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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El uso de anestésicos en el area experimental biomédica es de suma importancia debido
a que puede ocasionar efectos adversos sobre la calidad de resultados que se estan
evaluando durante el transcurso de cualquier proyecto de investigacion con animales. El
auge de la investigacion en especies de laboratorio a permitido un incremento del
interés por el desarrollo de técnicas y pautas anestésicas que pongan al animal en un
estado benéfico para él, esto es utilizando un anestésico adecuado que asegure el
mantenimiento y la supervivencia del animal, en condiciones de anestesia, analgesia, y
relajacion muscular. Es de gran importancia tomar en cuenta las consideraciones éticas,
ya que un animal con dolor o estrés puede alterar la calidad de los resultados de una
investigacién. La anestesiologia experimental es una condicidn inexcusable para el
desarrollo cientifico en materias biomédicas y para el desarrollo de modelos quirdrgicos
experimentales. El 2, 2, 2,- Tribromoetanol es un anestésico inyectable, apropiado para
procedimientos en animales de laboratorio (ratas, ratones, cuyo y hamster), debido a que
induce una rapida anestesia con efectos adversos y secundarios minimos, por lo que en
el presente trabajo se busca escalar el uso del 2, 2, 2 -Tribromoetanol en la especie de
conejo Nueva ZelandaO¢yctolagus cunicu)i En México no se utilizan farmacos
anestésicos especificos para conejos. Los resultados obtenidos muestran que el 2, 2, 2, -
Tribromoetanol (TBE) es un anestésico que puede ser utilizado en conejos Nueva
Zelanda Oryctolagus cunicu)i ya que se tiene un efecto anestésico con una

recuperacion del 99.9% de los animales evaluados.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 LA CIENCIA DEL ANIMAL DEL LABORATORIO

Es una rama multidisciplinar que contribuye al empleo humanitario de los animales en
la investigacién biomédica y a la obtencion de datos reproducibles imparciales e
informativos. Incluye el estudio de la biologia de los animales de laboratorio, su manejo
y requerimientos ambientales, los procedimientos de estandarizacion microbiologica y
genética, la prevencion y tratamiento de enfermedades, la optimizacion de técnicas
experimentales y el avance de la anestesia, analgesia y eutanasia. Los aspectos éticos de
la experimentacién animal junto con la busqueda de procedimientos alternativos

también se encuentran dentro del dominio de esta ciencia. (Zutphen, 1994)

El objetivo principal de la ciencia de animal del laboratorio es contribuir a la calidad de

la experimentacion animal y al bienestar de los animales.

El termino “experimento con animales” puede aplicarse a cualquier procedimiento
cientifico en el que se utilicen animales, con independencia que sean vertebrados o
invertebrados. La cual se convirtié en una cuestion politica de primer orden, durante las
tltimas décadas, en varios paises se ha propuesto y aplicado legislaciones sobre la
proteccion de los animales, las cuales ejercen una gran influencia en el desarrollo de la

ciencia animal de laboratorio.

La teoria de Russell y Burch se ha convertido en un tema central ya que introduce el
“Concepto de las tres R’s como principal directriz para el empleo responsable de los
animales en los experimentos. (Zutphen, 1994)

 Remplazo:Es la sustitucion del empleo de los animales vivos por técimmcas
vitro, modelos, videos, peliculas, etc. El experimento es sustituido por un
procedimiento alternativo que produce el mismo resultado sin la utilizacién de

animales vivos.

13



* Reduccion:Se refiere a la disminucién del empleo de animales que se necesitan
para un experimento dado. Esto se puede conseguir eligiendo procedimientos
experimentales apropiados, controlando los factores ambientales vy
estandarizando la poblacion animal.

» Refinamiento: Representa la disminucion en la incidencia o intensidad de los
procedimientos dolorosos o angustiosos aplicados al animal. El refinamiento
puede darse durante la experimentacion, mejorando los procedimientos

experimentales o los métodos anestésicos para reducir la angustia del animal.

La mayoria de los experimentos con animales se llevan a cabo en el ambito de la ciencia

veterinaria, biolégica y medica.

Todos los experimentos deben realizarse con anestesia general o local a menos que se
considere que la anestésica es mas traumatica que el experimento mismo o que es

incompatible con los fines experimentales.

2.1.1. LA ANESTESIA EN ANIMALES DEL LABORATORIO

La utilizacion de anestésicos en animales del labooaa través de los afios ha
permitido establecer cuéles son los mejores agentes anestésicos de acuerdo a la especie,

edad, sexo, y condicion experimental.

De acuerdo a lo anterior es importante conocer cuales son los mecanismos de accion,
vias de administracion, metabolismo, y reacciones adversas de los anestésicos
comunmente utilizados en animales del laboratorio. De esta manera, podremos contar
con la opcién apropiada de acuerdo a la especie y a su fin zootécnico. Si se tiene un
conocimiento correcto del anestésico a utilizar se ayuda a minimizar el tiempo de

anestesia y cirugia contribuyendo a la recuperacion mas rapida del animal.

El objetivo de la anestesia del animal del laboratorio, es evitar que el procedimiento
quirdrgico en un modelo experimental pueda ser doloroso o incomodo para el animal,
proporcionando un medio éticamente humanitario que reduzca al minimo el sufrimiento

fisico y psiquico del mismo. (Villanueva, 2007)
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La anestesia suele favorecer la manipulacion del animal, proporcionando inmovilidad,
y cierto grado de relajacion muscular. La hipnosis, y la analgesia son los componentes
principales de la anestesia, que inhiben la percepcion dolorosa fisica y psiquica por

parte del animal, reduciendo las consecuencias derivadas de la agresion quirdrgica

Por otro lado, la dosificacion se basa primero en los efectos, ya sea por sedacion,
analgesia o anestesia y después a la ruta de la administracion; la dosis que se utiliza va
de acuerdo a la especie, cepa 0 raza, edad, porcentaje de grasa en el cuerpo y

condiciones generales (estado de sa(Millanueva, 2007)

También, es muy importante conocer el efecto que pueda tener diversos analitos en el
uso de los agentes anestésicos. Este hecho permite contar con informacion valiosa que

reduzca la cantidad de animales utilizados para un proyecto de investigacion dado.

2.1.2. DEFINICION DE ANESTESIA

El nombre anestesia deriva del vocablo griegaisthesis”, teniendo como definicion:
la privacidad total o parcial de la sensibiliqatllanueva, 2007) el cual es un estado
de inconsciencia controlada Yy reversible que se caracteriza por una falta de dolor,

memoria y una depresion de los reflejos.

2.1.3. HISTORIA DE LA ANESTESIA VETERINARIA

Los origenes de la anestesia veterinaria se remonta a épocas antiguas siendo Paracelso
uno de los pioneros en este rubro. A continuacion se describe en orden cronolégico

sucesos relacionados con la anestesia veterinaria. (Seymour, 2001 y Jones, 1965)

1540 Paracelso administro éter a pollos.

1540 Henry Hill Hickman administré diéxido de carbono a animales de

experimentacion mostrando que aliviaba el dolor de la cirugia.

1846 Morton demostro los efectos del éter en humanos, y un afio después se empez6 a

utilizar en perros y gatos. (Olivares, 2008)
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1847 James Simpson introdujo el cloroformo al campo de la anestesia el cual fue muy
utilizado en Inglaterra durante 100 afios. (Olivares, 2008)

1915 Hobday publico el libro anestesia veterinaria en el cual dio a conocer la cocaina

como anestésico local.

1935 Lundy introdujo un desarrollo considerable en la anestesia con el uso de
barbitaricos, pentobarbital, tiopental. Estos anestésicos se popularizaron gracias a
Wright. (Goodman & Gilman, 2003)

1950 Se produjeron avances considerables en la anestesia veterinaria, principalmente

unidos a los desarrollos de anestesia humana.

Un desarrollo especifico de la anestesia veterinaria es la utilizacion de los fammacos

agonistas de los adrenoreceptores como es el caso de la ketamina. (Seymour, 2001)

Sin embargo el estudio y evaluacion de farmacos, con efectos anestésicos se ha
encaminado primordialmente para el uso humano, a pesar, que su evaluacion inicial es
en animales del laboratorio, siempre hay respuestas no controladas con respecto al
efecto del anestésico, por lo tanto es importante seguir evaluando alternativas y tratar de
conseguir un mejor anestésico. (Olivares, 2008)

La anestesia se divide en tres categorias principales, las cuales afectan el sistema
nervioso y pueden administrarse utilizando diversos métodos. He aqui las principales

caracteristicas de cada tipo de anestesia.

2.2 TIPOS DE ANESTESIA

Existen tres grandes clasificaciones de la anestesia segun la zona anatémica implicada:

« Anestesia generalEs una depresion global pero reversible, de las funciones del
sistema nerviosos central (SNC), lo cual resulta en la perdida de reaccion y
percepcion de todo estimulo externo (Goodman & Gilman, 2003)

* Anestesia local - regionalSon farmacos que al aplicarse impiden la conduccién
de impulsos eléctricos de forma transitoria, originando la perdida de sensibilidad

en una zona del cuerpo.
16



* Anestesia Mixta: Es producida por el empleo de mas de un anestésico,

provocando la pérdida de la conciencia del paciente.

2.2.1 ETAPAS DE LA ANESTESIA

Tedricamente, la anestesia general se divide en cuatro etapas. Cada una de estas le
corresponde una impregnacion cada vez mayor de las células nerviosas por el anestésico

y signos clinicos particulares que se mencionan a continuaciéon: (H. Hanquet, 1976)

» Etapa de Analgesia (I)El paciente permanece consiente, pero progresivamente
llega a estar indiferente a los estimulos dolorosos. Su sensibilidad se encuentra
alterada, pero los reflejos quedan activos y pueden defenderse en contra de
estimulos nocivos, aunque sin poderlos interpretar. Esta etapa es de utilidad
limitada por que el paciente no coopera, por lo que solo se puede utilizar para
tratamientos de abscesos y dentarios.

» Etapa de Delirio (Il Se caracteriza por una exacerbacion de los refl&gos;
respiracion es irregular, el paciente muestra estar desorientado, a menudo se
acompafa de agitacion y excitacion motriz. Esta etapa debe de ser evitada lo
mas rapidamente posible, ya que el paciente puede herirse en el transcurso de
esta, por lo que es necesario fijar al paciente con lazos o correas. Una
estimulacién simpética acompafia este estadio: las pupilas se encuentran muy
dilatadas, la presion arterial aumenta y hay taquicardia.

» Etapa de anestesia quirurgica (lll)La anestesia se ha establecido, los reflejos
superficiales se encuentran abolidos, pero los reflejos profundos y los que estan
asociados a las funciones vitales permanecen activos. En cambio, los
movimientos voluntarios estdn totalmente ausentes. De modo sucesivo
desaparece el reflejo palpebral, y el corneal. La respiracion es automatica y
ritmica, se asemeja a la que se observa durante el suefio fisiologico, debido a que
las influencias corticales estan abolidas. La frecuencia del pulso y el nivel de la
presion arterial que se habian modificado en la etapa de delirio, vuelven a

alcanzar sus valores normales.

En razén a su duracién e importancia, la etapa de anestesia quirdrgica se
subdivide en cuatro planos:

17



» Plano 1: El tono muscular se conserva y los globos oculares estan
animados de movimientos diversos

» Plano 2: Los movimientos de los globulos oculares desaparecen debido a
que todos los pequefios musculos del organismo, incluidos los de los ojos
pierden su tono. Las pupilas quedan fijas y contraidas. La respiracion se
hace profunda debido a la persistencia de la actividad de los musculos
intercostales y del diafragma.

» Plano 3: Las pupilas pasan de miosis intensa a un grado medio de
dilatacion, el reflejo corneal se hace muy débil. Hay cierta reduccion de
la frecuencia cardiaca y un pequefio descenso de la presion arterial.

» Plano 4: Las pupilas se dilatan cada vez mas. Se obtiene una relajacion
muscular completa y todos los reflejos desaparecen. La respiracion es

diafragmatica; la inspiracion es corta y la espiracion prolongada y pasiva.

« Etapa de sobredosis o toxica (IVEn esta etapa los centros medulares quedan
inactivos. El centro respiratorio es el primer afectado y aparece la apnea; sin
embargo el corazon continda latiendo con la mayoria de anestésicos. Si en este
momento no se instala una respiracion artificial, se produce la muerte del

paciente.

En la anestesia general existe cierto riesgo, ya que el paciente puede fallecer. A
continuacion se mencionara las consideraciones que se deben tener al utilizar un

anestésico para minimizar su riesgo.

2.2.2 SEGURIDAD DE LA ANESTESIA GENERAL

Es de vital importancia la monitorizacion minuciosa del animal durante la induccion,
mantenimiento y recuperacién de cualquier anestésico general, prestando atencion a la

frecuencia cardiaca, ventilacién y color de las mucosas. (Santervas L, 2008)

Se deben de tener las siguientes consideraciones al utilizar un anestésico en animales
del laboratorio:

» Realizar una exploracion fisica del animal para elegir el protocolo anestésico
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* Revisarse las dosis de los farmacos inyectables antes de su administracion al
animal, y asegurarse que la concentracion del farmaco introducido en la jeringa
es la calculada para el sujeto de experimentacion.

» Algunos factores que pueden afectar la respuesta del animal al anestésico es la
especie, edad, raza, sexo, estado fisico, capacidad hepdtica, y anestésicos antes
administrados.

* Observar al animal durante la recuperaciéon ya que se puede producir espasmos

de laringe, convulsiones e hipotermia.

2.2.3 CARACTERISTICAS DEL ANESTESICO IDEAL

La seleccion de una técnica anestésica adecuada a cada especie y procedimiento tiende a
cumplir los objetivos de manejo humanitario de los animales, minima interferencia en el
experimento, y ausencia de complicaciones derivadas de la anestesia que suele implicar

que el animal recupere su normalidad fisiologica lo antes posible. (Villanueva, 2007)

Al utilizar un anestésico se tomaran en cuenta los siguientes parametros:

e Tiempo de induccién

» Tiempo de duracion de la anestesia

Un buen anestésico debe reunir las siguientes caracteriffiti@siueva, 2007)

Facilidad de la aplicacion

* Induccién suave

* Toxicidad minima

* Metabolizaciéon y eliminacién rapida

e Carezca de efectos secundario o que sean minimas

» Fécil adquisiciéon y almacenamiento

Es necesario contar con los siguientes criterios que nos permitan tener un mayor

conocimiento de la sustancia.

» Caracteristicas generales
e Estructura quimica
19



» Efectos

* Via de administracion

e Metabolismo

» Posologia

* Interacciones medicamentosa

» Usos por especie

Cualquiera que sea el anestésico seleccionado, es importante poder controlar la
profundidad anestésica para asegurar que el animal no este demasiado anestesiado por

lo que esta en peligro de muerte, o poco anestesiado y percibe los estimulos dolorosos.

En la mayoria de los experimentos es necesario, alcanzar la fase quirlurgica, para

determinar si el animal esta en este plano se puede evaluar las siguientes respuestas:

» Reflejo de la estacionel animal intenta recuperar la posicion normal al ponerse
boca arriba.

» Reflejo podal:retirada vy flexion de una extremidad cuando se pellizca un dedo
o la piel interdigital.

* Reflejo palpebral:parpadeo cuando se toca el canto interno o externo del ojo.

Durante el periodo de anestesia quirdrgica, es importante observar si las funciones
vitales del animal son las adecuadas y asegurar que se mantienen dentro de los limites
aceptables. La importancia y la complejidad de este control dependeran de la naturaleza
y duracion del procedimiento experimental. Se puede realizar una evaluacion basica del
animal mediante la simple observacion del color de las mucosas, la frecuencia

respiratoria y la frecuencia cardiaca.

Los problemas que se han detectado al utilizar un anestésico en conéjdastinez,
2004)

* Su centro respiratorio es muy sensible a la accion paralizante de los anestésicos.
» Elrango entre las dosis anestésica y letal es bastante estrecho.
* La variabilidad entre los individuos ante la accion depresora de los anestésicos

convencionales es tan grande que la dosis para lograr la anestesia quirargica
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debera tener una base, pero en gran medida deberd suministrarse y comprobar su

efecto individualmente.

Tablal. Anestésicos mas utilizados en conejos

Farmaco Dosis Via de
administracion

Hypnorm + diazepam 0.3 mL/Kg +2 mg/Kg ilm, ilp, ilv
Hypnorm + midazolam 0.3 ml/Kg +2 mg/Kg il'm, ilp, ilv
Immobilom 0.025 - 0.05 mL/ Kg i/m
Ketamina 50 mg/Kg i/m
Ketamina + acepromazina 75 mg/Kg + 5 mg/Kg i/m
Ketamina + diazepam 25 mg/Kg + 5 mg/Kg i/m, i/p
Ketamina + xilacina 10 mg/Kg + 3 mg/Kg iv
Metoexitona 10 mg/Kg ilv
Morfina 5mg/Kg i/m, slc
Naloxano 0.001 - 0.1 mg/Kg i/m, ilv
Pentazocina 15 mg/ Kg i/m, slc
Pentobarbital 45 mg/ Kg iv
Pentidina 10 mg / Kg s/c, ilm
Tiopental 30 mg/Kg ilv
Uretano 1.5 mg/Kg ilp, ilv
Xylacina 3 mg/Kg i/m

i/p = intraperitoneal, i/m = intramuscular, i/v =intravenoso, s/c = subcutaneo

Entre mas homogéneos genéticamente sean los animales, habra un mayor control de las
variables. El 2, 2,2-tribromoetanol es un anestésico que se esta utilizado recientemente
en animales del laboratorio, en México no existen estudios reportados al respecto.

2.3 TRIBROMOETANOL

El 2,2,2 tribromoetanol fue descubierto por el farmacélogo Fritz Eicholz. Mas tarde

Otto Butzengeiger de Wuppertal lo introdujo en la préctica clinica en 1926. Su uso en
humanos fue a principios de los afios 60. (Nufiez, 2008; Goerig, 2002 y Chari, 2001)
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El tribromoetanol fue utilizado mucho tiempo en humanos, pero se descontinué su uso
debido a que causaba irritacion rectal, depresién inmediata y mostraba mucha
variabilidad biologica, sin embargo, en Europa es ampliamente utilizado en roedores.
(Martindale, 1973 y Chari, 2001)Es por esto mi interés en evaluar los parametros

farmacoldgicos (D y DLso) para poder ser utilizado en conejos.

2.3.1PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El tribromoetanol (TBE) es un polvo cristalino blanco, con olor caracteristico. Es poco
soluble en agua; soluble en alcohol, éter, benceno y muy soluble en hidrato de amileno.
El nombre quimico para este anestésico es 2,2,2-tribromoetanol, esta formado por tres
atomos de bromo (Br) y un grupo alcol®H;Br30 (Lieggi, 2005)Figura 1).

Figural. Estructura quimica del 2, 2, 2,-tribromoetanol

Una de las caracteristicas principales es la introduccién de hal6genos, la cual aumenta la
accion depresora sobre el sistema nervioso central, tal como sucede en el caso del
cloroformo.Su peso molecular es de 282.78 g/mol, y posee un punto de fusion de 79-
82°C. Debe de ser protegido de la (Bmura 2) y almacenado a 4°C para evitar su
descomposicion en acido bromhidrico (HBr) y dibromoacetaldehidgCKBZHO)

ambos productos son fuertemente irritgiiteward, 1952 y Richard, 2001)
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Figura 2. Presentacion comercial del 2, 2,2 —tribromoetanol, frasco ambar para

evitar su descomposicion

2.3.2 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

En estudios anteriores se ha demostrado que el TBE en el caso de animales de
laboratorio, produce anestesia quirdrgica en ratas y ratones, con buena relajacion
muscular y un bajo grado de depresion respiratoria. (Flecknell, 1998 y Papaioannou,
1997)

Las dosis que se reportaron para animales del laboratorio de TBE son: (Tabla 2)

Tabla 2. Dosis reportadas de tribromoetanol en diferentes especies utilizadas en el
laboratorio (Leary, 1999; Nufiez, 2008; Mendoza, 2009)

Especie Dosis mg/Kg
Ratoén 125i/p
Rata 300i/p
Gerbo 214 i/p

Hamster 169 i/p
Cuyo 263 i/lp
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El uso de TBE en estas especies, documento una baja tasa de mortalidad, asi como un

margen de seguridad confiable y un adecuado tiempo de hipnosis y recuperacion.

El TBE produce una depresion en el sistema nervioso central (SNC). Se ha observado
que inhibe la sinapsis en la neurotransmision mediada por a@dwno butirico
(GABA) actuando en los receptores GABPy; sin embargo, se demostrado que este
mecanismo de accioén, inhibiendo la sinapsis es débil, por lo tanto se presume otro
camino de accion para efectuar el proceso anestésico, el cual aun se encuentra en

investigacion. (Krasowski, 2000)

Absorcion y Excrecion:ElI TBE se difunde a través de la placenta, se absorbe
rapidamente por la mucosa rectal; el 50% de la dosis administrada se absorbe en 10
minutos, y su eliminacién es completa por la orina, alrededor de dos horas posterior a su

administracion (Lumb, 1963).

Uno de los requisitos previos para el empleo responsable de los animales en la
investigacion biomédica es el conocimiento de las caracteristicas biologicas de la
especie que se va a utilizar, asi como de las condiciones necesarias para su manejo. El
alojamiento, alimentacion y el cuidado de la especie seleccionada deben de ser los

apropiados para satisfacer sus necesidades.

A continuacion trataremos algunos de los aspectos bioldgicos y zootécnicos del conejo

Nueva Zelanda@ryctolagus cuniculugjtilizado en este estudio.

2.4 CONEJOS NUEVA ZELANDA

2.4.1 CARACTERISTICAS GENERALES

El conejo Qryctolagus cuniculusgs originario de la peninsula ibérica, desde la cual se
expandi6é al area mediterrdnea. Existen distintas razas que se diferencian por el color y
tipo de pelo. Como animal de laboratorio, la raza méas utilizada son conejos Nueva

Zelanda, se emplean en pruebas de pirdgenos, toxicidad, produccion de antisueros,
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calibracion de productos biolégicamente activos y pruebas de irritacion en piel, entre
otras. (Zutphen, 1994)

Los conejos son una especie fundamentalmente nocturna, se incluian dentro de los
roedores, por su similitud con los mismos, pero a partir de 1912 se incluyo
taxondmicamente dentro del grupo de los lagomorfos, al ser evidentes las diferencias
entre uno y otro orden. (Zutphen, 1994)

Se caracteriza por tener un cuerpo cubierto de un pelaje espeso, de color blanco, cabeza
ovalada y ojos grandes. Tiene orejas largas de hasta 7 cm. y una cola muy corta. Sus
patas anteriores son mas cortas que las posteriores. Mide de 33 a 50 cm. en condiciones
afables. (Figura 3)Son muy sociables pero emiten fuertes chillidos cuando estan

asustados o lastimados.

El conejo utilizado en el laboratorio debe estar libre de cualquier aplicacion de
sustancias farmacoldgicas y clinicamente sano, para poder garantizar la respuesta ante la
prueba experimental o de control. Esto demanda un control estricto de los factores

ambientales asi como una rigurosa higiene, para evitarles estrés y enfermedades.

Figura 3. Conejo Nueva ZelandaQ@ryctolagus cuniculus)
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La manipulacion y sujecion del conejo deben ser llevadas a cabo con seguridad, firmeza
y gentileza. La mas usual consiste en colocar la mano debajo de los miembros
posteriores y soportando el peso del animal, con la otra mano se debe sujetar la piel a
nivel del cuello para mantener firme al animal. (FigurgMPM — 062-Z00-1999)

Figura 4. Forma correcta de sujecion del conejo

Los conejos de laboratorio requieren de jaulas con las siguientes caracteristicas:

* El material de las jaulas debe ser resistente, seguro y a prueba de escape. Las
jaulas deben de permitir un facil acceso al alimento y agua. Se recomienda como
material: jaula con rejilla de acero inoxidable, con piso de malla de alambre con
1.5 cm de separacion.

* Las jaulas deben tener suficiente amplitud y altura para permitir a los conejos

movimientos y posturas naturales. (NOM — 062-Z00-1999)

Su alimentacién debe cubrir los requerimientos minimos nutricionales para las etapas de
crecimiento, gestacion lactacion(Tabla3) (NOM — 062-Z0O0-1999)
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Tabla 3. Requerimientos nutricionales del conejo como animal de laboratorio

(NOM - 062-Z00-1999)

Proteina cruda

No menos de 16.0%

Grasa cruda

No menos de 2.5%

Fibra cruda

No menos de 14%

Cenizas

No mas de 8.0%

2.4.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y FISIOLOGICAS

Tabla 4. Caracteristicas Bioldgicas y fisioldgicas del coneforyctolagus cuniculus

(Martinez, 2004)

Especie Oryctolagus cuniculus
Genero Oryctolagus
Familia Leporidae
Subfamilia Leporinae
Orden Lagomorpha
Clase Mammalia
Subclase Theria (mamiferos viviparos)
Peso corporal 2- 4 Kg
Longitud corporal 40 -50 cm

Tiempo de vida

Aproximadamente 9 afios

Madurez sexual

4 y 7 meses

Epoca de reproduccién

Durante todo el afio

Tiempo gestacion

28 a 33 dias

Numero de crias por camada

3 a 9 crias por camada

Requerimiento minimo de espacio

0.28 nf y 36 cm de altura por jaula

Temperatura ambiental

16-26 °C

Humedad relativa del medio ambiente

40-60 %
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La “agresividad” o “benevolencia” de las condiciones ambientales constituyen factores
favorables o adversos, los cuales influyen sobre la conservaciéon de la salud de los
animales. Los factores zootécnicos, las medidas profilacticas y las medidas terapéuticas

en conjunto determinan en gran medida que los conejos se enfermen o no. (Harkness,

1983

Tabla 5. Enfermedades mas comunes en el conejo (Martinez, 2004)

MICROORGANISMOS FRECUENCIA PATOGENICIDAD
Clostridium spiriforme 49.9 % Moderada
Eimeria spp 45.4 % Baja-alta
Escherichia coli 324 % Moderada-Alta
enteropatdégena
Rotavirus 19.4 % Baja
Bacillus piliformis 5.7% Alta
Cryotosporidium spp 4.9% Baja

De los 90 millones de animales de laboratorio utilizados en la experimentacion
anualmente, en promedio, durante la década de los afios 90 en el mundo,
aproximadamente 2 millones estaban constituidos por conejos. El conejo de laboratorio
se utiliza basicamente en tres ambitos: docencia, investigacion y pruebas de

constatacion de calidad de productos farmaceéuiiptastinez, 2004)

El empleo de cualquier medicamento depende absolutamente del conocimiento en la
dosis correcta, para saber esto es necesario realizar una curva dosis respuesta — cuantal
donde veremos los efectos buscados como sedacidon o hipnosis y los efectos indeseables

como es la muerte.

2.5 CURVA DOSIS RESPUESTA — CUANTAL

Las repuestas farmacoldgicas como sedacion, hipnosis y muerte pueden ser
consideradas de tipo “todo o nada”, es decir que puede ocurrir o no, a esto se llama una

repuesta cuantal. (Vidrio, Rojas; 1987)

En un organismo integro un farmaco es capaz de producir mas de una respuesta

farmacoldgica, con lo cual se puede construir curvas de dosis respuesta cuantales y
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calcular las dosis efectivas medias correspondientes. Por lo general uno de estos efectos
es el deseable o el terapéutico, y los demas suelen considerarse como indeseables o
toxicos. Como resultado sabremos si una sustancia es util como agente terapéutico.
(Vidrio, Rojas; 1987)

La dosis efectiva para la accion deseable debe de ser inferior a la correspondiente a

cualquiera de los efectos indeseables.

También pueden utilizarse las curvas dosis respuesta cuantal para generar informacion
al respecto al margen de seguridad que debe esperarse de un farmaco en particular

administrado para producir un efecto especifico. (Katsung, 2005).

Al graficar la distribucién de frecuencia de respuesta contra el logaritmo de la dosis, se
obtiene una curva sigmoidea simétridasumar estas respuestas, la distribucion de las
frecuencia acumulativa resultante constituye una curva dosis efecto cuantal (o curva
dosis efecto porcentaje) de individuos que presentan el efecto que se grafica en funcién
del logaritmo de la dosigkatsung, 2005) (Figura 5)
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Figura 5. Curva de distribucion de frecuencig Goodman &Gillman, 2003)

Puesto que la curva dosis repuesta cuantal es en realidad una expresion de una curva de
distribucion normal, la escala de las ordenadas que representan porcentaje de sujetos

gue responden, puede construirse por una escala probits. (Figura 6).

Dentro de los métodos probabilisticos, destaca el método PROBIT (“Probability unit”).
El cual permiten el estudio de los efectos adversos de un accidente siempre y cuando se

puedan describir mediante funciones de probabilidad.

La metodologia PROBIT se basa en definir una unidad de probabiNjacya

relacion con la probabilidadP) se expresa mediante la ecuacion:
2
Y- 5 - X
Pz — = |dx
"‘[ —00

La forma més habitual de expresar la ecuacion anterior es:

v =54 0O -1
0)

Donde:

e Y: porcentaje de poblacién afectada.
» X:intensidad del factor causante del dafo.
e W valor medio de la distribuciéon normal.

* 0. desviacion tipica de la distribucion normal.

Esta ultima ecuacion resulta mas facil de utilizar en la forma:
Y =k, +k,V

Es como normalmente se utiliza en analisis de vulnerabilidad, donde:
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* ki, ko constantes empiricas.

* V: medida de la intensidad del factor causante del dafo.

Esta metodologia es ampliamente utilizada porque mediante la utilizacion de las
unidades PROBIT permite pasar de una curva de distribucién normal a una linea recta,

(Figura 6) con parametros muy facilmente calculables comag,MH 50, MS € IT.

(00-|  PORCENTAJE 7| PROBITS (U.P.)
ACUMULADO

_}5—* 6

[ ]
50 5 —
257 4 —
0- I T T ] 3 T l

1[0] 20 40 80 10 20 40 80

DOSIS DEL FARMACO (mg/kg)

Figura 6. Transformacion de curva sigmoidea de dosis repuesta cuantal
(izquierda) en una recta (derecha) mediante la sustitucion del porcentaje de
respuestas por su probit correspondiente.

Dosis eficaz media (Dfg): dosis de una sustancia necesaria para producir un efecto
especifico en la mitad de la poblacigBoodman &Gillman, 2003) (Figura 7)

Dosis letal media (Dk): dosis de una sustancia necesaria para producir la muerte al

50% de la poblaciorfGoodman &Gillman, 2003) (Figura 7)
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Dosis toxica media (Ddp): es la dosis en la cual se produce un efecto toxico en el 50%
de la poblacion(Goodman &Gillman, 2003)

indice terapéutico:Sefiala el grado de selectividad que posee un farmaco para generar
los efectos buscados en oposicion a los efectos adversos, y este se calcula de la
siguiente forma: D&y / DE 50, (Goodman &Gillman, 2003)(Figura 7)

Margen de seguridad (MS)Es la relacion existente este la dosis mas baja que produce
toxicidad (DL) y la dosis mas alta que produce una repuesta terapéutica maxima (DE
99) MS = DL/ DEge. (Goodman &Gillman, 2003)

Las curvas dosis respuesta cuantal indica la variabilidad potencial de la capacidad de
repuesta entre los individuos (Katsung, 2005)

Figura 7. Curva dosis - respuesta cuantal, se muestra el célculo del indice
terapéutico, dado por las proporciones entre DL50 y DE50. (Goodman &Gillman,
2003)
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

« FEvaluar el efecto anestésico del 2, 2,2- tribromoetanol en conejos de la cepa
nueva Zelanda.

» Determinar los parametros farmacologicossHBLso y el MS del 2, 2,2-
tribromoetanol, mediante una cuerva dosis - respuesta cuantal en conejos de la
cepa Nueva Zelanda.

« Evaluar si el 2, 2,2- tribromoetanol puede ser un anestésico ideal para conejos.

» Determinar la dosis sostén para realizar un procedimiento quirdrgico de una

duracién aproximada de 30 min
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

 Siel 2,2,2-tribromoetanol a mostrado tener un buen efecto anestésico y una
recuperacion eficaz para las especies raton, rata cuyo, jerbo, hamisteces
esperamos que se tenga el mismo resultado en conejos de la cepa Nueva
Zelanda, mostrando un margen de seguridad confiable.

* Si determinamos la dosis sostén y logramos obtener una hipnosis prolongada
aproximadamente de 30 min, entonces este anestésico sera recomendable para

realizar un procedimiento quirdrgico.
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CAPITULO 5

MATERIAL 'Y METODO

9.1 MATERIAL

* Material biolégico
Se utilizaron conejos raza Nueva Zelan@ay€tolagus cunicu)i con un rango de
peso aproximada mente 2.5 — 3 Kg.
Los animales empleados en este experimento provienen del Bioterio de la Facultad de
Quimica edificio “A”, y no se sometieron previamente a experimentacion.
Las condiciones de mantenimiento son las marcadas en la norma NOM — 062-ZO0-

1999que son las siguienteSigbla 6.)

Tabla 6. Condiciones de mantenimiento de conejos Nueva Zelanda

(Oryctolagus cunicul)

Alimento Agua y comida “ad libitum”
Humedad 40-60 %
Temperatura 16-26 °C
Luz/Oscuridad/ Horas 12/12

Nota: “ad libitum” libre acceso al alimento a cualquier hora del dia o de la noche. En
condiciones ad libitum", los roedores y conejos consumen la mayor parte de comida

durante la fase obscura (Beynen, 1992)

> Reactivos:

e 2,2,2 - tribromoetanol, pureza 96% (GC) (Fluka) No. de lote: 1306252
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» Soluciones:
* Solucién salina isotonica 0.9%
» Etanol grado reactivo

¢ Solucion TBE 2% ® Fluka

> Equipo de curacién

» Jeringas desechables (1 y 3 mL) de plastico con aguja de acero inoxidable
calibre 27 (Plastipak)

» Equipo para venoclisis con microgotero (Soluten)

» Catéter intravenoso periférico de un solo uso calibre 25 ( Puhzocat

» Equipo fijo

» Marcador indeleble

» Balanza Granataria, OHAUS

* Bascula Torino para 10 Kg

* Cronometro digital

* Vaso de precipitados de 50 mL, Pyrex
» Pipeta volumétrica de 5 mL, Pyrex

« Pipeta graduada de 10 mL, Pyrex

» Espatula de acero inoxidable

5.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La metodologia empleada durante la etapa experimental del trabajo fue la medicién de
latencias para diferenciar cada etapa de la anestesia, a continuacion definimos cada una

de ellas.

 LATENCIA DE SEDACION: Es el tiempo transcurrido desde la administracion
del farmaco hasta que el animal pierde la incardinacibn md®uatamante,
2002)
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 LATENCIA DE HIPNOSIS: Es el periodo de tiempo desde la administracion
del farmaco hasta la perdida del reflejo de enderezamiento del animal.
(Bustamante, 2002)

« DURACION DE LA HIPNOSIS: Es el periodo de tiempo que va desde la
perdida del reflejo de enderezamiento del animal hasta su recuperacion.
(Bustamante, 2002)

* 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 de animgBustamante, 2002)

Se siguio la siguiente metodologia experimental:

1. Se formaron 8 grupos de manera aleatoria con unan =6
2. Se pesaron y marcaron a los animales para cada una de las dosis de TBE que se

mencionan a continuacion (Tabla 7)

Tabla 7. Distribucion de los conejos de acuerdo al grupo y Dosis

Grupo | Dosis (mg/kg) Conejo
1 250 1-6
2 300 7-12
3 400 13 -18
4 500 19-24
5 600 25-30
6 650 31- 36
7 700 37 -42
8 800 42 — 49
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3. Se efectud la administracién de TBE por via intraveribgpra 8) a cada uno
de los animales y se midi6 el tiempo (min) de latencia de sedacién e hipnosis
causada por el anestésico.

4. A partir de los datos recopilados, se realizé una curva dosis - respuesta cuantal y
se evaluaron los parametros JBEDEgg, DLy, DLso, MS € IT.

5. Se llevé a cabo un andlisis estadistico, una prueba ANADEVA con una p<
0.005, para saber si existen diferencias significativas entre los grupos evaluados
para el 2,2,2 — tribromoetanol.

6. Una vez obtenido los pardmetrosdgBLso, Se realizaron las pruebas necesarias
para determinar la dosis de sostén para prolongar la duracién de la latencia de
hipnosis aproximadamente de 30 min o mas para poder realizar un

procedimiento quirdrgico.

Figura 8. Via de administracion intravenosa de 2,2,2 — tribromoetanol,

introduccién de la aguja calibre 27 en la vena marginal de la oreja del conejo.
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5.3. DIAGRAMA DE FLUJO

Se formaron 8 grupos de conejos Nueva Zelanda con
N=48; n =6 cada uno

necesdns para la administracion TBE para

800 mg/k(

Marcar animales pesarlos y realizar calcu

siguientes dosis 250, 300, 400, 5@00, 650, 700

 — =/

Administrar el TBE por via intravenosa cada u

sedacion e hipnosis asi como el tiempo
recuperacio

de los animales y mediiempo (min) de latencia

n

N

/Realizar analisis estadistico, curva dosigespue
cuantal y evaluar los parametros sRBEDEgy, DL
DLsg, MSelT

o

St
1

= =/

Una vez obtenida la DE 50, realizar pruebas para
determinar la dosis sostén para un procedimiento

quirdrgico

—
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CAPITULO 6

RESULTADOS

A continuacién se muestran los resultados obtenidos tras administrar el TBE a conejos

Nueva Zelanda por via intravenosa, a las diferentes dosis mencidiiatiée.8) en

donde se observa que las dosis de 250 a 400mg/Kg hay presencia de la latencia de
sedacién, sin embargo a partir de 500mg/Kg no fue posible medir este parametro ya que
es inmediata la hipnosis. En cambio para la latencia de hipnosis en la dosis 250 y 300

mg/Kg no se obtuvo este parametro ya que no llegaron a hipnosis.

La Tabla 8. Promedio de las latencias de sedacién e hipnosis expresadas en

minutos
Dosis (mg/Kg) Promedio de Promedio de
latencia de latencia de
sedacion (min) hipnosis (min)
250 2.72 =
300 3.50 =
400 1.86 2.26
500 - 4.60
600 - 4.67
650 - 6.57
700 - 6.10
800 - 2.5

(-) No se pudo medir debido a que el tiempo de sedacion fue muy rapido
(=) No presento hipnosis

Se muestra la grafica de valoracién de los periodos de latencia de sedacion e hipnosis
posterior a la administracion de TBE, para los tiempos de sedacién, solo se pudo
determinar para las dosis de 300 y 400 mg/Kg, ya que a partir de 500 mg/Kg es tan
rapido el efecto que cuando se va administrando el anestésico el conejo llega a un
estado hipnético, no existen diferencias significativas entre las ANSRA/A (Tukey

H=5.589, g.=2,p=0.061).
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Figura 9. Latencia de sedacion e hipnosis vs dosis de 2,2,2- tribromoetanol, cada

barra representa el promedio de latencia (min) £+ E.S * p < 0.001
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A dosis menores de 400 mg/Kg no hay presencia del efecto hipnético. A partir de la
dosis 500 mg/Kg se tiene el efecto maximo, presenciando que a dosis de 800 mg/Kg
puede haber muerte. ANOVA (Tukey. H =28.948, g.l| =7, p<0.001)

En la tabla 9 se resumen los datos obtenidos de U.P (unidades probits) tras la
administracion del TBE a diferentes dosis.

Tabla 9. Unidades de probabilidad de sedacion e hipnosis vs dosis (mg/Kg) TBE
donde U.P.S = unidades probit de sedacion, U.P.H = unidades probit de hipnosis,

U.P.M = unidades probit de muerte.

Dosis log dosis U.P.S U.P.H U.P.M
250 2.390 6.450 3.355 3.355
300 2.470 6.450 3.355 3.355
400 2.600 6.450 5.000 3.355
500 2.700 6.450 6.645 3.355
600 2.780 6.450 6.645 4.260
650 2.810 6.450 6.645 4.260
700 2.850 6.450 6.645 4.260
800 2.900 6.450 6.645 5.964
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DE,= 489.8 mg/Kg

6.5 - 0—0 0 o 0000
|
|
6.0 - :. : v
» __,-"DE50|= 389.0 mg/Kg DL, =741.3 mg/Kg
= 55 , :
- |
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log dosis

Figura 10. Curva Dosis - Respuesta cuantal. U. P. vs log del 2,2,2 — tribromoetanol.

Determinacién de los parametros DEy, DLsg, DEgg, DL1
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De la curva dosis repuesta cuantal (Figura @bjuvimos los siguientes valores:

1) DEsp= 389.0 mg/Kg
2) DLsp=741.3 mg/Kg
3) DEgy=489.8 mg/Kg
4) DL1 =509.2 mg/Kg
5) MS = 1.039
6) IT= 1.9056

Se muestra las pruebas realizadas para la dosis sostén, en donde se utilizo un catéter
para la administracion continua de 2,2,2 —tribromoetanol.

Los resultados de las dosis y tiempos de la hipnosis obtenidos en lotes pilotos se

muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados obtenidos tras la administracion de TBE, a diferentes dosis

para determinar la dosis sostén, y obtener una anestesia quirdrgica

aproximadamente de 30 min

Conejo 1 2 3
Peso Kg 2.630 2.550 2.800
lera Dosis 300 mg/ Kg| 500 mg/Kg 600 mg/ Kg
Tiempo de Hipnosis 3.50 min 5.40 min 6.40 min
Dosis sostén prueba 1| 300 mg/ Kg| 150 mg/ Kg 300 mg/ Kg
Tiempo de Hipnosis 5.00 min 3. 57 min Muerto
Dosis sostén prueba 2| 300 mg/kg | 150mg / Kg
Tiempo de Hipnosis Muerto 6.35 min
Dosis sostén prueba 3 150 mg/ Kg
Tiempo de Hipnosis 12. 32min
Total tiempo de
hipnosis
27.34 min
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A partir de estos datos se realizo la replica en un grupo de 6 conejos para saber si existia
diferencias significativas y comprobar la dosis sostén. Tabla 11

Tabla 11. Resultados obtenidos tras la administracion continua de TBE con un
proceso acelerado de goteo a través de un catéter colocado en la vena marginal del

conejo, para probar la dosis sostén de 150 mg/Kg.

Conejo 1 | Conejo2 Conejo3| Conejo3 Conejo85
Dosis 5.50 min 8 min 6.58 min 3 min 5.09 min
inicio hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis
500mg/Kg
22 dosis | 9.95 min 6 min 4.82 min 3 min 4.31 min
150mg/Kg | hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis
32dosis | 7.85 min 5 min 5.4 min 5 min 4.01 min
150mg/Kg | hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis
42 dosis 8.2min | 5.40 min 6 min 8 min 4.81 min
150mg/Kg | hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis | hipnosis
52 dosis 10 min | 10.78 min
150mg/Kg hipnosis | hipnosis
Promedio 7.87 6.1 5.7 5.8 5.8
D.S 1.83 1.33 0.657 3.11 2.81
e.s 23.25 21.80 11.52 53.62 48.54

Se muestra la grafica del numero de administraciones y el promedio del tiempo de
hipnosis de cada una, se utilizo una n = 5 para cada administracion, p = 0.836, n.s
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Figura 11. Curva Dosis sostén para la induccién de la hipnosis. Cada punto

representa el tiempo promedio de latencia de hipnosis + E.S. N =6, n.s
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CAPITULO 7

ANALISIS DE RESULTADQOS

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda jovenes con un peso aproximado de 2 — 2.5 Kg.
Las dosis elegidas para el estudio fueron probadas con un experimento piloto, debido a
que en la literatura no se reporta ninguna dosis, dado que no se ha utlizado este
anestésico para conejo, ademas cabe destacar que es un anestésico en el cual no se

tienen estudios reportados en México.

Al analizar los periodos de latencia de sedacidon se observo que esta iba disminuyendo
conforme se aumentaba la dosis hasta que no se alcanza a percibir esta latencia, el
criterio que se utilizé para determinar la sedacion fue al notar que los animales casi no
se movian y se mostraban muy relajados. A partir de la dosis de 500 mg/kg, se llega casi
instantaneamente a la hipnosis, en esta latencia observamos que el tiempo de hipnosis
va aumentando conforme se aumenta la dosis, hasta llegar a la dosis letal de 741.3
mg/Kg, donde al realizar el analisis estadistico, en el ultimo grupo evaluado de
800mg/Kg se tomo como 2 min de hipnosis y después se presento la muerte, cabe
destacar que el mayor tiempo de hipnosis que se llega alcanzar es de 7 minutos a una
dosis de 650 mg/Kg, por lo que este anestésico lo clasificamos como ultra corta

duracién para esta especie.

Notamos que existen diferencias significativas en la duracién de la latencia de hipnosis
entre las dosis 600, 650 y 700 mg/Kg, Entre las dosis 650 y 700 mg/Kg se observa una
disminucién de la hipnosis esta diferencia puede ser debida a la infiltracion del

medicamento al momento de la administracion, lo que provoco que la latencia de

hipnosis se viera afectada.

Para esta especie el TBE posee un margen de seguridad de 1.039 el cual muestra ser
confiable respecto a otros anestésicos que generalmente se encuentran en el mercado
los cuales manejan un rango de 0.4 aproximadamente, por lo que se recomienda su uso
Gnicamente si se va a realizar un procedimiento quirdrgico rapido el cual dure menos de

7 min como por ejemplo una puncién cardiaca.
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Al realizar las pruebas para determinar la dosis sostén obtuvimos que esta es de 150 mg/
Kg. La cual debe de ser administrada con catéter a través de goteo acelerado de solucion
salina, esta ayudara a eliminar mas rapidamente al anestésico y evitar su muerte. Es
recomendable también su uso de esta forma, pero como la hipnosis dura poco hay que
estar administrado el anestésico aproximadamente cada 5 minutos, lo que hace

incobmodo Ssu uso.

Es necesario tomar en cuanta que la administracion de TBE debe de ser via intravenosa,
colocando un catéter en la vena marginal de la oreja del conejo, e ir administrando
solucion salina por goteo, mediante una venoclisis, asi se evita la irritacion causada en
la oreja debida al alcohol, esta observacion la note al realizar la primera parte
experimental de esta tesis, y en la segunda parte experimental coloque un catéter y los

conejos ya no mostraron irritacion en la oreja.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

* EI TBE es un anestésico cuyo tiempo para la induccion de la hipnosis es corto
asi como el tiempo de recuperacion.

* Se necesita el doble del la BH389.0 mg/Kg) para llegar a la BJ-(741.3
mg/Kg).

* Es recomendable el uso del TBE en una sola administracion, anicamente si el
procedimiento quirdrgico dura menos de 7 min. En otro caso no es
recomendable.

* Puede ser utilizado por administracién continua y se llega a una hipnosis
aproximada de 30 min, pero debido a que la duracién de hipnosis entre una dosis
y otra es corta, es incomodo Su uso.

* Posee un margen de seguridad de 1.039 esto nos indica ser seguro y confiable.

 Dentro de las ventajas que este anestésico presenta, es que se prepara a la
concentracion deseada y asi se evita la contaminacion de este asi como su
desperdicio.

e Tomando en cuenta la relacion costo/beneficio este anestésico es

econdmicamente accesible.
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CAPITULO 10

ANEXOS

Anexo 1. Tabla de conversion de porcentajes en unides de

probabilidad (probitas)

Se determina el 0% y el 100% de respuesta en unidades de probabilidad (probit) con las

siguientes formulas

0% = 0.25/n * 100 100% =n —-0.25/ n* 100
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Anexo 2. Preparacion del 2,2,2- tribromoetanol al 2% en alcohol.

Preparacion de TBE a concentracién 1000 mg/ mL al 2% en alcohol

e 25gdeTBE
e 12.5 mL de etanol

¢ 10 mL solucién salina isotonica

Preparacion de TBE a concentraciéon 300 mg/mL al 2% en alcohol

e 0.75gde TBE
¢ 3.75mL de etanol

e 20.5 mL de solucién salina isoténica

PROCEDIMIENTO PARA SU PREPARACION

I. Pesar la cantidad deseada de TBE, y pasar a un frasco ambar para evitar su

descomposicion.

II.  Agregar el etanol indicado, dependiendo de la concentracion deseada y disolver

todo el tribromoetanol.

lll.  Una vez disuelto el tribromoetanol, agregar la solucion salina isotonica hasta a

completar un volumen final de 25 mL.

Nota: La solucion de tribromoetanol debe de ser guardada en refrigeracion y en un

frasco ambar después de su uso, asi se evitara su descomposicion y puede ser utilizada

nuevamente sin presentar un riesgo para el animal.
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