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Introduccién

Resumen

La cirugia estereotaxica nos permitié localizar estructuras especificas del cerebro, por ser una
técnica muy precisa. Para llevar a cabo la cirugia es necesario contar con un anestésico ade-
cuado, esto para localizar la estructura del cerebro que se desea trabajar y que permita que el
animal se recupere sin complicaciones. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
administracion de pentobarbital mezclado con propofol por via intraperitoneal, para realizar
la cirugia estereotaxica en ratas adultas. Se utilizaron 25 ratas macho Wistar y se probaron
tres dosis de pentobarbital (33, 40 y 43 mg/kg) a diferentes concentraciones (63 y 65 mg/mL),
las cuales se mezclaron con propofol a una dosis de 40 mg/300 g (10 mg/mL), administrada
via intraperitoneal. Los resultados mostraron que con una dosis de 43 mg/kg (63 y 65 mg/mL)
se obtuvo un mejor y rapido efecto para llegar a la anestesia profunda. La combinacién de
pentobarbital con propofol administrada via intraperitoneal es una alternativa en el uso de
anestésicos para una cirugia estereotaxica, con buen margen de seguridad y en la cual hay
una recuperacion rapida, evitando dafios a nivel sistémico.

Abstract

Stereotactic surgery allows locating specific brain nuclei as it is a high precision technique. To
perform on the surgery, it is required a suitable anesthetized brain to locate the area that is
desired to work on and to allow the lab animal to recover without complications. The aim of
this study was to evaluate the effect of pentobarbital and propofol intraperitoneally for general
anesthesia before stereotactic surgery in adult rats. Were used Wistar male rats submitted to
three different doses of pentobarbital (33, 40 and 43 mg/kg) at different concentrations (63
and 65 mg/mL) which were combined with propofol at 40 mg/300g (10 mg/mL) adminis-
tered intraperitoneally. Results demonstrated that at a dose of 43 mg/kg (63 and 65 mg/mL)
obtained a better and faster anesthetic effect. The combination of pentobarbital and propofol
intraperitoneally is an effective alternative as an anesthetic procedure for stereotactic surgery,
with good safety margin as well as with a prompt recovery. No systemic damage was produced.

turas en el cerebro,*? tanto en ratas adultas como en
neonatas.® Sin embargo, para la realizacion de este

La cirugia estereotéxica permite localizar de manera
muy precisa cualquier estructura del cerebro, mante-
niendo fija la cabeza del sujeto totalmente anestesia-
do, lo cual facilita situar un punto en particular en el
espacio a partir de tres ejes; para el caso del cerebro,
cada eje corresponde respectivamente a la dimension
medial-lateral, ventral-dorsal y anterior-posterior.! La
ventaja de utilizar este tipo de cirugia se debe a su
precision y exactitud para localizar diferentes estruc-

tipo de cirugia, asi como para la localizacién correcta
de una estructura del cerebro que se requiere ubicar,
es necesario contar con una adecuada combinacion de
anestésicos que permitan llegar al efecto de anestesia
profunda, en donde la falta de reflejos de respuesta
a estimulos dolorosos sea nula (Figura 1A), de modo
gue se obtenga el tiempo necesario para poder situar
la estructura deseada e inyectar diferentes sustancias
gue pueden ser desde neurotoxinas hasta diferentes
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Figura 1. A. Una vez que se administro el pentobarbi-
tal/propofol, antes y durante la cirugia estereotaxica, se
determiné el umbral del nociceptor, es decir, se aplico
una fuerza minima en la cola de la rata para generar un
estimulo que indujo al nociceptor y que éste generara
un impulso nervioso mediante el movimiento de la cola,
esto nos indico la ausencia de dolor en presencia de tal
estimulo. B. Se muestran las diferentes etapas que se
consideraron para llegar a la anestesia profunda hasta la

Administracion
por la via I.P.
de

recuperacion total.

Recuperacion

Pentobarbital
+

Propofol

Sedacion

Hipnosis  Anestesia
profunda

N

—

total

Hipnosis  Sedacion

_J

péptidos o proteinas,* lo que posteriormente permita la
recuperacién del animal sin complicaciones ni dafios
sistémicos. En el sentido mas amplio, la anestesia
puede definirse como una depresién global pero re-
versible de las funciones del sistema nervioso central,®
gque se caracteriza por la ausencia de la percepcion
dolorosa y la respuesta motora a los estimulos ex-
ternos.® La ausencia de estos parametros se ve re-
flejada en diferentes etapas, tales como la sedacion
(decremento en la capacidad de respuesta a un nivel
de estimulacion constante; el individuo es indiferente
alo que sucede a su alrededor y no siente los dolores
de poca intensidad), la hipnosis (estado de suefio
profundo con pérdida parcial de la conciencia; no apto
para la cirugia), la anestesia (estado de inconsciencia
e insensibilidad reversible, obtenido por intoxicacion
del sistema nervioso central, sin alterar las funciones
vitales) y como el efecto es reversible se presentan
también hipnosis y sedacion’ hasta la recuperacion
total (disminucion del plano anestésico) (Figura1B), el
cual se manifiesta mediante la excitacién y la actividad
motora.? El pentobarbital y el propofol son dos de los
anestésicos mas utilizados en la practica clinica de la
medicina veterinaria. Para el caso del pentobarbital,
la duracién de la anestesia quirdrgica varia amplia-
mente, se considera que el efecto promedio tiene
una duracion de 30 min, la recuperacién completa
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ocurre en un lapso de seis a 18 h;® mientras que el
propofol es de duracién media o larga!®!* a una dosis
de induccién que dura de cuatro a siete min El efecto,
tanto del pentobarbital como del propofol, se debe a la
union de componentes moleculares al receptor GABA
(acido gamma aminobutirico), presente en diferentes
estructuras como la corteza, el caudado-putamenyy el
ndcleo caudado del sistema nervioso central. Como
el propofol y el pentobarbital son moduladores de la
transmision gabaérgica, se ha demostrado que estos
receptores pueden ejercer sus efectos farmacologicos
como anestésico general mediante la mejoria de la fun-
cion del canal de cloro;” para el caso del pentobarbital
aumenta la duracién de la apertura de los canales de
cloro controlados por GABA??, inhibiendo las acciones
de los neurotransmisores excitadores y ejerciendo
efectos no sinapticos en la membrana. El propofol
potencia la inhibicién al modificar el canal de cloro,
de manera que estos canales permanecen abiertos
mas tiempo tras la unién de GABA liberado de forma
endogena.? Debido a su mecanismo de accién, Chen
y colaboradores demostraron que la activacién de los
receptores GABA, inducida con propofol es potencia-
da 5.6 veces mas que el mismo GABA; sin embargo,
mezclando propofol con pentobarbital, la activacion
del receptor GABA es potenciada 6.1 veces mas,
mejorando la transmisién gabaérgica.'® En este trabajo
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se propuso la utilizacion de una nueva combinacion
de anestésicos como el pentobarbital y el propofol,
mediante la administracion por via intraperitoneal para
la cirugia estereotaxica en ratas adultas.

Material y métodos

Animales de experimentacion

Se utilizé un total de 25 ratas macho de la cepa Wis-
tar, de 300-330 gramos, las cuales fueron alojadas
en el Bioterio del Instituto Nacional de Rehabilita-
cion, en cajas individuales, con agua y alimento ad
libitum, y mantenidas con un ciclo de luz-oscuridad
de 12:12 h. El manejo y cuidado de los animales
se realiz6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-ZO0-1999 de especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio.

Administracion de farmacos

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a cinco
grupos (n =5). Se utilizaron tres dosis de pentobarbital
(33, 40 y 43 mg/kg) a dos diferentes concentraciones
(63 y 65 mg/mL), mezcladas con propofol a una dosis
de 40 mg/300 g (10 mg/mL), éstas se administraron
por via intraperitoneal (Cuadro ). Después de la
administracion de los farmacos, se consideraron los
siguientes parametros: sedacion, hipnosis y anestesia
profunda, este ltimo cuando el animal presento falta
de reflejos de respuesta a estimulos dolorosos (Figura
1A) y, posteriormente, la hipnosis, la sedacién y la
recuperacion total.

Cuadro |. Combinacion de pentobarbital y

propofol a diferentes dosis y concentracion.

Pentobarbital Propofol

Dosis  Concentracion Dosis Concentracion

mg/kg mg/mL mg/300g mg/mL
33 63 40 10
40
63
43
40 10
40 .
43

Cirugia estereotéaxica

Una vez que el animal mostré signos de hipnosis, se
rasuré el area craneal y se mont6 la cabeza del animal
en el marco estereotaxico, utilizando barras auditivas.
Unavez fijada la cabeza, se limpi6 el area con solucion
de yodo al 2%; ya con el area aséptica, se realizd
una incision de aproximadamente 15 mm de largo,
permitiendo que quedaran visibles las suturas 6seas
identificadas como bregmay lambda (segun el atlas de
Paxinos y Watson ).! Una vez localizadas las suturas,
fue removido el periostio raspando el tejido con una
hoja del bisturi; con ayuda de las pinzas hemostéticas
se sujetaron los bordes de la piel y el periostio, lo que
permitié una mejor exposicion de las suturas. A pesar
de que larata se encontraba en anestesia profunda, se
le administré subcutaneamente, en el borde del &rea de
la incision, 10 Ul de lidocaina (Laboratorios Unipharm)
para asegurar que el animal no presentara algun reflejo
de dolor. Se consideré la unién bregma como punto
de referencia a la posicién anteroposterior (AP) y la-
teral (L) que, en nuestro caso, para la sustancia negra
compacta fue de AP =+5.5, L =-2.2 (segun el atlas de
Paxinos y Watson),! con una profundidad de P =-7.0
a partir de la dura madre. Una vez que fueron obteni-
das las coordenadas, se realizaron las perforaciones
a nivel de hueso parietal para situar la canula guia;
éstas fueron hechas gradualmente con ayuda de un
mototool, levantdndolo constantemente, cerciordndose
de que no fuera perforada la dura madre, ya que esta
fue necesaria para tomar la lectura de profundidad. Se
hizo descender la torre hasta que la canula guia tocé
ligeramente la superficie de la duramadre y se tomo
la lectura. Posteriormente, se rompi6 la duramadre y
se hizo descender nuevamente, con cuidado, la torre
gue contenia a la canula guia. Una vez que se llegé a
la coordenada indicada, se inyectaron 2 uL de azul de
metileno (50 pg/uL) (Sigma-Aldrich) a través de la canu-
la guia de una microjeringa Hamilton de 10 uL, se fue-
ron depositando lentamente 0.5 pL, de uno a dos min
entre cada inyeccion, para asegurar que los 2 ulL fueran
inyectados en su totalidad. Una vez que se terminé de
inyectar el azul de metileno, se retiré lentamente la ca-
nula guia, se procedi6 a la administraciéon de 72,000 U
de antibiético benzatina/bencilpenicilina (Laboratorios
Quimica SON’S) via intramuscular y, solucién salina
isoténica via intraperitoneal (Fresenius Kabi México)
para la recuperacion de liquidos; se suturd la incision
mediante dos o tres puntos con hilo de sutura quirdr-
gica trenzada, con aguja 3-0 (Ethicon). Se verificaron
las coordenadas un dia después, sacrificando a las
ratas por sobredosis de pentobarbital. Los cerebros
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fueron retirados y fijados en paraformaldehido al 4%
en PBS (pH = 7.4), por 24 h a 4 °C. Posteriormente,
los cerebros se incluyeron en parafina y se cortaron a
10 um en un micrétomo (Leica RM 2125RT), tomando
un area de la zona anterior, aproximadamente entre
-4.30 a -6.3 mm a partir del bregma.

Cuidados postoperatorios

Una vez que se termind la cirugia, las ratas se man-
tuvieron a una temperatura constante de 37 °C a
través de un colchén térmico (BE-220, Besmed). Cabe
mencionar que también se contd con una unidad de
oxigeno grado médico, debido a las complicaciones
postoperatorias que presenté el 40% del grupo de
ratas, como fue la obstruccion de las vias aéreas y la
hipoventilacion propias de la administracion del pen-
tobarbital con propofol. Durante la recuperacion, los
animales mostraron los mismos signos que durante la
induccidn de la anestesia profunda, sélo que en orden
inverso; entre estos signos destacaron los temblores,
los movimientos motores involuntarios, los movi-
mientos de resistencia y un aumento de movimientos
respiratorios seguidos por la recuperacion del reflejo
de erguirse y, finalmente, la habilidad de mantenerse
en pie con titubeos; esto Ultimo lo consideramos como
la recuperacion total.

Analisis estadistico

El promedio = el error estandar fue calculado para
el tiempo de latencia de cada efecto. Se determino
la distribucion de las variables cuantitativas con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov y, para comparar las
medias en cada efecto, se aplicé la prueba de U de
Mann Whitney. El valor de p que se consideré como
estadisticamente significativo fue < 0.05, con un inter-
valo de confianza del 95%. Se utilizaron los programas
estadisticos Graph Pad Prism v5 y SPSS v19.

Resultados

Se busco una dosis adecuada de pentobarbital mezcla-
do con propofol para ser administrada a una sola dosis
por via intraperitoneal, para poder realizar la cirugia
estereotaxica. En el caso de 33 mg/kg (63 mg/mL) de
pentobarbital mezclado con propofol, solo se presentd
el efecto de sedacion (dato no presentado). Cuando
fue administrada una dosis de 40 mg/kg de pentobar-
bital mezclado con propofol (Figura 2A), el tiempo de
latencia para la sedacioén fue de 18.38 +2.095 min, y
de 1.25 #+ 0.163 min para una concentracion de 63 y
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65 mg/mL, respectivamente, en donde se encontré una
diferencia significativa a 65 mg/mL. El primer efecto
de hipnosis a la concentracion de 63 mg/mL se pre-
sento a los 17.88 =+ 0.742 min, mientras que para la
concentracion de 65 mg/mL fue de 2.62 + 0.183 min,
con diferencia significativa. El tiempo de latencia para
la anestesia profunda a 63 mg/mL fue menor, presen-
tandose a los 7.37 & 0.263 min; mientras tanto, para
la concentracion de 65 mg/mL se observé un aumento
en el tiempo de latencia de 21.25 + 1.709 min, con
diferencia significativa entre ambos grupos; después
de la administracion, para el caso del segundo efecto
de hipnosis, se present6 a los 34.50 + 1.035 y a los
53.13 + 1.274 min, después de la anestesia profunda
a 63y 65 mg/mL, respectivamente, observandose una
diferencia significativa en esta Gltima concentracion.
Cuando se administré una dosis de 43 mg/kg de
pentobarbital a una concentracion de 63 y 65 mg/
mL mezclado con propofol (Figura 2B), el tiempo de
latencia para la sedacion en ambos casos fue de 2.50
=+ 0.267 min, sin encontrarse cambios significativos en
ambos grupos. En el caso del tiempo de latencia de
la primera hipnosis, se present6 a los 4.50 + 0.380 y
4.00 £ 0.267 min, a una concentracion de 63y 65 mg/
mL, respectivamente; sin encontrarse diferencia signi-
ficativa entre ambos grupos. El tiempo de latencia a la
anestesia profunda para 63 y 65 mg/mL fue de 10.88
+ 1.941y 6.25 # 0.250 min, respectivamente, por lo
gue se presentd una disminucion significativa a una
concentracion de 65 mg/mL. Finalmente, el tiempo de
latencia para la segunda hipnosis a una concentracion
de 63 y 65 mg/mL fue de 52.00 = 6.676 y 44.38 +
1.117 min, respectivamente; sin encontrarse diferencia
significativa entre ambos grupos. Estos resultados
nos mostraron que cuando se incremento la dosis de
pentobarbital a 43 mg/kg, a una concentracién de 65
mg/mL, se obtuvo un mejor efecto al llegar a la anes-
tesia profunda (Figura 2B) y, por lo tanto, el tiempo
de recuperacion fue menor respecto a la dosis de 40
mg/kg (Figura 2A).

Discusion

Al ser administrada una dosis de 33 mg/kg de pentobar-
bital (63 mg/mL) combinada con propofol (40 mg/300
g), el grupo de ratas soOlo presentd incoordinacion
motora o sedacion (dato no presentado). Esto estaria
indicando que la dosis administrada no fue suficiente
para actuar a nivel sistémico, aun siendo combinada
con propofol, por lo que no se logré deprimir la respi-
racion y la frecuencia cardiaca, lo cual se refleja con
la ausencia de la hipnosis y anestesia. Sin embargo,
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cuando se administré el pentobarbital a una dosis de
43 mg/kg (63 y 65 mg/mL) combinado con propofol (via
intraperitoneal), el tiempo que transcurrié para llegar
al estado de hipnosis y anestesia profunda fue de 10
y 6 min, respectivamente. Estos datos estan indicando
gue el tiempo para realizar la cirugia estereotaxica es
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Figura 2 Ay B. Efecto de la administraciéon de pento-
barbital con propofol. Se muestra el efecto de la admi-
nistracion de pentobarbital a una dosis A) 40 mg/kg y
B) 43 mg/kg, combinado con propofol a una dosis de
40 mg/300 g (n = 5/dosis y concentracion de pento-
barbital). Se muestra el tiempo de latencia para cada
efecto hasta llegar al estado de anestesia profunda, asi
como su posterior recuperacion a partir de la segunda
hipnosis. Se realizé una prueba de U de Mann Whitney
(*p <0.05).

de aproximadamente 40 min, tiempo suficiente para
localizar alguna estructura del cerebro, o bien, realizar
el depdsito de células o diferentes sustancias que se
requieran utilizar a través de la cirugia estereotéaxica.'
Eltiempo que tardo en llegar a la hipnosis (tiempo que
consideramos de recuperacion postanestésica) fue de
52y 44 min, respectivamente. Se ha reportado que el
pentobarbital a nivel sistémico deprime moderadamen-
te la respiracion, la frecuencia cardiaca y la presion
sanguinea (disminuyéndola durante 40-60 s) después
de su administracion,®'>1® ademas de que la via de
administracion del pentobarbital se ha reportado tanto
por via intravenosa como por via intraperitoneal, para
el caso de los roedores. Por otra parte, el propofol es
considerado como un sedante hipnético no barbiturico,
éste produce una rapida hipnosis con minima excita-
cion, ademas disminuye la presion arterial sistémica
en un 30%, debido a la vasodilatacién periférica méas
que por la accién del gasto cardiaco.!” Se ha descrito
que el propofol sélo puede ser administrado por via
intravenosa en especies como el perro, gato, cerdo,
conejo, primate, oveja® y humano, mas no en roedo-
res; sin embargo, nosotros utilizamos la combinacion
de pentobarbital con propofol y éste fue administrado
via intraperitoneal. El primer efecto se presento a los
60 s después de la administracion de los farmacos;
los animales presentaron una rapida sedacion con un
minimo de excitacion, lo cual coincide con lo reportado
por la literatura cuando se administra el propofol, esto
indicaria que la combinacién de pentobarbital mez-
clado con propofol tiene como ventajas que su accion
sobre el sistema nervioso central es muy rapida, ya
que la induccién de la anestesia es rapida y buena,
asi como la recuperacion. Podemos decir que esta
mezcla de farmacos cumplié con todas las funciones
de un buen anestésico, ya que demostramos que
es un buen depresor del sistema nervioso central,
generando buena analgesia y relajacién muscular.
Al ser administrados por via intraperitoneal no se
causo dafio a nivel sistémico, esto lo constatamos en
el transcurso del procedimiento quirdrgico y postqui-
rdrgico, ya que los animales estuvieron en constante
observacion clinica, considerando su frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria, coloracion de la
piel y mucosas, las cuales fueron constantes y sin
complicacion, aun cuando algunos animales fueron
asistidos con oxigeno grado médico. En comparacion
con la mezcla de xilacina/ketamina que actiia a nivel de
los receptores adrenérgicos a-2 del sistema nervioso
central,’ la analgesia que producen éstos tiene una
duracién de 15-30 min, produce hiperglicemia y una
marcada diuresis;!® se pueden presentar convulsiones
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y se induce un aumento significativo en la presion del
flujo sanguineo,® ademas la manipulacién del animal,
previa a la administracion de la xilazina/ketamina, es
importante porque pudiera no obtenerse una optima
sedacion, a causa del estrés, el miedo, la excitacion
o el dolor en el animal.*®

Conclusion

La combinacion de pentobarbital con propofol admi-
nistrada por via intraperitoneal en ratas adultas es una
alternativa como anestésico en cirugia estereotaxica, o
bien, en otro tipo de cirugias en la cuales se requiera
de una anestesia profunda por corto tiempo, de facil
aplicacion, con un buen margen de seguridad, una
recuperacion rapida, sin alteracién en la integridad
respiratoria ni cardiovascular de manera importante y
con ausencia de efectos colaterales adversos.
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