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RESUMEN

La osteoartritis (OA) es una de las principales patologías asociadas al dolor crónico y a

pesar de décadas de estudio, todavía se desconocen muchos aspectos clave de su

fisiopatología, lo que impulsa a seguir investigando opciones terapéuticas capaces de

controlar el dolor de manera eficaz y segura. El uso de modelos experimentales de OA

sigue siendo una de las alternativas más útiles para la comprensión tanto de la

etiopatogenia de la OA como para el desarrollo de posibles biomarcadores y

tratamientos. A pesar de la utilidad de los modelos experimentales en el avance del

conocimiento de la OA, no existe un modelo o procedimiento técnico único que nos

permita estudiar en él la gran variedad de cambios estructurales y sintomáticos que

suceden en el paciente a lo largo de su enfermedad. No obstante, hoy en día

disponemos de modelos y técnicas para la evaluación del dolor que nos permiten

comprender los mecanismos que subyacen en la OA, así como comprender y explorar

nuevas oportunidades terapéuticas para su control más eficaz y seguro.
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ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is one of the main pathologies associated with chronic pain, and

despite decades of study many key aspects of its pathophysiology are still unknown,

which contributes to continuing to investigate therapeutic options capable of

effectively and safely controlling pain. The use of experimental models of OA continues

to be one of the most useful alternatives for understanding both the etiopathogenesis

of OA and for the development of possible biomarkers and treatments. Despite the

usefulness of experimental models in the advancement of knowledge of OA, there is

no single model or technical procedure that allows us to study in it the great variety of

structural and symptomatic changes that occur in the patient throughout his illness.

However, today we have models and techniques for pain assessment that allow us to

understand the mechanisms underlying OA as well as to understand and explore new

therapeutic opportunities for its more effective and safe control.
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INTRODUCCIÓN

La osteoartritis (OA) es una patología crónica, caracterizada por deterioro articular,

modificación del hueso subcondral, la aparición de osteofitos y aumento del líquido

sinovial, lo que contribuye a un daño progresivo de la articulación, limitación funcional

y dolor (1). La enfermedad afecta con mayor frecuencia a las articulaciones de las

rodillas, manos, pies y columna, y es relativamente común en las articulaciones de los

hombros y la cadera (2,3). Se estima que, a nivel mundial, el 9,6 % de los hombres y el

18,0 % de las mujeres con edad por encima de los 60 años tienen síntomas de OA, lo

cual significa que cerca de 242 millones de personas padecen los síntomas de la OA,

principalmente en la cadera o rodilla (2,4). Aunque está asociada al envejecimiento,

existen otros factores que también están implicados en su desarrollo, como son la



obesidad, falta de ejercicio, predisposición genética, traumatismos, lesiones y sexo (2).

Además, es una de las causas más comunes de incapacidad en adultos en el mundo

occidental, solamente por detrás de las enfermedades cardiovasculares (2,3,5), lo que

conlleva un enorme consumo de recursos económicos y sanitarios. Por todo ello,

podemos decir que la OA es una de las enfermedades crónicas más importantes que

afectan al hombre.

A pesar de décadas de estudio, todavía se desconocen muchos aspectos de la

fisiopatología de la enfermedad, y no disponemos de tratamientos que sea capaces de

frenar la degeneración articular. Los tratamientos se dirigen principalmente al manejo

del dolor, si bien, estos tratamientos no siempre alcanzan un alivio efectivo y

presentan importantes efectos secundarios (6,7). Por lo tanto, es evidente la necesidad

de desarrollar nuevas alternativas terapéuticas capaces de frenar la degeneración y

que permitan un manejo adecuado del dolor. Sin embargo, el curso natural de la

enfermedad, normalmente lento y heterogéneo (8) y la presentación tardía de los

síntomas clínicos dificulta el estudio de los cambios moleculares y estructurales en la

articulación (9), lo cual, sumado a la falta de conocimiento de los mecanismos que

subyacen en el desarrollo del dolor crónico asociados a la degeneración articular (3)

complican el manejo de esta patología.

Entre los procedimientos que existen para mejorar el conocimiento de esta

enfermedad, disponemos de los modelos experimentales para el estudio de la OA.

Aunque no existe un modelo desarrollado en animales que pueda responder a todas

las preguntas que plantea la OA (10,11), sí que existen distintos modelos animales que

nos pueden ayudar a entender muchos de los mecanismos implicados que se asocian a

los cambios patológicos que ocurren durante el inicio y la progresión de la enfermedad

(12). De hecho, el empleo de modelos animales para mejorar la comprensión de la

fisiopatología de la OA y el desarrollo de nuevas herramientas de diagnóstico y

terapéutica ha jugado un papel fundamental en el pasado y siguen siendo

imprescindibles en la actualidad.

MODELOS EXPERIMENTALES DE OSTEOARTRITIS



De manera general, un modelo experimental desarrollado en animales intenta

reproducir una enfermedad o parte de ella de manera similar a su presentación en

humanos. El objetivo es mejorar el conocimiento de los fundamentos fisiopatológicos

que subyacen en la enfermedad y la búsqueda de nuevas aproximaciones terapéuticas,

además de explorar mecanismos de acción de fármacos en uso. Para que todo esto sea

posible, los modelos experimentales deben tener validez científica. Nestler y Hyman,

2010, proponen unos criterios para juzgar la calidad de un modelo experimental

animal y proponen tres tipos de requisitos: validez de constructo, aparente y

predictiva. La validez de constructo se logra cuando al reproducir los factores de riesgo

de la enfermedad en humanos, se obtienen cambios neuroanatómicos y bioquímicos

presentes en la misma (13,14); la validez aparente se alcanza si un modelo simula las

anormalidades bioquímicas, neuroanatómicas y de comportamiento presentes de la

enfermedad (13,14) y finalmente la validez predictiva, propone que el modelo debería

reproducir los efectos que un fármaco produce en los pacientes afectos de tal o cual

patología. Asimismo, una condición será que un fármaco o procedimiento terapéutico

con eficacia probada en pacientes también ofrezca respuestas similares en el modelo o

al menos equivalentes, por otro lado, fármacos que no ofrezcan soluciones en

humanos no debe dar respuesta tampoco en el modelo (13,14).

Lo que hemos visto hasta ahora son generalidades de los modelos experimentales en

animales, ahora nos adentraremos en los específicos para OA.

Respecto a las especies empleadas para el desarrollo de los modelos de OA, destacan

principalmente la rata y el ratón, aunque también se han empleado cobayas y conejos.

El mayor uso de estas especies frente al empleo de otras especies mayores se debe a

su pequeño tamaño, fácil mantenimiento en estabulación, menor coste tanto para su

adquisición como para su mantenimiento, sin olvidar la importancia capital de las

cuestiones éticas. Sin embargo, también se emplean perros, ovejas, cabras y caballos.

De hecho, el perro es la especie animal que mejor reproduce la patogénesis y el dolor

como síntoma predominante en relación con el dolor en humanos, además su

respuesta a los tratamientos los convierte en un modelo con alto valor predictivo (15),

haciendo que sea con diferencia la especie dentro de los animales mayores más

empleada en el estudio de la OA (16).



Los modelos animales utilizados para el estudio de la OA se dividen en relación con su

origen en: espontáneos, donde se incluyen los modelos naturales y las líneas

modificadas genéticamente, y los inducidos, bien por manipulación quirúrgica o por

administración intraarticular de una sustancia química.

Modelos espontáneos

En estos modelos, la patología se presenta de manera lenta y progresiva imitando el

curso natural de la OA en humanos. Los ratones, conejos, cobayas cerdos, perro, oveja

y caballo pueden desarrollan de manera natural OA, si bien la especie más

comúnmente empleada es el cobaya Dunkin Hartley (17). Esta cepa de cobaya

desarrolla OA de manera espontánea, asociada al envejecimiento, principalmente en

rodilla, aunque también se presenta en otras articulaciones. En esta cepa, los cambios

histológicos asociados a OA debutan a los 3 meses de edad alcanzando una severidad

de moderada a grave a los 18 meses (18).

Los modelos espontáneos tienen la ventaja de desarrollar OA asociada a la edad, de

manera similar a la presentación en humanos, sin embargo, esta circunstancia exige un

periodo experimental largo, exponiendo a los animales a un mayor número de factores

intervinientes en la propia enfermedad y aumentando la variabilidad, por lo que

requieren un mayor número de animales para que los resultados experimentales

tengan la validez necesaria. El empleo de un mayor número de animales durante más

tiempo supone una mayor inversión no siempre deseable según el medio e institución

de investigación (10,19). Otra desventaja de estos modelos es que la patología se

presenta cuando los animales tienen ya una edad avanzada, la cual se asocia a un

comportamiento natural más letárgico, y en muchos casos asociados a estados de

obesidad, de manera que esto los convierte en sujetos experimentales deficientes para

estudios de comportamiento en general y de dolor en particular (17).

Modelos transgénicos



En las últimas décadas la ingeniería genética ha revolucionado todos los aspectos de la

investigación biomédica. El desarrollo de líneas transgénicas de animales nos permite

evaluar la implicación de uno o varios genes en la patogénesis de muchas

enfermedades incluyendo la OA (19-21). De esta forma, podemos identificar proteínas

que pudieran estar implicadas en su inicio y desarrollo lo cual a su vez resulta clave

para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Sin embargo, no debemos

olvidar que en muchas patologías como la OA, normalmente existe una implicación

poligénica, lo que complica el hecho de obtener resultados directamente extrapolables

a otras especies animales y lógicamente al ser humano.

Modelos asociados a la obesidad

Otro tipo de aproximación dentro de los modelos espontáneos es el modelo de OA

asociado a la obesidad (22). La obesidad se asocia a un estado de inflamación crónica y

a la liberación de numerosos mediadores proinflamatorios, lo cual, sumado al

sobrepeso soportado por las articulaciones, determina el desarrollo de OA.

La obesidad se asocia principalmente a la OA de rodilla, cadera y manos (23,24). En

este sentido, estudios preclínicos han señalado que ratones alimentados con dietas

altamente calóricas durante 45 semanas sufrieron cambios asociados con la OA como

puede ser la pérdida de proteoglicanos, menor capacidad músculo esquelética e

hiperalgesia térmica (25,26). Si bien este modelo tiene la ventaja de incluir factores de

riesgo en el desarrollo de la OA similares a los que pueden presentarse en algunos

humanos, sin embargo, igual que los modelos espontáneos tradicionales, suponen una

inversión importante de tiempo en su desarrollo, repercutiendo en un mayor coste del

estudio. Además, debido a la menor sensibilidad de los individuos obesos a los

estímulos dolorosos (27) no constituyen un modelo fiable en extremo para evaluar

dolor.

Modelos inducidos



En todos los modelos de dolor inducidos en los que tengamos que producir una lesión

que generará dolor, esta lesión se realizará únicamente de manera unilateral, ya que

según se establece en la legislación vigente y las guías éticas para los modelos de

dolor, agudos o crónicos en animales conscientes, estos se expondrán siempre al

mínimo dolor necesario para alcanzar los objetivos del experimento (Zimmermann,

1985) (28).

Existen numerosas técnicas para producir un daño en la articulación que conlleve al

desarrollo de OA aplicables a diferentes especies; todas ellas tienen una serie de

ventajas y limitaciones y han sido ampliamente revisadas (29-31). De manera general

se agrupan en modelos de inducción química por inyección intraarticular, inducción

quirúrgica e inducción postraumática no invasiva.

Inducción química por inyección intraarticular

Se han empleado muchos agentes químicos tales como, colagenasa, carragenina,

coadyuvante de Freud (19,20), los cuales han sido interesantes para el estudio del

dolor inflamatorio; sin embargo, no aportaban una información relevante sobre la

contribución del dolor en la OA (3). Por ello, en las últimas décadas para el desarrollo

de OA en modelos animales, las sustancias más empleadas son el yodoacetato

monosódico (MIA) y el ácido lisofosfatídico (LPA) (17). Estos modelos tienen la ventaja

de evitar la cirugía y los riesgos de infección asociados, además son fácilmente

reproducibles. Sin embargo, debido al rápido desarrollo de los procesos degenerativos

no es un buen modelo clínico para el estudio de la OA espontánea ni postraumática

(12), pero sí resultan interesantes para el estudio de los mecanismos subyacentes en el

dolor y el ensayo de nuevas terapias en OA (19).

Yodoacetato monosódico (MIA)

La inyección de MIA intraarticular produce la activación de procesos inflamatorios, así

como la inhibición enzimática de la glucolisis en los condrocitos, que acabará

conduciendo a la muerte de estos y la consecuente degeneración del cartílago. Este



proceso, junto con la modificación del hueso subcondral y la aparición de osteofitos,

conlleva al desarrollo de un daño articular que imita al que se presenta en el estadio

final de la OA en humanos (3). Este modelo se desarrolla principalmente en ratas,

aunque también se han empleado otras especies de roedores; la rodilla es la

articulación de elección para este modelo, y en menor grado la cadera o tobillo.

Podemos diferenciar dos fases según la naturaleza del dolor generado: la primera de

tipo inflamatorio y la segunda que incluye un componente neuropático. Este es el

modelo de OA más empleado en el estudio del dolor asociado a esta patología (32,33).

El método más empleado para su valoración es analizando la respuesta aversiva a un

estímulo mediante el test de von Frey, si bien, también se han empleado otros

métodos más sofisticados, como es el registro electrofisiológico.

Ácido lisofosfatídico (LPA)

Está descrito un aumento del nivel de LPA en líquido sinovial de articulaciones de

pacientes con OA y además este incremento se correlaciona con la severidad de la OA

(34). El LPA es un lípido bioactivo que puede unirse a receptores acoplados a proteínas

G y media numerosas funciones. Algunas de estas funciones están directamente

implicadas en el desarrollo de la OA, como son la secreción de citoquinas

proinflamatorias, TNF-α, IL-1β e IL-6 (35) o bien favorecen la formación de vasos

sanguíneos en la sinovial y cartílagos articulares, mecanismos que contribuyen a

aumentar la inflamación y la pérdida de la funcionalidad (36,37).

La administración intraarticular de LPA en rata conduce al desarrollo de lesiones

similares a las presentadas en la OA en humanos, además produce un importante daño

en las vías nerviosas aferentes de la articulación, que conllevará al desarrollo de dolor

neuropático de manera similar al que presentan algunos pacientes de OA, haciendo de

este modelo el indicado para el desarrollo de terapias para el control del dolor

neuropático en pacientes de OA (17).

Inducción quirúrgica



Existen numerosas técnicas quirúrgicas para inducir OA, la articulación de elección es

la rodilla y los principales procedimientos que se emplean para su desarrollo son la

meniscectomía total o parcial, el desgarro meniscal y la sección del ligamento cruzado

anterior o del cruzado posterior (16). El objetivo de todas estas técnicas es

desestabilizar la articulación, de manera que, al alterar el mecanismo articular junto a

la activación de los procesos inflamatorios, produzcan la degeneración del cartílago, la

remodelación del hueso y dolor, reproduciendo así las principales lesiones y síntomas

de la OA (16).

Estos modelos están orientados principalmente a la reproducción de OA

postraumática, donde los mecanismos moleculares implicados pueden diferir de los

involucrados en la OA asociada a la edad (38). Son modelos fácilmente reproducibles

y tienen un rápido inicio y desarrollo (8), si bien el rápido curso de su evolución ofrece

poco margen para observar respuestas a las intervenciones terapéuticas (29). Por otro

lado, se ha descrito que estas respuestas pueden diferir dependiendo de la técnica

quirúrgica seleccionada, lo que le resta potencia traslacional como modelo

experimental de OA (39).

Inducción no invasiva postraumática

Estos modelos reproducen una lesión articular sin necesidad de inyección intraarticular

o intervención quirúrgica, eliminando así la posibilidad de infección e inflamación

secundaria. El daño mecánico en la articulación se logra mediante distintos dispositivos

y técnicas sin producir lesión en la piel de los animales, de un modo similar al daño

articular postraumático producido en personas jóvenes. Las especies más empleadas

para desarrollar este modelo son el ratón y el perro. Las técnicas empleadas incluyen la

fractura de la meseta tibial intraarticular y la compresión cíclica del cartílago articular

tibial en ratón y la realización de un impacto en la articulación femororrotuliana en el

perro. Estas técnicas aportan la ventaja de su reproducibilidad y precisión, eliminando

los posibles artefactos que se pueden presentar con las técnicas invasivas, por lo que

se emplean principalmente para el estudio de la patogénesis de la OA y la inflamación

sistémica que se puede presentar en el curso de la enfermedad (40). El aspecto



negativo de este modelo es que los resultados experimentales pueden verse influidos

por numerosos factores, tales como la edad, sexo o cepa utilizada, restándole parte de

la reproducibilidad señalada. Además, requiere equipamiento especializado y personal

bien entrenado para su valoración (41).

EVALUACIÓN DEL DOLOR EN LOS MODELOS ANIMALES DE OSTEOARTRITIS

Dada la naturaleza de la enfermedad, una importante parte de las investigaciones que

se realizan en OA ponen el foco de atención en los cambios histológicos que se

producen en la articulación en el curso de la enfermedad, así como los mecanismos

que lo median. Sin embargo, es necesario recordar que el dolor crónico articular es el

síntoma principal de la enfermedad y la causa que más afecta al normal desarrollo de

la vida de los pacientes (17). El dolor se asocia normalmente al movimiento o al

soporte del propio peso corporal (5). Por ello, debido a su importancia clínica y la

complejidad de los mecanismos moleculares que intervienen en su desarrollo,

convierten al dolor crónico en un objetivo de especial interés (38).

En el caso de la OA, parece que los mecanismos patofisiológicos involucrados en el

dolor pueden diferir dependiendo del grado de desarrollo de la enfermedad, por lo

que es esencial estudiar la implicación de este en las diferentes fases de la misma. Por

ello, aunque todos los modelos de OA presentan dolor en algún momento de la

enfermedad, parece que cobra importancia el desarrollo de modelos animales que

presenten un curso de la enfermedad lento y progresivo, tal como se presenta en los

pacientes, y que nos permita entender la participación de este síntoma a lo largo de la

misma (3).

En el abordaje del estudio de la respuesta dolorosa en modelos animales, hay que

tener en cuenta que la mayor parte de ellos han sido diseñados con el objetivo de

evaluar aspectos muy específicos y, sobre todo, se han elaborado de manera que se

puedan cuantificar o registrar determinados comportamientos que son el resultado de

una respuesta del animal ante un input nociceptivo. Estos modelos incluyen la

evaluación de la dimensión sensorial y olvidan en cierto modo la dimensión afectivo-

emocional inherente a la experiencia de dolor en humanos y, muy probablemente, en



animales. Si bien, en los últimos años se han diseñado test de comportamiento que

nos permiten obtener una aproximación del componente afectivo-emocional en los

animales de experimentación.

Los test o pruebas empleadas para la evaluación del dolor tienen que cumplir los

siguientes requisitos:

 Especificidad. El estímulo debe tener naturaleza dolorosa (especificidad del input

nociceptivo) y la respuesta obtenida debe ser desencadenada por esta entrada

(especificidad del output nociceptivo).

 Sensibilidad. La respuesta debe ser cuantificada y se correlaciona con la

intensidad y el tipo de estímulo, así como las manipulaciones farmacológicas.

 Fiabilidad. Los resultados deben ser consistentes y estables cuando se repite

incluso cuando exista una pequeña variabilidad entre los sujetos.

 Reproducibilidad. Los resultados deben ser reproducibles dentro y entre

laboratorios.

Los métodos para estudiar la conducta asociada al dolor en modelos animales de OA

se basan principalmente en la evaluación de la respuesta dolorosa frente a un

estímulo, lo que sería una respuesta evocada, pero también a través de la conducta

dolorosa no evocada por estímulos. Además, disponemos de otras herramientas

objetivas, como son los estudios electrofisiológicos, que constituyen una poderosa

herramienta para comprender la implicación de las vías nociceptivas a lo largo del

proceso.

Evaluación de la respuesta dolorosa a un estímulo. Dolor evocado

En estos modelos animales vamos a evaluar la presentación y grado de alodinia e

hiperalgesia tras la estimulación nociceptiva. En este sentido, definimos alodinia como

la percepción dolorosa frente a un estímulo no nocivo o que normalmente no

desencadena dolor, e hiperalgesia como el aumento de la percepción dolorosa por

estímulos nocivos que habitualmente desencadenan dolor. De esta forma, un mismo

estímulo puede servir para evaluar alodinia o hiperalgesia dependiendo de la



intensidad del mismo. Pero hay que tener en cuenta que, en animales sensibilizados,

un mínimo estímulo nocivo puede causar un dolor intenso.

En los modelos animales de OA de tipo inducido, aunque presentan la lesión de

manera unilateral, la respuesta al estímulo se evalúa sobre ambos miembros

posteriores, lo cual nos permite comparar los resultados de la pata ipsilateral con la

contralateral del propio animal, teniendo de esta forma un control interno del

experimento (42).

Desde el punto de vista ético, en este tipo de estudios es imprescindible establecer

claramente un límite en intensidad y tiempo de exposición al estímulo; es lo que

denominamos punto final o cut off. De esta forma, en caso de que el animal no

presente respuesta al estímulo, o esta sea retardada, no lesionaremos los tejidos ni

infligiremos un sufrimiento innecesario al animal. La mayoría de los equipos

empleados nos permite fijar este límite para no sobrepasarlo.

Dependiendo del tipo de estímulo empleado podemos dividirlo en mecánico y térmico.

 Estímulo mecánico. En estos test se evalúa la hipersensibilidad a los estímulos

mecánicos, las respuestas observadas sugieren que se produce una

sensibilización periférica en el curso de la OA. Los test más empleados para su

evaluación incluyen el test de Von Frey y el test de retirada de la pata:

 Test de Von Frey. El test de von Frey se utiliza para testar la presencia de

hiperalgesia y alodinia mecánica en rata y ratón (33,43,44). El test consiste

en aplicar una misma presión sobre la pata del animal, con una serie de

filamentos con una fuerza de flexión o rigidez creciente, conocidos como

filamentos de Von Frey. El rango de fuerza de flexión de los filamentos va

desde los 0,008 hasta los 300 gramos. Para realizar la evaluación se coloca

al animal en un recinto de metacrilato, colocado sobre una rejilla de metal

de forma que se tenga libre acceso a la superficie plantar. Una vez que el

animal se ha habituado al espacio y se encuentra relajado, se le van

aplicando los filamentos de manera perpendicular a la superficie plantar

hasta que se doblan, se aplican en orden creciente hasta que el animal

retira la pata (45).



Existe una versión electrónica del test de Von Frey que consiste en el

empleo de un estesiómetro plantar. Este dispositivo consta de un

estimulador táctil, que no es más que un filamento de acero rígido

dispuesto verticalmente y conectado a una unidad electrónica de control

(Figura 1). Para realizar la evaluación se sitúa al animal de forma similar a la

versión manual y, una vez que el animal se ha relajado, se coloca el

estimulador táctil debajo de la pata. En este momento se acciona el equipo

y de forma automática el filamento se eleva, ejerciendo una fuerza de

presión que se incrementa de forma gradual de 0 a 50 gramos durante un

periodo de 0 a 20 segundos, hasta que el animal retira la pata o se alcanza

el tope de fuerza establecido. La fuerza a la que se presenta la respuesta se

registra automáticamente.

 Test de retirada de la pata trasera.

Este test también conocido como test de presión de la pata ha sido muy

usado en el campo del dolor y fue descrito por primera vez por Randall y

Selitto en 1957 (46). Este test evalúa la hiperalgesia mecánica y consiste en

aplicar una fuerza creciente sobre la superficie dorsal de la pata trasera. Se

emplea principalmente en rata y son necesarias varias sesiones de

entrenamiento para que el animal acepte la inmovilización requerida. Una

vez que tenemos al animal inmovilizado, se le extiende la pata y se coloca

en el dispositivo. La pata se coloca entre una superficie plana, sobre la que

se apoya la zona a presionar y la punta del dispositivo que ejerce la fuerza.

El test se inicia aplicando una fuerza en 30 g de presión, considerada una

presión nociva, y se aumenta gradualmente de forma automática hasta

que el animal retira la pata o vocaliza, considerando esta respuesta como

una señal de dolor intenso. Esto ocurre en pocos segundos, y en este

punto, se registra la fuerza en la que los animales retiran la pata. Es un test

muy empleado cuando queremos evaluar el efecto analgésico de los

fármacos, de manera que un fármaco que presente propiedades

analgésicas aumentará dicho umbral en los modelos de OA (47).



 Estímulo térmico. Permite evaluar el umbral nociceptivo frente a un estímulo

térmico en las patas del animal y se han demostrado eficaces para evaluar la

hiperalgesia térmica al calor e hiperalgesia y alodinia al frío en modelos

preclínicos de OA. Entre los test más empleados se incluyen el Hot plate test,

Hargreaves test (44), Cold plate test (48) y test de la acetona (49).

 Hot plate test. Hot plate test o test de la placa caliente se puede usar en

rata y ratón (50). Los animales se colocan sobre una placa metálica y se

mantienen retenidos sobre ella gracias a un cilindro de metacrilato (Figura

2). La placa metálica se puede mantener a temperatura constante,

normalmente entre 50 y 55 °C, y se registrará el tiempo de latencia o usar

una rampa creciente de temperatura empezando por una temperatura no

perjudicial, por debajo de 42 °C, registrando en este caso la temperatura a

la que se presenta una respuesta aversiva al estímulo (51). Esta respuesta

se inicia con retirada de las patas delanteras y lamido de las palmas de las

manos para posteriormente realizar la retirada de las patas traseras y

lamido de las palmas de los pies, considerando la presentación de

respuesta sobre las patas traseras como el indicador nociceptivo a

considerar (50). También es frecuente la presentación de posturas

anómalas o saltos (52).

 Test de Hargreaves. Este test se ha empleado para evaluar la capacidad

analgésica de diversos fármacos en modelos preclínicos de OA (44) y se

puede desarrollar en ratón o rata. Para su realización utilizamos un

dispositivo con el que podemos dirigir un estímulo de calor doloroso

infrarrojo o radiante (53), para ello colocamos al animal sobre una

superficie de cristal dentro de un recinto de metacrilato (Figura 3). Una vez

que el animal se ha habituado, se coloca la fuente de calor debajo del

animal y se apunta a la superficie plantar de la pata trasera y medimos el

tiempo de latencia de retirada de la pata. La intensidad de la fuente de

calor debe ser tal que induzca una latencia de 10-12 segundos en un animal

naive, ya que se considera que esta intensidad permite evaluar alodinia e

hipoalgesia térmica en los modelos de dolor (51).



 Thermal Probe test. El test de sonda térmica es similar al anterior, solo que

en vez de usar un haz de luz utiliza una sonda térmica que se aplica sobre la

pata trasera del animal. Para realizarlo se coloca al animal en un recinto de

metacrilato sobre una rejilla metálica, para tener libre acceso a las patas

traseras. Una vez que el animal se ha habituado, aproximamos la sonda a la

pata trasera del ratón donde la sonda desarrollará un gradiente creciente

de temperatura que va desde la temperatura a la que se encuentre en la

habitación hasta los 60 °C, con un incremento de temperatura de 2,5 °C por

segundo, estableciéndose como punto final de la prueba la temperatura

máxima indicada. El equipo registrará la temperatura en el momento que

la pata del animal se retira de la sonda o se alcanza el límite establecido. La

ventaja que presenta frente a otros sistemas es que requiere un menor

tiempo de habituación al sistema retenedor, pero de momento solo está

validado en ratón (54).

 Cold plate test. En este test se puede evaluar fácilmente la respuesta

dolorosa frente a un estímulo térmico inocuo y nociceptivo dependiendo

de la intensidad empleada (51). Para su evaluación colocamos al animal

dentro de un recinto de metacrilato sobre una placa fría (Figura 4), y

medimos el número de sacudidas de la pata afectada en un tiempo

determinado, así como el tiempo de latencia en manifestar una respuesta

aversiva al estímulo. Los comportamientos observados pueden incluir

sacudidas, saltos o lamidos de la pata, en algunos casos también se puede

observar que el animal deja caer el peso sobre la pata sana evitando

apoyarse sobre la pata dañada (51).

 Test de evaporación de la acetona. Este test se puede desarrollar en rata y

ratón gracias a la conducta asociada al dolor que desarrollan los animales

con OA al evaporarse la acetona sobre la superficie de la piel (55). Para

realizar este test, el animal es colocado individualmente en un recinto de

metacrilato sobre una rejilla elevada para tener acceso a las patas traseras.

Una vez que el animal se ha habituado al recinto se aplicará con una pipeta

o con un spray una gota (100 µl) de acetona sobre la pata. La medida se



realiza 4 veces, aplicando la acetona en cada pata trasera, ipsilateral y

contralateral, en intervalos de 5 minutos y se registra la respuesta en

función de una escala establecida: 0, no respuesta; 1, retirada de la pata; 2,

sacudida de la pata; 3, sacudida repetida o lameteo de la pata. En función

de la respuesta media observada podemos valorar de forma objetiva el

nivel de dolor. La hipersensibilidad al frío vendrá indicada por un aumento

de respuesta en los animales con OA que tienen la neuropatía establecida

(49).

Dado la escasa aplicación traslacional que han presentado los resultados obtenidos

con los métodos anteriores, se ha hecho necesario incorporar nuevos test en la

evaluación de la respuesta asociada al dolor. En este sentido, la evaluación de la

respuesta dolorosa en ausencia de estímulos nociceptivos ha dado resultados más

satisfactorios en la aplicación clínica.

Evaluación del dolor en roedores basados en alteración en la marcha y el apoyo

Aunque de forma general estos test evalúan el dolor evocado debido al estímulo

mecánico provocado por el soporte de su propio peso o la marcha, también pueden

evaluar otras conductas más complejas asociados al comportamiento de protección

del miembro lesionado (56). Entre estos test encontramos los siguientes:

 Prueba de carga dinámica (Dynamic weight bearing test). Este test se realiza

con un dispositivo electrónico capaz de medir el peso de apoyo de cada una de

las cuatro extremidades en libre movimiento (57). Para ello se coloca al animal

en una caja de metacrilato cuyo suelo está cubierto por una alfombra tapizada

de microsensores que registran el peso y la superficie de apoyo de cada una de

las patas del animal (Figura 5a). La captura de los datos está sincronizada con una

captura de vídeo que permite reevaluar los resultados y corregir los posibles

errores del software de posicionamiento del animal (Figura 5b). En esta situación

se observará una reducción del peso de apoyo de la extremidad afectada,

permitiendo comparar el peso de apoyo de la pata afectada, ipsilateral frente a



la contralateral.

 Análisis de la marcha (Gait analysis). El análisis de la marcha nos permite

analizar cambios en la posición y el movimiento del miembro afectado. El

método clásico se realiza mediante la aplicación de tinta en la planta de las

manos y los pies de los roedores y los dejamos en libre movimiento, aunque

también se puede forzar el desplazamiento colocando al animal sobre una cinta

en movimiento o tredmill (4,51). En los modelos de OA nos permite observar en

la pata ipsilateral una reducción en la presión de la pisada reflejado en una

menor área de la huella y diversos parámetros asociados; también nos permite

estudiar la longitud de la zancada y la velocidad, la fase de apoyo y de oscilación,

que reflejan en animales con OA un menor peso de apoyo y un comportamiento

de protección (56). Hoy en día existen en el mercado diferentes dispositivos

electrónicos que facilitan la realización de este análisis. Para ello, el animal en

libre movimiento camina sobre una placa de vidrio capaz de emitir una luz led

verde que se refleja internamente excepto en aquellas áreas donde el animal

hace contacto con la placa de vidrio y refractan la luz hacia el lado opuesto. De

esta forma, las huellas del animal se iluminan donde la pata toca el cristal. Al

mismo tiempo, una cámara en color de alta velocidad colocada debajo de la

placa de vidrio captura estas áreas iluminadas y envía los datos al ordenador

cuyo software permite el análisis de los parámetros de la marcha (58-60).

 La prueba de carga estática (Static weight bearing test). Este test mide el peso

de apoyo de las patas traseras. Para ello colocamos al animal en un pequeño

recinto situado sobre un plano inclinado, de manera que el animal se ve obligado

a apoyarse sobre las patas traseras. Cada pata apoya sobre un sensor de presión

que registra la fuerza aplicada por cada pata, permitiendo comparar la pata

ipsilateral con la contralateral (51,61).

Evaluación del dolor espontáneo o dolor no evocado por un estímulo nociceptivo

En humanos se puede cuantificar la percepción del dolor espontáneo preguntando

directamente al paciente y utilizando diversas escalas de dolor que lo valoran desde la



ausencia de dolor a un valor máximo (62,63). Lógicamente, este proceder es inviable

en animales, sin embargo, existen métodos indirectos que nos permiten obtener

información sobre la percepción de este tipo de dolor (64). Para ello podemos utilizar

el test de excavación, el test de construcción del nido y la evaluación de la actividad

motora.

Estos test se han mostrado eficaces para la evaluación del dolor espontáneo y reflejan

de manera más fiable, la situación clínica de los pacientes, aumentando por ello la

validez de los modelos preclínicos de dolor (65).

 El test de excavar, Burrowing test, o el test de construcción del nido, Nest

contruction test. Excavar y construir nidos son comportamientos naturales en los

roedores que se han empleado como herramienta para evaluar el dolor

espontáneo en roedores y han sido útiles en modelos de OA e inflamación

inducida por adyuvante completo de Freund (CFA) en ratas (66). Este tipo de

comportamiento, con un fuerte componente motivacional, se reduce cuando los

animales tienen dolor (67,68).

Para evaluar el comportamiento de burrowing, se introduce un tubo lleno de

material, que puede ser comida, viruta de madera, arena etc., que estará sellado

por un extremo y abierto por el otro, con cierta elevación de la parte abierta

para evitar que se vacíe espontáneamente. Tras varios entrenamientos, durante

el test, se medirá la cantidad de material que es extraída del tubo en un periodo

de tiempo determinado, debiendo observarse una reducción en los animales con

dolor (51).

En el test de construcción del nido, tras la introducción del material, se evaluará

la labor realizada durante 24 horas en varios puntos temporales y se le aplicará la

siguiente escala, si el animal no toca el material, se asigna el valor 0, si solo

deshace el material 1; si realizar una construcción imperfecta 2 y si realiza una

construcción perfecta 3. Los animales con dolor construirán nidos de peor

calidad asociados a una altura menor.

 Test de preferencia de plaza. Aunque este test se usa tradicionalmente para

estudios del sistema de recompensa, también se pueden emplear para la

evaluación del dolor espontáneo y la eficacia analgésica de fármacos en modelos



animales de OA (69). Básicamente consiste en asociar un contexto a un refuerzo

positivo o negativo, de manera que el animal estará motivado para buscar este

contexto, si el refuerzo es positivo o evitarlo si el refuerzo es negativo. Cuando

empleamos este test para evaluar un tratamiento, el animal generará una

preferencia de lugar asociada a la administración del fármaco, gracias a las

propiedades reforzadoras del alivio nociceptivo. Esta asociación se observará

únicamente en aquellos animales que sufren dolor y no en animales control (70).

El dispositivo para realizar el test o caja de condicionamiento de plaza (CPP)

consiste en dos compartimentos de diferente color (blanco/negro) e igual

tamaño y uno central que conecta los otros dos, de color gris (Figura 6). El

procedimiento consiste en realizar varias sesiones de precondicionamiento, una

sesión de condicionamiento donde se asocia el fármaco a uno de los

compartimentos y finalmente el test, donde se registra durante 15 minutos el

tiempo que el animal permanece en cada uno de los dos compartimentos (71).

 Evaluación de la actividad motora general, exploración y emotividad. En

animales con OA se ha observado una alteración en los patrones de

comportamiento asociados a estados de dolor. Así, se ha observado aumento del

lamido o rascado de la extremidad trasera, sacudidas del cuerpo o de la cabeza,

espasmos de la cabeza, masticación sin propósito, reducción del aseo, reducción

de la locomoción y reducción de la alimentación (11).

Para realizar esta evaluación se pueden emplear equipos muy básicos

compuestos por una caja de metacrilato y una simple cámara de video o bien

complejos sistemas en los que se emplean marcos que emiten haces infrarrojos

colocados en el suelo y la pared de la caja, asociados a un acelerómetro y a un

sistema de análisis de vídeo, que nos permiten identificar numerosos

comportamientos tales como deambulación, acicalado o elevación sobre los

miembros traseros, además de registrar la distancia total recorrida, la velocidad

o el tiempo de permanencia en una zona seleccionada (72) (Figura 7).

 Grimace Scales. Las escalas de dolor basadas en la expresión facial se emplean

para evaluar el dolor en los niños cuando todavía no pueden expresarse

verbalmente. En las últimas décadas se han desarrollado escalas similares para



muchas de las especies domésticas, aunque fue en ratón donde se empezó a

emplear (51). Se puede realizar la evaluación visualmente, aunque también

existen sistemas automatizados que registran, analizan y cuantifican la posición

de las orejas, la apertura del ojo, la protuberancia del hocico y la posición de los

bigotes. En base a esta evaluación se cuantifica de 0 normal, 1 dolor moderado y

2 dolor severo (73). Aunque se ha comprobado su eficacia en rata para detectar

dolor espontáneo inducido por inyección intraarticular de carragenina o

inyección intraplantar de (CFA), existen determinadas experiencias nociceptivas

que no producen un cambio en la expresión facial, como sucede frente a

estímulos nociceptivo de corta duración o los modelos animales de dolor

neuropático a largo plazo. Por ello su aplicación más extendida es como

herramienta para evaluar el bienestar animal.

Evaluación del dolor mediante técnicas electrofisiológicas

El registro electrofisiológico permite estudiar la sensibilización de las vías aferentes

nociceptivas de la articulación afectada mediante la cuantificación objetiva de la

frecuencia de disparo de las neuronas que participan en esta vía, con o sin estímulo

nociceptivo. Además, también nos permite el estudio de la sensibilización central

mediante el registro de la actividad de las neuronas de la médula espinal a nivel de la

asta dorsal, que suministran datos sobre la actividad neuronal y su plasticidad en

modelos animales de OA (17,74).

CUESTIONES ÉTICAS

Lamentablemente, y ante la ausencia por ahora de otros métodos alternativos, para

poder estudiar la OA tanto en su fisiopatología como posibilidades de tratamiento, se

hace imprescindible investigar en animales vivos minimizando el daño en todo lo

posible. De esta manera, el principio básico de la ética que debe dirigir la investigación

con animales es que “los animales no serán sometidos a dolor, angustia o sufrimiento

de manera innecesaria”. De esta forma solo podemos utilizar animales en



investigación, si la finalidad de los procedimientos justifica su uso, siempre que no sea

posible utilizar otros métodos o estrategias de ensayo científicamente satisfactorios y

cuando el diseño experimental tenga en consideración minimizar al máximo los daños

y sufrimientos que se infligen a los animales.

Estas premisas ya fueron recogidas en el principio ético de las “3 R” (Reemplazo,

Reducción y Refinamiento) establecido por Russell y Burch en 1959 en su libro The

principles of Humane Experimental Technique, y se han constituido en el pilar ético

fundamental en experimentación animal. Asimismo, el principio de las “3 R” ha sido el

principio inspirador en el desarrollo de los tratados internacionales y las normas

legales nacionales que deben ser de obligado cumplimiento por todos los productores,

suministradores y usuarios de animales de experimentación. Además, un trato

humanitario en experimentación supone un prerrequisito para obtener éxito científico,

ya que mientras mejores sean las condiciones en las que se encuentren los animales

más fiables van a ser los resultados experimentales.

En la aplicación del reemplazo en los modelos animales de OA, los modelos celulares in

vitro que disponemos están limitados prácticamente a la observación de mecanismos

celulares concretos y aislados, por lo que no permiten reproducir un sistema complejo

como es el sistema nervioso central ni su impacto multisistémico, ni su efecto sobre el

comportamiento. Sin embargo, podemos utilizar estos modelos in vitro para avanzar

en el conocimiento de las causas de la OA y la realización de estudios previos que

permitan reducir el número de animales empleados (75). También podemos aplicar la

reducción, si aumentamos la homogeneidad de los sujetos experimentales, de manera

que podamos reducir el número de individuos, pero mantengamos la potencia

estadística (76,77); igualmente importante es realizar una buena revisión bibliográfica

para evitar duplicar experimentos y aumentar innecesariamente el uso de animales.

Para disminuir la severidad de los procedimientos experimentales de dolor, es decir,

aplicar el refinamiento, es fundamental elegir el modelo animal y las dosis de

compuestos que nos permita obtener resultados con la menor severidad posible, así

como planificar e implementar las hojas de supervisión de bienestar animal y criterios

de punto final o endpoint humanitarios, que eviten sobrepasar los límites de

sufrimiento admisibles en cada estudio.



Por otra parte, la sensibilidad y concienciación social en materia de bienestar animal

en general, y con los animales de experimentación en particular, ha exigido que se

promulguen normas legales que regulen este campo. En este sentido, la Unión

Europea publicó la Directiva del Parlamento Europeo (2010/63/CE) y del Consejo,

donde se recogen las normas de protección de los animales utilizados con fines

científicos. Esta norma ha sido transpuesta a la normativa española mediante Real

Decreto (RD 53/2013) que regula aspectos tales como la obligación del cumplimiento

de los principios éticos de las “3 R”, las condiciones estructurales que deben cumplir

los centros de cría y uso de animales de experimentación, la cualificación y

capacitación que debe tener el personal que trabaje con estos animales, así como el

procedimiento de evaluación ética y autorización de los proyectos de investigación que

utilicen animales experimentación.
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