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RESUMEN

El dolor informa al individuo acerca de un peligro real o potencial para su
integridad fisica. Actualmente,para controlar el dolor se utilizan anestésicos
locales, evitando los efectos secundarios sistémicos, provocados por los
analgésicos sistémicos, como los opioides. Por esta razén, estas drogas, son
consideradas cada vez mas en protocolos para el tratamiento del dolor
quirdrgico, traumatico y post-trauméatico. Sin embargo, los anestésicos locales
actuales tienen una duracién temporal corta, maximo 6 horas, limitando su
eficacia. Con la idea de desarrollar nuevos anestésicos locales, efectivos,
seguros y de efecto prolongado, mas de 12 horas, se estudié Neosaxitoxina
uno de los compuestos perteneciente a las toxinas paralizantes analogos de
Saxitoxina. Neosaxitoxina es la mas potente de las toxinas paralizantes.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar al efecto como anestésico local
de Neosaxitoxina en 16 equinos Fina Sangre Carrera, que fueron
diagnosticados en siete patologias en sus extremidades anteriores a nivel de
cuartilla. Neosaxitoxina fue inyectada localmente, midiendo en los equinos su
efectividad, seguridad y duracién del efecto. Adicionalmente, se controlo los
efectos secundarios, tales como intoxicacion por Neosaxitoxina, reaccién local,
discapacidad motora, dolor y molestia durante la infiltracion. Este trabajo se

realiz6 como estudio exploratorio descriptivo del efecto anestésico de



Neosaxitoxina. Se realiz6 el seguimiento de los equinos inyectados localmente
hasta por 6 meses, no observandose efectos secundarios. Como logro, se
generd un anestésico de aplicacion local de larga duracion de acuerdo a la
efectividad por el Test de Marcha y uso de Algémetro (Dolorimetro). Se obtuvo
una analgesia de 504 horas a una dosis maxima de 600 microgramos. La
dosis minima que mostré efecto de analgesia local en estas patologias fue de 5
microgramos como dosis total aplicada en dos puntos en la zona de la cuartilla
de la extremidad anterior afectada. El efecto anestésico se observo en el 100
% de los equinos infiltrados y su efecto fue dosis dependiente. A partir de este
estudio exploratorio y pionero deberia surgir una linea de investigacién que se
focalizara en estudiar los efectos de Neosaxitoxina en cada una de las
patologias incluidos en esta Tesis, de manera de validar estos resultados en un
namero mayor de equinos en cada patoogia. Se concluye que Neosaxitoxina es
un anestésico local de larga duracion en equinos FSC con patologias asociadas

a extremidades anteriores.



ABSTRACT

Pain is related with a real or potential danger . Currently local anaesthetics are
used to pain control, avoiding systemic secondary effects as opioids. For this
reason, anaesthetics are considered in protocols for treatment of surgical,
traumatic and post-traumatic pain. However, local anaesthetics are not longer
than 6 hours, limiting its effectiveness. In order to study new, effective, safe and
long-acting anesthetics, over than 12 hours, we studied Neosaxitoxina,wich
belongs to the family of paralyzing toxins analogous to Saxitoxina, with the
highest potency.

The main objective of this study was to evaluate the anaesthetics effect of
Neosaxitoxina, as local anesthetise in 16 thoroughbred horses diagnosed with 7
pathologies in their forelimbs at pastern level. Neosaxitoxina was injected in
orden to study effectiveness, safety and action potential period . Additionally,
collateral effects were evaluated: poisoning, local reaction, motor disability, pain
and discomfort during infiltration. This work has been performed as a descriptive

exploratory study of the local anaesthetic effect Neosaxitoxin.

No collateral effects were observed in the injected equines followed during 6
months. The mail results of this study was related with the development pf
action period, of local administration, , with long according to the run test and
the use of algometer (dolorimeter). The analgesia observed was of 504 hours

with a highest dose of 600 micrograms. . The minumun dose with positive effect
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was 5 micrograms, infiltrated in two trigger points in the painful anterior

extremity.

The anaesthetic effect was observed in 100% of the infiltrated equines and its
effect was dose dependent. This exploratory and pioneer study should promate
new research, so to study the effect of Neosaxitoxina in each pathologies tested
in this work, in order to validate these results with a higher number o horses by
pathology. We conclude that Neosaxitoxina is a local anaesthetic with long

lasting effects in equines with several forelimbs pathologies.
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INTRODUCCION

Independiente de la especie, existen diferencias en la percepcion de dolor en
todos los animales. La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP), define el dolor en humanos como “Una experiencia sensorial y
emocional no placentera, asociado a un dafo tisular actual’. Por otro lado,
Zimmermann en 1986, adapté la definicion anterior para que pudiese ser
aplicada en los animales. Es asi, que el dolor en los animales se define como
“‘una experiencia sensorial aversiva, que provoca acciones motoras protectoras,
resultando en un evitar aprendido, y que puede modificar rasgos especie-

especificos de conducta, incluyendo el comportamiento social”.

Los animales, y particularmente los equinos, tienen el mismo equipamiento
neural para detectar un dafio y procesar la informacion en el SNC que los
humanos y se comportan de manera semejante a estos en situaciones que,

para los humanos son dolorosas (Batenson, 2004).

La IASP sefiala que, la incapacidad de comunicarse verbalmente, no niega la
posibilidad que un individuo esté experimentando dolor y que necesite de un

adecuado tratamiento analgésico.
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Sistema Musculo —esquelético.

El disefio del esqueleto equino consiste en un perfeccionamiento del patron
mamifero basico. El equino es un animal ungulado, un miembro del orden de
los Perisodactilos. Los ungulados de dedos extrafios, tales como caprinos,
bovinos, se paran sobre el casco del tercer dedo. Las principales masas
musculares de las extremidades se posicionan en direccion proximal para
reducir la energia requerida para moverlas, cuando se balancean hacia
adelante y atras en la locomocidn rapida. Las fuerzas musculares se transfieren
a los huesos distales a través de las articulaciones, por medio de los tendones

largos (Kenneth y col, 2007).

La masa Osea se reduce en las extremidades distales, y los margenes de
seguridad disminuyen hacia las terminales distales de los miembros. En los
altimos afos, se han asociado este factor con la incidencia de fracturas en los
caballos de carrera, la cual es mas elevada en los huesos distales que en los

proximales (Currey, 2001).

La capacidad para seleccionar y entrenar a los atletas equinos de elite debe ser
el resultado de un entendimiento sélido de diversos aspectos de la patobiologia
equina, desde el nivel celular y molecular hasta el correspondiente al animal
como una entidad total. Uno de los sistemas de mayor importancia, relacionado
con el rendimiento locomotor, es el musculo-esquelético. La principal estructura

de soporte 6seo (Kenneth y col, 2007).
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Enfermedades del sistema musculo esquelético

Las enfermedades de los Organos de sostén como muasculos, huesos y
articulaciones, tienen en comun, en el sentido de que las principales
manifestaciones clinicas de estas enfermedades como son: cojera, dificultad
para sostenerse, insuficiencia en la coordinacion de los movimientos y

deformidad.

Son varias las clasificaciones que se utilizan para las enfermedades del sistema
musculo-esquelético, basadas en las diferencias clinicas, anatomo-patoldgicas
y etiologicas, aunque la mas precisa es la que divide las enfermedades en dos

tipos: degenerativas e inflamatorias. (Radostits y col, 2002).

e Las enfermedades degenerativas de musculos, huesos y articulaciones
se denominan miopatias, osteodistrofias y artropatias.

¢ Las enfermedades inflamatorias se denominan, osteomielitis y artritis.

Principales manifestaciones de las enfermedades musculo esqueléticas
Cojera

La cojera consiste en una marcha anormal, caracterizada por la incapacidad
para soportar la carga completa sobre una pata, habitualmente asociada a dolor

del sistema musculo-esquelético (Radostits y col., 2002).
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Debilidad

Es la incapacidad para mantener una postura, acompafiada de una marcha
anormal, habitualmente debido a una lesion del muasculo o a debilidad
generalizada por un estado general, como shock, hipocalcemia o ayuno

(Radostits y col, 2002).
Aspectos dolorosos de la cojera

El dolor articular es un componente importante del entrenamiento de todo atleta
equino, ya que la claudicacién es la mayor causa de morbilidad en estos

animales (Kenneth y col , 2007; Merry, 1991).

Hay varios aspectos importantes sobre el alivio del dolor en los animales. El
costo ha sido siempre un freno para el empleo de anestésicos locales y
analgésicos, los entrenadores, preparadores, jinetes y la actitud apoyadora de
los Veterinarios, el control del dolor en los caballos de competicion se ha
transformado en una preocupacion prioritaria, pues esta se refleja directamente
en el rendimiento de cada individuo en competencia. Por esto, resulta mas
evidente la necesidad de desarrollar farmacos y procedimientos que controlen y
alivien el dolor permitiendo una mejor calidad de vida en los equinos altamente
competitivos. El tratamiento de la lesion causante es una prioridad maxima,
aungue la lesion puede ser dolorosa durante periodos variables de tiempo

(Merry y col 1991).
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Clasificacién del dolor

El dolor se clasifica principalmente segun su localizacion anatomica, en
superficial (piel), profundo (musculo, tendones, articulaciones, periostio y
ligamentos) y segun su duracion, agudos o cronicos (Anil y col, 2002).

Tanto el dolor superficial como el profundo (llamados en su conjunto dolor
somatico) son bien localizados, circunscritos a la zona dafiada, y no suelen
acompafiarse de reacciones vegetativas (nauseas, vOmitos, sudoracion
profusa) (Otero, 2006).

El dolor agudo o fisiol6gico es auto limitado, desapareciendo con la lesién que
lo origind. Tiene una funcién de proteccién bioldgica al actuar como una sefial
de alarma del tejido lesionado y responde al tratamiento analgésico (Anil y col,
2002).

Por otro lado, el dolor crénico puede no tener una causa determinada, no posee
una funcion protectora y mas que un sintoma de enfermedad, es en si mismo
una enfermedad (Otero, 2006). No es un proceso auto limitado, pudiendo
persistir por tiempo prolongado después de la lesion inicial, incluso en ausencia
de lesion periférica y es refractario a multiples tratamientos analgésicos (Short,

1998).

Identificacién del dolor
En contraste con los pacientes humanos, quienes pueden describir el dolor que

estan sintiendo, los animales comunican su percepcion del dolor,
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predominantemente, por patrones conductuales y cambios fisiologicos
mesurables, tales como la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
temperatura, medicion de cortisol plasmético y glucosa sanguinea, producidos
por la actividad de los sistemas simpatico - adrenomedular e hipotalamico-
hipofisiario — adrenocortical (Short, 1998; Anil y col, 2002).

Estas variables sin embargo, no reflejan necesariamente que el animal este
experimentando dolor, ya que son comunes, a otros factores, tales como
estrés, ansiedad, sexo, estado fisioldgico, ejercicio y temperamento (Anil y col,
2002; Taylor y col, 2002; Pritchett y col, 2003). Por ello, es importante en el
diagnéstico de dolor en los animales, considerar la especie, raza, y diferencias
individuales, en su respuesta a un dafio, asi como el estado de salud y edad de
los equinos (Short, 1998; Bufalari y col, 2007).

En el caso de los equinos, la conducta en respuesta al dolor puede llegar a ser
extremadamente anormal, una intranquilidad generalizada y un movimiento
constante, en el cual el caballo avanza hacia delante un par de pasos, se
detiene, mueve la cola y baja (posiblemente también agita) la cabeza, seguido
de un par de pasos mas. Este comportamiento puede ser visto en casos de
inicio repentino de dolor intermitente (Dobromylskyj y col, 2000).

El dolor persistente o crénico, eventualmente lleva a que el caballo aparezca
deprimido, de pie con la cabeza baja, evitando a otros caballos o parado en un

rincon de la pesebrera. El estado mental se encuentra alterado, el animal no
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esta alerta al medio disminuyendo el interés por el alimento o agua y puede

pasar largos periodos echado (Dobromylskyj y col, 2000).

Tratamientos disponibles para el dolor

Dado los multiples mecanismos y procesos neuroquimicos involucrados en la
generacion y agravacion (sensibilizacion periférica y central) de la experiencia
dolorosa, es razonable asumir que la administracion de una Unica dosis de un
solo analgésico con un solo mecanismo de accién, no producira un efecto
analgésico adecuado y de largo plazo, luego de un evento traumatico (Lemke y
Han, 1997; Livingston, 2006).

La analgesia multimodal consiste, en el uso de varios farmacos con diferentes
mecanismos de accién, que interfieren con la transmision, modulacién y
percepcion del dolor, actuando sinérgicamente. La principal ventaja de la
analgesia multimodal es la reduccion de las dosis de los farmacos utilizados,
disminuyendo la ocurrencia de efectos secundarios. En teoria, los diferentes
mecanismos de accion de los farmacos utilizados, aseguran un control mas
efectivo del dolor a diferentes niveles (Corletto, 2007).

En un estudio realizado por Bussieres y col, en el 2007, se llego6 a la conclusion
gue el protocolo analgésico mas eficiente fue el preventivo y multimodal. En
Medicina Veterinaria, el método mas comun para realizar este tipo de analgesia

incluye antiinflamatorios no esteroidales (AINES) (Corletto, 2007).
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Fenilbutazona

La inflamacidén es un componente importante de la lesion y del dolor, por esto,
los AINEs son usados comunmente como parte de una técnica analgésica
balanceada, debido a sus acciones inhibitorias sobre las enzimas ciclo-
oxigenasas (COX), necesarias para la produccion de prostaglandinas durante la
respuesta inflamatoria. Se reconocen al menos 3 tipos de enzimas COX: COX-1
involucrada en funciones de homeostasis de la mucosa gastrica, perfusion renal
y funcion plaquetaria, COX-2 presente en eventos inflamatorios, aunque
también tiene un rol importante en la perfusibn renal y reparacion
gastrointestinal (Valverde y Gunkel 2005), y COX-3 (derivado de la COX-1) que
parece estar involucrada en el control del dolor y la fiebre a nivel cerebral
(Pradilla 2004, Blikslager y Jones 2005).

Prigner y col (1991), reportaron una significante disminucién en las conductas
dolorosas, durante un periodo de 5 dias, en caballos que recibieron un AINE
(eltenaco) en vez de placebo luego de una castracion. Probablemente, uno de
los AINEs utilizados con mayor frecuencia en medicina equina es fenilbutazona,
la cual actda inhibiendo de manera no selectiva las enzimas COX. El efecto
analgésico de fenilbutazona en el dolor postquirdrgico o traumatico en caballos,
es comparable al de otros AINEs como flunixin y carprofeno, segun el trabajo
publicado por Johnson y col (1993).

Pese a lo anteriormente mencionado, los AINEs pueden generar una serie de

reacciones adversas, relacionadas principalmente con la inhibicion de la COX-1,
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tales como Ulceras gastrointestinales, colitis, nefropatias, hemorragias y
tromboflebitis. Ademas, la administracion de fenilbutazona en grandes
cantidades, atraviesa la barrera placentaria y puede penetrar la circulacién fetal
(Lizarraga y Sumano 1998, Moses y Bertone 2002).

Debido a lo anteriormente mencionado, no se recomienda el uso de
fenilbutazona por periodos prolongados de tiempo, ni tampoco se debe exceder

la dosis de 8 mg/kg/dia (Lizarraga y Sumano 1998).

Anestésicos locales

La anestesia regional es una ayuda valiosa en la practica de la medicina en los
equinos para identificar los sitios algésicos y el origen de la claudicacion. Por lo
general, la anestesia se realiza con la infiltracion local de un anestésico para
bloquear en forma temporaria la conduccién aferente de un nervio especifico o
por medio de la instilacion intrasinovial de un agente que bloquee el dolor
articular, bursal o tendovaginal (Colahan y col 1998).

El anestésico local utilizado con mayor frecuencia en Medicina Veterinaria es
Bupivacaina (Colahan y col 1998).

La toxicidad de estos anestésicos locales se expresa de modo fundamental a
nivel de SNC, y son responsables de diferentes manifestaciones que van desde
una ligera depresién y somnolencia, hasta episodios convulsivos de diversa

intensidad y duracién (Otero, 2006).
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Bupivacaina

La bupivacaina posee un pKa de 8,1 y se une en mas de un 80% a las
proteinas plasmaticas. Su periodo de latencia es prolongado, alrededor de 20
minutos, y tiene un periodo de accion que puede extenderse hasta las 6 horas
para el bloqueo motor y hasta 10 horas para el bloqueo sensitivo cuando se
emplea al 0,5% (Wallace, 1999, Otero, 2006).

La toxicidad de la bupivacaina se expresa en especial sobre el aparato
cardiovascular (Otero, 2006).

La bupivacaina se une estrechamente a los tejidos y esto depende la duracion
del bloqueo nervioso. La adicion de vasoconstrictores prolonga hasta un 50% la
duracién de los bloqueos plexuales y solo un 10-15% en los bloqueos centrales
(epidural). Al igual que el resto de los compuestos amidicos es metabolizada en
el higado. Se emplea en diferentes concentraciones para promover blogueos

nerviosos centrales y periféricos (Otero, 2006, Lees y Higgins , 1985).

Neosaxitoxina

Los anestésicos locales alivian el dolor, evitando los efectos secundarios
sistémicos, provocados por los analgésicos y algunos opiodes. Esto hace que
este tipo de drogas sean consideradas en protocolos para el tratamiento del
dolor quirargico . Sin embargo, los anestésicos locales actuales, tienen una
duracién corta, el de mayor duraciéon de acuerdo al laboratorio farmacéutico que

lo produce y comercializa indica 6 horas, aunque la experiencia clinica indica
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que solo dura 4 horas. Esta corta duracién limita su uso, pues obliga a
inyecciones repetitivas con alta frecuencia para obtener una analgesia
prolongada. Esto demuestra la necesidad de generar nuevos anestésicos
locales pero de efecto prolongado, idealmente que duren mas de 24 horas
(Rodriguez-Navarro y col, 2007, 2009).

Con este objetivo, se han realizado varios estudios clinicos en Fase Il con
toxinas del Veneno Paralizante de Marisco que cumplan con este
requerimiento.

NeoSTX , es una tetrahidropurina termoestable, que bloquea selectivamente, y
con alta afinidad los Canales de Sodio sensibles a voltaje (Hall y col., 1990),
presenta un bajo peso molecular (316 Dalton), es hidrofilica y se encuentra
cargada positivamente (carga neta +2) a pH fisiolégico (Lagos, 1998). Estudios
in vivo (Kohane y col., 1998) e in vitro (Strichartz ,1984), la clasifican como la
mas potente de las toxinas que actian en el sitio 1. La NeoSTX interactia
reversiblemente con los Nav formando puentes de hidrégeno y de interaccion
electrostatica reversible entre el grupo guanidinium de NeoSTX y el sitio 1
(Strichartz, 1984) ubicado en lado externo de la membrana neuronal y a nivel
extracelular, bloqueando de esa forma el poro del canal sin afectar las
propiedades de apertura (Cestéle y Catterall, 2000). Se ha demostrado que
NeoSTX, administrado por via subcutanea tiene un efecto anestésico local

prolongado, llegando a 24 hrs de duracién (Rodriguez-Navarro y col., 2007).
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Por otro, lado NeoSTX no presenta cardiotoxicidad (Guo y col., 1987), lo que la
potencia como una alternativa mas segura.

La capacidad de las Toxinas Paralizantes para inducir relajacion muscular en
modelos humanos ya ha sido demostrada. En una primera instancia se realizé
la inyeccion local en el esfinter anal de 10 voluntarios sanos demostrandose, a
través de manometria ano-rectal y electromiografia, una disminucién de la
amplitud de la actividad muscular y una caida de la presion de contraccion
voluntaria méaxima del esfinter de 50% a los dos minutos de haber sido
inyectada (Garrido y col.,, 2005). En este estudio, se corroboraron los
resultados del perfil farmacocinético de la toxina; comprobandose que no se
detecta toxina en las muestras de sangre y orina de los sujetos inyectados
localmente a las 4 horas de infiltracién. El andlisis fue realizado a través de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en muestras de sangre y
orina de los voluntarios sanos (Garrido y col., 2004).

Otros derivados de las Toxinas Paralizantes, de la misma familia que forma
parte la NeoSTX, el epimero GTX2/GTX3, se han utilizado como relajante
muscular y anestésico local en el esfinter anal de pacientes con fisuras anales
agudas y croénicas, con excelentes resultados (Garrido y col., 2005, 2007). El
epimero GTX2/GTX3 genera la relajacion inmediata del esfinter anal interno y
con eso termina la isquemia de los esfinteres hiperténicos, iniciando la
epitelizacion del tejido, la cicatrizacion de la herida y por ultimo la curacion de la

patologia, sin observarse reacciones adversas a la toxina o efectos secundarios
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no deseables (Garrido y col., 2005; Garrido y col., 2007). Por esta razon, que
estas Toxinas Paralizantes se perfilan como una alternativa terapéutica, tanto
en términos de efectividad como de seguridad en multiples patologias
asociadas a hipertonia muscular y dolor en humano (Garrido y col., 2004, 2005,
2007; Lattes y col., 2009; Rodriguez-Navarro y col., 2007, 2009).

En esta Tesis se realizé un estudio en equinos de Fina Sangre con el objetivo
general de evaluar el efecto anestésico local de NeoSTX en un estudio
exploratorio descriptivo en el control del dolor, tanto agudo como crénico en
equinos con exigencia deportiva. Adicionalmente, se evalu6 el poder generar
un analgésico de aplicacion local, de duracién prolongada, por mas de 12
horas, como ya se determind en estudios clinicos en humanos (Rodriguez-

Navarro y col, 2009).
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Capitulo I

Hipotesis



HIPOTESIS

La aplicacion local de Neosaxitoxina, inhibe la sensacion de dolor en patologias

asociadas a las extremidades anteriores en equinos FSC (Fina Sangre

Carrera), evitando asi la cojera, el sintoma visible.
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Capitulo Il

Objetivos



OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto anestésico local de Neosaxitoxina, en un estudio
exploratorio descriptivo, en control del dolor tanto agudo como cronico,

en equinos con exigencia deportiva.

Objetivos especificos

e Medir la duracion del efecto anestésico de Neosaxitoxina en equinos con
patologias asociada a cojera de las extremidades anteriores.

e Determinar la dosis minima de Neosaxitoxina, como anestésico local en
los equinos con el sintoma de cojera.

e Determinar la dosis maxima de Neosaxitoxina, como anestésico local en
los equinos sin producir efectos secundarios indeseables e intoxicacion
detectable.

e Lograr un anestésico local efectivo, seguro y de efecto prolongado,

mayor de 12 horas.
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Capitulo IV

Materiales y Métodos



MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

En esta Tesis se realizé un estudio en equinos de Fina Sangre con el objetivo
general de evaluar el efecto anestésico local de NeoSTX en un estudio
exploratorio descriptivo en el control del dolor, tanto agudo como crénico en
equinos con exigencia deportiva. Adicionalmente, se evalu6 el poder generar
un analgésico de aplicacion local, de duracién prolongada, por mas de 12

horas, como ya se determiné en estudios clinicos en humanos

Poblacion

Se utiliz6 una poblacion de 16 equinos machos, de raza FSC; cuya
caracteristica en comun es cojera de tipo crénica o aguda en sus extremidades
anteriores (Tabla 1). Los criterios de exclusion incluyeron: equinos con edad
menor de 3 aflos y hembras prefiadas. Como criterio fundamental de inclusién
se eligi6 equinos mayores de 3 afios que presentaban cojera. Todos los
equinos que se describen en esta Tesis son provenientes del Club Hipico de

Chile.

31



Farmaco

Neosaxitoxina como principio activo en la cantidad requerida en microgramos,

en suero fisioldgico salino a pH 7,0 e iso-osmética, en un volumen de 1 ml.

Procedimiento de la infiltracidon local.

Se utilizaron Jeringas de 5 ml con agujas 25G. La superficie a inyectar se limpié
a favor del sentido del pelaje con alcohol y solucién yodada. Se aplicé una dosis
local de 5 ml total, esta se distribuy6 en dos infiltraciones de 2, 5 ml en la zona
anatdmica de la cuartilla en la extremidad que presentaba la cojera. La dosis
de Neosaxitoxina se presenta en ampollas de 1 ml, la cual es diluida en los
volimenes necesarios de solucidn fisiologica salina de acuerdo al nimero de

puntos a infiltrar (Figura 2).

Esta metodologia se aplic6 para equinos con patologias tipo Desmitis, fractura

de Sesamoideo, Enfermedad del Navicular y Osteitis Podal.

Para Miofibralgia la dosis se infiltr6 en la escapula (Figura 1A y 1B),
inyectandose la mitad de la dosis en el musculo supra espinoso (Figura 1C,
puntos verdes) y la otra mitad en el masculo infra espinoso (Figura 1C, puntos
azules). La infiltracion también incluyo la aplicacion en el lomo en el masculo

largo dorsal. Las dosis aplicadas van desde 160 a 300 microgramos.
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Figura 1.- Muestra los puntos de infiltracion en los equinos con la

patologia de Miofibralgia (fotografia A, By C).




Tabla 1.- Tabla Demogréafica de los pacientes equinos estudiados

Nombre Edad Patolodia
equino 6 (ID) (afios) g
1 3 Canera
2 5 Cafera
3 5 Cafera
4 4 Miofibralgia
5 4 Miofibralgia
6 4 Miofibralgia
7 5 Miofibralgia
8 . .
8 Miofibralgia
9 3 Sesamoiditis
10 45 Sesamoiditis
11 Desmitis del
5 ligamento
sSuspensorio
12 4 Fractura del
sesamoideo
13 5 Enfermedad del
navicular
14 .
55 Osteitis Podall
Tabernero 5 Ring bone
16 3 Equino control
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Figura 2.- Infiltracién en la zona lateral de la cuartilla (izquierda) y medial
(derecha), en equinos Fina Sangre de Carrera.

Métodos de medicidon del dolor

El estudio se llevo a cabo durante el afio 2012, en las dependencias del Club
Hipico de Chile. Se incluyeron 16 equinos en el estudio de esta Tesis, los
cuales fueron evaluados con los Test de Marcha y con Algometria (Fischer
1998), cumpliéndose con los criterios de inclusion descritos anteriormente. Es
importante destacar que el efecto de Neosaxitoxina, como anestésico local ya
estaba probado en estudios clinicos humanos demostrandose que es efectiva
en 100 % de los pacientes infiltrados, y que su efecto es medible y su aplicacion
segura, pues no produce efectos indeseable o secundarios de ningun tipo

(Rodriguez-Navarro y col., 2005, 2007, 2009).
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Test de Marcha

El Test de Marcha nos da una vision subjetiva de la cojera que es una anomalia
de la locomocion producida por el dolor, pérdida del control neuromuscular o
factores mecanicos restrictivos. ElI Test de Marcha, incluye una tabla de
evaluacion de la cojera que va desde el valor Cero (sin cojera) hasta un valor
maximo de 5, evaluacion maxima que corresponde a la situacién cuando el
equino No puede apoyar una de sus extremidades. Esta evaluacion la dan los

observadores de este Test (Tabla 2) (Kenneth y col, 2007)

El test comienza, sacando el equino de su corral en frio (sin ejercicio previo)
para hacerlo caminar (Marcha) en linea recta de ida y regreso
aproximadamente 20 metros. Luego se repite el ejercicio, pero esta vez con un
trote suave donde el Médico Veterinario observara y asignara finalmente la

valoracidon numérica a la cojera dentro de la escala de Test de Marcha.
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Tabla 2.- Evaluacion de los niveles de cojera en el Test de Marcha.

Parametro

Signo

Valoracién

Cojera

Cojeraimperceptible

Cojera Sutil: Dificil de
detectar e inaparente en
determinadas ocasiones
(llevando peso,
caminando en circulo o
a paso firme)

Cojera leve: Dificil de
detectar en el paseo o al
trote en linea recta pero
aparente en ciertas
ocasiones (llevando
peso, caminando en
circulo, en superficie
firmey en pendiente)

Cojera moderada:
Aparente durante el
trote en todas |las
ocasiones

Cojera marcada: Ladeo
de cabeza, paseo a
“tirones”, con pasos
cortos, balanceo de
pelvis y cabeza

Cojera evidente: Con
supresion de apoyo
total o parcial durante la
marcha o en reposo,
extremidad inmovil.
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Medicién de dolor por uso de Algémetro

Con la idea de objetivar la medicion de dolor, ademas del Test de Marcha, se
utilizé un Algémetro de presion, también denominado Dolorimetro (Figura 3).
Este es un instrumento de medicién especificamente kinésico en humanos, con
una superficie circular que transfiere la fuerza de presion a los tejidos
profundos. Permite cuantificar la variable de dolor, midiendo el umbral de
presion, que es la presion minima que el sujeto percibe como dolorosa cuando
se aplica en forma gradual y creciente (Fischer 1998). Su unidad de medicion
es Kg/cm? y cuantifica la presibn minima necesaria para estimular los
nociceptores. Basicamente, determina las modificaciones que pueda sufrir el
umbral del dolor posterior a la maniobra terapéutica o placebo. Especialmente
indicando el punto gatillo o “tigger points”, por eso es muy empleado por

profesionales con orientacion hacia las terapias kinésicas.

Figura 3.- Algometro: Instrumento Kinésico para determinar puntos de
dolor, también conocido como Dolorimetro.
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Procedimiento para el uso del Algometro

El procedimiento con Algémetro implica ejercer presion directa sobre la zona a
evaluar, obteniéndose una marca en el instrumento que se relaciona con la
presion ejercida. Se considera como respuesta positiva al dolor cuando el
equino levanta la extremidad. Se entrena a los caballos a dar una respuesta
positiva asociada al dolor, para evitar una respuesta refleja a la presion. Esto se
logra después de varias presiones basales minimas, donde el caballo deja de
responder, medicidon que corresponde a la medicion basal. El valor basal, se
mide en la extremidad no lesionada que nos sirve de control de la extremidad

lesionada.

Ahora en la extremidad lesionada, se infiltra la Neosaxitoxina en la zona de la
cuartilla (Figura 2). Se espera 5 minutos y se aplica el Algébmetro en la zona
afectada, presionando el instrumento hasta lograr la reaccién del equino, que

se muestra por un levantamiento de la extremidad afectada.
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Capitulo V

Resultados



RESULTADOS

Ring Bone (Osteoartritis)

Con el objetivo de determinar el efecto analgésico y la relacion de efecto dosis
dependiente, se utiliz6 un equino corralero denominado “Tabernero”, que
presentaba una lesidén cronica conocida como “Ring Bone” (Osteoartritis). Esta
patologia se manifiesta, por lesiones repetidas y dafio en una articulacion,
cuando el equino dafiado se sigue entrenado y usando en forma continua sin
tratar la patologia y dando el reposo correspondiente.

El entrenamiento y competicion provocan dafio en los tejidos que rodean a la
articulacion (membrana sinovial y capsula fibrosa), generando un dafio
irreversible y hasta ahora irreparable. Las lesiones implican una enfermedad
articular degenerativa, con proliferaciéon de hueso nuevo periarticular que da el
aspecto de un anillo “Ring Bone”, con el tiempo causa anquilosis. La
enfermedad es auto limitante, concluyendo con anquilosis de la extremidad
afectada.

La Figura 4, muestra dos radiografias, la Imagen A, que corresponde a una
extremidad normal sana y la Imagen B que muestra la Radiografia de
Tabernero de su extremidad lesionada. Como se puede observar, la Imagen B
muestra el dafio del Ring Bone sufrido por Tabernero y en esta vista oblicua

interna, claramente se observa la proliferacién del hueso en la superficie dorsal
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de la articulacion de la primera y segunda falange, exhibiendo la extensién del
dafio que rodea la articulacion la cual tiene una forma de “anillo”, de ahi su

nombre.

Figura 4.- Radiografia normal de la articulacion Metacarpo-falangica de un

equino sano. Vista oblicua interna (A); Radiografia con Ring Bone de la

articulacion Metacarpo-faldngica de equino corralero (Tabernero) (B).
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Determinacion efecto dosis dependiente de NeoSTX en lesidon Ring Bone

Debida a la evidente cojera del equino Tabernero, se utilizé a este paciente
para determinar el efecto dosis-dependiente de NeoSTX local vy
subcutaneamente, en la zona de la cuartilla de la extremidad anterior afectada
(Figura 4B) .Para su evaluacion, solo se utilizé el Test de Marcha, dado que en

esta etapa del estudio aun no se incorporaba las mediciones con Algobmetro.

Duracion del efecto analgésico de NeoSTX en lesion Ring Bone

La duracion del efecto se estudid en dos rangos de dosis. Desde los 5 a 50
microgramos (Figura 5 dosis bajas) y de 50 a 190 microgramos (Figura 6 dosis

altas).

La Figura 5 muestra el efecto medido en horas, indicando las horas que el
equino estuvo sin cojear versus la dosis en microgramos de NeoSTX infiltrada.
Las concentraciones de las dosis de Neosaxitoxina utilizadas van desde 5 a 50
microgramos en este experimento. Como se observa en esta Figura, a medida

gque aumenta la dosis aumenta también la duracion del efecto.

En este experimento se pudo notar que la dosis minima que producia efecto
en Tabernero, fue de 5 microgramos, efecto de proteccion que no se observo
con dosis de 3 y 1 microgramos, no produciendo efecto en la claudicaciéon
(cojera) de Tabernero. Por esta razon, se consider6 5 microgramos como la

dosis minima de NeoSTX para evitar la cojera en esta patologia, logrando un
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efecto de 4 horas. Test de Marcha utilizado, se determiné por 3 observadores,
dos de ellos Veterinarios. Por lo tanto, se considerd que la dosis minima donde
se pudo objetivamente determinar que mejoraba la marcha era de 5

microgramos, cumpliéndose con el segundo objetivo especifico de esta Tesis.

Figura 5.- Gréafico dosis efecto NeoSTX, con dosis de 5 a 50 ug, con el

Test de Marcha, para la patologia Ring Bone en un equino corralero.
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Debido a que el efecto después de infiltrar con 50 microgramos de NeoSTX
seguia incrementando, se continu6 aumentando la dosis hasta llegar a 190
microgramos. Es importante recordar que hasta antes de este estudio no

existia antecedente alguno de inyeccién de NeoSTX en equinos.
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Figura 6.- Grafico de dosis efecto de NeoSTX con dosis de 50 a 190 ug,
con el Test de Marcha, para a patologia Ring Bone en un equino corralero.
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La Figura 6 muestra el efecto de la dosis en control de la cojera (Test de
Marcha),en el equino con patologia Ring Bone.Se observé una relacién dosis
efecto, ain cuando no es una relacion lineal; con un maximo efecto con una
dosis igual a 190 ug. Los datos se ajustan a una curva exponencial.

Con la dosis de 190 microgramos se logré un efecto maximo de 120 dias.
Como se propuso inicialmente en el proyecto de esta Tesis, lo ideal que se
buscaba era lograr un efecto de duracion de mas 12 horas. El maximo efecto

(120 dias) se logro con una dosis de 190 microgramos.
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Dosis y efecto de de NeoSTX en cuatro patologias equinas

La Figura 7, se muestra el efecto de NeoSTX a dos dosis de 200 y 600
microgramos en 4 equinos que padecian 4 patologias distintas todas asociadas

a cojera de las extremidades anteriores.

Los 4 equinos fuero infiltrados igual y como se muestra en la Figura N°1. Las
patologias son: Desmitis del Ligamento Suspensor, Fractura de Sesamoide,

Enfermedad del Navicular y Osteitis Podal.

Figura 7.- Grafico dosis efecto de NeoSTX con dosis de 200 y 600 ug en
equinos de fina sangre de carrera con patologias de Desmitis del
ligamento suspensor, Fractura de sesamoide, Enfermedad del navicular y
Osteitis Podal.
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En cada caso, la dosis total fue aplicada en dos puntos, siendo entonces la
dosis aplicada por punto el 50 % de 200 y 600, respectivamente. En los equinos
donde se aplicé la dosis de 600 microgramos no se observo ningun efecto
indeseable o0 secundario, tales como incoordinacion a la marcha, cdlico
estomacal, reaccion anafilactica, irritacion en la zona, aumento de frecuencia
respiratoria y cardiaca, y sialorrea. Es importante destacar que 600
microgramos se transformaron en la dosis maxima infiltrada en un equino en
esta Tesis.

Al equino 11, con dolor en el ligamento suspensor (Desmitis) se le aplico 200
microgramos Yy su efecto duré 240 horas, determinada por el Test de Marcha.
A los tres dias de la inyeccién este caballo compitié en el Hipédromo Chile sin
problemas, llegando sin ningun tipo de cojera a la meta. Aun asi, el efecto duré
7 dias mas, logrando un total de 10 dias sin cojera.

Al equino 12, con una fractura de sesamoideo, se le inyecto los 600 ug en dos
puntos (300 pg cada uno); obteniendo una duracion de analgesia de 120 horas.
Este paciente se utiliz6 como el primero en inyectarle la dosis maxima realizada
en esta Tesis, debido fundamentalmente a la gravedad de su lesion, una
fractura Osea la cual no habia sido tratada quirargicamente. Aun asi, se logro
una analgesia de 120 horas.

Este efecto fue el menor observado, de los tres equinos inyectados con 600 g

.Este efecto menor, probablemente se debe a la severidad de su fractura.
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Al equino 13 con Enfermedad del Navicular y al equino 14 con Osteitis Podal,
se les inyecto los 600 pug en dos puntos (300 pg cada uno); donde en ambos

casos el efecto duré 504 horas, ambas determinadas por el Test de Marcha.

Dosis y Efecto de analgesia de NeoSTX en Periostitis Metacarpiana en

equinos Fina Sangre Carrera.

Otra patologia estudiada fue la periostitis metacarpiana o0 comuinmente
denominada “cafiera”. Esta afeccién es generalmente producida por una
conmocion (golpes) en equinos jovenes, donde los huesos no estan
completamente osificados y estarian involucradas micro fracturas mejor
conocidas como fracturas por estrés. En este caso se tuvo acceso a tres

pacientes que presentaron tal diagnostico.

La Figura 8, muestra la duracion del efecto a tres diferentes dosis de 200, 300
y 600 microgramos de NeoSTX en una sola patologia (Periostitis
Metacarpiana). La dosis de menor a mayor fue aplicada usando el criterio de
cronicidad de la patologia. Al equino que llevaba menor tiempo con esta lesion
se le aplicé la dosis menor y al de mayor tiempo, con la lesion se aplico la
dosis mayor. El efecto anestésico logrado tuvo relacion con la dosis aplicada,
observandose a mayor dosis una mayor duracion del efecto. EI maximo efecto

de 456 horas, se obtuvo con una dosis de 600 pg.
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Figura 8.- Grafico dosis efecto de NeoSTX, para dosis 200, 300 y 600 pug
en equinos fina Sangre Carrera con Periostitis Metacarpiana, de acuerdo

al Test de Marcha.
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La Figura 9, muestra el efecto protector de la infiltracion de NeoSTX a 200,
300 y 600 microgramos en los tres equinos anteriormente mencionados en la

Figura 8, de acuerdo a las medidas del Dolorimetro.

La Figura 9, muestra la duracion del efecto a las tres dosis (200, 300 y 600
microgramos) en los 3 equinos con Periostitis Metacarpiana. Se observa
claramente que la algometria mide significativamente el efecto analgésico,
mostrando una concordancia con el efecto protector de la cojera medido por el

Test de Marcha (Figura 8).
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El Dolorimetro, permitié cuantificar en Kg/cm? el dolor. El valor basal (barras
rojas) de los 3 equinos varia entre 2 y 3 Kg/cm?, generando un valor basal
promedio de los 2,0 Kg/cm?. Aln cuando, se trataron 3 equinos diferentes se
pudo observar un mayor efecto con la dosis mayor (600 ug), equivalente a 13
Kglcm?*

Figura 9.- Gréafico dosis efecto de NeoSTX, para dosis de 200, 300 y 600

Mg en equino Fina Sangre de Carrera con Periostitis Metacarpiana de

acuerdo a Algometria.
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Dosis y efecto de analgesia de NeoSTX en Miofibralgia en equinos Fina

Sangre de Carrera.

Otra Patologia estudiada fue la Miofibralgia, en esta patologia se tuvo acceso

a 5 equinos, siendo la patologia con mas ejemplares estudiados. Esta patologia
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presenta una inflamacion de las fascias de varios masculos, presentando una
gran extension de la zona con dolor que involucra los musculos asociados al
lomo vy a la escdpula. En general esta patologia se presenta en equinos
inmunosuprimidos, manifestado un dolor intenso y diseminado.

La Figura 10, muestra efecto de NeoSTX, en 3 dosis diferentes (150, 200 y 300)
en equinos con Miofibralgia. Como se observa en la figura, el maximo efecto
protector (504 horas) se obtuvo con una dosis de 300 pg en el equino 8.

Esta dosis también genero una respuesta importante en término de horas de
efecto, en un segundo equino (7).

Esto podria sugerir, que una mayor dosis de NeoSTX, se relaciona con una
mayor respuesta para la patologia de Miofibralgia.

Figura 10.- Gréafico de dosis efecto de NeoSTX, para dosis de 150 a 300 pug,
en equinos de Fina Sangre de Carrera con la patologia de Miofibralgia, de
acuerdo al Test de Marcha.
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Se corroboré que la Algometria, usando el Dolorimetro, es una buena
herramienta para cuantificar (Kg/cm?) el efecto protector de NeoSTX, en una
patologia compleja como es la Miofibralgia. Este grafico 11, SE muestra que el
Dolorimetro discrimina el efecto basal (barras rojas), del efecto analgésico
producido por NeoSTX (barras verdes). El efecto menor observado en los dos
altimos equinos, que ademas fueron infiltrados con la dosis de 300
microgramos, se podria explicar por la mayor cronicidad de la patologia en
estos dos pacientes los cuales llevaban meses sufriendo y manifestando el

dolor.

Figura 11.- Gréafico dosis efecto de NeoSTX, para dosis 150 a 300 pug en

equino Fina Sangre de Carrera en la patologia de Miofibralgia de acuerdo a

Algometria.
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Dosis y efecto de analgesia de NeoSTX en patologia Sesamoiditis en

equinos Fina Sangre de Carrera

La ultima patologia estudiada es Sesamoiditis, patologia que se produce
debido al gran la presion ejercida sobre la primera y segunda falange de las
extremidades anteriores durante el ejercicio rapido, provocando un desgarro de
la insercién de ligamentos suspensores y de los ligamentos distales de los

sesamoides.

En este trabajo de tesis se trataron dos equinos con esta patologia. Estos
fueron tratados a dos dosis distintas para ver el efecto de duracion. Se inyecto
300 y 600 microgramos, respectivamente. En la Figura 12, se muestra la
duracion del efecto protector (sin cojera) medido con el Test de Marcha. Con la
dosis de 300 pug se logro una duracién de 168 horas (Equino 9). Este equino
presentaba una sesamoiditis leve, donde luego de administrada la dosis pudo
regresar a las carreras sin muestra de cojera ni dolor, recuperado totalmente. El
equino 10, cuya patologia tenia una cronicidad de meses, el cual ademas
presentaba una conducta inddcil y de dificil manejo, al infiltrarse, mostré un
efecto protector que llegé a 504 horas con 600 ug, cambiando su actitud,

generando un equino ddcil y regresando a las pistas.
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Figura N° 12.- Gréfico de duracion del efecto de Neosaxitoxina (300 y 600
microgramos) en la patologia de Sesamoiditis (2 equinos). Efecto Medido

por Test de Marcha.
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En la Figura N° 13 se muestra el gréfico que cuantifica los resultados obtenidos
con la prueba de Algometria aplicada a ambos pacientes de Sesamoiditis. La
infiltracion aqui se realizé en dos puntos medial lateral de las extremidades
anteriores, cercanas a los ligamentos colaterales. Se observa que la prueba
por Algometria antes de administrada la dosis (basal) determiné para ambos
equinos 2 Kg/ cm?. La presion ejercida por el Algémetro llega a 7 Kg/cm? en el
Equino 9 pos infiltracion con una dosis de 300 microgramos de Neosaxitoxina

y el Equinol0 llega a 8 Kg/ cm? con una dosis de 600 microgramos.

54



Figura 13.- Grafico dosis efecto de NeoSTX, para dosis 300 y 600 pg en

equino Fina Sangre de Carrera con patologia de Sesamoiditis, efecto

medido por Algometria.
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Capitulo Vi

Discusion



DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio pionero a nivel nacional e
internacional permiten afirmar que la inyeccion de Neosaxitoxina como agente
analgésico local, es seguro y efectivo en equinos FSC. Se demostré que el
efecto es dosis dependiente, en todos los casos estudiados. Es decir, a mayor
dosis inyectada mayor efecto protector medido en el tiempo (sin cojera), aun
cuando no en forma lineal.

Las patologias estudiadas fueron: Sesamoiditis, Enfermedad del Navicular,
Periostitis Metacarpiana, Miofibralgia, Osteitis Podal, Rin Bone, Fractura de
Sesamoideo y Desmitis del ligamento suspensor.

Se determind que la dosis minima donde se observa el efecto anestésico local
corresponde a 5 microgramos de Neosaxitoxina, cuando esta se aplico en las
extremidades anteriores.

Cuando se afirma que se observa el efecto, se refiere a que fue medido
objetivamente bajo dos métodos:Test de Marcha y Algometria, donde la
medida es en Kg /cm?, presion tolerada por el equino, utilizando un Algémetro y
presionando en la zona lesionada. Utilizando ambos métodos se pudo
cuantificar la duracion del efecto en horas y dias.

La dosis maxima inyectada en este estudio correspondio a 600 microgramos,
la que fue tolerada muy bien por los pacientes logrando un efecto anestésico
local de hasta 504 horas. Este efecto fue la maxima duracion observada en los

5 equinos que fueron infiltrados con la dosis maxima. No se observaron efectos

57



secundarios de ningun tipo; especificamente se buscaron sintomas negativos
tales como: i falta de incoordinacion a la marcha, colico estomacal, reaccion
anafilactica, irritacion en la zona, sialorrea, aumento de frecuencia respiratoria y
cardiaca. Los unicos efectos detectados y medidos fueron la supresion de la
cojera post infiltracion y la vuelta a la cojera en el tiempo,la cual se detectaba
usando el Test de Marcha. Adicionalmente, se utilizé el Algdmetro midiendo la
reaccion del paciente frente a la presion aplicada con el instrumento.

De ambos métodos, sin duda el que present6 una relacion mas objetiva fue del
Test de Marcha, por esta razon todas las patologias estudiadas fueron las
relacionadas con cojera visible de las extremidades anteriores. Cojera
totalmente visible a lo menos por dos observadores. No hubo ningun caso
donde este sintoma no fuera totalmente visible. El efecto medible era el término
de la cojera y su duracion corresponde al tiempo transcurrido desde la inyeccién
hasta donde aparece nuevamente este signo. El 100 % de los equinos en este
estudio, fueron medidos por el Test de Marcha.

En el caso de la utilizacion del Dolorimetro, este instrumento presenté una
similar precision y correspondencia con el término de dolor y término de la
cojera, esto siempre en todas las patologias asociadas al dolor generado por
lesiones de las extremidades anteriores. En estas patologias ambos métodos
cuantitativos se correlacionaron bien.

Sdlo en el caso de Miofibralgia, se observa una diferencia. En esta patologia se

mantiene la relaciéon de los Kg/cm? medidos pre y post infiltracién por el
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Dolorimetro, es decir se mantiene el hecho de que los Kg/cm? aplicados
después de la infiltracion son mayores que la basal (pre infiltracién). Sin
embargo, a dosis mayores los Kg/cm? disminuyeron tanto en la basal como en
la post infiltracion. Aun asi, siempre se mantiene la relacion en que son
mayores los Kg/cm? en el caso post infiltracién. Es probable que esta diferencia
en relacibn al Test de Marcha se deba a la medicibn de Algometria en
musculos escapulares. Estos resultados sugieren que las lecturas con el
Algémetro se correlacionan mejor con el Test de Marcha en las patologias
asociadas a lesiones en las extremidades que con otras lesiones o patologias
como es el caso de la Miofibralgia. Esta ultima patologia no es tan localizada
y que corresponde a un area extendida, como corresponde al area anatomica
dorso lumbar.

Como experiencia pionera en la medicién del efecto anestésico en equinos
lesionados, en esta Tesis se determind que la manera mas facil y objetiva es el
método de Test de Marcha en donde la eliminacién de la cojera y la vuelta de la
cojera en los equinos con dolor, es un sintoma totalmente detectable incluso
para un 0jo menos experto.

Como los unicos estudios clinicos que estan publicados son los estudios en
humanos, podemos decir que los resultados de esta tesis corroboran y
concuerdan con estos estudios publicados con las Toxinas Paralizantes en
diferentes patologias y en su uso como anestésico local en humanos

(Rodriguez-Navarro y col., 2007, 2009). En ambos casos, en esta Tesis y en
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los estudios clinicos en humanos publicados, la dosis minima se encuentra en
el rango de los 5 microgramos. En los estudios clinicos humanos la dosis
minima se encuentra en el rango de 10 a 20 microgramos (Garrido y col.,
2004, 2007). Adicionalmente considerando la dosis maxima utilizada en este
Tesis (600 microgramos) infiltrada en equinos FSC de un peso promedio de
580 kilos, se puede calcular una dosis maxima efectiva de 1,03 microgramos
por kilo peso. En los estudios clinicos en humanos previamente publicados,
donde se ha usado la dosis mas alta (100 microgramos) (Rodriguez-Navarro y
col., 2009), considerando como un peso promedio de 70 kilos en pacientes
humanos, la dosis méaxima efectiva resulté 1,42 microgramos por kilo peso. Es
decir ambas dosis efectivas maximas se encuentra en el mismo rango de
efectividad.

En la veterinaria actual en el tratamiento de equinos con lesiones de las
extremidades anteriores los farmacos mas utilizados son: Fenilbutazona y
Bupivacaina. La inflamacion es un componente importante de la lesion y del
dolor, por esto, los AINEs son también aplicados comiunmente como parte de
una técnica analgésica balanceada, debido a sus acciones inhibitorias sobre las
enzimas ciclo-oxigenasas (COX), necesarias para la produccion de
prostaglandinas durante la respuesta inflamatoria. Se reconocen al menos 3
tipos de enzimas COX: COX-1 involucrada en funciones de homeostasis de la
mucosa gastrica, perfusion renal y funcion plaquetaria, COX-2 presente en

eventos inflamatorios, aunque también tiene un rol importante en la perfusion
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renal y reparacién gastrointestinal (Valverde y Gunkel, 2005), y COX-3
(derivado de COX-1) ,que parece estar involucrada en el control del dolor y la
fiebre a nivel cerebral (Pradilla, 2004; Blikslager y Jones, 2005).
Adicionalmente, Priigner y col., 1991, describieron una significativa disminucion
en las conductas dolorosas durante un periodo de 5 dias en caballos que
recibieron un AINE, en vez de placebo luego de una castracion.

De los AINEs utilizados, el con mayor frecuencia en medicina equina es
Fenilbutazona, la cual actia inhibiendo de manera no selectiva las enzimas
COX. El efecto analgésico de Fenilbutazona en el dolor postquirdrgico o
traumatico en caballos, es comparable al de otros AINEs. Pese a lo
anteriormente mencionado, los AINEs pueden generar una serie de reacciones
adversas, cuando se aplican en cronicidad. Esto ultimo principalmente cuando
se relaciona con la inhibicion de COX-1, tales como Ulceras gastrointestinales,
colitis, nefropatias, hemorragias y tromboflebitis. Ademas, la administracion de
Fenilbutazona en grandes cantidades, atraviesa la barrera placentaria y puede
penetrar la circulacion fetal (Lizarraga y Sumano, 1998). De acuerdo a lo
anteriormente mencionado, no se recomienda el uso de Fenilbutazona por
periodos prolongados de tiempo, ni tampoco se debe exceder la dosis de 8
mg/kg/dia (Lizarraga y Sumano, 1998).

Otra de las herramientas farmacoldgicas corresponde a la anestesia regional, la
cual es una ayuda valiosa en la practica de la medicina en los equinos para

identificar los sitios algésicos y el origen de la claudicacién. Por lo general, la
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inhibicion del dolor se realiza con la infiltracién local de un anestésico para
bloquear en forma temporal la conduccién aferente de un nervio especifico o
por medio de la instilacion intrasinovial de un agente que bloquee el dolor
articular, bursal o tendovaginal (Colahan y col., 1998). El anestésico utilizado
con mayor frecuencia es Bupivacaina (Colahan y col., 1998). La toxicidad de
Bupivacaina se manifiesta fundamentalmente a nivel de SNC, y son
responsables de diferentes manifestaciones que van desde una ligera
depresion y somnolencia, hasta episodios convulsivos de diversa intensidad y
duracién (Otero, 2006). Bupivacaina posee un pKa de 8,1 y se une en mas de
un 80% a las proteinas plasmaticas, de ahi su alta dosis. Su efecto dura
alrededor de 20 minutos en equinos, y tiene un periodo de accién que puede
extenderse hasta las 6 horas para el bloqueo motor y hasta 10 horas para el
bloqueo sensitivo cuando se emplea al 0,5 %. Adicionalmente, Bupivacaina es
cardiotoxica (Otero, 2006). Su uso farmacéutico comprende aplicaciones
locales a diferentes concentraciones para promover blogueos nerviosos
centrales y periféricos (Lees, 1985).

El mecanismo de accion a nivel molecular de Neosaxitoxina, corresponde a un
bloqueo selectivo del poro exterior del canal de sodio dependiente de voltaje,
interrumpiendo la despolarizacién de las células excitables (Catterall, 2000).
Como resultado, estos compuestos pueden evitar la propagacion del potencial
de accion e interrumpir la comunicacion neural, cuya expresion clinica es la

pardlisis flacida de la zona inervada. Adicionalmente, al aplicarlo localmente se
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bloquea no sélo la neuronas periféricas motoras responsables de la paralisis,
también se blogquean las neuronas sensoriales que son las responsables de la
transmision del dolor hacia el SNC, es aqui donde se manifiesta también el
efecto analgésico. Ambos efectos, se manifiestan conjuntamente al aplicar este
farmaco localmente.

Si comparamos Neosaxitoxina, el anestésico local probado en esta Tesis, la
cual presenta un mecanismo molecular totalmente distintos a ambas drogas
mencionas anteriormente, podemos ver que a dosis del orden los microgramos
se obtienen respuestas de hasta 504 horas de efecto analgésico, y usando
dosis de hasta 600 microgramos en equinos, no se observaron efectos toxicos
a nivel nervioso y tampoco cardiovascular. Las toxinas paralizantes han
demostrado no ser cardio y tampoco neuro téxicas en humanos (Andrinolo y
col., 1999; Garrido y col.,, 2004, 2005, 2007; Lattes y col., 2009; Rodriguez-
Navarro y col., 2007, 2009).

En esta Tesis, se demuestra que Neosaxitoxina a dosis muy bajas
(microgramos) producen efecto anestésico local mas prolongado que los dos
farmacos mas utilizados en veterinaria en equinos, sin los efectos secundarios
indeseados, no mostrando las toxicidades a nivel del SNC y cardiovascular ya

descritas para Bupivacaina y Fenilbutazona (Lizarraga y Sumano, 1998).
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Conclusiones
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CONCLUSIONES

1. Se demuestra que el uso de Neosaxitoxina, para fines terapéuticos en
equinos FSC, es efectiva y segura usada en el rango de 5 a 600
microgramos.

2. Se demuestra que Neosaxitoxina es un anestésico local de_efecto
prolongado, siendo efectivo hasta 504 horas a la dosis de 600 microgramos.
En esta Tesis se genera un anestésico local de larga duracién para equinos.
Anestésico local hasta ahora no existente en el manejo de dolor en la
veterinaria actual.

3. Se demostrd que Neosaxitoxina es capaz de inhibir la sensacién de dolor
en equinos FSC, y de esa manera eliminar la cojera.

4, Neosaxitoxina produce un efecto anestésico local que es dosis
dependiente, como cualquier farmaco. Efecto que se observa en lesiones
agudas como en patologias cronicas.

5. Se determin6 en 5 microgramos la dosis minima para visualizar el efecto
de inhibicién de dolor utilizando el Test de Marcha para cuantificar.

6. En esta Tesis, se utilizO como mayor dosis 600 microgramos, sin
producir efectos secundarios tales como: incoordinacién a la marcha, célico
estomacal, reaccion anafilactica, irritacion en la zona, sialorrea, aumento de

frecuencia respiratoria y cardiaca.
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7. Se determin6 como dosis mayor efectiva en equinos FSC de peso

promedio de 580 Kkilos, la dosis de 1,034 microgramos por kilo peso.
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Tesis



Proyecciones de la Tesis

A partir de este estudio exploratorio y pionero deberia surge una linea de
investigacion que se focalizara en estudios cada una o las principales
patologias individualmente probadas en esta Tesis, en un mayor numero de

equinos.

Por otra parte, seria interesante estudios a dosis mayores a las estudiadas y
efectos toxicos, de manera de optimizar la dosis maxima no toéxica para cada

patologia.
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