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¢ por un instante Dios se ofvidara de que soy una maroneta de tmpo y me mgalam un tozo de vida,
posiblemente no dina todo que pienso, pero en definitiva pensria todo (o que digo.

- N . .

Daria valor a las cosas, no porb que val'en, sino por lo que signific Dormiria poco, soti muis, que
porcada minuto que los rpo:, P dos de fuz.
Andana cuando los demis se de {e i ndo los demis duermen. Escucharia cuando fos demis

hablan y como disfrutania de un buen helado de chocolate.

St Dios me oﬁarqunm urs trozo de vida, vestiria sencillo, me tiraria de bruces af sol] dejando descubierto, no
solamente mi cuerpo, sino i afma.

Dios mio si yo tuvieras un cormazon, escribiria mi odio sobre of Fielo, y esperuria a que saliers el sol T¥ntaria con
un sueiio de ‘Van Gogh sobre las atnllu, un porma de Benedetts, y una cancion de Servat seria la serenata que les
ofrecenia a la Lina. Regania con mis & las rosas, para sentir ef dolor de sus espinas, y ef encarmado beso de
sus pétalos...

Dios mio, 5i yo tuviers un trozo de vida... No annitpamruu sido dia sin decirle a Ls gente que quiero, gue la
quiera. Convencenia a cada msper u ﬁo—ﬁrzqut son mis fa Y vivina fo I{Jﬂ-bf

A los omé: k.r bana cudn eq dc atana{pauarqu:[ganﬁ sin saber
que envejecen do dejan de A un nifio le dana alas, pero le dejaria quzd'mﬂ:aprrm{'mnwhr
A los vigfos les enseRaria que Ly mucrte no Hega con a vejes, sino con ef ofvida.

Tantas cosas he aprendido de ustedes los hombres:

HMe aprendido que todo el mundo quicre vivir en 3 cima de la montafia, sin saber que la venfadern felicidad estd
en la_forma de subir la escarpada.

HMe aprendido que cuando un recién nacido apricta con su pequeiio puio, por primers vez, of dedo de su padre, lo
tiene atmupado por siempre.

He aprendido que un Rombre solo tiene d'enxlio a meirara otro facia abajo, cuando Aa de ayudarle levantarse.

Son tantas cosas las que he padido ap de des, pero realn de mucho no fabnin de servir, porque

cuando me guarden dentro de exa maleta, i me estard

Siempre di lo que sientes y Raz o que piensas.

St supiers que Koy fuera (a siftima ves que te voy a ver dormir, te ab a_fis ¥ rezaria af Sedior pars
poder ser o guanfiin de tu afma.

ST supicra que exta _fuer [ iiftima ves que te vea safir por la puerta, te daria un abrazo, un beso y te lamaria de
nuevo pans daste mds.

Si supiens que esta fuem La siltima ves que vay a ofr tu voz, gmbana cada ura de tus pakabras pam poder ofrfas
una y otra ves indefinidamente.

S¥ supiera que estos son los iiltimos minutos que te veo dina “te quiers” y no asumiria, tontamente, que yu (o
sabes

Siempre hay un maana y la vida nos da otm oportunidad pama Racer las cosas bien, pero por si me equivoco y
foy s todo lo que nos queda, me gustaria decirte cuanto te quiero, que nunaa te ofvidars.

EL marii no le ests cseg do a nadic, joven o vicgo. Hoy pucde ser la iiltima vez queveas a los que amas. For
es0 no esperes mds, hazlo Roy, Y que i of maniana nunc Qega, seguramente lamentanis ef dia que no tomaste
tiempo pans una sonnisa, un abruzo, un bcso y que estuviste muy ocupado pary concederles un iiltimo desea

.Munt:nuliuqueu-a:ram‘{tuft&:al'ouﬁh-ucﬂnqueﬁu 7 los y tritalos biens, toma tiempo
para decirles “lo siento”, “penfoname”, por. favor’, ‘gracias” y todas las pwﬁ&md'tc-oran conoces
Nadie te fani por tus p Pide af Seior la fuerza y sabids pars exp o
Demucstna a tus IMGOS CUATILO 1€ IMPOTLAm.
Gabriel Garria Mdényue=
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Introduccién

CAPITULO 1
INTRODUCCION

La investigacion biomédica se acompafia de una amplia gama de actividades
cientificas, con el objetivo general de mejorar y acrecentar nuestros conocimientos sobre
el binomio salud — enfermedad del hombre y de los animales (Cruz J., 1994).

El empleo de las especies de laboratorio con fines cientificos requiere, la mayoria de
las ocasiones, un efectivo y seguro manejo anestésico.

La mejora de las técnicas anestésicas debe considerarse un aspecto esencial del
refinamiento de los métodos experimentales (Cruz J., 1994).

Es importante tener en cuenta que una incorrecta técnica anestésica puede ocasionar
efectos adversos sobre la calidad de los resultados obtenidos en el transcurso de la
experimentaciéon animal. Por (o tanto es responsabilidad de todos los investigadores
relacionados con el uso del animal de !{aboratorio, el revisar sus métodos anestésicos,
para introducir cuantas mejoras sean necesarias.

Con el tiempo se ha observado que por usos y costumbres, en general, los animales de
laboratorio en Meéxico son anestesiados con barbituricos (propiamente Pentobarbital
sodico), los cuales presentan diferentes efectos que los laboratorios fabricantes de los
productos farmacéuticos que contienen como principio activo a los barbituricos no
determinan en su marbete, ya que solo se presentan indicaciones de dosis para animales
mucho mayores, por lo cual es necesario hacer la evaluacién de estos farmacos en
animales de laboratorio indicando los siguientes parametros:

o Dosis Efectiva (DEg)
Dosis Letal (DLso)
Dosis Toxica (DTsa)
Margen de Seguridad
indice Terapéutico

o ¢ ¢ 0

Asi mismo es necesario contemplar otros factores que puedan afectar nuestro estudio,
entre estos factores tenemos e! ritmo circadiano ya que la luz produce una estimulacion
ciclica la cual puede repercutir en la secrecién y funcion de los neurotransmisores, que
son los mensajeros de la informacién entre neuronas. Estos cambios ciclicos inducen

cambios, no sélo en los seres vivos sino también sobre la cinética y dinamica de los
1




introduccion

medicamentos observandose diferencias en los seres vivos aun cuando se administra un
mismo medicamento. Por lo tanto es de vital importancia caracterizar el efecto de un
farmaco a diferentes horas del dia.

Con la evaluacion de estos parametros en diferentes genéricos comercializados en
Meéxico y a diferentes horas del dia podemos caracterizar el efecto anestésico del
pentobarbital sédico en la especie Mus musculus para disminuir los efectos adversos de
muerte o falta de efecto terapéutico al administrar este farmaco, asi como también
describir que de genérico a genérico a pesar de tener el mismo principio activo no siempre
se obtiene el efecto farmacolégico deseado aunque se administren dosis similares.

Es importante resaltar que en México aun se siguen utilizando farmacos que presentan
efectos adversos y que no se han retirado del mercado ya que no se realizan los estudios
pertinentes como es Bioequivalencia y farmacovigilancia.

En el caso de animales de laboratorioc no se ha tenido la precaucion de realizar los
estudios pertinentes para poder determinar la efectividad y seguridad de un farmaco, ya
que a veces se siguen utilizando como pruebas de ensayo y error, repercutiendo en aitos

costos principalmente en investigacion.

En este estudio se utilizd al ratdn por ser un animal de laboratorio con caracteristicas
semejantes anatomica, fisioldgica y metabdlicamente al humano, ademas de ser el animal
mas utilizado en In ji ion Biomédi (Goémez A, 2001).
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CAPITULO N
ANTECEDENTES

2.1 ANESTESIA

2.1.1 HISTORIA

Las practicas anestésicas proceden de tiempos remotos, pero la evolucion de la
especialidad se inicié sdlo a mediados del siglo XiX, y no se establecid con fimeza sino
hasta hace apenas S0 afos (Morgan E., 1995).

Durante siglos e incluso milenios la evolucidn de los procedimientos de anulacion del
dolor gird alrededor de métodos rudimentarios y preparaciéon de plantas (Gonzaio M.,
1994)

A principios del siglo XIX existia un ambiente propicio para el desarrolio de la anestesia.
En 1846 William Morton, odontdiogo de Boston estaba familiarizado con el uso del dxido
nitroso (NO), por su asociacion previa con Horace Wells. Morton se percaté de los efectos
anestésicos del éter, considerd que era mas promisorio, y practico con él en animales y a
continuacién en si mismo. Por ultimo solicité permiso para demostrar en publico |la
utilizacién de este farmaco como anestésico quirurgico, la cual fue un éxito. Morton recibe
el crédito por la creacion de la anestesia quinargica. Se puede considerar que William
Morton, Horace Wells y Charles Thomas Jackson fueron los tres motores que impulsaron
el descubrimiento de la anestesia. (Goodman y Gilman, 1996).

Asi se describen en la historia algunos sucesos (Ver Anexo | “Cronologia de la

anestesia”).
2.1.2 DEFINICION DE ANESTESIA

Etimoldégicamente proviene del griego avaiodnoia; av, privacion., y aictnoig, sentido,
sentimiento; privacion de la sensibilidad.

La anestesia es un conjunto de procedimientos y medios de ios que Nos servimos para
eliminar el dolor en las intervenciones quirtirgicas, en algunas maniobras diagndésticas o
en diversas acciones terapéuticas e incluso, excepcionaimente eutanasicas (Orden M.,

1994).
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Algunos factores afectan la respuesta de los roedores a los anestésicos, y una
dosificacion puede matar a un animal y a otro afectar escasamente. La variacion
interespecies e intraespecies en respuesta a estos famacos puede ser grande. Los
factores especificos que influyen en la respuesta son sexo, edad, raza, peso, porciento de
grasa corporal, salud y estado nutritivo, el volumen de ingesta, tiempo del dia, historial
genético, y las proporciones respiratorias y metabdlicas (Habitat). (Harkness J., 1995).

2.1.3 TIPOS DE ANESTESIA

Podemos agrupar los diferentes tipos de anestesia en dos grandes grupos. El primero
incluye la anestesia loco-regional, en la que el animal permanecers despierto y con sdlo
parte de su cuerpo protegido contra el dolor, y el segundo, la anestesia general, en la que
el animal tendra una pérdida general de la conciencia (Gonzalo M., 1994).

e Anestesia loco-regional.
o Aplicacion tépica
o Infiltracion
o Bloqueos nerviosos (bloqueo espinal).
* Anestesia general.
o Por agentes fijos (Anestesia Intravenosa)
o Disociativa
o Por agentes volatiles (Anestesia Inhalatoria)

Segun la via:

4 Inhalatoria

4  Subcutanea

4 Intramuscular
4 Intravenosa

A Intraperitoneal
4  Qrat

4 Rectal

Para efecto de nuestro trabajo experimental sélo describiremos la anestesia generai
parenteral que fue la que se realizé dentro de este trabajo.



2.1.3.1 ANESTESIA GENERAL

La anestesia general puede inducirse utilizando una gran variedad de farmacos y
técnicas. A menudo, puede administrarse un s6lo farmaco que satisfaga todos los
requerimientos de la anestesia general: analgesia, amnesia, pérdida de la conciencia,
inhibiciéon de reflejos sensitivos y auténomos y, en muchos casos, relajaciéon de masculos
esqueléticos. El grado al que cualquier anestésico inhibidor puede ejercer estos efectos
varia segun |la sustancia, ia dosis y las circunstancias clinicas (Katzung G., 2002).

ETAPAS DE LA ANESTESIA
Los cambios progresivos resuitantes de la administracion de farmacos anestésicos se

clasifican en cuatro etapas (William L., 1981):

ETAPA I: Esta determina el estado de analgesia o movimiento voluntario y su duraciéon
es desde la administracidn inicial hasta la pérdida de la conciencia. A pesar de que se
llega a! término de! estado de analgesia, la sensacién dolorosa persiste y algunos estados
de analgesia se pueden presentar en fases mas profundas de este estadio. Es la etapa
mas variable. Al acercarse a la etapa |l, el animal pierde el control para mantenerse de pie
y asume la posicion decubito lateral (William L., 1981).

ETAPA II: Esta etapa se ha denominado etapa de delirio o de movimiento involuntario.
A medida que los centros corticales se deprimen, el paciente pierde la conciencia. Este
estado dura desde la pérdida de la conciencia hasta el establecimiento de un patrén
regular de respiracion. Como resuitado de la depresion anestésica de ios centros altos,
Ios reflejos se tornan mas primitivos y exagerados (William L., 1981).

ETAPA llI: Este es el do de ar ia quirirgica y esta caracterizado por la
inconciencia con pérdida progresiva de los reflejos. La relajacidon muscular se produce y la
respiracion se toma lenta y regular. Los refiejos deglutorio y emético se pierden (William
L., 1981).

ETAPA IV: En esta etapa el sistema nervioso esta en extremo deprimido y la
respiracion cesa. E! corazon continia latiendo sélo por un corto periodo. Las mucosas
estan palidas y las pupilas muy dilatadas. Los esfinteres urinario y anal se retajan. La
muerte ocurre rapidamente a menos que se actiue de inmediato con resucitadores

(William L., 1981).
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Con los anestésicos intravenosos o con los sedantes pre-anestésicos, el tiempo entre
ias etapas es corto, y muchos signos poco aparentes son a menudo inadvertidos (Katzung
B., 2002).

Para proporcionar la anestesia del nivel requerido para nuestro trabajo experimental
(que en nuestro caso necesitamos liegar a la hipnosis), es esencial realizar
procedimientos pre-operatorios adecuados antes de intentar anestesiar a un animal

(Flecknelt P., 1998).

2.1.4 CUIDADOS PRE- OPERATORIOS

Para reducir la incidencia de numerosas complicaciones que se pueden presentar
durante el manejo anestésico, es indispensable realizar procedimientos pre-operatorios,
asegurandonos de que los animales que se van a anestesiar se encuentren en perfectas
condiciones sanitarias y libres de procesos subclinicos (Cruz J., 1994).

Es importante considerar la preparaciéon, no sélo de los animales a anestesiar, sino
también del equipo, los farmacos y el personal que estara implicado en el procedimiento
(Flecknell P., 1998).

A. Equipo ar far ar y personal
Una vez determinado un protocolo anestésico es importante comprobar:

« Que se dispone del equipo preciso y que éste funciona correctamente.

= Contamos con suficiente cantidad de farmacos y gases anestésicos no sélo para
el tiempo de anestesia previsto, sino para atender los posibles imprevistos.

e Deben revisarse las fechas de caducidad de todos los farmacos, asi como si se
han conservado correctamente.

= Debe contarse (ademas de los agentes anestésicos) con los farmacos necesarios

para hacer frente a emergencias.

< El equipo de monitorizacion debe encenderse, permitir que se estabilice, si es
necesario, y comprobar sus funciones.

« Debe verificarse la disponibilidad de un espacio adecuado para la recuperacion
post-operatoria.

« Debe probarse que todo el personal involucrado ha sido debidamente informado
sobre el método experimental y que esta familiarizado con el equipo y las técnicas

que se van a usar.
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Al dutilizar en este trabajo experimental, una cantidad considerabie de animales de
laboratorio (ratones), es importante destacar los cuidados que debemos tener en el animal
para evitar posibles errores en el trabajo experimental.

EL ANIMAL

El factor individual mas importante que puede reducir los riesgos asociados con la

anestesia es el uso de animales sanos.

Las especies de laboratorio son susceptibles de padecer una gran cantidad de
enfermedades, cuando sea posible deben obtenerse animailes de un nivel de salud
definido como SPF (Libres de patégenos especificos), gnotobidticos, etc.; y por eiio se
impone una valoracién clinica previa a la administracion de farmacos anestésicos (Cruz

J., 1994).

A. Aclimatacion

Los animales deben obtenerse al menos una semana y, de preferencia, 14 dias antes
de su uso, para dejar un periodo de tiempo apropiado para la aclimatacion al nuevo
ambiente.

Durante este periodo, desapareceran los cambios metabdlicos y hormonales producidos
por el estrés del transporte, pudiéndose evidenciar en el animal cualquier signo de salud o
enfermedad. El personal encargado del cuidado de los animales tendra la oportunidad de
familiarizarse con el comportamiento y las peculiaridades del grupo de animales, y se
podra comenzar a registrar el peso vivo, la velocidad de crecimiento y los consumos de
agua y comida (Flecknell P., 1998).

B. Exploracién clinica

Esta valoracion previa debe ser llevada a cabo por personal familiarizado con la
especie animal en cuestion, para determinar cambios en et patron respiratorio o cambios
de color de las membranas mucosas. La presencia de secreciones nasales, oculares o
airededor de la zona perineal pueden ser indicativas de algun proceso patoldgico. Es de
gran ayuda el control del consumo de agua y alimento unos dias antes a la realizacién del
experimento. Ello facilitara también la valoracién del estado general en e! periodo post-

operatorio (Flecknell P., 1998).
7
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C. Ayuno pre-operatorio

Aunque en algunas especies se recomienda el ayuno como parte del protocolo
preoperatorio, éste no es nNecesario en conejos y pequenos roedores como el raton puesto
que el riesgo de vomito durante la induccién ar ésica no existe en estas especies.

A todos los animales se les debe proporcionar agua de bebida hasta aproximadamente
60 minutos antes de la induccion de la anestesia. También, los animales deben pesarse
antes de la anestesia, para permitir, tanto una precisa dosificacion de los farmacos como
la valoracién de una posible pérdida de peso después de la operacion. (Flecknell P,

1998).

2.1.5 MEDICACION PRE — ANESTESICA
Los objetivos de la administracion de medicacion pre- anestésica son:

= Reducir el recelo y el miedo, proporcionar sedacién y ayudar a una induccion
anestésica sin estrés.

» Reducir la cantidad de otros agentes anestésicos requeridos para inducir
anestesia general, con lo que se reducen los efectos secundarios no deseables de
estos agentes.

« Proporcionar una induccién anestésica mas suave.

e Proporcionar una recuperacion mas suave de la anestesia

» Reducir el volumen de las secreciones salivar y bronquial, que podrian bloquear
las vias aéreas.

« Bloguear el reflejo vaso-vagal (el reflejo que disminuye la frecuencia cardiaca).

« Reducir el dolor antes e inmediatamente después de la operacion.

Aunque los objetivos enumerados anteriormente son aplicables a todas las especies
animales, la medicacion pre-anestésica se utiliza a menudo en grandes animales, donde
ia sedacién y la tranquilizacion son necesarias para ayudar a la contencion y minimizar e
riesgo de gque sufran daios tanto el animal como la persona que lo maniputa. (Flecknell £,
1998).

Junto con el uso de farmacos, la manipulacion experta y cuidadosa de los animaies de
laboratorio es parte esencial de un manejo pre-anestésico humanitario.

La seleccion de un protocolo de farmacos pre-anestésicos dependera de la especie
animal que se va a anestesiar, los agentes anestésicos a utilizar, los requerimientos
particulares del experimento y las preferencias personales del anestesista. A continuacion

[ ]
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se describen las caracteristicas de los principales grupos de farmacos disponibles (Ver

Tabia 2.1.5.1).

Tabla 2.1.5.1 CARACTERISTICAS DE LOS PRINCIPALES GRUPOS DE FARMACOS
DISPONIBLES PARA MEDICACION PRE-ANESTESICA

ANTICOLINERGICOS

ATROPINA
GLICOPIRROLATO

TRANQUILIZANTES Y
SEDANTES
=  FENOTIACINAS:
CLORPROMACINA,
ACEPROMACINA
PROMACINA

e BUTIROFENONAS:
DROPERIDOL

Deseable: incluyen la reduccion de las secreciones salivar y
bronquial que pueden ocluir par las vias aé . la
atropina protege al corazén de la inhibicion vagal, También
puede usarse para comregir una bradicardia causada por
opioides como el fentanilo.

Indeseabie: Incluyen el aumento de {a frecuencia cardiaca por
fo que no se recomienda su uso Si la frecuencia cardiaca esta
ya el da, o si es pr que se produzca taquicardia.

Deseabie: Estos Iétmacos pr d y ) ia
accién de los Stico: )S Nar
reduciendo, por tanto, la " dosis necesaria para producir
anestesia quirargica. La sedacién puede prolongarse hasta el
periodo post-operatorio de modo que la recuperacion es
suave.

Indeseable: Puede producirse hipotensién moderada debido a
vasodilatacion periférica. También se deprime la
termormegulacion, pudiendo ocurrir una hipotenmia moderada.

Deseable: Son mas potentes. Se utilizan como componentes

de co es
FLUANI v
AZAPEggm I Los efect: de estos farmacos
mente son r o que los de las fenotiacinas.
e BENZODIAC AS Dx Estos ef Incluyen sedacion. Po(endan la
DIACEPAM, 6n de 1a , ria de ar y nar
MIDAZOLAM y prod 1 bue jacion muscular.

AGONISTAS ALFA-2-
ADRENERGICOS:
XILACINA
MEDETOMIDINA

ANALGESICOS NARCOTICOS
MORFINA
PETIDINA
FENTANILO
BUTORFANOL
METADONA

Indeseable En algunas especies, pueden causar mas una

y desori suaves que sedacion. Algunos
preparados de diacepam pueden causar irmtacion y lesiones a)
inyectarse en vasos sanguineos pequefos.

Desaablo Son potentes sedantes y, en algunas especies, son
Sus varfan segun s especie, pero en
Ia mayorla de los anlmales se produce una analgesia de suave a
moderada. Ademas, la y la r potencian
marcadamente la accién de la mayoria de los farmacos anestésicos,
Indesaabla A altas dosis producen depresion cardiovascular y
ia ¥, en pueden producirse armritmias
cardlacas tras la admlmstraevén ‘de xilacina.

Estos comp pueden producir sedacién moderada y
analgesia profunda, pero en algunas su admir en
el perfodo pfe-operatorio causa hiperactividad y excitaciéon. Los
opioides se usan ampliamente como componentes de combinaciones
neuroieptoanalgésicas.

Indeseable: Estos fArmacos pueden producir depresion respiratoria

(generaimente s6lo a altas dosis) y vémitos en algunas especies.
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En el caso especial de nuestro trabajo no se utilizé ninguna clase de premedicacion
anestésica ya que los ratones se sujetan facilimente de un modo humanitario y raramente
sera necesario producir sedacion antes de la induccion de la anestesia. Si se requiriera en
algun otro tipo de experimento, en el Anexo // se describen algunos farmacos pre-

anestésicos y sus dosis para el raton.

2.2 RATON

Los ratones se utilizan en investigacién porque son animales pequefios, proliferan
rapidamente, poseen gran diversidad genética y estan bien caracterizados anatémica,
bioquimica y fisiolégicamente. Ellos son los animales vertebrados mas ampliamente
usados en investigacion biomédica y experimentacion (Hrapkiewicz K., 1998).

2.2.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y FISIOLOGICAS
Algunas de sus caracteristicas se presentan en la siguiente tabla:

IR R

Genero: Mus
Especie : musculus
Familia: Muridae
Orden: Rodentia
Peso corporal adulto:
Macho 2040 g
Hembra 25-40g

Tiempo de vida: 1.5a3afos

Temperatura rectal:
Frecuencia cardiaca:
Frecuencia respiratoria:
Consumo de comida:
Consumo de agua:
Tipo de ciclo estral:

Duracién del estro:

Determinacion de las fases del ciclo estral ©

Vida productiva hembra :

36.5%- 38°C (97.5°F — 100.4°F)
325-780 puls/min

60-220 resp/min

12-18 g/ 100g/ dia

15mL/ 100g/dia

Poliéstrico continué

S a 20 horas promedio.

Frotis vaginal

7-9 meses

TESIS CON
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Duracién del ciclo estral : 4 —5 dlas

Tipo de ovulacion : espontaneo

Momento de ovulacién : De 2 a 4 horas después de iniciado el estro.

Periodo de gestacién: De 19 a 21 dlas

Tamafo de ia camada : 10-12 animales (8 animales promedio)

Edad al destete: 21-28 dlas

40

Numero de cromosomas (diploide):

FUENTE: Adaptada por Harkness y Wagner (1995)

La principal cepa utilizada en Investigacion es la Albina o Suiza, de las que se crean

aproximadamente 1500 cepas.

2.2.2 ANESTESIA EN EL RATON

Se utiliza una gran variedad de famrmacos para producir anestesia en ratones dentro de
los cuales se encuentra el Pentobarbital sddico (PS), barbitirico que utilizaremos en
nuestro trabajo experimental. La dosis efectiva por via intraperitoneal para producir
anestesia de este producto no se conoce, ya que depende de la bibliografia consultada; a
continuacion se presentan las diferentes dosificaciones encontradas para el mismo

producto (Ver Tabla 2.2.2.1)

El PS inyectado intraperitoneaimente (IP) es un anestésico ampliamente utilizado en el
raton. El tiempo que permanece dormido es de 20 a 40 minutos aproximadamente. La
solucion comercial det PS debe diluirse 1:9 con agua destilada. Los ratones machos son

mas susceptibles al farmaco. (Harkness J., 1995).

”



Tabia 2.2.2.1 Dosis Empleadas de Pentobarbital sodl dministrado por via
intraperitoneal en el raton

Taber e Irwin (1969) 40-70 mg/Kg

65-110 mg/Kg
40-85 mg/Kg

Clifford (1971)
Cuniiffe-Beamer (1981)

Adams (1995) 28-30 mg/Kg
Branson (1995) 30-80 mg/Kg
60-90 mg/Kg

Harkness y Wagner (1995)
Laber-Laird (1996) 40-50 mg/Kg

Flecknell (1998) 80-90 mg/Kg
Hrapkiewicz (1998) 40-80 mg/Kg
Flecknell (1999) 40-50 mg/Kg
Arras y col. (2001) 30-90 mg/Kg

30-80 mg/Kg

Pilumb (2002)

Tomando en cuenta esto tenemos que las dosis de PS inyectado intraperitonealmente
para producir anestesia reportado en la bibliografia tienen un rango de 28 a 110 mg/Kg.

A continuacion hablaremos de las caracteristicas principales del PS asi como algunos
aspectos de ta familia farmacoldgica a la que pertenece.

2.3 BARBITURICOS

Los barbituricos (BART), esencialmente, son derivados del acido barbiturico, producto
que fue sintetizado por primera vez en 1864 por Adolf Von Baeyer. El primer
representante efectivo del grupo, el barbital, fue descrito como hipnético en 1903 por
Fisher y Von Mering. En 1930 se introduce en terapéutica el Pentobarbital (nembutal). En
1934, Lundy, sustituye el atomo de oxigeno del C; por un atomo de azufre obteniendo el

acido tiobarbiturico, base de los tiobarbituratos. (Cabrera, 1996).
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ESTRUCTURA QuiMiCA

Todos los barbituricos, poseen un nucleo de pirimidina que es el resultado de la
condensacidn del acido maldénico y de la urea (William L., 1981), esencialmente son
derivados del acido barbiturico (2,4,6—trioxohexahidropirimidina) o malonilurea.

N ——y ©F |
O » u)i _m
T
o=c 1 4+ — O (2) 8 + 2Hz0
] \ ~n
\ H N o,

)
Urea 4+ Acido maidnico —=> Acido Barbiturico -+ Agus
(Maionilures)

def scido onico y de ia urea

Figura 2.3.1 F On del scido % pa

William L.,1981)
El acido barbiturico carece de actividad depresiva central, pero la presencia de grupos

alquilo o arilo en la posicién S le confiere actividades sedantes hipnéticas y, en ocasiones,

de otros tipos.

El grupo carbonilo en la posicion 2 adopta el caracter dcido a causa de |a
tautomerizacion iactam — lactim (“ceto™"enoi”), que se ve favorecida por su localizacion
entre los dos nitrégenos amino electronegativos. Los barbituricos en los que el oxigeno en
C: esta sustituido por azufre se denominan, en ocasiones, tiobarbituricos (tiobarbituratos).
Estos compuestos son mas liposolubles que los oxibarbitiricos comrespondientes

(Goodman y Gilman, 1996)

En general, los cambios estructurales que incrementan la solubilidad en lipidos
disminuyen ia duracién de la accién y la latencia para la iniciacion de la actividad,
aceleran la degradacion metabdlica, aumentan la unién a la albimina y en muchos casos
incrementan la potencia hipnética. (Cabrera J., 1993).

£l barbiturico mas comunmente usado para producir anestesia general intravenosa en
animales de laboratorio es el Pentobarbital sédico que describiremos a continuacion.
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2.3.1 PENTOBARBITAL SODICO
NOMBRE QUIMICO
Sal monosddica del 5-etil-5-(1-metilbutil)-2,4,6(1H,3H, 5H)-pirimidinetriona
Sal monosdédica del 5-etil-5-(1-metilbutil)-barbiturato

ESTRUCTURA QUIMICA

Fb\ O R Ra:-H
N—i
N:—o—-(’,/(" ﬁ’ Rsa : -C2Hs
N —t ‘R
w c\o Rss : ~ CH (CH3)CH2CH.CH;

SINONIMOS
Pentobarbitona, Nembutal, pentobarbitona sédica, Sagatal.

FORMULA EMPIRICA
Ci1Hyz N2 Na O3

TESIS o

A ™
& DE ORi

PESO MOLECULAR
248.26

QUIMICA. El PS es un poivo blanco, cristalino o en forma de granulos, inoloro,
ligeramente amargo. Es muy soluble en agua y ligeramente soluble en alcohol. El pKa del
farmaco esta en un rango de 7.85-8.03 y el rango de pH de la inyeccién es de 9-10.5.
Pueden agregarse alcohol o propilenglicol al producto inyectable para su estabilidad
(Plumb D., 2002)

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Los BART deprimen con caracter reversible la actividad de todos los tejid
El Sistema Nervioso Central (SNC) es particularmente sensible, e incluso cuando se

administran en concentraciones ar icas, son ¢ il los >s dir bre los
tejidos periféricos excitables. Sin embargo, en caso de intoxicacion aguda por BART
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sobrevienen déficits en las funciones cardiovasculares y periféricas de otras clases
(Cabrera, 1993).

SNC: El PS puede producir todos los grados de depresion del SNC, que varian entre
sedacion leve y anestesia general. Puede tener efectos euféricos (euforizantes) y
actividad anticonvulsiva selectiva (Goodman y Gilman, 1998)

La percepcidon del dolor y la reaccién al mismo se conservan relativamente sin cambios
hasta el momento en que se pierde el conocimiento, y en dosis pequeias incrementan ta
reaccion a los estimulos dolorosos. (Goodman y Gilman, 1996)

Este farmaco actha por todo el SNC; las dosis no anestésicas suprimen de preferencia
las reacciones polisinapticas. Disminuye |a facilitacion, y suele intensificarse la inhibicién.
El sitio de inhibicion es post-sindptico —como sucede en las células corticales y
piramidales del cerebelo y el nucleo cuneiforme, la sustancia negra y las neuronas
talamicas de relevo-, o bien, pre-sinaptico, como ocurre en ia médula espinal. Se
intensifica la inhibicion primordialmente a nivel de las sinapsis en las que la
neurotransmision es mediada por el GABA (acido y- amino butirico) que actaa en los
receptores GABA,.. (Goodman y Gilman, 1996, Cabrera, 1993). También se muestra la
inhibicién para liberar la acetilcolina, norepinefrina y glutamato. El PS se ha mostrado que
puede ser GABA - mimético. A dosis anestésicas altas, se han demostrado que también
inhibe la captacion de calcio en los nervios (Adams R., 1995)

Higado. A nivel hepatico inhibe el sistema enzimdtico por la combinacién con el
citocromo Puso y. produce una interferencia competitiva con ia biotransformacion de
distintas sustancias, asi como de muchos medicamentos (Cabrera, 1993).

Sistema cardiovascular. A dosis mayores (hipnéticas) puede provocar una ligera
hipotension y bradicardia. A dosis aun superiores produce una manifiesta depresion de
dicho sistema. En muchas especies, los BART causan una depresion respiratoria dosis-
dependiente. Pero en algunas especies ellos pueden causar una estimulacion respiratoria
ligera. A dosis sedante/hipnética la depresion respiratoria es similar a la que se presenta
durante el suerio fisiolégico normal. Al aumentar las dosis, el centro respiratorio medular
es progresivamente deprimido con disminucion resultante en frecuencia, profundidad y
volumen. La detencion respiratoria puede ocurrir en 4 tiempos bajos de dosis que
pueden causar paro cardiaco.
185
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El PS ha sido demostrado que causa taquicardia, disminucion del volumen de
contractilidad miocardial y apoplejia, y disminucion significativa de la presion arterial y
resistencia total periférica.

USOS /INDICACIONES.

Alguna vez el PS fue el agente principal usado para la anestesia general en animales
pequefios, pero ha sido principalmente reempl por los agentes anestésicos

inhalados. Todavia se usa comunmente como un anestésico en laboratorios, para los
roedores y de vez en cuando como agente sedante en perros y gatos (Plumb D., 2002)

Aunque el PS se usa en varias especies, es aceptado por la Food and Drug
Administration (FDA) para el uso sélo en perros y gatos (Adams R., 1995).

El PS es el ingrediente activo principal en varias soluciones para producir eutanasia, y
por via parenteral es usado de forma intermitente como hipnético, sedante o como
medicacién pre-anestésica; para efecto de nuestra investigacion es el barbitiurico mas
utilizado en animales de laboratorio para producir anestesia general intravenosa.

FARMACOCINETICA.
El PS es absorbido rapidamente hacia el intestino después de su administracion.

Aunque es menos lipofilico que los barbituricos de accién ultra corta (ejemplo tiopental), el
PS es altamente soluble en lipidos (Coeficiente de particion 39). Todos jos barbituricos
atraviesan la placenta. (Cabrera R., 1993)

El PS se metaboliza en el higado principaimente por oxi ion. La ibn del
farmaco es principalmente por la orina. Tiene en promedio una vida media de 21-42 horas
dependiendo de la especie animal con la que se trabaje, su porciento de unién a las
proteinas piasmaticas es bajo (alrededor de 40%) y por ser acido se une a la albumina
principaimente (Seymour C., 1998). Su volumen de distribucién es de 0.5-1.01 L/Kg.

16



Antecedentes

2.4 CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL

Para tratar de establecer el mecanismo de accién de un farmaco. analizando el mismo,
es indispensable hallar primero las relaciones de magnitud entre la dosis del farmaco y la
intensidad de los efectos producidos o respuestas bioldgicas, lo que da lugar a la llamada
curva dosis-respuesta (Litter M., 1986).

Los principios derivados de las curvas dosis-respuesta son los mismos en animales y
humanos. Sin embargo, obtener los datos por completo de curvas dosis-respuesta en
humanos es generalmente muy dificil o peligroso. Nosotros debemos, por consiguiente,
emplear datos de animales para ilustrar estos principios (Craig C., 1997) -

Para elegir entre diversos farmacos y determinar la dosis adecuada, debemos conocer
I6gica Relativa y |1a Eficacia Méxima de los farmacos en cuanto al

la P ia Far g

efecto terapéutico deseado. (Figura 2.4.1).

efecto
e maximo
&=
=
bt . re
= variabilidad
=
=
=
(v}
- .
= Potencia
=
CONCENTRACION
Figura 2.4.1 Relacié ion logar fe [{ y ,1996)

POTENCIA: Se refiere al rango de dosis en la cual el farmaco produce un incremento
en la respuesta, es decir, la concentracién (CEsp) o dosis (DEsp) de un farmaco que se
requiere para producir 50% del efecto maximo de este medicamento. Este parametro
depende, en parte, de la afinidad (Kp) de los receptores para unirse al farmaco y de la
eficiencia con la cual la interaccion farmaco-receptor se acopla a la respuesta.
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EFICACIA MAXIMA: Refleja el limite superior de la relacién dosis-respuesta sobre el
eje de la respuesta que puede presentar un farmaco. y puede estar determinada por el
modo de las interacciones del farmaco con los receptores. Es el efecto maximo que
puede ejercer un medicamento.

RELACION CUANTAL

En ciertos bioensayos, el analista a menudo esta interesado en medir la potencia de
una preparacion que No genera una respuesta graduada mesurable en un sistema
individual. Mas bien, la respuesta es absoluta para la unidad de prueba, es decir, ésta
responde o no a la dosis empleada dependiendo de su susceptibilidad o tolerancia. Este
tipo de respuesta de todo o nada es conocida como una respuesta cuantal o cudantica
(FEUM, 2000).

Ademas de la sensibilidad de un paciente dado, uno puede estar interesado en la
relacion que existe entre dosis y algunos parametros especificos de ia respuesta entre
todos los individuos que tomaran ese farmaco. Tal informacién es obtenida evaluando
datos obtenidos de una curva dosi: P I (CDRC). La construccién de una
curva dosis-respuesta cuantal requiere que los datos sean obtenidos de muchos

individuos. (Ver Figura 2.4.2A)

A
100 -
s Distribucién de
=) 80 frecuencia
acumutativa
= &0 oA
== '\ L7
at 2 i
A /
; % 40 g Distribucisn
0= a= de frecuencia
=
=
=

T 20 20
CONCENTRACION (mg/L)

Figura 2.4.2A Curvas de Distribucién de Frecuencia. (Goodman y Gilman, 1996).
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La curva de ia relacion del porcentaje de respuesta con la dosis, es una sigmoide
asimétrica, tal que el extremo inferior de la curva es mas corto que el extremo superior
derecho. Al transformar las dosis a sus logaritmos, la distribucion se aproxima a la forma
de una distribucion normal acumulada, que por definicion es simétrica.

La relacion logaritmo dosis-respuesta se puede linealizar haciendo una transformacion
de la respuesta. A ia respuesta transformada se le llama en general metamero. Utilizando
regresion lineal con estos metameros, es posible determinar las dosis que producen
cualquier porcentaje de respuesta (%K), y a la dosis que lo produce, se le conoce como

dosis efectiva K o DE«. (FEUM, 2000)

TESIS CON
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% DE INDIVIDUOS QUE RESPONDIERON

DOsIS (mg)

Figura 2.4.2B Curvas de dosis efecto de todo o nada. (Goodrman y Gilman, 1996)

De acuerdo con estas curvas podemos determinar varios parametros como:

Dosis Efectiva Media (DEsg): Es la dosis de un agente necesaria para producir un
efecto especifico en la mitad de la poblacion (50%). este valor es el que se obtiene con la
mayor precision. En nuestro trabajo el efecto especifico que buscamos es la hipnosis.
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Otra caracteristica importante de la actividad de un farmaco es su efecto téxico.
Obviamente, el ultimo efecto téxico es la muerte. De manera similar, la dosis necesaria
para producir un efecto toxico particular en 50% de los animales se llama Dosis Toxica
Media (DTsy). Si el efecto toxico causa la muerte de! animal, se puede definir
experimentaimente |la Dosis [ etal Media (DLag) (Katzung B., 2002). Dentro de nuestro
trabajo experimental tanto ia DT como la DLse son la muerte del animal.

Ya que el grado de seguridad asociado con la administracién del farmaco depende de
una separacion adecuada entre la dosis que produce un efecto terapéutico (DEs) y la
dosis que produce un efecto téxico o letat (DLso), uno puede usar una comparacion de
estas dos dosis para estimar la seguridad de un farmaco. Por lo tanto el indice
Terapéutico es una medida que relaciona la dosis de un farmaco que se requiere para
producir un efecto deseado con la dosis que produce un efecto no deseado y suele
definirse como el cociente de DLg sobre DEs,, este parametro seflala el grado de
selectividad que posee un farmaco para generar los efectos buscados.

indice Terapéutico = DLsg
DEso

Como una regla general, un farmaco debe tener un alto indice terapéutico, sin
embargo, algunos agentes terapéuticos importantes tienen bajos indices.

Se ha sugerido que una estimacion mas realista de seguridad de un famaco
involucrara una comparacion de la dosis mas baja que produce toxicidad (DL,) y la dosis
mas alta que produce una respuesta terapéutica maxima (DEg). El uso de estos
parametros da lugar al Margen de Seguridad.

Margen de Seguridad = DL,
DEee



2.5 RELOJES BIOLOGICOS

La existencia de los relojes biolégicos que regulan el funcionamiento de todos los
organismos vivos se conoce desde tiempo inmemorial.

La cronobiologia es el estudio de los mecanismos y significado de los ritmos bioldgicos
en los seres vivos, mientras que la cronoterapis es la administracion de los
medicamentos sobre la base de los ritmos biolégicos. Entendiendo estas dos definiciones,
la cronofarmacoiogia es la influencia de los ritmos biologicos sobre la cinética y
dindmica de los medicamentos. Todo esto nos lleva a la homeostasis del individuo que es
sometido a la influencia de un farmaco. (Ruesga Z, 1999)

RELOJ INTERNO

En nuestro organismo inciden pautas diversas. Las mas estudiadas en los uitimos
tiempos son los ritmos circadianos (del latin circa: alrededor y dies: dia). Los ciclos
circadianos comprenden todos aquellos procesos fisiolégicos que presentan
fluctuaciones con un ritmo de aproximadamente 24 horas. Entre ellos estan el ciclo suerio-
vigilia, las variaciones de la temperatura corporal, el estado de alerta y algunas funciones
neuroendocrinas, como la secrecién de cortisol y melatonina. Todos ellos se rigen por la
actividad del llamado “sistema circadiano™, que esta compuesto por una sere de
estructuras nerviosas y sus complejas asociaciones, hasta la fecha conocidas de manera

parcial. (Nature, 1996).

CLASIFICACION DE RITMOS
Enright (1981) clasificé a los ritmos bioldgicos en tres grupos de acuerdo con la

frecuencia de su oscilacion:

1. Ritmos Ultradianos: ciclos que ocurren varias veces en un dia, tienen periodos
menores a 19 hrs., por ejemplo, el ritmo respiratorio, el ritmo cardiaco, las ondas
eléctricas cerebrales, etc.

2. Ritmos Circadianos: ya mencionados antes.

3. Ritmos Infradianos: su periodo es mayor a 29 horas, algunos ejemplos son: el ciclo
menstrual de mamiferos y los ciclos reproductivos, etc.

Uno de los grandes retos de la cronoterapia es la de aplicar los tratamientos de
acuerdo con los ritmos circadianos para hacerios mas efectivos,
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CAPITULO I

3.1 OBJETIVO PARTICULAR:

Determinar la Dosis Efectiva (DEsy), Dosis Toxica (DTso) ¥ Dosis Letal (DlLso) en la
Curva Dosis Respuesta Cuantal administrando cuatro genéricos de Pentobarbital
sadico por via intraperitoneal a dos tiempos predeterminados en la especie Mus

5

musculus,

3.2 OBJETIVOS GENERALES:

Determinar el Margen de Seguridad e indice Terapéutico del Pentobarbital sédico con
respecto a los parametros obtenidos en la Curva Dosis Respuesta Cuantal.

-

Demostrar las diferencias entre cuatro genéricos con respecto a su efecto hipnético.

v

> Observar las diferencias en los parametros a medir con respecto al tiempo, es decir si
existe diferencia en el efecto hipnético si cambiamos la hora de administracion.



Hipotesis

CAPITULO IV

HIPOTESIS:

Al administrar el mismo farmaco (pentobarbital sodico) de cuatro genéricos utilizados
en México, se obtendra el mismo efecto anestésico (Hipnosis) en cada uno de ellos y la
dosis efectiva, dosis toxica y dosis letal asi como los parametros de Margen de Seguridad
e indice terapéutico seran iguales al administrarios por via intraperitoneal a las 10:00 y a

las 16:00 hrs. en ratones macho de la especie Mus musculus cepa CFW.




Material y Métodos

CAPITULO V
MATERIAL Y METODOS
> MATERIAL

A. Material Biolégico
Se utilizaron 288 ratones macho de {a especie Mus rmusculus cepa CFW (cepa abierta)
con peso de 25 a 30 g con acceso libre de agua y alimento (Lab Chow Purina 5015 y
5007).
Todos los animales provienen del Bioterio de la Facultad de Quimica y no han sido
sometidos a experimentacion previa.

B. SUSTANCIAS
4 marcas comerciales de genéricos de Pentobarbital sédico (63 mg/mL.), presentacion

solucién inyectable de uso veterinario que se describiran de la siguiente manera:

= Geneérico 1: A2186
s Genérico 2: S0502
e Gensérico 3: C0201
e Genérico 4: L0213

C. SOLUCIONES
e Agua Destilada
D. EQUIPO DE CURACION

Las jeringas desechables de plastico son preferibles a las reutilizables de cristal. Las
jeringas disefadas para !a administracion de insulina en pacientes humanos son
especialmente atiles para la administracion de pequefias dosis de farmacos a roedores,
por lo tanto se utilizaron jeringas PLASTIPAK B-D (Becton Dickinson) de 1 mlL., con aguja
de acero inoxidable calibre 27 G %2 x 13 mm.

E. EQUIPO FlJO

« Balanza Granataria

e Cronémetro
« Marcadores indelebles



Material y Métodos

> PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El método utilizado en este trabajo experimental fue el de medicion de latencias
para diferenciar cada etapa de la anestesia, asi tenemos que:

LATENCIA DE SEDACION: Es el tiempo que transcurre desde la administracién del
farmaco hasta la presentacion de incoordinacién motora del animal.

LATENCIA DE HIPNOSIS: Es el periodo de tiempo desde la administracion del farmaco
hasta la pérdida del reflejo de enderezamiento del animal.

LATENCIA DE RECUPERACION: Es ei periodo de tiempo desde la administracién del
farmaco hasta la recuperacion de la conciencia del animal cursando por la sedacion e

hipnosis.

DURACION DE LA HIPNOSIS: Es el periodo de tiempo desde la pérdida del refiejo de
enderezamiento del animal hasta la recuperacion del mismo.

MUERTE: En caso de que el animal no se recupere, pierde el reflejo de enderezamiento y
la frecuencia cardiaca y respiratoria y por lo tanto se presenta la muerte.

Se formaron 8 grupos aleatoriamente con una n de 36 ratones (por cada genérico
utilizado se requeria 2 grupos. ei primero se administraba a las 10:00 hrs., y el segundo a
las 16:00 hrs.), cada grupo recibié el siguiente tratamiento.

1. Pesar y marcar 6 ratones para cada concentracion de Pentobarbital sédico.
2. Administrar por via intraperitoneal pentobarbital sédico a las siguientes dosis:

Ratén Dosis PS Concentracion PS
(mg/kg) {(mg/mL
1-6 3.2 0.32
7-12 8.0 0.80
13-18 20 2.0
19-24 50 5.0
25-30 125 12.5
31-36 312.5 31.2

TESIS CON
FALLA DE CRIGRN
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Materis! y Métodos

3. Observar cuidadosamente a los animales después de la administracién de!
famaco (t=0) durante 30 minutos y valorar si el animal llegsd a la hipnosis
(pérdida del reflejo de enderezamiento) o bien, a la muerte.

4. Los datos obtenidos seran recopilados y resumidos en tablas para construir la

CDRC.
5. A partir de las tablas se construirdn las graficas de:
e % de respuesta vs Logaritmo de la dosis y determinaremos la DEge

y DL,.
e Unidades probit vs Logaritmo de la dosis y se determinara {a DEso,

DTso, ¥ Dlso.

DEso = Dosis Efectiva 50
DTso= Dosis Toxica 50
DLso = Dosis Letal SO

6. En las grdficas de unidades probit vs logaritmo de ja dosis interpolamos el
valor de 5 en unidades probit que corresponde al 50% de la respuesta y
obtenemos los valores de DEss, DTso, y DLso para cada efecto evaluado.

7. De los datos obtenidos de la CDRC podremos obtener los parametros de
indice Terapéutico y Margen de Seguridad.

IT = DlLso / DEso MS =DL, / DEgo

Para determinar el 0% y 100% de respuesta en Unidades de Probabilidad (probit) se
utilizan las siguientes formulas:

0% = 0.25/n*100

100% =n—0.25/n" 100

Donde n = nimero de ratones = 6



Materis! y Métodos

8. Se realizé correccibn por medio de regresion lineal aplicando la siguiente
formula:
n=5-apB

que se utiliza para el calculo mas exacto de la Dosis Efectiva SO (Toxicidad Aguda), que
esta referida en |la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. (FEUM, 2000).

9. Se realizé6 Analisis de Varianza (ANOVA) en los resultados obtenidos de la
duracién de hipnosis y en los datos donde se rechaza la hipétesis nula se
aplicé la prueba de Scheffe para ver las diferencias con un nivel de

significancia o = 0.05.
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Resultados

CAPITULO VI

RESULTADOS

CURVAS DOSIS RESPUESTA CUANTAL PARA CADA GENERICO

Las unidades probit se tomardn de tablas (Ver Anexo Ill). El valor del 0% es 3.249 y el de
100% es 6.728, respectivamente. A continuacion se describen los datos que necesitamos
para graficar nuestra CORC. Estos calculos se realizan para cada uno de los genéricos de

PS y a las diferentes horas de administracion.

PRODUCTO: A2186

Ratones: Macho (6 por cada concentracion).

Tiempo de experimentacion: 30 min.

1

10:00 hrs. 16:00 hrs.
Dosis Log |[%H %M | UP.H | UP.M %H %M | UPH |UPM
(mg/Kg) | Dosis

3.2 0.51 o o 3.249 | 3.249 o o 3.249 3.249

8 0.9 o o 3.249 | 3.249 [+] [+] 3.249 3.249

20 1.3 o o 3.249 | 3.249 | 18.68 o 4.0086 3.249

50 1.7 100 o 8.728 3.249 100 2] 6.728 3.249

125 2.0968 100 100 6.728 | 6.728 100 100 8.728 8.728
312 2.494 100 100 6.728 | 6.728 100 100 8.728 8.728 |

Nota: H = Hipnosis; M = Muerte; U.P. = unidades probit o de probabilidad

TESIS CNN
FALLA DE ORIGEN
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Genérico A2186
120
100
= 80
H
2 60 —e&— % Hpnosis
i —&—— % Muerte
3t 40
20
o —
o 05 1 1.5 2 25 3
L Log Dosis

Grdfica 1. CDRC del Porcentaje de Respuesta del A2186 administrado por via
intraperitoneal (IP) a las 10:00 hrs. Su DEgs es de 49.659 mg/Kg y su DL, es 50.583
mg/Kg, por lo tanto presenta un Margen de Seguridad (MS) de 1.021.

Genérico A2186

8

7
B
26
=
8 s
g 4 R —e— U.P. Hipnosis
= —o— U.P. Muerte
= 3
b
= 2
5 1

O +

[+] 05 1 1.5 2 25 3
Log Dosis

Gradfica 2. CDRC de las Unidades de Probabilidad del A2186 administrado por via IP a
las 10:00 hrs. Su "DEso es de 31.987 mg/Kg y su **DLs, es 62.488 mg/Kg, por lo que

presenta un Indice Terapéutico (**IT) de 1.954.
Nota: Los valores con asterisco (**) ya estan corregidos estadisticamente utilizando el

modelo de regresién lineal que exige la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.
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8

%Respuesta

8 & 8 8

Génerico A2186

=] o

Log Dosis

—e— % Hipnaosis
—a— % Muerte
04
.5 1 15 2 25 3

Grifica 3. CORC del Porcentaje de Respuesta del A2186 administrado por via IP a las
16:00 hrs. Su DEg es de 49.545 mg/Kg y su DL, es 50.583 mg/Kg, por lo tanto presenta

un MS de 1.019.

Unidades de Probabilidad
N WA ol N

Genérico A2186

—e—U.P, Hipnosis
—e— U.P. Muerte

o

1.8
Log Dosis

25 3

i

Grifica 4. CORC de las Unidades de Probabilidad dei A2186 administrado por via IP a
las 16:00 hrs. Su "*DEss es de 28.029 mg/Kg y su **DLs, es 62.488 mg/Kg, por io que

presenta un **IT de 2.229.

TESIS CON
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Dentro del desarrolio del trabajo experimental los genéricos S0502, CO201 y L0213 se
comportaron de la misma manera y sus resultados dentro de la CDRC son iguales es por

esto que se muestra solo una tabla de los resultados obtenidos por estos tres genéricos.

PRODUCTO: $0502, C0201, L0213

Ratones: Macho (6 por cada concentracién).

Tiempo de experimentacion: 30 min.

| 10:00 hrs. | 16:00 hrs_ — ]
Dosis Log |%H |%M FF U.P.M [%H [%M PJ._PF‘G‘.FT
(mg/Kg) | Dosis
3.2 0.51 [s] (o] 3.249 3.249 o o 3.249 3.249
8 0.9 o o] 3.249 32494 o o 3.249 3.249
20 1.3 0] o 3.249 3.249 o o 3.249 3.249
50 1.7 100 o 6.728 3.249 100 o 6.728 3.249
1285 2.096 100 100 6.728 6.728 100 100 6.728 €.728
312 2.494 100 100 6.728 6.728 100 100 6.72L[ 6.728
Nota: H = Hipnosis; M = Muerte; U.P. = unidades probit o de probabilidad

—

%Raspuesta
8

Genéricos S0802, C0201 y LO213

o 0.
Log Dosis
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a0
—e— % Hpnosis
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40
20
s 1 1.5 2 25 3

Grdfica 5. CDRC del Porcentaje de Respuesta de los genéricos S0502, C0201 y L0213
administrados por via IP a las 10:00 hrs. Su DEgs es de 49.659 mg/Kg y su DL, es 50.583

mg/Kg, por fo tanto presentan un MS de 1.021.
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Genéricos S0502, C0201 y L0213

4] —e—U.P. Hipnosis
—a—U.P. Muerte

o 0s 1 1.5 2 25 3
Log Dosis

T

n oo N e

Unidades de Probabilidad

Grifica 6. CDRC de las Unidades de Probabilidad de los genéricos S0502, C0201 y
L0213 administrados por via IP a las 10:00 hrs. Su ™DEs es de 31.987 mg/Kg y suU **DlL.so
es 62.488 mg/Kg, por lo que presentan un **|T de 1.954. -

Genéricos S0502, C0201 y L0213
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Grdfica 7. CDRC del Porcentaje de Respuesta de los genéricos S0502, C0201 y L0213
administrados por via IP a las 16:00 hrs. Su DEgs es de 49.659 mg/Kg y su DL, es 50.583

mg/Kg, por lo tanto presentan un MS de 1.021.
3z
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Genéricos S0502, C0201 y L0213

5 4
—e— U.P. Hipnosis
—a— U.P. Muerte
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&

o [+X-7 1 15 2 25 3
Log Dosis

Grdfica 8. CDRC de las Unidades de Probabilidad de los genéricos S0502, C0201 y
L0213 administrados por via IP a las 16:00 hrs. Su “*DEss es de 31.987 mg/Kg y su “*Dlso

es 62.488 mg/Kg, por lo que presentan un **IT de 1.954.
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Resultsdos
COMPARACION DE DURACION DE HIPNOSIS
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Gréfica 10: Duracion de |a hipnosis de cuatro genéricos de PS administrados a las
16:00 h. * Diferencia significativa a p=0.05
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CAPRITULO VIl
ANALISIS DE RESULTADOS

Los resuitados obtenidos de los parametros evaluados en la CDRC, muestran el
comportamiento de los genéricos administrados a diferentes concentraciones y tiempos

de muestreo.

En o que se refiere a los genéricos SO0502, C0201 y L0213 (Grdficas 5, 6, 7, 8)
presentan un comportamiento similar dentro de los parametros evaliuados en la CDRC sin
presentar cambios significativos con respecto a la hora de administracion del PS, ya que
su DEss es de 31.987 mg/Kg en ambos tiempos, asi como su DLs; es de 62.488 mg/Kg,
por lo que estos genéricos presentan un IT de 1.954, lo que indica que su capacidad para
producir un efecto toxico es muy grande, puesto que no hay una separacion considerable
entre las dosis, esto se cormobora con su MS que es de 1.021 (Flecknell P.,1998).

Con respecto al genérico A2186 se encontré que existen diferencias significativas de su
seguridad en cuanto a su hora de administracién. En las administraciones que se
realizaron a las 10:00 hrs. (Graficas 1 y 2), se muestra que su DEss es de 31.987 mg/Kg ¥y
su Diso es 62.488 mg/Kg, presentando un IT de 1.954 y un MS de 1.021. Este
comportamiento es similar a los genéricos S0502, C0201 y L0O213. Pero al cambiar de
hora de administracion se presenta un cambio en la pendiente de la CDRC (Gréficas 3 y
4), con lo cual se presenta una DEs, de 28.029 mg/Kg sin cambiar su DLz que es de
62.488 mg/Kg, este cambio provoca que el indice Terapéutico aumente a 2.230 y el
Margen de Seguridad no se modifica , por io que podriamos considerar que el PS es mas
potente en su efecto hipndtico a las 16:00 hrs que a las 10:00 hrs y es mas seguro
respecto a su IT. Esto puede deberse a la interaccién de los excipientes de ia forma
farrmacéutica que pueden estar potenciando el efaecto, o presentando un sinergismo.

Con respecto a la duracion del efecto hipndtico se realizé una comparacion entre los
cuatro geneéricos a través de un andlisis de Varianza (ANOVA) para verificar si no hay
diferencias entre cada uno de los tratamientos desarrollados, Nos encontramos con que a
las 10:00 hrs no hay diferencias significativas con respecto a la duracién de Hipnosis

(Gréfica 9), por el contrario, a las 16:00 hrs se observo que si existen diferencias con
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respecto a la duracién de hipnosis (Grafica 10), y por lo cual se realizé una prueba de
Scheffe y se encontré que el genérico L0213 es el que presenta diferencia significativa
entre los pares de genéricos con un nivel de significancia de a = 0.05.

La Duracion de hipnosis se observa a una dosis de 50 mg/Kg y el tiempo para llegar a
este efecto es aproximadamente de 4.5 minutos, por lo que se confirma que el PS es un
barbiturico de accion corta; con esta dosis todos los animales se recuperaron y su tiempo
de hipnosis es aproximadamente de 21.6 minutos.

Con respecto al tiempo de administracién de los genéricos se realizé el analisis
estadistico utilizando la prueba de F y la prueba de U de Mann Whitney para comparar
entre las muestras a diferentes tiempos y obtuvimos que no hay diferencias significativas
a excepcidn del genérico L0213 que si presenta diferencias con respecto a su tiempo de
administracion ya que el tiempo de hipnosis es mayor si se administra el farmaco a las
10:00 hrs., que si se hiciera a las 16:00 hrs. Esto puede deberse a que ios ratones son
animales noctumos y por ende su metabolismo es mas rapido en horas mas cercanas a la

noche.

€1 PS ha sido reportado como anestésico general, sedante e hipnético y anticonvulsivo
por mencionar algunos de sus efectos farmacolégicos.

El principal mecanismo de accién para estos efectos farmacolégicos del PS, es sobre
receptores GABA, los cuales inhiben las actividades del SNC.

Los resultados muestran que se tiene un efecto hipnodtico en un rango de 28.029 -
31.987 mg/Kg sin presentar efectos adversos, y con un tiempo de hipnosis de 20 minutos,
con esto se reduce el rango que easta reportado en la Literatura (28 a 110 mg/Kg,
Harkness y varios autores, 1995).

Esto puede deberse a que en este rango de dosis se estan saturando los receptores a
GABA, que es mecanismo responsable del efecto. También es recomendable administrar
este producto en horas matutinas para evitar el metabolismo del PS y asi administrar a los
animales menos farmaco y producir menos efectos toxicos.



Anélisis de Resultedos

Un estudio mas fino con dosis intermedias y a distintos tiempos dei dia, asi como
diferentes cepas de ratdn nos ayudaria a predecir la mejor dosificacion para el animal y ia

mejor hora de administracion.

El punto importante es que después de realizar este estudio se observe gque el PS

presenta una escasa seguridad y multiples efectos adversos, que intervienen en los
resultados obtenidos, por lo que una recomendacion seria ya no utilizar este farrmaco para
anestesia en ratones y otras especies, y solo se utilice como agente eutanasico. Ademas
se debe informar a los investigadores sobre estos resultados y recomendar el uso de
otros agentes anestésicos mucho mas seguros, ¥y asi disminuir los costos de investigacion
por una mala anestesia en los procedimientos experimentales.
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CAPITULO VIl

CONCLUSIONES

A

La administracion de PS en ratones macho de la cepa CFW produce hipnosis

Los resultados obtenidos demuestran que la DEss del PS en ratones macho de la

cepa CFW esta en un rango de 28.029 - 31.987 mg/Kg. ¥ su DLy s de 62.488

mg/Kg.

La administracion del PS es mas efectiva a las 10:00 hrs.

Si existen diferencias en cuanto al genérico utilizado con respecto al IT y al MS.
El genérico mas potente es el A2186 y es mads eficaz.

ElIT es de 1.954 a fas 10:00 hrs con un MS de 1.021.



TESIS C7°7 |

ANEXO I
Cronologia de /a anestesia

ANO ACONTECIMIENTO
Las civilizaciones remotas emplearon amapola de opio, hojas de coca de
mandragora, y aun (hasta el punto de inconsciencia) para pennmr al

3000-1000 | cirujano operar. Los asirios conocian un método eficaz para causar "anestesia®,

A.C. aunque no exento de peligro, comprimiendo ia cardtida a nivel del cuello con la
consiguiente isquemia cerebral y la aparicion de un estado comatoso lo cual era
aprovechado para Ia cirugia (Morgan E., 1992)

Es posible que los incas hay pr local cuando masticaban hojas de
coca con ya que 1 el adormecumienlo en ialengua y labios (Orden M.,
1994).

460-377 | Hipocrates uso la *esponja soporifera® que era una preparacion de op‘o beleﬂo y

A.C. mandragora. En otras civilizaciones antiguas como la china, de
se describe la utilizacién de la marhuana para producir inconsciencia y. evlar el dolor.

1770 - Fueron descy tos por ) Pr y ¥ Antoine Laurent Lavoisier e xido nitroso y

1780 el anbhidrido carbénico, y en 1800 Humpy Dhavy utiliza el oxido nitroso para evitar el
dolor en las extracciones dentales.

1823 El médico Henry Hill Hickmann consiguid Insenslblllzar a diversos anlmales para
operarles en estado de inconciencia, inhalando CO,, y Cl Bemard un
t6xico de primera importancia, el curare.

1831 Samuel Guthrie (USA), Eugene Souberrain (Francia), y Justus Von Liebing (Alemania)
sintetizan el cloroformo.

1832 EI hidrato de cloral fue sintetizado por Liebing e introducido posteriormente en medicina
como hipnético y anestésico por Liebreich.

1842 Crawford W. Long utiliza el dietiléter para producir anestesia quirargica, mas no dio a
conocer su experiencia_hasta de: s de |a sentacion de Morton.

1844 En Diciembre, el odontélogo Horacio Wells mientras respiraba 6xido nitroso, pidi6 que
se le exdrajera uno de sus propios dientes, sin dofor. (Goodman & Gilman, 1998).

1846 Mortorn recibe el crédito por la creacion de /a anestesia quinsgics. (Goodman & Girman,
19986)

. 1847 El éter resultéd ldeal entre los primeros El que se
utilizo con id fue el clor 3. Introducido por et obstetra escocés James
Simpson. (Goodman y Gitman, 1998). En este mismo afio se 1 las p
anestésicas del cloruro de etilo por Fluorens.

1859 Albert Niemann observé que el polvo de la cocaina tenia sabor amargo y provocaba
adommecimiento de la lengua.

1864 Von Baeyer sintetiza el acido barbitiarico.

1868 Edmund W. Andrews describid la administracion de acido nitroso con oxigeno para dar
anestesia quirargica, describiendo asi la “anestesia por intervalos”.

1882 Freund prepar6 el ciclopropano.

1884 Carl Koller utiliza la cocaina para producir ar ia topica cC ival, y mas tarde
Joseph Brettauer demuestra los efectos anestésicos locales en la comea.

1887 Paul Bert investiga la relacién que tiene el ef de i y la profi de ia
anestesia.

1902 M. J. ifert define “ar ia® como ia ciencia que incluye los métodos y recursos

ara_producir la insensibilidad al dolor, con hipnosis o sin ella.

1903 -05 [Fischer y Von Mering introducirian el veronal o dietil-barbiturico en 1903, y el
dipropitlbarbiturico en 1805.

1905 Einhom sintetiza la procaina.

1911 Se sintetiza el hexobarbital, mer barbitiirico endovenoso, r Fischer y Von Meri
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ANEXO ¢

Tras el entusiasmo inicial, la evolucion de la s iZz0 por un
cambio iento y progreso limitado en Estados Unidos, sin embargo simultaneamente se
ta

fueron desarroltando aparatos para hacer p de la ar por

diferentes vias , asi como también se desamollaron las técnicas anestésicas.
McEtvain sintetiza la piperocaina y en 1928 Eisleb sintetiza la tetracaina.

1927

1929 La dibucaina fue descubierta por Uhiman al tiempo que Kirschner describia el
tribrosr como é endovenoso. Zefras y McCallum descubrieron las

ledades anestésicas del ciclo ano.

1930 Fitch, Waters y Tatum introducen el pentobarbital como ar ico endo y
Sword describe el ciclo respiratorio anestésico y el sistema de absorcién de !iéxido de
carbono.

1934 Jackson y Cincinnati describen las propiedades anestésicas del tricloroetileno.

1935 John Lundy utiliza el tiopental (tiobarbiturico de accién rapida) como agente para la
induccién rapida de anestesia general. Se ensambié el primer aparato de anestesia con
vaporizadores para éter (Goodman & Gilman's, 1998)

1943 Lofgren y Lundquist sintetizan ia lidocaina y en 1944 se descubren la hexilcaina y la 2-
cloro, ina por Coj Marks res; ivamente.

1946 Bovet prepara la d-tubocurarina, primer simil sintético del curare.

19568 British Research Council y los quimicos de Imperial Chemical Industries desarroliaron
el halotano, anestésico no inflamable. Este farmaco revoluciono !a anestesia por
inhalacion (Goodman & Gilman's, 19986).

1961 E.l.Eger introduce e} concepto de “concentracién alveolar minima* (CAM).

1963 R.C. Terrel sintetiza el enflurano y $€ usa clinicamente hasta 1988. En ese mismo afio
se sintetiza !la Ketamina, a partir de su precursora la fenziclidina. En 19685 Termel
sintetiza el isoflurano.

1968 Takman sintetiza la etidocaina.

1980 La FDA aprueba el uso en los Estados Unidos del isoflurano. Los estudios clinicos de

este halogenado habian iniciado desde 1970, pero tardo en salir al mercado por los
reportes de carcinogénesis que se habian obtenido de él, al aiio siguiente se utiliza en

clinica.

Hace poco se empezaron a usar como anestésicos varias combinaciones de fé&rmacos
intravenosos de diversas clases, por o general en combinacion con 6xido nitroso. El uso
de opioides de accion breve en solucion intravenosa de administracion constants es un

adelanto actual muy estimulante en el campo de la anestesia.
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ANEXO N

ANEXO 0

SEDANTES, TRANQUILIZANTES Y OTRA MEDICACION PRE-ANESTESICA

Acepromacina
Atropina
Diacepam

Fentanilo/droperidol
(Innovar Vet)

Fentanilo/fluanisona
{(Hypnorm)
Ketamina
Medetomidina

Midazotlam

Xilacina

EN EL RATON

2 — 5 mg/Kg Vp, s/c
0.04 mg/Kg s/c

5 mg/Kg i/p, il'm
0.5 mi/Kg i/m

0.1 —-0.3 mi/Kg i'p

100 - 200 mg/Kg i/m

30~ 100 pg/Kg s/c

5 mg/Kg i/m, ilp

5~ 10 mg/Kg ip

Sedacion ligera
Anticolinérgico

Sedacion ligera
Inmovilizaciéon / anaigesia
Sedacion ligera, anaigesia
moderada

Sedacion
analgesia suave

profunda,
Sedacion de ligera a intensa,
algo de anaigesia

Sedacion de ligera a
moderada

Sedacion de ligera a intensa,
algo de analgesia

Se produce una considerable variacion en et efecto entre diferentes lineas (Flecknel P., 1998).

41



Anexo It

ANEXO NI
TABLA DE CONVERSION DE PORCENTAJES EN UNIDADES DE PROBABILIDAD
(PROBIT)
0 E] F 3 ) 5 ) 8 ()

o — 2,674 | 2,948 | 3,119 | 3,240 | 3,355 | 3,445 524 | 3,595 | 3,659
10 3,718 { 3,773 | 3.825 | 3.874 | 3.920 | 3.964 | 4008 | 4,048 | 4,085 | 4,122
20 4,158 | 4,194 | 4,228 | 4261 | 4,294 | 4,326 | 4,357 a8 4417 | 4,447
3o 4,476 | 4,504 | 4532 | 4,560 | 4.587 | 4.615 | 4,642 | 4. 4,695 | 4,721
40 4747 | 4773 | 4798 | 4824 | 4,840 | 4874 | 4900 | 4925 | 4950 | 4975
50 5,000 | 5,025 [ 5.050 | 5,075 | 5.100 | 5,126 | 5,151 | 5,176 | 5202 | 5227
€0 5253 | 5279 | 5305 | 5,332 | 5,358 | 5385 | 5413 | 5440 | 5468 | 5496
70 5524 | 5553 | 5583 | 5613 | 5643 | 5674 | 5708 | 5.739 | 5772 | 5,806
80 5842 | 5878 | 5.915 | 5,954 | 5.994 | 6.0 6,080 | 6.126 | 8,175 | 6,227

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
8,335
8,398
6,468
8,548
8,835

54 8,555 8,583 6,572 8,580 6,587 6,588 6,607 6,618 6,626

95 6,645 6,655 6,665 8,675 6,885 | 8,605 8,708 6,717 8,728 8,739
98 6,751 8,762 6,774 6,787 6,799 6,812 6,845 6,838 6,852 8,868
97 6,881 6,896 6,911 6,927 6,843 6,960 6,971 8,995 7,014 7,033
o8 7,054 7,075 7,097 7.120 7,144 7.170 7.197 7.226 7.257 7.280
99 7.326 7,368 7,409 7.457 7.512 7,578 7.862 7.748 7.878 8,080

TESIT 7T [
FALLA Dii U iGEN
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