2+0,1 2,3+0,2 2,2+0,1 2,240,2

Tabla 1. Variacion de la CAM de sevoflurano en el grupo control (salino). Datos expresados
como media + desviacion estandar, n=5.

En los grupos en que se administré remifentanilo la CAM basal (CAM-1) varié en ambos grupos
de 1,7 a 2,8%vol., con una media de 2,3+0,3%vol., siendo similar en ambos grupos: 2,4+0,2 y

2,3+0,3%vol para la dosis baja y alta de remifentanilo respectivamente (p>0,05).

Cuando se administro la infusion continua de remifentanilo la CAM (CAM-2) se redujo de forma
dosis dependiente a 1,8+0,2%vol. y 1,5+0,3%vol con la dosis baja y alta respectivamente,
(p<0,05); correspondiendo a una reduccion sobre la CAM basal de 24+6% y 36%7% respecti-
vamente. Estos resultados fueron obtenidos después de 90 y 81 min desde el inicio de la infu-

sion de remifentanilo (dosis de remifentanilo baja y alta respectivamente).

Aproximadamente media hora después, se determin6é un nuevo valor de CAM (CAM-3) y se
observé que era mayor que la previamente determinada con la misma infusién de remifentanilo
(CAM-2). La nueva CAM obtenida era de 2,1£0,3%vol y 1,9+0,3%vol con la dosis baja y alta
respectivamente, (p<0,05); correspondiendo a una reduccion sobre la CAM basal de 12+7% y
17+9% respectivamente, aproximadamente el 50% de la reduccién de la CAM previamente
obtenida con el opioide. Estos resultados fueron obtenidos después de 89 y 76 min desde la
anterior CAM con remifentanilo, es decir, después de 179 y 157 min desde el inicio de la infu-

sion de remifentanilo (dosis de remifentanilo baja y alta respectivamente).

Al interrumpir la infusion de remifentanilo la determinacién de la CAM volvié a valores similares

a la CAM basal (p>0,05) (Figura 25).
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=&=Remifentanilo 120 pg/kg/h =R emifentanilo 240 pg/kglh

Figura 25. CAM de sevoflurano (%vol.) (arriba) y reduccion de la CAM (%) (abajo) produ-
cida por remifentanilo a 120 o 240 ng/kg/h, durante la CAM-2 y CAM-3. Datos expresados
como media + desviacion estandar, n=14 en todos los grupos. T Diferente de CAM-2
(CAM-3), p<0,05.
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4.2 Tolerancia vs. hiperalgesia

La CAM basal este grupo fue de 2,3+0,3%vol y de forma similar al estudio anterior el remifen-
tanilo a 120 pg/kg/h produjo una reduccion de la CAM (CAM-2: 1,8+0,3%vol) que fue disminu-
yendo a lo largo del tiempo por un efecto de tolerancia (CAM-3: 2,1+0,3%vol). Entonces, la
dosis de remifentanilo se duplicé de 120 a 240 ug/kg/h volviendo a obtenerse la reduccion de la
CAM por remifentanilo inicial (CAM-4: 1,5+0,3%vol). Esta observacion, junto al regreso de la
CAM a su valor basal, sugiere un predominio del fenémeno de tolerancia frente al de HIO (que
hubiese provocado un aumento de la CAM al subir la dosis y una CAM final superior a la CAM

basal) (Figura 26).

3.0 -
2,8 4
2,6 1

Remifentanilo 120 pagfkaih 240 paikaih

24 -
2.2 -
2,0 -
18 |
16

CAM de sevofluorane (vel%)

14 1

1,2 1

1,0

CAM-1 CAM-2 CAM-3 CAM-4 CAM-5

50 1 Remifentanilo 120 paikath 240 poikaih

45 -
40 -
35 4
30 -
25 A

20 A
15 4
10 -

Reduccion de la CAM de sevofluorane (%)

CAM-1 CAM.2 CAM-3 CAM-4 CAM-5

Figura 26. CAM de sevoflurano (%vol.) (arriba) y reduccion de la CAM (%) (abajo) produ-
cida por remifentanilo a 120 pg/kg/h, durante la CAM-2 y CAM-3, aumentando a 240
pg/kg/h, durante la CAM-4. Datos expresados como media + desviacion estdndar, n=19. *
Diferente de CAM-1, T diferente de CAM-2, p<0,05.
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4.3 Ketamina

En todos los animales (n=102) la CAM basal (CAM-1) fue de 2,3+0,3%uvol., siendo similar entre

grupos (p=1,00).

a) Efecto de la ketamina, el remifentanilo y su combinacion sobre la CAM y la tole-

rancia aguda al remifentanilo

Efecto de la ketamina sobre la CAM

La ketamina reduce la CAM de forma dosis dependiente con una reduccion maxima en CAM-2
de 4+8%, 12+8%, 25+2% y 41+10% con 10, 20, 40 y 80 mg/kg respectivamente. La reduccion
de la CAM determinada en la siguiente CAM (CAM-3) fue similar a la calculada en CAM-2 con
10, 20 y 40 mg/kg de ketamina (reduccién de la CAM-3: 6£10%, 1319% y 16+£11%, respectiva-
mente; p>0,05) pero no con 80 mg/kg de ketamina en que la reduccién de la CAM (29+12%)
fue menor (p=0.008). En la ultima determinacién de la CAM (CAM-4), los valores de reduccion
de la CAM fueron similares a la CAM basal (CAM-1) (p>0,05) en todos los grupos, excepto en
el grupo con 80 mg/kg en el cual la reduccion de la CAM (22+7%) fue mayor que la basal

(p<0,001).

Efecto del remifentanilo sobre la CAM

El remifentanilo redujo la CAM de forma dosis dependiente con una reduccién maxima en
CAM-2 de 20+9% y 30+£9% con la dosis baja y alta de remifentanilo, respectivamente. En la
siguiente determinacion de la CAM (CAM-3) la reduccién de la CAM respecto a la basal fue
menor, con una reduccion de 14+8% y 18+2% con la dosis baja y alta de remifentanilo, respec-

tivamente.

Efecto de la combinacién de la ketamina y el remifentanilo sobre la CAM.

Para evaluar la interaccion de los dos farmacos sobre la CAM evaluaremos su efecto reductor
de la CAM en CAM-2, donde se obtuvieron las maximas reducciones de ambos farmacos. No
se determinaron ninguna interaccion significativa entre el remifentanilo y la ketamina (p=0,032).
La dosis alta de remifentanilo fue capaz de potenciar el incremento de la CAM producido por la
ketamina (todas dosis) (p<0,001) aunque su efecto reductor de la CAM final fue menor que la
suma del efecto de cada farmaco por separado. Por otro lado, la dosis baja de remifentanilo no
fue capaz de potenciar el incremento de la CAM producido por la ketamina (todas dosis)

(p=0,32); es decir, la administracion de remifentanilo 120 pg/kg/h anadida a la ketamina, a
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cualquier dosis, no produce ninguna reduccion de la CAM adicional. Este fendmeno sugiere un

efecto infra-aditivo o antagonico entre ambos farmacos (Tabla 2 y figura 27).

Reduccion de la CAM-2 (%)

Ketamina (mg/kg) 0 10 20 40 80
Salino 316 418 1218 2512 41+10
Remifentanilo 120 pg/kg/h 2019 510 1616 28+6 389
Remifentanilo 240 pg/kg/h 346 235 38+12 4716 62+10
. 80 -
£ ~a-Salino
g L —a—Remifentanilo 120 pg/kgsh
S 60 - —&—Remifentanilo 240 pg/kgsh ¥
S
S 50 -
Q
@
2 40 A
g
©
> 20 1
=
E 10 4
g 0
E I 1
10
0 10 20 40 80

Dosis de ketamina {(mg/kg)

Tabla 2 y figura 27. Reduccion de la CAM (%) producida por remifentanilo, ketamina o la
combinacion de los dos farmacos. (MAC-2). Datos expresados como media + desviacion
estandar, n=6 en todos los grupos. * Diferente de los grupos control (salino, misma dosis de
ketamina), p<0,05.

Efecto de la combinacién de la ketamina sobre la tolerancia aguda del remifentanilo

En todos los grupos donde se administré remifentanilo, ya sea con la dosis baja o alta, se pro-

dujo un efecto de tolerancia aguda al opioide observado como una disminucién significativa en

la reduccion de la CAM determinada en CAM-2 y CAM-3 determinada 90 min. aprox. después

(p<0,05); excepto el grupo donde se administraron las dosis bajas de ambos farmacos, ya que

no se observo reduccion de la CAM significativa (Figura 28).
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Figura 28. Reduccion de la CAM (%) producida por ketamina después de la CAM-1 combinado con salino (A), remifentanilo a 120 ug/kg/h (B) o 240 ug/kg/h
(C), durante la CAM-2 y CAM-3. Datos expresados como media + desviacion estandar, n=6 en todos los grupos. * Diferente de grupos control (salino, misma
dosis de remifentanilo) (CAM-2), T diferente de CAM-2 (CAM-3, grupos con remifentanilo), p<0,05.
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b) Efecto de la administracion retardada de ketamina sobre la tolerancia aguda al

remifentanilo

Cuando el remifentanilo a dosis baja (120 pg/kg/h) se administra como farmaco unico se obser-
va un efecto de tolerancia aguda (1,71£0,2%vol. y 1,9+0,3%vol. en CAM-2 y CAM-3, respecti-
vamente; p=0,01). Cuando se administra junto al opioide una dosis baja de ketamina (10
mg/kg), administrado una vez iniciada la infusién de remifentanilo y determinada la primera
CAM con el opioide (CAM-2), el efecto de tolerancia aguda sigue observandose (2,0+0,2%vol. y

1,810,2%vol. en CAM-2 y CAM-3, respectivamente; p=0,007) (Tabla 3 y figura 29).

CAM de sevoflurano (%vol.) y reduccién de la CAM (%)

CAM (%vol.) CAM-1 CAM-2 CAM-3 CAM-4
Remifentanilo 120 ug/kg/h 2,2+0,2 1,7+£0,2 1,9+0,31 2,1+0,4
Remifentanilo 120 ug/kg/h + Ketamina 10 mg/kg 2,2+0,2 1,8+0,2 2,0+0,2t 2,2+0,3
Reduccion de la CAM (%) CAM-1 CAM-2 CAM-3 CAM-4
Remifentanilo 120 ug/kg/h 010 2019 14£12 1 2110
Remifentanilo 120 pg/kg/h + Ketamina 10 mg/kg 010 1942 718 T -3+11

Tabla 3. CAM de sevoflurano (%vol.) determinada antes (CAM-1) y después de remifentanilo a
120 pg/kg/h (CAM-2 y CAM-3). La ketamina se administré después de la CAM-2. Datos expre-
sados como media * desviacién estandar, n=6 en ambos grupos. T Diferente de CAM-2 (CAM-
3), p<0,05
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Figura 29. Reduccion de la CAM (%) determinada antes (CAM-1) y después de remi-
fentanilo a 120 pg/kg/h (CAM-2 y CAM-3). La ketamina se administr6 después de la CAM-
2. Datos expresados como media + desviacion estandar, n=6 en ambos grupos. T Diferente
de CAM-2 (CAM-3), p<0,05.
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c) Efecto de la naloxona sobre la reducciéon de la CAM producida por la ketamina

La ketamina administrada como farmaco unico a 40 mg/kg reduce la CAM (CAM-2) en un
23+3% y 20+3% para los grupos con ketamina sola y ketamina junto a naloxona, respectiva-
mente. Cuando la naloxona se administra a 10 mg/kg IP (en el grupo de ketamina y naloxona)
se produce en CAM-3 un bloqueo de la reduccion de la CAM inducida por ketamina siendo la
reduccion de la CAM mucho menor (4£3%) que con solo la ketamina (20£4%) (p=0,001) (Figu-

ra 30).
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Figura 30. Reduccion de la CAM (%) producida por ketamina administrada después de la
CAM-1, sola o con naloxona administrada después de la CAM-2. Datos expresados como
media + desviacion estandar, n=6 en todos los grupos. * Diferente del grupo de ketamina,
p<0,05.

4.4 Gabapentina

Efecto de la gabapentina sobre la CAM

La CAM en el grupo control que se administré salino (n=6) fue de 2,3+0,3%vol., siendo similar
en todos los tiempos (CAM-1 a 4; p>0,05). La gabapentina a 150 y 300 mg/kg PO redujo la
CAM en un 26% en la CAM-3 (1,7+0,3%vol. y 1,7+0,1%vol. con la dosis baja y alta de gabape-

ntina, respectivamente) y en un 25-30% en la CAM-4 (1,61£0,2%vol. y 1,7£0,2%vol. con la dosis
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baja y alta de gabapentina, respectivamente). No se determinaron diferencias significativas

entre ambas dosis de gabapentina en ningun tiempo (CAM-1 a CAM-4; p>0,05) (Figura 31).
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Figura 31. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%vol.) producida por gabapentina o sa-
lino. Datos expresados como media £ desviacion estandar, n=6 en todos los grupos. * Dife-
rente del grupo control, p<0,05.

Efecto de la gabapentina junto al remifentanilo sobre la CAM

La CAM basal (CAM-1) en todos los grupos que llevaron remifentanilo (n=24) fue de
2,2+0,3%vol., siendo similar entre grupos (p>0,05). El remifentanilo administrado solo redujo la
CAM (CAM-3) en un 16+5% y un 36+5% con la dosis baja y alta, respectivamente (p>0,01).
Cuando se administré gabapentina a 300 mg/kg PO previamente a la infusion de remifentanilo,
la reduccion de la CAM fue potenciada hasta 39+£12% y 62+14% con el remifentanilo adminis-
trado a dosis baja y alta, respectivamente (p<0,01 respecto al grupo con solo remifentanilo)

(Figura 32).

Efecto de la gabapentina sobre la tolerancia aguda al remifentanilo

Cuando el remifentanilo se administré solo a cualquier dosis se observa un efecto de tolerancia
aguda con una disminucion de la reduccién de la CAM-4 respecto a la CAM-3 (p=0,03 y p<0,01
para la dosis baja y alta de remifentanilo, respectivamente). Cuando se administré la gabapen-

tina a 300 mg/kg PO previamente a la infusién de remifentanilo (después de la CAM-1), la re-
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duccion de la CAM no fue diferente en estos mismos tiempos (CAM-4 respecto a CAM-3;
p=0,511 y p=0,051 para la dosis baja y alta de remifentanilo, respectivamente) sugiriendo una

ausencia de tolerancia aguda en relacioén a la reduccién de la CAM. (Figura 32).

80 -
70 -
60 A
50 -

40 - I* L:

Gabapentina
20 | J

T
: CAM-3 CAM-4
10 - & Remifentanilo 120 pgikath

~ -~

Reduccion de la CAM de sevoflurano (%)

Gabapentina 300 mgkg + Remifentanilo 120 pgkgh
=&=Remifentanilo 120 pg/kgsh

Gabapentina

0 A +
CAM-1 CAM-2 CAM-3 CAM-4

Remifentanilo 240 pa/ka/h

™~

Reduccion de la CAM de sevoflurano (%)

=@—(Gabapentina 300 mgkg + Remifentanilo 240 pgkgh
=@—FRemifentanilo 240 pgfkg/h

Figura 32. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) producida por gabapentina o salino
administrado después de la CAM-1 y remifentanilo (arriba: 120 pg/kg/h; abajo: 240
ug/kg/h) administrado después de la CAM-2. Datos expresados como media + desviacion
estandar, n=6 en todos los grupos. * Diferente del grupo de remifentanilo, 1 diferente de
CAM-3 (CAM-4), p<0,05.
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4.5 Amitriptilina

Efecto de la amitriptilina sobre la CAM

La CAM basal (CAM-1) en el grupo control en que se administré salino (comun en estudio de
amitriptilina, minociclina y maropitant) (n=6) fue de 2,6+0,2%vol., manteniéndose similar en

todos los tiempos estudiados (CAM-2 y CAM-3) (p=1,000).

La amitriptilina a dosis alta (50 mg/kg) redujo la CAM de sevoflurano en un 24+8% en la CAM-2
y en un 24+10% en la CAM-3 (p<0,001); mientras que la dosis baja (10 mg/kg) no redujo la

CAM de forma significativa (p>0,05) (Figura 33).
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Figura 33. Reduccién de la CAM de sevoflurano (%) producida por amitriptilina o salino.
Datos expresados como media + desviacion estandar, n=6 en todos los grupos. * Diferente
del grupo control (salino), p<0,05.

Efecto de la amitriptilina junto al remifentanilo sobre la CAM y la tolerancia aguda

La dosis alta de remifentanilo (240 pg/kg/h) redujo la CAM en un 36+6% (CAM-2) (p<0,001).
Cuando se administré amitriptilina a 50 mg/kg IP 1 hora antes de la infusion de remifentanilo, la
reduccion de la CAM fue potenciada hasta 76+9% (p<0,001 respecto al grupo con solo remifen-
tanilo) mientras que la dosis baja de amitriptilina (10 mg/kg) no produjo ningun efecto adicional

sobre la CAM (reduccién en la CAM-2 de 451£5%, p>0,05).
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Una hora y media mas tarde, el remifentanilo reduce un 16£12% en la CAM-3, observandose
un efecto de tolerancia aguda valorado como una disminucién de la reduccién de la CAM-3
respecto a la anterior CAM-2. En los grupos con amitriptilina a 300 mg/kg IP se mantiene la
potenciacion de la reduccion también en CAM-3 (con una reduccion de la CAM de 48+12%)
mientras que la dosis baja de amitriptilina (10 mg/kg) no produjo ningun efecto sobre la CAM
(reduccion en CAM-3 de 23+6%, p>0,05). Por otro lado, la amitriptilina no consigue prevenir la

aparicion de la tolerancia aguda (CAM-3 respecto a CAM-2; p<0,01) (Figura 34).
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Figura 34. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) producida por amitriptilina o salino
administrado antes de remifentanilo. Datos expresados como media + desviacion estandar,
n=6 en todos los grupos. * Diferente del grupo control (remifentanilo con salino), T diferen-
te de CAM-2 (CAM-3), p<0,05.

4.6 Minociclina

Efecto de la minociclina sobre la CAM

La minociclina a dosis alta (100 mg/kg) redujo la CAM de sevoflurano en un 23+6% en la CAM-
2y enun 17£10% en la CAM-3 (p<0,001 y p=0,005, respectivamente); mientras que la dosis

baja de minociclina (30 mg/kg) no redujo la CAM de forma significativa (p>0,05) (Figura 35).
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Figura 35. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) producida por minociclina o salino.
Datos expresados como media = desviacion estandar, n=6 en todos los grupos. * Diferente
del grupo control (salino), p<0,05.

Efecto de la minociclina junto al remifentanilo sobre la CAM y la tolerancia aguda

La dosis alta de remifentanilo (240 ug/kg/h) administrado redujo la CAM en un 36+6% (CAM-2)
(p<0,001). Cuando se administrd la minociclina a 100 mg/kg IP 20 horas y 1 hora antes de la
infusion de remifentanilo, la reduccion de la CAM fue potenciada hasta 59+15% (p<0,001 res-
pecto al grupo con solo remifentanilo) mientras que la dosis baja de minociclina (30 mg/kg) no

produjo ningun efecto sobre la CAM (reduccién en CAM-2 de 35+11%, p>0,05).

Una hora y media mas tarde, el remifentanilo reduce la CAM un 16x£12% en la CAM-3, obser-
vandose un efecto de tolerancia aguda visto como una disminucion de la reduccién de la CAM-
3 respecto a la anterior CAM-2. Cuando se afiade la minociclina a 100 mg/kg IP se mantiene la
potenciacion de la reduccion también en CAM-3 (con una reduccién de la CAM de 35+15%)
mientras que la dosis baja de minociclina (30 mg/kg) no produjo ningun efecto sobre la CAM
(reduccion en la CAM-3 de 21+7%, p>0,05). Por otro lado, la amitriptilina no consigue prevenir

la aparicién de la tolerancia aguda (CAM-3 respecto a CAM-2; p<0,01) (Figura 36).
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Figura 36. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) producida por minociclina o salino
administrada antes de remifentanilo. Datos expresados como media + desviacion estandar,
n=6 en todos los grupos. * Diferente del grupo control (remifentanilo con salino), T diferen-
te de CAM-2 (CAM-3), p<0,05.

4.7 Maropitant

Efecto del maropitant sobre la CAM

El maropitant a dosis alta (30 mg/kg) redujo la CAM de sevoflurano en un 15+5% en la CAM-2 y
un 15+8% en la CAM-3 (p<0,001 y p=0,003, respectivamente); mientras que la dosis baja (10
mg/kg) no redujo la CAM de forma significativa (p>0,05) (Figura 37).
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Figura 37. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) producida por maropitant o salino.
Datos expresados como media + desviacion estandar, n=6 en todos los grupos. * Diferente
del grupo control (salino), p<0,05.
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Efecto del maropitant junto al remifentanilo sobre la CAM y la tolerancia aguda

La dosis alta de remifentanilo (240 pg/kg/h) administrado redujo la CAM en un 36+6% (CAM-2)
(p<0,001). Cuando se administr6 maropitant a 30 mg/kg IP media hora antes de la infusion de
remifentanilo, la reduccién de la CAM fue potenciada hasta una reduccion de 59+5% mientras
que con la dosis baja de maropitant (10 mg/kg) no se produzco ningun efecto adicional sobre la
CAM. De forma similar el maropitant tampoco tuvo efecto en prevenir la aparicién de la toleran-

cia aguda (CAM-3 respecto a CAM-2; p<0,01) (Figura 38).
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Figura 38. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) producida por maropitant o salino
administrado antes de remifentanilo. Datos expresados como media + desviacion estandar,
n=6 en todos los grupos. * Diferente del grupo control (remifentanilo con salino), T diferen-
te de CAM-2 (CAM-3), p<0,05.

4.8 Naloxona

Efecto de la naloxona sobre la hiperalgesia

Los umbrales nociceptivos mecanicos basales (dia 0) analizados en todas las ratas fueron de

29,9+5,6 g (n=26) y fueron similares en todos los grupos (p=1,000). Dos animales, uno en el
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grupo control y otro en el grupo de remifentanilo mas naloxona, mostraron un comportamiento

nervioso durante el test por lo que estos datos no pudieron ser incluidos en el analisis.

El remifentanilo produjo un descenso significativo en los umbrales nociceptivos en los dias 2 y
4 (comparados con el dia 0 o basal, p=0,022 y p=0,007, respectivamente). Contrariamente, la
naloxona produjo un aumento significativos de los umbrales mecanicos en el dia 4 siendo dife-
rente del grupo control (salino) (p=0,002). La combinaciéon de naloxona y remifentanilo no pro-
dujo ningun cambio en los umbrales nociceptivos (p=1.000 en los dias 2 y 4) siendo similares al

grupo control (p=1,000). (Figura 39).
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Figura 39. Umbrales nociceptivos mecanicos determinados con el test de von Frey antes de
la administracion del remifentanilo con naloxona, remifentanilo, naloxona o salino (control)
en los dias 0, 2 y 4. Datos expresados como media + desviacion estandar, n=6-7 en todos los
grupos. * Diferente del grupo control (salino), T diferente de la determinacion basal (dia 0);
p<0,05.

Efecto de la naloxona sobre el aumento de la CAM basal

La CAM basal (CAM-1) en el dia 0 en todas las ratas fue de 2,5+0,2%vol (n=28) y fue similar
entre grupos (p=1,000). Se observo un incremento gradual de la CAM basal (CAM-1) a lo largo
del tiempo determinado en el grupo control alcanzando significacion estadistica en el dia 4
(aumento del 10%; p=0,001). Un incremento similar al grupo control en la CAM basal pudo

observarse en los dias 2 y 4 en las ratas que recibieron naloxona y la combinacion de remifen-
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tanilo con naloxona (p=0,023 y p=0,098, en el dia 2, y p=0,010 y p=0,026, en el dia 4, respec-
tivamente), mientras que el remifentanilo administrado solo produjo un mayor incremento en la
CAM basal que el grupo control, sobre un 20% (p=0,023 y p=0,008, en el dia 2 y 4 respectiva-

mente) (Figura 40).
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Figura 40. CAM de sevoflurano (%vol.) en la CAM basal (CAM-1) seguida de la adminis-
tracion del remifentanilo con naloxona, remifentanilo, naloxona o salino (control) en los dias
0, 2 y 4. Datos expresados como media + desviacion estandar, n=6-7 en todos los grupos.

* Diferente del grupo control (salino), T todos los grupos en el dia 4 son diferentes de la
determinacion basal (MAC-1 en el dia 0); # todos los grupos, excepto el grupo control, en el
dia 2 son diferentes de la determinacion basal (MAC-1 en el dia 0), p<0,05.

Efecto de la naloxona sobre junto al remifentanilo sobre la CAM y la tolerancia aguda

Cuando la naloxona se administr6 sola, la CAM no se modificé en ningun tiempo estudiado en
ningun dia (p=1,000). El remifentanilo administrado solo redujo la CAM (CAM-2) en un 36+2%,
28+4% y 2615% en los dias 0, 2 y 4, respectivamente. Cuando la naloxona se combiné con el
remifentanilo la reduccion de la CAM fue similar, 35£3%, 30+4% y 2012 en los dias 0, 2 y 4,
respectivamente. Se observé un efecto de TAO aproximadamente 1,5 horas después con una
disminucién de la reduccion de la CAM -3 respecto a la CAM-2 (p<0,001) cuando se administrd

el remifentanilo, con o sin naloxona; excepto el dia 4 en la ratas que recibieron remifentanilo
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con naloxona (la CAM-3 y la CAM-2 fueron similares, p=0,582). El hecho de afiadir naloxona al

remifentanilo produce una leve disminucion, aunque no significativa (5-10%) de efecto de tole-

rancia aguda considerada como la disminucién de la CAM durante la administracién de opioi-

des (CAM-3 respecto a CAM-2) en todos los dias estudiados (dia 0, 2 y 4). (Figura 41).
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Figura 41. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) producida por remifentanilo con nalo-
xona, remifentanilo, naloxona o salino (control) en los dias 0, 2 y 4. Datos expresados como
media + desviacion estandar, n=6-7 en todos los grupos. * Diferente del grupo control (sa-
lino), T diferente de CAM-2 (CAM-3), p<0,05.



95

Efecto de la naloxona junto al remifentanilo sobre la tolerancia retardada

El remifentanilo solo o combinado con naloxona redujo la CAM (CAM-2) en el dia 0 de forma
similar (cercano al 35%). En el dia 2, la reduccion de la CAM disminuy6 un 17-20% (p=0,01 y
0,027, para remifentanilo administrado solo o combinado con naloxona respectivamente). En el
dia 4, se observe una reduccion de la CAM de hasta un 25%, es decir un 27-33% menos que el

dia 0 (p<0,001 para remifentanilo administrado solo o combinado con naloxona) (Figura 42).

oy
(=]

(7}
[—]

N
=}

= g= Remifentanilo 240 pg/kg/h + Naloxona 10 ng/kgh
—@i— Remifentanilo 240 pg/kg/h

Reduccion CAM de sevofluorane (CAM-2) (%)

-
[—]

Dia0 Dia2 Dia 4

Figura 42. Reduccion de la CAM de sevoflurano (%) en CAM-2 producida por remifentani-
lo con naloxona o remifentanilo los dias 0, 2 y 4. Datos expresados como media + desvia-
cion estandar, n=6-7 en todos los grupos. T Todos los grupos son diferentes significativa-
mente de la CAM basal (reduccion de la CAM-2 en el dia 0), p<0,05.
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5.1 Tolerancia aguda

El remifentanilo, al igual que otros opioides, reduce la CAM de sevoflurano en la rata de forma
dosis-dependiente (Criado et al. 2003). Sin embargo, esta reduccién no es constante en el
tiempo y disminuye su eficacia rapidamente ya que se observa una disminucion significativa de
la reduccion de la CAM a las 1,5 horas de empezar la infusiéon de remifentanilo. Este hecho es
consistente con trabajos previos que reflejan el rapido desarrollo de TAO al remifentanilo en
pacientes en el periodo postoperatorio inmediato (Guignard et al. 2000; Crawford et al. 2006);
aunque la ausencia de dicho efecto ha sido también evidenciada, la mayoria en el paciente
postquirargico (Schraag et al. 1999; Cortinez et al. 2001; Kucukemre et al. 2005; Lee et al.
2005). De forma similar, un efecto de TAO (Vinik et al. 1998) e HIO (Hood et al. 2003) han sido
también observado en personas voluntarias sanas que recibieron remifentanilo. Ya que se
mantiene la reduccion inicial en la CAM de sevoflurano al aumentar la dosis de la infusion de
remifentanilo, se sugiere preferentemente un efecto de tolerancia donde se precisa un aumento

de dosis para mantener el mismo nivel analgésico.

El método mas empleado para determinar TAO al remifentanilo es mediante la aparicion de
tolerancia cruzada en el periodo postoperatorio midiendo la dosis de opioides administrados
(cantidad de morfina necesitada en las primeras 24h de postoperatorio, normalmente a través
de administracion controlada por el paciente o PCA). Este método ha sido probado ser muy
reproducible y fiable puesto que es una medida relativamente objetiva, aunque grandes dife-
rencias interindividuales pueden ocurrir, y esto reduce la fiabilidad del método. Sin embargo, no
se han realizado estudios todavia para demostrar la existencia de TAO en el periodo intraope-
ratorio donde una reduccion de la CAM bajo anestesia inhalatoria podria posiblemente reflejar

el efecto analgésico de los opioides y tener implicaciones clinicas relevantes.

Cuando se observa el efecto de TAO, la reduccién de la CAM por remifentanilo es aproxima-
damente un 50% de la medicién previa. Un efecto de tolerancia similar, o incluso mayor, ha
sido descrito en personas voluntarias conscientes en las que el efecto analgésico disminuye, a
pesar de la infusion continua, después de 3h de iniciar la infusiéon a solo la cuarta parte del

maximo valor, el cual se observé 1-1,5 horas después de iniciar la infusion (Vinik et al. 1998), y
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se observé un aumento en el umbral del dolor. Dado el rapido desarrollo de TAO al remifentani-
lo la reducciéon de la CAM determinada después de la infusion de remifentanilo puede no haber
reflejado el maximo nivel de reducciéon potencialmente alcanzado puesto que se necesitan
normalmente 80-90 minutos para determinar la CAM en ratas en este estudio. Del mismo mo-
do, la tolerancia podria haber sido mayor permitiendo un mayor periodo de tiempo entre deter-
minaciones de CAM durante la infusidon de remifentanilo. La magnitud del cambio de la CAM
producida por remifentanilo es suficientemente alta como para ser clinicamente relevante pues-
to que podria aumentarse cualquiera de las dosis de remifentanilo o la concentraciéon de anes-
tésico inhalatorio para mantener el mismo nivel de anestesia. Obviamente, esto podria conducir
a un potencial aumento en la aparicion de efectos adversos derivados de las mayores dosis de
opioides y anestésicos inhalatorios. Sin embargo, puesto que se han mostrado hallazgos con-
tradictorios en algunos ensayos clinicos (Vinik et al. 1998; Schraag et al. 1999; Guignard et al.
2000; Cortinez et al. 2001; Hood et al. 2003; Luginbuhl et al. 2003; Kucukemre et al. 2005; Lee
et al. 2005; Crawford et al. 2006; Troster et al. 2006), se deberia tener precaucion a la hora de
extrapolar estos descubrimientos al ambito clinico y se necesitarian posteriores estudios en

medicina humana para confirmar los resultados observados en la rata.

Aunque hay evidencia de que diferentes estimulos nociceptivos pueden reflejar una respuesta
similar de TAO (Vinik et al. 1998), se ha sugerido una respuesta diferencial, p. €j., ante los es-
timulos térmicos (calor o frio), mecanicos o eléctricos, y no podria descartarse una respuesta
distinta (Luginbuhl et al. 2003). El estimulo nociceptivo producido por la cirugia puede realmen-
te producir una respuesta diferente, por ello, la tolerancia aguda producida por remifentanilo
deberia ser confirmada en el ambito clinico. Asi, las publicaciones conflictivas sobre la existen-
cia de TAO podrian ser una consecuencia del estimulo nociceptivo empleado, entre otras mu-
chas cosas (Gustorff et al. 2002). Los resultados obtenidos indican que una infusién de remi-
fentanilo a dosis capaces de disminuir la CAM en la rata disminuye a corto plazo (90 minutos o
menos) la efectividad del efecto analgésico del opioide. El efecto observado podria ser una

consecuencia de tolerancia aguda con implicaciones clinicas relevantes.
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5.2 Ketamina

La ketamina, administrada sola, asi como el remifentanilo, reducen la CAM de sevoflurano de
forma dosis dependiente en la rata. Sin embargo, la combinaciéon de ambos farmacos durante
la anestesia con sevoflurano potencia la reduccion de la CAM producida por cada farmaco por
separado de forma subaditiva o antagénica. De hecho, el efecto ahorrador de anestésico inha-
latorio de la ketamina es dosis-dependiente y no mejoré al combinarlo con la dosis baja de
remifentanilo, mientras que con la dosis alta del opioide redujo solo un 20% mas la CAM en
cada dosis de ketamina administrada.

Hay evidencias que sugieren que la ketamina en dosis subanestésica (dosis inferior a la que
produce anestesia) administrada en el periodo intraoperatorio es efectiva reduciendo las nece-
sidades de opioides en el periodo postoperatorio en personas (Schmid et al. 1999; Menigaux et
al. 2000; Guignard et al. 2002; Subramaniam et al. 2004; Bell et al. 2005; Elia et al. 2005; Joly
et al. 2005; Visser et al. 2006; Remerand et al. 2009; Carstensen et al. 2010) y animales
(Hoffmann et al. 2003; Holtman et al. 2008; Kosson et al. 2008). Sin embargo, se han publicado
resultados controvertidos sobre la eficacia de la ketamina para mejorar el alivio del dolor com-
binada con opioides.

Una revision cualitativa de ensayos aleatorizados concluyd que el beneficio de anadir ketamina
a morfina en un sistema de PCA IV para cirugia ortopédica o abdominal no queda claro con
solo cinco ensayos clinicos de once demostrando mejora en la analgesia postoperatorio
(Carstensen et al. 2010). Por otro lado parece esta combinacién para el tratamiento del dolor
postoperatorio de cirugia toracica si podria ser mas eficaz (Mathews et al. 2012). Posteriormen-
te, en 2011, una nueva revisidon evalué el efecto de la ketamina intravenosa en el dolor post-
operatorio englobando setenta estudios y casi cinco mil pacientes (Laskowski et al. 2011). En
ella se observé una reduccion del consumo de opioides y un aumento en el tiempo hasta la
primera analgesia muy significativo en los pacientes que recibieron ketamina, siendo mucho
mas evidente en procedimientos dolorosos como cirugia toracica, de abdomen superior y orto-
pédica. A pesar de utilizar menos opioides, la mayoria de los pacientes (80%) experimentan
menos dolor que el placebo, independientemente del tipo de opioide intraoperatorio administra-

do y la dosis de la ketamina.
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Aunque la mayoria de estudios han evaluado dolor postoperatorio ningun estudio hasta la fe-
cha ha estudiado los efectos de estos farmacos en el periodo intraoperatorio, bajo anestesia
inhalatoria. Los resultados de nuestros estudios sugieren una interaccion subaditiva entre el
remifentanilo y la ketamina en términos de reduccidn de la CAM puesto que el efecto final de la
combinaciéon de ambos farmacos es menor que la suma de los efectos esperados de cada far-
maco por separado. Es mas, la dosis baja de remifentanilo, que por si misma reduce la CAM en
un 20%, no mejord la accion reductora de anestésico inhalatorio producida por la ketamina.

El uso de opioides esta asociado con una disminucién gradual de su eficacia analgésica debido
al desarrollo de tolerancia a los opioides, y ocasionalmente, un aumento escalado en la dosis
del opioide es necesario para mantener el mismo efecto analgésico neto a largo plazo (Angst et
al. 2006; Gomez de Segura et al. 2009). Se ha propuesto una conexién entre la tolerancia a
opioides y la potenciacion del receptor NMDA producida por opioides (Hahnenkamp et al. 2004;
Zhao et al. 2008) en pacientes con cancer (Chazan et al. 2008) o quirtrgicos (Luginbuhl et al.
2003; Joly et al. 2005). El remifentanilo no solo actia sobre receptores opioides sino también
en receptores NMDA, desencadenando potencialmente la tolerancia a opioides (Ghelardini et
al. 2008; Zhao et al. 2008). La morfina induce una regulacion a la alta de la expresién espinal
de la subunidad NR 2B del receptor NMDA conduciendo a tolerancia antinociceptiva a la morfi-
na (Guo et al. 2009), la cual puede prevenirse o revertirse por antagonistas NMDA (Yamamura
et al. 1990; Celerier et al. 2000; Kissin et al. 2000; Laulin et al. 2002). Debido a ello, la HIO y
TAO por remifentanilo (Vinik et al. 1998; Guignard et al. 2000) podria tratarse con la adminis-
tracion de ketamina. Sin embargo, aunque se ha observado un efecto de TAO en la disminu-
cion de la reduccion de la CAM producida por remifentanilo en ratas (Gomez de Segura et al.
2009) la accién preventiva de la ketamina no pudo ser determinada de los resultados obtenidos
en este estudio.

Una explicacion potencial para la limitada accion aditiva de la ketamina y el remifentanilo, com-
parado con la morfina, es un grado de interaccién de la ketamina con los opioides en el recep-
tor y potencialmente variable. La ketamina se une receptores y opioides (Finck et al. 1982;
Smith et al. 1987; Hirota et al. 1999) y su activacién puede reducir la CAM de sevoflurano
(Koyama et al. 2009) mientras que su bloqueo por el antagonista opioide naloxona (Crisp et al.

1991) produce la supresién de la reduccién de la CAM inducida por ketamina. Otra evidencia
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para explicar esta interaccion entre opioides y ketamina se encuentra en la médula espinal. La
ketamina por via epidural potencia selectivamente a la morfina epidural pero podria antagonizar
la actividad antinociceptiva del fentanilo en ratas (Hoffmann et al. 2003). También se ha deter-
minado una falta de interacciéon analgésica de la ketamina con la petidina por via epidural en
perros (Amarpal et al. 2003). La combinacién de dos agentes lipofilicos y de rapido inicio de
accion como la ketamina (Smith et al. 1987; Sarton et al. 2001) y el remifentanilo, podria causar
una competicion por el receptor p opioide, resultando en una menor ocupacion del receptor por
remifentanilo y asi, un potencial antagonismo de la antinocicepcién del remifentanilo con la
ketamina. Otras explicaciones potenciales (Hoffmann et al. 2003) podrian involucrar una afini-
dad variable de la morfina y el fentanilo por el receptor opioide, una dificultad competitiva en la
difusion pasiva de ambos farmacos, una competicion en la unién al mismo transportador a tra-
vés de la barrera hematoencefalica, o un metabolismo reducido de la glucoronidaciéon de morfi-
na por la ketamina (Qi et al. 2010).

El estimulo empleado para la determinacion de la CAM puede también influenciar la interaccion
observada entre el remifentanilo y la ketamina. El remifentanilo aumenta todos los umbrales de
presion para la deteccion de dolor y tolerancia asi como a los estimulos nociceptivos eléctricos
(Luginbuhl et al. 2003). La ketamina no previene la tolerancia a remifentanilo e HIO en perso-
nas voluntarias ante un estimulo mecanico nociceptivo, similar a aquel que se emplea en el
método de la CAM. Sin embargo, una accion preventiva de la ketamina si se ha observado con
estimulacioén eléctrica repetida (Arendt-Nielsen et al. 1994).

En resumen, los resultados sugieren un efecto subaditivo entre la ketamina y el remifentanilo
en términos de reduccién de la CAM de sevoflurano en el que podria verse implicado una inter-
accion de ambos farmacos en el receptor opioide. Ademas la ketamina no fue capaz de blo-
quear la TAO bajo anestesia inhalatoria. De confirmarse estos hallazgos en estudios clinicos
posteriores podria alcanzar gran relevancia clinica debido al creciente uso de esta combinacion

en medicina humana.

5.3 Gabapentina

La gabapentina reduce la CAM en ratas (25-30%) de forma clinicamente significativa con un

lento y gradual inicio de accion y sin observarse diferencias entre las dos dosis evaluadas. Sin
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embargo, la gabapentina disminuye la CAM de forma aditiva cuando se combina con remifen-
tanilo a las dosis estudiadas. Ademas, la administracion preventiva de gabapentina previene el
desarrollo de TAO al remifentanilo, aunque no puede descartarse que sea debido a un efecto
aditivo de los dos farmacos.

Se ha descrito un efecto analgésico de la gabapentina en roedores (Gilron et al. 2003) y perso-
nas (Gustorff et al. 2004), aunque hay algunos estudios en los que no se establece un efecto
analgésico (Lin et al. 2005). Se ha publicado que la administracion preventiva de gabapentina
reduce de dolor postoperatorio y el consumo de analgésicos (Pandey et al. 2004; Rorarius et al.
2004). No hay publicaciones previas que hayan demostrado un potencial efecto reductor de
anestésico inhalatorio producido por la gabapentina en humanos; aunque si ha sido demostra-
do recientemente en ratas (Boruta et al. 2012). De hecho, la reduccién de la CAM determinada
en este estudio fue menor y puede reflejar diferencias en el tiempo de administracion del far-
maco ya que la gabapentina fue dada solo 15 min. antes de la determinacién de la CAM proba-
blemente antes de que los niveles maximos en sangre del farmaco y consecuente efecto en la
CAM fuese alcanzado. Trabajos previos en gatos no demostraron este efecto ahorrador de
anestésico inhalatorio (Reid et al. 2010), a diferencia de los resultados obtenidos en las ratas
de nuestro estudio. La falta de efecto podria ser debido a algunas causas tales como una insu-
ficiente concentracion plasmatica de gabapentina o un inicio de accién en la CAM retrasado,
aunque las concentraciones plasmaticas de gabapentina en el estado estacionario se mantu-
vieron similares a estudios realizados en humana durante al menos 2,5h (Reid et al. 2010). Por
otro lado, en nuestro estudio en ratas, ambas dosis de gabapentina empleadas producen un
efecto similar en la CAM, sugiriendo que no se podria esperar una reduccion de la CAM adicio-
nal aumentando la dosis. Igualmente la absorcion saturable de la gabapentina deberia ser teni-
da en cuenta en este hallazgo (Radulovic et al. 1995).

La reduccion de la CAM producida por gabapentina aumenta gradualmente en el transcurso del
experimento. La gabapentina fue administrada oralmente 40 min. antes de empezar la determi-
nacion de la CAM, y la ultima determinacion de la CAM fue medida aproximadamente 4 horas
mas tarde. Debido a ello, este farmaco deberia darse preferentemente antes de la induccién
anestésica para asegurar el maximo nivel en plasma (Reid et al. 2010) y los efectos sobre la

CAM durante el mantenimiento anestésico. De hecho, la mayoria de estudios clinicos publican
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su administracién 1-2 horas antes de la anestesia (Pandey et al. 2004; Turan et al. 2004; Al-
Mujadi et al. 2006).

La administracion de gabapentina ha sido publicada recientemente para el tratamiento del dolor
perioperatorio (Peng et al. 2007) en un régimen de analgesia multimodal (Rasmussen et al.
2010). El farmaco podria potenciar el efecto analgésico de la morfina (Eckhardt et al. 2000),
disminuyendo su consumo en el periodo postoperatorio (Clarke et al. 2009). Sin embargo, hay
también estudios en los que la gabapentina no produce mejora en el dolor postoperatorio
(Clarke et al. 2009; Rapchuk et al. 2010). En modelos animales, la combinacién de gabapentina
con opioides también presenta resultados contradictorios. Ha sido determinada una potencia-
cion de la accion analgésica con tramadol (Dai et al. 2008) y morfina (Shimoyama et al. 1997)
usando estimulos térmicos, pero no con fentanilo usando estimulos mecanicos (Van Elstraete
et al. 2008). La accion aditiva de la gabapentina y el remifentanilo en la CAM encontrada en
este estudio podria sugerir una potenciacion del efecto analgésico de estos farmacos.

En animales, se ha observado un efecto preventivo de la gabapentina en el desarrollo de HIO
(Kuraishi et al. 2003; Van Elstraete et al. 2008) y tolerancia a opioides (Gilron et al. 2003;
Hansen et al. 2004; Pakulska et al. 2004; Lin et al. 2005), sin embargo en humanos, pocos
estudios han evaluado una accién similar y los resultados son controvertidos (Gustorff et al.
2004; Compton et al. 2010).

El remifentanilo administrado solo reduce la CAM en ratas de forma dosis dependiente aunque
se desarrolla una rapida TAO, caracterizada por una reduccién de la CAM menos 1,5 horas
mas tarde (Gomez de Segura et al. 2009). Esta menor eficacia del remifentanilo reduciendo la
CAM de sevoflurano a corto plazo se ha descrito en este estudio, pero la administraciéon de
gabapentina previno este fendmeno. Sin embargo, no podria determinarse si la falta de tole-
rancia al remifentanilo se debe a un efecto aditivo entre ambos farmacos o una interaccion
farmacodinamica. Un aumento gradual en los valores de CAM a pesar del mantenimiento de la
infusion de remifentanilo (CAM-3 vs CAM-4, P=0.051 con la dosis alta de gabapentina y de
remifentanilo) sugiere que podria persistir un efecto de tolerancia.

La posibilidad de una posible interferencia de la gabapentina en el desarrollo de tolerancia no
podria ser descartada tampoco. Se ha demostrado que la gabapentina interactia directamente

con los receptores involucrados en el desarrollo de hiperalgesia y tolerancia interactuando con
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una subunidad de los canales de calcio voltaje dependientes (Gee et al. 1996) implicados en la
transmision del dolor en la médula espinal (Dickenson et al. 2007), o con los receptores gluta-
minérgicos (Shimoyama et al. 2000), tales como los receptores NMDA (Roh et al. 2008) involu-
crados en los mecanismos de tolerancia e HIO (Zhao et al. 2008).

La extrapolaciéon de los resultados del presente estudio evaluados en ratas al ambito clinico
tiene sus limitaciones. La farmacocinética de la gabapentina es similar entre ratas y personas,
consiguiendo su maxima concentracion plasmatica a las 2-3 horas (Radulovic et al. 1995;
Jalalizadeh et al. 2007). Desafortunadamente, los niveles plasmaticos de los farmacos no se
han podido determinar; debido a ello, deberian llevarse a cabo mas estudios para determinar si
la interaccion observada en ratas es de relevancia clinica.

En resumen, los resultados indican que la gabapentina reduce la CAM de sevoflurano y poten-
cia la reduccién de la CAM del remifentanilo previniendo tambien el desarrollo de TAO bajo

anestesia inhalatoria.

54 Amitriptilina

La amitriptilina es un farmaco antidepresivo triciclico que inhibe la recaptacion de serotonina y
noradrenalina en las fibras nerviosas, potenciando asi la accidén de estos neurotransmisores.
Ademas, también produce un inhibicion de la recaptacion de adenosina celular (Sawynok et al.
1999; Esser et al. 2001), la antagonizacion de los receptores NMDA (Reynolds et al. 1988) y la
actividad agonista en los receptores opioides (Onali ef al. 2010). Todos estos mecanismos jun-
tos, podrian explicar la eficacia como analgésico de este farmaco antidepresivo en dolor agudo
(Sacerdote et al. 1987) y persistente y en el desarrollo de estados de hiperalgesia (Lee et al.
2011; Liang et al. 2011) y tolerancia (Liang et al. 2011) donde estos receptores estan también
involucrados. Sin embargo, el efecto analgésico de este farmaco es algo controvertido y se ha
observado tanto de un efecto analgésico tras la administracion aguda y unica del amitriptilina
(Sacerdote et al. 1987) como de una falta de antinocicepcion en diferentes modelos animales
de dolor agudo (Bomholt et al. 2005). En nuestro estudio, una dosis relativamente alta de ami-
triptilina disminuye la CAM de sevoflurano aunque un efecto analgésico per sé no ha podido ser

determinado.



107

La mayoria de estudios que emplean farmacos antidepresivos como analgésicos se realizaron
en estados de dolor neuropatico donde los antidepresivos triciclicos son considerados uno de
los farmacos mas efectivos en estas condiciones (Dharmshaktu et al. 2011). En modelos ani-
males, la amitriptilina administrada de forma aguda previene la hipersensibilidad térmica (Esser
et al. 1999; Bomholt et al. 2005) y reduce la hiperalgesia mecanica (Bomholt et al. 2005). Por
otro lado, solo en tratamientos cronicos con antidepresivos fueron efectivos para tratar la alodi-
nia mecanica desarrollada en un modelo de dolor neuropatico (Benbouzid et al. 2008). En ratas
que recibieron una infusién intratecal de morfina con amitriptilina se observé una disminucion
en la tolerancia observada (Huang et al. 2012). Sin embargo, durante la anestesia inhalatoria,
una dosis Unica no consigue bloquear la TAO segun nuestros estudios. Otros factores como el
estimulo nociceptivo empleado o la falta de dolor persistente en nuestro modelo deben ser

valorados en la falta de respuesta de la amitriptilina.

Por otro lado, el remifentanilo a diferencia de otros opioides como la morfina o el fentanilo, no
induce hiperalgesia a través de la facilitacion descendente serotoninérgica (Heinl et al. 2011) lo
cual podria explicar la ausencia de efecto de la amitriptilina en prevenir la tolerancia aguda en

nuestro estudio.

En resumen, la amitriptilina aunque ha demostrado reducir la CAM por si misma y potenciar la
reduccion de la CAM del remifentanilo no es capaz de bloquear la TAO bajo anestesia inhalato-

ria como podria esperarse.

55 Minociclina

La minociclina es un inhibidor de la microglia la cual prolifera y se activa liberando citoquinas,
tales como TNF-a, IL-1B, IL-6, previniendo la sensibilizacion neural central y el dolor persistente
inducido por lesién nerviosa (Clark et al. 2007). La minociclina por si misma no produce anal-
gesia en pruebas térmicas (tail flick y Hargreaves) (Hutchinson et al. 2008) pero si potencia
sinérgicamente la analgesia de la morfina (Habibi-Asl et al. 2009). En nuestro estudio encon-
tramos que la minociclina redujo la CAM de sevoflurano y potencié la reduccion de la CAM de

remifentanilo de forma aditiva. Sin embargo, aunque existen estudios que indican una atenua-
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cién de la tolerancia a opioides administrando minociclina (Habibi-Asl et al. 2009; Mika et al.
2009) en nuestro estudio no fue capaz de bloquear la TAO al remifentanilo. Esto contrasta con
un desarrollo lento de tolerancia retardada a la morfina en ratones (Mika et al. 2009) y ratas
(Habibi-Asl et al. 2009) posiblemente debido a la inhibicién de la activacion del p38 en la glia
espinal (Cui et al. 2008) y la atenuaciéon del numero del células apoptoticas en el SNC
(Hassanzadeh et al. 2011). Ademas, los inhibidores de la microglia reportan eficacia en situa-
ciones de dolor neuropatico e hipersensibilidad visceral (Saab et al. 2007; Mika 2008). Podria
haber diferentes causas para explicar los controvertidos resultados de nuestro estudio. Prime-
ro, la efectividad de la minociclina podria ser mayor si hay lesiéon nerviosa comparado con otras
situaciones dolorosas como en el dolor agudo inflamatorio (Clark et al. 2007; Padi et al. 2008;
McMahon et al. 2009) donde la glia no ha sido activada por estimulacion mecanica. Segundo,
un dosis Unica de minociclina no consigue prevenir o tratar la hiperalgesia inducida por el dolor
neuropatico mientras que la administraciéon crénica de este farmaco si lo previene (Padi et al.
2008). Y por ultimo, se ha sugerido que la inhibicion no especifica de las células gliales podria

no bloquear todos los aspectos pronociceptivos de la glia activada (McMahon et al. 2009).

En resumen, los resultados muestran que la minociclina reduce la CAM por si misma y potencia
la reduccion de la CAM del remifentanilo pero no es capaz de bloquear la TAO bajo anestesia

inhalatoria.

5.6 Maropitant

El maropitant antagoniza la expresion del receptor NK-1 (Huang et al. 2010) en el asta dorsal
de la medula espinal los cuales se unen a la sustancia P, un neurotransmisor excitatorio libera-
do por las fibras nociceptoras aferentes primarias (Mantyh et al. 1997; Vera-Portocarrero et al.
2007). La administracion mantenida de opioides, como la morfina, aumenta la sustancia P y la
expresion de NK-1 en el SNC (King et al. 2005). La administraciéon de los antagonista NK-1
atenuaron la hiperalgesia en un modelo de dolor neuropatico en ratas (Cahill et al. 2002) y
ademas, también tiene un papel importante en la HIO en ratas y ratones (King et al. 2005). Un

farmaco antagonista NK-1 selectivo (SR140333) previno la tolerancia a opioides asociada con
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la administracién crénica de morfina por via intratecal en ratas (Powell et al. 2003). Sin embar-
go, los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran que el maropitant aunque produce

una ligera reduccion de la CAM no bloquea la TAO.

El maropitant ha sido descrito que disminuye la CAM de sevoflurano en perros entre un 15 y un
30% usando como estimulos nociceptivos el pinzamiento de la cola y la estimulacién visceral
respectivamente (Boscan et al. 2011; Alvillar et al. 2012). En ratas, la administracion de anta-
gonista del receptor NK-1 disminuyen la CAM de isoflurano un 15% (Ishizaki et al. 1997), un

reduccion similar a la encontrada en nuestro estudio.

En resumen, el maropitant puede resultar util para reducir la CAM por si misma y potencia la
reduccion de la CAM del remifentanilo pero no presenta ninguna ventaja frente a la prevencion

de TAO.

57 Naloxona

El antagonista opioide naloxona a dosis ultra-bajas inhibio la hiperalgesia inducida por remifen-
tanilo y el aumento de la CAM asociado a ella, pero no consiguié inhibir la tolerancia al remifen-
tanilo medida como reduccién de la CAM. Esto sugiere que tanto la tolerancia como la hiperal-
gesia pueden ser dos fendomenos diferentes aunque ambos pueden desarrollarse simultanea-
mente. Esta dicotomia entre hiperalgesia y tolerancia ha sido recientemente observada en pa-
cientes con lumbalgia donde el tratamiento con morfina desarrollo tolerancia al remifentanilo en
ausencia de hiperalgesia (Chu et al. 2012). No hay estudios previos del uso de la combinacion
de naloxona a dosis ultra-bajas con remifentanilo como infusién constante durante anestesia

inhalatoria evaluando estos efectos.

El uso de dosis ultra-bajas de antagonistas de los receptores opioides combinados con agonis-
tas opioides (p. ej. morfina) pueden producir un aumento en la eficacia analgésica del opioide
(Powell et al. 2002; Tuerke et al. 2011) pero también una disminucion o inhibicién de la toleran-
cia, desarrollada en dias (Powell et al. 2002; McNaull et al. 2007; Lin et al. 2010; Mattioli et al.
2010; Tuerke et al. 2011), semanas o meses (Crain et al. 1995; Shen et al. 1997), en roedores.

Este efecto ha sido también observado en personas donde una dosis baja de antagonistas
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opioides potencié la analgesia del opioide y minimizé el desarrollo de tolerancia (Chindalore et

al. 2005; Webster et al. 2006).

En la dltima década, se ha desarrollado una nueva combinacién de farmacos consistente en
una dosis ultra-baja de naltrexona junto con oxicodona para el tratamiento del dolor crénico de
severo a moderado (Webster 2007). Esta combinacién potencié y prolongé la analgesia del
opioide a la vez que reducia la tolerancia analgésica y la dependencia (Chindalore et al. 2005;
Webster et al. 2006). De igual forma, la buprenorfina se combina también con naloxona, poten-

ciando su efecto antinociceptivo en pacientes (La Vincente et al. 2008; Hay et al. 2011).

El remifentanilo desarrolld6 TAO durante la infusién en solo 90 minutos, igual que ya habiamos
descrito en otras ocasiones. Ademas, el remifentanilo también produjo un efecto de tolerancia
retardada con una disminucion del 30% en la eficacia reductora de la CAM en el tercer dia de
infusion comparado con el primer dia del estudio. Sin embargo, la naloxona administrada junto
al remifentanilo no consiguié bloquear la tolerancia producida en horas (TAO) o retardada
(dias) de la infusion. Este efecto diferencial comparado con otros agonistas opioides podria ser
explicado por la existencia de diferentes mecanismos de accién pronociceptivos entre distintos
opioides (Heinl et al. 2011) o por la presencia de sevoflurano que podria producir cierta resis-
tencia a la accion de la naloxona. De igual la forma la ketamina, que previene el desarrollo de
tolerancia a opioides (Kissin et al. 2000), no tuvo ningun efecto en la tolerancia aguda al remi-

fentanilo bajo anestesia inhalatoria.

Por otro lado el remifentanilo produjo una disminucién significativa de los umbrales nociceptivos
mecanicos en torno a un 30%, el cual fue bloqueado por la dosis ultra-baja de naloxona. Dosis
ultra-bajas de naltrexona también inhibieron la hiperalgesia termal aguda producida por una
dosis baja de morfina en ratones (Crain et al. 2001). Sin embargo, no hay estudios previos que
hayan evaluado la funciéon de antagonistas opioides en la HIO por remifentanilo. HIO ha sido
descrito ampliamente en el periodo postoperatorio (Guignard et al. 2000; Joly et al. 2005) y
puede ser mayor cuando la anestesia se basa en dosis altas de opioides como el remifentanilo
en el periodo intraoperatorio (Shin et al. 2010). En este sentido, las dosis ultra bajas de nalo-

xona podrian mejorar el tratamiento del dolor postoperatorio en aquellos pacientes que hayan
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tenido una anestesia con remifentanilo o en cualquier otra situacion clinica en que pueda desa-

rrollarse HIO.

La disminucién en los umbrales nociceptivos producida por el remifentanilo (hiperalgesia) estu-
vo asociada a un aumento de la CAM cercano al 20%. Este efecto fue evaluado en ratas por
nuestro grupo observando como la administraciéon de remifentanilo estaba asociada con au-
mento similar de la CAM 24h después de su administracion y durando incluso varias semanas
(Abreu et al. 2011). La extrapolacion de estos datos al ambito clinico sugiere un aumento en las
necesidades de anestésicos inhalatorios en aquellos pacientes que se hayan administrado
previamente opioides. Sin embargo, un ligero incremento gradual de la CAM basal en las ratas
control ha sido también observado. Este efecto podria deberse a hiperalgesia local producida
por repetidos pinzamientos de la cola; sin embargo este estimulo no produjo hiperalgesia sis-
témica puesto que los umbrales nociceptivos no cambiaron en el transcurso del tiempo. A dife-
rencia de nuestros estudio una disminucién de la CAM fue observada tras varias determinacio-

nes de la CAM consecutivas (Docquier et al. 2003).

La naloxona a dosis bajas no produzco antinocicepcién (Lin et al. 2010; Tuerke et al. 2011); e
incluso produjo mayor dolor e hiperalgesia mecanica cuando fue administrada en personas
(Woolf 1980; Koppert et al. 2003). Curiosamente en nuestro estudio la naloxona en el dia dos
no desarrollé ningun efecto antinociceptivo aunque si se observé un incremento de los umbra-
les nociceptivos en el dia 4, sugiriendo una posible accién analgésica. Esta accion diferencial
ha sido publicada previamente en roedores y puede ser un efecto dosis dependiente (Kayser et
al. 1981; Attal et al. 1989), donde dosis mas bajas producen un efecto analgésico mientras que
las dosis mas altas producen efectos hiperalgésicos en ratas. Este efecto diferencial se ha ob-
servado también en pacientes en el periodo postoperatorio (Levine et al. 1979). Un posible
mecanismo de accién propone que los antagonistas opioides pueden unirse a la filamina A
con alta afinidad, la cual interactia con el receptor opioide evitando su unién a la proteina Gs.
Sin embargo, se han observados dos diferentes afinidades, nanomolar y picomolar, en su unién
a la proteina filamina A vy esta diferente afinidad puede ser el responsable de la potenciacion
de la analgesia de los opioides y la prevencion de la aparicién de tolerancia asi como de los

efectos hiperalgésicos de la naloxona (Burns et al. 2010).
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Cuando la naloxona fue asociada el remifentanilo no se observaron efectos antinociceptivos
adicionales en términos de reduccion de la CAM, mientras que otros articulos sugirieron una
potenciacion de la analgesia del opioide con morfina (Crain et al. 1995; Gan et al. 1997) , bu-
prenorfina (La Vincente et al. 2008; Hay et al. 2011) y metadona (Cruciani et al. 2003). Sin em-
bargo, otros estudios tampoco demostraron ninguna ventaja al uso de dosis ultra-bajas de na-
loxona en analgesia con morfina en PCA (Mehlisch 2003; Cepeda et al. 2004) o en las necesi-

dades de fentanilo en pacientes criticos pediatricos (Darnell et al. 2008).

La naloxona se une a un segmento del pentapéptido de una proteina estructural llamada filami-
na A previniendo la transformacion de la proteina G de Gi/o a Gs por el receptor mu opioide
(Wang et al. 2008; Wang et al. 2009). Este mecanismo de accién de la naloxona podria explicar
la inhibicién de la tolerancia a opioides (Powell et al. 2002) por su efecto sobre el sistema anti-
nociceptivo del paciente (Lee et al. 2011). Pero ademas la naloxona actua sobre otros meca-
nismos de accion diferentes que pueden explicar el efecto antihiperalgésico cuando se adminis-
tré junto al remifentanilo. Entre ellos se incluye la atenuacion de la neurotransmision del recep-
tor NMDA en la medula espinal (Lin et al. 2010) que esta relacionado con el desarrollo de HIO
(Guntz et al. 2005; Zhao et al. 2008). También la naloxona inhibe la gliosis espinal (Mattioli et

al. 2010) implicada a su vez en la HIO (Hutchinson et al. 2007).

En resumen, el empleo de una dosis ultra-baja de naloxona previno el desarrollo de hiperalge-
sia, pero no de tolerancia, inducida por remifentanilo, asi como el aumento de la CAM asociado

aella.

5.8 Limitaciones del estudio

Las diferencias en las dosis empeladas entre personas y ratas deberian tenerse en cuenta en
los efectos observados. La extrapolacion de dosis de ratas a humanos deberia ser basado en
una escala alométrica, referida a la superficie corporal mas que el peso corporal. Las dosis de
remifentanilo empleadas aqui (Criado et al. 2003) fueron basadas en su capacidad de producir
un reducciéon de la CAM relevante (Lang et al. 1996). Sin embargo, los resultados observados

no deberian ser directamente extrapolados entre especies puesto que los mismos opioides y
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dosis pueden realmente producir grandes variaciones en la CAM segun la especie (Steffey et

al. 1994; Brosnan et al. 2009).

La disminucion de la CAM con las dosis altas de minociclina y amitriptilina podrian no ser ex-
trapolables al ambito clinico ya que estas dosis altas empleadas son mayores que las emplea-
das para tratamientos analgésicos y antihiperalgésicos en roedores. Si buscasemos este efecto
reductor de la CAM con estos farmacos en humanos es posible que debiésemos de aumentar
las dosis empleadas clinicamente por 3 o 5 veces y puede estar limitado el uso de dosis tan
altas por los efectos adversos consecuentes. Ademas, como se indicoé previamente los tiempos
de administracion (agudo vs. cronico) de los farmacos empleados en este estudio puede no ser
adecuado para bloquear TAO; pero el objetivo del estudio era determinar el efecto de una dosis
Unica de estos farmacos es adecuado para un régimen de analgesia polimodal perioperatoria, y

no determinar sus acciones cuando se dan cronicamente.

Desafortunadamente no fue posible la determinacion de concentraciones plasméaticas de remi-
fentanilo ni otros farmacos empleados en este estudio. En un estudio piloto pudimos comprobar
que la extraccién de sangre suficiente para el estudio farmacoldgico altera considerablemente
el valor de la CAM y ademas las concentraciones obtenidas son casi indetectables por lo que
no es posible valorar cambios en las mismas. Por ello, no se puede garantizar que no haya
diferencias en los niveles plasmaticos de remifentanilo que puedan afectar a los resultados de

los diferentes estudios.

Otro tema relevante determinando la potenciacion entre los distintos farmacos y los opioides es
el método de medida empleado. La CAM es un medida estandar de potencia de los anestési-
cos inhalatorios (Eger et al. 1965), se puede comparar diferentes sustancias analgésicas entre
si determinando el grado de reduccién de la CAM que producen. Ademas, este método es de
gran valor clinico ya que simula el periodo intraoperatorio. Sin embargo, la reduccion de la
CAM no es solo el resultado de los efectos antinociceptivos de los farmacos si no también el
resultado de complejas interacciones entre los farmacos analgésicos y los anestésicos inhala-
torios (Docquier et al. 2003). La CAM realmente mide inmovilidad ante un estimulo nociceptivo
(Brosnan et al. 2009), que es considerada ser el resultado de los efectos anestésicos en la

médula espinal (Antognini et al. 1998). No se puede establecer una conexién directa entre po-
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tenciacion analgésica y reduccion de la CAM cuando se usan anestésicos inhalatorios ya que
la inmovilidad producida por los analgésicos y el efecto analgésico no son necesariamente
fendmenos relacionados (Brosnan et al. 2009). Hay farmacos no analgésicos que también dis-
minuyen la CAM (Heard et al. 1986; Hall et al. 1988). Desafortunadamente, los métodos com-
portamentales empleados comunmente no pueden emplearse bajo anestesia, y en esta situa-
cion, el métodos de la CAM es el mas fiable y reproducible que mejor simula la situacién clinica

preoperatoria usando anestésicos inhalatorios.
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La administraciéon continua de remifentanilo a dosis capaces de reducir la CAM en la
rata, pierde eficacia para producir este efecto a corto plazo (90 minutos o menos). El
efecto observado podria ser probablemente una consecuencia de TAO ya que aumen-
tando las dosis de remifentanilo es posible volver a alcanzar la reduccion de la CAM

inicial.

Se ha observado un efecto subaditivo entre la ketamina y el remifentanilo en la reduc-
cion de la CAM de sevoflurano, posiblemente debido a una competencia por el receptor
opioide puesto que el antagonista opioide naloxona es capaz de bloquear la reduccion
de la CAM producida por la ketamina. Ademas, la ketamina no inhibe la TAO al remi-

fentanilo.

La gabapentina reduce la CAM de sevoflurano de forma lenta y gradual con un posible
efecto techo y también potencia la reduccion de la CAM del remifentanilo. De hecho,

esta potenciacion previene el desarrollo de TAO en la rata.

La amitriptilina, la minociclina y el maropitant reducen la CAM de sevoflurano y poten-
cian la reduccién de la CAM producida por remifentanilo. Sin embargo, ninguno de los

tres farmacos es capaz de bloquear la aparicion de TAO producida por el opioide.

Una dosis ultra-baja de naloxona previene el desarrollo de hiperalgesia inducida por
remifentanilo, asi como el aumento de la CAM asociado a ella, pero no el desarrollo de

tolerancia determinada bajo anestesia inhalatoria.

Futuros estudios adicionales deberian determinar si estos resultados observados en ra-
tas pueden extrapolarse a otras especies incluida la humana; de confirmarse, podrian

tener implicaciones clinicas relevantes.
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A constant rate infusion of remifentanil, at doses reducing the sevoflurane MAC in the rat,
decreases its effectiveness to produce such an effect in the short term, i.e., 90 min or less.
The observed effect would probably be a consequence of acute opioid tolerance (AOT)

since increasing the remifentanil infusion dose regained the initial MAC reduction.

A subadditive effect between ketamine and remifentanil is found on the MAC reduction,
possibly due to a competitive binding to the opioid receptor, since the opioid antagonist na-
loxone is able to block the ketamine MAC reduction. In addition, ketamine is unable to

block AOT.

Gabapentin gradually reduces the MAC over the time and enhances the MAC reduction

produced by remifentanil. This enhancement may limit AOT in rats.

Amitriptyline, minocycline and maropitant reduces the sevoflurane MAC and potentiated
the remifentanil MAC reduction in rats. However, amitriptyline, minocycline or maropitant

cannot block the AOT.

An ultra-low dose of naloxone blocks remifentanil-induced hyperalgesia but not prevent
AOT under inhalant anesthesia. Moreover, the MAC increase associated with hyperalgesia

was also blocked by naloxone.

Further studies are needed to determine if these findings observed in rats could be ex-

trapolated to other species, including people, which may be of clinical relevance.
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Opioid Tolerance Blunts the Reduction in the Sevoflurane
Minimum Alveolar Concentration Produced by Remifentanil

in the Rat

Ignacio A. Gdmez de Segura, D.V.M.,* Javier Benito de la Vibora, D.V.M.,T Delia Aguado, D.V.M.%

Background: Acute opioid tolerance is a known entity lead-
ing to reduced analgesic efficacy of these drugs in the postop-
erative period. However, the development of acute opioid tol-
erance in the very short term, ie., during the intraoperative
period when opioids are being administered, has not been
reported. Therefore, the aim of this study was to determine if
acute opioid tolerance could develop and limit the opioid-in-
duced reduction in the minimum alveolar concentration (MAC)
for inhalant anesthetics.

Methods: Male Wistar rats were randomly allocated to receive
two doses of remifentanil (120 and 240 pg - kg™ - h™") under
sevoflurane anesthesia, and the sevoflurane MAC was deter-
mined before and at two time intervals afterwards. In a second
experiment, the low dose of remifentanil was increased once an
acute opioid tolerance effect was observed. The sevoflurane
MAC was determined from alveolar gas samples at the time of
tail clamp.

Results: A remifentanil constant rate of infusion dose-depen-
dently reduced the sevoflurane MAC from 2.4 to 1.8 * 0.2 vol%
and from 2.3 * 0.3 vol% to 1.5 * 0.3 vol%, at the low and high
doses, respectively. However, 90 min later, when the sevoflu-
rane MAC was redetermined, the observed reduction was
blunted to nearly 50% of the previous sevoflurane MAC values.
‘When this acute opioid tolerance effect was observed with the low
dose, the sevoflurane MAC reduction originally achieved could be
reattained by doubling the dose; i.e., giving the high dose.

Conclusions: Remifentanil efficacy in reducing the sevoflu-
rane MAC diminishes within a short term, suggesting that in-
creased opioid doses may be required to maintain intraopera-
tive analgesia during sevoflurane anesthesia.

REMIFENTANIL is a potent short-acting opioid charac-
terized by a rapid recovery despite the dose or time of
infusion and, therefore, additional opioids are commonly
given before discontinuing a remifentanil infusion to
prevent pain in the postoperative period. However,
there is evidence indicating that the dose required to
prevent pain postoperatively is higher than expected,
and this has been associated with acute opioid tolerance
and opioid-induced hyperalgesia."

Opioid tolerance after the administration of drugs such
as morphine has been known for many years.? After the
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introduction of remifentanil in perioperative use, several
reports have emphasized the potential for acute opioid
tolerance and opioid-induced hyperalgesia in the post-
operative period, characterized by increased postopera-
tive pain and morphine consumption.®> Acute opioid
tolerance has been widely documented in animals for
almost 40 yr*> and has also recently been associated
with the administration of short-acting and relatively
high opioid doses to rats.®™

Studies performed in human volunteers showed the
development of acute opioid tolerance to the analgesic
action of remifentanil only a few hours after the initia-
tion of its administration via continuous infusion, sug-
gesting a need to recalculate the dose administered post-
operatively.'®™'> However, a lack of a tolerance effect to
remifentanil has been reported, mostly in surgical pa-
tients in the postoperative period.'#!”

Surprisingly, there are no studies that actually deter-
mine if acute opioid-induced tolerance or opioid in-
duced hyperalgesia do occur over the very short term
during the intraoperative period, limiting the intraoper-
ative analgesic efficacy of opioids. Since studies in vol-
unteers have observed the appearance of acute opioid
tolerance within only 60 to 90 min after initiating a
remifentanil infusion,'? it has been suggested that intra-
operative analgesia levels may decrease afterwards, and
this reduction could become clinically relevant in longer
surgeries.

An indirect, although clinically valuable method to
determine the analgesic potency of opioids in the intra-
operative period is the determination of the minimum
alveolar concentration (MAC) of an inhalant anesthetic.
We hypothesized that the decrease in the effectiveness
of remifentanil-induced reduction in the sevoflurane
MAC could occur within a relatively short time; Z.e., the
onset of acute tolerance to remifentanil might occur
before surgery is finished.

Materials and Methods

After obtaining Institutional Animal Care Committee
approval (Madrid, Spain), the reduction in the sevoflu-
rane MAC in response to remifentanil given in continu-
ous infusion was evaluated in rats. Sevoflurane was ob-
tained from Abbott (Sevorane; Abbott Laboratories,
Madrid, Spain), and remifentanil from Glaxo-Wellcome
(Ultiva; Glaxo-Wellcome Laboratories, Madrid, Spain).

Fifty-two male Wistar rats (Charles River Laboratories.
Barcelona, Spain) with an average weight of 391 g (SD,
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Ketamine and Remifentanil Interactions on the
Sevoflurane Minimum Alveolar Concentration and
Acute Opioid Tolerance in the Rat

Delia Aguado, DVM,* Mariana Abreu, DVM,* Javier Benito, DVM, T Javier Garcia-Fernandez, MD, PhD,¥
and Ignacio A. Gbmez de Segura, DVM, PhD, DECLAM, DECVA*

BACKGROUND: Ketamine is used at low doses for its analgesic and antihyperalgesic properties
when combined with opioids but also when opioid-induced hyperalgesia and tolerance appear. In
this study we determined the interaction of ketamine and remifentanil on the minimum alveolar
concentration (MAC) of sevoflurane in rats and to determine whether ketamine may block acute
opioid tolerance (AOT).

METHODS: Male Wistar rats were anesthetized with sevoflurane, and the MAC was determined
before and after ketamine administration (10, 20, 40, and 80 mg kg~* or saline) alone or
combined with remifentanil (120 and 240 ug kg~ * h™*, low and high doses, respectively). One
additional group received the lowest ketamine dose after starting a remifentanil infusion. Finally,
naloxone was administered to determine the potential action of ketamine on opioid receptors.
MAC was determined from intratracheal gas samples, and tail clamping was used as a
supramaximal stimulus. End-tidal anesthetic concentrations were assayed using a side stream
gas analyzer. Statistical analysis was performed with an analysis of variance.

RESULTS: Ketamine and remifentanil dose-dependently reduced the MAC. Adding the low dose
of remifentanil to ketamine did not improve the MAC reduction, whereas the high dose of
remifentanil enhanced ketamine reduction in a subadditive fashion. Nevertheless, ketamine was
unable to block the development of AOT to remifentanil at either dose. Finally, naloxone blocked
the MAC reduction produced by ketamine.

CONCLUSIONS: A subadditive effect between ketamine and remifentanil was found on the
sevoflurane MAC reduction rats. In addition, ketamine was unable to block AOT. The clinical
relevance of these findings should be elucidated in future studies to reduce anesthetic
requirements. (Anesth Analg 2011;113:505-12)

I < etamine is an N-methyl-p-aspartate (NMDA) antag-

onist' with anesthetic properties, but it is also

associated with clinically relevant adverse effects
that have limited its use.? Therefore, ketamine is used at
lower doses for its analgesic® and for its antihyperalgesic
properties.*” Intraoperative use of low doses of ketamine
improve postoperative pain relief and decrease morphine
requirements during the first 24 hours. These results are
obtained whether ketamine is administered via an epidural
catheter or systemically, but it is preferably given at a
constant rate of infusion.**~ Despite the strong evidence-
based improvement in pain therapy and reduction in
opioid requirements produced by ketamine,'®™'* a lack of
improved postoperative analgesia has also been reported.'”
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Besides the antiopioid-induced hyperalgesia action of ket-
amine, this drug has been used for its antitolerance ac-
tion.>®'¢~'8 Therefore, because acute opioid tolerance may
develop during anesthesia,'® ! ketamine might be useful
to limit or prevent it.**>**

A method to determine the relative analgesic potency of
analgesic drugs used in the intraoperative period is the
determination of the reduction in the minimum alveolar
concentration (MAC) of inhalation anesthetics.** We hy-
pothesized that the MAC reduction by ketamine and
remifentanil would be additive or synergistic but also that
ketamine, in combination with opioids, would block AOT.
Therefore, the purpose of this study was to determine the
effect of ketamine, administered alone or in combination
with remifentanil, on the sevoflurane MAC (MACgy,) in
rats and to determine whether ketamine may blunt or
prevent AOT.

METHODS

After obtaining the approval of the Institutional Animal
Care Committee (La Paz University Hospital, Madrid,
Spain), the reduction of MACgp,, in response to ketamine
and remifentanil was evaluated in rats. Sevoflurane was
obtained from Abbott (Sevorane; Abbott Laboratories, Ma-
drid, Spain), ketamine from Parke-Davis (Ketolar 500;
Parke-Davis-Pfizer, Madrid, Spain), remifentanil from
Glaxo-Wellcome (Ultiva; Glaxo-Wellcome Laboratories,
Madrid, Spain), and naloxone from Sigma-Aldrich (nalox-
one hydrochloride dehydrate; Sigma-Aldrich, St. Quentin
Fallavier, France).
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The Effects of Gabapentin on Acute Opioid Tolerance
to Remifentanil Under Sevoflurane Anesthesia in Rats

Delia Aguado, DVM,*{ Mariana Abreu, DVM,*T Javier Benito, DVM, ¥
Javier Garcia-Fernandez, MD, PhD,§ and Ignacio A. Gbmez de Segura, DVM, PhD, DECLAM, DECVAA*

BACKGROUND: Tolerance to remifentanil during sevoflurane anesthesia may blunt the ability of
this drug to reduce anesthetic requirements. Gabapentin has been shown to be effective in
reducing postoperative narcotic usage, a reduction that may be associated with a reduction in
opioid-induced tolerance and hyperalgesia. We sought to determine whether gabapentin might
prevent the observed acute opioid tolerance (AOT) produced by remifentanil in sevoflurane
minimum alveolar concentration (MAC).

METHODS: Wistar rats were anesthetized with sevoflurane and the effects of gabapentin alone
on sevoflurane MAC were determined at doses of 150 and 300 mg-kg . In a second
experiment, gabapentin 300 mg - kg~ was administered before remifentanil (120 and 240
ug - kg~* - h™ ). The MAC was determined before gabapentin administration and 3 more times at
1.5-hour intervals after drug administration to assess AOT. MAC was determined from intratracheal
gas samples using a sidestream gas analyzer; tail clamping was used as a supramaximal stimulus.
Statistical analysis was performed with the 1-way analysis of variance test.

RESULTS: Remifentanil reduced MAC (2.5% = 0.2%) by 16% = 5% and 36% = 6% (120 and 240
ug - kg~ - h™*, respectively, P < 0.01) with a further reduction produced by coadministration
with gabapentin 300 mg - kg~ * to 39% * 12% and 62% *+ 14%, respectively (P < 0.01 versus
remifentanil alone). Gabapentin given alone at 150 and 300 mg - kg™ * reduced MAC by 26%
(both doses, P < 0.01). AOT was observed with remifentanil and characterized by a lower degree
of MAC reduction, approximately 1.5 hours later (P < 0.05). However, when remifentanil was
administered with gabapentin, the AOT to remifentanil was not observed (P > 0.05).
CONCLUSIONS: Gabapentin reduced the sevoflurane MAC and enhanced the MAC reduction
produced by remifentanil. This enhancement may limit AOT in rats. (Anesth Analg 2012;115:40-5)

the perioperative and critical care period' for its

favorable pharmacokinetic characteristics, including
the rapid and predictable onset and offset of the analgesic
effect. However, evidence suggests that opioid analgesic
effectiveness may be limited by tolerance and opioid-
induced hyperalgesia,” leading to increased postoperative
pain and morphine consumption.®> Studies performed in
volunteers showed an early (3 hours) development of acute
opioid tolerance (AOT) to the analgesic action of remifen-
tanil.* However, a lack of tolerance to remifentanil has also
been reported.”> A recent study in rats showed that AOT
blunted the sevoflurane minimum alveolar concentration

I : emifentanil is a potent opioid analgesic used during
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(MAC) reduction produced by remifentanil,® suggesting a
perioperative decrease in analgesic efficacy.

Gabapentin, frequently used as an antiepileptic drug, is
also used in the treatment of neuropathic pain,” perioperative
pain management,® and opioid-induced hyperalgesia.” Gaba-
pentin has also been shown to inhibit the development of
morphine tolerance.'® ™2 There is little information describing
the potential interactions among gabapentin, inhaled anes-
thetics, and opioids. Therefore, we hypothesized that gabap-
entin might prevent AOT to remifentanil during inhaled
anesthesia in terms of MAC reduction. Our aim was to
determine whether gabapentin might prevent the observed
AOT produced by remifentanil in the sevoflurane MAC.

METHODS
After obtaining approval from the Institutional Animal
Care Committee (La Paz University Hospital, Madrid,
Spain), the reduction of the sevoflurane MAC in response
to gabapentin and remifentanil was evaluated in rats.
Sevoflurane was obtained from Abbott (Sevorane; Madrid,
Spain); gabapentin was obtained from Pharmagenus (Ga-
bapentina; Uriach Group, Barcelona, Spain); and remifen-
tanil was obtained from Glaxo-Wellcome (Ultiva; Madrid,
Spain).

Forty-two adult male Wistar rats (Charles River Labo-
ratories, Barcelona, Spain) weighing 331 *= 42 g were
housed in groups of 4 to 6 animals per cage (Macrolon type

July 2012 ¢ Volume 115 ¢ Number 1
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potentiated the remifentanil MAC reduction. However, these drugs failed to block acute opioid tolerance.
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Background: Opioid antagonists at ultra-low doses have been used with opioid
agonists to prevent or limit opioid tolerance. The aim was to evaluate if an ultra-low
dose of naloxone combined with remifentanil could block opioid-induced hyperalgesia
and tolerance under sevoflurane anesthesia in rats.

Methods: Male adult Wistar rats were allocated into one of four treatment groups,
receiving a constant rate infusion of remifentanil (4 ug kg-1 min-1) combined with
naloxone (0.17 ng kg-1 min-1), remifentanil alone (same dose), naloxone alone (same
dose) or saline. Animals were evaluated for mechanical nociceptive thresholds (MNT)
using von Frey filaments and subsequently anaesthetized with sevoflurane to
determine the minimum alveolar concentration (MAC; baseline). Next, treatments were
administered, and the MAC was re-determined twice during the infusion. The
experiment was performed three times on non-consecutive days (days 0, 2 and 4).
Hyperalgesia was considered to be a decrease in MNT, whereas opioid tolerance was
considered to be a decrease in sevoflurane MAC reduction by remifentanil.

Results: Remifentanil produced a significant decrease in MNT compared to baseline
values at days 2 and 4 (p=0.02 and p=0.00, respectively) and an increase in MAC
baseline values (p=0.00 vs. control group, both days). Both effects were blocked by
naloxone coadministration. However, both remifentanil-treated groups (with or without
naloxone) developed opioid tolerance determined by their decrease in MAC reduction.
Conclusions: An ultra-low dose of naloxone blocked remifentanil-induced hyperalgesia
but did not change opioid tolerance under inhalant anesthesia. Moreover, the MAC
increase associated with hyperalgesia was also blocked by naloxone.
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