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RESUMEN.

Los barbitiricos son firmacos que tienen una aplicacion muy amplia en la
experimentacién farmacoldgica, especificamente en aspectos relacionados con estudios de
las relaciones dosis-respuestagraduales, cuantales e interacciones metabolicas. En el
presente trabajo se evaluaron diversos factores que influyen en la duracion del efecto
farmacologico a nivel de sedaciéon e hipnosis, y en la producciéon de la letalidad que
provoca el pentobarbital sédico en ratones albinos. Entre esos factores se estudiaron el
modo de preparacion de las soluciones del farmaco en cuanto al valor de pH, la via de
administracion empleada, la influencia del sexo de los animales y la presencia de
alimento.

Se demostro6 la interaccion metabélica del pentobarbital con el fenobarbital, con el
proadifeno y con el tetracloruro de carbono al alterarse la duraciéon del efecto hipnotico
que produce. Todos los resultados se analizaron a un nivel de significancia estadistica de
0.05.

En forma general, la induccion e inhibicién metabdlicas fueron mejor estudiadas en
las hembras en tanto que la relacién dosis-respuesta cuantal presenté menos variaciones
en los ratones machos.

- Para fines académicos se demostré que mediante la asignacién de dosis “"culebra
japonesa” se puede reducir considerablemente la cantidad de animales utilizados en
experimentos para determinar la dosis efectiva 50 (DES0) y la dosis letal 50 (DL50) del
tipo de respuesta "todo o nada”.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION.

Los estudios farmacolégicos, basados en la observacion de hechos experimentales en
organismos vivos, aportan datos cualitativos y cuantitativos sobre el mecanismo de accion de
numerosos tipos de farmacos. Es por eso que el uso de animales en la experimentacion
farmacolégica y farmacéutica se ha revelado de gran utilidad cada vez que se desea desarrollar una
nueva molécula con posible aplicacion terapéutica, o cuando se trata de esclarecer multiples
aspectos farmacolégicos, farmacéuticos y toxicologicos de los medicamentos ya conocidos (Litter,
1986; Poole, 1989). '

Aunque en ocasiones la extrapolacion de los resultados obtenidos en una o varias especies
animales no siempre es aplicable al ser humano, la informacién obtenida de estudios preclinicos
constituye un conocimiento fundamental en la investigacion farmacologica del desarrollo
farmacéutico.

Si bien no todos los compuestos usados en la experimentacion son de utilidad practica en
la clinica, algunos de ellos son empleados porque sirven como prototipos de un grupo de
farmacos, o bien porque ilustran un determinado mecanismo de accion farmacologica al ser

administrados a diferentes especies animales.

Un ejemplo de lo anterior lo constituyen algunos compuestos derivados del acido
barbitiirico, el cual carece de actividad farmacolégica en tanto que sus derivados tienén
propiedades hipnético-sedantes o anticonvulsivas que son de interés para la clinica o para la
experimentacion farmacologica.

En la terapéutica médica, el empleo de los barbitiricos ha descendido en los ultimos afios
salvo como anestésicos generales y antiepilépticos, en tanto que su aplicacion en investigacion
farmacolégica, toxicoldgica y en las demostraciones experimentales de Farmacologia General
realizadas en animales ha merecido un gran interés al dilucidar diversos aspectos de
farmacocinética y de interacciones farmacologicas a nivel de metabolismo microsomal hepatico
(Ho, 1981; Ohnhaus. 1983).

De la amplia gama de barbitiricos, los mas frecuentemente empleados en las
demostraciones practicas de Farmacologia son el pentobarbital y el fenobarbital. Ambos farmacos
administrados a animales de experimentacién se emplean para demostrar la relacidon concentracion
Plasmatica-magnitud del efecto farmacolégico que producen y se aplican también en estudios de la
induccion metabolica a que dan lugar tras su administracion repetida. Su uso se extiende ademaés
para determinar la dosis efectiva cincuenta (DES50) y la dosis letal cincuenta (DL50) en
procedimientos del tipo cuantal.



Existen varios factores que influyen sobre la actividad farmacologica de estos farmacos.
Algunos de esos factores incluyen aspectos quimicos relacionados con su estructura quimica,
aspectos fisicoquimicos que dependen de su solubilidad, de su grado de ionizacién, etc.; vy
aspectos fisioldgicos que se relacionan con su distribucion en el organismo, con su cinética
metabolica y de excrecion, y con la variabilidad biologica del organismo al que se administra

(Goodman, 1991).

Como parte del programa de sesiones practicas del curso de Farmacologia, se realizan
demostraciones generales y basicas de la obtencion del efecto farmacologico producido por el
fenobarbital y el pentobarbital sodicos administrados a ratones albinos. No obstante, se ha
estimado de importancia determinar la influencia que tiene sobre la obtencion y duracion del efecto
hipnético, algunos factores relacionados con la via y modo de administracion, con el sexo, con la
presencia de alimento y con interacciones a nivel metabdlico entre los mencionados barbitaricos y
entre éstos y otros compuestos de interés en Farmacologia experimental a nivel laboratorio.

El propésito de estudiar estos factores obedece a la necesidad de establecer las mejores
condiciones de trabajo en el laboratorio para lo cual, fundamentalmente se han establecido los

siguientes objetivos.

1.2 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar a nivel demostrativo experimental la influencia de algunos factores fisicoquimicos
y fisiologicos en la duracion del efecto hipndtico producido por el pentobarbital sédico en ratones
albinos.

1.3 OBJETIVOS PARTICULARES.

o 1.3.1 Estimar el tiempo de latencia, sedacion e hipnosis producido por el pentobarbital
sédico en cuanto a:

- Variables fisicoquimicas de concentracion y pH de las soluciones administradas,
dosis, modo y vias de administracion.

- Factores fisiologicos de sexo y presencia o ausencia de alimento.
o 1.3.2 Determinar la significancia estadistica de cada factor anterior y establecer las mejores
condiciones experimentales para lograr la induccion e inhibicion metabdlicas empleando
pentobarbital, fenobarbital, proadifeno (SKF) y tetracloruro de carbono (CCla).

133 Evaluar los parametros cuantales DESO y DLS50 en ratones para el pentobarbital
sodico utilizando un nimero reducido de animales.



CAPITULO 2
GENERALIDADES DE LOS BARBITURICOS.

Debido al amplio uso de los barbitiricos en demostraciones prdcticas de las bases de
Farmacologia, éstos han sido estudiados en el presente trabajo en aspectos fundamentales de
farmacocinética, especialmente relacionados con los procesos de absorcién, distribucion,

metabolismo y eliminacién de farmacos.

El grupo de los barbitiricos comprende una amplia gama de compuestos de diferentes
caracterfsticas fisicoqufmicas y farmacoldgicas, de tal forma que el fenobarbital y el
pentobarbital son los mds empleados para esclarecer los aspectos farmacolégicos arriba
mencionados. -

A continuacién se hace referencia a algunos conceptos de importancia farmacoldgica de
los barbitiiricos y que se relacionan con los pardmetros estudiados en esta investigacion.

2.1 NATURALEZA QUIMICA DE LOS BARBITURICOS Y RELACION
ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

Los barbitidricos son sustancias de origen sintético que corresponden quimicamente a la
clase de los ureidos ciclicos o diureidos (Daniels, 1977). Reciben este nombre por que derivan
del 4cido barbitirico o malonil urea el cual es el resultado de la condensacién de la urea y del

dcido maldnico para dar lugar al anillo de pirimidina.

2.1.1, CLASIFICACION.

. Se clasifican en cuatro grupos de acuerdo a la duracién de su accién segin Tatum
(Daniels, 1977).

a) Acci6én Prolongada ( mds de 6 horas). El compuesto principal de este grupo €s el
fenobarbital, itil como anticonvulsionante (ver Fig. 2.1 a).

b) Accién Intermedia ( de 3 a 6 horas). El firmaco mds importante es el amobarbital
(ver Fig. 2.1 b).

¢) Accién Corta ( menos de 3 horas). Uno de los mis importantes es el pentobarbital
cuyo uso se ha limitado al de anestésico veterinario (ver Fig. 2.1 ¢)



d) Accién Ultracorta. El prototipo es el tiopental el cual es empleado por via
intravenosa como inductor de la anestesia general (ver Fig. 2.1 d). '
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FIGURA 2.4 a)>FENOBARRBITAL, b)AMOBARBITAL,
. c)PENTOBARBITAL ¥ d)TIOPENTAL.
1.2.PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

Descripcién: En general los barbitiricos se presentan como‘ pequefios cristales
mlimorfes brillantes .o blancos (Kirt, 1992); el fencbarbital también se presenta como polvo
cristalino blanco (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 1988).

Solubitidad: Los bs.bitliricos en forma de 4cidos libres son poco solubles en agua,
sendo mds bien lipasolubl s, Son solubles en propilenglicol medio en el cual son estables
{Daniels, 1977).

Un gramo de fenobarbital se disuelve en 1000 mililitros de agua, en 10 mililitros de
¥cohol etilico, en 40 mililitros de cloroformo y en 5 mililitros de éter etflico; ademds este
frmaco es soluble en soluciones de hidréxidos y carbonatos alcalinos (Farmacopea de los
Estados Uridos Mexicanos 1988).

Por otro ladc el pentobarbital es poco scluble en agua, pero soluble en éter y en
uciones alcohdlicas.,



Las sales sédicas son muy hidrosolubles y forman soluciones acuosas alcalinas en un
rango de pH de 9 a 11 aunque las mismas son inestables y se descomponen dando lugar a la
formacion de acil ureas o aciltioureas con pérdida de la actividad farmacolégica.
Especificamente el fenobarbital es estable durante 4 dias a temperatura ambiente. En soluciones
con pH igual a 4 o menor los barbitiricos se mantienen estables por tres meses minimo en
refrigeracién.

pKa: Varfa de 7.2 a 9.1 (Mark, 1963); para el fenobarbital la constante de disociacién
varia entre 7.2 a 7.4 y para el pentobarbital es de 8.1 (Katzung, 1991).

2.3 FARMACOCINETICA. .

2.3.1. VIAS DE ADMINISTRACION.

Para usos hipndéticos, los barbitiiricos se administran generalmente por via oral. La via
intramuscular se utiliza cuando no es posible o se hace dificil la via oral, aunque debe evitarse
por la alcalinidad de los preparados solubles que causan dolor y necrosis en el sitio de
inyeccion. La via intravenosa puede utilizarse con toda inocuidad si se hace la inyeccidn muy
lentamente para tratar emergencias convulsivas O anestesia general. En lactantes la via
parenteral es 1a mds utilizada aunque la via rectal se usa ocasionalmente (Andrews, 1982).

Experimentalmente los barbitdricos son administrados por via intraperitoneal en ratones
para provocar anestesia quirtdrgica en dosis de 40 a 70 mg/Kg, con 20 a 30 minutos de
duracién. (Miller, 1969).

2.3.2. ABSORCION.

La absorcidn oral de los barbitiiricos es completa pero algo lenta, siendo la disolucién y
la dispersién del fairmaco en el contenido gastrointestinal el paso limitante de la absorcién . A
pesar de que los barbitdricos se ionizan en medio alcalino la absorcién tiene lugar
principalmente en el intestino por la gran superficie de absorcién de éste (Bowman, 1984;
Andrews, 1982).

2.3.3. DISTRIBUCION.

Una vez que los barbitiricos alcanzan la circulacién sistémica, se localizan en los
diferentes tejidos y liquidos del cuerpo; mds ain cruzan la barrera placentaria y se distribuyen



ampliamente en los fejidos fetales. Los barbitdricos estdn unidos en grado variable a la
albimina plasmdtica,’ de tal forma que el fenobarbital estd ligado 40 a 60% a protefnas
plasmdticas y en el rismo grado a los tejidos, principalmente al encéfalo. Su volimen de
distribucién es de aproximadamente 0.5 L/Kg (Goodman, 1991),

Por otra parte.la fraccién libre del pentobarbital es de 65 a 70% por lo que se fija a
protefnas en menor proporcién siendo su volumen de distribucién de 1.9 + 0.5 L/Kg (Mark,
1963).

2.3.4. METABOLISMO.

Intervienen en'el metabolismo de los barbitiricos:

a) Los microsomas hepdticos del reticulo endopldsmico lisn (REL). El metabolismo
microsomal consiste en la oxidacidon de cadenas laterales de la posicién 5 de su estructura
guimica para formar alcoholes y fenoles, los cuales aparecen en la orina como conjugados
glucurénicos (Bowman, 1984). Otro tipo de la reaccién metdbolica, la glucosilacidn, incluye la
umon directa de la Zlucosa en los dtomos de nitrégeno N3 o NI para formar derivados
hidrosolubles que pueden ser eliminados en rinén. Estas reacciones constituyen la
bintransformacién mds importante de los barbitdricos (Andrews, 1982; Katzung, 1991).

b) La oxidacién ulterior a cetonas y dcidos carboxilicos. Esta'se produce por accién de
enzirnas contenidas er la fraccién soluble del citosol (Andrews, 1982).

Especifficamente las reacciones metabdlicas del fenobarbital y pentobarbital estdn
indicadas en las Figuras 2.2 y 2.3.
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Se ha demostrado (Craing, 1971) que el primer metabolito del fenobarbital, el p-
hidroxifenobarbital, posee cierta actividad anticonvulsiva, aunque €sta no contribuye en forma
significativa al efecto terapéutico del compuesto original.

2.3.4.1 INDUCCION METABOLICA.

En forma general, los procesos oxidativos del metabolismo y eliminacién de compuestos
exdgenos comprenden en su mayoria, primero una reaccién de oxidacién en la que participan
monooxigenasas dependientes del citocromo P-450 y posteriormente, la eliminacién de ese
producto conjugado con el 4cido UDP-glucuirdnico, con el sulfato o con el glutation (Fig. 2.2).

Algunas enzimas que intervienen en el metabolismo microsomal hepdtico pueden ser
inducidas por firmacos 0 agentes quimicos como los hidrocarburos policiclicos mediante un
aumento de su sintesis proteica ( Crestel, 1986; Ohnhaus, 1983; Whitlock, 1986). El aumento
de Ia actividad enzimdtica trae como consecuencia un incremento de la biotransformacion del
farmaco inductor y la de los otros compuestos presentes debido a la inespecificidad del sistema.

Asi por ejemplo, algunos barbitiricos como el fenobarbital, pentobarbital y tiopental
tienen la propiedad de aumentar la actividad de enzimas que metabolizan a otros firmacos tales
como los anticoagulantes orales, tranquilizantes, hipnoanalgésicos, analgésicos antipiréticos y a
los propios barbituricos. El mecanismo metabélico se traduce en un aumento del nimero de
hepatocitos, del REL por consiguiente de los microsomas hepdticos, del dcido ribonucleico
mensajero, del citocromo P-450 y en general de todos los elementos que intervienen en la
biosintesis de dichas enzimas. Esto hace que la actividad de los farmacos antes mencionados
disminuya en forma madnifiesta (Bowman, 1984).

Varios investigadores han estudiado el mecanismo de accién por el cual el fenobarbital
altera el contenido celular del citocromo P-450. El mecanismo involucrado se manifiesta en una
estimulacién de la incorporacién de aminoicidos en la proteina del citocromo mediante un
incremento de la velocidad de la transcripcion de su gene; aunque desafortunadamente este

mecanismo de transcripcién se desconoce en gran parte (Whitlock, 1986).

Por lo general, un inductor no sdlo incrementa la sintesis de una sola isoenzima; en el
caso del fenobarbital, Crestel (1986) menciona que este farmaco promueve la sintesis de al
menos 3 isoenzimas. -

Experimentalmente el pretratamiento de ratas con fenobarbital durante 3 a 4 dias
provoca un aumento en el peso del higado y un aumento en su contenido microsomal con un
incremento en la sintesis proteica. Sin embargo, el incremento del tamafio hepdtico no siempre
es constante y tampoco guarda relacion constante con el aumento de la masa hepdtica, ya que
este Gltimo se debe tanto a hipertrofia como a hiperplasia (Esplugues, 1982; Jelleff, 1982).



2.3.4.2 INHIBICION METABOLICA.

La inhibicién del sistema microsomal enzimdtico incide en un aumento de las
concentraciones plasmiticas y tiempo de vida media de los firmacos que son metabolizados en
el higado de forma tal que los efectos de los farmacos se ven aumentados y/o prolongados
(Boehring, 1984; Esplugues, 1982)

Son pocas las sustancias conocidas que poseen un efecto marcadamente inhibitorio del
metabolismo del sistema microsomal enzimdtico de los barbitiricos y de diversos farmacos
como la meperidina, la aminopirina y la codefna. Ninguno de esos inhibidores tiene
aplicaciones clinicas, pero son de gran ayuda en estudios de investigacién. Uno de estos
compuestos es el PB-dietil aminoetil difenilpropilacetato o proadifeno (Fig. 2.4) mis
comunmente conocido con su nilimero de codificacién comercial SKF-525 A (Goldstein, 1979).
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FIGURA 2.4 SKF-5S25A.
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El SKF-525A administrado a ratas, previamente al hexobarbital y a otros barbitiricos,
prolonga el tiempo de hipnosis inducido por estos farmacos. Aunque no se conoce con
exactitud su mecanismo de accidén, se sabe que en ocasiones la inhibicidén enzimdtica es de tipo
competitivo, otros no competitivo y finalmente de tipo mixto (Espugles, 1982).

Por otro lado, la capacidad metabolizadora del higado puede verse seriamente inhibida
cuando hay un dafio severo en el higado. A este respecto se considera el efecto que producen
algunos compuestos empleados como solventes orginicos entre los cuales esti el tetracloruro de
carbono (CCls) (Kalf, 1987; Lock, 1989).

Anteriormente, el CCl fue usado como antihelmintico y el cloroformo (CHCL), como
gas anestésico. Ambos compuestos pueden provocar necrosis hepdtica en forma tal que inhiben
indirectamente tanto el metabolismo de compuestos endégenos como el de exdgenos. El
mecanismo de accién posiblemente involucra un metabolito activo del CCL que se une en
forma covalente con proteinas y lipidos causando una necrosis centrilobular por peroxidacién
de lipidos. Las investigaciones de Butter (Gillette, 1974) han sefalado que en este caso se
forman los radicales libres CCliey Cle a partir del CClL en reacciones mediadas por enzimas del
citocromo P-450.



Otros inhibidores del tipo SKF 525A, relacionados con la actividad enzimdtica
microsomal hepitica, sélo se conocen por sus nombres de serie de laboratorio; a continuacién
se mencionan algunos de ellos: Lilly 18947, CFT 1201, CFT 1042, Sch 5705, Sch 5712,
MPDC (N-Metil-3 piperidil difenilcarbamato) y el butéxido de piperonilo, este ultimo
conocido como insecticida (Bowman, 1984).

2.3.5 ELIMINACION.

Los barbitiricos con cadenas laterales cortas y simples, o que llevan un grupo fenilo, es
decir, los de accién prolongada, se excretan lentamente por rifién. Es asf que el fenobarbital se
excreta en un 12% como fairmaco libre a partir de una dosis administrada en 24 horas y 25% en
5 dias. En orina se puede encontrar €l metabolito parahidroxifenilo que tiende a ser conjugado
con 4cido glucurdnico en unas 3 semanas después de la administracién del barbitiirico; los de
accién intermedia se metabolizan principalmente en el higado y se excretan en parte por el
rindn; los de accién corta y ultracorta, no se excretan a través de ninones o lo hacen muy poco,
apenas el 1% para el pentobarbital y un 0.3 % para el tiopental.

El pentobarbital se filtra por el glomérulo y por ser muy liposoluble, se puede
reabsorber aunque en forma escasa por los tibulos renales. En cambio su metabolito, el
hidroxipentobarbital por ser polar se reabsorbe poco y se excreta fdcilmente por riidn
(Bowman, 1984),

2.4. FARMACODINAMIA.

2.4.1. MECANISMO DE ACCION.

Existen evidencias experimentales de que los barbituricos potencian los efectos
inducidos por el GABA (Acido y-aminobutirico) lo cual apoya la hipotesis de que el efecto
anestésico se explica por la potenciacién en la transmisiéon GABAérgica y también a que
disminuye la despolarizacién inducida por el glutamato, aunque esto no explica completamente
el efecto anticonvulsivante de los barbitiricos (Ho, 1981). A nivel de la formacién reticular
activadora situada en el tallo cerebral del SNC y en concentraciones mds altas, los barbittiricos
disminuyen 1a liberacion de neurotransmisores dependiente de Ca++ y aumentan la
conductancia al cloro (Cl™ J en ausencia de GABA (llamada accién GABA-mimética). El
pentobarbital es mucho mds potente que el fenobarbital para producir estos efectos (Ehrmero,
1974; Litter, 1986).
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2.4.2 EFECTOS FARMACOLOGICOS.

2.4.2.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Los barbitiricos deprimen reversiblemente la actividad del SNC y aun cuando se
administren en concentraciones anestésicas, los efectos sobre los tejidos excitables perifénicos

son débiles (Macdonald, 1982).

SEDACION. A dosis menores de 100 mg, los barbitiricos atenuan la hiperexcitabilidad
nerviosa en casos de ansiedad, tensién, etc., provocando un embotamiento intelectual y
reduciendo la actividad motora. .

HIPNOSIS. Dosis de 100 mg de barbitiiricos, provocan un suefio semejante al natural.
Producen alargamiento de los periédos 3 (sueiio de dificil despertar) y 4 (suefio muy profundo)
del suefio, o sea el de movimientos oculares no rdpidos (NREM) y disminuyen el nimero de
periédos del sueno paradojal o de movimientos oculares rdpidos (REM) (Goodman, 1991).

ACCION ANTICONVULSIONANTE. En la epilepsia el fenobarbital tiene una accién
selectiva depresora sobre la corteza motora, y a pequefias dosis, es capaz de prevenir la
aparicién de los accesos convulsivos denominados "gran mal". Todos los barbitiricos a dosis
que producen anestesia general incluyendo al fenobarbital, son capaces de suprimir las
convulsiones experimentales en los animales y clinicas en el hombre (tétanos. intoxicacion por
estricnina, meningitis, estado de mal epiléptico, intoxicacién por procaina, cocaina, etc.)
(Madrigal, 1989).

ANESTESIA GENERAL. A dosis altas, los barbitiricos producen anestesia general,
empledndose para este fin los de accién ultracorta como el tiopental sédico por via intravenosa.

2.4.2.2. SISTEMA CARDIOVASCULAR.

~ PRESION ARTERIAL. En dosis elevadas, los barbitiricos provocan depresién de la
actividad cardiaca en animales del laboratorio. En el hombre, las dosis hipnéticas y sedantes no
modifican la actividad cardiaca, pero provocan una discreta disminucién de la frecuencia y
presidn arterial. En dosis elevadas pueden provocar una hipotensién importante.

2.5 USOS TERAPEUTICOS.
. El uso de los barbitiricos como firmacos hipndtico-sedantes estd disminuyendo
justificadamente por que los mismos carecen de especificidad en sus efectos sobre el SNC. Su

indice terapéutico es més bajo que el de las benzodiazepinas, la tolerancia es mis frecuente que
con estas iltimas, el peligro de abuso es mayor y existe un nimero considerable de
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interacciones entre firmacos. Pueden usarse como hipndticos, en el tratamiento de estados
maniacos agudos, delirio y en algunos transtornos psiconeurdticos (Goth, 1990).

Los barbituricos tienen todavfa usos vdlidos como sedantes para disminuir la inquietud
de algunas enfermedades infantiles como célicos, tosferina, piloroespasmo, nduseas y vomito
de origen funcional, para suprimir la excitacién de diversos origenes anormales y en
odontologia antes de procedimientos quinirgicos menores (Michenfelder, 1982; Shapiro,
1982).

Por otra parte el fenobarbital es el medicamento de eleccién en nifios menores de 5
aios, incluyendo las crisis del neonato y ‘crisis febriles. Este firmaco se puede utilizar en
estados epilépticos, cuando no han dado resultados ni el diazepam ni el clonazepam. Su
capacidad terapéutica en la epilepsia del 16bulo temporal es muy escasa y puede administrarse
con la fenitoina, aunque ésta es mds efectiva que el fenobarbital cuando se padece crisis
nocturnas.

2.6 EFECTOS COLATERALES.

Pruebas cuidadosas han demostrado que los transtornos ligeros del humor y del juicio, y
de la destreza motora fina, puden durar varias horas después de terminado el efecto hipnético
de los barbitiricos (Bowman, 1984). El uso cronico de los barbitiricos puede desarrollar una
depresién severa en el individuo que los ingiere indiscriminadamente.

El fenobarbital por su parte es un agente con notable inocuidad, y si bien muchos
individuos muestran en los comienzos sedacién moderada, surge rapidamente tolerancia a este
efecto secundario, pero no a la actividad anticonvulsiva.

2.7 TOLERANCIA.

Se desarrolla tolerancia cuando los barbitiiricos se consumen repetidamente y resulta
necesaria una dosis creciente para producir el mismo efecto depresor; sin embargo, la
tolerancia no se extiende en el mismo grado sobre el efecto mortal y por lo tanto, las dosis muy
elevadas resultan cada vez mis peligrosas. La tolerancia de los barbiniricos resulta de dos
mecanismos (Bowman, 1984):

1) Por cambios adaptativos del SNC a la accién depresora, lo cual se conoce como
tolerancia farmacodindmica (tolerancia tisular o tolerancia celular).

2) Por estimulacién en la formacién de enzimas metabolizantes en el REL de las cflulas
hepdticas; en consecuencia el firmaco se metaboliza mis rdpidamente, a esto se le conoce
como tolerancia metabdlica.
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8 DEPENDENCIA.

El empleo continuo de barbitiricos (Bowman, 1984), puede causar dependencia fisica
ge se manifiesta por la necesidad del consumo del firmaco para impedir la aparicién de
anstornos somaticos. Al suspender el barbitirico se presenta el sindrome de abstinencia,
1yos sintomas incluyen nduseas, vémitos, debilidad, hipotensién, ansiedad intensa, temblores,
ynvulsiones, transtornos de la visién y la sensacién de no haber dormido bien al aumentar la

apa REM del sueiio.

9 CONCENTRACIONES TERAPEUTICAS Y TOXICAS.

Los niveles sanguineos del fenobarbital que se recomiendan para el tratamiento de
nergencia de convulsiones como la del tétanos, eclampsia, estado epiléptico, hemorragia
rebral (Litter, 1986) son de 15 a 30 pg/ml en adultos y de 5 a 7 ug/ml en nifios; los niveles
xicos en adultos van de 50 a 100 pg/ml. En adultos los niveles terapéuticos para el

mtobarbital son de 0.5 a 3 pg/ml y los niveles téxicos son de 10 a 50 pg/ml .
FARMACEUTICAS Y NOMBRES

10 ALGUNAS PRESENTACIONES

OMERCIALES.

El fenobarbital y el pentobarbital se encuentran en el mercado como (Goth, 1990):

PRESENTACION DOSIS USUAL DOSIS LIMITE DOSIS
HIPNOTICA MAXIMA
TABLETAS DE 100 mg 2 veces/dia
15,100 y 300 mg de 15 a 300 mg 600 mg/dia
fenobarbital
(Luminaletas)
TABLETAS EN 100 mg a 300 mg/dia en
COMBINACION adultos
(Fenobarbital 50 mg y | en nifios menores de 15 — -
Fenitoina 60 mg) anos 60 mg/dia
INYECTABLES 200 mg Intramuscular 2
SEVENAL 2 ml eq. a veces al dia — 600 mg/dia
1.33g de Fenobarbital
INYECTABLES 25 a 60 mg/dia por via
LUMINAL SODICO 30, | parenteral en adultos, en
60, 65 y 130 mg de nifios de 3 a 6 mg/Kg de B -
Fenobarbital sédico. ~ peso. Antiepiléptico
TABLETAS 100 mg 2 veces/ dia
NEMBUTAL SODICO 20a300 mg 2 600 mg/dia
50 y 100 mg de veces/dfa
pentobarbital sédico
INYECTABLES 300 a 500 mg por via
NEMBUTAL 50'mg de | Intravenosa en adultos. = -
L Pentobarbital. Antiepiléptico.
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2.11 LEY DE SUSTANCIAS CONTROLADAS.

Los barbitiricos se encuentran en el grupo de sustancias controladas que rige la Ley
eneral de Salud (1991); (Manual de Tecnicas y procedimientos para identificacién de
estupefacientes, 1989). El pentobarbital y el fenobarbital son considerados en el Capitulo 4,

articulo 245, especificamente en los grupos II y IV respectivamente.

Grupo I1.- Las que tienen algin valor terapéutico y constituyen un problema grave para
a salud publica.

Grupo IV.- Las que tienen amplios usos terapéuticos y constituyen un problema menor
para la salud puiblica. '
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CAPITULO 3

DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.

3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION, EQUIPO Y MATERIALES.

3.1.1 ANIMALES DE LABORATORIO.

- Ratones albinos machos y hembras de 2 meses de edad con peso de 20 a 30
gramos. -

3.1.2 EQUIPO Y MATERIAL.

- Balanza analitica Mettler AJ-150

- Balanza granataria con canasta

- Potencidmetro Corning 2000

- Vortex Thermolyne Type 16700 Mixer Maxi-Mix 1
- Bano de Ultrasonido Sonicar

- Centrifuga C-300

- Jaulas y cajas porta ratén

- LAmparas para restirador

- Matenal de vidrio de uso general

- Jeringas para tuberculina

- Algodén para curacién

- Marcadores de tinta permanente de diferente color (Esterbrook).

3.1.3 REACTIVOS.

- Pentobarbital sddico (Anestesal). Smith Kline.

- Fencobarbital sédico {(Sevenal). Chinoin.

- Proadifeno (SKF). Smith Kline Beecham Pharmaceuticals.

- Tetracloruro de Carbono. Productos Quimicos de Monterrey.

- Alcohol etilico 96° (uso clinico). Productos Quimicos de Monterrey.
- Cloruro de sodio. Productos Quimicos de Monterrey.

- Agua destilada.
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3.2. MANEJO E IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES.
3.2.1 CARACTERISTICAS GENERALES.

La totalidad del trabajo experimental se llevé al cabo con la utilizacién de los ratones
del Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y para evitar la obtencién de posibles
resultados anémalos, los animales fueron apareados en lineas no consanguineas.

En forma general, los animales fueron alimentados ed libiturm (sin restriccién en la
cantidad de alimento), con alimento para roedores 5001 desde su nacimiento hasta su empleo
en la parte experimental. Las condiciones de temperatura y humedad del bioterioc no
presentaron variaciones importantes que pudieran tener efecto significativo sobre los resultados
obtenidos.

Para el resguardo y organizacién de los animales se emplearon cajas comerciales de
acero inoxidable y de acrilico.

3.2.2 CODIGO DE IDENTIFICACION.

Para identificar numéricamente a los animales se utilizaron lineas en 1a cola, las cuales
se hicieron con marcadores segin el codigo siguiente:

LINEAS EN LA COLA DEL RATON NUMERO DE RATON
[ 1
i 2
i 3
1111 4
SEmam— 5
e = 6
—— - 7
W 8
P mEEw ' 9
num— —— 10
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Cuando se usaron mds de 10 animales de experimentacién el cédigo de identificacién fue
como se indica a continuacion :

LINEAS EN LA COLA DEL RATON NUMERO DE RATON
e . 12
M BN 15
P RSN B R 20
Y Y 23
I NS SR NN R 25
e e S — 32

3.3 VIAS Y TECNICAS DE ADMINISTRACION ESTUDIADAS.
Se estudiaron tres vias principales de administracién de farmacos:

Via intraperitoneal
Via subcutinea
Via intramuscular.

3.3.1.TECNICA DE INYECCION INTRAPERITONEAL (L.P.).

Se toma al ratén por la piel del cuello en su regién dorsal con los dedos pulgar, indice y
medio. De esta forma se inmovilizan las patas delanteras y la cabeza; al mismo tiempo se
toman las patas traseras con los dedos mefiique y anular de la misma mano dejando libre la
regién abdominal. Se jala l1a piel del abdomen y se introduce la aguja en el cuadrante inferior a
la izquierda de la linea media aproximadamente con un #ngulo de 45° con respecto a la
horizontal. Se succiona el émbolo de la jeringa y si no se aspira aire o sangre, se procede a
aplicar la dosis del farmaco.

3.3.2 TECNICA DE INYECCION SUBCUTANEA (5.C.).
La zona de eleccién para la puncién subcutinea en animales pequefios suele ser a nivel
del dorso en la parte superior del cuello por detras de las orejas. En esta region se toma la piel

¢on los dedos indice y pulgar formando un pliegue debajo del cual se introduce la aguja de la
lennga que
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contiene el indculo. Con los otros dedos de la mano se sujeta la cola del ratén apoydndolo
sobre la mesa de trabajo.

3.3.3 TECNICA DE INYECCION INTRAMUSCULAR (1.M.).

El ratén se toma de igual forma que en la técnica de inyeccion intrapentoneal, sélo que
en este caso se jala una de las patas traseras del ratén y se inyecta el farmaco en la region del

muslo.

Una vez que se administr6 la dosis a cada ratén , éste se colocd dentro de su caja
correspondiente en la que se procuré que la ldmpara para restirador se encontrara encendida
cerca de la misma. Esto dltimo se hizé con el fin de que los ratones no presentaran hipotermia,
lo cual pudo haber afectado los resultados.

3.4 ESTIMACION DE LA DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO.

Los efectos que se evaluaron para €l empleo de pentobarbital sédico a Ia dosis empleada
de 55 mg/Kg de peso fueron la sedacién y la hipnosis. Asimismo se estim6 la duracion del
tiempo de latencia de aparicidn de estos efectos.

Para Jos propdsitos de este trabajo se tomd en cuenta el siguiente criterio para la
medicién del efecto farmacoldgico:

TEMPO DE LATENCIA. Definido como el tiempo que transcurre desde la administracién del
pentobarbital, hasta cuando el ratén pasa a la etapa de sedacion. Observdndose inmediatamente
después de la administracion, inquietud y agitacién en los animales.

TEMPO DE SEDACION. Es el tiempo transcurrido desde que el ratén empieza a tener
movimientos incoordinados, relajacién muscular, apaciguamiento, respiracién lenta y termina
cuando aparecen los primeros efectos hipnoticos.

TEMPO DE HIPNOSIS. Es el tiempo transcurrido entre el final del periodo de sedacién y el
momento en que el animal es colocado boca arriba y ya no puede apoyarse en su plano de
sustentacion, por lo tanto entra en estado de suefio. Termina cuando el raton instinivamente
‘omienza a apoyarse sobre su plano de sustentacién.

3.4.1 PREPARACION DE PENTOBARBITAL SODICO EN SOLUCION.
Se preparé una solucién barbitirica de 7 mg/ml, diluyendo una solucién de

pentobarbital sédico cuya concentracién era de 0.063 g/ml, con una solucién salina isoténica de
PH= 7. El pH final de esta solucién fue de 9.0 = 0.05 unidades.
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3.4.2 ADMINISTRACION DEL FARMACO Y RESULTADOS DE LA APRECJACION
DE LA DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO.

Para esta primera fase del estudio se emplearon dnicamente ratones machos a los cuales
s les administré el pentobarbital sédico en dosis de 55 mg/Kg de peso por via L.P. Los datos
individuales de los ratones estudiados, asi como los valores de la media aritmética y su
desviacién estdndar relativa aparecen en la tabla 3.1.

TABLA 3.1

ESTIMACION DE LA DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO DEL
PENTOBARBITAL SODICO EN RATONES MACHOS.

No. DE PESO DOSIS T.L T.S T.H

RATON (g) (ml) (min) {min) (min)
1 20.0 0.157 2 2 23
2 20.9 0.164 2 1 24
3 20.3 0.160 2 2 26
4 23.7 0.186 2 2 2
5 23.9 0.187 2 2 20
6 21.9 0.172 2 1 21
7 231 0.186 1 1 17
8 26.2 0.205 9. 2 19
9 24.5 0.190 2 2 19
10 24.0 0.188 2 2 19
11 25.4 0.200 2 | 21
12 25.2 0.198 3 2 19
13 24.0 0.188 2 1 15
14 25.0 0.196 2 2 16
15 24.5 0.200 2 1 18

n=15 X 2.0 1.60 19.8

D.E 0.37 0.50 2.93

= No. DE UNIDADES EXPERIMENTALES T.L = TIEMPO DE LATENCIA

n
X = MEDIA ARITMETICA T.S = TIEMPO DE SEDACION
D.E = DESVIACION ESTANDAR _ T.H = TIEMPO DE HIPNOSIS
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3.5 INFLUENCIA DE ALGUNOS FACTORES EN LA OBTENCION DEL EFECTO
FARMACOLOGICO.

3.5.1 INFLUENCIA DEL pH DE LA SOLUCION DE PENTOBARBITAL SODICO.
Fundamentalmente se estudiaron dos soluciones de pH diferente:

Solucién de pentobarbital sédico pH= 9.0 + 0.05
Solucién de pentobarbital sédico pH= 9.5 + 0.05

Ambas fueron preparadas como se indicé anteriormente en la seccién 3.4.1 y
conservadas en refrigeracion.

Esta etapa del desarrollo experimental in vivo fue realizada en ratones machos, en las
mismas condiciones descritas anteriormente. Para este fin se formaron dos grupos de 15 y 30
animales para administraries a uno de ellos, pentobarbital sédico pH de 9.0 + 0.05 y al otro el
pentobarbital sédico a pH de 9.5 + 0.05. Se registraron los resultados para el tiempo de
latencia, sedacién e hipnosis mismos que aparecen en la tabla 3.2.

TABLA 3.2

DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO DEL PENTOBARBITAL SODICO EN
RATONES MACHOS EMPLEANDO SOLUCIONES DE pH = 9.0 Y 9.5.

pH = 9.0
DURACION DEL EFECTO (min)
PARAMETRO Tl T.S T.H
X 1.73 1.6 19.8
D.E 0.45 0.5 3.91
n 15.0 15.0 15.0
pH =95

DURACION EL EFECTO (min)

PARAMETRO T.L T.S T.H
X 1.6 1.56 19.96

D.E 0.5 0.5 2.3

n 30.0 30.0 30.0
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35.2 INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE ALIMENTO Y AYUNO DE LOS
ANIMALES.

Asimismo el fdrmaco fue administrado a ratones a los cuales se les dejé una
alimentacién ad libiturn y a ratones que permanecieron en ayuno durante 90 minutos antes de la
administracién LP.

En la tabla 3.3 se pueden observar los valores obtenidos en esta fase experimental
cuando se administré el pentobarbital a 4 grupos de ratones: 2 grupos de ellos fueron asignados
para estudiar €l efecto farmacologico con alimentacidn ad Libiturmn cuando el pH de la solucién
del firmaco era de 9.0 + 0.05 y 9.5 * 0.05 respectivamente y los otros dos grupos para ratones
en ayuno administrando el barbitirico a los mismos pH anteriores.

TABLA 3.3
DURACION EL EFECTO FARMACOLOGICO DEL PENTOBARBITAL SODICO EN

RATONES MACHOS EN AYUNO Y CON ALIMENTACION ad libitum, Y A
DIFERENTES pH.

H = 9.0 pH = 9.5

PARAMETRO T.L T.S T.H T.L T.8 T.H

X 2.0 1.60 19.8 2.16 1.60 16.93
ad libitum

D.E 0.37 0.50 2.93 0.53 0.49 2.94

n 15.0 15.0 15.0 30.0 30.0 30.0
X 1.73 1.60 19.80 1.60 1.56 19.96

AYUNO DE 90

MINUTOS D.E 0.45 0.50 391 0.49 0.50 2.30

n 15.0 15.0 15.0 30.0 30.0 30.0
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3.6 INFLUENCIA DE LA VIA DE ADMINISTRACION EN RATONES DE DIFERENTE
EXO. '

Manteniendo la misma dosis de pentobarbital sédico preparado en una solucién de pH
= 9.5 + 0.05, se estudié la duracién del efecto farmacoldgico tanto en ratones hembras como
en ratones machos, administrando el farmaco por via S.C., I.P. e 1.M. Como se discutird en el
siguiente capitulo, el hecho de administrar en esta etapa la solucién del barbitdrico a pH de 9.5

it 0.05, obedece a las conclusiones derivadas del andlisis estadistico realizado.

De igual forma, los resultados de cada grupo de ratones han sido ordenados en la tabla
.4 para su posterior tratamiento estadistico.

22



TABLA 3.4

DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO DEL PENTOBARBITAL SODICO
ADMINISTRADO POR DIFERENTES VIAS EN RATONES HEMBRAS Y MACHOS.

HEMBRAS
DURACION DEL EFECTO
{min)
VIA DE PARAMETRO T.L T.S T.H
ADMINISTRACION
' X 2.33 1.33 21.00
INTRAPERITONEAL D.E 0.51 0.51 1.26
n 6.0 6.0 6.0
X 7.16 1.50 25.33
SUBCUTANEA D.E 1.60 0.83 3.72
n 6.0 6.0 6.0
X 3.33 2.16 25.83
INTRAMUSCULAR D.E 0.81 0.98 1.36
n 6.0 6.0 6.0
MACHOS
DURACION DEL EFECTO
(min)
VIA DE PARAMETRO T.L T.S T.H
ADMINISTRACION
X 1.83 1.50 2233
INTRAPERITONEAL D.E 0.75 0.54 3.50
n 6.0 6.0 6.0
X 6.0 3.16 26.33
SUBCUTANEA D.E 0.89 1.16 4.63
L 6.0 6.0 6.0
X 2.66 2.0 26.00
INTRAMUSCULAR D.E 0.51 0.63 3.79
D 6.0 6.0 6.0
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;’ .7 EFECTO DE LA PRESENCIA DE OTROS COMPUESTOS EN LA DURACION
DEL EFECTO DEL PEN TOBARBITAL SODICO.

3.7.1 AUTOINDUCCION METABOLICA.

{

|

Algunos firmacos como el pentobarbital pueden provocar induccién de su propio
lismo a diferentes dosis administradas en forma diaria y consecutiva. Para estudiar este
se aplicé durante seis dias consecutivos, una dosis de 55 mg/Kg de peso a ratones tanto .
bras (grupo 1) como machos (grupo 2) para observar la variacién del efecto farmacolégico.

En un tercer grupo de ratones machos (grupo 3) fue observada la recuperacién de la
wpacidad metab6lica para barbitdricos después de cuatro dias de interrumpida la
dministracién diaria del barbitirico. Los datos de los tres grupos se pueden consultar en la
la 3.5 asf como en la gréfica IT1.1.
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TABLA 3.5

EFECTO DE LA AUTOINDUCCION METABOLICA CON PENTOBARBITAL
SODICO EN DOSIS DE 55 mg/Kg EN LA DURACION DEL TIEMPO DE HIPNOSIS.

HEMBRAS
GRUPO 1
TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
DIA ‘f' D.E
1 25.9 6.0
2. = 21.3 3.4
3 17.5 2.2
4 16.6 2.1
5 17.1 3.2
6 16.6 2.9
n=10
MACHOS
TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
GRUPO 2 GRUPO 3
| DIA x D.E X D.E
1 37.0 6.58 34.7 5.33
2 30.0 5.67 31.7 5.40
3 29.0 5.90 30.8 4.56
4 29.1 8.62 27.4 5.21
5 32.4 4.62 29.4 ~ 3.01
6 26.6 9.72 . -
9 , - L 42.9 4.71
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- MACHOS —+ HEMBRAS X MACHOS CON REC. METAB.

| FICA I1l.1 EFECTO DE LA AUTOINDUCCION METABOLICA
{PENTOBARBITAL EN DOSIS DE 55 mg/Kg DE PESO EN
JURACION DEL TIEMPO DE HIPNOSIS.
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De la misma forma, se estudié el efecto de administrar durante 5 dias una dosis de
pentobarbital sédico menor que la anterior, es decir de 40 mg/Kg de peso por via I.P. a grupos
de hembras y machos. A los grupos control se les administré un volumen igual de solucion
glina fisiolégica de igual pH que la solucién de pentobarbital. El sexto dfa, la dosis de
iarbitirico fue de 55 mg/Kg de peso para todos los grupos; los resultados de este experimento
seincluyen en la tabla 3.6.

TABLA 3.6

AUTOINDUCCION METABOLICA CON PENTOBARBITAL SODICO EN DOSIS DE
40 mg/Kg DURANTE 5 DIAS Y DOSIS DE 55 mg/Kg EL SEXTO DIA.

HEMBRAS

TIEMPO DE HIPNOSIS (min)

GRUPO X D.E n
INDUCCION 12.50 2 .40 6
CONTROL 20.16 1.72 6
MACHOS

TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
GRUPO X D.E n
INDUCCION 14.50 1.04 6
CONTROL 26.66 5.16 6
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3.7.2 INDUCCION METABOLICA CON FENOBARBITAL SODICO.

3.7.2.1 PREPARACION DE LA SOLUCION DE FENOBARBITAL SODICO.

En la preparacién de este firmaco se emple6 una solucion de 0.065 g/ml de la cual se
diluyé 1 ml con 8 ml de solucién salina de pH = 6.5. La solucién final tuvo una concentracion

de 6.6 mg/ml y un pH de 8.0 + 0.05.

Soluciones de fenobarbital sédico de pH 9.0 y menores de 7.3 presentaron precipitacion
en el primer caso y en el segundo un enturbiamiento de la solucién.

3.7.2.2 PROCESO DE INDUCCION.

Para llevar a cabo la induccién con fenobarbital sédico se aplicé diariamente una dosis
de 55 mg/Kg de peso durante tres y cuatro dias consecutivos debido a que anteriormente en
este laboratorio se observé que el fenobarbital requiere menos tiempo de administracién que el
pentobarbital para provocar un aumento del metabolismo farmacol6gico. Con el empleo del
fenobarbital a las dosis empleadas sélo se observé una atenuacién en la locomocion de los
aimales. Al cuarto y quinto dia respectivamente se administré pentobarbital sédico en dosis de
55 mg/Kg de peso. En esta fase experimental se incluyeron grupos de ratones machos y
hembras con sus respectivos controles a los que se les administro solucion salina en lugar del
fenobarbital sodico. El pentobarbital sédico fue administrado el ultimo dia del ensayo. Todos
los resultados se pueden observar en la tabla 3.7.
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TABLA 3.7
DURACION DE LA HIPNOSIS CON PENTOBARBITAL SODICO DESPUES DE INDUCIR EL
METABOLISMO CON FENOBARBITAL SODICO DURANTE 3 Y 4 DIAS EN RATONES DE
AMBOS SEXOS.

HEMBRAS

TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
3 DIAS 4 DIAS
GRUPO X D.E n [ X D.E n
INDUCCION 16.16 2.13 6 I 118 1.92 5
CONTROL 26.83 3.48 6 | 21.4 1.14 5
MACHOS
TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
3 DIAS 4 DIAS

GRUPO X D.E n X D.E n
INDUCCION 13.16 2.13 6 15.8 4.08 5
CONTROL 26.16 1.83 6 26.0 5.52 5
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3.7.3 INHIBICION DEL METABOLISMO CON SKF.

3.7.3.1 PREPARACION DEL SKF.

La preparacién del SKF se hizo disolviéndolo en una solucién salina isoténica a
diferentes pH. Las soluciones obtenidas con solucién salina de pH 7.4 y 8.0 provocaron la
aparicién de un precipitado del compuesto, en tanto que al disolver el SKF con soluciones
slinas de pH 6 y 9.5 se obtuvieron soluciones de pH 6.2 # 0.05 la primera y la dltima de pH
9.5+ 0.05. Esta iltima solucién mostré una apariencia opalescente.

3.7.3.2 PROCESO DE INHIBICION Y RESULTADOS.

Igual que en los procedimientos anteriores, se trabajé con ratones hembras y machos y
grupos controles de ambos; en este caso, los animales control recibieron una inyeccién i.p. de
solucion salina previa a la administracién del pentobarbital sédico. Los animales de los grupos
de inhibicion recibieron una dosis de 6 mg/Kg de peso de SKF a pH de 6.2 = 0.05 o a pH de
9.5 + 0.05, treinta minutos antes de la administracién de una dosis de 55 mg/Kg de peso de
pentobarbital sédico. Para contrastar los resultados de cada grupo experimental se muestran los
datos en la tabla 3.8.
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TABLA 3.8
EFECTO DEL pH DE LA SOLUCION DE SKF SOBRE EL TIEMPO DE HIPNOSIS EN
RATONES HEMBRAS Y MACHOS.

HEMBRAS
TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
pH = 6.2 pH = 9.5
GRUPO X D.E n 1 X D.E n
INHIBICION 59.50 3.33 6 | 56.16 5.41 6
CONTROL T 21.16 2.42 6 | 21.33 1.86 6
MACHOS
TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
pH = 6.2 H =935
GRUPO X D.E n X D.E n
INHIBICION 76.33 6.37 6 72.8 5.07 6
CONTROL 30.0 2.19 6 35.0 3.89 6

3.7.4 INHOIBICION DEL METABOLISMO CON CCl.

3.7.4.1 PROCESO DE INHIBICION Y RESULT.ADOS.

En este caso, animales de diferente sexo fueron colocados en una atmosfera de CCls
durante 20 a 40 segundos. Para esta finalidad se colocé una torunda de algodén impregnada de
CCl¢ en un frasco de vidrio grande de boca ancha. En el frasco se colocé cada animal hasta el
momento en que éste mostrd incoordinacién de movimientos. El procedimiento se repitié
durante 4 a 5 dias consecutivos y al quinto o sexto dia respectivamente se administré
pentobarbital sédico en dosis de 55 mg/Kg de peso para medir la duracién del efecto
farmacolégico y compararlo con los grupos control. La tabla 3.9 contiene los resultados de esta
tlapa del estudio.
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TABLA 3.9

EFECTO DEL CClk EN LA DURACION DEL TIEMPO DE HIPNOSIS DURANTE4Y §
DIAS EN RATONES HEMBRAS Y MACHOS.

HEMBRAS
TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
4 DIAS § DIAS
GRUPO X D.E n X D.E n
INHIBICION 44.16 3.18 6 52.66 5.88 6
CONTROL 19.66 1.03 6 25.41 3.04 6
MACHOS
TIEMPO DE HIPNOSIS (min)
4 DIAS 5 DIAS
GRUPO _ —
X D.E n X D.E n
INHIBICION 48.33 3.01 6 68.0 13.0 6
CONTROL 29.00 2.09 6 27.0 2.0 6
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38 ENSAYOS PARA ESTUDIAR LA RELACION DOSIS-RESPUESTA CUANTAL.

3.8.1 PROCEDIMIENTO ALEATORIO EN LA ASIGNACION DE DOSIS.

3.8.1.1 PREPARACION DEL PENTOBARBITAL SODICO.

El firmaco fue preparado con solucién salina obteniendo un pH de 9.5 + 0.05 y
abajando con concentraciones de 7 y 15.75 mg/ml.

3.8.1.2 ESQUEMA DE ADMINISTRACION Y RESULTADOS.

Se formaron grupos de ratones de los dos sexos a los que se les administré el
pentobarbital sédico en una sola dosis. La asignacién de dosis a los ratones fue realizada en
forma aleatoria para cuyo propdsito se empled la tabla de nimeros aleatorios. El intervalo de
dosis empleado fue de 30 a 55 mg/Kg de peso para evaluar el efecto farmacoldgico, y de 100 a
65 mg/Kg de peso para estimar el efecto letal. La respuesta "todo o nada“ obtenida se registro
mra cada unidad experimental basdndose en el efecto hipnotico y letal dnicamente. Se
wleularon las Unidades Probit (U.P) que es un pardmetro relacionado con la probabilidad de
que se presente la respuesta "todo o nada”. Estos resultados se muestran en la tabla 3.10 y 3.11
yen el las graficas II1.2 a 1I1.5. Con los datos obtenidos se estimaron los valores de los

siguientes parametros:

DESQ : Dosis a la cual el 50 % de una poblacién presenta el efecto estudiado.

DL50 : Dosis a l1a cual el 50 % de una poblacién muere.

DESOs : Dosis a la cual el 50 % de una poblacién presenta sedacion.

DESOu: Dosis a al cual el 50 % de una poblacion presenta hipnosis.

LTsm : Indice terapéutico sedacién-muerte. Es la relacion que existe entre la DL50 y la

DESOs. Nos da una idea de la seguridad relativa del farmaco.

LThm : Indice terapéutico hipnosis-muerte. Es la relacién que existe entre laDL50y la
DESOn.

F.Sum: Factor de seguridad hipnosis-muerte. Es la relacion que existe entre la DL1 y la
DE99H. :

DLT Dosis a la cual el 1 % de una poblacién muere.

DESOw: Dosis a ia cual el 99 % de la poblacion presenta hipnosis.
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TABLA 3.10

RESPUESTA TODO O NADA PARA EL PENTOBARBITAL SODICO EN RATONES
HEMBRAS (ASIGNACION ALEATORIA).

EFECTO FARMACOLOGICO

DOSIS log No: DE ANIMALES % DE UNIDADES
mg/Kg | DOSIS | CON EFECTO / No DE ANIMALES PROBIT
ANIMALES CON EFECTO OU.p
ESTUDIADOS
30 1.47 1/8 12.5 3.82
35 1.54 . . 4/8 50.0 5.00
39 1.59 5/8 62.5 5.30
45 1.65 6/8 75.0 5.67
50 1.69 7/8 87.5 6.12
55 1.74 8/8 96.8 6.85

EFECTO LETAL

DOSIS log No. DE ANIMALES % DE UNIDADES
mg/Kg DOSIS CON EFECTO/No DE ANIMALES PROBIT
ANIMALES CON EFECTO U.p)
ESTUDIADOS

100 2.00 0/9 3.1 3.11
110 2.04 1/9 11.1 3.77
120 2.07 2/9 22.2 4.22
130 2.11 3/9 33.3 4.56
150 2.17 8/9 88.8 6.17
L__165 2.21 . 9/9 96.8 6.85
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TABLA 3.11

MACHOS (ASIGNACION ALEATORIA).

EFECTO FARMACOLOGICO

RESPUESTA TODO O NADA PARA EL PENTOBARBITAL SODICO EN RATONES

DOSIS log No. DE ANIMALES CON % DE UNIDADES
mg’Kg | DOSIS EFECTO/No. DE ANIMALES PROBITS
ANIMALES CON EFECTO u.p
ESTUDIADOS
30 1.47 2/8 25.0 4.32
35 1.54 4/8 50.0 5.00
39 1.59 5/8 62.5 5.36
45 1.65 6/8 75.0 5.67
50 1.69 8/8 96.8 6.85
55 1.74 8/8 96.8 6.85
EFECTO LETAL
DOSIS log No. DE ANIMALES CON % DE UNIDADES
mg’Kg | DOSIS EFECTO/No. DE ANIMALES PROBITS
ANIMALES CON EFECTO U.P)
- ESTUDIADOS
100 2.00 1/8 12.5 3.82
110 2.04 2/8 25.0 4.32
120 2.07 3/8 37.5 4.66
130 2.11 4/8 50.0 5.00
145 2.16 6/8 75.0 5.67
| _160 2.20 6/6 96.8 6.85
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% DE EFECTO
P e —

20 R ~" WE B W B 2 i %

0 S e b PR Fr A S AR T P SRR HEHP HH AR i PP e U e A T I A N dn B LR A
1.3 1.4 1.471.541.591.651.691.74 2.0 2.042.072.112.172.212.25

log DOSIS (mg/Kg)

~— HIPNOSIS + MUERTE

GRAFICA IIl.2 CURVA DOSIS-EFECTO PARA EL
PENTOBARBITAL SODICO ADMINISTRADO POR VIA
.. A RATONES HEMBRAS.
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u.pP

18 1.40 1.47 1.54 1.591.65 1.691.74 2.0 2.042.07 2.11 217 2.21 2.25

log DOSIS

* HIPNOSIS + MUERTE

RAFICA 111.3 DETERMINACION DE DES0O Y DL50 PARA
LPENTOBARBITAL EN RATONES HEMBRAS.
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% DE EFECTO

120

1.3 1.401.471.541.591.651.691.74 2.0 2.042.072.112.172.21 2.25
log DOSIS (mg/Kg)

- HIPNOSIS —+ MUERTE

IRAFICA 11l.4 CURVA DOSIS-EFECTO PARA EL
ENTOBARBITAL SODICO ADMINISTRADO POR VIA
' A RATONES MACHOS.
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1.301.40 1.47 1.54 1.59 1.59 1.651.69 1.74 2.0 2.072.11 2.17 2.21 2.25
log DOSIS (mg/Kg)

&- .

* HIPNOSIS + MUERTE

RAFICA 11l.5 DETERMINACION DE DES5S0 Y DL50O
ARA EL PENTOBARBITAL SODICO EN RATONES
CHOS.
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3.8.2 PROCEDIMIENTO DE LA "CULEBRA JAPONESA® EN LA ASIGNACION DE
IposIS.

3.8.2.1 PREPARACION DEL PENTOBARBITAL.

Con la finalidad de inyectar un mismo volimen de firmaco a cada unidad experimental
en las diferentes dosis del rango de 10 a 180 mg/Kg de peso, se prepararon soluciones de
pentobarbital sddico en concentraciones de 1, 2, 4, 8, 12, 16, 18 mg/ml. El pH de cada una de
gstas soluciones fue de 9.5 +, 0.05

3.8.2.2 ESQUEMA DE ADMINISTRACION Y RESULTADOS.

En este experimento se procedié a pesar a2 cada uno de los ratones utilizados y ordenar
s pesos en orden ascendente. La asignacion de las dosis se realizé como se sefiala en la tabla
32 en 1a que se muestra el orden sucesivo de dosis conforme al peso de los animales, proceso
wnocido como "culebra japonesa®. Para cada dosis estudiada se emplearon 6 ratones.



Numero de Raton
y
Peso (g)

TABLA 3.12

DOSIS (mg/Kg) DE PESO

"CULEBRA JAPONESA" PARA LA ASIGNACION DE DOSIS.

10 20 40 80 120 160 180
1 2 3 4 5 6 7
20.4 21.9 22.8 23.0 23.5 24.4 24.5
14 13 12 11 10 9 )
25.1 24.9 24.8 24.7 24.7 24.7 24.6
- .15 16 17 18 19 20 21
25.1 25 .1 25.2 25.4 25.4 25.4 25.4
28 27 26 25 24 23 22
26.1 26.1 26.0 25.8 25.8 25.8 25.7
29 30 31 32 33 34 35
26.1 26.2 26.3 26.3 26.6 o | 27.1
42 41 40 39 38 37 36
28.8 28.2 28.2 28.1 27.9 27.5 27.2
No. DE RATON 1
PESO DEL RATON— 20.4

Igual que en el procedimiento anterior, el barbitirico fue administrado por via L.P. a
dembras y machos. En este caso el efecto "todo o nada” fue registrado para la obtencidén de la
%dacién, hipnosis y muerte dentro de treinta minutos después de la inyeccion del fairmaco. Los
tlectos presentados después de este tiempo no fueron tomados en cuenta. En las tablas 3.13 y

3.14 se muestra estos resultados.
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TABLA 3.13

RESPUESTA TODO O NADA PARA EL PENTOBARBITAL SODICO EN RATONES
HEMBRAS (ASIGNACION CULEBRA JAPONESA)

SEDACION
No. DE ANIMALES CON % DE UNIDADES
DOSIS log EFECTO/No. DE ANIMALES PROBITS
(mg/Kg) | DOSIS ANIMALES CON EFECTO (U.P)
ESTUDIADOS
10 1.0 3/6 50.00 5.03
20 1.3 5/6 83.33 5.95
40 1.6 6/6 96.87 6.85
HIPNOSIS
No. DE ANIMALES CON % DE UNIDADES
bBOSIS log EFECTO/No: DE ANIMALES PROBITS
(mg/Kg) | DOSIS ANIMALES CON EFECTO (U.P)
ESTUDIADOS
40 1.60 5/6 83.33 5.95
80 1.90 6/6 96.87 6.85
120 2.08 6/6 96.87 6.85
MUERTE
No. DE ANIMALES CON % DE UNIDADES
EOSIS log EFECTO/No. DE ANIMALES PROBITS
(mg/Kg) | DOSIS ANIMALES CON EFECTO U.P)
_ ESTUDIADOS
120 2.08 4/6 66.66 5.41
160 2.20 5/6 83.33 5.95
(180 2.25 5/6 83.33 5.95
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RESPUESTA TODO O NADA PARA EL PENTOBARBITAL SODICO EN RATONES

TABLA 3.14

MACHOS (ASIGNACION CULEBRA JAPONESA).

SEDACION
No. DE ANIMALES CON % DE UNIDADES
DOSIS log | EFECTO/No. DE ANIMALES PROBITS
(mg’Kg) | DOSIS ANIMALES CON EFECTO u.p
- ESTUDIADOS
10 1.00 2/6 33.33 4.56
20 1.30 4/6 66.66 5.41
40 1.60- 6/6 96.87 6.85
HIPNOSIS
No. DE ANIMALES CON < DE UNIDADES
DOSIS log EFECTO/No. DE ANIMALES PROBITS
|mg/Kg) | DOSIS ANIMALES CON EFECTO (U.P)
ESTUDIADOS
_4 1.60 5/6 83.33 5.95
80 1.90 6/6 96.87 6.85
_120 2.08 6/6 96.87 6.85
MUERTE
—
No. DE ANIMALES CON % DE UNIDADES
DOSIS log EFECTO/No. DE ANIMALES PROBITS
(mg/Kg) | DOSIS ANIMALES CON EFECTO (U.P)
.._¥ ESTUDIADOS
120 2.08 2/6 66.66 5.41
160 2.20 4/6 83.33 5.95
1186 2.25 6/6 83.33 5.95

Las gréficas IN.6 y II1.7 representan los datos de estas tablas

‘ cuando se trabajan
Unidades Probits.
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1.30 1.60 1.90 2.08 220 225 2.30

0.80 1.00
log DOSIS (mg/Kg)

° SEDACION -+ HIPNOSIS >k MUERTE

fAFICA 111.6 EVALUACION DE LA SEGURIDAD D=l
N\TOBARBITAL EN RATONES HEMBRAS EN ASIGNACION
tDOSIS "CULEBRA JAPONESA".
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2,20 {2.25 2.0

o
10.50 0.80 1.00 1.30 1.60 1.90 2.08

log DOSIS (Img/Kg)

t
* SEDACION + HIPNOSIS * MUERTE i

MAFICA 111.7 EVALUACION DE LA SEGURIDAD DEL
INTOBARBITAL EN RATONES MACHOS EN ASIGNACION
DOSIS "CULEBRA JAPONESA".
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En la tabla 3.15 se comparan los pardmetros de seguridad del pentobarbital sédico
alculados por el método de asignacién de dosis aleatoria y por el método de asignacién de
dosis culebra jJaponesa.

TABLA 3.15

PARAMETROS DE SEGURIDAD DEL PENTOBARBITAL SODICO ADMINISTRADO
POR VIA L.P. A RATONES.

: DATO NO DISPONIBLE

® -
Y
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HEMBRAS MACHOS
ASIGNACION ASIGNACION DE ASIGNACION | ASIGNACION DE
PARAMETRO DE DOSIS DOSIS CULEBRA DE DOSIS DOSIS CULEBRA
ALEATORIA JAPONESA ALEATORIA JAPONESA
DESOs I 10.0 -— 14.12
|Lmg/Kg peso)
DESOH 37.15 38.01 34.67 38.46
(mg/Kg peso)
DL50 131.82 124.45 128.82 134.90
_(mg/Kg peso)
LTswm — 12.44 — 9.55
LTam . 3.54 3.27 3.71 3.50
F.Su-m 1.56 . 1.39 *
DESOs : DOSIS EFECTIVA CINCUENTA PARA SEDACION
DESOn: DOSIS EFECTIVA CINCUENTA PARA HIPNOSIS
DL50 : DOSIS LETAL CINCUENTA
1.Tsm : INDICE TERAPEUTICO SEDACION-MUERTE
1.Tuas: INDICE TERAPEUTICO HIPNOSIS-MUERTE
F.Su-m: FACTOR DE SEGURIDAD HIPNOSIS-MUERTE

PARAMETRO CUYO VALOR ES CALCULADO CON
IMPRECISION.




CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS.

LIMANEJO E IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES.

Los animales empleados en este estudio fueron mantenidos en condiciones tales que no
avieron influencia apreciable sobre los parametros estudiados; asimismo no se presentd ningun
decto diferente a los observados para cada sustancia administrada.

En todo momento la manipulacién de cada unidad experimental estuvo acorde a los
wiglamientos éticos de respeto a los animales (Loelu, 1984; Rowan, 1985), de forma que siempre
% procurd producir el minimo dafio posible y emplear Ia minima cantidad de ratones en cada etapa

de trabajo.

12VIAS Y TECNICAS DE ADMINISTRACION ESTUDIADAS.

Se seleccionaron 3 vias de administracion parenteral de barbitaricos de interés
fmacologico en el laboratorio. La via oral no fue estudiada debido 2 la excesiva manipulacion
qe implicaba el procedimiento de introducir un catéter a un animal tan pequefio como lo es el

faton.

Ninguna de las vias de administracion empleadas mostraron dificultad alguna en el
momento de su ejecucion.

3ESTIMACION DE LA DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO.

La relacion gradual que existe entre la dosis de un farmaco, en este caso el pentobarbital
Wico, y el efecto que produce, puede ser estudiada a través de la duracion del efecto hipnotico
Me presenta el organismo bajo estudio, teniendo en cuenta ademas, que en las relaciones
amntales el efecto producido se relaciona con la variabilidad biologica de! individuo (Esplugues,
19%2; Goodman, 1991). Una dosis de 55 mg/Kg de peso administrado por via i.p. a ratones
mchos fue la seleccionada para estimar dos diferentes acciones depresoras del pentobarbital
waliadas en funcion de la duracion de su efecto: la sedacion y la hipnosis. Esta dosis, como se
kmuestra en la tabla 3.11 (Pag. 32) resulté ser efectiva para que la totalidad de ratones

Pesentaran efecto hipnoético.

_ El criterio para la medicién del tiempo de latencia, de sedacién y de hipnosis, indicadoenla
kecion 3.4 (Pag. 22), presentd ciertas limitaciones pues en la estimacién de cada etapa de
kpresion del SNC se presentan subniveles de respuesta que tras la simple observacion del animal
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no es factible evaluarlos. Irwin (1964) propone un procedimiento general de medicion del efecto,
que para los objetivos del presente trabajo no pudo aplicarse debido a que representaba problemas
de excesiva manipulacién de los animales.

Por otro lado, todos los ratones que se incluyeron en el estudio estuvieron dentro del
rango de edad de 1%2 -~ 2 meses y de 20 a 30 gramos de peso.

Desde el momento de la administracion I.P. hasta que el farmaco llega a la circulacion
sanguinea y de ahi al cerebro para que ejerza su accion sedante, se registro un tiempo de 2 +0.37
minutos que se relaciona con el tiempo de latencia de aparicion del efecto ver tabla 3.1 (Pag. 19).
Este dato indica la rapidez de absorcion del farmaco en el peritoneo, un tejido ricamente
wscularizado, y la gran permeabilidad de 1a barrera hematoencefalica a 1a forma no ionizada del
pentobarbital.

La duracion del efecto principal, es decir del efecto hipnético, con la dosis administrada
e tuvo un valor de 19.8 + 2.93 minutos, incluye procesos farmacodinamicos y farmacocinéticos
que determinan el nivel de concentracién del pentobarbital en la biofase.

{4 INFLUENCIA DE ALGUNOS FACTORES EN LA OBTENCION DEL EFECTO
FARMACOLOGICO.

Todos los resultados que fueron presentados en el Capitulo 3 referentes a evaluar algunos
fitores sobre la duracidon del efecto farmacologico, fueron analizados estadisticamente con el
estadigrafo “t" de Student a un nivel de significancia de 0.05 (p= 0.05). El contraste de hipdtesis y
e cilculo del estadigrafo para su posterior analisis, se realizé segiin Wayne (1983) para
wmparacion de medias de poblaciones diferentes en las que se usaron los valores de las medias
uitméticas, desviaciones estandar y nimero de unidades experimentales.

4.4.1 INFLUENCIA DEL pH DE LA SOLUCION DE PENTOBARBITAL SODICO.

Un farmaco sera mejor absorbido y atravesara las barreras biologicas por difusion simple
o ja medida que esté menos ionizado. Segun la teoria de la particion y la ecuacidn de Henderson-
Hasselbach, el grado de ionizacion de un compuesto esta en funcion de su pKa y del pH del medio
e se encuentre (Goldstein, 1979); la ecuacion siguiente muestra esta relacion para acidos
débiles:
pH = pKa + log [IONIZADA]
.~ [NO IONIZADA]

La preparacion del fairmaco se hizo disolviéndolo en solucidén salina isoténica al pH
fsiclogico, sin embargo, a este valor de pH y a otros menores y cercanos al pKa del pentobarbital,
k solucion mostro precipitacion. Este problema no fue el mismo cuando las soluciones tuvieron un
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fHde 90 £ 0.05 y 95 + 0.05 y fueron éstas las que se administraron 1.P. a las unidades
gxperimentales en ayuno.

En el contraste de hipotesis de estos resultados se planted la posible existencia de
diferencias significativas en la duracion de los tiempos de latencia, sedacién e hipnosis al
aiministrar independientemente ambas soluciones de farmaco a los dos valores de pH.

Como podra observarse en la tabla 3.2 (Pag. 20), practicamente los resultados no difieren
entre si al pH de 9.0 £0.05 y 9.5 + 0.05; esta es la misma conclusién que se obtuvo cuando se
relizd el anilisis estadistico correspondiente (p=0.05), lo cual significa que para los objetivos
mrcados en el presente trabajo, el pentobarbital se absorbié en igual proporcidn a partir de
aialquiera de los dos valores de pH de la solucion preparada.

-~

44.2 INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE ALIMENTO Y AYUNO DE LOS
ANIMALES. '

Los resultados de la tabla 3.3 (Pag. 21) fueron contrastados estadisticamente para obtener
kinformacion que se muestra en la tabla 4.1.
TABLA 4.1
ANALISIS ESTADISTICO PARA DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO EN

RATONES MACHOS EN AYUNO CONTRA RATONES ALIMENTADOS ad libitum, A
DOS VALORES DE pH.

TIEMPO DEL Ad libitum vs AYUNO Ad libitum vs AYUNO
EFECTO pH =190 pH =9.5
T.L N.S p< 0.05
T.S N.S NS
T.H N.S p< 0.05
T.L: Tiempo de latencia
T.S: Tiempo de sedacion N.S = No significativo
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T.H: Tiempo de hipnosis
A pH de 9.0 + 0.05 no hay diferencias entre los animales mantenidos en ayuno y los

animales con alimento sin restriccion. Al administrar el firmaco a pH de 9.5 £ 0.05 tampoco tuvo
influencia la presencia de alimento en el tiempo de sedacion. Solamente para el tiempo de latencia
¢ hipnosis la diferencia fue altamente significativa, es decir, la presencia de alimento retrasa la
yparicion del efecto sedante en tanto que la duracion de la hipnosis también es menor. En
consecuencia, para los experimentos posteriores se determind trabajar con soluciones de

pentobarbital de pH = 9.5 + 0.05 y con los animales en ayuno.

443 INFLUENCIA DE LA VIA DE ADMINISTRACION EN RATONES DE
DIFERENTE SEXO. .

Fn la tabla 4.2 de esta pagina se indican los contrastes que fueron significativos en el
anilisis de las vias de administracion estudiadas (p = 0.05). :

TABLA 4.2

ANALISIS ESTADISTICO PARA DURACION DEL EFECTO FARMACOLOGICO DEL
PENTOBARBITAL SODICO ADMINISTRADO POR 3 VIASEN RATONES HEMBRAS

Y MACHOS.
DIFERENCIA ENTRE VIAS DE ADMINISTRACION
HEMBRAS MACHOS
TIEMPO
DEL LP.vs S.C. |LP. vs LM. [S.C. vs LM | LP. vs S.C | LP.vs IM.|S.C.vs LM
| EFECTO
T.L p< 0.05 p=0.05 p< 0.05 ps 0.05 ps 0.05 p< 0.05
T.S N.S N.S NS p< 0.05 N.S N.S
T.H p=0.05 p<0.05 N.S NS N.S NS
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De aqui puede concluirse que tanto para hembras como para machos hay marcadas
diferencias entre los tiempos de latencia ya que se puede observar que éste es mayor a medida que
dsminuye el grado de irrigacion de la zona de administracion. Véase también la tabla 3.4 (Pag.
3).

Inclusive para la administracion s.c. se observo que se forma un pequefio depdsito de la
solucion inyectada a partir del cual se va absorbiendo el farmaco con una cinética que depende
wemds de la liposolubilidad y pKa del compuesto. Lo anterior influye en que el tiempo de
duracion de la hipnosis en esta administracion sea mas prolongado que el de la inyeccién LP.

El tiempo de hipnosis, el cual comprende procesos farmacocinéticos de redistribucion,
metabolismo y eliminacidn del farmaco es el parametro que varié mas entre individuos del mismo
sexo, el cual puede contrastarse comparando los valores de las desviaciones estindar de la tabla
34 (Pag. 23). A pesar de ello, solamente hay diferencias significativas en el caso de las hembras
mando se comparan las administraciones intraperitoneal vs subcutanea, e intraperitoneal vs
inframuscular.

En la mayoria de los ensayos realizados en el presente trabajo el tiempo de hipnosis en los
ntones machos fue significativamente mayor al observado en las hembras. Esta observacion no
pudo ser confirmada en la literatura y en contraposicion existe €l dato de que la rata hembra es
mas sensible a los barbituricos presentando un mayor tiempo de hipnosis que la rata macho. ya que
eésta, la hormona testosterona estimula la actividad enzimatica (Esplugues, 1982: Litter, 1986).

{SEFECTO DE LA PRESENCIA DE OTROS COMPUESTOS EN LA DURACION DEL
EFECTO DEL PENTOBARBITAL SODICO.

4.5.1 AUTOINDUCCION METABOLICA.,

En un estudio realizado previamente en este mismo laboratorio, €l efecto de autoinducciéon
metabolica del pentobarbital se observé claramente después de la administracion diaria del farmaco
ta dosis de 75 mg/Kg de peso durante alrededor de 20 dias. La inyeccién LP. practicada
dariamente a los ratones de esos experimentos provocaba excesivo maltrato de los animales y la
formacion de un absceso en el lugar de la administracion.

Una de las alternativas de trabajo propuestas para superar el problema fue emplear dosis
mis pequefias de pentobarbital del orden de 55 y 40 mg/Kg de peso durante menos dias de
exposicion al farmaco.

' De los resultados mostrados en la tabla 3.5 (Pag. 25) y del anilisis estadistico por
tomparaciones pareadas tanto para hembras como para machos, se observa que el efecto de
bipnosis en dosis de 55 mg/Kg de peso al sexto dia de administracion es marcadamente menor que
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¢ del primer dia del estudio (p =0.05). No obstante esta capacidad metabolica aumentada, el
proceso se recupera después de interrumpida la administracion del farmaco (Esplugues, 1982)
como se demuestra para el grupo 3 de ratones machos de la tabla 3.5 (Pag. 25) y graficaIll.1

Pig. 26).

Aplicando una dosis de pentobarbital adn mas pequefia, también se provocod un claro
pioceso de autoinduccion. Los datos de la tabla 3.6 (Pag. 27) fueron analizados (p = 0.05) contra
un grupo control para el cual el tiempo de hipnosis es mayor en casi un 40 % al del grupo de
induccion.

4.5.2 INDUCCION METABOLICA CON FENOBARBITAL SODICO.

Ya que el fenobarbital es un inductor metabdlico mas potente que el propio pentobarbital
tn el experimento disefiado en esta seccién se vié claramente 1a reduccion del tiempo de hipnosis
¢n3 0 4 dias de su administracion en ambos sexos (p= 0.05), como se demuestra en la tabla 3.7

(Pig. 29).

4.5.3 INHIBICION DEL METABOLISMO CON SKF.

Cuando se administro el compuesto SKF para comprobar el efecto de inhibicidn
'mtabolica contra grupos control de ambos sexos. también se pudo constatar que hay marcadas
diferencias estadisticas (p = 0.05) entre el tiempo de hipnosis del grupo control y el del grupo de
rhibicidn (ver tabla 3.8 de la Pagina 31).

Respecto al pH de las soluciones de proadifeno que se administraron, s¢ concluyé que no
eistieron diferencias estadisticas entre los tiempos de hipnosis registrados con el empleo de cada
vilor de pH, sin embargo por facilidad técnica se propone la preparacion de este compuesto a un
pde 6.2 + 0.05.

4.5.4 INHIBICION DEL METABOLISMO CON CCh.

Se comprobod indirectamente el efecto de la hepatoxicidad del CCls sobre la duracion de
hipnosis producida por el pentobarbital. Como pudo observarse en la tabla 3.9 (Pag. 32), existe
| significativa prolongacion del efecto en los grupos de inhibicion al compararlos con sus
lespectivos controles y al contrastar las hipotesis experimentales (p = 0.05).

Los estudios anteriores de autoinduccién, induccidn e inhibicion del metabolismo de los
baubitiricos en forma general fueron demostrados para ambos sexos, sin embargo, la apreciacién
& estos efectos se observé con menores variaciones en ratones hembras.
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{6ENSAYOS PARA ESTUDIAR LA RELACION DOSIS-RESPUESTA CUANTAL.

La sensibilidad de los animales y del hombre a los farmacos es extremadamente variable.
| Bisten diferencias de susceptibilidad de una especie a otra, dentro de una misma especie y aun en
| dmismo individuo . Dentro de una misma especie, se encuentra diferencias de susceptibilidad que
:rtsu mayor parte son continuas y siguen una distribucion normal del tipo gaussiano las cuales
9

esultan de factores hereditario poligénicos, del estado del fenotipo, asi como del medio ambiente
| el que se encuentra el organismo (Wepierre, 1988).

En el presente estudio se evalud la seguridad del pentobarbital sédico, mediante la
feterminacion de los parametros dosis efectiva cincuenta (DESO0), dosis letal cincuenta (DL50),
| indice terapéutico (1.T.) y factor de seguridad (F.S.).

Las DESO y la DL50 como ya es sabido, son empleadas para expresar la cantidad minima
%Inecesaﬁa de un farmaco para provocar un efecto ya sea farmacolégico o letal respectivamente en

#50% de una poblacion.

Existen diversos métodos para determinar el valor de estos parametros y sus limites de
wifiabilidad, entre ellos se pueden mencionar el de analisis de PROBIT de Gaddum-Bliss-Tinney

yelgrafico de Litchfield y Wilcoxon.

4.6.1 ESQUEMAS DE ASIGNACION DE DOSIS ALEATORIO Y "CULEBRA
|JAPONESA".

Mediante estos dos procedimientos se asigné una dosis a cada unidad experimental para
orar la variacion biologica "todo o nada". Ambos procedimientos fueron completamente al azar
-:ulidando que los factores debidos al sexo, a la edad, al peso, etc., de los animales no constituyeran
‘|ina fuente de error significativa en los resultados obtenidos.

oS

Con el primer procedimiento aleatorio. el numero de ratones por grupo o por dosis vario
tgeneral de 8 a 9 lo que en total representé el empleo de 102 hembras y 94 machos. En este caso
I estudiaron exclusivamente el efecto cuantal para la hipnosis y la letalidad provocada por el
{kntobarbital sodico en 12 niveles de dosis para 12 grupos de animales.

El problema de emplear un nimero muy elevado de animales fue superado al recurrir al
{ocedimiento de la "culebra japonesa” en la cual solamente se formaron 7 grupos de ratones para
Tniveles de dosis. De esta forma se estimaron los efectos sedante, hipnotico y letal con el empleo
q* 42 hembras y 42 machos en total, es decir, menos del 50% de los animales estudiados con el

fiocedimiento anterior.
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4.6.2 RESULTADOS DE LA RELACION DOSIS-RESPUESTA CUANTAL.

Comparando los valores de los parametros en la evaluacién de la seguridad del
patobarbital (ver tabla 3.15 de la pagina 46), se observa que no existen diferencias apreciables
dentro de un mismo sexo al aplicar la dosis en forma aleatoria o en la "culebra japonesa”. Las
pequeias variaciones que existen entre los valores se deben precisamente a variabilidad biologica
¢ los individuos estudiados.

El valor de la DL50 por via I.P. en ratones determinado en este trabajo, no difiere de 130
mgKg de peso, que es el dato reportado en la bibliografia. Segin Loomis (1978) y Clarke (1975),
para las vias intravenosa, intramuscular, subcutinea y oral el valor respectivo de la DL50 es de 80,
124, 130 y 280 mg/Kg de peso.

De igual manera se puede comentar que aun para ambos sexos, estos parametros no varian
mforma determinante a excepcion de la DESOs y del 1.Ts-m, parametros que estan mas influidos
wr la apreciacién visual del experimentador al valorar la sedacion, como la primer etapa de la
depresion del SNC.,

Una de las desventajas que presentan el procedimiento de asignacién de dosis "culebra
aponesa" se atribuye a la menor precision del calculo del factor de seguridad (F.S) en
wmparacion al que se obtuvo en la asignacion aleatona, posiblemente debido al ajuste de la recta
wando se grafica el logaritmo de la dosis versus Unidades Probits.

Los datos de las tablas 3.10 (Pag. 34) y 3.11 (Pag. 35) fueron posteriormente analizados
wnel método de Litchfield y Wilcoxon (1949) para establecer las DE5S0 y DL50 con sus limites
& confianza al 95%. Este procedimiento fue realizado empleando PROBITS y estimaciones
stadisticas de Chi?, parametro que se basa en comparacion de desviacion estandar. Para todos los
tlulos realizados, los cuales se resumen en la tabla 4.3 (Pag. 55), se encontré que no hay
beterogeneidad de los datos por lo que el ajuste de los mismos fue el adecuado.

54



VALORES DE DES0 'Y DL50 CON LIMITES DE CONFIANZA AL 95% CALCULADOS

TABLA 4.3

POR EL METODO DE LITCHFIELD Y WILCOXON.

HEMBRAS MACHOS

DESOH-M

(mg/Kg) 36.98 35.31
LIMITE DE CONFIANZA 32.52-42.09 31.45-39.66

‘AL 95%

DLS0

(mg/Kg) 132.43 123.59
LIMITE DE CONFIANZA 121.94-143.82 113.59-134.50

AL 95%

Los resuliados de ia DESO H-M con sus limites de confianza no difieren en relacioén al
20, caso contrario al que se presenta para la DL5O y su intervalo de confianza en el que las
hembras mueren a dosis'mas elevadas que 1os machos

Finalmente, durante la realizacién de estos experimentos se presentaron casos aislados en
laque en ocasiones tuvo que aumentarse a 320 y 350 mg/Kg de peso la dosis del pentobarbital
para lograr 100% de mortalidad; esto conduce a plantear la hipdtesis de que entre otros factores,
eusten individuos demasiado tolerantes a dosis muy elevadas en comparacion al promedio de la
peblacion en general.



CAPITULO 5§
CONCLUSIONES.

|. No se presentaron diferencias significativas (p = 0.05) en la duracién del efecto farmacologico
d administrar el barbiturico en solucion de pH = 9.0 £ 0.05 0 de 9.5 + 0.05.

‘ 2 La presencia de alimento retrasa la aparicion de los efectos depresores del pentobarbital con
mas influencia cuando el fairmaco se administra a pH de 9.5 + 0.05 de tal forma que para fines
pricticos, se propone la administracion I.P. a este pH y con los animales en ayuno.

3. Factor determinante para la apariciéon del efecto farmacolégico es la via de administracion: la
sdministracién subcutinea presentd mayor tiempo de latencia en tanto que la via
intraperitoneal ofrece mas rapidez de absorcion del farmaco. En relacién al sexo de los
animales se observo mayor duracién de la hipnosis en machos que en hembras.

{. Se observo due la preparacion del fenobarbital sédico a pH de 8 fue la mas adecuada para
evitar la precipitaciéon del compuesto.

5. Anivel metabolico el pentobarbital y el fenobarbital demostraron su capacidad inductora en los
procesos microsomales, los cuales fueron evaluados indirectamente por la duracion disminuida
de] efecto hipndtico ensayando dosis diferentes durante 3 a S dias de exposicion. Existe
recuperacion metabolica al suspender la exposicion repetida a los barbituricos.

6. Los experimentos de induccion metabolica fueron mejor estudiados en ratones hembras que en
ratones machos.

1. Preparando el SKF a pH de 6.2 £ 0.05 y de 9.5 + 0.05 no se presentd diferencia estadistica en
¢l efecto inhibitorio del metabolismo en ambos sexos, sin embargo se prefiere prepararlo a pH
de 6.2 + 0.05 porque en este caso no hay opalescencia de la solucién.

L El tetracloruro de carbono indujo dafio hepatico en los ratones y de esta manera el efecto
hipnético del pentobarbital se vid aumentado en ambos sexos (p = 0.05).

). Con el método de la “"culebra japonesa” se reduce el nimero de animales empleados para las
demostraciones dosis-respuesta cuantal.

0. Los limites de confianza al 95 % de la DESOn para el pentobarbital por via i.p. fue de 32.52 a
42.09 mg/Kg de peso para hembras y de 31.45 a 39.66 mg/Kg de peso para machos. En
general los ratones machos mostraron mas sensibilidad al pentobarbital.



IL. Se obtuvieron valores de los limites de confianza al 95 % de ta DL50 para el pentobarbital por
viai.p. de 121.94 a 143.82 mg/Kg de peso para hembras y de 113.59 2 134.50 mg/Kg de peso
para machos, los cuales concordaron con la bibliografia. Estos resultados muestran que las
hembras requieren dosis mas elevadas del farmaco para presentar efectos letales.

1L Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo serviran de apoyo para el mejoramiento
de las sesiones practicas del laboratorio de Farmacologia.
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