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Por muchos triunfos que consiga la mente,

Por muchos dones que enriquezca la humanidad,
No habra en el transcurso de los siglos

Una hora mas dulce que aquella,

En que la esperanza, la duda y el temor
Contemplaron, en medio de profundo silencio,

A un cerebro audaz decretar

Con voluntad casi divina

La muerte del dolor.

Weir Mitchell. 1896.
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1. Resumen

Se determino la concentracion alveolar minima (CAM) de isoflurano asi como el efecto de
la morfina y la dexmedetomidina en ratas tratadas cronicamente con WIN 5.212-2.

La CAM del isoflurano se midié en 72 ratas Wistar machos por medio del muestreo de gas
alveolar al momento del pinzamiento de la cola en las siguientes condiciones: un grupo
control en donde solo se calculd la concentracion alveolar minima de isoflurano (CAMiso)
sin el efecto de ninglin tratamiento, en el grupo CAMiso+ven se administrd una solucion
vehiculo por 21 dias, en el grupo CAMiso+winss se administro WIN 55,212-2 durante 21 dias,
8 dias de suspendido el tratamiento (CAMiso+wingp) y treinta minutos después de administrar
un antagonista cannabinoide (CAMiso+winss+aNT) €n ratas tratadas por 21 dias con WIN
55,212-2. También se determind la CAM del isoflurano después de administrar morfina
(CAMiso+mor) y dexmedetomidina (CAMiso+pex) en ratas sin tratamiento asi como tratadas
por 21 dias con WIN 55,212-2 (CAMiso+winss+Mor Y CAMIso+WIN55+DEX).

La CAMiso fue de 1.32% + 0.06. Al compararse con el grupo CAMiso+vEn o se observaron
diferencias estadisticamente significativas. En el grupo CAMiso+winss la CAM se incrementd
a 1.69% = 0.09 (>28%). Después de 8 dias sin tratamiento, la CAM no disminuye
significativamente (1.67% + 0.07). Se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos CAMiso+winss+ant Y CAMiso+winss (p = 0.0173). En el grupo CAMiso+mor
se observo una disminucion de la CAM de 1.32% =+ 0.06 a 0.97 + 0.02 (<26%) y el grupo
CAMiso+winss+Mor mostrd una disminucion de 1.69% + 0.09 a 1.55% + 0.08 (<8%). El grupo
CAMiso+pex mostro una disminucion de la CAM de 1.32% + 0.06 a 0.68 £ 0.10 (<48%) y en
el grupo CAMiso+winss+pex disminuyé de 1.69% =+ 0.09 a 0.67%=+ 0.08 (<60%).

En conclusion, la administracion repetida de WIN 55,212-2 incrementa la CAM;iso en ratas;
este efecto no disminuye después de 8 dias de interrumpido el tratamiento, el antagonismo
modifica parcialmente la CAM. El efecto de la morfina sobre la CAM de isoflurano es menor
en ratas tratadas durante 21 dias con WIN 55,212-2. La dexmedetomidina incrementa el
efecto sobre la CAM de isoflurano en ratas tratadas cronicamente con el cannabinoide

sintético WIN 55,212-2.



2. Abstract

The isoflurane minimum alveolar concentration (MAC) and the effect of morphine and
dexmedetomidine were measured in rats chronically treated with WIN 55,212-2.

The isoflurane MACiso was determined in 72 male rats from the end expiratory samples at
time of tail clamping under the following conditions: MACiso group, rats treated 21 days
with vehicle (MACiso+ven), rats treated for 21 days with WIN 55,212-2 (MACiso+winss), 8
days after stopping treatment (MACiso+winsp), and 30 minutes after administering antagonist
(MACiso+winss+anT) in rats treated with WIN 55,212-2. The effect of morphine
(MACiso+mor) and dexmedetomidine (MACiso+pex) on isoflurane MAC in untreated rats
and rats treated with WIN 55212-2 was measured (MACiso+winss+Mor —and
MA Cis0+WIN55+DEX)-

The MACisowas 1.32 £ 0.06. When compared with the CAMiso + ven group, no statistically
significant differences were observed. In the MACiso+winss group increase to 1.69 + 0.09
(28%). After 8 days without treatment, MAC did not decrease significantly 1.67 + 0.07.
Statistical differences were observed between the MACiso+winss+ant and MACiso+wiNss
groups (p = 0.0173). In the MACiso+mor group, there was a decrease of 1.32 + 0.06 to 0.97
£+ 0.02 (26%) in MAC and the MACiso+winss+mor showed a decrease of 1.69 = 0.09 to 1.55
+ 0.08 (8%). The MACiso+pex group showed 1.32 + 0.06 to 0.68 + 0.10 (48%) decrease in
MAC and the MACiso+wmnss+pex group showed a decrease of 1.69 + 0.09 to 0.67 + 0.08
(60%).

In conclusion, the administration of WIN 55,212-2 increase the MACiso in rats; this effect
does not diminish after 8 days of interrupted treatment, antagonism partially decreased the
MAC. Morphine does not decrease the MAC of isoflurane in rats treated chronically with
WIN 55,212-2. Dexmedetomidine increases its sparing effect on the minimum alveolar

concentration of isoflurane in rats treated chronically with WIN 55,212.



3. Introduccion

El Cannabis, a pesar de ser una de las drogas psicotropicas mas antiguas conocida por el
hombre (Mechoulam 1986), sigue siendo la droga de mayor consumo segun lo reportado por
la ONU (organizacion de las naciones unidas) en su informe mundial sobre las drogas del
2018 UNODC (United Nations Office on Drugs and Crime, World Drug Report 2018), en el
cual se calcula que existen mas de 192 millones de consumidores de Cannabis, por lo que
representa la droga de mayor consumo a nivel mundial, inclusive, en los lugares en los que
se ha legalizado con fines recreativos, se reporta un aumento en su consumo. De igual
manera, el Programa Global de Vigilancia de Drogas Sintéticas: Andlisis, Informes y
Tendencias (SMART) de la UNODC inform6 en 2018 (UNODC 2018) que los cannabinoides
sintéticos representan el segundo grupo (32%) dentro de las nuevas sustancias psicoactivas.
Del mismo modo, a partir del aislamiento del A9-THC (delta-9-tetrahydrocannabinol) en los
afios 60s (Gaoni y Mechoulam 1964), la identificacion del receptor CB1 a finales de los 80s
(Devane et al. 1988), del CB2 en 1993 (Munro et al. 1993); de la identificacion del primer
(Devane et al. 1992) y segundo cannabinoide endogeno (Mechoulam et al. 1995) asi como
del reconocimiento de la participacion del sistema endocannabinoide en procesos de salud y
enfermedad; diferentes grupos de investigacion han desarrollado multiples investigaciones
(Pacher et al. 2013) acerca de la actividad moduladora y de los efectos de la manipulacion de
este sistema, ya que podria tener importantes aplicaciones terapéuticas en una gran variedad
de enfermedades que afectan al ser humano y que en alguno de los casos permanecen sin
tratamiento.

Actualmente, se sabe que diferentes receptores estdn involucrados en los efectos de estas
substancias y no solo los denominados CB1 y CB2, ya que se ha reconocido a los receptores
TASK (canales k™ sensibles a los acidos) como responsables parciales del efecto de algunos
cannabinoides sintéticos. Los receptores TASK también estan relacionados con el efecto de
algunos anestésicos inhalatorios como el halotano y del isoflurano asi como de substancias
agonistas oz-adrenérgicos entre ellas la dexmedetomidina (Linden et al. 2006). En este
estudio se investigd el efecto que provoca la administracién crénica del cannabinoide

sintético WIN 55,212-2 sobre la CAM de isoflurano (CAMiso) en ratas.



Igualmente, se ha reportado que existe un aumento en el efecto de agonistas de los receptores
cannabinoides, agonistas op-adrenérgicos y receptores opioides de tipo p cuando se
administran de manera conjunta, (Shao et al. 2005), a este efecto se le ha denominado efecto

aditivo y supra-aditivo, dependiendo la intensidad del mismo.

De igual manera, investigaciones anteriores han reportado la disminucion de la CAM;iso por
parte de la morfina (Goémez de Segura 1998) y de la dexmedetomidina (Rioja et al. 2006), a
lo que algunos autores le denominan efecto ahorrador, sin embrago, se desconoce si estas
substancias tienen el mismo efecto en ratas que han sido tratadas cronicamente con
cannabinoides.  En la segunda parte de nuestro estudio se evalu6 el efecto que la morfina
y la dexmedetomidina tiene sobre la CAMiso en ratas tratadas cronicamente con el

cannabinoide sintético WIN 55,212-2.



4. Revision de literatura.

4.1. Cannabis
El cannabis es una de las drogas psicotropicas mas antigua conocida por la humanidad. Segin
descubrimientos arqueologicos, se le conoce en china desde el afio 4000 a.C. (Mckim et al.
2000). Existen diferentes tipos de cannabis, las mds relevantes son Cannabis sativa,
Cannabis indica y cannabis ruderalis, siendo Cannabis sativa la variedad més grande. Las
principales preparaciones derivadas de esta planta son la marihuana y el hachis. El término
marihuana se refiere a las hojas secas de la planta y el nombre de hachis es un término arabe

el cual se refiere a la resina viscosa de esta planta.

4.2. Antecedente Historico del Cannabis
El emperador de China Shen Nung es considerado la primera persona en describir las
propiedades y usos terapéuticos del cannabis a través de la publicacion de un compendio de
medicina china en el afio 2737 a.C. (Li 1974). A partir de este momento la planta se comenz6
a cultivar por su fibra, para el consumo recreativo y por sus efectos medicinales. La
popularidad de la planta fue tan grande, que su uso se expandi6 hasta la India (Mechoulam
1986) en donde en el afio de 1839, un médico cirujano britanico llamado William
O’Shaughnessy observd las propiedades analgésicas, antieméticas, anticonvulsivas y
estimulantes del apetito del cannabis. Dichas observaciones fueron publicadas provocando
la expansion del uso médico del cannabis. Poco tiempo después, el cannabis ya figuraba en
las listas de dispensarios de los Estados Unidos de Norteamérica, se vendia de manera libre
en farmacias de paises occidentales y a partir de este momento el cannabis estaria disponible
por mas de cien afios en la farmacopea britanica en forma de extracto y tintura. Mas tarde, en
el afio de 1942, el cannabis fue condenado y eliminado de la farmacopea de los Estados
Unidos ya que se le hizo responsable de demencia, deterioro moral e intelectual, violencia y
diversos crimenes, perdiendo su legitimidad terapéutica (Frankhauser 2002). Posteriormente,
Gran Bretafia y la mayoria de paises europeos, a través de un convenio sobre sustancias
psicotropicas con las Naciones Unidas, prohibieron el cannabis en 1971. A partir de este
momento, en el mundo se comenz6 a discutir sobre el uso médico y recreativo del cannabis,

también se comenzé a estudiar el mecanismo por el cual ejerce sus multiples efectos, asi



como la importancia que el sistema endocannabinoide tiene en la fisiologia normal del
organismo en los estados de salud y enfermedad; éste debate permanece hasta el dia de hoy.
Algunos grupos de investigacion, consideran al cannabis y sus derivados como una
posibilidad terapéutica para diferentes enfermedades que hasta hoy permanecen sin
tratamiento y se desconoce el papel que estas substancias podrian tener en diferentes ramas
de la medicina, incluyendo la anestesiologia, asi como el efecto que el consumo de estas

substancias podria tener en los procedimientos de anestesia general.

4.3. Cannabinoides

Hasta el dia de hoy se han descrito 3 tipos de compuestos cannabiméticos. Los que se
encuentran en la planta del cannabis (fitocannabinoides), los que de manera natural son
producidos en el organismo son llamados cannabinoides endogenos o endocannabinoides y
a los que se producen de manera artificial en el laboratorio se les conoce como cannabinoides
sintéticos.

El principal componente psicoactivo de la planta del cannabis fue identificado por Rafael
Mechoulam y por Gaoin en 1964, el cual fue nombrado A’ tetrahidrocannabinol (A’ -THC).
(Imagen 1).

(-)-A’-THC

Imagen 1. Principal componente psicoactivo de la planta del cannabis.

A° Tetrahidrocannabinol (A° -THC).



El cannabis contiene 545 componentes, de los cuales 104 se consideran cannabinoides, los
efectos de muchas de estas substancias aun se desconocen. Existen una serie de compuestos
de origen sintético como el WIN 55,212-2 (derivado de aminoalquinoles), el cual es un
potente y no selectivo agonista de los receptores CB1 y CB2 (Pertwee et al. 2010) y ha
permitido realizar muchos estudios de laboratorio basados en los diferentes efectos de los
receptores cannabinoides (Imagen 2). También existen antagonistas de los receptores
cannabinoides como el SR141716 (Rimonabant) el cual es un antagonista del receptor CB1
(Pertwee et al. 2010) que se desarrolld como un agente anti obesidad y que ha permitido

identificar los efectos que provoca el antagonismo de dicho receptor (imagen 3).

Imagen 2. Cannabinoide sintético. WIN 55,212-2.
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Imagen 3. Antagonista cannabinoide. SR141716 (Rimonabant)

4.4. Mecanismo de accion de los cannabinoides

En algin momento se consideré que el mecanismo de accion de los cannabinoides estaba
relacionado con la interaccion con los lipidos de la membrana celular, pero esto solo
explicaba parcialmente los efectos producidos por estas substancias. Posteriormente, se
identifico a dos receptores llamados CB1 (Devane et al. 1988), y CB2 (Munro et al. 1993);
como responsables del efecto del THC (tetrahidrocannabinol).

Los receptores cannabinoides se han descrito en humanos, primates, ratas, perros, cerdos,
pero no en insectos. Al primer receptor identificado se le nombro receptor cannabinoide CB1
(cannabinoid binding 1) y al segundo recetor identificado tiempo después se le nombro CB

2 (imagen 4).
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Imagen 4. Receptores cannabinoides CB1 y CB2.

El receptor CB1 media los efectos psicoactivos de los cannabinoides (Devane et al. 1988).
El cual es un miembro de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G que se inserta
en la membrana plasmaética donde se une el THC.

El CB1 es una molécula de 473 aminoacidos y se expresa en poblaciones neuronales del
cerebro de los mamiferos (Howlett et al. 2002) y es el receptor acoplado a proteina G mas
abundante del cerebro. (Herkenham et al. 1991). Se encuentra abundantemente en ganglios
basales, cerebelo, hipocampo, corteza cerebral, medula espinal, sustancia gris periacueductal
(Pertwee 1997; Tsou et al. 1998; Hampson et al. 1999), asi como en terminaciones nerviosas
centrales y periféricas (Pertwee 1997; Tsou et al. 1998). También se han identificado en el
bazo, amigdalas, corazon, tracto gastrointestinal, utero, ovario, prostata y en terminales
nerviosas simpaticas. (Pertwee 1999; Howlett et al. 2002). El receptor CB2 es un polipéptido
de 360 aminoacidos con una homologia de hasta el 68% con el receptor CB1 (Munro et al.
1993). Se localiza en células del sistema inmune (Howlett et al. 2002).

Los receptores CB1 y CB2 estan acoplados a proteinas Gio, Gs y Gg/11 siendo los de subtipo
Gi/o los principales (Glass y Northhup 1999; Lauckner et al. 2005). La activacion de esta
proteina conduce a la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa y a la estimulacion de la via
de las quinasas activadas por mitogeno (MAP quinasas) en diferentes sistemas (Howlett et

al. 2002; Pertwee 2008). También, estos receptores a través de proteinas Gis estan acoplados



negativamente a canales i6nicos de calcio de tipo —N y —P/Q y canales de potasio de tipo —D
y positivamente a canales de potasio de tipo —A y corrientes rectificadoras de potasio
(Howlett et al. 2002)). Por otro lado, los receptores CB2 no regulan la funcion de canales
ionicos (Felder et al. 1995) solo modifican el movimiento de Ca®" intracelular en ciertas
células (Zoratti et al. 2003). Estos efectos producen en las neuronas una menor excitabilidad
y reduccién de neurotransmisores (Freund et al. 2003) y en células enddcrinas la inactivacion
de adenilato ciclasa disminuye la concentracion de calcio intracelular inhibiendo la liberacion
de ciertas hormonas (Nakata et al. 2007). Existen estudios que sugieren la existencia de
efectos cannabinoides que no estan mediados por los receptores CB1 y CB2 (Di Marzo et al.
2000) y actualmente son llamados receptores huérfanos (Brown 2007; Pertwee 2007).
También se sabe que los cannabinoides actian en receptores PPAR alfa y PPAR y regulando

la expresion de diversos genes (O Sullivan 2007).

10



4.5. Anestésicos Inhalatorios
El concepto de anestésico inhalatorio se refiere a los agentes en forma liquida a temperatura
ambiente a 1 atmosfera de presion y los cuales requieren del uso de un vaporizador para su
administracion (por ejemplo; isoflurano, sevoflurano y desflurano), asi como también a los
agentes que se encuentran en forma gaseosa contenidos en cilindros como el 6xido nitroso

(N20) y el xen6én (imagen 5).

Q¥ @ 3P

Halotano Isofiurano Sevofiurano
Oxido nitroso Xendn
Desflurano 1-cloro-1,2 1,2.diclorchaxafluorociclobutanc
2-trifluorociclobutano (F6)
(F3)

Imagen 5. Estructura tridimensional de los anestésicos inhalatorios.

Los anestésicos inhalatorios actuales son herramientas importantes para alterar de forma
reversible las funciones del sistema nervioso central.

Como los anestésicos inhalatorios son tanto captados como eliminados mediante
intercambio alveolar entre gas y sangre, se puede controlar la dosis del farmaco en los gases

alveolares espirados y no se precisa un metabolismo dependiente del tejido su eliminacion.
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4.6. Antecedentes historicos de los anestésicos inhalatorios
Desde que se utilizd por primera vez el 6xido nitroso por Watt in 1844 y el éter por Morton
en 1846, se ha investigado un gran numero de agentes anestésicos inhalatorios. Sin embargo,
a través del tiempo, se ha eliminado el uso clinico de algunos, ya que se ha observado
multiples efectos no deseados, y actualmente muchos de ellos solo permanecen en los

registros historicos de la anestesia (imagen 6).

Sevotlurane

Desflura
Isof /
sohurane

/

Enflurane

ne

Methoxyflurane
f
Halothane
Ethyl vinyl ether
Fluroxene
Methyl pfopyl ether
Trichloroéthylene
Cyclopropane
Divinyl ether
Ett ‘),||"‘(‘
Ethyl chlonde
Chloroform
Dieth [.’1 ether
Nitrous oxide

o= - - . T T ™ T ™ Y T T T T S
1840 1880 1920 1960 2000

Year introduced

Imagen 6. Anestésicos inhalatorios a través del tiempo.

En los afios 50's se desarrolld el halotano, hidrocarburo alifatico halogenado que posee
atomos de Br, Cl y F. Su molécula no es del todo estable, ya que sufre descomposicion en
contacto con luz ultravioleta y con cal sodada. La descomposicion que sufre frente a la cal
sodada es, junto con su metabolismo organico posterior, responsable de la aparicion de
productos de degradacion toxicos, para el paciente. Ademas, se observo que el halotano
sensibilizaba al miocardio frente a catecolaminas, convirtiéndole en un agente arritmogénico.
Posteriormente, se desarrollaron éteres halogenados al apreciar que la introduccion de

uniones de tipo éter hacia desaparecer la actividad arritmogénica. Estas nuevas moléculas
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entre las que destacan el metoxiflurano, enflurano, isoflurano y mas recientemente el
sevoflurano y desflurano, incorporan mas atomos de fluor con el fin de aumentar su
estabilidad. No obstante, la adicion de fluor en los que sufren cierta descomposicion quimica
y degradacion metabolica (metoxiflurano y sevoflurano) son responsables de fenomenos de

toxicidad en algunas especies.

4.7. Isoflurano

El isoflurano es un isomero estructural del enflurano y existe como una mezcla racémica de
dos isdbmeros Opticos (Stevens 1972). Es un liquido transparente que se suministra en botellas
de vidrio de color obscuro y no requiere el uso de ningtin conservador. La alta volatilidad del
isoflurano junto con su solubilidad relativamente baja en sangre y tejidos, permite una
induccidn y recuperacion de la anestesia notablemente mas rapida que con dosis equipotentes
de halotano y su baja solubilidad en tejidos grasos evita la acumulacion en sujetos obesos y
durante el mantenimiento anestésico es facil realizar cambios rapidos en la profundidad
anestésica. El isoflurano es irritante para las vias respiratorias, causando secreciones de la
via aérea, tos y dificultad para respirar. Por lo tanto, no es adecuado para la inducciéon con
mascarilla en seres humanos. Este problema no parece ser un problema clinico relevante en
medicina veterinaria.

Se ha utilizado ampliamente en seres humanos y animales durante mas de 40 afios. La
depresion respiratoria es mayor que con el halotano. El isoflurano causa una marcada caida
dependiente de la dosis en la presion arterial y la resistencia vascular sistémica a dosis
cercanas a 1 CAM, hay poca depresion miocardica, la frecuencia cardiaca se mantiene
estable, por lo que el gasto cardiaco por lo general se mantiene estable. El isoflurano no
sensibiliza el miocardio a las arritmias inducidas por catecolaminas. Al igual que el
sevoflurano y el desflurano, el isoflurano a 1 CAM o menor, conserva la respuesta de la
vasculatura cerebral al CO; y puede disminuir la resistencia vascular cerebral y la tasa
metabolica cerebral. El isoflurano sufre una pequefia cantidad de biotransformacion (0.2%),
los principales metabolitos son el acido trifluoroacético y el fluoruro inorganico, pero el
riesgo de hepatitis mediada por el sistema inmunitario en pacientes susceptibles es mucho

menor que en el caso del halotano. El isoflurano puede interactuar con la cal sodada para
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formar mondxido de carbono (Kharach 2008), pero las cantidades son menores que con la

utilizacion de desflurano.

4.8. Concentracion alveolar minima

La potencia de los anestésicos inhalatorios para inmovilizacion quedaron establecidas en los
estudios clasicos de los afios sesenta (Eger 2002) que definieron la concentracion alveolar
minima (CAM) de un anestésico inhalatorio a presién atmosférica como la necesaria para
impedir el movimiento en respuesta a un estimulo doloroso en el 50% de los individuos. El
concepto de CAM evolucion6 dentro de un paradigma unitario de accidon anestésica y reflejo
las prioridades de la practica clinica. Como consecuencia, la prevencion del movimiento
(inmovilidad) se convirtié en un criterio de los efectos anestésicos, que se suponia ocurria en
el cerebro. La CAM es similar a la concentracion para un efecto del 50% (ECso) plasmética
de los anestésicos intravenosos porque las concentraciones de anestésicos inhalatorios
reflejan las concentraciones en otros organos tras el equilibrio, que se alcanza antes en los
organos bien perfundidos como el encéfalo y el corazéon. El concepto de CAM aporto a los
investigadores y a los clinicos una referencia universal para medir un criterio de valoracion
anestésico definido (inmovilidad), permitiendo las comparaciones apropiadas de los
resultados experimentales y acelerando la investigacion de laboratorio y clinica sobre los
mecanismos anestésicos.

A pesar del uso clinico generalizado de los anestésicos inhalatorios, el conocimiento actual
de sus mecanismos moleculares, celulares y de redes neurologicas es incompleto. Este vacio
critico en la farmacologia de una de las clases farmacologicas mas importantes en medicina
no solo impide un uso racional de los anestésicos disponibles, sino que también dificulta el
desarrollo de nuevos anestésicos que pueden conseguir de modo selectivo los criterios de
valoracion deseables de la anestesia con menos efectos secundarios cardiovasculares,
respiratorios y posiblemente neuropsicoldgicos. Aunque se han logrado avances importantes
en el conocimiento farmacoldgico de los anestésicos intravenosos mediante estudios
genéticos y moleculares, las acciones de los anestésicos inhalatorios a nivel molecular y
celular son complejos y aun poco claros. Sigue sin ser posible trazar con precision la

secuencia de fenomenos que van desde las interacciones anestésico inhalatorio-diana, a
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través de niveles ascendentes de complejidad biologica, hasta los distintos efectos
conductuales que caracterizan el estado mixto de anestesia.

Junto con el avance en la identificacion de los mecanismos moleculares de la anestesia,
nuestro conocimiento de la naturaleza del estado anestésico ha evolucionado. Aunque es
posible provocar un estado de anestesia general con anestésicos inhalatorios administrados
en concentraciones apropiadas, el uso de estas concentraciones tiene numerosos efectos
secundarios a corto y probablemente a largo plazo. Ahora se sabe que la anestesia consiste
en componentes o sustratos separables y al menos parcialmente independientes, cada uno con
mecanismos diferentes, aunque probablemente superpuestos, en distintos puntos del sistema
nervioso central y con variaciones en las potencias relativas de farmacos especificos
(Rudolph 2004). La inmovilizacion, el principal indicador de la CAM, se debe en gran parte
al efecto en la médula espinal de los anestésicos inhalatorios (Antognini 1993), pero no al de
los barbituricos, por ejemplo. Por el contrario, es poco probable que la médula espinal sea el
lugar principal de fenomenos, como la amnesia y la inconsciencia, que estan relacionados

con la funcién cortical.

4.9. Dianas moleculares de los anestésicos inhalatorios
Los canales i6nicos son las dianas moleculares méas prometedoras de los anestésicos
inhalatorios. Los canales i6nicos regulados por neurotransmisores, en concreto los receptores
GABAA\, glicina y glutamato tipo NMDA, son los candidatos principales debido a sus
distribuciones apropiadas en el SNC, las funciones fisiologicas esenciales en la transmision
sinaptica inhibidora-excitadora y las sensibilidades a concentraciones -clinicamente
relevantes de los anestésicos (Rudolph 2004; Bertaccini et al. 2007). Otros canales i6nicos
sensibles a los anestésicos inhalatorios son la familia de los canales regulados por nucleotido
ciclico activado por hiperpolarizacion HCN (del inglés hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide) que provocan corrientes marcapasos (Bertaccini et al. 2007) y regulan la
excitabilidad dendritica, los canales de K de “fuga” con dominio de dos poros (Kzp) que
mantienen el potencial de membrana en reposo en muchas células (Patel et al. 1999) y los
canales de Nay Ca® regulados por voltaje (Bertaccini et al. 2007). Los anestésicos
inhalatorios pueden dividirse en dos clases en funcidon de sus propiedades farmacolégicas.

La primera clase corresponde a los anestésicos inhalatorios potentes (volatiles) con
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modulacion positiva de receptores GABA, que también tienen efectos notables compatibles
con la anestesia en otros canales/receptores como potenciacion de los receptores de glicina
inhibidores, inhibicion de receptores NMDA excitadores y de acetilcolina nicotinicos
neuronales, activacion de canales de Kop e inhibicion de los canales presinapticos de Na™. La
segunda clase son los anestésicos inhalatorios gaseosos como ciclopropano, 6xido nitroso y
xenon. Estos anestésicos son inactivos en los receptores GABAa, pero bloquean los
receptores N-metil-D- aspartato (NMDA) y activan ciertos canales de Kop (receptores de K*

con dominio de 2 poros) a concentraciones clinicas.

4.10. Dexmedetomidina

Los agonistas de los receptores az-adrenérgicos ejercen efectos sedantes, ansioliticos,
hipnoéticos, analgésicos y simpaticoliticos. Su posible aplicacion en el ambito de la anestesia
se identificd en personas tratadas con clonidina (Maze y Tranquilli 1991), observandose
disminuciéon de la concentracion alveolar minima del halotano (Bloor et al. 1982). La
dexmedetomidina es un agonista de los receptores o> con mayor selectividad de los
receptores az-adrenérgicos, con una relacion de selectividad por el receptor az:a1 de 1.600:1
en comparacion con la clonidina 220:1. La dexmedetomidina se introdujo en la practica
clinica en los Estados Unidos en 1999 y recibio la autorizacion de la FDA como sedante a
corto plazo (menor a 24 horas) en adultos sometidos a ventilacién mecanica en la unidad de
cuidados intensivos (UCI). Actualmente se emplea en la sedacion y como ansiolitico en la
UCI, asi como fuera de esta en distintas situaciones, como la sedacion y la analgesia
adyuvante en el quir6fano y la sedacion en unidades diagndsticas/tratamiento, también es
utilizada en el tratamiento del sindrome de abstinencia o durante la desintoxicacion en
pacientes adultos y pediatricos (Gerlach y Dasta 2007).

La dexmedetomidina es el S-enantiomero de la medetomidina, una molécula utilizada en la

sedacion y analgesia en medicina veterinaria (Dexdomitor) (Tobias 2007) (imagen 7).
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Medetomidina

Levomedetomidina L BT

(Dexdomitor)

Imagen 7. La dexmedetomidina. El S-enantiomero de la medetomidina.

La dexmedetomidina, es un agonista completo de los receptores a» (Virtanen 1988). La
dexmedetomidina pertenece a la subclase imidazol de agonistas de los receptores a.

La dexmedetomidina ejerce una accion no selectiva sobre los distintos subtipos de receptores
adrenérgicos o2 acoplados a proteinas G de membrana. Las vias intracelulares engloban la
inhibicion del adenilato ciclasa y la modulacion de los canales i6nicos de calcio y potasio.
Se han descrito tres subtipos de receptores adrenérgicos o2 en el ser humano: a2a, 02B, y o2c
(Aantaa y Jalonen 2006). Los receptores adrenérgicos oza se localizan en la periferia,
mientras que los otros dos subtipos lo hacen en el cerebro y la médula espinal. Los receptores
adrenérgicos o> postsindpticos localizados en los vasos sanguineos periféricos tienen un
efecto vasoconstrictor, mientras que los presindpticos inhiben la liberacion de noradrenalina
y pueden atenuar la vasoconstriccion. La respuesta global a los agonistas de los receptores
adrenérgicos o2 se vincula con la estimulacion de los subtipos localizados en el sistema
nervioso central (SNC) y la medula espinal. Estos receptores participan en los efectos
simpaticoliticos, sedantes y antinociceptivos de los receptores adrenérgicos oo (Aantaa y
Jalonen 2006). Los agonistas de los receptores o, muestran unos efectos facilmente
reversibles por accién de antagonistas o adrenérgicos (p. €j., atipamezol) (Aho et al. 1993).

Este ultimo solo esta autorizado su uso en medicina veterinaria, no asi en medicina humana.
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4.11. Efectos en el sistema nervioso central

Los agonistas de los receptores o2 ejercen un efecto sedante-hipnoético mediante su accion en
los receptores localizados en el locus coeruleus y su accidon analgésica en los situados en el
locus coeruleus y la médula espinal (Guo et al. 1996). La dexmedetomidina induce un
descenso de la actividad de las proyecciones del locus coeruleus hacia el niicleo ventrolateral
preodptico, como consecuencia de lo cual se incrementan la liberacion de GABA y galanina
en el nucleo tuberomamilar y se reduce la secrecion de histamina en las proyecciones
corticales y subcorticales (Aantaa y Jalonen 2006). Los agonistas de los receptores oo
adrenérgicos inhiben la conductancia idnica de los canales de calcio de tipo L o P y potencian
la conductancia de los canales de potasio activados por calcio y controlados por voltaje. El
efecto sedante de la dexmedetomidina se obtiene por medio de las vias enddgenas que
favorecen el suefo, lo que genera patrones de suefio naturales (Angst et al. 2004).

El efecto analgésico de los agonistas de los receptores o adrenergicos se lleva a cabo
mediante la estimulacion del receptor ozc y o2 en la asta dorsal de la medula espinal, lo que
inhibe de manera directa la transmision del dolor al reducir la liberacion de neurotransmisores
pronociceptivos, sustancia P, glutamato e hiperpolarizacion de las interneuronas (Ishii et al.
2008). En procedimientos de anestesia general, este firmaco reduce la CAM de los

anestésicos inhalatorios (Aho et al. 1991; Aantaa et al. 1990).

4.12. Proteccion y otros efectos sobre el sistema nervioso central
No se conocen bien los efectos protectores en el SNC. En modelos animales de isquemia
cerebral incompleta y reperfusion, la administracion de dexmedetomidina se asocid a una
disminucién de la necrosis cerebral y una mejora del desenlace neurologico. Se cree que este
farmaco reduciria el flujo eferente de catecolaminas intracerebrales durante la lesion. La
neuroproteccion puede atribuirse a la modulacién de diversas proteinas proapoptdsicas y
antiapoptosicas (Engelhard et al. 2003). Asimismo, la reduccion del neurotransmisor
excitador glutamato durante la lesion podria ser responsable de algunos de los efectos

protectores (Talke y Bickler 1996).
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4.13. Opioides y Opiaceos
El termino opioide se utiliza para referirse a todos los compuestos relacionados con el opio.
La palabra opio deriva de opos, que en griego significa jugo, y es el firmaco que se encuentra
en el jugo de la adormidera o planta del opio, Papaver somniferum. Los opidceos son
medicamentos que derivan del opio y entre ellos hay productos naturales como la morfina,
la codeina, la tebaina y varios derivados semisintéticos que se originan a partir de los
primeros. La primera referencia al opio la encontramos en los escritos de Teofrasto, en el
siglo III a. C. Durante la Edad Media, muchos de los usos del opio fueron muy apreciados.
El opio contiene mas de 20 alcaloides distintos. En 1806, Serturner describi6 el aislamiento
de una sustancia pura en el opio y la denomin6 morfina, en honor a Morfeo, el dios griego
del sueno. Hacia la mitad del siglo XIX, en el &mbito de la medicina se comenzo a extender

el uso de alcaloides puros en lugar del opio sin modificar.

Los opioides se pueden clasificar como naturales, semisintéticos y sintéticos. Los naturales
se pueden dividir en dos clases quimicas: los fenantrenos (morfina y codeina) y las
bencilisoquinolinas (papaverina). Los opioides semisintéticos son derivados de la morfina,
de la que se han realizado numerosas modificaciones. Los opioides sintéticos se clasifican en
cuatro grupos: los derivados de la morfina (levorfanol), los derivados difenilicos o de la
metadona (metadona y d-propoxifeno), los benzomorfanos (fenazocina y pentazocina) y los
derivados de la fenilpiperidina (meperidina, fentanilo, alfentanilo, sufentanilo y

remifentanilo).

4.14. Receptores opioides
En 1973, tres grupos independientes de investigadores describieron la presencia de zonas de
unidn de los opioides en el sistema nervioso. A partir de los experimentos farmacolégicos,
se postulo la existencia de tres tipos de receptores opioides, a los que se denomind: p, el
receptor del tipo morfina; «, el receptor del tipo cetociclazocina, y o, el receptor del tipo
SKF10047 (N-alilnormetazocina). Ademas, en los vasos del conducto deferente del raton se
encontraron receptores de gran afinidad por las encefalinas, a los que se le denomind
receptores d. Mas tarde, un péptido nuevo, denominado nociceptina u orfanina FQ, se

identificé como un agonista enddgeno del cuarto miembro de la familia de los receptores
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opioides (Reinscheid et al. 1995; Meunier et al. 1995). Los receptores L, 0 y k de opioides y
el receptor de nociceptina comparten entre si aproximadamente un 50% de homologia en la
secuencia de aminoacidos. Se ha propuesto una clasificacion farmacologica adicional del
receptor 1 en subtipos i, K2 y U3, pero la identidad molecular de estos subtipos de receptor

aun debe clasificarse.

4.15. Mecanismos de transduccion de la sefial molecular

Los receptores opioides pertenecen a la familia de los receptores acoplados a la proteina G.
Se ha probado que la activacion de los receptores opioides produce la activacion de las
proteinas G sensibles a la toxina pertusis (G1 y/o Go). La expresion del receptor opioide
clonado, en células cultivadas, pro transfeccion del ADNc clonado ha facilitado el analisis
de los mecanismos de transduccion de la sefial intracelular que se activan por los receptores
opioides (Minami M y Satoh M 1995). La activacion del receptor opioide inhibe el adenilato
ciclasa y reduce el contenido celular de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc).
Electrofisiolégicamente se ha demostrado que, mediante el receptor de los opioides, se
inhiben los canales de Ca®" dependientes de voltaje y se activan los canales de potasio (K°)
de rectificacion interna. Como resultado, la activacion de dichos receptores produce una
reduccion de la excitabilidad neuronal. Por el contrario, también se ha descrito que los
opioides pueden estimular la entrada de Ca* en las células neuronales cultivadas (Wandless
et al. 1996). Recientemente se ha observado que la cinasa relacionada con la sefial
extracelular, una clase de proteina cinasa activada por mitogenos, es activada por los
receptores opioides (Fukuda et al. 1996).

La exposicion a largo plazo de los receptores opioides a los agonistas induce unos
mecanismos de adaptacion celular que podrian estar implicados en la tolerancia, la

dependencia y los sintomas de privacion.

4.16. Mecanismo de la analgesia opioide
Se ha establecido que su efecto analgésico deriva de su capacidad de inhibir directamente la
transmision ascendente de la informacion nociceptiva desde la asta dorsal de la médula
espinal y de activar los circuitos de control del dolor que descienden desde el mesencéfalo a

través de la medula ventromedial rostral (MVR) hasta la asta dorsal de la médula espinal.
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Los estudios inmunohistoquimicos y los analisis de hibridacion in situ han probado que los
receptores opioides se expresan en distintas zonas del SNC (Mansour et al. 1995). Entre
dichas zonas se encuentran la amigdala, la formacién reticular mesencefalica, la MGP
(materia gris periacueductal) y la MVR. Sin embargo, el papel de los receptores opioides en
todas estas zonas no se conoce completamente. La micro inyeccion de morfina en la MGP o
la estimulacion eléctrica directa de esta zona produce una analgesia que se puede bloquear
con naloxona. El efecto de los opioides en la MGP influye en la MVR, que a su vez modula
la transmision nociceptiva en el asta dorsal de la médula espinal a través de la accion de la
via de inhibicidon descendente. Por tanto, los opioides causan analgesia por el efecto directo
en la médula espinal y también por la interaccion con las neuronas localizadas en lugares
distantes al sitio donde se administran los opioides. Los receptores de serotonina de tipo 7
(5-HT7) medulares también tienen una importante funcion en los efectos antinociceptivos de
la morfina sistémica (Dogrul y Seyrek 2006). La distribucion de los receptores opioides en
los circuitos descendentes del control del dolor indica que hay una gran superposicion entre
los receptores | y k. La interaccion entre el receptor k y el pu puede tener importancia para
modular la transmision del estimulo nociceptivo desde los centros nociceptivos superiores y
el asta dorsal de la médula espinal. El receptor p provoca analgesia en los circuitos
descendentes del control del dolor, al menos en parte, al eliminar la inhibicion del acido y-
aminobutirico (gabaérgica) en las neuronas que se proyectan desde la MVR a la MGP y desde
las neuronas medulares que se proyectan a la MVR (Fields et al. 1991). El Efecto de los
agonistas de los receptores | es invariablemente analgésico, mientras que los agonistas del
receptor k pueden ser analgésicos o antianalgésicos. Estos efectos de los agonistas de los
receptores k en la modulacion del dolor en el tronco del encéfalo parecen ser opuestos a los
de los agonistas del receptor p (Pan et al. 1997).

El efecto analgésico de los opioides se debe a los mecanismos locales en la médula espinal,
ademas de a la inhibicion de los circuitos descendentes. En la medula espinal, los opioides
actiian en las sinapsis, tanto en la zona presinaptica como en la postsinaptica. Los receptores
opioides se expresan de forma abundante en la sustancia gelatinosa, donde los opioides
inhiben la liberacion de sustancia P por las neuronas sensitivas primarias. El efecto de los
opioides en las vias bulbo espinales es fundamental para su efecto analgésico. Esta claro que

los efectos de los opioides en el prosencéfalo contribuyen a su accion analgésica. La
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descerebracion evita la analgesia cuando se ha sometido a ratas a pruebas de dolor con la
prueba de la formalina (Matthies y Franklin 1992), y que la microinyeccion de opioides en
distintas zonas del prosencéfalo causa analgesia durante esta prueba (Manning et al. 1994).
La analgesia como resultado de la administracion sistémica de morfina se encontraba
inhibida tanto en la prueba de la aplicacion de calor en la cola como en la de la formalina si
se lesionaba o se inactivaba de forma reversible el nticleo central de la amigdala, lo que
prueba que el efecto de los opioides en el prosencéfalo interviene en la analgesia (Manning
y Mayer 1995; Manning y Mayer 1995B). Por otro lado, los opioides pueden también
producir analgesia a través de mecanismos periféricos (Stein 1995). Las células inmunitarias
que infiltran los lugares inflamados pueden liberar sustancias parecidas a los opioides
endogenos, que actian sobre los receptores opioides que se localizan en la neurona sensitiva

primaria (Stein 1995).

En los seres humanos, los farmacos parecidos a la morfina producen analgesia, somnolencia,
cambios en el estado de &nimo y embotamiento mental. Una caracteristica esencial de la
analgesia por opioides es que no se asocia a pérdida de conocimiento. Cuando se administra
morfina a personas normales, sin dolor, estas pueden experimentar una sensacion
desagradable. El alivio del dolor que causan los opioides parecidos a la morfina es
relativamente selectivo, de modo que no se ven afectados otros tipos de sensaciones. Los
pacientes suelen decir que el dolor est4 atn presente, sin embargo, dicha sensacion es menos
molesta. Es fundamental distinguir el dolor que resulta de la estimulacion de los receptores
nociceptivos, que es transmitido por vias neuronales intactas (dolor nociceptivo), del dolor
producido por la lesion de las estructuras neuronales, que con frecuencia implica
supersensibilidad neuronal (dolor neuropatico). El dolor nociceptivo suele responder a los
analgésicos opioides, mientras que el neuropatico lo hace mal y puede requerir de dosis
elevadas. Los analgésicos opioides no solo afectan a la sensacion del dolor, sino que también
influyen en la respuesta afectiva al mismo. Los efectos analgésicos, asi como los efectos
colaterales de los opioides, varian entre los individuos (Angst et al. 2012; Angst et al. 2012B).
Los estudios en el ser humano y en los animales indican que existen diferencias relacionadas
con el sexo en el efecto que sobre el comportamiento tienen los opioides (Kest et al. 2000).

Se ha estudiado la influencia de la morfina en el dolor inducido de manera experimental en
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voluntarios sanos y demostraron que habia diferencias en la analgesia que produce la morfina
en los distintos sexos, de modo que en las mujeres la morfina muestra mayor potencia, aunque
con un inicio y un fin del efecto mas lentos (Sarton et al. 2000). Aun no se conoce el
mecanismo en virtud del cual existen estas diferencias entre sexos. Las caracteristicas
farmacocinéticas y farmacodinamicas de los opioides varian con frecuencia a lo largo del dia,
como se demostro con la morfina oral en el dolor cronico (Gourlay et al. 1995). La duracion
de la analgesia con sufentanilo intratecal mostraba un patrén temporal con una variacion del
30% a lo largo del dia en mujeres en la primera fase del parto (Debon et al. 2004). Con
fentanilo medular-epidural o hidromorfona sistémica, el momento de administracion en el
dia no parece influir en la duracion de la analgesia durante el parto (Scavone et al. 2010). El
impacto potencial de la cronobiologia en la practica clinica no esta claro y justifica la
investigacion sobre la influencia de los ritmos circadianos sobre las acciones de los opioides.
La analgesia producida por la accion periférica de los opioides sigue siendo una cuestion
controvertida. Una revision reciente de los metaanalisis ha concluido que la administracion
intraarticular de morfina provoca un efecto analgésico leve (Gupta et al. 2001). Dicho efecto
podria ser dependiente de dosis, por lo que no puede excluirse del todo que se trate de un

efecto sistémico.

4.17. Morfina
La farmacocinética de la morfina difiere a la del fentanilo. Las diferencias se deben, en gran
parte, a que la morfina es, en comparacion, menos liposoluble. Existe una captacion de
morfina por el pulmoén relativamente menor durante el primer paso. La pK> de la morfina (8)
es mayor que el pH fisiologico y, por tanto, después de una inyeccion intravenosa, solo una
pequefia fraccion (10-20%) se encuentra no ionizada. La entrada al cerebro y la salida de este
de la morfina son, al parecer, mas lentas que las de otros opioides. Alrededor del 20-40% de
la morfina se halla unida a proteinas plasmaticas, en especial a la albumina. La morfina se
metaboliza sobre todo mediante conjugacion en el higado, aunque el rifion desempefia una
funcion primordial en el metabolismo extrahepético de dicho firmaco. La morfina -3-
glucuronido (M3G) es el principal metabolito de la morfina, pero no se une al receptor
opioide y posee un escaso efecto analgésico. La M3G puede antagonizar de forma aguda a la

morfina, lo cual podria contribuir a la variabilidad analgésico de esta ultima. Se ha
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comunicado que M3G causa convulsiones en animales y alodinia en nifios (Lotsch 2009). La
morfina-6-glucurénido (M6G) constituye aproximadamente el 10% de los metabolitos de la
morfina, y es agonista del receptor p mas potente que la morfina, con una duracion del efecto
similar a esta. Se sabe que la M6G contribuye de forma significativa al efecto analgésico de
la morfina, incluso en pacientes con una funcion renal normal (Romberg et al. 2004). La
proporcion de extraccion hepatica de la morfina es alta, por lo que la biodisponibilidad de
morfina que se administra por via oral es mucho menor (20-30%) que tras la administracion
intramuscular o subcutanea. La M6G es uno de los principales compuestos activos de la

morfina cuando se administra por via oral.
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5. Justificacion

El consumo crénico de cannabinoides naturales y sintéticos con fines ludicos y medicinales
es cada vez mayor, por lo tanto es necesario considerar el efecto que estas substancias podrian
provocar sobre la concentracion alveolar minima de isoflurano y su interaccion con la

morfina y dexmedetomidina bajo anestesia inhalatoria.
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6. Hipotesis

1. La administracion cronica de WIN 55,212-2 disminuye la concentracion alveolar

minima de isoflurano en ratas.

2. La administracion cronica de WIN 55,212-2 en combinaciéon con morfina o

dexmedetomidina, disminuye la concentracion alveolar minima de isoflurano en

ratas.
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7. Objetivos

1. Determinar el efecto que provoca la administracion cronica de WIN 55,212-2

sobre la concentracidn alveolar minima de isoflurano en ratas.

2. Identificar el efecto que la morfina y la dexmedetomidina presentan sobre la
concentracion alveolar minima de isoflurano en ratas tratadas cronicamente con

WIN 55,212-2.
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8. Material y Método

8.1. Animales y alojamiento

En este estudio, con numero de protocolo 3492/2013CHT, se incluyeron 72 ratas macho de
la raza Wistar con un peso de 310 £ 20 g, dicho estudio fue sometido a la comision de bioética
y bienestar animal (COBYBA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma del Estado de México para su revision y posterior aprobacion. Las
ratas fueron alojadas en grupos de 4 animales en jaulas de Plexigas con ciclos de 12 horas de
luz y 12 horas de obscuridad (luz prendida a las 07:00 h), con humedad relativa de 50-60%
y una temperatura ambiente de 23 £+ 2°C. El alimento (Prolab® RMH 2500, USA) y el agua
se proporcionaron a libre acceso. A los animales se les permitié aclimatarse durante una
semana antes de la realizacion de iniciar el disefio experimental, el cual se llevd acabo de
09:00-12:00 horas. Todos los animales fueron manipulados de acuerdo a los lineamientos
establecidos en la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio con fines de
experimentacion.

8.2. Procedimiento anestésico

La induccion anestésica se llevo a acabo colocando a la rata en una camara de induccidon
(imagen 8) a la que se administr6é un flujo de 5 L/min de oxigeno al 100%, en el cual se

vaporizo isoflurano (Forane; Baxter Laboratories, USA) a una concentracion de 5%.

Imagen 8. Camara de induccion anestésica. La unidad experimental es colocada dentro
hasta alcanzar el plano anestésico deseado para posteriormente realizar la intubacion

endotraqueal.
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Una vez alcanzado en plano anestésicos deseado, se retird de la camara de induccion y se
colocd en decubito dorsal para realizar la intubacion endotraqueal. Posteriormente, se abrio
la cavidad oral y con la ayuda de un otoscopio, se visualizo la laringe y se introdujo en su
interior una guia de teflon con punta roma (imagen 9) y a través de la misma se insert6 un
catéter de teflon de 16G (Introcan; B-Braun, Brazil) el cual se asegurd al maxilar por medio

de cinta adhesiva.

Imagen 9. Intubacion endotraqueal. La unidad experimental es colocada en deciibito
dorsal, se introduce el otoscopio en la cavidad oral para poder visualizar de la laringe y

realizar la intubacion endotraqueal.

A continuacidn, el catéter fue conectado a un circuito anestésico con una T-Ayre modificada
para obtener un minimo espacio muerto (imagen 10). La correcta colocacion del catéter fue
confirmara por medio del andlisis de absorcion de CO, a través de espectrometria por
infrarrojos (BeneView TS5, mindray, Multi-gas offers, Nanshan, China). El flujo de O> se
reguld a 1 L/min y la concentracion de isoflurano se ajustd al 2% (segun las respuestas
hemodinamicas durante el procedimiento de instrumentacion). Durante todo el estudio, la

ventilacion fue espontanea.
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Imagen 10. T-Ayre modificada utilizando una llave de tres vias con el objetivo de evitar la

re inhalacion de dioxido de carbono conectada al circuito anestésico.

8.3. Instrumentacién y monitorizacion
Se realiz6 una diseccion quirtirgica de la arteria cardtida izquierda por medio de una incision
longitudinal de aproximadamente 2 cm en la regién ventral del cuello (imagen 11),
posteriormente la arteria carotida se cateterizd (imagen 12 y 13) utilizando un catéter de 24G
(Introcan; B-Braun, Brazil), la cual se conecté a un transductor de presion (imagen 14 y 15)
calibrado para la monitorizacion de la presion arterial sanguinea, asi como para la

recoleccion de sangre arterial y andlisis de gases sanguineos.

Imagen 11. Incision longitudinal en la region ventral del cuello para aproximacion de la

arteria carotida izquierda.

30



Imagen 12. Exposicion y aislamiento de la arteria carotida. Una vez visualizada la arteria
cardétida, se realiza la diseccion de la misma y posteriormente se expone y aisla del tejido

circundante colocando en ambos extremos sutura de ceda para que sea posible su

cateterizacion.

Imagen 13. Cateterizacion de la arteria carodtida. Se introduce un catéter de calibre 24G
en la arteria carétida con el objetivo de medir la presion arterial por métodos invasivos y

poder obtener la muestra sanguinea arterial para su evaluacion gasométrica.
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Imagen 14. Cierre de la incision y conexion al transductor de presion arterial invasiva asi

como a una llave de tres vias para la obtencion de sangre arterial para su andlisis

gasométrico.

Imagen 15. Transductor de presion arterial invasiva colocado a la altura del corazon de la

unidad experimental y calibrado a la presion atmosférica a la cual se realizo el

experimento.

La frecuencia cardiaca (FC), presion arterial sistolica (PAS), presion arterial diastolica

(PAD) y presion arterial media (PAM) se monitorizaron de manera continua (BeneView T5,
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Mindray, Nanshan, China). Para el anélisis gasométrico de sangre arterial (GEM Premier
3000; Instrumentation Laboratory, UK), se obtuvieron 0.3 mL de sangre inmediatamente
después de la determinacion de la CAM para asegurar (en ese momento) que los valores se
encontraran dentro de pardmetros fisioldgicos normales. La temperatura rectal se monitorizéd
de manera continua (BeneView TS5, Mindray, Nanshan, China) y fue mantenida entre 37°C y
38°C por medio de un sistema de calentamiento por conveccion (Equator®, SurgiVet®,

Smiths Medical PM Inc., USA) (imagen 16 y 17).

Imagen 16. Control del sistema de calentamiento por conveccion Equator ®.

Imagen 17. Mantenimiento de la temperatura corporal entre 37°C y 38°C durante el

procedimiento anestésico y al momento de la a medicion de la CAM.
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Para la administracion de los farmacos endovenosos, se realizo la cateterizacion de una vena

caudal de la cola por medio de un catéter 24G (Introcan; B-Braun, Brazil) (imagen 18).

Imagen 18. Cateterizacion de vena caudal lateral por medio de un catéter calibre 24G para

la a administracion de farmacos.

La fraccion inspirada de isoflurano (Fiiso), la fraccion espirada de isoflurano (Ferso), presion
parcial de CO; tele-espiratorio (PEtCO2) y la frecuencia respiratoria (FR) también se
monitorizaron de manera continua a través de una muestra de gas alveolar tele-espiratorio
(60 mL/min) obtenida por medio de un catéter insertado a través del tubo endotraqueal
colocado en un adaptador entre tubo endotraqueal y la T-de Aire, utilizando un analizador de
gases mediante espectrometria por infrarrojos (BeneView T5, Mindray, Multi-gas offers,

Nanshan, China).

8.4. Determinacion de la concentracion alveolar minima (CAM)
Una vez realizada la instrumentacion y antes de la determinacion de la CAM de isoflurano,
la Feiso se mantuvo constante durante un periodo de 15 minutos a una concentracion reportada
previamente por los autores (Chavez et al. 2015) en el cual la CAM de Isoflurano en ratas fue
de 1.32%. Una vez alcanzada dicha concentracion y transcurrido el periodo de equilibrio
entre el gas alveolar, la sangre arterial y el sistema nervioso central, la CAMis, se determino

por el método descrito por Quasha y col (1980) el cual consiste en la aplicacion de un
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estimulo doloroso supramaximo a una concentracidén especifica conocida de anestésico
inhalatorio, mediante la utilizacion de una pinza hemostatica Rochester Dean de 8-pulgadas
de longitud, la cual se colocd cerca de la base de la cola de la rata, perpendicularmente a la
misma y abarcando la totalidad de la anchura, posteriormente la pinza se cerrd hasta la

primera cremallera durante 60 segundos (imagen 19).

Imagen 19. Aplicacion de un estimulo doloroso supramdximo a una concentracion
especifica conocida de anestésico inhalatorio. El estimulo se realiza con una pinza

Rochester Dean de 8 pulgadas de longitud.

La cola siempre se estimuld en un lugar proximo al sitio de la prueba anterior, nunca en el
mismo lugar. Se considerd una respuesta positiva si la rata presentaba movimientos
musculares bruscos y voluntarios de la cabeza, cuerpo o extremidades. La falta de
movimiento de la cabeza, cuerpo o cola, asi como rigidez y tremor muscular, deglucién o
masticacion fueron consideradas como respuestas negativas. Si la respuesta era positiva, la
concentracion del agente anestésico se incrementaba 10% y se mantenia durante 15 minutos
antes de la siguiente aplicacion del estimulo. En caso de observarse una respuesta negativa,
la concentracion de isoflurano se reducia un 10% y se esperd el mismo periodo de tiempo
antes de la siguiente mediciéon. La CAM se consideré como el valor medio entre la

concentracion que permitia el movimiento y la concentraciéon a la cual se prevenia el
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movimiento intencionado como respuesta al estimulo nocivo. En cada rata, la CAM se
calcul6 por duplicado.

8.5. Correccion de la CAM en base a la presion barométrica
El valor de la CAM obtenida en cada unidad experimental, se corrigi6é a 1 atm de presion
utilizando la siguiente formula:
CAM corregida = CAM obtenida X Presion barométrica ambiental (mmHg) / 760 mmHg.
Segun la estacion meteorologica oficial, la presion barométrica ambiental a la altitud a la cual
se llevo acabo el experimento (2,680 m sobre el nivel del mar) es de 556 mmHg.
Una vez finalizado cada experimento, la Feis, se increment6 al 5% y los animales fueron

sacrificados por medio de la administracién endovenosa de pentobarbital sddico.

8.6. Diseiio experimental
Utilizando un generador de niumeros aleatorios (Excel 2007, Microsoft office), los animales
fueron distribuidos en 9 grupos (n=8).
Este estudio estd conformado por dos partes. La parte 1 consta del experimento 1A, 1By

1C; la parte 2 estd conformada del experimento 2A y 2B.

Parte 1
Experimento 1A: Medicion de la CAM de isoflurano en el grupo CAMiso, CAMiso+winss
y CAMiso+ven

En el Grupo CAMiso+winss se administro 1 mg/Kg de WIN 55,212-2 (mesylate salt, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) intra-peritoneal (i.p.) cada 24 horas (a las 09:00 h) durante 21 dias.
El WIN 55,212-2 se suspendid en una soluciéon vehiculo compuesta por 0.3% de Tween 80
en solucioén salina (0.9%) como lo describié Tanda y col (1997).

Al grupo CAMiso+ven se administré 0.3 ml de la solucion vehiculo i.p. cada 24 horas (a las
09:00h) durante 21 dias. La medicion de la CAM de isoflurano en el grupo CAMiso+winss ¥
CAMiso+ven se realizd 24 horas después de la ultima administracion del tratamiento
correspondiente (dia 22).

En el grupo control (CAMiso) se realizé la medicion de la CAM sin efecto de alglin

tratamiento.
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Experimento 1B: Medicion de la CAM de isoflurano después de 8 dias de suspendido el
cannabinoide sintético.

En el grupo CAMiso+wimngp se administrd 1 mg/Kg de WIN 55,212-2 1.p. cada 24 horas (a
las 09:00 h) durante 21 dias. La medicion de la CAM de isoflurano se realizo 8 dias después

de la ultima administracion de WIN 55,212-2 (dia 29).

Experimento 1C: Antagonismo del receptor CB1.

En el grupo CAMiso+winss+ant se administrd 1 mg/Kg de WIN 55,212-2 1.p. cada 24 horas
(a las 09:00 h) durante 21 dias. La medicion de la CAM de isoflurano se realizé 24 horas
después de la ultima administracion del cannabinoide (dia 22). En este grupo experimental
se administré 1 mg/Kg IV del antagonista cannabinoide especifico del receptor CB1 conocido
como SR141716A (rimonabant) 30 minutos antes del inicio de la medicion de la CAM. El
SR141716A se suspendid en una solucioén vehiculo compuesta por 0.3% de Tween 80 en

solucion salina (0.9%)

Parte 2:

Experimento 2A: Efecto de la morfina sobre la CAM de isoflurano en ratas tratadas
cronicamente con el cannabinoide sintético WIN 55,212-2.

En el grupo CAMiso+winss+mor se administrd 1 mg/Kg de WIN 55,212-2 i.p. cada 24 horas
(a las 09:00 h) durante 21 dias. La medicion de la CAM de isoflurano se realiz6 24 horas
después de la Gltima administracion del tratamiento correspondiente (dia 22), 45 minutos
antes de la medicion de la CAM se administré 3 mg/Kg IV de morfina (Graten, PiSA,
México). En el grupo CAMiso+MmoRr, no se administrdé WIN 55,212-2 y se realiz6 la medicion

de la CAM de isoflurano 45 minutos después de administrarse 3 mg/Kg IV de morfina.

Experimento 2B: Efecto de la dexmedetomidina sobre la CAM de isoflurano en ratas
tratadas cronicamente con el cannabinoide sintético WIN 55,212-2.

En el grupo CAMiso+winss+pEx s€ administrd 1 mg/Kg de WIN 55,212-2 i.p. cada 24 horas
(a las 09:00 h) durante 21 dias. La medicion de la CAM de isoflurano se realiz6 24 horas

después de la Gltima administracion del tratamiento correspondiente (dia 22), 30 minutos
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antes de la medicion de la CAM se administr6 una infusidn continua intravenosa de
dexmedetomidina a una dosis de 0.25 png/Kg/minuto. En el grupo CAMiso+pex, se administrd
una infusidon continua intravenosa de dexmedetomidina a dosis de 0.25 pug/Kg/minuto 30
minutos antes de la medicion de la CAM. En este grupo no se administrd el cannabinoide
sintético.

8.7. Analisis estadistico
Parte 1:
El anélisis estadistico de los datos se realizo utilizando Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,
EE.UU.). Los datos se presentan como media + desviacion estandar (DE). Para la evaluacion
de la normalidad de los datos se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilk. Se realiz6 un analisis de
varianza y una prueba post hoc de los grupos utilizando la prueba de Holm-Sidak’s. Los
valores se consideraron estadisticamente significativos cuando el valor de p < 0.05.
Parte 2:
En anélisis estadistico se realiz6 mediante una prueba pareada de t de Student entre el grupo
CAMiso y el Grupo CAMiso+mor, asi como entre el grupo CAMiso+winss y el grupo
CAMiso+winss+mor. La prueba pareada de t de Student también se utilizé entre los grupos
CAMiso y CAMiso+pex y entre el grupo CAMiso+wmnss y el grupo CAMiso+winss+Dex. Los

valores se consideraron estadisticamente significativos cuando el valor de p <0.05.
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9. Resultados

Parte 1

Tabla 1. Se muestran los valores del experimento 1A: Grupo control (CAMiso), del
grupo al cual se le administré la solucion vehiculo CAMiso+ven y del grupo

CAMiso+winss. También contiene la CAM del experimento 1B (CAMiso+winsp) y 1C

(CAMiS0+WIN55+ANT).
Grupo CAM Incremento de la Valor - p
CAM %
CAMiso 1.32 £0.06 - -

CAMiso+vEH 1.36 £0.03 3% <0.4784
CAMiso+winss 1.69 £ 0.09*# 28% < 0.0001*#
CAMiso+winsD 1.67 £ 0.07*# 26% < 0.0001*#
CAMiso+wins5+ANT 1.57 + 0.09*#* 18% < 0.0001*#

<0.0173"

*Estadisticamente significativo comparado con el grupo control CAMiso (p < 0.05).
#Estadisticamente significativo comparado con el grupo CAMiso+ve (p < 0.05).

*Estadisticamente significativo comparado con el grupo CAMiso+win (p < 0.05).

Parte 2

Experimento 2A:

Tabla 2. Efecto de la morfina sobre la CAM de isoflurano en ratas.

Grupo CAM Reduccion de la Valor - p
CAM en %
CAM;so 1.32 £ 0.06 = -
CAMiso+mor 0.97 £ 0.02* 26% <0.0001

*Estadisticamente significativo (p < 0.05).
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Tabla 3. Efecto de la morfina sobre la CAM de isoflurano en ratas tratadas cronicamente
con el cannabinoide sintético WIN 55,212-2.

Grupo CAM Reduccion de la Valor - p
CAM en %
CAMiso+winss 1.69 + 0.09 - -
CAMis0+WIN55+MOR 1.55 +0.08* 8% < 0.0094

*Estadisticamente significativo (p < 0.05).

Experimento 2B:

Tabla 4. Efecto de la dexmedetomidina sobre la CAM de isoflurano en ratas.

Grupo CAM Reduccién de la Valor - p
CAM en %
CAMiso 1.32 1+ 0.06 - -
CAMiso+Dex 0.68 + 0.10* 48% <0.0001

*Estadisticamente significativo (p < 0.05).

Tabla 5. Efecto de la dexmedetomidina sobre la CAM de isoflurano en ratas tratadas
cronicamente con el cannabinoide sintético WIN 55,212-2.

Grupo CAM Reducciéon de la Valor - p
CAM en %
CAMiso+winss 1.69 + 0.09 - -
CAMs0+WiN55+DEX 0.67 £ 0.08* 60% < 0.0001

*Estadisticamente significativo (p < 0.05).
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Abstract

Background

It has been observed that acetaminophen potentiates the analgesic effect of morphine and
tramadol in postoperative pain management. Its capacity as an analgesic drug or in combi-
nations thereof to reduce the minimum alveolar concentration (MAC) of inhalational anes-
thetics repre sents an objective measure of this effect during general anesthesia. In this
study, the effect of acetaminophen with and without morphine or tramadol was evaluated on
the isoflurane MAC.

Methods

Forty-eight male Wistar rats were anesthetized with isofiurane in oxygen. MAC,s, was deter-
mined from alveolar gas samples at the time of tail clamping without the drug, afteradminister-
ing acetaminophen (300 mgkg), morphine (3 mg/kg), tramadol (10 mg/kg), acetaminophen
(300 mg/kg) + morphine (3 mg/kg), and acetaminophen (300 mg/kg) + tramadol (10 mg/kg).

Results

The control and acetaminophen groups did not present statistically significant differences

(p = 0.98). The values detemined for MAC,s, after treatment with acetaminophen + mor-
phine, acetaminophen + tramadol, morphine, and tramadol were 0.98% + 0.04%, 0.99% +
0.009%, 0.97% + 0.02%, and 0.99% + 0.01%, respectively.

Conclusions

The administration of acetaminophen did not reduce the MAC of isoflurane and did
not potentiate the reduction in MAC,s, by morphine and tramadol in rats, and therefore
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does not presenta sparing effect of morphine or tramadol in rats anesthetized with
isoflurane.

Introduction

Acetaminophen, also known as paracetamol, has analgesic and antipyretic properties like
NSAIDs. However, its classification is controversial, because unlike NSAIDs it has little anti-
inflammatory activity, it does not induce side effects in the gastrointestinal tract and kidney,
and it does not affect platelet function when applied at the recommended dose [1]. Acetamino-
phen s the drug of choice in patients where the administration of NSAIDs is contraindicated
[2]. Although its clinical use began more than 100 years ago, its mechanism of action has not
been fully determined. Indeed, acetaminophen has constantly been compared with NSAIDs,
starting with Vane et al. [3] who demonstrated that the mechanism of action for aspirin-like
drugs is the inhibition of prostaglandin synthesis. The mechanism by which acetaminophen
exerts its action has been investigated in various research studies. Flower et al. [4] reported that
the inhibition of brain cyclooxygenase is responsible for the antipyretic effect of paracetamal,
generating the concept of a central mechanism of action. More recently, Chandrasekharan
etal [5] reported the existence of a variant of COX-1 in dogs. This enzyme, named COX-3 was
identified in the central nervous system and was found to be sdectivdy inhibited by antipy-
retic-analgesic drugs such as acetaminophen, suggesting a mechanism for pain and possibly
fever reduction. Nevertheless, Kis et al. [6] recommended that these results should not be gen-
eralized to other species such as rodents and humans, and pointed out several methodological
contradictions in the study. Currently, the existence of a third isozyme is the subject of debate
[Z]. A study by Hinz et al [8] showed that acetaminophen is a selective COX-2 inhibitor in
humans. In fad, there are reports of reduced inflammation in patients undergoing dental sur-
gery [9]. At present, it is known that the mechanism of action of acetaminophen is complex
because it involves the inhibition of cyclooxygenases both centrally and peripherally depending
on the concentration of circulating peroxides. Therefore, some authors suggest classifying acet-
aminophen asan atypical NSAID [10]. At the same time, research has been conducted showing
that acetaminophen is a prodrug, and indicating that the analgesic effect of acctaminophen is
generated by the indirect activation of cannabinoid CB, receptors [11,12]. Also, it has been

shown that acetaminophen has an effect on the descending serotonergic pathway [13,14] and
may interact with opioidergic systems [15,16] or nitric oxide pathways [17]. Overall, the mech-
anism of action of acetaminophen is currently not entirely clear.

Acetaminophen is used alone and in combination with other drugs—the administration of
analgesic drugs with different mechanisms of action is often used to provide synergistic or
additive effects, and in order to decrease the dose required to control pain and side effects [18].
Several studies have shown a morphine-sparing effect when morphine is combined with acet-
aminophen in the postoperative period [19,20]. Gomez de Segura et al. [21] demonstrated that
aspirin potentiates the sparing effect of morphine on the MAC of isoflurane (MACysp ) in rats.
The opioid sparing effect of aspirin in perioperative management was demonstrated for the
first time, using a reduction in the MAC of halogenated anesthetics as an objective measure to
test the antinodceptive potency of analgesic drugs and their combinations in patients under
general anesthesia [22 23]. To our knowledge, the benefit of combining acetaminophen and
morphine in terms of reducing the minimum alveolar concentration (MAC) of isoflurane has
not been reported, although acetaminophen is commonly used in the managementof perioper-
ative pain [24].
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Another drug used in combination with acetaminophen is tramadol, an atypial opioid and
synthetic analog of codeine [25,26]. These drugs have been clinically proven to be effective in
the control of postoperative pain and in oncology patients [27 28] but there is no information
about the effect of this combination on the MAC of inhaled anesthetics.

The aim of this study was evaluate the effect of acctaminophen on the reduction in MAC 5,
produced by morphine and tramadal in rats, and to test the hypothesis that acetaminophen
synergistically potentiates the effect of morphine and tramadol on MACy, reduction inrats.

Materials and Methods
Animals and husbandry

Forty-eight male Wistar rats, weighing 310 + 20 g (290-330 g) were included in this experi-
ment, which was approved by the Animal Research Ethics Committee for Animal Experimen-
tation (protocol number 3492/2013CHT) of the Facultad de Medidna Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Auténoma del Estado de México. Rats were housed in groups of sixin Plexiglas
cages, with a 12 hlight/12 h dark cycle (lights on at 07:00), with a relative humidity of 50-60%
and ambient temperature 22 + 2°C. The animals had free access to rodent food (Prolab®
RMH 2500, USA) and water was provided ad libitum. Animals were allowed to acdimatize for
at least one week before the studies took place. All the studies were performed during the
morning (09:00-12:00). All animals were handled according to the guidelines set forth in the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Anesthesia

Anesthesia induction was conducted by placing each rat in the nduction chamber providing
5% isoflurane (Forane; Baxter Laboratories, USA) in a continuous oxygen flow of 5 L/min.
Once the animal was anesthetized, tracheal intubation was performed with the animal posi-
tioned in dorsal reesmbency using a 16-gauge aatheter (Introcan; B-Braun, Brazl). A flexible,
blunt-tip, wire guide was inserted into the trachea with an otoscope and used to direct the
endotracheal catheter. Correct placement of the catheter was confirmed by CO, infrared-
absorption analysis (BeneView T5, mindray, Multi-gas offers, Nanshan, China). The catheter
was then connected to a small T-piece breathing system with minimal dead space and a fresh
gas flow of 1 L/min of oxygen. The isoflurane concentration was adjusted as necessary based
onassessment of the palpebral reflex and hemodynamic responses during instrumentation.
During the study, the rats were breathing spontaneously.

Instrumentation and monitoring

The carotid artery was exposed via surgical cut-down and catheterized using a 24-gauge cathe-
ter (Introcan; B-Braun, Brazil); this was connected to a pressure transducer system for direct
blood pressure monitoring and the collection of arterial blood to determine blood gases. Sys-
tolic, diastolic and mean arterial blood pressures (SAP, DAP and MAP, respectively) and heart
rate (HR) were continuously monitored (BeneView T5, Mindray, Nanshan, China). For blood
gas analysis, 0.3 mL of blood was obtained immediately before the first noxious stimulation
and another one after determining the MAC (GEM Premier 3000; Instrumentation Laboratory,
UK). The rectal temperature was maintained between 37°C and 38°C by means of a Convective
Warming System (Equator®, SurgiVet®), Smiths Medical PM Inc,, USA). The tail van was
catheterized using a 24-gauge catheter for the administration of drugs (Introcan; B-Braun, Bra-
zil). Inspired ISO (Firw), end-tidal (Fers) concentrations, end-tidal carbon dioxide tension
(PEtCO,) and respiratory rate (RR) were continuously measured with an infrared gas analyzer
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(BeneView TS5, mindray, Multi-gas offers, Nanshan, China) by endotracheal gas sampling (60
ml/min) obtained by means ofa catheter inserted through the endotracheal tube with the tip
located at the level of the carina.

MAC determination

Before the Control MAC5, and MAC 50 | T reutisent group determination, the inspired con-
centration of isoflurane was adjusted to 1.3%, which is a value dose to the MAC of isoflurane
(MAC;sp) reported ina study conducted by Criado et al. [29] in which, the MAC 5, value
determined inall rats was 1.29%. Once this concentration was achieved, it was maintained for
15 minutes, in order to achieve equilibrium between alveolar gas (end-tidal), arterial blood and
the brain [22]. The MAC ofisoflurane was determined by the tail clamp method described by
Quasha et al. [22]. A painful noxious stimulus was applied with a hemostat damped (20 cm
Rochester Dean Hemostatic forceps) on the tail at a specific end-tidal concentration of each
volatile agent. The tail was clamped to the first ratchet lock for 60 seconds. The tail was always
stimulated praximally to the previous test site. A positive motor response was considered if
jerking or twisting motion of the head, body, or movement of the extremities was observed.
Negative responses included lack of movement of the head and limbs, muscle rigidity, shiver-
ing, tail movement, swallowing, and chewing.

If the response was negative, the concentration ofisoflurane was deareased by 10% and
maintained at this concentration for at least 15 minutes, before repeated application of the
stimulus. When a positive response was elidted, the concentration of the volatile anesthetic
was inaeased by 10%. The MAC;s, was calculated as the mean value between the highest con-
centration that permitted movement in response to the stimulus and the lowest concentration
that prevented such movement. In each rat, the MAC was evaluated in duplicate. The person
assessing the response was blinded with respect to the drugs administered to each rat.

The isoflurane MAC values were corrected to sea level by use of the formula (barometric
pressure of location /760 mmHg) x obtained MAC value. The mean barometric pressure was
obtained from the offidal city meteorological station for the altitude at which the experiment
was performed (2,680 m above sealevel) and was 556 mmHg. At the end of each experiment,
the animals were euthanized with pentobarbital given intravenously (Anestesal, Pfizer, México)
to animals deeply anaesthetized with the inhalant agent.

Experimental design

The 48 rats were randomly assigned to one of six groups (n =8) usinga random number gener-
ator (Excel 2007, Microsoft Office). Morphine 3 mg kg'l IV (Graten, PiSA, Mé&i) was
administered and the MAC determined (morphine group, n = 8). The acetaminophen group
(n = 8) received 300 mg kg™ IV of acetaminophen (Tempra IV, Bristol-Myers Squibb, ltaly),
the tramadal group (n = 8) received 10 mg kg IV of tramadol (tramadol, AMSA, México) the
acetaminophen + morphine group (n = 8) received 300 mg kg™ IV of acctaminophen + 3 mg
kg IV of marphine and the acetaminophen + tramadal group (n = 8) received 300 mgkg ™’ IV
of acetaminophen + 10 mg kg IV of tramadol. All drugs were administered into the tail vein
within a period of 3-5 minutes to reduce ardiovasaular and respiratory effects. The MAC of
isoflurane was determined without prior drug administration (Control MACy, group, n = 8).
Forty-five minutes later the inspired concentration of isoflurane was adjusted to 1.3%. The
MACGis0 + Treamen determination was initiated 45 minutes after the administration of drugs
and after the inspired concentration of isoflurane had been adjusted to 1.3%.
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Table 1. Effect of acetaminophen alone and in combination with morphine and tramadol on the minimum alveolar concentration of isoflurane in

rats.
Group MAC % MAC reduction P-value
Control MAC g, group 1321006 - -
MAC.so+Acetaminophen 1312005 0.76 0.98
MAC 150+ Tramadol 0.99+001* 25 < 0.0001
MAC,g +Morphine 0.97+ 002% 265 < 0.0001
MAC,g o +Acetaminophen/Tramadol 0.99 +£0.009* 25 < 0.0001
MACso+Acetaminophen/Mophine 0.981 0.04* 257 < 0.0001

“Statistically significant compared 1o the control group and the acetaminophen group (p < 0.05).

doz10.1371fournal pona 0143710001

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Prism 6 (Graph Pad Software, Inc., USA). The Shapiro-
Wilk test was used for the assessment of data normality. Data are reported as mean + standard
deviation (SD). Analysis of variance was performed and post hoc comparison of the groups
was performed using the Holm-Sidak test. Values were considered statistically different when
p< 0.05.

Results

The time from the adjustment of the inspired concentration of isoflurane to 1.3% until MAC
determination was 96 + 10 min in the Control MAC;s, group, the application of four stimuli
bengrequired. The time from the administration of drugs and the adjustment of the inspired
concentration of isoflurane to 1.3% until MAC determination was 118 + 1.4 min in the
MACis0 |+ Treamen group, the application of six stimuli bang required.

The mean + SD Control MAC;s, group value determined was 1.32% + 0.06%. Afteracet-
aminophen administration the MAC s | Treamen value was 1.31% + 0.05%; this was not sig-
nificantly different to the Control MAC;g, group (p = 0.98). Morphine and tramadol were
found to be equipotent, and decreased the MACiso t0 0.97% + 0.02% and 0.99% + 0.01%,
respectively. These values were not significantly different from each other, but they were both
significantly different from the Control MAC;s, group (p = 0.0001). During the administration
of morphine and tramadol, a decrease in arterial pressure and transient bradypnea was
observed.

The administration of acetaminophen + morphine and acetaminophen + tramadol reduced
the MAC;;, to alevel similar to that observed when only morphine or tramadol was adminis-
tered. The values are shown in the Table 1 (81 Table). The blood gas values, which were within
normal parameters are shown in Table 2 (S2 Table).

Table 2. Blood gas, bicarbonate and |actate values obtained when determining the MAC in the different treatment groups.

Variable Control MAC s, group  Acetaminophen  Tramadol

Morphine  Acetaminophen Tramadol Acetaminophen Morphine

oH 7.3+ 002 73+ 0005 7.3£001 7.3+ 0005 7.3£001 7.3+ 001

Pa0: mmHg 289.3% 15 28497 2704+3 279410 2859+ 14 286813
PaCO, mmHg 37.89+0.15 40001 380612 37.06+0.87 390013 4000+ 4

HCO, mmHg 25.31+ 031 2443044 25061037 2306+0.11 24.43+ 042 23.430.16
Lactate mmol/L 123+0.05 1.35+0.009 1.13:0008 1.13+0.005 1.35+ 0.007 1.3540.01
doi-10.1371fournalpone 0143710002
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Discussion

For the evaluation of analgesic efficacy resulting from the coadministration of NSAIDsand
opioids, visual scales have been used, but these evaluations have been carried out in the post-
surgical period [19.20.24]. The method used to evaluate the analgesic efficacy of a drug or com-
binations during general anesthesia assess the ability of drugs to reduce the MAC of
inhalational anesthetics [22,23], which is defined as the end-tidal pressure of inhalant anesthet-
ics necessary to avoid movement in 50% of individuals exposed to a supramaximal noxious
stimulus [30].

This study shows the interaction in terms of MAC between acetaminophen, morphine and
an atypical opioid, tramadol [25] in rats anesthetized with isoflurane.

In the present study, the Control MAC 5, was similar to the isoflurane MAC reported by
Criado et al [29] who reported a value of 1.29% + 0.08%, and the value reported by Wolff et al.
[31] of 1.38% + 0.05%. Similarly, the values determined for the MACy, after morphine and
tramadol were similar to those reported previously [31].

In the present experiment, we did not observe any interaction between acetaminophen and
morphine or tramadol, which contrasts with the results reported by Benito et al. [32], where it
was found that acetaminophen at the same doses used in this study potentiated the sevoflurane
MAC reduction produced by remifentanil inrats.

There have been various studies on MAC sparing effects of different analgesic drugs
[33,34,35,36]. However, the type of interaction that occurs between opioids and NSAIDs in
terms of the reduction in the MAC of inhalational anesthetics has not shown consistent results.
Vaughan et al. [37] identified a mechanism by which the inhibition of cyclooxygenase (COX)
by NSAIDs potentiates the action of p-receptor agonists in rats, by inhibiting GABAergic syn-
aptic transmission in the opioid receptor-rich midbrain region periaqueductal greyarea. One
year later, it was shown that this synergistic effect is generated by the mhibition of COX-1 and
not of COX-2 [38]. However, one study which evaluated the effect of selective COX-2 NSAIDs,
such as meloxicam and arprofen in dogs [39], reported an additive effect in reducing the
MAC of sevoflurane caused by butorphanol, a synthetic opioid which exerts its effects mamnly
at x-opioid receptors. On the other hand, Santos et al [40] reported a lack of interaction
between meloxicam and morphine in redud ng the isoflurane MAC in rats. Likewise, it has
been reported that a COX-1 preferential flunixin, meglumine, does not potentiate the effect of
morphine in reducing the isoflurane MAC [41]. Thisis in contrast to the potentiating effect of
aspirin on morphine in redudng the isoflurane MAC reported by Gomez de Segura et al. [21].

In light of this information, it is possible that the type of interaction between NSAIDs and
inhalational anesthetics is influenced by the type of halogenated drug. The difference between
our study and that by Benito et al [32] was that in our study, the effect of acetaminophen was
evaluated in the MAC of isoflurane and not of sevoflurane and the difference in the haloge-
nated anesthetic used may be the factor which caused the different effects observed. Similarly,
the mechanisms by which NSAIDs potentiate the effect of opioids in terms of MAC do not cor-
respond with the selectivity of NSAIDs for the different types of cydooxygenase.

All these data suggest that the mechanism of action by which NSAIDs generate the potentia-
tion of the effect of opiates on the MAC of inhalational anesthetics is variable and dependent
on species susceptibility, the type of opioid. and other mechanisms by which these drugs may
interact. Also, considering that NSAIDsare alarge group of drugs with different mechanisms
ofaction, cution should be employed in generalizing the type of interactions they an generate
when combined with opiates.
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Conclusions

This study shows that acetaminophen does not reduce the MAC of isoflurane and does not
potentiate the effect of morphine and tramadol in reducing the minimum alveolar concentra-
tion of isoflurane in rats. Therefore, acctaminophen does not present a sparing effect for mor-
phine or tramadal in rats anesthetized with isoflurane.
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Background: The isoflurane MAC and the effect of morphine and dexmedetomidine
were measured in rats chronically treated with WIN 55,212-2.

Methods: The isoflurane minimum alveolar concentration (MAC) was determined in 72
male rats from alveolar gas samples at time of tail clamping under the following
conditions: MACIsoflurane Control group, rats treated 21 days with vehicle
(MACIsoflurane+Vehicle), rats treated for 21 days with WIN 55,212-2
(MACIsoflurane+WIN55), 8 days after stopping treatment (MACIsoflurane+WIN558),
and 30 minutes after administering antagonist (MACIsoflurane+WIN55+Antagonist) in
rats treated with WIN 55,212-2. The effect of morphine (MACIsoflurane+Morphine) and
dexmedetomidine (MACIsoflurane+Dexmedetomidine) on isoflurane MAC in untreated
rats and rats treated with WIN 55,212-2 (MACIsoflurane+WIN55+Morphine) and
(MACIsoflurane+WIN55+Dexmedetomidine) was ired.

Results: There were no significant differences between the MAClsofiuraneControl and
MACIsoflurane+Vehicle groups. In the MACIsoflurane+WINS5 group, increase of 1.32
% 0.06 to 1.69 £ 0.09. After 8 days without treatment, MAC did not decrease. Statistical
differences were observed between the MACIsoflurane+WIN55+Antagonist and
MACIsoflurane+WIN55 groups. In the MACIsoflurane+Morphine group, there was a
decrease of 1.32 £ 0.06 to 0.97 £ 0.02 in MAC and the
MACIsoflurane+WIN55+Morphine showed a decrease of 1.69 £ 0.09 to 1.55 £ 0.08.
The MACIsoflurane+Dexmedetomidine group showed of 1.32 + 0.06 to 0.68 £ 0.10
decrease in MAC and the MACIsoflurane+WIN55+Dexmedetomidine group showed a
decrease of 1.69 £ 0.09 to 0.67 £ 0.08.

Conclusions: The administration of WIN 55,212-2 increases the MAC of isoflurane in
rats, antagonism partially decreased the MAC. The effect of morphine on MAC of
isoflurane is lower in rats treated with WIN 55,212-2.
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the authors do not oppose any reviewer and only the field has been filled in order to
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Response to reviewers

The abbreviation to isoflurane MAC and its derivations should be shortened.
Suggestion MACISO for control, MACISO+VEH for isoflurane + vehicle,
MACISO+WINS5, MACISO+WINS5_8D, MACISO+WINS5+ANT, MACISO+MOR,
MACISO+DEX, MACISO+MOR+WIN55, MACISO+DEX+WIN55.

Abbreviations have been corrected throughout the document. Thank you for your
comment.

Absfract:

Line 31: No need to say that MAC was measured from alveolar gas samples. In fact,
the samples were not alveolar but end expiratory samples.

The paragraph has been corrected. Thank you for your comment.

Line 38: Results poorly described. What is the value of isoflurane MAC (control)? The
percentage changes in MAC should be also presented. Consider omitting the MAC od
isoflurane+vehicle in the abstract since it is not part of the main results.

The value of MACISO + VEH has been removed. Thank you for your comment.

MAC control correspond to MACISO, this has been corrected in the manuscript.
Thank you for your comments.

Line 46: conclusion does not include the results from dexmedetomidine.

The conclusion has been changed and it has been placed.

The administration of WIN 55,212-2 increases the MAC of isoflurane in rats,
antagonism partially decreased the MAC. Morphine does not decrease the minimum
alveolar concentration of isoflurane in rats treated chronically with WIN55,212-2.
Dexmedetomidine maintains its sparing effect on the minimum alveolar concentration

of isoflurane in rats treated chronically with WIN55,212-2.
Thank you for your comments.

Introduction:

Line 56: De abbreviation comes within parenthesis when mentioned at the first time.
The authors should reverse the order, Written description outside of parenthesis and
the abbreviation within parenthesis.

The placement of the parenthesis has been comrected. Thank you for your comment.
Lines 56 and 57: CB1 and CB2 were not defined.

We thank the reviewer, the CB1 and CB2 receptors has been defined properly.

Lines 58-62: Very long sentence with very loose meaning. The authors need to be
more objective on what kind of effects and manipulations of the ECS were performed
and the results found on the previous studies. Otherwise, it is very hard to interpret the
relevance of this study.

We thank the reviewer for the observation.
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10. Discusion

La CAM es definida como la concentracion alveolar de un anestésico inhalatorio necesario
para evitar el movimiento en el 50% de los sujetos expuestos a un estimulo nocivo
supramaximo (Eger et al. 1965). La medicion de la CAM es utilizada como un método que
permite estudiar los efectos que diferentes substancias provocan en los requerimientos de
anestésicos inhalatorios (Valverde et al. 2003). A pesar que el consumo de cannabinoides es
cada vez mas frecuente (UNODC 2018), solo existen reportes de la administracion aguda y
a corto plazo del efecto que los cannabinoides provocan en la CAM de los anestésicos
inhalatorios y no se sabe que consideraciones se deberan de tener en pacientes que consuman
constantemente estas sustancias y sean sometidos a anestesia con inhalatorios y como se
veran afectados los requerimientos de los agentes anestésicos. De igual manera, el efecto de
la morfina y la dexmedetomidina sobre la CAM de los anestésicos inhalatorios es
desconocido en individuos que han sido sometidos al efecto constante de cannabinoides. En
esta investigacion, podemos observar que la administracion durante 21 dias del cannabinoide
sintético WIN 55,212-2 incrementa la CAM de isoflurano en ratas, sin embargo, esta
observacion no refleja necesariamente el efecto que el consumo ocasional de Cannabis sativa
podria generar en el ser humano ya que el A9-THC es un fitocannabinoide agonista parcial
del receptor CB1 (Gaoni et al. 1964) y el WIN 55,212-2 es un cannabinoide sintético agonista
total del receptor CB1/CB2 (Pertwee et al. 2010), por lo tanto, la eficacia del agonista
cannabinoide y el tiempo de exposicion, podria influir en el efecto sobre los requerimientos
de los anestésicos inhalatorios. Sin embargo, el consumo de cannabinoides sintéticos
(clasificados como nuevas substancias psicoactivas) podria generar efectos similares sobre
la CAM de los anestésicos inhalatorios, ya que éstos son igual o mas eficaces en la
estimulacion de los receptores cannabinoides (Pertwee et al. 2010).

Debido a que el cannabinoide sintético se suspendi6é en Tween 80 con solucidn salina (0.9%),
comparamos el grupo control CAM;so con el grupo al cual solo se administrd la solucién
vehiculo (CAMiso+ven) y no observamos diferencias estadisticamente significativas, Por lo
tanto, concluimos que el aumento de la CAM de isoflurano es provocado completamente por
la administracion durante 21 dias del cannabinoide sintético WIN 55,212-2 y la solucion

vehiculo no tiene efecto sobre la CAM.
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El incremento de la CAM de isoflurano puede ser explicado a través de observaciones
realizadas por Miller et al en 1968, las cuales por medio de la administracion de alfa-
metildopa, iproniazida y reserpina, sugieren que los requisitos de los anestésicos inhalatorios
estan relacionados con los niveles de norepinefrina, de este modo, los farmacos que
disminuyen las concentraciones de norepinefrina en el sistema nervioso central tienen la
capacidad de disminuir la CAM, por el contrario, los que incrementan estos niveles provocan
un aumento en los requerimientos anestésicos. Del mismo modo, se ha reportado que la
administracion aguda de anfetamina (Johnston et al. 1972) y cocaina (Stoelting et al. 1975)
incrementa la CAM de halotano en perros debido al incremento de la concentracion de
catecolaminas en el sistema nervioso central. Una investigacion realizada por Page et al en
2007 senala que ratas tratadas durante 8 dias con WIN 55,212-2 presentan un incremento en
la actividad noradrenérgica, dichos investigadores demostraron que la administracion
repetida de WIN 55,212-2 estimula los receptores cannabinoides CB1 en cuerpos celulares
del locus coeruleus (LC) y en terminales nerviosas que contienen norepinefrina generando
adaptaciones celulares que se correlaciona con aumentos en la TH (tirosina hidroxilasa/
enzima sintetizadora de catecolaminas) en el LC y un aumento del eflujo de norepinefrina,
también, se observo que después de 8 dias de haber suspendido el tratamiento, estos niveles
regresan a los del grupo control. En nuestro estudio, la observacion del incremento de la
CAMiso después de 21 dias de tratamiento con WIN 55,212-2 nos llevo a evaluar si dicho
efecto seguia presente después de 8 dias de suspender el cannabinoide y también a determinar
si el receptor CB; estaba implicado en el incremento de la CAMiso. Al realizar la medicion
de la CAM después de 8 dias de suspender la administracion del cannabinoide (grupo
CAMiso+wmsp) no encontramos diferencias estadisticamente significativas al compararlo
con el grupo CAMiso+winss. Por lo tanto, el incremento de la CAM de isoflurano provocado
por la administracion de WIN 55,212-2 no disminuye después de 8 dias de suspender la
administracion del cannabinoide. Esta diferencia con los estudios realizados por Page et al
en 2007 podria ser consecuencia al mayor tiempo de exposicion al cannabinoide utilizado
en nuestro estudio y posiblemente sera necesario mas tiempo para la disminucion de la
actividad noradrenérgica (Kobayashi et al 1974). Para determinar si el efecto del WIN

55,212-2 sobre la CAM de isoflurano es transitorio serdn necesarios otros experimentos.
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Por otro lado, se ha identificado que los receptores denominados TASK son mediadores
importantes del efecto de anestésicos por inhalacion (isoflurano) y también son sensibles al
efecto de cannabinoides. De igual manera, estos receptores son influenciados por los niveles
de norepinefrina (Linden et al. 2006). Por lo tanto, el incremento de catecolaminas tiene
efecto sobre los receptores TASK y modifica la sensibilidad a los anestésicos inhalatorios.
También observamos que el antagonista SR161714A disminuye parcialmente el efecto del
cannabinoide sobre la CAM de isoflurano. Es probable que este efecto se deba a que los
receptores TASK también estan involucrados en el incremento de la CAM y no soélo los
receptores a cannabinoides. Nuestro disefio experimental, no permite determinar el
mecanismo por el cual el WIN 55,212-2 incrementa la CAM de isoflurano en ratas.

Por otro lado, estudios previos han reportado que la administracion aguda y subaguda de A9-
THC disminuye la CAM de halotano en perros (Stoelting et al. 1973) asi como una
disminucion de la CAM de ciclopropano en ratas (Vitez et al. 1973) tratadas de manera aguda
y cronica (durante una semana) con A9-THC. Esta discrepancia con nuestros resultados
puede ser explicado a través de las observaciones realizadas por Mechoulam y por Marciano
en 2003, los cuales sefialan que los cannabinoides presentan efectos paraddjicos en el sistema
nervioso central de los mamiferos. Howlett en el 2002 reporta que los cannabinoides
provocan a corto plazo efectos inhibitorios bloqueando la liberacion de glutamato, por el
contrario, la estimulacion global prolongada de los receptores CB1 provocada por la
administracion exogena de cannabinoides podria bloquear la liberacion del neurotransmisor
inhibidor GABA, este efecto es dependiente del circuito neuronal al cual estimule, ya sea
inhibitorio o excitatorio. El aumento de la CAM de isoflurano sugiere que la administracion
sistémica y sostenida en el tiempo del WIN 55,212-2, a diferencia de la administracion aguda,
provoca efectos excitatorios reflejandose como un aumento de los requerimientos

anestésicos.

En las ratas tratadas cronicamente con el cannabinoide se observé que la morfina disminuyd
su efecto ahorrador de isoflurano, ya que en ratas sin tratamiento previo la disminucion de la
CAM fue mayor y coincide con lo reportado previamente (Goémez de Segura et al. 1998). En
estudios previos, se observé que los receptores TASK no estan implicados en el efecto de la

morfina (Linden et al. 2007). Es importante sefialar que existen reportes de un efecto de
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tolerancia cruzada entre compuestos de naturaleza opioide y cannabinoide. Se ha observado
que la administracion de A9-THC induce tolerancia a los efectos analgésicos (Kaymakcalan
et al. 1972) y cardiovasculares (Hine et al. 1985) de la morfina, de igual manera, se ha
reportado que la administracién crénica de morfina desarrolla tolerancia a los efectos
analgésicos del A9-THC (Bloom et al. 1978). Los mecanismos por los cuales se genera este
efecto es complejo y aun no es del todo claro (Corchero et al. 2004). De acuerdo a esto, la
disminucion del efecto ahorrador de la morfina sobre la CAM de isoflurano en ratas tratadas
cronicamente con WIN 55,212-2 podria sugerir en términos de CAM un efecto de tolerancia
cruzada entre el cannabinoide y la morfina.

Finalmente, observamos que el efecto ahorrador de la dexmedetomidina sobre la CAM de
isoflurano es mayor en ratas tratadas cronicamente con WIN 55,212-2.

Cuando la transmisiéon de norepinefrina se suprime totalmente, la CAM de halotano y
ciclopropano se reduce en un maximo del 40% (Roizen et al. 1978). La dexmedetomidina
reduce significativamente los niveles circulantes de norepinefrina (Janke et al. 2006) y
disminuye la CAM de halotano hasta un 90% (Segal et al. 1988), por lo tanto, el mecanismo
por el cual la dexmedetomidina disminuye los requerimientos de los anestésicos inhalatorios
implica mecanismos adicionales a la inhibicion de noradrenalina en el sistema nervioso
central y a la estimulacion de los receptores az-adrenérgicos ya que se ha demostrado, a través
de la administracion de yumbina y atipamezol (antagonistas de los receptores oo-
adrenérgicos), que el bloqueo de estos receptores por si solos no tiene efecto sobre la CAM
de los anestésicos inhalatorios (Eger et al. 2003). De igual manera, en un estudio realizado
por Linden et al en 2006, se demostré que la dexmedetomidina disminuye su efecto de
sedacion en ratones sin receptores TASK. Estos investigadores llegaron a la conclusion que
los receptores TASK y no solo los oz-adrenérgicos, estan involucrados en el mecanismo de
accion de la dexmedetomidina.

Nuestro estudio demuestra que la administracion continua del cannabinoide sintético
incrementa el efecto que la dexmedetomidina tiene sobre la CAM de isoflurano, pero no esta
disefiado para determinar el mecanismo por el cual esto ocurre. Sin embrago, existen reportes
de un efecto supra-aditivo por la administracion conjunta de agonistas cannabinoides y
dexmedetomidina (Tham et al. 2005), dicho estudio tampoco determina el mecanismo por el

cual se da este efecto.
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Por lo tanto, serd importante considerar la posibilidad de un incremento de los requerimientos
anestésicos por inhalacion en individuos que consuman o estén bajo tratamiento con algin
tipo de cannabinoide. Estos pacientes podrian presentar respuestas diferentes a las dosis

habituales de morfina y dexmedetomidina durante la anestesia con isoflurano.
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11. Conclusiones
La administracion durante 21 dias del cannabinoide sintético WIN 55,212-2
incrementa la concentracidén alveolar minima de isoflurano en ratas; este efecto no

disminuye después de 8 dias de haber suspendido el tratamiento.

El antagonismo del receptor CB1 modifica parcialmente el efecto sobre la CAM de

isoflurano.

El efecto de la morfina sobre la CAM de isoflurano es menor en ratas tratadas

cronicamente con WIN 55,212-2.

La dexmedetomidina incrementa el efecto ahorrador de isoflurano en ratas tratadas

cronicamente con el cannabinoide sintético WIN 55,212-2.
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