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Uso de un modelo experimental para estudio sobre el toque terapéutico!
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Objetivo: verificar si el Modelo de Edema de Pata puede ser utilizado en las investigaciones acerca
de los efectos del Toque Terapéutico sobre la inflamacion, mensurandose las variables dolor, edema
y migracion de neutrofilos. Método: se trata de un estudio piloto, experimental, con 10 ratones
machos del mismo linaje genético, divididos en grupo experimental y control, sometidos a induccién
quimica de inflamacion local en la pata derecha trasera. O grupo experimental recibié una aplicacion
diaria de Toque Terapéutico con duracién de quince minutos, por tres dias. Resultados: Los datos
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en el umbral de nocicepcidn y circunferencia
de las patas de los animales del grupo experimental durante el segundo dia del experimento.
Conclusién: El modelo de experimento con animal puede contribuir al estudio de los efectos del
Toque Terapéutico sobre la inflamacidn: se sugiere ajuste en el tiempo de exposicion, nimero de

sesiones y duracién del experimento.
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Introduccion

El Toque Terapéutico (TT) es una terapia integradora
basada en la técnica milenaria de imposicion de las manos
y que ha sido utilizada por enfermeros desde la década
de 1970 para tratar pacientes con diferentes condiciones
clinicas. Se basa en la multidimensionalidad del ser
humano, siendo la enfermedad la manifestacion en el
cuerpo fisico del desequilibrio en su campo de energia,
concepto ampliamente aceptado en la tradicion oriental.

Desde que descubrié el potencial terapéutico del TT,
la enfermera Dolores Krieger inicié6 una serie de estudios
cientificos que culminaron en la sistematizacién del proceso
en cuatro fases: Centralizacion; Evaluacion del campo de
energia del paciente; Tratamiento o modulacién del campo
energético y Re-evaluacién del campo de energia®.

El TT corresponde a habilidades aprendidas para
dirigir y modular las energias humanas de manera
consciente y sensible. Su difusidn, sobretodo en Estados
Unidos, donde hace parte del curriculo de diversas
escuelas de Enfermeria, ha contribuido al interés cientifico
y académico creciente acerca de sus efectos.

Las investigaciones iniciadas por Krieger mostraron
resultados sorprendentes, despertando el interés de
estudiosos de diversas areas. Actualmente, los estudios han
intentado investigar sus efectos fisioldgicos, psicoldgicos
y comportamentales, ademas del mecanismo de accién
involucrado en los hallazgos de las investigaciones(®.

Hoy, el TT es considerado un estrategia importante
de cuidado utilizada por la enfermeria. Entre los
resultados atribuidos a la terapéutica y reportados en la
literatura, podemos citar: mejora del padrén de suefio
en personas con dolor crénica no oncoldgica®, alteracion
de los padrones de sefiales vitales de individuos sanos®,
reduccion de la agitacion de ancianos con Alzheimer®
y demencia®, cambio en los niveles de hemoglobina y
hematocrito”, efecto sobre la respuesta inmunoldgica®,
alteracion de la concentracidn plasmatica de 6xido nitrico®
y aumento de la sensibilidad®9,

Aunque la literatura indique los beneficios del uso
del TT, una revisidon sistematica reciente de ensayos
clinicos respecto a la intervenciéon mostré dificultades en
la replicacion de los resultados atribuidos al TT, debido a
la falta de descripcién exacta de cémo fue implementado,
aplicacidn de otras intervenciones concomitantes, falta de
estandarizacion al efectuar la terapéutica e inclusién de
sujetos con diferentes tipos de patologias en el mismo
estudio™b),

Entre las variables investigadas involucrando el uso
del TT en la clinica, el dolor figura entre las principales.
Varias investigaciones indican los beneficios del TT en

el tratamiento del dolort*>® pero faltan estudios para
clarificar los mecanismos fisiolégicos responsables por
los resultados encontrados, sobretodo debido a la gran
variedad de condiciones clinicas que desencadenan
cuadros de dolor y las dificultades metodoldgicas de
control, homogeneidad en las muestras y generalizacion
de los resultados.

Esas dificultades nos instigaron a investigar la accion
del TT sobre una condicidén clinica cuyos mecanismos
fisiopatoldgicos ya fueron ampliamente descritos, esto
es, la inflamacion, utilizando método que permita la
replicacion de los resultados.

La inflamacion es una reaccion local inespecifica que
ocurre en los tejidos victimas de agresidon, caracterizada
por una serie de alteraciones con objeto de limitar los
efectos agresivost*?),

Las causas de la inflamacién son variadas vy
generalmente resultan de respuesta inmunoldgica a micro-
organismos infecciosos, trauma, cirugias, sustancias
quimicas causticas, frio o calor extremo, ademas de
lesiones isquémicas de los tejidos del organismo®®),
resultantes de la

Las alteraciones respuesta

inflamatoria pueden ser locales o sistémicas,
caracterizandose en el cuadro agudo por inicio rapido,
seguido de la resolucion de las alteraciones tisulares y de
la lesidn, que ocurren en un curto periodo de tiempo®®,

Las inflamaciones agudas se caracterizan por
fendmenos exudativos, debido a las alteraciones de la
permeabilidad vascular, que colaboran hacia el acimulo
de otras sustancias y células como fibrina, resultantes de
la interaccion entre componentes del plasma y factores
de los tejidos, leucocitos especialmente los neutrofilos y
hematies”),

Entre los cambios locales observados en la reaccion
inflamatoria, la migracion de neutréfilos de la sangre
circulante es una de las mas significativas. Esas células
cumplen funcién decisiva en el combate al estimulo
lesivo, tanto debido a su funcién fagocitaria, como por la
produccion de mediadores quimicos que actuaran en el
reclutamiento de otras células de defesa(19-29,

El estudio de la reacciéon inflamatoria exige la
utilizacion de sustancias distintas de los antigenos y que
sean capaces de potencializar la activacion de linfocitos T,
ademas de promover el acimulo de células presentadoras
de antigenos que prolonguen la respuesta inmunoldgica,
lo que ha sido posible con el uso de adyuvantes®b,

Para eso, los adyuvantes pueden ser alumbre,
hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio, liposacaridos
de bacterias gram negativas y emulsiones oleosas. En
la categoria de los adyuvantes oleosos, estos pueden

ser clasificados en completos o incompletos. Para la
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composicion de los adyuvantes completos se afade
6leo mineral, lo que le garantiza la accion de depdsito,
formacion de granulomas ricos en macroéfagos y células
inmunocompetentes, ademas de accién a distancia sobre
los 6rganos linfoides como bazo y ganglios linfaticos??.

Cuando administrado mediante inyeccion intraplantar
en la pata de un animal, el Adyuvante Completo de Freund
(CFA) induce una respuesta inflamatoria local estable
con dolor severo alrededor del area inyectada, motivo
para utilizar el modelo inflamatorio de edema de pata
inducido por CFA en los estudios que involucran este tipo
de condicion®?, incluso para testar el efecto de terapias
como la Acupuntura® sobre este tipo de cuadro de dolor.

Asi, la finalidad del presente estudio es verificar si
el modelo de edema de pata puede ser utilizado en las
investigaciones sobre los efectos del Toque Terapéutico
sobre la inflamacidon, mensurandose las variables dolor,
edema y migracion de neutrdfilos.

Método

Disefo y Muestra

Se trata de un estudio piloto, realizado en mayo del
2011, en las dependencias del Laboratorio de Farmacologia
de la Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidad
de Sao Paulo, Brasil.

La muestra abarcé a 10 ratones machos del linaje
C57BL/6, pesando acerca de 20 gramas cada, provenientes
del Vivero de la referida facultad, divididos en dos grupos:
Grupo Experimental (CFA+TT) y Grupo Control (CFA).

Aplicacion del Toque Terapéutico

El TT fue aplicado en los animales del grupo
experimental (CFA+TT), durante 15 minutos, una vez al
dia durante tres dias, mas o menos a las 14h00h, por una
enfermera con experiencia en su utilizacion con pacientes
portadores de dolor crénica.

Para la aplicacion del TT, los animales del grupo
experimental (CFA+TT) fueron mantenidos en una caja
de PVC de 30 cm (horizontal) x 18 cm (vertical) x 14 cm
(altura), sobre una bancada, en ambiente reservado, para
favorecer la concentracién de la terapeuta. Anteriormente
al tratamiento, los animales eran mantenidos en esta caja
por 30 minutos para adaptacién. Durante la aplicacion,
la enfermera seguia proximo a la caja y posicionaba las
manos arriba de los animales, sin contacto fisico.

Preparo de los animales y Mensuracion de los datos

El edema de pata fue inducido mediante la aplicacion
de 10 pL de Adyuvante Completo de Freund (CFA) por
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via intraplantar, en la pata derecha trasera de los diez
animales.

La hipernocicepcidon mecanica fue evaluada por
experimentador capacitado, utilizando el método de
presidn creciente en la pata de ratos e ratones previamente
descrito®®. Para eso, fue utilizado un anestesiometro
electrénico (Modelo 1601C, Life Science Instruments,
California, USA) compuesto por un transductor de presion
ligado por cabo a un detector digital de fuerza, expresa en
gramas. Al transductor era adaptada una puntera Universal
Tips 10 mL (T-300, Axygen) que estimulaba directamente
la pata del animal. La puntera era aplicada en angulo
reto en la regién central de la pata trasera del animal
con presion gradualmente creciente, que provocaba una
respuesta de flexion caracteristica con retirada de la pata
cuando el estimulo era interrumpido.

La intensidad de hipernocicepcion fue cuantificada
como la variacidn en la presidon (D de reaccion en gramas)
obtenida, sustrayéndose el valor observado antes del
procedimiento experimental del valor de reaccién después
de la aplicacion del TT. Durante la medicién, los animales
fueron mantenidos en cajas acrilicas, midiendo 12 x 100
por 17 cm de altura, con entarimado formado por una
rede de puntos midiendo acerca de 5mm? constituida de
alambre no maleable de 1mm de diametro, mantenidas
a acerca de 30 cm de la superficie de una bancada para
estimular la pata trasera de los animales.

Para minimizar el estrés, los animales eran
mantenidos en descanso en estas cajas durante acerca
de 40 minutos antes de medir el umbral de nocicepcion.

El volumen de las patas fue medido con un calibre
digital de la marca Marberg, 0 a 200 mm. El area del
edema fue calculado mediante la multiplicacion de las
medidas de largura y altura de la pata por el valor de n
(3,14159265), antes y después de la aplicacion del TT.

Previamente a la administracion del CFA, todos los
animales fueron sometidos a la medicacion del volumen de
las patas derechas traseras y de su umbral de nocicepcién
(Datos Basales). En los animales del grupo control, fueron
medidas también las patas contralaterales (denominadas
Salina) para control individual. Tras iniciar la aplicacién
del TT en el grupo experimental (CFA+TT), todas las
medidas fueron tomadas antes y después de la aplicacion,
en el primero, segundo y cuarto dia del experimento. No
ocurridé contacto entre los grupos de animales. Todas las
manipulaciones fueron efectuadas en ambos grupos para
garantizar homogeneidad en el método.

Lamigraciondeneutrofilosfue medidaindirectamente,
mediante |la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO),
utilizando el método cinético. Tras sacrificar los animales
por dislocacion cervical seguida de decapitacion parcial y
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sangria, las patas derechas traseras de todos los animales
fueron recolectadas, cortadas en pedazos pequefios y
pesadas después de remover los huesos y ligamentos.
Las muestras fueron entonces almacenadas en eppendorf
con 500 pL de solucién tampdn 2 previamente pesadas e
identificadas y mantenidas en bafio de hielo a -20°C. Las
fracciones de pata fueron homogeneizadas tres veces en
el polytron y centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos
a 49C. Este procedimiento fue aplicado también en las
patas contralaterales de los animales del grupo control
(CFA).

Se debe destacar que, para la capacitacion de rutina,
cada grupo de animales fue mantenido en caja de acrilico
midiendo 30 cm (horizontal) x 18 cm (vertical) x 14 cm
(altura), en una sala aclimatada, con temperatura entre 20
y 229°C, con ciclos claro/escuro de 12/12 horas, recibiendo
racion y agua ad libitum, en el Vivero del Departamento
de Farmacologia de la referida Facultad. Los cuidados de
rutina con los animales y procedimientos de manipulacion
fueron efectuados de acuerdo con The Ethical Principles
in Animal Research, adoptado por el Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

Analisis Estadistica

El analisis de los datos fue efectuado con el software
PRISM® 5. Los datos fueron presentados segun el promedio

+ error estandar de la media (EPM) para valores absolutos.

Diferencias entre los grupos fueron analizadas con el test
ANOVA de una via, seguido por el test de comparacién
multiple de Bonferroni. Para analizar la homogeneidad en
las variancias, fue utilizado el test de Bartlett. Valores de
p<0,05 fueron considerados significantes.

Aspectos Eticos

El estudio fue aprobado por la Comisién de Etica
en Experimentaciéon Animal (CETEA) de la Facultad de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
protocolo n° 16/2011.

Resultados

Inmediatamente después de la administracion del
CFA, fue observada su efectividad en la promocion de
respuesta inflamatoria, verificada mediante la reduccién
del umbral de nocicepcidn de los animales tras la aplicacion
de la droga, comparada con los valores observados antes
de su administracidn (Basal). Los valores fueron calculados
en las medidas en diferentes intervalos de tiempo (1° al
40 dia) y expresos en medias + EPM (Error Estandar de
la Media). El analisis reveld reduccidon significativa (p <
0,05) en el umbral de nocicepcion en las patas tratadas
con la droga (ANOVA seguida del test de Bonferroni)
(Figura 1). No se observo el mismo efecto en las patas
tratadas con solucidn salina, que mantuvieron umbral alto
de nocicepcién (Figura 2).
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Figura 1 - Evolucidon temporal de la variacién en el umbral de nocicepcién mecanico

en las patas de los animales del Grupo Control tratadas con CFA. Ribeirdo Preto, SP,

Brasil, 2011
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Figura 2 - Evolucién temporal de la variaciéon en el umbral de nocicepcién mecanico
en las patas de los animales del Grupo Control tratadas con Salina. Ribeirdo Preto, SP,
Brasil, 2011

Tras iniciar el tratamiento del Grupo Experimental experimental (CFA+TT) en el segundo dia del experimento,
con TT, la evaluacion de su efecto sobre el dolor reveld durante la medicion efectuada antes de la aplicacion de
aumento estadisticamente significativa en el umbral de la intervencidn (*p < 0,05). Tal efecto no fue verificado
nocicepcién (aumento del umbral mecénico y, por lo en los otros dias, ni en los animales del grupo del grupo

tanto, reduccién del dolor) en los animales del grupo controle (CFA) (Figura 3).
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Figura 3 - Evaluacion del efecto de la aplicacién del TT sobre el umbral de nocicepcién
en los animales tras induccion del edema de pata en el grupo experimental (CFA+TT).
Ribeirdao Preto, SP, Brasil, 2011
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La aplicacibon de CFA produjo aumento
estadisticamente significativo en el volumen de las patas
de los animales de ambos grupos (p<0,05). Aumento
significativamente el volumen de las patas de los animales
del Grupo Experimental (tratado con TT) en el segundo dia
del experimento (p<0,05). Tal efecto no fue observado en
los animales del grupo control, ni tampoco se mantuvo

hasta el final del experimento.
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Al final del
sacrificados y la migracion de neutréfilos evaluada,

experimento, los animales fueron
medida mediante ensayo de MPO. El analisis estadistico
reveld reduccidon en la migracion de neutrdéfilos en el
(CFA+TT) comparada al grupo
control (CFA), pero sin significancia estadistica (p=0,66)
(Figura 4).

grupo experimental
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Figura 4 - Resultado de la aplicacion de TT sobre la migracion de neutrofilos en los

animales del grupo experimental (CFA+TT), comparado a los animales del grupo control

(CFA). Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2011

Discusion

Los beneficios de practicas, algunas milenarias, que
preservan o recuperan la salud y mantienen la calidad
de vida de las personas son conocidas en la literatura®.
La busqueda por el reconocimiento de la utilidad y la
indicacion de esas terapias integrativas para el tratamiento
de diversas manifestaciones clinicas ha llevado los
investigadores a usar metodologias que favorecen el
control y permiten investigar sus mecanismos de accién.
En este sentido, el modelo de edema de pata inducido
por CFA ha sido utilizado en investigaciones, involucrando
intervenciones para el dolor y sus efectos sobre variables
fisioldgicas, aplicandose métodos y controles que no son
posibles en estudios que involucran seres humanos(?429),
En el presente estudio, dirigimos nuestro interés al efecto
de la intervencidn TT sobre las manifestaciones de dolor,
edema y la migracion de neutrdfilos presentes en la
inflamacién local.

La induccion de inflamacién local tras inyeccién de
CFA en las patas derechas traseras de los animales pudo
ser observada por reduccion del umbral mecanico de
nocicepciéon y aumento en el volumen de las patas en los
animales de ambos grupos (Figuras 1 y 2). Esos datos,
semejantes aquellos encontrados en la literatura®®,
confirman el potencial inflamatorio agudo de la droga y
la pertinencia de su utilizacidn en los estudios sobre el TT.

Aungue tengamos encontrado reduccidn significativa
del dolor en el segundo dia de aplicacién del TT y
considerando la permanencia del efecto inflamatorio
durante todo el periodo del experimento, destacamos
que la minimizaciéon de la manipulaciéon de los animales
y la ampliacién del tiempo del experimento deben ser
consideradas en estudios futuros.

Respecto al aumento del edema, observado solamente
en el segundo dia del experimento, consideramos que
el pequefio tamafio del muestreo utilizado, por ser un
estudio piloto, y posibles dificultades inherentes a la
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técnica, pueden haber interferido en el alcance de estos
resultados.

La tercera variable investigada en este estudio fue
la migracion de neutrdfilos, evaluada mediante ensayo de
MPO, hemoproteina localizada en los granulos azurofilos de
los neutrdfilos y utilizada como marcador bioguimico para la
mensuracion indirecta de la infiltracién de neutrdfilos en los
tejidos. La reduccién en la concentracién de MPO refleja una
disminucién en la intensidad de la actividad inflamatoria®®.
de MPO no
estadisticamente significativa en la migracién de neutroéfilos

La dosificacion revelé reduccién
entre los grupos (p = 0,66) (Figura 5). Considerando que
fue llevado a cabo un estudio piloto, creemos que ajustes
necesitan ser efectuados en el método para medir esta
variable.

Estudios desarrollados para verificar el efecto del TT
sobre la actividad celular, en seres humanos, no indican
el minimo de exposicidn necesaria para alcanzar efectos
significativos. En el presente estudio, considerando
la diferencia entre los grupos, aunque sin relevancia
estadistica, creemos que pueda ser valida comparar
diferentes tiempos de exposicién, el nimero de sesiones

diarias y la duracion total del experimento.
Conclusién

Los resultados encontrados en el presente estudio
sugieren que el modelo de edema de pata puede
ser utilizado para investigar el efecto del TT sobre la
inflamacién, mensurado at través del dolor, el edema y la
migracion de neutrdfilos.

Ajustes metodoldgicos mediante la reduccidén en
la manipulacion de los animales, midiendo las variables
solamente tras la aplicacion del TT, ampliando el tamafio
del muestreo y el tiempo de exposicion a la terapia
antes del ensayo de MPO, podran favorecer futuras
investigaciones.

Destacamos la importancia de estudios con
animales, cuyos hallazgos contribuyen a la construccion,
en ambientes clinicos de enfermeria, de futuros ensayos
clinicos aleatorizados con objeto de verificar los resultados
de la intervenciéon TT en la expresién de variables como

dolor, edema y marcadores bioldgicos en pacientes.
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