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RESUMEN

MONTEON NEGRETE DANIEL ALEJANDRO. Cambios en la hemodinamia y
mecanica ventilatoria ocasionados por diferentes combinaciones anestésicas en
ratas Wistar (bajo la direccion de: M en C Mariana Silva Martinez y M en C J. Raul
Olmos Zudiga).

En algunos modelos experimentales es necesario utilizar anestésicos como
ketamina (Ke), xilacina (Xi) y pentobarbital (Pe) que provocan cambios fisiologicos
y alteran los resultados de las investigaciones. La acepromacina (Ac) y el midazolam
(Mi) disminuyen los requerimientos de anestésicos; pero su uso en ratas Wistar y
sus efectos sobre la mecanica ventilatoria y la hemodinamia no han sido descritos.
Objetivo. Determinar los cambios en la funcién respiratoria y cardiaca a través de
la hemodinamia y mecanica pulmonar ocasionados por tres combinaciones
anestésicas aplicados por dos vias diferentes en ratas Wistar. Material y métodos.
Treinta y seis ratas Wistar recibieron: Grupo IA (n=6): Xi 7.5mg/kg IP-Ke 120mg/kg
IP, Grupo IB (n=6) ): Xi 7.5mg/kg IP- Ke 120mg/kg IV, Grupo IlA (n=6): Mi 2.5 mg/kg
IP-Pr 10 mg/kg IP, Grupo IIB (n=6): Mi 2.5 mg/kg IP-Pr 10 mg/kg IV, Grupo lli
A(n=6): Ac 1.5 mg/kg IP — Pe 30mg/kg IP, Grupo Il B(n=6): Ac 1.5 mg/kg IP — Pe
30mg/kg IV. Se evalud los parametros hemodinamicos y ventilatorios durante 6 hrs.
Ademas se determiné la presencia de dafio y edema pulmonar. Resultados. Los
animales del grupo 1y Ill presentaron una sedacion y anestesia adecuada, pero los
pardmetros hemodinamicos del grupo | fueron menores. En el grupo Il no se observé
sedacion y plano anestésico fue superficial. Conclusion. La administracion de Xi-
Ke y Ac-Pe proporcionan sedacion y profundidad anestésica adecuadas, y
mantienen los parametros hemodinamicos y ventilatorios sin cambios; no obstante,
la combinacion de Ac-Pe ocasiona una menor depresion sobre el sistema

cardiovascular.



1. INTRODUCCION

1.1 Anestesia

La anestesia es la pérdida de sensibilidad inducida por farmacos que deprimen el
tejido nervioso a nivel local, regional o dentro del sistema nervioso central (SNC)

(1), debido a esto, la anestesia se puede dividir en tres tipos: local, regional y general
(2).

La anestesia local es el blogqueo reversible de la conduccién del impulso nervioso
utilizando farmacos que actian sobre los axones bloqueando el canal de sodio de
la membrana y disminuyendo la tasa de despolarizacion, lo que impide que se
propague el impulso nervioso a través de la fibra nerviosa (bloqueo reversible).
Existen tres tipos de anestesia local: topica (epidérmica, mucosa), local por
infiltracion (percutanea) y por blogueo regional (nervio periférico menor 0 mayor)
(3). Este tipo de anestesia se utiliza para prevenir o tratar el dolor agudo, manejo
del dolor croénico, control de dolor relacionado con el cancer y para fines

diagndsticos (4).

Por otro lado, la anestesia regional inhibe la transmision de impulsos nociceptivos
al sistema nervioso central al bloquear los nervios en una region del cuerpo o a nivel
de la médula espinal (3). Los tipos de anestesia regional son: anestesia espinal
(también denominada bloqueo subaracnoideo), anestesia epidural y los bloqueos
de los nervios. Esta anestesia es utilizada en procedimientos ortopédicos de cadera,

rodilla y fémur, cirugias vasculares, uroldgicas y obstétricas (5).



La anestesia general es un estado reversible de inconciencia, amnesia, inmovilidad,
relajacion del musculo esquelético y pérdida de los reflejos del sistema autonomo el
cual es inducido por algunos farmacos (6,7). Este tipo de anestesia es utilizada
para realizar intervenciones quirargicas invasivas y de larga duracion, debido a esto
es la mas utilizada para realizar procedimientos quirdrgicos en animales de

investigacion.

1.2 Anestesia general

Como ya se menciond, la anestesia general es un estado de pérdida controlada de
la conciencia utilizando uno o mas farmacos anestésicos (8). Estos farmacos
deprimen progresivamente el SNC hasta producir paralisis del centro vasomotor y
bulbo respiratorio o que puede ocasionar la muerte del paciente. Debido a ello,
existe una escala que permite cuantificar la profundidad de la depresion del SNC

estableciendo las siguientes 4 etapas:

Etapa 1 - Analgesia o desorientacion: En esta etapa se inicia la induccién anestésica
mediante la administracion de farmacos que provocan desorientacion, analgesia,

relajacion ligera somatica, respiracion regular, periodica y lenta (7,9).

Etapa 2 - Excitacién o delirio: esta etapa comienza con la pérdida de la conciencia
y se presenta desinhibicion, delirio, movimientos incontrolados, hipertension y
taquicardia. Los reflejos de las vias respiratorias permanecen intactos durante esta

fase y suelen ser hipersensibles a la estimulacién. Los agentes de accion rapida



ayudan a reducir al maximo el tiempo que se pasa en la etapa 2 y facilitan la entrada

a la etapa 3 (7,9).

Etapa 3 - Anestesia quirlrgica. Esta etapa es el nivel anestésico deseado para los
procedimientos que requieren anestesia general. Se caracteriza por la ausencia de

movimientos oculares y depresion respiratoria, y estd compuesta por cuatro planos:

- Plano 1: El paciente presenta respiraciones espontaneas regulares y pupilas

contraidas, asi como ausencia de los reflejos palpebral, conjuntival y deglutorio.

- Plano 2: Se presentan interrupciones intermitentes de la respiracion junto con la
pérdida de los reflejos corneal y laringeo. También pueden ocurrir movimientos

oculares detenidos y aumento del lagrimeo.

- Plano 3: Este plano se conoce como anestesia quirargica verdadera y se
caracteriza por la relajacion completa de los musculos intercostales y abdominales

y pérdida del reflejo pupilar a la luz.

- Plano 4: Durante este plano se observa respiraciones irregulares y pardlisis total

del diafragma que resulta en apnea.

Etapa 4 — Paralisis bulbar o sobredosis: Este nivel de anestesia se presenta cuando
se administra mayor cantidad de farmaco anestésico que ocasiona depresion del
centro respiratorio, flacidez de los masculos respiratorios, pupilas fijas y dilatadas,
supresion del bombeo cardiaco y vasodilatacion en el torrente sanguineo periférico.
Al llegar a esta etapa, si el paciente no recibe soporte cardiovascular y respiratorio,

el paciente muere (7,9).



Cabe mencionar que la anestesia general permite conservar la homeostasis
fisioldgica durante métodos quirdrgicos en los que hay pérdidas de sangre, isquemia
tisular, reanudacion del riego del tejido isquémico, desplazamiento de liquidos,

exposicion a un entorno frio y deficiencias de la coagulacion (10).

1.3 Agentes anestésicos utilizados para anestesia general

La anestesia general se puede realizar mediante la combinacién de sedantes,

analgésicos, anestésicos inyectables y/o inhalados (8,11).

1.3.1 Sedantes

Los sedantes son un grupo de farmacos que administrados por via intramuscular
(IM), subcutanea (SC) intravenosa (IV) o intraperitoneal (IP) disminuyen la actividad
del SNC ocasionado suefio, efectos ansioliticos y cambios minimos en la funcién
respiratoria y cardiovascular. Estos farmacos pueden interactuar con diferentes
anestésicos, por lo que son utilizados para reducir las dosis de estos. Por su
mecanismo de accion, los sedantes pueden ser clasificados como fenotiazinas,

benzodiacepinas y a-2-adrenérgicos (10, 12, 13).

-Las fenotiazinas son farmacos sedantes con efecto hipnético y ansiolitico. Dentro
de este grupo se encuentra la acepromacina, propionilpromacina y
metotrimepracina. La acepromacina actia como agente neuroléptico generando

depresion del tallo encefélico y bloqueando los receptores dopaminérgicos y alfa-



adrenérgicos periféricos. Sus principales efectos son antiespasmodicos Yy
ansioliticos. Puede administrarse por via IV generando sus efectos en los primeros

5 minutos o por via IM o IP 30 minutos antes de la induccion anestésica (15-18).

El uso de este sedante ha demostrado que puede disminuir hasta en un 50% la
dosis de algunos anestésicos como xilacina y ketamina juntas o de forma individual,

pentobarbital, dexmedetomidina y propofol (19-21).

-Las benzodiazepinas como el midazolam, diazepam, lorazepam y flumazenil son
farmacos con propiedades hipnoéticas, ansioliticas y relajantes musculares que
actian directamente sobre el SNC inhibiendo los receptores acido gamma
aminobutirico tipo A (GABAA) y generan un efecto antagonista sobre la serotonina.
El Midazolam, por su cualidad lipo e hidrosoluble y la facilidad de administrarse por
via IV, IP, IM, SC es el de mayor uso. Atraviesa la barrea hematoencefalica por lo
que se considera de accion rapida, su metabolismo es hepéatico y se elimina en
aproximadamente 2 horas del organismo (10,16, 22-24). A dosis terapéuticas, las
benzodiacepinas tienen efectos adversos minimos sobre el sistema cardiovascular
y un amplio margen de seguridad, lo que los hace extremadamente Utiles en
pacientes de alto riesgo y en cirugia cardiaca (25). Al igual que otros sedantes, su
uso previo a procedimientos quirargicos disminuye las dosis de anestésicos

especialmente el del propofol (26, 27).

-Los a-2-adrenérgicos son farmacos que, como su nombre lo indica, interactian
sobre los receptores a-2-adrenérgicos lo que provoca una disminucion en los
niveles de norepinefrina en las neuronas centrales y periféricas, y una inhibicion en

la transmision de los impulsos dolorosos a traveés de la medula espinal por lo que



causan efectos hipnoticos, relajantes musculares y analgésicos. Esta familia de
sedantes incluye a la dexmedetomidina, medetomidina y xilacina. De estas, la mas
utilizada en animales de laboratorio es la xilacina, debido a que sus efectos son

dosis-dependientes y su administracion puede ser IV, IM o IP (16, 24, 28).

Su uso en combinacién con la ketamina es ampliamente conocido ya que genera
anestesia disociativa (estado caracterizado por analgesia, desorientacion y

catatonia), disminuye la dosis de mantenimiento y sus efectos adversos (29, 30).

1.3.2 Anestésicos inyectables

Estos farmacos pueden ser administrados por diferentes vias y provocan anestesia
y/o sedacién en corto tiempo. Una vez que son administrados penetran la barrera
hematoencefélica (por su alta solubilidad en lipidos) y ejercen su efecto sobre el
cerebro y la médula espinal (8,10). Individualmente estos farmacos generan un
plano anestésico incompleto, ya que no producen inconciencia, amnesia,
inmovilidad, relajacion del musculo esquelético y/o pérdida de los reflejos del
sistema auténomo de forma adecuada, por lo que es necesario combinarlos con
tranquilizantes, sedantes y/o analgésicos (31). Los anestésicos inyectables se

pueden dividir en las siguientes familias segun su mecanismo de accion:

-Fenciclidinas: La ketamina es el agente mas utilizado en este grupo, provoca una
depresion del sistema talamocortical (supresion o alteracion de la informacion
auditiva y somatosensorial) junto a una activacion del sistema limbico (estimulacion

de la corteza visual), dando lugar a un estado de inconsciencia. Ademas, bloquea



los canales de los receptores de la N-metil-D-aspartato (NMDA), implicados en la
coordinacion e integracion de las funciones corporales y la mente consciente, es
altamente soluble en lipidos y se descompone y redistribuye rapidamente a los
tejidos periféricos. Tiene un efecto acumulativo y la resistencia gradual se acumula
con la administracion repetida (32, 33, 34). La administracion de la ketamina como
anico agente anestésico no es recomendable, ya que produce analgesia e
inmovilidad sin relajacion muscular. Por esta razén, es utilizada en combinacion con

distintos tranquilizantes y sedantes como la xilacina (17).

-Barbitdricos: son farmacos derivados del &cido barbitirico con cualidades
hipnéticas, que no cuentan con efecto analgésico y ofrecen un plano anestésico de
corta a media duracion. El pentobarbital sodico, es un barbitdrico que provoca un
plano anestésico de media duracién. Actia en el SNC ocupando los receptores
GABAaA, bloquea los receptores del &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) e inhibe al glutamato (10, 14, 24, 35). Tiene una amplia
distribucion a nivel hepético y cerebral, pero con una baja afinidad hacia las
proteinas y una alta afinidad al tejido adiposo por lo que en pacientes con un alto

indice de grasa puede alterar la farmacodinamia del medicamento.

-Propofol: es un derivado del acido fendlico de accion ultracorta que genera
inconciencia, hipnosis, analgesia, relajacion muscular y bloqueo de la actividad
refleja (10,36). Este farmaco administrado por via IV genera una induccion rapida y
suave casi sin fenomenos de excitacion, su tiempo de vida media es corto y su
incidencia de nauseas y vomitos postoperatorios es poca (37). Se utiliza para la

sedacion y mantenimiento anestésico en casi todos los tipos de cirugia. Tiene alta



afinidad hacia las proteinas, se metaboliza por via hepatica y es eliminado por via
renal. El mecanismo de accion no esta del todo descrito, pero se ha observado que
actua antagonizando los receptores GABAade manera similar a los barbituricos (10,

16, 36, 38).

1.3.3 Anestésicos inhalados.

Los anestésicos inhalados se dividen en anestésicos volatiles que incluyen al
sevofluroano, isoflurano y desflurano, y anestésicos gaseosos como el éxido nitroso
y el xendn. Estos farmacos son capaces de inducir, desorientar, relajacion muscular
e inhibicién de la respuesta a estimulos externos, pero tienen un efecto analgésico

deficiente (39, 40).

La absorcion de estos farmacos es a través de los pulmones de forma pasiva por
difusion. Por lo tanto, los factores fisicos y respiratorios determinan la velocidad y la
cantidad de absorcion y posterior distribucion en el cuerpo. Después de la absorcién
pulmonar se disuelven en la sangre y se transportan a través del torrente sanguineo

a los 6rganos internos (41).

El mecanismo de accién de estos agentes aun no esta bien definido; sin embargo,
se conoce que actuan sobre el SNC al aumentar las sefiales a los canales de cloro
(receptores GABA) y los canales de potasio (42). La inhibicion de estos receptores
afecta el sistema cardiovascular lo que provoca vasodilatacion y disminucion de la

presion arterial sistémica, asi mismo puede inducir depresion respiratoria
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ocasionando una disminucion del volumen tidal y un aumento en la frecuencia

respiratoria (10, 31, 40, 43, 44).

Debido a que estos farmacos que se administran por via aérea es necesario contar
con una magquina de anestesia e infraestructura adecuada, personal capacitado,
intubacién orotraqueal eficiente para ventilacion mecanica y monitorizacion
intensiva durante la anestesia (45). Por este motivo, no es utilizada en todos los

centros de investigacion con modelos animales.

1.4 Analgesia preoperatoria.

En cualquier procedimiento quirdrgico se produce una lesion tisular que ocasiona
liberacibn de histamina y mediadores inflamatorios que pueden provocar
hipertension, taquicardia, consumo elevado de oxigeno, cambios respiratorios,
disminucién del flujo sanguineo regional, alteraciones de la respuesta inmune e
hiperglicemia. Debido a esto es importante el uso de analgésicos preoperatorios
que regulen estas sefiales de manera que la percepcion del dolor se minimice y con
esto se reduzca la necesidad de administrar altas dosis de anestésicos y cualquier

efecto adverso asociado (10,46, 47).

Dentro de los analgésicos utilizados para procedimientos quirdrgicos estan los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) que son un grupo de medicamentos que
tienen una potente actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética debido a que
bloquea la enzima ciclooxigenasa (COX) 1 y/o 2 que inhibe la conversion de acido

araquidonico a prostaglandinas G2 (PGG2) y H2 (PGH2), evitando la sensibilizacion
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de los receptores del dolor en respuesta a un trauma tisular. Por su afinidad hacia

la enzima COX-1y COX-2 se pueden clasificar en cuatro grupos:

-Grupo 1: AINE poco selectivos que inhiben por completo tanto la COX-1 como la

COX-2 (Ibuprofeno, diclofenaco, aspirina, piroxicam, naproxeno)

-Grupo 2: AINE capaces de inhibir tanto la COX-1 como la COX-2 con una
selectividad preferencial hacia COX-2 (Celecoxib, meloxicam, nimesulida,

piroxicam)

-Grupo 3: AINE que inhiben fuertemente la COX-2 pero solo inhiben débilmente la

COX-1 (Rofecoxib)

-Grupo 4: AINE que parecen ser solo inhibidores débiles tanto de la COX-1 como

de la COX-2 (salicilato de sodio) (48, 49).

El uso de estos farmacos previo a procedimientos quirdrgicos favorece la
recuperacion post-quirargica y limita el uso de analgésicos opioides y esteroideos
que pueden retrasar la recuperacion de los pacientes. Asi mismo, la dosificacién
correcta de estos farmacos permite administrarlos en el postoperatorio en un

periodo de tiempo mas corto y provocan pocos efectos secundarios (50-52).

Por otro lado, los analgésicos opiaceos son farmacos con efecto sedante que
ejercen su funcion actuando en los receptores pre y postsinapticos del SNC y
sistema nervioso periférico (SNP) ocasionando una sobreestimulacion vagal
causando bradicardia, hipotension, depresion respiratoria y falla en los mecanismos
de termorregulacion (53, 54). Debido a esto, los pacientes presentan nauseas y

vomitos postoperatorios, sedacion, confusion, depresion respiratoria, estreflimiento
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y delirio por lo que su uso debe ser limitado (55). No obstante, el uso de estos
farmacos durante un procedimiento quirdrgico genera, ademas de su efecto
analgésico, una reduccion en las dosis de anestésicos aplicados (25). Existen

diferentes grupos de opiaceos segun su afinidad a los diferentes receptores:

-Agonistas puros como la morfina, metadona, fentanilo y oximorfina, presentan
mayor afinidad a los receptores mu con una mayor potencia analgésica y se usan

para el control de dolor severo.

-Agonistas parciales, la buprenorfina tiene una actividad analgésica menor a la de

los agonistas puros y de la misma forma ejercen su accién sobre los receptores mu.

-Agonistas antagonistas, estos farmacos actian sobre todo en los receptores kappa

y parcialmente en los receptores mu, donde destacan el butorfanol y la pentazocina.

-Antagonistas como la naloxona y la diprenorfina tienen accion sobre los tres
receptores y su funcion es sobre todo competir contra los opidceos agonistas puros

(52- 54, 56).

1.5 Cambios cardiovasculares y respiratorios ocasionados por la

anestesia general.

A pesar de que cada farmaco y combinacion anestésica tienen mecanismos de
accion diferentes, los efectos que pueden tener sobre el sistema cardiovascular y
respiratorio son muy similares. De forma general los sedantes y anestésicos regulan

la sinapsis de dos formas, de manera presinaptica inhiben la liberacion de
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neurotransmisores ya que impiden que los canales dependientes de sodio (Na),
calcio (Ca) y receptores de proteinas de union sensibles a N-etilmaleimida (SNARE)
realicen su funcion y de forma postsinaptica al potenciar la accion inhibitoria de los
receptores GABA y glicina o evitando que los receptores excitatorios como el

glutamato y acetilcolina realicen su funcion (32, 57).

Estas alteraciones pueden ocasionar que en el sistema cardiovascular se afecte la
funcién y ritmo del miocardio, asi como el tono vagal que clinicamente se observa
con presencia de bradicardia. Asi mismo, puede causar vasodilatacion periférica y
disminucién de la resistencia vascular sistémica la cual provoca hipotensién que no
puede ser regulada por la pérdida de control de los barorreceptores. Estos cambios
a su vez provocan una disminucion del gasto cardiaco que compromete la perfusion
tisular que cuando persiste por un periodo largo de tiempo puede producir
alteraciones renales, cardiacas, cerebrales e isquemia de la mucosa intestinal (10,

25, 58).

Del mismo modo, en las vias aéreas superiores causa la relajacion de los masculos
de la mandibula y la faringe y conduce al desplazamiento posterior de la lengua. La
pérdida del reflejo de la tos junto con el aumento de las secreciones puede
ocasionar, en algunos casos, la obstruccion de las vias respiratorias,
laringoespasmo y broncoespasmo (59). Ademas, independientemente del modo de
ventilacion (espontanea o mecanica), la anestesia general, en la cavidad toracica
causa una pérdida de tono muscular, depresion de los movimientos de los masculos
intercostales, y cambios en la forma y movimiento de la pared toracica por lo que se

disminuye la frecuencia respiratoria, volumen tidal (VT), distensibilidad pulmonar y
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cierre de las vias respiratorias lo que ocasiona una disminucion en capacidad
residual funcional, reabsorcion de gases y volumen minuto (VM). Todo esto
conduce a un colapso alveolar que provoca aumento de cortocircuitos e hipoxemia.
Asi mismo, la anestesia general también reduce la sensibilidad de los
quimiorreceptores del cuerpo carotideo (quimiorreceptores periféricos) y aortico a la

hipoxia con lo que se altera la respuesta (59, 60-62).

1.6 Anestesia de la rata como modelo experimental

A pesar de los avances en el tratamiento médico-quirargico de diferentes
enfermedades, aun no se comprende la fisiopatologia de algunas enfermedades, lo
cual permitiria establecer nuevos tratamientos farmacoldgicos o quirdrgicos que
representen una alternativa clinica para los pacientes que las padecen (63). Como
consecuencia de esto, gran parte de la investigacion se centra en el desarrollo de
modelos animales que permitan replicar la enfermedad con el fin de estudiar los
cambios fisiolégicos, inmunoldgicos, bioquimicos y moleculares que se presentan
en cada una de ellas.

La rata es uno de los roedores que mas se utiliza como modelo de experimentacion,
debido a las similitudes anatomicas y fisiolégicas que presentan con los seres
humanos, su comportamiento, tamafo, disponibilidad de diferentes lineas
genéticas, corto tiempo de reproduccion y bajos costos de mantenimiento (63, 64).
Algunos de los modelos experimentales en la rata requieren intervenciones
quirdrgicas de larga duracion como la toracotomia, laparotomia y algunos modelos

de choque séptico, choque hemorragico y trasplante de érganos en donde los
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tiempos quirdrgicos son en promedio de entre 3 y 6 horas (65-68) por lo que es
necesario utilizar diversos farmacos anestésicos. La eleccion de estos debe basarse
en la gravedad de la intervencién, ajustarse a la intensidad maxima esperada de
dolor, adaptarse a las posibilidades de aplicacion de cada especie (habilidad técnica
del personal e infraestructura del centro de investigacion) y no alterar los resultados
del estudio. Por esto, es importante conocer los efectos hemodinamicos y en la
fisiologia respiratoria de los distintos farmacos anestésicos en esta especie. Asi
mismo, se debe tomar en cuenta que las principales complicaciones anestésicas
gue se presentan en roedores son: hipotermia, hipoglucemia, depresion respiratoria
y cardiovascular por lo que es de vital importancia una monitorizacion anestésica

eficiente para evitar la muerte de los animales (25).

Los agentes anestésicos mas utilizados en esta especie son el pentobarbital sédico
(Pe) y la combinacion de ketamina-xilacina (Xi-Ke), los cuales se administran de
forma IP debido a que es una via de facil administracién, rapida recuperacion y baja
mortalidad. La combinacion de Xi-Ke proporciona una anestesia relativamente
segura que se puede administrar sin necesidad de equipo especializado (14, 69,
70); sin embargo, se ha observado que con las dosis promedio reportadas, ketamina
40-80mg/kg y xilacina 5-10mg/kg los animales presentan respuestas variables de
anestesia y la mayoria no logra un plano quirtrgico adecuado (14) y el tiempo de

duracién es variable de 20 hasta 80 min.

El pentobarbital sédico se utiliza en estos animales a dosis de 30-70 mg/kg y tiene
una duracion anestésica media de 15-60 min (24) dosis dependiente; sin embargo,

la dosis para alcanzar el plano quirdrgico es muy cercana a su dosis letal lo que
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hace complicado su manejo en los animales de laboratorio (17, 69); es por esto que
para los procedimientos que requieren anestesia quirargica prolongada o
inmovilidad, se necesitan farmacos que proporcionen seguridad, confiabilidad,

facilidad para controlar la profundidad anestésica y rapida recuperacion.

2. JUSTIFICACION.

El desarrollo de modelos animales es fundamental en el campo de la investigacion
biomédica ya que permiten comprender la fisiopatologia de diversas enfermedades
y establecer nuevas alternativas de tratamiento. No obstante, para la realizacion de
protocolos quirdrgicos es necesario someterlos a anestesia general, pero los
farmacos anestésicos (ketamina, xilacina y pentobarbital) mas utilizados en estos
animales pueden provocar cambios circulatorios y respiratorios que interfirieren con
los resultados de la investigacion, o se requiere de multiples dosis para alcanzar el
plano quirdrgico. Por lo anterior, es necesario evaluar otros protocolos y farmacos
anestésicos que no provoquen cambios o que sean minimos en la hemodinamia y

mecanica pulmonar, asi como que permitan reducir la dosis de farmacos utilizados.

3. HIPOTESIS.

La combinacion de acepromacina mas pentobarbital y propofol mas midazolam

mantendran un efecto anestésico adecuado con estabilidad en la hemodinamia y
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mecanica ventilatoria funcion respiratoria y cardiovascular, ademas de reducir las

dosis de anestésicos utilizados en ratas de laboratorio.

4. OBJETIVO GENERAL.

Determinar los cambios en la funcion respiratoria y cardiaca a través de la
hemodinamia y mecanica pulmonar ocasionados por tres combinaciones

anestésicas aplicados por diferentes vias de administracion en ratas Wistar

5. OBJETIVOS ESPECIFOS.

-Determinar los cambios en la frecuencia cardiaca (FC), presion arterial sistolica
(PAS), presion arterial diastdlica (PAD), presion arterial media (PAM) y presion
venosa central (PVC) ocasionados por la administracion de Xi-Ke, Mi-Pr y Ac-Pe

por via IV o IP en ratas Wistar.

-Determinar los cambios en la presién pico (Ppico), presién media (Pmed), presion
plateu (Pplat), distensibilidad estatica (Cstat), distensibilidad dindmica (Cdyn) y
resistencia de la via aérea (Raw) ocasionados por la administraciéon de Xi-Ke, Mi-Pr

y Ac-Pe por via IV o IP en ratas Wistar.

- Evaluar los cambios macroscépicos e histoldgicos pulmonares ocasionados por la

administracion de Xi-Ke, Mi-Pr y Ac-Pe por via IV o IP en ratas Wistar.

- Valorar la presencia de edema pulmonar mediante gravimetria ocasionada por la

administracion de Xi-Ke, Mi-Pr y Ac-Pe por via IV o IP en ratas Wistar.
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6. MATERIAL Y METODOS.

El estudio se realiz6 en la Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental del
Departamento de Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias Ismael Cosio Villegas” (INER-ICV).

6.1 Animales de experimentaciéon

Para el calculo del tamafio de la muestra se utilizé la formula para poblaciones
infinitas (debido a que se desconoce la prevalencia de las alteraciones fisiolgicas
ocasionadas por farmacos anestésicos en ratas de laboratorio en el INER
estableciendo un nivel de confianza del 95%, una prevalencia del 50% y un nivel de
precision del 10% (71), con estos parametros se obtuvieron 96 animales por grupo,
por lo que con base en el principio de las tres Rs (72), se redujo el nimero de
animales con un analisis de potencia tomando en cuenta el tamafio del efecto
(media del tiempo de anestesia de dos anestésicos de estudios previos), desviacion
estandar (de estudios previos), nivel de significancia del error tipo 1 en 5%, poder
de 80% y una desercion esperada del 10% , obteniendo 6 animales por grupo (73,
74). Con base en lo anterior, se utilizaron 36 ratas Wistar (Estirpe Hsd: WI), machos,

con un peso de 250-300g procedentes del bioterio del INER-ICV el cual cuenta con
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un area de barrera, sistema de escape de HVAC (por sus siglas en inglés:
calefaccion, ventilacion y aire acondicionado) con filtros de particulas de alta
eficiencia (HEPA) ofreciendo un 99.9% de pureza garantizada y evitando la entrada
de microorganismos indeseables. Asi mismo, se realizan procesos de esterilizacion
de los insumos de alojamiento de los animales (alimento, agua, cama y jaulas)
como lo indica la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999, las
Especificaciones técnicas la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio
(75) y de la Guia para cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de Estados Unidos

(76).

6.2 Grupos de estudio

Los animales fueron divididos en 6 grupos de estudio de la siguiente manera:
Grupo | A(n=6): Xilacina 7.5 mg/kg IP + Ketamina 120 mg/kg IP (Xi-Ke IP)
Grupo | B (n=6): Xilacina 7.5 mg/kg IP + Ketamina 120 mg/kg IV (Xi-Ke 1V)
Grupo Il A (n=6): Midazolam 2.5 mg/kg IP + Propofol 10 mg/kg IP (Mi-Pr IP)
Grupo Il B (n=6: Midazolam 2.5 mg/kg IP + Propofol 10 mg/kg IV (Mi-Pr 1V)

Grupo Il A(n=6): Acepromacina 1.5 mg/kg IP + Pentobarbital 30mg/kg IP (Ac-Pe

IP)

Grupo lll B(n=6): Acepromacina 1.5 mg/kg IP + Pentobarbital 30mg/kg IV (Ac-Pe

V)
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6.3 Administracion de la anestesia.

La induccidn se realizo de la siguiente manera: en el grupo | Ay B se administraron
120 mg/kg de ketamina mas 7.5 mg/kg de xilacina combinadas en misma jeringa IP
(24, 77, 30), para los animales del grupo Il Ay B se administraron 2.5 mg/kg de
midazolam IP (78,79) y finalmente en los animales del grupo Ill A 'y B se
administraron 1.5 mg/kg de acepromacina IP (25, 79). Se consider6 que los
animales se encontraban sedados cuando presentaron pérdida de la locomocion.
Una vez que se determind que los animales se encontraron bajo sedacion se
conectaron a un monitor de signos vitales con oximetria de pulso continua el cual
determina la FC, SpO: y temperatura. Estos parametros fueron evaluados y
registrados cada 20 minutos hasta finalizar el estudio (Anexo 1). Asi mismo, se
regulo la temperatura corporal del animal colocandolo en una placa térmica a 37 °C
y se aplicd hialuronato de sodio en gotas oftdlmicas durante todo el tiempo de

estudio.

Posteriormente, para profundizar el plano anestésico en el grupo Il (A y B) se
administré 10 mg/kg de propofol IP y en el grupo Il (A y B) se administré una dosis
de pentobarbital sddico a 30mg/kg IP. Debido a que la combinacion de Xi-Ke induce
anestesia profunda no fue necesario una redosificacion para la manipulacion
quirargica. Una vez que los animales se encontraban en plano anestésico quirdrgico

fueron intubados con un catéter de 16 GA (BD Insyte, Temse, Bélgica) y se inicio la
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asistencia mecanica ventilatoria (AMV), ademas se realiz6 el cateterismo para
administracion de farmacos y evaluacion hemodinamica. Para determinar la
profundidad anestésica se evaluo el reflejo podal pinzando con una pinza roma la
fascia interdigital de la pata trasera derecha o izquierda (intermitente) (80) cada 20
minutos a lo largo del protocolo experimental. Asi mismo, se fijo la sensibilidad del
ventilador de AMV en 0.5. Cuando se registré un reflejo podal positivo o se
detectaron respiraciones espontaneas en el ventilador, se redosificd el anestésico

correspondiente al grupo de estudio.

El mantenimiento anestésico se realiz6 mediante la administracion de un tercio de
la dosis de ketamina IP (120 mg/kg) para el grupo | A (30, 56, 77), un tercio de la
dosis total de propofol IP (10 mg/kg) para el grupo IIA (79, 81, 82) y un tercio de la
dosis total de pentobarbital soédico IP (30 mg/kg) para el grupo Il A (56, 79).

Por otro lado, el mantenimiento de los grupos B se realizé por via IV para esto, a
todos los animales se les coloc6 un catéter venoso central (24 G, Arrow, Westmeath,
Ireland) en la vena yugular por el que se administrd, en el grupo | un cuarto de la
dosis total de ketamina (120 mg/kg), en el grupo Il bolos de propofol a dosis efecto
(al inhibirse el reflejo podal y al no registrarse respiraciones espontaneas)
considerando la dosis maxima en 10 mg/kg (79, 81) y en el grupo lll se administrd

un tercio de la dosis total de pentobarbital sédico (30 mg/kg) (56, 79).

Ademas, la analgesia de todos los animales del estudio se llevo a cabo mediante
meloxicam a 1 mg/kg SC una sola dosis la cual se aplico durante la sedacion (ya

que, durante la anestesia y procedimiento quirargico, la falta de analgesia puede
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causar inestabilidad hemodinamica y respuestas de estrés a nivel metabdlico y

hormonal, lo que puede influir en los criterios de valoracion experimentales) (63, 82).

6.4 Cateterismo para administracion de farmacos y evaluacion

hemodinamica.

Una vez que los animales se encontraron en plano quirtrgico se realizé una incision
paramedial en la region cervical, se disecO la vena yugular y la arteria carétida
derecha. Una vez disecados los vasos, en la vena yugular se introdujo un catéter
venoso central 24 GA de 5 cm de longitud (Arrow International, USA) por el cual se
administraron los farmacos en los grupos B, asi como la terapia de liquidos en
ambos grupos y se determiné la PVC. En la arteria car6tida se coloc6 el mismo
catéter, pero de una longitud de 10 cm para el registro de la presion arterial (Figura

1).
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Figura 1. Técnica quirdrgica y monitorizacion de los signos vitales. A) Modelo
animal anestesiado con asistencia mecanica ventilatoria, B) incisién en la regiéon
cervical ventral, C) diseccion de arteria carétida (flecha verde), D) diseccion de la
vena yugular (flecha azul), E) Colocaciéon de catéteres arterial (flecha verde) y
venoso (flecha azul) y F) monitorizacion de signos vitales, hemodinamia y mecénica
pulmonar.

6.5 Terapia de liquidos.

En todas las ratas se determind una terapia de liquidos relacionada con el
mantenimiento de la anestesia, para ello se administré solucién salina fisiol6gica
(SSF) al 0.9% a una dosis de 2.5 ml/kg/hr de volumen liquido intravenoso basado

en la ingesta diaria normal de liquidos de una rata sana (65, 80).
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6.6 Asistencia mecanica ventilatoria (AMV).

Todos los animales fueron ventilados mecanicamente mediante un ventilador AVEA
(Vyasis Health Care, Vyasis Respiratory Care Inc., CA, USA) utilizando ventilacion
mecanica controlada por presién. Para esto se programd con una presion
inspiratoria necesaria para mantener el volumen corriente de 7 ml/kg, tiempo
inspiratorio necesario para mantener una relacion Inspiracion: Espiracion de 1:2,
frecuencia respiratoria (FR) de 40, presién positiva al final de la inspiracion (PEEP)

de 4, y fraccion inspirada de oxigeno (FiOz2) al 21%.

6. 7 EVALUACION

El estudio tuvo una duracién de 5 hrs sin manipulacién quirargica a partir de que se
alcanzo el plano anestésico quirdrgico y 1 hr donde se realizé una esternotomia
media, durante este tiempo se determind la mecéanica ventilatoria, parametros

hemodinamicos y signos vitales.
Determinacion de signos vitales

Desde que se realizo6 la sedacion de todos los animales, estos fueron monitorizados
con un monitor de signos vitales (CareScape B650, General Electric, Helsinki,

Finlandia) y se evalué la FC, FR, SpO2y T°.
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Evaluacion de la funcion cardiovascular

Para la evaluacion de la funcién cardiovascular, se obtuvieron los parametros
hemodinamicos incluyendo la FC, PAS, PAD, PAM y PVC. Estos parametros se
determinaron cada 20 minutos a la par de los parametros de la mecanica

ventilatoria.

Evaluacion de la funcion respiratoria

La funcion respiratoria se evalud a través de la mecénica pulmonar, para ello se
determinaron los valores de la Ppico, Pmed, Pplat, Cstat, Cdyn, Raw. Estas
mediciones se realizaron de la siguiente manera: una medicion basal sin AMV, una
conectada a el ventilador con FiO2 del 21%, utilizando una PEEP basal de 4 cmH20
y una FR de 40 rpm, y una cada 20 minutos posteriores hasta finalizar el tempo de
estudio.

Al finalizar el tiempo de estudio todos los animales fueron sometidos a eutanasia
mediante sobredosis de pentobarbital sédico (150mg/kg/ 1V) (22, 75), para la
obtencién del bloque cardiopulmonar. ElI pulmén izquierdo fue evaluado por

gravimetria y el pulmén derecho se utilizé para la evaluacién histolégica.

Evaluacion gravimétrica

Para la determinacion de edema pulmonar se realizé un analisis gravimétrico
relacion de peso pulmon humedo/pulmén seco (H/S). Los pulmones fueron pesados

diariamente y colocados en una estufa a 60-65° C, hasta que se obtuvo un peso
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constante, el peso final (peso del pulméon hiumedo-peso del pulmén seco) equivale

al liquido contenido en el tejido pulmonar asociado al edema (83, 84).

Evaluacion microscoépica

Para la evaluacién microscopica el pulmon derecho se fijo en formaldehido al 10%
por 24 horas, se incluyo en parafina y se realizaron cortes de 4 micras para tefiirlas
con hematoxilina-eosina. Posteriormente con microscopia de luz se evalud la
presencia de inflamacion y tipo de células inflamatorias, edema, hemorragia,
congestion y colapso alveolar mediante una escala descrita por Koksel et al (85), la
cual se basa en la severidad de los dafios en cuatro grados: grado 1 = ausente,

grado 2 = leve, grado 3 = moderado y grado 4 = severo.

Analisis estadistico

Para las evaluaciones paramétricas, se us6 un analisis de varianza de medidas
repetidas (ANDEVA-MR), mientras que para las no paramétricas se utilizé Kruskall-
Walllis. Todos los valores de p<0.05 se consideraron como significativos. El analisis
estadistico se llevd a cabo con el software SPSS version 18 (SPSS, Inc., Chicago,

IL, USA).
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7. RESULTADOS.

7.1 Hallazgos clinicos.

En todos los animales se indujo sedacion, pero en diferentes tiempos y re-
dosificaciones. Los animales a los que se les administro Midazolam no presentaron
pérdida total de postura, locomociény respondieron a estimulos tactiles, por lo que
fue necesaria la administracion de 5 dosis completas de propofol y 56.66 min + 14.06
posteriores a la administracion de estas los animales mostraron signos de sedacion
(p < 0.05 ANDEVA, Tukey), en comparacion con los otros grupos de estudio a los
gue Unicamente se les administré una dosis de sedante y tardaron en estar sedados
15.50 min £ 1.23 en el grupo | 'y 30 min + 2.88 en el grupo Il (p < 0.05 ANDEVA,
Tukey) (Cuadro 1). Una vez que los animales se encontraron en plano de anestesia
quirdrgica el tiempo entre re-dosificaciones y numero de estas para el
mantenimiento anestésico fue similar en todos los grupos de estudio (Cuadro 1).
Ningun animal complet6 el tiempo de estudio establecido; sin embargo, los animales
de los grupos | (A'y B) y grupos Ill (A y B) tuvieron mayor tiempo de sobrevida, en
comparacion con los animales del grupo IIB los cuales Unicamente vivieron 30 min

+6.32 (p = 0.0001 ANDEVA, Tukey) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tiempo de induccion y entre dosificaciones, y nimero de dosificaciones de
sedante y anestésico en ratas anestesiadas con diferentes combinaciones anestésicas
Grupo de | Tiempo de | Nimero de re- | Tiempo entre re- | Nimero de re- | Tiempo total de
estudio induccion (min) | dosificaciones para | dosificaciones dosificaciones estudio (min)
alcanzar el plano | mantenimiento mantenimiento
anestésico quirdrgico | (min)
Grupo 1A 1416+ 1.53 1 53.26 £ 9.89* 5+1.64 320+ 32.24
(Xi-Ke IP)
Grupo I1B 15.50+1.23 1 36.78 £ 8.82 466+1.28 270+ 50.79
(Xi-Ke V)
Grupo lIA 54,16 +3.27* 5* 21+ 3.40%* 7.8£0.48 115+ 61.64
(Mi-Pr IP)
Grupo 1IB 56.66 + 14.06* 4* 25.75+£3.94 2+ 0.40 30+6.32*
(Mi-Pr IV)
Grupo llIA 30+2.88 1 28+2.16 7+ 0.81 231 +£50.88
(Ac-Pe IP)
Grupo llIB: 27.50+1.70 1 37.60+4.73 5.6% 0.66 276+17.44
(Ac-Pe IV)
X<EE
*p<0.05 ANDEVA, Tukey

7.2 Hallazgos hemodinamicos.

Al evaluar los parametros hemodinamicos observamos que los animales que fueron

anestesiados con la combinacion de Mi-Pr IP presentaron una FC menor a partir de

los 20 min y hasta el final de tiempo de estudio en comparacion con los otros grupos

(p<0.05 ANDEVA, Dunnett). En contraste, los animales de los grupos a los que se

le administr6 Ac-Pe IV e IP tuvieron una FC mayor desde el inicio del plano
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anestésico quirargico y hasta que finalizaron el estudio en comparacién con los
grupos a los que se les administro Xi-Ke IP e IV los cuales presentaron una FC entre

196 y 207 Ipm a lo largo de todo el estudio (p<0.05 ANDEVA, Dunnett) (Cuadro 2).

Respecto a la PA, observamos que los animales a los que se les administré Mi-Pr
IP e IV presentaron una PAS, PAD y PAM mayor durante todo el tiempo de estudio,
en comparacion con los otros grupos los cuales no presentaron diferencias desde
sus valores basales y a lo largo del estudio (p>0.05, ANDEVA, Tukey). Asi mismo,
al evaluar los valores de PVC, estos fueron similares en todos los grupos. (Cuadro

2).



Cuadro 2. Parametros hemodinamicos observados a diferentes tiempos en ratas sometidas a diferentes protocolos anestésicos

Parametros 300 min
hemodinamicos | Grupo Basal 20 min 40 min 60 min 80 m30 100 min 120 min 180 min 240 min Inicio 320 min
Toracotomia
FC (Ipm) )
Xi-Ke IP 207 £ 20.5 207 +£11.8 198+5.3 214+10.0 21749.1 235+12.6 204+£22.9 240+27.7 242+16.5 233+22.1 242+27.6
Xi-Ke IV 196 £ 25.3 193 +25.7 192 + 25* 191+27.3* 189+29.3* 199+422.5 206+22.2 221+16.9 213+16.1
Mi-PriIP 229+ 36.2 168+ 6.6 150+10* 132+12.5% 123+30.5* 144+4* 166+8.3*
Mi-Prilv 240+ 35.0 268+18.5 274+23.5
Ac-Pe IP 267+31.0 255429.7 291422 289+18.0 296+20.7 298+24.5 303+20.0* 290+26.4 266+25.8
Ac-PelV 289210 249+34.0 284+14.4 2744213 277+23.9 264+32.9 305+10.6* 291+15.2 270£27.6
PAS (mmHg) Xi-Ke IP 88+5.3 9245.1 9246.2 94+6.6 88+4.6 94+7.1 88+5.0 84+2.9 9444, 8515.0 85+2.1
Xi-Ke IV 74+£5.2 7415.8 78%3.3 75£3.1 71£2.2 74£2.9 72+£1.7 80t4.0 8715.1
Mi-Pr IP 106+1.8 119+45.3 128+2.7* 135+2.4* 137+1.8* 119+8.2* 104+4.2
Mi-Prlv  9310.5 121+0.6 129+0.9*
Ac-Pe IP 100+7.7 102+7.0 98+7.9 87+5.6 92+4.4 9445.7 99+2.0 104+3.6 9043.3
Ac-PelV  9814.8 9143.1 9245.6 95+4.8 91+4.3 95+4.4 89+3.8 113+4.0 99+1.6
PAD (mmHg) Xi-Ke IP 64+0.8 61+5.8 6816.5 74£8.0 6617.5 71+8.0 65+4.0 67+2.9 65+4.4 7043.6 71+£1.2
Xi-Ke IV 5614.5* 57+4.2* 6213.6 64+£2.5 61+2.7 60£3.5 62+2.4 67£2.9 68+3.1
Mi-PriIP  82+4.3 99+5.5* 105+1.4* 109+2.8* 104+4.2* 100+8.9* 87+4.5
Mi-Prilv  81+0.9 83%1.9 100+1.9*
Ac-Pe IP 71+£2.4 7445.9 72+4.7 68+7.3 71+£3.7 7314.4 71£3.9 80+3.2 7142.9
Ac-PelV 73134 714£3.7 6915.6 67+7.4 7016.1 7248.7 77+6.7 7943.5 7242.9
PAM (mmHg) Xi-Ke IP 77£5.2 7615.3 8016.0 82+6.5 7516.8 81+7.7 77+4.2 74£2.9 7843.1 7743.2 77+0.5
Xi-Ke IV 67+4.9 7045.8 7043.0 70+2.4 70+2.4 67+3.6 68+2.4 71+3.4 7043.0
Mi-PrIP  96+2.1* 109+5.6* 113+2.2* 117+2.2* 118+2.7* 101+8.3* 90+3.8
Mi-Prilv  86+0.7 91+1.1 100+2.2*
Ac-Pe IP 74£5.0 7516.3 7216.0 7516.4 70£3.6 75£5.2 76x3.0 70£3.2 79£3.3
Ac-PelV  70£5.0 78+3.3 68+5.0 7416.6 77+4.6 80+7.8 85+5.9 86+3.3 88+3.9
PVC (mmHg) Xi-Ke IP 2+0.2 3+0.4 2+0.4 2+0.3 3+0.3 2+0.2 2+0.3 2+0.3 2+0.2 2+0.2 2+0.3
Xi-Ke IV 2+0.3 240.3 340.3 2+0.2 2+0.3 2+0.4 2+0.3 3+0.2 340.3
Mi-Pr IP 2+0.3 1+0.2 2+0.2 2+0.3 2+0.3 2+0.2 2+0.3
Mi-Priv  2+0.3 210.2 2+0.3
Ac-Pe IP 2+0.2 210.2 2+0.2 2+0.3 2+0.3 2+0.3 2+0.4 2+0.1 310.2
Ac-PelV  310.3 3+0.7 310.7 2+0.6 3+0.5 3+0.6 3+0.5 3+0.6 2+0.6
X+EE

*p<0.05 ANDEVA, Tukey, Dunnett.
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Hallazgos en la mecanica ventilatoria.

Al evaluar la mecénica pulmonar se observé que tanto las Ppico, Pmed, Pplat como
la Cstat se mantuvieron sin cambios en todos los grupos a lo largo del estudio. Sin
embargo, en la Cdyn se observd que tanto los animales anestesiados con Xi-Ke
como los de Mi-Pr disminuyeron sus valores a partir de los 20 min y hasta finalizar
el estudio en comparacién con los animales que recibieron Ac-Pe los cuales no
mostraron cambios significativos (p<0.05, ANDEVA, Tukey, Dunnett). Finalmente,
la Raw no presenté diferencias significativas entre los grupos y tiempos de estudio

(Cuadro 3y 4).
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Cuadro 3. Parametros en la mecanica ventilatoria observados a diferentes tiempos en ratas sometidas a diferentes protocolos

anestésicos

Parametros 300 min
mecanica Grupo Basal 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min 180 min 240 min Inicio 320 min
ventilatoria Toracotomia
Ppic (cmH,0) Xi-Ke IP 15.6x0.7 15.60.7 15.60.7 16.1+0.7 16.3+0.6 16.310.6 15.6+0.8 16.610.4 16.3+0.6 15.61£0.4 15.8+0.4
Xi-Ke IV 15.6+0.4 15.610.4 15.310.3 15+0.5 15.1+0.5 15.5+0.6 15.61£0.4 16.7£0.5 16+0.8
Mi-Pr IP 14.5+0.5 15+0 15+0 15.5£0.3 15.5+0.3 15.610.3 15.5+0.3
Mi-Pr IV 1610.5 16+0.3 15.8+0.4
Ac-Pe IP 14.620.5 15+0.6 15.1+0.6 16.1+0.9 15.8+0.7 16.5+0.8 16.310.6 1610.6 15.1+0.5
Ac-Pe IV 15.1+0.4 15.5£0.7 1540 15.3+0.3 15+0.5 1510 1540 15.610.4 15.2+0.2
Pmed (cmH,0) Xi-Ke IP 7.5£0.2 7.61£0.2 7.5£0.2 7.810.1 8+0.3 7.810.1 810 8.1+0.3 8.310.2 7.810.1 80.2
Xi-Ke IV 7.6£0.2 7.610.2 7.610.2 7.610.2 7.5£0.2 7.5£0.2 8.1+0.1 8.310.2 8.1+0.1
Mi-Pr IP 8.1+0.4 8.1+0.4 7.5£0.2 7.310.2 7.5£0.2 8.110.4 8.510.3
Mi-Pr IV 8+0.4 8+0.2 7.5£0.2
Ac-Pe IP 8.1+0.3 7.8£0.4 7.61£0.2 7.8+0.3 8+0.3 8+0.2 8.5+0.2 810.2 7.6£0.2
Ac-Pe IV 8.1+0.5 8.1£0.4 8+0 810 7.8+0 7.610.2 7.610.3 810 7.610.2
Pplat (cmH,0) Xi-Ke IP 14.5+0.6 14.5+0.6 14.610.4 15.310.4 15.6+0.3 15.6+0.3 15.6+0.3 15+0.4 15.6+0.6 15+0.4 15+0.4
Xi-Ke IV 14.610.4 14.610.4 14.3+0.3 14+0.5 14+0.5 14.3+0.6 15+0.4 15.3+0.7 15+0.8
Mi-Pr IP 13.8+0.4 14.5+0.3 14.3+0.3 15+0.3 14.3+0.4 14.6+0.3 15+0.3
Mi-Pr IV 14.8+0.4 14.610.4 15+0.4
Ac-Pe IP 14.6+0.3 14.5+0.5 14.5+0.5 15+1.0 14.8+0.5 15.3+0.7 1610.4 15.310.4 14.1+0.8
Ac-Pe IV 14.5+0.4 14.8+0.6 14.60.2 14.610.3 14.1+0.5 14.5+0.2 14+0.4 15+0.5 14.4+0.2
X +EE

*p<0.05 ANDEVA, Tukey, Dunnett.
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Cuadro 4. Parametros en la mecéanica ventilatoria observados a diferentes tiempos en ratas sometidas a diferentes protocolos

anestésicos

. 300 min
Pararr}e'Fros . . ) ) . . Inicio .
meFanlca'l Grupo Basal 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min 180 min 240 min Toracoto 320 min
ventilatoria X
mia
Cstat Xi-Ke [P 0.31+0.02 0.31+0.03 0.2940.01 0.2940.01 0.25+0.03 0.22+0.03 0.23+0.03 0.27+0.03 0.26+0.03 0.27+0.04 0.26+0.01
(ml/cmH,0)
Xi-Ke IV~ 0.28+0.05 0.3240.03 0.33+0.04 0.34+0.02 0.32+0.03 0.28+0.03 0.28+0.03 0.26+0.02 0.25+0.03
Mi-PriP 0.30+0.01 0.35+0.00 0.32+0.01 0.34+0.01 0.30+0.01 0.25+0.01 0.34+0.01
Mi-Priv  0.3240.01 0.3340.01 0.26+0.03
Ac-Pe P 0.3940.03 0.38+0.02 0.36+0.02 0.36+0.02 0.31+0.02 0.3940.04 0.38+0.03 0.3610.04 0.32+0.02
Ac-PelV  0.39+0.07 0.3240.05 0.3840.03 0.35+0.04 0.32+0.04 0.2840.06 0.3140.05 0.34+0.06 0.40+0.04
Cdyn Xi-Ke [P 0.34+0.01 0.2940.00 0.27+0.01 0.30+0.01 0.25+0.01 0.2940.02 0.30+0.03 0.28+0.02 0.27+0.03 0.27+0.02 0.26%0.02
(ml/cmH;0) Xi-Ke IV~ 0.33+0.02 0.34+0.02 0.35+0.03 0.30+0.03 0.31+0.03 0.29+0.03 0.28+0.03 0.25+0.02 0.25+0.03
Mi-PriP  0.40%0.02 0.3240.01 0.2940.00 0.31+0.01 0.30+0.02 0.2740.01 0.35+0.02
Mi-Priv  0.33+0.01 0.31+0.02 0.32+0.00
Ac-Pe P 0.40+0.03 0.35+0.03 0.30+0.04 0.31+0.03 0.31+0.03 0.30+0.01 0.32+0.03 0.31+0.04 0.39+0.05
Ac-PelV  0.38+0.03 0.3340.02 0.37+0.03 0.42+0.03 0.42+0.03 0.3840.03 0.4240.02 0.36+0.02 0.37+0.02
Raw Xi-Ke IP 315.6+17.2 350+18.9 366.6£14.8 369.5+27.0 368.8+24.8 364+15.4 386.5+31.7 397+431.2 374.67+29.4  357+30.4 370+24.3
(cmH;0/1) Xi-Ke IV~ 353.6+17.2 374+30.1 339.1#37.1  354.1+22.7 394+30.0 386.1£32.6  389.3+31.8 382.1+39.9 397.1+£15.5
Mi-PriP  321.6%5.3 386.5+22.8 324.1+4.0 307+10.4 338.5%5.9 376.614.5 336.8£12.0
Mi-Priv  363.5+11.2 362.1+23.5 359.1%15.2
Ac-Pe IP 325+18.4 330+£19.9 321+23.7 338.5£12.7 325.3%33.0 312+21.0 335.8422.2 335.6£15.6 377.1+£24.3
Ac-Pelv 313.5+14.0 322.8+16.6 325.4+19.1 318.6+18.1 311.8416.3 330.5+11.1 328.8+14.2 364.3+18.4 390.8+42.5
X *EE

*p<0.05 ANDEVA, Tukey, Dunnett.
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7.4 Hallazgos gravimeétricos.

Gravimétricamente, la relacion peso humedo/peso seco fue similar en todos los
grupos de estudio (Gréfica 1).

Relacion peso humedo/peso seco de pulmones de ratas
anestesiadas con diferentes combinaciones anestésicas
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p>0.05 ANDEVA, Tukey y Dunnett

Gréfica 1. Relacidbn peso humedo/peso seco de las ratas anestesiadas con

diferentes protocolos anestésicos al final del estudio.
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7.5 Hallazgos microscopicos

Microscopicamente ningun animal del estudio presenté infiltrados inflamatorios,

hemorragia, ni edema pulmonar al finalizar el estudio (Figura 2).

A% s N R

Figura 2. Se observa el tejido pulmonar sin cambios después del tiempo anestésico
A y B) combinacion Xi-Ke IP e IV, C y D) combinacién Mi-Pr IP e IVy Ey F)
combinacion Ac-Pe IP e IV. Hy E, 10X.
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8. DISCUSION.

El uso de animales de experimentacion ha sido parte fundamental en el
entendimiento de muchas enfermedades, desarrollo de nuevos tratamientos y
técnicas quirdrgicas. La rata es uno de los animales de laboratorio mas utilizado
como modelo animal en varios campos de investigacién, como el trasplante de
organos, la medicina regenerativa y la imagenologia (86). En la mayoria de estas
investigaciones es necesario el uso de anestesia general en la que se utilizan
farmacos que ocasionan alteraciones fisiolégicas las cuales pueden afectar el
objetivo del estudio, debido a esto es necesario evaluar diferentes combinaciones
anestésicas que provogquen minimas alteraciones o no causen cambios fisioldgicos
en el modelo animal (63, 64, 87). Con base en esto, el objetivo de este estudio fue
determinar los cambios en la funcion respiratoria y cardiaca a través de la
hemodinamia, mecénica pulmonar y signos vitales ocasionados por tres
combinaciones anestésicas aplicados por dos vias diferentes en ratas de
laboratorio, lo cual puede ser una herramienta fundamental para el desarrollo de
futuras investigaciones.

En este estudio, a todos los animales se les administr6 como analgésico
preoperatorio meloxicam SC porgue se ha estudiado que su uso puede reducir la
dosis de anestésicos (88, 89). Ademas, este analgésico, en comparacién con otros
AINE’S, presenta una mayor actividad inhibitoria de la COX-2 y tiene una vida media
aproximada de 20-24 horas que permite regular la respuesta inflamatoria que
estimula las terminaciones nerviosas que generan dolor, antes, durante y después

de la cirugia (50, 90). Asi mismo, se ha observado que su uso no modifica la
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agregacion plaquetaria, ni inhibe la sintesis de prostaglandinas renales (lo que
permite una funcion renal normal) y disminuye el riesgo de que existan accidentes

cerebro vasculares (91, 92).

De la misma manera, en todos los animales se mantuvo la temperatura corporal en
37°C debido a que la anestesia general en los roedores produce perdida de calor
conduciendo a un estado de hipotermia, la cual impide el metabolismo de los
anestésicos, prolonga el periodo de despertar y es una causa frecuente de muerte
trans y postanestésica (93). También se utilizé terapia de liquidos debido a que,
durante el periodo anestésico, una terapia Optima favorece la perfusion de los
tejidos, el suministro de oxigeno a las células, un correcto balance electrolitico y
volemia adecuada, por lo que favorece una mejor recuperacion postquirargica (94-

97).

Respecto a la induccién de la sedacion nosotros administramos una dosis mayor de
ketamina (120mg/kg) IP (77) porque se ha reportado que el uso de dosis menores
genera una variabilidad de respuestas donde puede o no alcanzarse una induccién
al plano anestésico correcta. En los grupos | (A y B) observamos que con esta dosis
los animales presentaron pérdida total de postura, locomocion y no respondieron a
estimulos tactiles 10 minutos después de su administracion probablemente porque
este farmaco tiene una amplia difusién por tejidos irrigados incluyendo el cerebro,
ademas tienen una alta solubilidad en el tejido adiposo, y en combinacién con la
xilacina pueden aumentar su distribucién por todos los tejidos del organismo (30,

98, 99).
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Por otro lado, los grupos Il (A 'y B) presentaron los mismos signos de sedacion 30
min después de la administracion de la acepromacina ya que se ha reportado que
este sedante deprime el tallo encefalico, bloquea los receptores dopaminérgicos y
alfa-adrenérgicos periféricos que provocan relajacion muscular y reduccion de la
actividad espontanea del paciente 20-30 minutos después de su administracion IP
(33, 53)

Sin embargo, en los animales en los que se administrd midazolam observamos que
estos no presentaron pérdida de la conciencia probablemente porgue este farmaco,
dependiendo de la dosis, produce escalonadamente sedacion consciente
(ansiolisis), efecto anticonvulsivo, amnesia anterdgrada, sedacion profunda
(hipnosis), efecto relajante muscular central y anestesia (100) y la dosis que se
administré en este estudio fue menor a la reportada en otros estudios en donde
administran 20 y 100 mg/kg via IP y observan pérdida de la conciencia en menos
de 5 minutos (101), ademas, este farmaco es administrado en combinacién con un
analgésico opioide que favorece el efecto sedante con una dosis menor y en menos
tiempo (78). No obstante, en este estudio no se utilizé de esta forma debido a que
los opioides provocan una depresién respiratoria, hipotension y arritmias (102, 103).
Para la induccion del plano anestésico en los grupos de Xi-Ke no fue necesaria la
redosificacion del farmaco debido a que la dosis administrada, ademas de promover
sedacion, provoca una anestesia disociativa, relajacion muscular, pérdida de la
coordinacion y de las funciones corporales (33). Mientras que en las ratas que
recibieron Pr se tuvieron que administrar 5 dosis completas via IP para observar
una sedacion completa probablemente porque, la dosis administrada de Midazolam

como sedante fue muy baja y la absorcion del propofol por via IP presenta una
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amplia variabilidad por lo que no se puede alcanzar el plano anestésico adecuado
(24), debido a esto posiblemente sea necesario la administracion de hasta 80mg/kg
para alcanzar el plano anestésico correcto con una sola administracion IP como se
ha reportado en otros estudios (101).

Por otro lado, las ratas a las que se les administré Pe entraron en plano anestésico
5 minutos después de la administracion de una sola dosis de este farmaco porque
se ha demostrado que al administrarse a dosis de 30mg/kg induce una depresion
general en el SNC.

Una vez que los animales se encontraron en plano anestésico quirdrgico
observamos que en las ratas que se mantuvieron con Ketamina IP el tiempo entre
redosificaciones fue mayor porque su absorcion y metabolismo por esta via es mas
lento y la combinacion Xi-Ke administrada para la induccién, tiene una vida media
de 1.3 hrs que provee un plano anestésico aproximado entre 20-60 minutos antes
de presentar un reflejo podal positivo, como lo observamos en este estudio (30, 56,
98, 99, 104). En contraste, las ratas que fueron redosificadas por via IV
permanecieron menos tiempo en el plano quirdrgico debido a que la ketamina
administrada por esta via presenta sus efectos de manera mas rapida por lo que su

metabolismo y eliminacién se comporta de la misma manera (30, 99, 104).

En los grupos en los que se administré Mi-Pr tanto IP como IV fue necesaria mas
redosificaciones entre los 20 y 30 minutos en ambas vias probablemente porque el
propofol es un farmaco dosis-efecto dependiente con una vida media de entre 23-
69 minutos. Ademas, para la administracion por via IV se ha reportado que la

aplicacion de bolos dosis-efecto se utiliza para mantener la anestesia en
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procedimientos de corta duracion y para estudios de larga duracion como el nuestro,
esta administracion se da mediante infusiones continuas (28, 101, 105, 106), pero
el volumen en roedores es muy bajo por lo que existe el riesgo de administrar mayor
liquido del requerido para el mantenimiento anestésico y predisponer a la formacion

de edema (107, 108).

Por otro lado, en los grupos en los que se mantuvo el plano anestésico con Pe se
observd que el tiempo entre redosificaciones via IP (21 + 3.40 min) e IV (25.75 %
7.88 min) fue similar a lo descrito en otros estudios los cuales reportan que la
duracion del efecto de este farmaco para un plano anestésico correcto es de 15-60

minutos (24,106).

Respecto a los hallazgos hemodinamicos, las ratas a las que se les administré Xi-
Ke presentaron una disminucion tanto en la FC como en la PAS, PAD y PAM debido
a que la xilacina aumento la estimulacion del tono parasimpatico regulando los
efectos de la ketamina (28, 33, 109), la cual administrada como Unico agente puede
causar un aumento de la frecuencia cardiaca, presion arterial y un aumento del
gasto cardiaco, mediados principalmente por el sistema nervioso simpatico (16,24,
28). Cabe mencionar que nuestros resultados concuerdan con los de otros autores
que han evaluado los cambios hemodinamicos ocasionados por la combinacién de

estos farmacos (110, 111, 112).

Los animales del grupo Il (Mi-Pr) mostraron una disminucion de la FC que pudo
presentarse porque ambos farmacos ocasionan una depresion del SNC la cual
disminuye el ritmo cardiaco (105). Sin embargo, también se observé un incremento

en las PAS, PAD y PAM posiblemente porque con la dosis administrada los
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animales presentaron reflejo podal positivo y respiraciones espontaneas en menor
tiempo, por lo que el tiempo en el que estuvieron en plano quirdrgico fue menory

los animales probablemente podian sentir dolor.

Con la combinacién de Ac-Pe las ratas presentaron valores hemodinamicos con
pocas alteraciones a lo largo del estudio porque al igual que lo reportado en otros
estudios, las dosificaciones en bolos de 5 a 10 mg/kg preservan la regulacion
cardiovascular y Unicamente ocasionan hipotension leve y taquicardia
acompafnadas de una depresion relacionada con la dosis tanto de la PAM como de

la FC (112, 113).

En todos los grupos observamos que durante todo el tiempo de estudio el valor de
la PVC se mantuvo sin cambios porque ninguno de los farmacos administrados
ocasiona cambios directos sobre este parametro (37,113-117), y generalmente los
cambios en la PVC se asocian con alteraciones en la presion intratoracica (118) y
en ninguno de los animales del estudio se observo la presencia de dafio y edema

pulmonar.

En cuanto a la mecénica ventilatoria, la Ppic, Pmed, Pplat, Cstat, Cdyn y la Raw no
presentaron diferencia entre los grupos de estudio, porque en el analisis
macroscopico, gravimétrico y microscopico en ningun animal se observé la
presencia de inflamacion y edema pulmonar, o que confirma que la terapia de
liguidos y los parametros ventilatorios fueron usados de forma correcta (80, 83, 119,

120).
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Ningun animal pudo completar las 6hr de estudio probablemente porque en las ratas
del grupo | se us6 una dosis mayor a la que se ha reportado en otros estudios, en
los que se utilizan dosis de 80mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilacina y se ha
observado que las ratas tuvieron un tiempo de mantenimiento anestésico de hasta
15hr (98, 121), en comparacién con lo observado en este estudio en donde
presentaron una sobrevida promedio de 5 hrs. Por otro lado, en las ratas a las que
se administré Mi-Pr se observo el tiempo de estudio mas corto (30-120 min) debido
a que el numero de redosifiaciones administradas pudo generar una
sobredosifacién de anestésico lo que aumento la mortalidad (36,122). Finalmente,
las ratas anestesiadas con Ac-Pe presentaron un tiempo de sobrevida de
aproximadamente 5 hrs porque el pentobarbital presenta alta afinidad hacia el tejido
adiposo en donde es absorbido y acumulado, por lo que al ser dosificado varias
veces pudo provocar una alteracion en su farmacocinética y se alcanz6 mas rapido

su dosis letal (112,113).

9. CONCLUSION

La administracion de Xi-Ke y Ac-Pe proporcionan sedacién y profundidad
anestésica adecuadas, y mantienen los parametros hemodindmicos y ventilatorios
sin cambios; no obstante, la combinacion de Ac-Pe ocasiona una menor depresion
sobre el sistema cardiovascular por lo que puede representar una mejor opcién

anestésica para realizar procedimientos en ratas de laboratorio.
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