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CAPITULO |

INTRODUCCION

El uso de anestésicos en el area experimental biomédica es de suma
importancia debido a que puede ser un factor de riesgo en el proceso de
investigacion, de ahi la necesidad en la busqueda de nuevas sustancias que
puedan ser aplicadas como anestésicos con Margen de Seguridad (MS) e indice
Terapéutico (IT) adecuados para éste fin. Asi mismo que el costo/beneficio sea

menor al que se tiene con los anestésicos actualmente administrados.

Por lo que el presente trabajo esta encaminado a determinar parametros como
las dosis efectiva, letal y MS en las especies Mus musculus y Rattus norvegicus

gue son mas utilizadas en la experimentacion biomédica. (Gémez, 2001)

En el trabajo continuo y cotidiano del uso de animales en el laboratorio, las
técnicas anestésicas es un aspecto esencial del refinamiento de los métodos
experimentales y el uso de un anestésico incorrecto puede ocasionar efectos
adversos sobre la calidad de los resultados que se van a obtener durante el
transcurso de cualquier proyecto de investigacion con animales e inclusive la
muerte del mismo; ademas es necesario resaltar que en nuestro pais se siguen
utilizando farmacos anestésicos que no son especificos para roedores. Por lo cual
consideramos que al establecer los parametros farmacoldgicos antes expuestos
del 2, 2, 2-tribromoetanol como anestésico, podemos concluir si es factible su uso

en estas dos especies. (Flecknell, 1998)

Asi mismo contemplamos en este proyecto algunas otras variables que
pudiesen afectar la accién de dicho anestésico como el ritmo ciracadiano y el sexo
de los animales, esto con la finalidad de proporcionar un informe mucho mas
completo de un anestésico que puede ser viable en las practicas de

experimentacion biomédica.



CAPITULO Il

ANTECEDENTES

2.1 ANESTESIA
2.1.1 HISTORIA

Se tiene registro del uso de preparaciones a base de plantas desde tiempos
inmemoriales para mitigar o inhibir el dolor; éstas practicas anestésicas han
madurado a través del tiempo, sin embargo, la evolucion de la anestesia se inicié
a mediados del siglo XIX, y no se establecié con firmeza sino hasta hace apenas
algunas décadas (Morgan, 1995).

Antes de 1846 los procedimientos quirurgicos no eran tan comunes como lo son
ahora debido a los conocimientos rudimentarios sobre la fisiopatologia de la
enfermedad, asi como la razén para su tratamiento quirdrgico. La técnica aséptica
y la prevencion de la infeccion de las heridas eran casi desconocidas. Ademas, la
ausencia de una anestesia satisfactoria era un obstaculo importante (Goodman &
Gilman, 2006).

Existian algunos medios para intentar aliviar el dolor quirdrgico utilizando
sustancias como el alcohol, el hashnish y los derivados del opio. También,
inducian la inconciencia del individuo a través de traumatismos en la cabeza o el
estrangulamiento, lo que hacia muy poco atractivos los procedimientos quirurgicos
(Goodman & Gilman, 2006).

A pesar de conocer las propiedades analgésicas del 6xido nitroso y el éter
dietilico, alrededor de 1776, éstos agentes no se utilizaron con propésitos médicos
sino hasta mediados del siglo XIX (Goodman & Gilman, 2006).

La anestesia se introdujo hasta Ila década de 1840, cuando hubo una
preocupacion por el bienestar del préjimo, una actitud humanitaria, también, es
cierto que en esos momentos la quimica y la medicina habian avanzado
simultdneamente hasta el grado en que podia prepararse una droga puramente

quimica y usarla luego con cierto grado de seguridad. También, habia crecido el
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espiritu inquisitivo: la busqueda de la mejoria de la condicion humana (Goodman &
Gilman, 2006).

En 1845 el doctor Wells intent6 introducir el 6xido nitroso como anestésico con
un rotundo fracaso. En 1846 el doctor W. Morton hizo una demostracion publica
exitosa de la anestesia con éter.

En 1903 comienza a utilizarse el tribromoetanol (TBE) como anestésico rectal
(Soma, 1971).

En 1929 se descubren las propiedades anestésicas del ciclopropano y se utiliza
durante los siguientes 30 afios a pesar del existente riesgo de explosion; esto
aumenta la necesidad de encontrar otros anestésicos, por o que redoblan sus
esfuerzos en la busqueda de nuevas opciones y es asi como aparece el halotano
en escena en 1956, el cual es el modelo de muchos de los anestésicos modernos
(hidrocarburos y éteres halogenados) (Goodman & Gilman, 2006).

En 1935 Lundy demostré la utilidad clinica del tiopental, un tiobarbiturico de
rapida accion, de alli vinieron los siguientes anestésicos pertenecientes al grupo
de los barbituricos. Los anestesistas también fijaron su atencion en las
propiedades del curare y éste se utilizé por algunos afos a principios del siglo XX.
(Goodman & Gilman, 2006).

En la actualidad se utilizan combinaciones de farmacos para inducir a una
anestesia con mayor eficacia. Sin embargo, aun se sigue en la busqueda de
nuevos anestésicos, eficaces y seguros.

A principios de la década de 1990 las practicas anestésicas se concretan ya
como una especialidad -“Anestesiologia Médica”™ cuando unos pocos medicos
comenzaron a dedicar toda su atencion a la administracion clinica de los

anestésicos (Adams, 2001).
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2.1.2 DEFINICION DE ANESTESIA

La palabra anestesia deriva del griego avaicbnoia; que significa av; privacion,
y awcOnoiwa: sentido, sentimiento; privacion de la sensibilidad, insensible o sin
sensacion.

La palabra no implica necesariamente la pérdida de la conciencia. En el campo
de la anestesiologia, la anestesia y los anestésicos son utilizados por una amplia
variedad de razones (Adams, 2001). Por lo que podemos definir a la anestesia
como un conjunto de procedimientos y técnicas que nos permiten la eliminacion de
sensibilidad a los estimulos dolorosos, en algunas maniobras diagnosticas o en
diversas acciones terapéuticas e incluso, excepcionalmente en la eutanasia.
(Gonzalo, 1994)

2.1.3 TIPOS DE ANESTESIA (Adams, 2001)

Podemos dividir los tipos de anestesia basandonos en la magnitud de la pérdida
de sensacion en dos grandes grupos:
e Regional/local: farmacos en la proximidad de membranas nerviosas que
producen bloqueo de la conduccion. (Adams, 2001)
* Local
a. Porinfiltracion
b. Aplicacién superficial
c. Por blogueo de una rama nerviosa en forma lineal
= Regional
a. Paravertebral
b. Epidural
c. Intratecal
e Anestesia general: estado controlado de depresion reversible del SNC
(incluida la inconciencia) producida por uno o multiples farmacos.
(Adams, 2001)
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Segun su via de administracion:

» Inyectable = Sistema
a. Intravenosa gastrointestinal
b. Subcutanea f. Oral
c. Intramuscular g. Rectal
d. Intraperitoneal = Sistema
e. Intradsea respiratorio

(inhalatoria)
=  Anestesia

disociativa

La anestesia general de tipo parenteral (via intraperitoneal) fue la empleada
durante la etapa experimental de este proyecto por los requerimientos del

farmaco.

2.1.3.1 ANESTESIA GENERAL

La anestesia general es un estado inducido por medios farmacolégicos u otros,
lo que da por resultado una depresion controlada y reversible del Sistema
Nervioso Central (SNC) (Adams, 2001). El estado fisioloégico de anestesia general
suele incluir analgesia, amnesia, pérdida de la conciencia, inhibicién de reflejos
sensitivos y autonomos y relajacion de musculos esqueléticos. El grado al que
cualquier anestésico inhibidor puede ejercer estos efectos varia segun la
sustancia, la dosis y circunstancias clinicas. (Katzung, 2005)

Los anestésicos generales suelen administrarse por inhalacion o por inyeccién

intravenosa. (Katzung, 2005)

2.1.3.1.1 ETAPAS DE LA ANESTESIA

Con la progresiva profundizacion de la anestesia quirdrgica aparecen

disminuciones paralelas en la ventilacion e integridad circulatoria. La muerte por
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sobredosis de anestésicos potentes ocurre por paralisis medular y paro circulatorio
en ausencia de hipoxia. Se pueden producir los siguientes efectos, de forma

dependiente a la dosis:

1. Menor presion sanguinea causada por vasodilatacion periférica o reduccién
directa de la contractilidad cardiaca o ambas.

2. Menor ventilacion alveolar minuto debido al volumen corriente final
reducido. (La ventilacion se hace mas dependiente del diafragma al
profundizarse la anestesia).

3. Constriccion y centrado de las pupilas con niveles medios de anestesia
quirurgica, que precede a la dilatacion pupilar con aparicion de anestesia
profunda. (Se observa un aumento del lagrimeo con niveles ligeros de
anestesia quirurgica, pero los ojos estan secos durante la anestesia
profunda.

(Goth, 1990)

Los cambios progresivos resultantes de la administracion de farmacos

anestésicos se clasifican en cuatro etapas (Ganong, 1984):

ETAPA I. analgesia

Se caracteriza por la induccion de un estado de analgesia ligero no apto para la
cirugia (Sumano, 2006), ya que la sensacion dolorosa persiste. Es la etapa mas
variable. Al acercarse a la etapa Il, el animal pierde el control para mantenerse de

pie y asume la posicion decubito lateral (Ganong, 1984).

ETAPA II: de excitacion

Se inicia al perderse la conciencia por accién del anestésico sobre la posicidon
cortical (Sumano, 2006).

Durante esta etapa, con frecuencia el individuo parece estar delirante vy
excitado, pero definitivamente se encuentra amnésico. La respiracion es irregular

tanto en volumen como en frecuencia, y puede presentarse nauseas y vomito
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(Katzung, 2005). Este estado dura desde la pérdida de la conciencia hasta el

establecimiento de un patron regular de respiracion. (Ganong, 1984)

ETAPA Ill: anestesia quirargica

Se caracteriza por inconciencia con pérdida progresiva de los reflejos. Se
acentua la relajacion muscular por la accion sobre los centros espinales, y la
respiracion se torna mas lenta y regular. Los reflejos deglutorio y emético se

pierden. (Sumano, 2006)

ETAPA IV: depresién medular

Esta etapa incluye la depresion grave del centro vasomotor en la médula
espinal y del centro respiratorio (Katzung, 2005). El corazén continua latiendo solo
por un corto periodo. Las mucosas estan palidas y las pupilas dilatadas. Los
esfinteres urinario y anal se relajan. Sin el apoyo circulatorio y respiratorio

completo, rapidamente sobreviene la muerte. (Ganong, 1984)

Los cuatro planos de la teoria clasica no siempre se observan con todos los
anestésicos, puede deberse a que el tiempo entre las etapas es corto, y muchos

signos poco aparentes son a menudo inadvertidos. (Katzung, 2005)

2.1.4 CUIDADOS PRE-OPERATORIOS

Para proporcionar una anestesia de calidad, en los modernos laboratorios de
investigacion, es esencial realizar procedimientos pre-operatorios adecuados
antes de intentar anestesiar a un animal. Unos buenos cuidados pre-operatorios
reduciran la incidencia de muchas de las complicaciones que pueden ocurrir
durante la anestesia (apnea, hipertaxia, muerte) (Flecknell, 1998), es
indispensable asegurarse que los animales a someter al procedimiento anestésico
se encuentren en perfectas condiciones sanitarias y libres de procesos
subclinicos. (Cruz, 1994)
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Es importante considerar la preparacion, no solo de los animales a anestesiar,

sino también el equipo, los farmacos y el personal que estara implicado en el

procedimiento. (Flecknell, 1998)

2.1.5 EQUIPO ANESTESICO, FARMACOS ANESTESICOS Y PERSONAL

Luego de precisar el protocolo anestésico, es necesario verificar:

La disposicion del equipo preciso y de su 6ptimo funcionamiento.
Que se tienen la cantidad de farmacos suficiente y gases anestésicos no
solo para el tiempo de anestesia previsto, sino para atender los posibles
imprevistos.
Revisar 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.
Permitir que el equipo de monitorizacidén se estabilice una vez encendido, y
comprobar sus funciones.
Reajustar los limites de alarma antes y después de que se haya conectado
el animal.
Destinar un espacio adecuado para la recuperacion pos-operatoria del
animal.
Comprobar que todo aquel que vaya a participar en el procedimiento se
encuentre familiarizado con el método experimental, el equipo y las técnicas
a utilizar.

(Flecknell, 1998)

2.1.6 SUJETO DE EXPERIMENTACION (Roedores)

El factor individual mas importante que puede reducir los riesgos asociados

con la anestesia es el uso de animales sanos o con un nivel de salud definido
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como SPF (Libres de patégenos especificos), gnotobidticos, etc., de modo que
se pueda:
= Eliminar la incidencia de enfermedades respiratorias o de otro tipo.
= Disminuir la morbilidad y la mortalidad de animales que puedan
padecer enfermedades concomitantes.
= Controlar la variabilidad en los datos de la investigacion por utilizar

animales enfermos. (Flecknell, 1998)

A. Aclimatacion

Los animales deben obtenerse al menos una semana vy, preferiblemente 14
dias, antes de su uso, para dejar un periodo de tiempo apropiado para la
aclimatacién al nuevo ambiente. (Flecknell, 1998)

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. EIl personal encargado del cuidado de
los animales, asi como de los investigadores, tendran 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 (signos que demostraran que el

animal se encuentra en un estado fisiologico normal). (Flecknell, 1998)

B. Exploracion Clinica

Es necesario que la valoracion se lleve a cabo por personal experto en la
especie en cuestion, para que sea capaz de detectar algunos sintomas como
la presencia de descargas nasales u oculares, el oscurecimiento de la piel
alrededor de estas regiones o la aparicion de manchas de heces en la regién
perianal que hacen precisa una investigacion mas detallada. Es de ayuda
monitorear la ingesta de agua y alimento, asi como el peso corporal. Esto
permitira valorar si la ingesta es normal, siendo de utilidad en la monitorizacion

de la recuperacion del animal tras la operacion. (Flecknell, 1998)
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C. Ayuno pre-operatorio

El ayuno pre-anestésico se recomienda en ciertas especies, sin embargo es
innecesario pequenos roedores, puesto que en esta especie no se produce
vomito durante la induccion de la anestesia.

A todos los animales se les debe proporcionar agua de bebida hasta
aproximadamente 60 minutos antes de la induccion de la anestesia. 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, 1998)

2.1.7 MEDICACION PRE-ANESTESICA

Los objetivos de la administracion de medicacién pre-anestésica son:

» Reducir el recelo y el miedo, proporcionar sedacién y ayudar a una
induccién 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 induccion anestésica mas rapida y eficiente.

= Proporcionar una recuperacion con menos efectos colaterales o efectos
indeseables.

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

= Bloquear el reflejo vaso-vagal (el reflejo que disminuye la frecuencia
cardiaca y que puede producirse a causa de la intubaciéon endotraqueal
y de maniobras quirurgicas).

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

(Flecknell, 1998)
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Aunque los objetivos enumerados anteriormente son aplicables a todas las
especies animales, la medicacion pre-anestésica se utiliza a menudo en grandes
animales, donde la sedacion y la relajacion son necesarias para ayudar a la
contencidon y minimizar el riesgo de que sufran dafos el animal o la persona que lo
manipula. (Flecknell, 1998)

Junto con el uso de farmacos, la manipulacion experta y cuidadosa de los
animales de laboratorio es una 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. (Flecknell, 1998)

A continuacion se listan algunos de los principales farmacos utilizados en la

medicacion pre-anestésica y ejemplos especificos de farmacos. (Tabla 1).
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Tabla 1. Farmacos utilizados en la medicacion pre-anestésica y anestésica.
(Adams, 2001)

Medicacién pre-anestésica

Xilazina
Agonistas a-adrenérgicos Detomidina

Medetomidina

Acepromazina
Diazepam

Tranquilizantes — sedantes Midazolam
Droperidol

Azaperona

Combinaciones de farmacos Telazol (tiletamina + zolazepam)

o ® @ oo T oo TP

sedantes preparados Innovar-neuroleptoanalgesia (fentanilo +

comercialmente droperidol)

o

Atropina
Parasimpaticoliticos .
b. Glucopirrolato

Medicacion anestésica

a. Pentobarbital
Hipnoticos — sedantes
b. Hidrato de cloral

Disociativos a. Ketamina
. i. Morfina
a. Agonistas . o
ii. Meperidina
Opioides
b. Agonistas- .
_ ii. Butorfanol
antagonistas

En la parte experimental de este trabajo no fue necesario el uso de medicacion
pre-anestésica debido a que los animales utilizados (rata y raton) son pequefios,

de facil manipulacion y escasamente se requiere sedacién previa.
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2.2 ANESTESICOS GENERALES

Basicamente podemos dividir a los anestésicos generales en 2 dependiendo de

su via de administracion:

= Anestésicos inhalados

= Anestésicos parenterales o inyectables

2.2.1 Anestésicos Inhalados

En este apartado se incluyen los agentes anestésicos volatiles que se
administran al paciente a través del tracto respiratorio, como los gases o farmacos
con punto de ebullicion muy bajo. La concentracion de anestésico que puede
administrarse al animal esta influenciada por el punto de ebullicion del farmaco.
Cuanto mas bajo sea el punto de ebullicion de un anestésico, mas facil sera que
se evapore y, por tanto, mas alta la concentracion que puede administrarse
(Flecknell, 1998). EIl problema con este tipo de anestésicos es su bajo margen de
seguridad (menor a 10), ademas, regularmente poseen un indice terapéutico
dentro de un rango de 2 a 4, lo que los hace peligrosos para su uso clinico.
(Goodman & Gilman, 2006)

A continuacion se enlistan algunos agentes especificos:

o FEter

e Halotano

e Enflurano

e |soflurano

e Metoxiflurano

e Oxido Nitroso
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2.2.2 Anestésicos Inyectables

Los agentes anestésicos inyectables pueden administrarse por varias vias
(intraperitoneal, intramuscular e intravenosa). La via intravenosa es la preferida,
ya que la accién es mas rapida, sin embargo depende de la naturaleza del
farmaco, la condicién del animal y la habilidad del personal que administre el
anestésico. La administracion via intramuscular, intraperitoneal o subcutanea es
relativamente directa en la mayoria de las especies, pero la velocidad de
absorcion del farmaco y, por tanto, sus efectos anestésicos, pueden variar
considerablemente. (Flecknell, 1998)

Como farmacos disponibles tenemos:

a. Barbituricos
*  Pentobarbital
* Tiopental
* Metohexital
* |nactina
b. Agentes anestésicos esteroideos
* Alfaxalona/alfadolona
c. Agentes anestésicos disociativos
* Ketamina
d. Combinaciones neuroleptoanalgésicas
* Fentanilo/fluanisona, fentanilo/droperidol, etorfina/metotrimepracina,
etorfina/acepromacina
e. Otras combinaciones opioides
* Fentanilo/medetomidina
* Etomidato y metomidato
f. Oftros agentes anestésicos
* Propofol
* Tribromoetanol
* Hidrato de cloral

* Uretano
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Mi particular interés recae en el 2,2,2-Tribromoetanol, ya que es el anestésico que

se evalua en este trabajo experimental.
2.2.2.1 ANESTESICO 2,2,2-Tribromoetanol

NOMBRE QUIMICO:
2, 2, 2-tribromoetanol

ESTRUCTURA QUIMICA:
Br
HO/\lE:<Br
I

Figura 1. Estructura quimica del 2,2,2-Tribromoetanol.
www.chemexper.com

FORMULA EMPIRICA:
C2H3Br3O

PESO MOLECULAR:

282.78 -2
mol

ESPECTRO DE MASAS:

Tabla 2. Composicién del 2,2,2-
Tribromoetanol

\ElementoHNL’JmeroHPorcentaje\
| ¢ | 2 | 8495627
| H | 3 | 1.069405|
| Br | 3 | 84.776615
| o0 | 1 | 5658352

L L www.chemexper.com

T T T T T T T T T T T T T
z78 z738 280 z81 282 263 264 265 286 257 268 268 280

Figura 2. Espectro de masas del 2,2,2-Tribromoetanol

www.chemexper.com
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SINONIMOS:
B-Tribromoetanol; 2,2,2-Tribromoetanol; 2,2,2- Alcohol tribromoetilico; Avertin;
Basibrol; Bromethol; Ethobrom; Ethobrome; NSC 2189; Narcolan; Narcotyl;

Narkolan; Rectanol; Tribromoetanol. (Martindale, 1973)

QUIMICA:

El TBE es un polvo blanco cristalino, incoloro o blanco de olor caracteristico,
cuyo punto de fusion es de 79-82°C es muy poco soluble en agua; es soluble en
alcohol, éter, benceno y es muy soluble en hidrato de amileno. (Lewis, 2001)

Las soluciones acuosas y alcohdlicas deben ser protegidas de la luz vy
almacenadas a 4 °C. Cuando las soluciones de TBE son mal almacenadas éste
se descompone en acido bromhidrico y dibromoacetaldehido, ambos productos

son fuertemente irritantes. (Lieggi, 2005)

Acido Bromhidrico (HBr) Dibromoacetaldehido
La sustancia es corrosiva para los Es corrosivo y fuertemente irritante
ojos, la piel y el tracto respiratorio. al contacto con tejido vivo.
La inhalacién del gas puede originar (Lewis, 2001)

edema pulmonar. La evaporacion
rapida del liquido puede producir
congelacion.
(Lewis, 2001)

2.2.2.1.1 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS:

El TBE en dosis anestésicas usuales, en humanos, causa hipotensién, esto
raramente peligroso. Ocasionalmente, en el uso en pacientes hipotensos, la
presion sanguinea presenta un descenso dramatico. El anestésico completo
causa paralisis respiratoria y depresion de la funcién cardiaca, por lo que debe
administrarse diluido.  Altas dosis del compuesto causan hepatotoxicidad.
(Martindale, 1973)
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Como se mencion6 arriba éste farmaco se utilizaba en humanos, sin embargo
cayo en desuso debido a:
1. La variabilidad de respuesta biolégica observada.
2. Irritacion rectal.
3. Un periodo prolongado de induccion cuando se utiliza como suplemento con
anestésicos inhalados.
La alarmante depresion inmediata.
Efectos retardados.

Las numerosas contraindicaciones.

N o o &

La imposibilidad de remover con eficiencia el agente toxico una vez que se
presenta.
(Martindale, 1973)

SNC: Uno de los sitios de accién de este farmaco es a nivel SNC. En algunos
experimentos se ha observado que inhibe la sinapsis en las que la
neurotransmision es mediada por el GABA (acido y-amino butirico) que actua en
los receptores GABAA B1 (Krasowski, 2000); sin embargo, la accion via esta
inhibicion es inespecifica, por lo tanto se presume hay otro camino de accion para
efectuar el proceso anestésico, dicha via aun se encuentra en proceso de

investigacion.

Difusion Transplacentaria: El TBE causa una depresion profunda sobre el feto.
(Martindale, 1973)

Higado: A nivel hepatico se dice que el complejo enzimatico mediado por el
citocromo P450 activa compuestos como éste induciendo la peroxidacién lipidica
que facilita la formacién de radicales libres tumorigénicos propiciando el cancer en
los tejidos. (Chang, 1996)
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Sistema Cardiovascular: A dosis hipnéticas puede causar una ligera hipotensién
y bradicardia. A dosis superiores se manifiesta una depresion del sistema

cardiovascular. (Goodman & Gilman, 2006)

En el caso de los animales, el TBE produce anestesia quirdrgica en ratas y
ratones, con buena relajacion muscular y sélo un grado moderado de depresion
respiratoria. Da lugar a grave irritacion y adherencia peritoneales tras su uso
cuando se administran dosis altas y cuando se administra de manera crénica;
también con el uso periddico de este anestésico el organismo del animal puede

crear tolerancia. (Flecknell, 1998)

2.2.2.1.2 ACCION Y USOS:

Es un anestésico basal que al administrarse via rectal produce una rapida y
placentera anestesia por alrededor de 1 2 horas y amnesia por un periodo largo
de tiempo. Produce anestesia quirurgica en ratas y ratones. Se usé también para
controlar estados asmaticos y ataques convulsivos en tétanos y en algunos casos

agudos de eclampsia y en estados maniacos en humanos. (Martindale, 1973)

2.2.2.1.3 FARMACOCINETICA:

Las soluciones de TBE se absorben rapidamente por la mucosa rectal, en caso
de ser administradas via i/p se absorben por el peritoneo; el 50% de la dosis
administrada es absorbida rapidamente dentro de los primeros 10 minutos luego
de la administracion. Este compuesto se conjuga con el acido glucorénico en el
higado para ser eliminado, casi por completo en 2h, en la orina. (Martindale,
1973)
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2.3 ANIMALES UTILIZADOS EN LA EXPERIMENTACION

Los ratones y las ratas son animales ddéciles al contacto humano, de facil
manejo y barato mantenimiento ademas de ser los modelos bioldégicos mas
utilizados en la investigacion biomédica.

Ambas especies de roedores, el ratdbn (Mus musculus) y la rata (Rattus
norvegicus), pertenecen al orden Rodentia, a la familia Muridae, y se encuentran

agrupados en el suborden Myomorpha.

2.3.1 Rattus norvegicus

La cepa de ratas de laboratorio comunmente usada en investigacion es: Rattus
norvegicus. Los adultos generalmente pesan entre 300 y 500 g, los machos son
ligeramente mas grandes que las hembras. La mayoria de las ratas de laboratorio
son albinas con pelo blanco y ojos rosas (Hrapkiewicz, 1998). Las ratas utilizadas

en este experimento son Wistar de cepa abierta.
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2.3.1.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y FISIOLOGICAS (Tabla 3).

Tabla 3. Datos biolégicos y reproductivos de la rata (Harkness, 1999).

Género: Rattus
Especie: norvegicus
Familia: Muridae
Orden: Rodentia
Suborden: Myomorpha
Peso corporal adulto:

Macho 300 - 5209

Hembra 250 — 300g
Tiempo de vida: 2.5 - 3.5 anos

Temperatura corporal:

356.9°C-37.5°C

Frecuencia cardiaca:

250 — 450 pulsos/min

Frecuencia respiratoria:

70 — 115 reps/min

Consumo de comida:

5-6g / 100g / dia

Consumo de agua:

10-12ml / 100g / dia

Tipo de ciclo estral:

Poliéstrico continuo

Determinacion de las fases del ciclo

Frotis vaginal

estral:

Vida reproductiva hembra: 350 — 440 dias
Duracion del ciclo estral 4 — 5 dias
Periodo de gestacion: 21 - 23 dias
Tamafo de la camada: 6 — 12 animales
Edad al destete: 21 dias
Numero de cromosomas (diploide): 42
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2.3.1.2 ANESTESIA EN LA RATA

El pequeio tamario corporal de la rata hace dificil la inyeccidn intravenosa y los
farmacos se administran normalmente via i/p o i/m. Si se utilizan estas vias, no es
posible administrar el farmaco gradualmente segun el efecto y el anestésico debe
darse como una dosis Unica y calculada. Debido a la amplia variaciéon en la
respuesta a los farmacos entre diferentes lineas de ratas, entre animales machos
y hembras y entre individuos, es mejor usar un farmaco o combinacion de
farmacos que proporcione un amplio margen de seguridad. (Flecknell, 1998)

Existe una amplia variedad de anestésicos para estos roedores, incluyendo el 2,
2, 2-Tribromoetanol, que a pesar de tener un MS e IT bajos (< 4) puede utilizarse
de manera confiable. A continuacion se enumeran las dosis recomendadas por

algunos autores.

Tabla 4. Dosis recomendada de 2,2,2-Tribromoetanol en rata.

Dosis recomendada
Autor Concentracion (%) [ng
Kg
Mook (2004) 2.5 300
Green (1979) 25 300
Meyer (2000) 1.25 250 - 500

El TBE es un anestésico administrado via i/p; el animal llega hasta hipnosis
dentro de los primeros 5 minutos de la administracion y la anestesia dura entre 60
— 120 minutos aproximadamente (Flecknell, 1998). Es necesario utilizar el
farmaco recién preparado o con 5 dias de antigiedad siempre y cuando se haya

almacenado correctamente (4°C y en la oscuridad) (Lieggi, 2005).

2.3.2 Mus musculus
Los ratones se utilizan en investigacion biomédica porque son animales
pequenos, proliferan rapidamente, poseen gran diversidad genética y estan bien

caracterizados anatémica, bioquimica y fisiologicamente. Ellos son los animales
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vertebrados mas ampliamente wusados en investigacion

experimentacion. (Hrapkiewicz, 1998)

2.3.2.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y FISIOLOGICAS

biomédica

y

La tabla 5 enlista algunas de las caracteristicas anatémicas y fisiologicas del

ratén, informacién necesaria debido al topico que se trata en este trabajo

experimental.

Tabla 5. Datos biolégicos y reproductivos del raton (Harkness, 1999).

Género: Mus
Especie: musculus
Familia: Muridae
Orden: Rodentia
Suborden: Myomorpha
Peso corporal adulto:
Macho 20 -40g
Hembra 25 -40g
Tiempo de vida: 1.5 -3 afos
Temperatura corporal: 36.5°C-38°C

Frecuencia cardiaca:

325 — 780 pulsos/min

Frecuencia respiratoria:

60 — 220 reps/min

Consumo de comida:

12-18g/ 100g / dia

Consumo de agua:

15ml / 100g / dia

Tipo de ciclo estral:

Poliéstrico continuo

Determinacion de las fases del ciclo

Frotis vaginal

estral:

Vida reproductiva hembra: 7 — 9 meses
Duracién del ciclo estral 4 — 5 dias
Periodo de gestacion: 19 — 21 dias
Tamafio de la camada: 10 — 12 animales
Edad al destete: 21 — 28 dias
Numero de cromosomas (diploide): 40
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2.3.2.1 ANESTESIA EN EL RATON

En el ratdbn es mas comun la administracion de farmacos via i/p o i/m debido a
su pequefio tamafo corporal, de ahi que sea necesario utilizar muy bajas
cantidades de farmaco en la dosificacion, por lo que se aconseja diluirlo. La edad,
el sexo y la cepa del individuo influencian la dosis del anestésico que se requiere.
(Flecknell, 1998)

Pueden ser utilizados una amplia gama de anestésicos que incluyen al 2, 2, 2-
Tribromoetanol, anestésico que evaluamos en este trabajo experimental.

A continuacion se enumeran las dosis recomendadas por algunos autores.

Tabla 6. Dosis recomendada de 2,2,2-Tribromoetanol en ratén.
Dosis recomendada

Autor

Concentracion (%)

)

Flecknell (1998)
Green (1979)
Mook (2004)

Papaioannou & Fox
(1993)

1.2
25
2.5

1.2

240
125 - 300
240 -375

240

El TBE se administra via i/p; el animal llega hasta hipnosis dentro de los
primeros 5 min de la administracion y ésta dura alrededor de 60 — 120 min. Es
necesario utilizar el farmaco recién preparado, si éste no es fresco es preciso
corroborar la fecha de preparacidén asi como el correcto almacenaje del producto
(4°C en la oscuridad). (Lieggi, 2005)

Para evaluar algunos de los parametros farmacolégicos de muchos de los
agentes anestésicos a utilizar podemos apoyarnos en métodos tedrico-

matematicos como las curvas de Dosis-Respuesta Cuantal.
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2.4 CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL

En este punto hemos de considerar algunos principios basicos de la
farmacologia y tal vez el mas importante es la respuesta al efecto producido por
un farmaco y esto se encuentra en funcidbn de la cantidad del farmaco
administrada, de alli que la dosis se defina como la cantidad de farmaco necesaria
para que la concentracion apropiada del mismo llegue al sitio del sistema donde
ocurrira la interaccion (Levine, 1978). Para tratar de establecer el mecanismo de
accion de un farmaco, analizando el mismo, es indispensable encontrar las
relaciones de magnitud entre las dosis del farmaco y la intensidad de los efectos
producidos o respuestas bioldgicas, lo que da origen a la curva dosis-respuesta.
(Litter, 1986)

Los principios que derivan de las curvas dosis-respuesta son los mismos para
animales que para humanos; sin embargo resulta peligroso y casi imposible su
construccion a partir de datos en humanos, por lo que se utilizan los datos

recabados de animales. (Craig, 1997)

Para elegir entre los diversos farmacos y determinar la dosis adecuada, es
imprescindible conocer la potencia farmacologica relativa y la eficacia maxima

de los farmacos en cuanto al efecto terapéutico deseado. (Figura 3)

o e maer

./

efecto
maximo |

variabilidad

INTENSIDAD DEL EFECTO

potencia

CONCENTRACGION

Figura 3. Relacién concentracion logaritmica-efecto. (Goodman & Gilman, 2006)
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POTENCIA: Se refiere a la concentracion (CEsp) o dosis (DEsg) de un farmaco que
se requiere para producir 50% del efecto maximo de este medicamento. La
potencia del farmaco depende, en parte, de la afinidad (Kp) de los receptores para
unirse al farmaco, y en parte de la eficiencia con la cual la interaccién farmaco-

receptor se acopla a la respuesta. (Katzung, 2005)

EFICACIA MAXIMA: Este parametro refleja el limite de la relacion 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. (Katzung, 2005)

PENDIENTE: Esta refleja el mecanismo de accién de un farmaco, incluyendo la
forma de la curva que describe su fijacion al receptor correspondiente. La
pendiente de la curva determina el intervalo de dosis utiles para lograr un efecto
clinico. (Katzung, 2005)

2.4.1 RELACION CUANTAL

En ciertos bioensayos, el analista a menudo esta interesado en medir la
potencia de una preparacion que no genera una respuesta graduada 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 a la tolerancia. Este tipo de respuesta de todo o nada es conocida
como una respuesta cuantal. (FEUM, 2004)

Ademas de la sensibilidad de un paciente dado, puede requerirse informacion
adicional como la relacidbn que existe entre la dosis y algunos parametros
especificos de la respuesta entre todos los individuos que toman dicho farmaco.
Tal informacién puede obtenerse a partir de una curva dosis-respuesta cuantal
(CDRC). Para construir una CDRC es necesario obtener datos de un numero

determinado de individuos. (Figura 4)
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Figura 4. Curvas de Distribucién de Frecuencia. (Goodman & Gilman, 2006)

La curva de la relacion del porcentaje de respuesta con la dosis, es una curva
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 distribucién normal acumulativa, que

por definicion es simétrica.

La relacion logaritmo dosis-respuesta se puede linealizar, haciendo una
transformacién de la respuesta. A la 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 DEk (Figura 5).
(FEUM, 2004).
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Figura 5. Curvas de dosis-efecto de todo o nada. (Goodman & Gilman, 2006)

La curva de dosis efecto cuantal suele caracterizarse determinando la dosis
eficaz media (DEsg), dosis a la que 50% de los individuos presentan el efecto
cuantal especificado. De manera similar, la dosis necesaria para producir un
efecto tdxico particular en 50% de los animales se llama dosis toxica media
(DTsp). Si el efecto toxico causa la muerte del animal, se puede definir

experimentalmente la dosis letal media (DLsp). (Katzung, 2002)

Ya que el grado de seguridad asociado con la administracion del farmaco
depende de una separacion adecuada entre la dosis que produce un efecto
terapéutico (DEsp), y la dosis que produce un efecto téxico o letal (DLsp), uno
puede usar una comparacion de estas dos dosis para estimar la seguridad de un
farmaco. Por lo tanto el indice Terapéutico (IT) es una medida que relaciona la
dosis de un farmaco que se requiere para definirse como el cociente de DLs, sobre
DEso, este parametro sefiala el grado de selectividad que posee un farmaco para

generar los efectos deseados. (Goodman & Gilman, 2006)
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Como regla general, se considera a un farmaco seguro aquel que posee un IT
elevado (alrededor de 10), sin embargo algunos agentes terapéuticos importantes

tienen un indice terapéutico bajo (< 4).

Se ha sugerido que una estimacion mas realista de seguridad de un farmaco
involucra una comparacion de la dosis mas baja que produce toxicidad (DL4) y la
dosis mas alta que produce una respuesta terapéutica maxima (DEgg). El uso de
estos parametros da lugar al Margen de Seguridad (MS). (Goodman & Gilman,
2006)

MS = [?EH
Cabe mencionar que estos parametros varian de acuerdo al farmaco utilizado y
en algunos casos dependen de la naturaleza intrinseca del individuo. (Katzung,
2005)

2.5 FACTORES QUE MODIFICAN LA RESPUESTA FARMACOLOGICA

Durante la fase experimental de un proyecto, se debe considerar que existen
muchos factores que juegan un papel determinante sobre los efectos bioldgicos
cuando un agente quimico interactia con un organismo vivo. Dichos factores
pueden alterar la naturaleza o farmacocinética del farmaco, de alli que también
pueda alterarse la intensidad de la respuesta. (Levine, 1978)

La mayoria de los factores que se conoce influencian la naturaleza o intensidad
de la respuesta de los farmacos pueden clasificarse dependiendo de su fuente de

variabilidad.
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_ o _ La segunda categoria incluye
Las variables atribuidas al sistema
. _ _ variables atribuidas a las condiciones
bioldgico, como son: (Levine, 1978) o B
de administracion como son:

e Peso y talla corporal, e Dosis,

e Edad, e Forma de dosificacion,
e Género (sexo), ¢ Via de administracion y
¢ Relojes bioldgicos, e Eltipo de farmaco.

e Caracteristicas heredadas y

e El estado general de salud.

En el caso de este trabajo experimental se contemplaron como posibles
variables a evaluar: 1. la respuesta bioldgica (induccién a hipnosis en el sujeto de
experimentacion), 2. el género y 3. los relojes biolégicos que pudieran actuar

sobre el efecto anestésico del 2, 2, 2-tribromoetanol.

2.5.1 GENERO

Aqui debe considerarse que por ser hembras éstas poseen un menor tamafo
que los machos, ademas, hay una diferencia significativa en la proporcion de la
masa corporal entre los dos géneros. En las hembras adultas el tejido adiposo
representa un porcentaje mayor que el de agua en el peso total que en el macho
adulto, por lo tanto se requiere variar la dosis a administrar para obtener un efecto
de la misma magnitud. Una diferencia mucho mas marcada, en este punto, en el
efecto de un farmaco ocurre cuando una hembra se encuentra prefiada, que
exceptuando los farmacos esenciales para mantener el embarazo; pueden tener
peores consecuencias para el feto (cuando traspasan la barrera placentaria).
(Levine, 1978)
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2.5.2 RELOJES BIOLOGICOS

Existen relojes bioldgicos que regulan el funcionamiento de todos los
organismos vivos y la cronobiologia estudia el mecanismo y significado de éstos,
mientras que la cronoterapia se encarga de la administracion de los
medicamentos basada en los ritmos biolégicos. Para complementar estos dos
conceptos debemos también entender que la cronofarmacologia es la disciplina
que estudia la influencia de los ritmos bioldgicos sobre la cinética y dinamica de
los medicamentos. Todo esto nos lleva a la homeostasis del individuo que es

sometido a la influencia de un farmaco. (Ruesga, 1999)

2.5.2.1 RELOJ INTERNO

Nuestro organismo se ve influenciado por diversos factores. Los mas
estudiados en los ultimos tiempos son los ritmos ciracadianos (esta palabra se
deriva de los vocablos latinos circa: alrededor y dies: dia). El reloj circadiano
afecta los ritmos diarios de muchos procesos fisiolégicos que presentan
fluctuaciones con un ritmo de aproximadamente 24 horas. Entre ellos estan el
ciclo del suefo-vigilia, las variaciones de la temperatura corporal, el estado de
alerta y algunas funciones neuroendocrinas, como la secrecion de cortisol y
melatonina. Todos ellos se rigen por la actividad del llamado “sistema circadiano”,
que esta compuesto por una serie de estructuras nerviosas y sus complejas
asociaciones, hasta la fecha conocidas de manera parcial. A pesar de que los
ritmos circadianos tienden a sincronizarse con los ciclos de luz y oscuridad, otros
factores — como la temperatura ambiental, horarios de comida, estrés y ejercicio —

pueden influenciar el tiempo también. (Amir, 1996)
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2.5.2.2 CLASIFICACION DE RITMOS

En 1981 Enrigth clasificé a los ritmos biolégicos en tres grupos de acuerdo con

la frecuencia de su oscilacion:

1. Ritmos Ultradianos: Tienen un periodo inferior a las 19 horas. El término
ultra hace referencia a que la frecuencia es alta y la duracién es corta; por
ejemplo, el ritmo respiratorio, el ritmo cardiaco, las ondas eléctricas
cerebrales, etc.

2. Ritmos Circadianos: Tienen un periodo cercano a las 24 horas y coinciden
con la alternancia de dia/noche.

3. Ritmos Infradianos: Tienen un periodo superior a las 29 horas. El término
infra hace referencia a que la frecuencia es baja y la duracion es larga,
algunos ejemplos son: el ciclo menstrual de mamiferos y los ciclos
reproductivos, etc.

(Amir, 1996)

Uno de los grandes retos de la cronoterapia es aplicar los tratamientos de

acuerdo con los ritmos circadianos para hacerlos mas efectivos.

Por todo lo anteriormente mencionado es necesario concretar los objetivos a

evaluar a través de este trabajo experimental. (Amir, 1996)

39



CAPITULO Il

OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:
e Determinar el Margen de Seguridad e indice Terapéutico del 2,2,2-
Tribromoetanol a partir de los parametros obtenidos con la Curva Dosis

Respuesta Cuantal en 2 especies diferentes de roedores: Mus musculus y

Rattus norvegicus.

e Evaluar el efecto anestésico del 2,2,2-Tribromoetanol con respecto al
horario de administracion (9:00 a 11:00 hy de 16:00 a 18:00 h).

e Identificar si hay una variacion significativa en la accién anestésica del

2,2,2-Tribromoetanol dependiente del género de las especies estudiadas.

OBJETIVO PARTICULAR:

e Determinar la DEsp, DEgg, DL; y DLs del 2,2,2-Tribromoetanol administrado

via i/lp a 2 especies diferentes de roedores: Mus musculus y Rattus

norvegicus a dos horarios predeterminados y/o género.
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CAPITULO IV

HIPOTESIS

Ningun farmaco anestésico posee un valor de MS ideal, sin embargo si se
obtiene un MS con valor cercano a 1 podemos decir que es un anestésico

seguro para animales de laboratorio.

Debido a que el metabolismo de los roedores varia con respecto a la hora
del dia y en la mafana éste se encuentra acelerado, el periodo de
anestesia disminuira con respecto al tiempo de anestesia en el turno

vespertino.

Dado que la masa corporal lipidica es mayor en hembras y la alta
lipofilicidad del farmaco, es de esperar que el efecto anestésico del TBE

actue mas rapidamente que en los machos.
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CAPITULO V

5.1 MATERIAL Y METODOS

5.1.1. MATERIAL

A. Material Biologico

Se utilizaron:

* 144 ratones de los cuales 72 fueron macho y 72 hembra, de la especie

Mus musculus cepa CFW dentro de un rango de peso de 22 a 30 g.

* 120 ratas de las cuales 60 fueron macho y 60 hembra, de la especie
Rattus norvegicus cepa Wistar dentro de un rango de peso de 180 a
250 g.

Los animales empleados en este experimento provienen del Bioterio de la
Facultad de Quimica y no se han sometido previamente a experimentacion. Las
condiciones de mantenimiento de los animales son las que marca la NOM-062-
Z00-1999. En el caso del alimento (Lab chow 5001) y agua fueron ad limitum.

B. Sustancias

2,2,2-Tribromoetanol, Pureza 96% (GC). FLUKA.

C. Soluciones
* Solucion Salina Isotonica 0.9%. BAXTER

* Etanol
* Solucion de TBE al 2%
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D. Equipo de Curacion
* Jeringas desechables (1, 3, 5y 10 mL) de plastico con aguja de acero

inoxidable calibre 25

E. Equipo Fijo
* Balanza granataria (Ottaus)
* Cronometro (Digital timer Clock, CE)

* Marcadores Indelebles (Berol; Esterbrook)

5.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La metodologia empleada durante la etapa experimental de este trabajo fue
la medicidn de latencias para asi diferenciar cada etapa de la anestesia, por lo

tanto tenemos que:

LATENCIA DE SEDACION: Es el tiempo transcurrido desde la administracion del
farmaco hasta que el animal presenta incoordinacién motora. (Bustamante,
2002)

LATENCIA DE HIPNOSIS: Es el periodo de tiempo desde la administracion del
farmaco hasta la pérdida del reflejo de enderezamiento del animal.
(Bustamante, 2002)

LATENCIA DE RECUPERACION: Es el lapso de tiempo desde que el farmaco es
administrado hasta la recuperacién de la conciencia del animal atravesando

por las etapas de sedacion e hipnosis. (Bustamante, 2002)
DURACION DE LA HIPNOSIS: Es el periodo de tiempo que va desde la pérdida

del reflejo de enderezamiento del animal hasta su recuperacion.
(Bustamante, 2002)
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MUERTE: En caso de que el animal no se recupere, pierde el reflejo de
enderezamiento, la frecuencia cardiaca y respiratoria dando como resultado

el deceso del animal. (Bustamante, 2002)

Para cada especie de roedor se establecieron las dosis requeridas para la
construccion de las CDRC y estos fueron elegidos aleatoriamente (n = 6 roedores)
para cada dosis. Se administr6 el anestésico en dos horarios, el turno matutino de
9:00 a 11:00 h y el turno vespertino de 16:00 a 18:00 h; y para cada horario se
utilizaron los dos géneros de cada roedor, machos y hembras.

Cada grupo recibio el siguiente tratamiento:

1. Pesary marcar 6 animales para cada concentracion de TBE.

2. Administrar por via i.p. TBE a las siguientes dosis:

Tabla 7. Agrupacion de especimenes por concentracidén correspondiente.

Ratén Dosis TBE (mgj Rata Dosis TBE (mgj
Kg Kg
1-6 35 1-6 75
7-12 70 7-12 150
13- 18 125 13-18 300
19-24 250 19— 24 350
2530 400 2530 450
31-36 600
37— 42 800

3. Observar cuidadosamente a los animales luego de la administracion del
anestésico, durante los primeros 30 minutos, para valorar si el animal llego
al periodo de sedacion (incoordinacién motora), hipnosis (pérdida del reflejo
de enderezamiento) o bien a la muerte.

4. Recopilar los datos obtenidos durante la experimentacion.

5. A partir de la CDRC obtener los parametros: DEsg, DEgg, DL1, DLsg.

6. Calcular el valor numérico del IT y MS.
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7. Se linealizaron los datos tal como lo pide la FEUM para calcular la DEs de
manera mas exacta.

8. El andlisis estadistico de los resultados de eleccion fue la ANADEVA de
una via. (Bustamante, 2002)

Para determinar el 0% y 100% de respuesta en Unidades de Probabilidad
(probit) se utilizan las siguientes formulas:
Donde n = nimero de animales = 6

0.25

U .P.(0%) =~ *100 = 4.16% U P.100%)="1=9%

*100 =95.83%

5.1 DIAGRAMA DE FLUJO

Seleccién de los animales

Raton Rata
180-250
(22-30g) ( 9
35 mg/Kg, 70 mg/Kg, 125 70 mg/Kg, 150 mg/Kg, 300
mg/Kg, 250 mg/Kg, 400 mg/Kg, mg/Kg, 350 mg/Kg, 400 mg/Kg,
600 mg/Kg y 800 mg/Kg y 550 mg/Kg

Recopilacién de los datos

Analisis Estadistico

Construccion de las
CDRC respectivas
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CAPITULO VI
RESULTADOS

A continuacion se muestran las Curvas Dosis-Respuesta Cuantal del 2,2,2-
Tribromoetanol de la rata y ratbn ambos sexos a los horarios previamente
marcados; asi como los datos requeridos para su construccion y analisis. Las
unidades probit fueron obtenidas de tablas (ANEXO 2), donde el valor para el 0%
es de 3.25 y para el 100% de 6.73.

Los valores correspondientes a las DL4, DLsp, DEsp, DEgg, MS e IT ya estan
corregidos estadisticamente utilizando el modelo de regresion lineal que exige la

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Mus musculus &

Tabla 8. Resultados de la administracion de TBE en raton macho via i/p
a las 9:00 y 16:00 h. Donde: D=Dosis; H=Hipnosis; M=Muerte;

U.P.=unidades probit o de probabilidad; U.P.H.=unidades de
probabilidad de Hipnosis; U.P.M.=unidades de probabilidad de Muerte.
9:00 — 11:00h y 16:00 — 18:00
Dosis
Log D % H U.P.H. % M U.P.M.
(mg/Kg)
35 1.54 0 3.25 0 3.25
70 1.85 0 3.25 0 3.25
125 210 33.33 4.56 0 3.25
250 2.40 100 6.73 0 3.25
400 2.60 100 6.73 0 3.25
600 2.78 100 6.73 100 6.73
800 2.90 100 6.73 100 6.73

En el caso de los ratones macho los valores obtenido durante Ia
experimentacion en ambos horarios, de 9:00 — 11:00 h y 16:00 — 18:00 h, no

variaron; por lo que solo se presenta una tabla con los resultados generales.
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U. Probits

Log Dosis

FIGURA 6. CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL. Unidades Probits vs. Log Dosis
del 2,2,2-tribromoetanol administrado via i/p en ratdn macho. DEs,=137.321 + 4.868
mg/kg, DLg=490.503 + 4.932 MS=1.764 + 0.998.

Mus musculus ¢

Tabla 9. Resultados de la administraciéon de TBE en raton hembra via i/p alas 9:00 y
16:00 h. Donde: D=Dosis; H=Hipnosis; M=Muerte; U.P.=unidades probit o de
probabilidad; U.P.H.=unidades de probabilidad de Hipnosis; U.P.M.=unidades de
probabilidad de Muerte.

9:00 -11:00 h 16:00 — 18:00 h

Dosis Log
_ %H [UPH.|%M|UPM.| %YH |UPH.| %M |UP.M.
(mg/Kg) | Dosis

35 1.54 0 3.25 0 3.25 0 3.25 0 3.25
70 1.85 0 3.25 0 3.25 0 3.25 0 3.25
125 210 | 33.33 | 4.56 0 3.25 | 16.67 | 4.01 0 3.25
250 2.40 100 6.73 0 3.25 100 6.73 0 3.25

400 2.60 100 6.73 0 3.25 100 6.73 0 3.25

600 2.78 100 6.73 | 100 | 6.73 100 6.73 100 6.73

800 2.90 100 6.73 | 100 | 6.73 100 6.73 100 6.73
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FIGURA 7. CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL. Unidades Probits vs. Log Dosis

del 2,2,2-tribromoetanol administrado via i/p a las 9:00 h en ratdn hembra.
DEs5,=137.321+4.868 mg/Kg, DL50=490.50344.932 mg/Kg, MS=1.764+0.998 mg/Kg.

U. Probits

3.5 1 ‘ | —&— Hipnosis
.......... OT?O‘ ++O+ Muerte
30 T T T T T T ‘ T 1
1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0
Log Dosis

FIGURA 8. CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL. Unidades Probits vs. Log Dosis
del 2,2,2-tribromoetanol administrado via i/p a las 16:00h en ratén hembra.
DEs5,=146.009+5.123 mg/Kg, DL5,=490.50344.932 mg/Kg, MS=1.668+1.515.
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Rattus norvegicus &

Tabla 10. Resultados de la administracién de TBE en rata macho via i/p alas 9:00 y
Donde: D=Dosis; H=Hipnosis; M=Muerte; U.P.=unidades probit o de
probabilidad; U.P.H.=unidades de probabilidad de Hipnosis; U.P.M.=unidades de
probabilidad de Muerte.

16:00 h.

9:00 —11:00 h 16:00 — 18:00 h
Dosis Log
%H|UPH. | %M |UPM.| %H [UPH.| %M |UP.M.
(mg/Kg) | Dosis
75 1.88 0 3.25 3.25 0 3.25 0 3.25
150 218 |83.33| 5.92 3.25 100 6.73 0 3.25
300 2.48 | 100 6.73 |33.33| 4.56 100 6.73 | 33.33 | 4.56
350 2.54 | 100 6.73 |33.33| 4.56 100 6.73 | 33.33 | 4.56
400 2.60 | 100 6.73 |83.33| 5.92 100 6.73 100 6.73
550 274 | 100 6.73 100 | 6.73 100 6.73 100 6.73
2
5
(@)
a
>

351 ‘ == Hipnosis
............. ‘-------O° +«O+ Muerte
3.0 : T T T 1
1.8 2.0 2.2 2.4 2.6 2.8
Log Dosis

FIGURA 9. CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL. Unidades Probits vs. Log Dosis

del 2,2,2-tribromoetanol

administrado via i/p a

las 9:00h en

rata

DE5=132.552+3.701mg/Kg, DL5,=320.883+3.762 mg/Kg, MS=0.878+0.443.

macho.
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FIGURA 10. CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL. Unidades Probits vs. Log Dosis
del 2,2,2-tribromoetanol administrado via i/p a las 16:00h en rata macho.
DE5,=106.308+3.800 mg/Kg, DL5,=305.538+4.381 mg/Kg, MS=1.466+1.5.

Rattus norvegicus ¢

Tabla 11. Resultados de la administracion de TBE en rata hembra viai/p alas 9:00 y
16:00 h. Donde: D=Dosis; H=Hipnosis; M=Muerte; U.P.=unidades probit o de
probabilidad; U.P.H.=unidades de probabilidad de Hipnosis; U.P.M.=unidades de
probabilidad de Muerte.

9:00-11:00 h 16:00 — 18:00 h

Dosis Log
%H|UPH. | %M|UPM.| %H [UPH.| %M |UP.M.
(mg/Kg) | Dosis
75 1.88 0 3.25 0 3.25 0 3.25 0 3.25
150 218 100 6.73 0 3.25 100 6.73 0 3.25
300 2.48 100 6.73 50 5 100 6.73 | 83.33 | 5.92

350 2.54 100 6.73 |66.67| 5.41 100 6.73 | 83.33 | 5.92

400 2.60 | 100 6.73 |66.67| 5.41 100 6.73 | 83.33 | 5.92

550 2.74 100 6.73 100 | 6.73 100 6.73 100 6.73
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FIGURA 11. CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL. Unidades Probits vs. Log Dosis
del 2, 2, 2-tribromoetanol administrado via i/p a las 9:00h en rata hembra.
DE5;=106.308+3.800mg/Kg, DL5,=301.355+3.622 mg/Kg, MS=1.407+1.166.
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FIGURA 12. CURVA DOSIS RESPUESTA CUANTAL. Unidades Probits vs. Log Dosis
del 2, 2, 2-tribromoetanol administrado via i/p a las 16:00h en rata hembra.
DE50=106.312+3.800mg/Kg, DL5,=260.3584+4.199mg/Kg, MS=1.232+0.952.
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CAPITULO VII

ANALSIS DE RESULTADOS

Al inicio de este proyecto se plante6 utilizar las dos especies de roedores
comunmente empleadas en la investigacion biomédica, ratas (Rattus norvegicus) y
ratones (Mus musculus), para evaluar algunos parametros farmacolégicos del TBE
y asi verificar su viabilidad como anestésico; en el caso de las ratas elegimos
jovenes adultos con un peso de entre 180g a 2509 (8-10 semanas de edad), para
los ratones que también son jévenes adultos el intervalo de peso seleccionado fue
de 229 a 30g (4-6 semanas de edad).

Sabemos que en investigacion se prefiere trabajar con machos, sin embargo,
encontré en la literatura que las hembras presentaban mayor resistencia al
envenenamiento con los productos de descomposicion del TBE, Acido
Bromhidrico y Dibromoacetaldehido (Nicol T, 1965), por lo que se decidi6 incluir a
ambos géneros. En el caso de los horarios tomamos como parametro el hecho de
que el efecto anestésico de algunos farmacos tiende a variar con el horario de
administracion, pues el metabolismo de estos roedores se encuentra acelerado
durante las mafianas; de ahi que se decidiera un horario diurno y uno nocturno
para evaluar el efecto del TBE sobre sus organismos. (Amir, 1996)

Las dosis para la elaboracion de las curvas fueron elegidas a partir de datos
encontrados en la literatura. (Flecknell, 1998; Green, 1979; Meyer, 2000; Mook,
2004; Papaioannou & Fox, 1993).

En el caso de este farmaco (TBE) hay muy poca informacién sobre sus
propiedades farmacoldgicas en la literatura, sin embargo, encontré que dentro de
la clasificacion a la que el TBE pertenece se encuentra el hidrato de cloral el cual
posee una estructura muy parecida al 2, 2, 2-tribromoetanol y probablemente
debido a la relacion estructural que hay entre ellos podrian poseer actividad
farmacolégica muy similar, por lo que el anexo Il corresponde a la comparacion de
ambos (TBE y TCA respectivamente); ya que en la parte farmacologica de esta

tesis se mencionan algunas acciones del TBE que se complementaron con
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informacion encontrada sobre el TCA y el TCE. Esta informacion esta
fundamentada en articulos y libros que en muchas ocasiones mencionan a dos de
los farmacos (TCAy TBE o TCE y TBE) o a los tres.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos durante la etapa experimental
muestra que no hay diferencia significativa entre ellos, poniendo de manifiesto que
tanto el horario de administracion como el sexo o la especie de los individuos
muestreados no afectan la accién anestésica esperada del 2,2,2-tribromoetanol.

Como ya se mencion6 anteriormente no hubo diferencia significativa respecto al
horario de administraciéon o al sexo del animal, que en comparacion con otros
anestésicos, es importante tomar en cuenta los ciclos circadianos de los animales
para una efectiva dosificacion.

Por otro lado, al realizar los célculos pertinentes, encontré que los valores del
Margen de Seguridad son muy bajos, alrededor de 0.4 a 1.0. Se considera un
farmaco de eleccion aquel que reporta un MS de 10 respecto de los beneficios
efecto/seguridad, sin embargo al comparar estos parametros con los de otros
farmacos que se utilizan actualmente para la induccién de la anestesia sus valores
no superan un MS e IT de 4 (tanto en animales como para humanos), de hecho
dificilmente llegan a tal valor, por lo que aun cuando el MS e IT del 2, 2, 2-
tribromoetanol sean pequefios (IT entre 2.4-3.5) no debemos descartar a este
anestésico, pues en comparacion, por ejemplo, con el pentobarbital sddico (PS) el
cual su IT =1.9. (Birrueta, 2003; Cabrera, 1993; Plumb, 2002), que se ha hecho ya
uno de los anestésicos de eleccion el TBE posee mejores caracteristicas en
cuanto a los parametros antes mencionados; ademas en el caso del PS el horario
si es importante dado que se recomienda que su administracion se lleve a cabo
por la mafiana debido al efecto del metabolismo del animal (Birrueta, 2003;
Cabrera, 1993; Plumb, 2002) y el TBE puede ser administrado a cualquier horario,
ya gue el ritmo circadiano no influye en su accién; en lo que se refiere al tiempo en
gue los roedores llegan a hipnosis podemos decir que a la DEsy del TBE no
requieren mas de 2 min en alcanzar dicho estado y la recuperacion de los
animales es total con una duracion de la anestesia mayor a 60 minutos, en el caso

particular del PS la hipnosis se alcanza a 4 min postadministracion con un lapso
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de duracion de alrededor de 22 minutos (Birrueta, 2003; Cabrera,1993); la
depresion respiratoria, que se presenta durante la anestesia causada por ambos
farmacos, en el caso del PS mas marcada que la producida por el TBE. Si la
dosificacion y administracion del TBE son las adecuadas, en procesos agudos,
hay una recuperacion del 100% de los animales con los que se trabaja, caso
contrario con la administracion del PS cuya tasa de mortalidad es alta poniendo en
riesgo la fase experimental para la que se haya requerido el anestésico.

A pesar de que algunos autores hayan tachado al TBE como peligroso (Zeller,
1998) por los productos téxicos en los que se descompone, si éste se utiliza recién
preparado o se almacena correctamente (a 4°C en la oscuridad) puede utilizarse
con la certeza de un buen resultado (Zimmerman, 1999); en mi caso utilicé el TBE
tanto recién preparado como almacenado un maximo de 3 dias y la solucién aun
era viable obteniéndose los resultados esperados. También cabe sefialar que
aungue los cristales de TBE son costosos esto se compensa, pues un frasco
contiene 50g y se utiliza una solucion al 2%, a razén de 0.5g para 25mL y el
volumen a administrar es muy bajo, por lo que rinde bastante; es importante
recalcar que no es una sustancia controlada, por lo que no se debe hacer una
peticion legal en especial para su adquisicion, esto en comparacion por ejemplo
con el PS, el cual es un farmaco de uso controlado.

En este caso en particular, como finalmente para cualquier anestésico, si desde
un principio se prepara correctamente, se dosifica razonablemente y se administra
de la manera adecuada el farmaco proporcionara una anestesia eficiente, como es
el caso de la solucibn de TBE, que efectla su accion anestésica sobre los
roedores alrededor de 60 a 120 minutos (Flecknell, 1998), esto te permite llevar a
cabo cirugias exitosas y con una recuperacion total de los animales. Se
recomienda utilizar el TBE de 1.2% hasta 2.0% porque se ha encontrado que a
concentraciones del 2.5% causa adhesion intestinal (Zeller, 1997), en la
administracion i/p. Yo utilicé el farmaco al 2% es decir, a una concentracion de 20
mg de TBE/Kg de peso obteniendo que para los ratones la DEsg es de entre 137 a
147 mg de TBE/Kg de peso y para la rata de entre 106 a 133 mg de TBE/Kg de

peso, lo cual es razonable, pues la literatura consultada dice que la dosificacion en
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ratones de una solucién de TBE al 1.2% es de 200 — 400 mg de TBE/Kg de peso y
en las ratas es de 150 — 300 mg de TBE/Kg de peso, que aun cuando no son
datos para una soluciéon al 2%, las cantidades se encontrarian dentro de los
rangos sefialados. Es importante advertir que se recomienda utilizar el TBE en
protocolos de investigacion que involucren procesos agudos, pues si hay una
administracion cronica puede causar hepatotoxicidad, tolerancia, adhesion
peritoneal y/o hasta la muerte (Zeller,1997).

Es cierto que actualmente se cuenta con anestésicos volatiles menos dafinos
para los animales, sin embargo, es altamente costoso debido a que se requiere de
equipo especial y es necesario de un operador calificado para dispensar el
anestésico (Flecknell, 1998); en investigacion o en la academia muchas veces es
importante tener presente el binomio costo/beneficio, por o que se deben pensar
en alternativas viables y el TBE puede ser la eleccion, pues en comparacion, es
facil de preparar, su costo es menor y si se tienen en cuenta sus deficiencias, se
puede optimizar el protocolo experimental para obtener los resultados deseados

utilizando un anestésico (TBE) confiable y seguro.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

e EI TBE es un anestésico confiable y seguro, posee un MS=1+0.121.

e La dosificacion del mismo es independiente de la hora de la administracion
o del género del roedor.

e EIl tiempo en que se alcanza la hipnosis y el tiempo de recuperacion no
dependen del género del animal.

e La hora de administracion no aumenta o disminuye el tiempo de anestesia

del TBE sobre el animal.
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A N E X O

1

Tabla 12. Resultados de Probabilidad después de realizar la ANADEVA de una

sola via para rata, raton y la interaccion rata-raton.
(Donde AM = horario de 9 — 11 h; PM = horario de 16 — 18h; & = macho y @ = hembra)

RATON
Comparacion Probabilidad
4 AM vs. PM 1.000
Q AM vs. PM 1.000
HIPNOSIS Qvs. & AM 0.902
Qvs. 4 PM 1.000
Q vs. &; (ambos horarios) 1.000
4 AM vs. PM 1.000
? AM vs. PM 1.000
MUERTE Qvs. & AM 1.000
Qvs. d PM 1.000
Q vs. 4; (ambos horarios) 1.000
R A TA
& AM vs. PM 0.699
Q AM vs. PM 1.000
HIPNOSIS Qvs. & AM 0.699
Qvs. 4 PM 1.000
Q vs. 4; (ambos horarios) 0.919
4 AM vs. PM 0.878
Q AMvs. PM 0.706
MUERTE Qvs. 4 AM 0.874
Qvs. d PM 0.728
Q vs. 4; (ambos horarios) 0.957
R A N + R ATA
Q AM 0.979
Q PM 0.979
4 AM 0.979
HIPNOSIS 4 PM 0.979
Q+J AM 0.985
Q+J3PM 1.000
?+J 1.000
Q AM 0.979
Q PM 0.979
4 AM 0.979
MUERTE 4 PM 0.979
Q+J AM 1.000
Q+JPM 1.000
Q+3 1.000
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2

Tabla 13. Tabla de conversion de porcentajes en unidades de probabilidad

(PROBIT)
0 1 2 3 4 5 8 7 8 9
0 — 2674 | 2946 | 3,119 | 3,249 | 3,355 | 3,445 | 3,524 | 3,595 | 3,659
10 3718 | 3773 | 3,825 | 3.874 | 3,920 | 3,084 | 4,006 | 4,046 | 4,085 | 4,122
20 4158 | 4,184 | 4228 | 4281 | 4,294 | 4326 | 4,357 | 4,387 | 4417 | 4447
30 4476 | 4504 | 4532 | 4560 | 4,587 | 4615 | 4642 | 4688 | 4895 | 4721
40 4747 | 4773 | 4708 | 4824 | 4,849 | 4874 | 4,300 | 4925 | 4950 | 4975
50 5000 | 5025 | 5050 | 5075 | 5100 | 5128 | 5151 | 5176 | 5202 | 5227
60 5253 | 5279 | 5305 | 5332 | 5358 | 5385 | 5413 | 5440 | 5468 | 5406
70 5524 | 5553 | 5583 | 56813 | 5643 | 5674 | 5706 | 5739 | 5772 | 5806
80 5842 | 5878 | 5915 | 5954 | 5904 | 6,036 | 6,080 | 6,128 | 6,175 | 6,227
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06 0.7 0.8 0.9

a0 8,282 | 6287 | 6,203 | 6209 | 6,305 | 6,311 | 6,317 | 6,323 | 6,329 | 6335
a1 8341 | 6347 | 6,353 | 6,350 | 6,366 | 6,372 | 6379 | 6385 | 6,302 | 6,308
82 6405 | 6,412 | 6410 | 6,426 | 8433 | B 440 | 5447 | 6,454 | 6,481 | 6,468
23 6476 | 8483 | 6491 | 6,498 | 6,506 | 8,514 | 6522 | 6530 | 6,538 | 6,546
94 6,555 | 6,563 | 6,572 | 6,580 | 6,587 | 8,508 | 6,607 | 6616 | 6626 | 6,635
895 8645 | 65855 | 8,665 | 6,675 | 6,885 | 6,695 | 6,706 | 6,717 | 6,728 | 6,738
96 8,751 | 8,782 | 8,774 | 6,787 | 6,799 | 6,812 | 6,845 | 6,838 | 6,852 | 6,866
97 6681 | 6806 | 8,911 | 6,927 | 6,943 | 69680 | 6,971 | 8885 | 7014 | 7,033
98 7.054 | 7075 | 7,007 | 7,120 | 7,144 | 7,170 | 7,197 | 7.226 | 7,257 | 7.290
99 7326 | 73868 | 7,400 | 7,457 | 7512 | 7,576 | 7682 | 7,748 | 7878 | 8.080

58



A N E X O 3

Tabla 14. Relacion Estructura Actividad del TBE con el TCA. (Chang, 1996;
Chari, 2001; Douglas, 1953; Flecknell, 1998; Green, 1979; Krasowski, 2000;

Moreno, 2003; Wiseman, 1978)

PROPIEDAD

TRIBROMOETANOL

HIDRATO DE
CLORAL

Nombre Quimico

2, 2, 2-tribromoetanol

2, 2, 2-tricloroetano-1,

1-diol
. Cl i‘
s >l oH
Estructura HO f\|< Br Cl ?)/H
Quimica Bir

Figura 13. Estructura
quimica del TCA

Apariencia fisica

Polvo cristalino, incoloro o blanco

de olor caracteristico.

Cristales
transparentes,
incoloros o blancos
con un olor aromatico,
penetrante y

ligeramente acre.

Solubilidad

Es muy poco soluble en agua; es
soluble en alcohol, éter, benceno
y es muy soluble en hidrato de

amileno

Es soluble en agua,
etanol, éter y
cloroformo 'y muy
soluble en aceite de

oliva.

Productos de

descomposicién

Acido Bromhidrico y

Dibromoacetaldehido

Tricloroetanol y acido

tricloroacético
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Propiedades

farmacoldgicas

* Ambos farmacos se utilizaron para el tratamiento de
convulsiones inducidas, también para ataques
convulsivos en tétanos y en algunos casos agudos de
eclampsia.

* Con ambos farmacos hay una depresion del SNC tanto

como del sistema respiratorio.

Farmacocinética

Ambos farmacos se absorben rapidamente por la mucosa
gastrointestinal, en el caso del TBE dentro de los primeros
10 minutos luego de la administracion, el Hidrato de Cloral
(TCA) tarda 20 minutos. Estos compuestos se conjugan
con el acido glucorénico en el higado para ser eliminado,
casi por completo en la orina. También cabe mencionar
que ambos farmacos difunden a través de la placenta;
aunque el TCA no deprime al feto al grado que lo hace el
TBE.

Carcinogénesis

Forma carcinomas
Se utiliza para la produccién de o
_ hepaticos y
ratones transgénicos.
adenomas.
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A NEX O

4

Tabla 15. RESUMEN DE LOS DATOS FARMACOLOGICOS OBTENIDOS DURANTE LA EXPERIMENTACION

ESPECIE SEXO | HORARIO DEs5g DEgg DL DLsg MS IT
n 3 AM, PM 137.321+4.686 | 248.271+4.686 |438.071+£4.932 (490.503+4.932|1.764+0.998 | 3.572+1.055
>
3
é AM 137.321+4.686 | 248.271+4.686 | 438.071+4.932 [{490.503+4.932|1.764+0.998 | 3.572+1.055
“ Q
= PM 146.009+5.123 | 262.631+5.123 |438.071+4.932 {490.503+4.932 | 1.668+1.515|3.359+0.971
AM 132.552+3.701 | 253.38+3.701 |222.581+3.762(320.883+3.762|0.878+0.443 12.421+0.282
3 3
'a5; PM 106.308+3.800 | 146.98+3.800 |215.464+4.381305.538+4.381| 1.466+x1.5 |2.874+0.471
>
S
9 AM 106.308+3.800 | 146.98+3.800 |206.831+3.622(301.355+3.622|1.407+1.166|2.835+0.343
g Q
PM 106.312+3.800 | 146.986+3.800 | 181.053+4.199(260.358+4.199 | 1.232+0.952 | 2.449+0.371
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