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Con frecuencia, los prematuros, recién nacidos a término, lactantes y mujeres en gestación deben ser llevados en repetidas ocasiones a procedimientos quirúrgicos o diagnósticos bajo anestesia general o sedación. 

Durante la práctica diaria mundial, la anestesia inhalatoria ha sido la técnica más común de la anestesia pediátrica, debido a sus propiedades, como menor pungencia y bajo coeficiente de partición sangre-gas. Dentro de los anestésicos inhalados, el sevoflurano es el más usado en la población pediátrica en la actualidad. 

Uno de los principios básicos de la administración de la anestesia es el control de la respuesta al estrés quirúrgico. Con el advenimiento de fármacos opioides de acción ultracorta, los requerimientos de anestésicos inhalados disminuyen a dosis sub-CAM (Concentración Alveolar Mínima).

Estudios recientes en modelos animales en etapas iniciales del neurodesarrollo han puesto en evidencia los potenciales efectos adversos de la exposición a sevoflurano sobre el Sistema Nervioso Central (SNC), como la inducción de neuroapoptosis, alteraciones cognitivas y del comportamiento. Sin embargo, a la fecha no se conoce el resultado de esta exposición en periodos cortos y repetidos a dosis sub-CAM. 

En este estudio se pretende analizar la relación entre exposiciones repetidas a sevoflurano a dosis sub-CAM y la aparición de cambios neurodegenerativos a nivel histopatológico, cognitivo y del comportamiento, mediante el uso de técnicas de inmunohistoquímica, detección de caspasa 3 en tejido neuronal y aplicación de pruebas del comportamiento en ratas neonatales expuestas a este anestésico.




Pregunta de investigación

¿Cuáles son los efectos de la exposición repetida a sevoflurano a dosis sub-CAM en la aparición de neuroapoptosis, alteraciones cognitivas y del comportamiento en ratas neonatales?

Justificación

Los numerosos avances en procedimientos quirúrgicos, diagnósticos y terapéuticos han abierto para los niños nuevas posibilidades de repetidas intervenciones que requieren, en su realización, la administración de anestesia general. Esto hace que los fetos y niños cuyas etapas del desarrollo neuronal se inician en el tercer trimestre de gestación y continúan hasta los 2-3 años (1), se encuentren expuestos a varios fármacos anestésicos en numerosas ocasiones durante este periodo tan vulnerable. Cada año en Estados Unidos, 4 millones de niños son llevados a procedimientos anestésicos (2). En Colombia, la Clínica de la Universidad de La Sabana realiza 720 procedimientos anuales en niños (3). Otro de los más importantes centros de cirugía pediátrica en el país es el Hospital La Misericordia, que realiza 7 mil intervenciones pediátricas al año con anestesia general (4).

Diferentes estudios retrospectivos han puesto en evidencia los efectos deletéreos de los anestésicos en el comportamiento y capacidad de aprendizaje en niños expuestos (5), y asimismo en modelos experimentales en los cuales, además, se observó inducción de neuroapoptosis (6-7). Se ha evidenciado que estos efectos se incrementan tras exposiciones múltiples (5). Sin embargo, la mayoría de estos estudios están basados en anestésicos inhalados como halotano, isoflurano y óxido nitroso, y endovenosos como midazolam y opioides (8), por ser estos, históricamente, los primeros utilizados en la práctica anestésica.

El sevoflurano es actualmente el anestésico inhalado más utilizado en la anestesia pediátrica a nivel mundial (9), debido a su rápida acción y a no ser irritante de las vías respiratorias; por lo tanto, es el agente al que más se expone el ser humano durante su etapa del desarrollo neuronal. En la actualidad, las dosis de los anestésicos inhalados, medidas a través de la Concentración Alveolar Mínima (CAM), se usan a concentraciones más bajas (sub-CAM) al ser combinadas con opioides (10), lo cual no garantiza que no tengan efectos secundarios en el neurodesarrollo y la apoptosis neuronal.

En la actualidad se conoce que los efectos neurotóxicos del sevoflurano son dependientes de la duración de la exposición (11). Sin embargo, no se conoce el efecto de dosis repetidas en tiempos cortos de exposición; por lo tanto, en este estudio se propone el análisis de dichos efectos utilizando exposiciones repetidas a sevoflurano a dosis sub-CAM, en ratas en neonatal (5 a 7 días posnatales).

Por esta razón, es prioritario el estudio de los efectos del sevoflurano, como también la evaluación de las repercusiones que este puede tener en el neurodesarrollo del infante, para así aportar datos al desarrollo de nuevas estrategias que garanticen la administración de una anestesia segura.

Estado del arte

Diferentes estudios han sugerido que la exposición a diferentes anestésicos en etapas tempranas del neurodesarrollo puede ser un factor de riesgo para la aparición de alteraciones en el aprendizaje y el comportamiento (5-6, 8, 12). Adicionalmente, se ha evidenciado que el riesgo de adquirir dichas alteraciones se incrementa tanto con la exposición temprana a la anestesia, como con tiempos prolongados y acumulados de exposición a esta (5). En un estudio en ratones neonatales, se aleatorizó la exposición a sevoflurano: un grupo con 2.1 % y otro con 3 %, ambos con oxígeno al 60 %, con tiempos de exposición de 2 o 6 horas (11). Se encontró en el tejido cerebral el efecto neurotóxico del sevoflurano, lo que demuestra apoptosis mediante inducción de caspasas, alteración en procesamiento de precursores de la proteína amiloide (APP) e incremento en niveles de esta proteína. Además, se demostró que estos efectos son dependientes del tiempo de exposición, pues se encontró activación de caspasa 3 y apoptosis neuronal en las muestras expuestas a 6 horas, y no se evidenciaron marcadores de neuroapoptosis en las muestras expuestas a 2 horas con las diferentes concentraciones anestésicas administradas.

Con base en estos estudios, y teniendo en cuenta que en la práctica clínica actual es frecuente la exposición corta y el uso de dosis sub-CAM para anestesia general balanceada, se propone la presente investigación, que analiza la inducción de caspasa 3 en tejido cerebral de ratas neonatales tras exposiciones múltiples de 1 hora a dosis sub-CAM. Por último, se analiza el impacto en las habilidades de aprendizaje y las alteraciones en el comportamiento del modelo experimental.

Marco teórico

El desarrollo de nuevos procedimientos diagnósticos y terapéuticos y el avance en subespecialidades quirúrgicas, tanto en pacientes pediátricos como obstétricos (por ejemplo, la toma de imágenes diagnósticas, biopsias, realización de procedimientos endoscópicos, odontológicos y quirúrgicos, y dentro de estos los cardiovasculares, neurológicos, oftalmológicos, reconstructivos, fetales, accesos vasculares, etc.), han conllevado la necesidad de garantizar analgesia, sedación, anestesia e inmovilidad para su realización en forma segura, rápida y menos traumática para el paciente. Sin embargo, se ha generado un aumento en la dosis y frecuencia de exposición a anestésicos en el periodo vulnerable de neurodesarrollo del infante. 

En este sentido, uno de los fundamentos más importantes de la práctica en medicina es “primero no hacer daño”, lo cual se refiere a tener siempre en mente el balance entre el riesgo y el beneficio de cualquier intervención médica, antes de llevarla a cabo. La literatura reporta que cada año millones de niños son llevados a procedimientos quirúrgicos y a estudios diagnósticos por imagen, bajo anestesia aparentemente segura (como se mencionó antes, solo en Estados Unidos, 4 millones de niños son llevados a procedimientos anestésicos cada año) (2).

Los avances en cirugía pediátrica han incrementado la exposición de esta población a los diferentes agentes anestésicos. Sin embargo, durante años estos se han administrado sin los suficientes estudios clínicos que den a conocer los efectos adversos sobre el SNC (8). Esto ha llevado a que en los últimos años se incremente la preocupación sobre la seguridad del uso de anestésicos y sus verdaderas consecuencias en el neurodesarrollo del infante. Y aunque en las investigaciones en animales se evidencian los efectos adversos tanto histológicos como de comportamiento por parte de los diferentes anestésicos, la evaluación en humanos es difícil, si no imposible de analizar, debido a que es complejo realizar estudios clínicos de este tipo en poblaciones pediátricas (6).

Uno de los principales objetivos de la administración de la anestesia es el control de la respuesta neurovegetativa al estrés quirúrgico y al dolor. El reconocimiento de los efectos deletéreos que trae su mal manejo ha llevado a que la anestesia general balanceada tome gran importancia en la población pediátrica. Esta técnica anestésica requiere la combinación de analgésicos opioides con anestésicos inhalados, lo cual permite disminuir la dosis de estos a sub-CAM (13).

El sevoflurano facilita una rápida inducción anestésica sin irritar la vía aérea, además de que provee estabilidad hemodinámica durante el mantenimiento y una fácil recuperación anestésica. Aunque otros anestésicos brindan estabilidad hemodinámica, el sevoflurano es el único que, además, permite una inducción suave cuando es administrado con máscara (9), lo que hace que sea el anestésico inhalado más utilizado en la población pediátrica (14-15).

La mayoría de anestésicos autorizados por la FDA se permiten para la población adulta más que para la pediátrica (6). Son limitados los datos que evalúan la dosis apropiada y segura para la eficacia de varios fármacos anestésicos de uso común en pacientes pediátricos. La publicación de un número importante de estudios no clínicos en modelos animales, que sugieren que el uso de fármacos anestésicos en la población pediátrica puede estar relacionado con neurotoxicidad (6, 8, 16-17), ha llevado a que el CDER (Center for Drug Evaluation and Research) y el NCTR (National Center for Toxicological Research) tomen un papel activo en la recolección de información necesaria para evaluar la significancia clínica de estos hallazgos (6). También se han iniciado estudios a fin de evaluar cuál es el nivel de exposición requerido para producir neurotoxicidad, y así aportar conocimiento a la práctica clínica.

Apoptosis:

La muerte celular programada, conocida como apoptosis, es un proceso fundamental para la vida, al permitir un adecuado desarrollo estructural y funcional de todos de los sistemas orgánicos (18). La muerte celular es un proceso que comprende los siguientes mecanismos: muerte celular programada, necrosis y autofagia. La necrosis es la muerte celular secundaria a procesos de isquemia y reperfusión, los cuales producen daños en la membrana celular. La autofagia es un proceso de muerte celular ocasionado por la carencia de nutrientes y el agotamiento de sustratos (18-19).

El término ‘apoptosis’ viene de un vocablo griego que sugiere “hojas cayendo del árbol”. La principal característica de la apoptosis es el encogimiento celular y de su núcleo (20). La diferencia entre apoptosis y necrosis radica en el comportamiento de la membrana celular en este proceso: en la necrosis, la membrana celular pierde su integridad y permite el ingreso de líquido e iones extracelulares al citoplasma, con el resultante edema de la célula y sus orgánulos; por su parte, en la apoptosis, la integridad de la membrana celular persiste hasta el final del proceso. La apoptosis se caracteriza por el clivaje de las proteínas del citoesqueleto por proteasas específicas, las cuales colapsan los componentes celulares, además de presentarse condensación de la cromatina celular, fragmentación celular y abombamiento de la membrana celular (21).

Las caspasas son mediadores esenciales de los procesos de apoptosis o muerte celular programada, de especial relevancia en los procesos morfogenéticos del desarrollo embrionario (22). La activación de las caspasas compromete en las células una de las dos vías siguientes, las cuales posteriormente convergen: la vía extrínseca del receptor de muerte celular y la vía intrínseca dependiente de la mitocondria. Las caspasas son proteasas de cisteína que clivan el péptido unido al C-terminal a residuos de ácido aspártico, y de ahí se deriva su nombre, del sitio de clivaje (20). En la actualidad se usa la activación de la caspasa 3, como marcador temprano de la apoptosis (22). Esto presenta la gran ventaja de que, al tratarse de un evento que tiene una alta correlación con la inducción de apoptosis, no existe la incertidumbre presente en otros marcadores, donde su presencia o ausencia no son determinantes en el proceso de muerte celular programada (22).

La vía del receptor de la muerte celular, vía extrínseca, desempeña un papel muy importante en el mantenimiento de la homeostasis tisular (18), especialmente del sistema inmune. Es activada por la unión del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), el cual recluta la procaspasa 8 y/o 10 para formar un complejo de señalización de inducción de muerte celular. La alta concentración de procaspasa 8 produce su autoclivaje a caspasa 8, un mediador esencial del proceso apoptótico capaz de activar posteriormente la caspasa 3. La caspasa 3 activa en forma irreversible los sustratos capaces de disparar los cambios celulares característicos de la muerte celular asociada con la apoptosis (23).

La vía mitocondrial, vía intrínseca, es iniciada intracelularmente en respuesta a estímulos extracelulares y alteraciones intracelulares, como el daño del ADN. La vía intrínseca es activada por medicamentos quimioterapéuticos, radiación ultravioleta y estrés oxidativo, los cuales producen daño del ADN, desdoblamiento proteico y deprivación de factores de crecimiento. Estos mediadores aumentan la permeabilidad de la membrana mitocondrial y promueven la liberación de proteínas proapoptóticas, desde el espacio de las membranas mitocondriales al citosol, como el citocromo C (principal mediador), procaspasas, DIABLO/Smac, endonucleasa G y adenilato quinasa 2. Una vez liberado el citocromo C, se une a una molécula llamada Apaf-1, la cual oligomeriza y recluta la procaspasa 9. Este complejo molecular es llamado apoptosoma, y es necesario para el clivaje y activación de la caspasa 3 por la caspasa 9 (21, 23).

La activación de la vía del receptor de muerte celular y la vía mitocondrial, caspasas 8 y 9, activan las caspasas 3, 6 y 7, las cuales son indicadores del clivaje de numerosas proteínas y de la activación de las ADN asas.

Los factores que determinan qué vía es activada incluyen el estado del ciclo celular, el tipo y la magnitud del estímulo apoptótico, las células inmunes y el estado de activación celular (23).

Neurogénesis:

El desarrollo del SNC en los mamíferos comprende varios procesos celulares complejos, como la neurogénesis, la diferenciación celular en subpoblaciones especializadas, la migración celular a diferentes áreas del SNC, la sinaptogénesis con formación de vías neuronales y la mielinización axonal (8, 24).

Estos procesos pueden variar entre diferentes especies de mamíferos, según la duración de la gestación y la expectativa de vida. En los seres humanos, la sinaptogénesis inicia durante el tercer trimestre de gestación y es seguido de un rápido crecimiento cerebral hasta los 2 a 3 años posnatal (25).

En roedores pequeños, como ratones y ratas, el cerebro es aún inmaduro en el nacimiento. Sin embargo, tiene un rápido desarrollo durante las primeras 2 semanas de vida (26-27). Un cerebro de estos mamíferos a los 7 días de nacido se ha equiparado con el del neonato humano de 32 a 36 semanas de gestación (25).

En el desarrollo natural del SNC se producen neuronas en exceso, y su eliminación es fundamental para lograr una morfología cerebral normal y la viabilidad del ser vivo (28). Aproximadamente un 50 a 70 % de las neuronas y las células progenitoras tienen un proceso de muerte celular fisiológica y de eliminación por muerte celular programada o apoptosis (29-30).

Los medicamentos que ejercen su acción antagonizando el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) y los agonistas del receptor Gama Ácido Amino Butírico (GABA), inducen lesión y muerte neuronal en roedores. En este grupo de medicamentos se encuentra la mayoría de anestésicos usados en la actualidad, como anestésicos inhalados, barbitúricos, benzodiacepinas, etomidato, propofol, ketamina, entre otros (6). Estas drogas son capaces de interactuar al mismo tiempo con varios sistemas neuronales (GABA/NMDA) y con diferentes receptores, como los de glicina, glutamato, receptores nicotínicos/acetilcolina y receptores serotoninérgicos (31). Así mismo, el grado de antagonismo del receptor NMDA puede variar según el anestésico inhalado, y por ende podría variar el grado de neurotoxicidad (31-33).

Debido a que la actividad neuronal mediada por GABA y NMDA es esencial para el desarrollo del cerebro de los mamíferos, la exposición a los anestésicos generales podría interferir con el proceso de maduración cerebral normal (34-35). La susceptibilidad del cerebro en proceso de desarrollo a los antagonistas del receptor NMDA y agonistas GABA, que puede resultar incluso en neuroapoptosis masiva, se ha evidenciado en diversas investigaciones (36).

Existen varios estudios de laboratorio en modelos animales neonatales que demuestran que la administración de los fármacos anestésicos se asocia con un aumento de la degeneración normal neuronal por apoptosis. Este fenómeno es objeto de controversia acerca de sus implicaciones en la anestesia pediátrica (37-42). Sin embargo, se ha argumentado en varias ocasiones que los resultados de laboratorio en roedores proveen evidencia sobre la susceptibilidad humana a la neurotoxicidad inducida por anestesia, principalmente durante el tercer trimestre de gestación hasta el segundo año de vida (37, 43).

Halotano:

No existen estudios prospectivos realizados en niños para evaluar la estructura neuronal o las alteraciones neurocognitivas después de la exposición a halotano durante periodos tempranos en la vida humana. Sin embargo, se han descrito anomalías transitorias del comportamiento, como temor, búsqueda de atención, perturbación del sueño, enuresis y ansiedad, después de la exposición a halotano (44-48). Los síntomas fueron más pronunciados en el posquirúrgico inmediato y disminuyeron significativamente durante los primeros meses después de la cirugía.

Experimentos de laboratorio sobre la neurotoxicidad inducida por uso prolongado de halotano, y exposiciones subanestésicas in útero hasta varias semanas posnatales (49-51) o durante exposición prenatal a dosis anestésicas (52-53), han producido déficit en el aprendizaje. La exposición prenatal a halotano a dosis clínicas entre los días 3 y 17 de gestación, se relaciona con alteración en el aprendizaje en la edad adulta, mientras que las dosis subclínicas disminuyen la densidad sináptica, sin evidenciar disfunción neurocognitiva (51).

Isoflurano:

No hay publicados estudios prospectivos sobre la estructura neuronal o el desempeño neurocognitivo a largo plazo después de anestesia con isoflurano en niños.

Estudios en modelos animales neonatales de ratas, ratones, conejos y cerdos, han vinculado al isoflurano con la neurodegeneración apoptótica (7, 12, 54-57); la mayor información disponible está en ratones y ratas de 7 días de edad. Se ha reportado que la exposición de ratas neonatales a una combinación de anestésicos de uso común en pediatría, como midazolam, isoflurano y óxido nitroso durante un periodo de 6 horas, causa neurodegeneración apoptótica extensa seguida de alteraciones cognoscitivas, déficit en la función sináptica hipocampal y alteraciones del aprendizaje y la memoria (17). Además, se evidenció que la exposición a isoflurano solo o en combinación con midazolam u óxido nitroso, desencadena efectos apoptóticos (17). Otra investigación indica que el isoflurano administrado durante 4 horas como único fármaco anestésico, altera tanto la neurogénesis como la función cognitiva a largo plazo de ratas neonatales, esto determinado por miedo condicionado y aprendizaje espacial en la edad adulta. Llamativamente, se encuentran estudios que comparan esta triple combinación anestésica con la exposición única a fentanilo durante el mismo periodo de tiempo: la apoptosis neuronal y la actividad de caspasa 3 se redujo significativamente en los modelos expuestos a fentanilo (57).

Por otra parte, un estudio en ratones neonatales demuestra que el aprendizaje espacial, la retención de la memoria y el comportamiento se conservan totalmente en la edad adulta después de una exposición de 6 horas al 1.5 % vol. de isoflurano (58), aunque este estudio no describe un adecuado rigor metodológico. En un modelo in vitro de cerebro de rata neonatal, el tejido hipocampal de ratas de 7 días de edad fue susceptible a neurodegeneración secundaria a isoflurano, mientras que el tejido de 4 y 14 días posnatales no lo fue (59). Adicionalmente, un estudio en ratas en el tercer trimestre de gestación, expuestas a 6 horas de anestesia con isoflurano, demostró que sus crías no tenían alteraciones subsecuentes en la memoria espacial (60). Otro estudio concluyó que la muerte celular neuronal asociada a isoflurano puede ser causada parcialmente por efectos de hipercapnia; sin embargo, el estudio no explicó los resultados en alteraciones cognitivas a largo plazo de ratas neonatales expuestas a isoflurano en el mismo experimento (61).

En lugar de efectos neurodegenerativos, el isoflurano resultó tener efectos neuroprotectores durante la hipoxia isquémica en modelos animales in vivo e in vitro de cerebros en desarrollo (62-64). 

Existen varios informes de anormalidades neurológicas transitorias después de sedación prolongada con isoflurano en la Unidad de Cuidados Intensivos (65-68). Algunos estudios han explicado estos síntomas neurológicos por la abstinencia después de la interrupción del isoflurano (66). Cabe anotar que en la mayoría de estos estudios se utilizaron simultáneamente diferentes medicamentos con mecanismos de acción común, y en ninguno se analizaron alteraciones neurológicas a largo plazo.

El isoflurano ha demostrado, en modelos animales en neurodesarrollo, el incremento de la apoptosis neuronal. Los efectos a largo plazo de la anestesia con isoflurano neonatal siguen siendo controvertidos. En humanos, aunque reportes de casos sugieren secuelas neurológicas transitorias después de la exposición prolongada, no hay estudios que analicen los efectos a largo plazo.

Sevoflurano:

El sevoflurano, a diferencia de otros anestésicos inhalados, no tiene olor irritante sobre las vías respiratorias y su coeficiente de partición sangre/gas es bajo, lo que lo convierte en el anestésico inhalado más usado en la anestesia pediátrica. En una encuesta realizada en el Encuentro de la Sociedad de Anestesia Pediátrica, el 95 % de los anestesiólogos usaban sevoflurano para la anestesia en niños (15). Sin embargo, este es uno de los agentes menos estudiados en cuanto a neurotoxicidad en periodos tempranos del neurodesarrollo.

Los efectos del sevoflurano sobre la estructura neuronal y el desarrollo neurocognitivo han sido estudiados en menor proporción en modelos animales, y no se han  estudiado en humanos (69). Sin embargo, numerosos reportes de casos y estudios (70-71) han evidenciado formas epileptogénicas en el electroencefalograma y actividad convulsiva durante la inducción anestésica con sevoflurano. Por lo demás, otros estudios han fallado en documentar este fenómeno (72-73). 

La administración de sevoflurano durante la anestesia para cirugía se ha asociado a cambios del comportamiento posoperatorios, como incremento de alteraciones del temperamento, alteraciones del sueño y pérdida del apetito (48, 74-75); pero estos síntomas se describieron como transitorios, y no se ha realizado en estos pacientes estudios de las alteraciones neurocognitivas a largo plazo.

En modelos experimentales in vitro se evaluaron los efectos del sevoflurano en cultivos neuronales primarios de ratas embrionarias Wistar de 14-16 días (E14-E16), administrando sevoflurano al 4 o 8 % vol. durante 3, 6, 9, 12, 24 y 48 horas. Se encontró que la viabilidad celular durante exposición de 6 horas (8 % vol.) y 12 horas (4 % vol.) fue similar a los controles no expuestos; y que exposiciones por tiempo más prolongado disminuyeron significativamente la viabilidad celular. Se concluyó que el sevoflurano no causa neurodegeneración en cultivos primarios de células neuronales corticales a concentraciones y tiempos de exposición clínicamente significativos (69). Usualmente, en la práctica clínica, la administración de sevoflurano se hace a 3.3 % vol. en neonatos humanos (76-77) y a 3.74 % vol. en ratas de 9 días (78). Además, se ha demostrado, en estudios de isoflurano, que las regiones más vulnerables a neurodegeneración son los núcleos talámicos laterodorsales y anteroventrales (17), y no las neuronas corticales.

Zhang et al. (79) investigaron la influencia del sevoflurano sobre la apoptosis de las células neuronales en cerebros en desarrollo de ratones C57BL/6, a través de la detección del clivaje de caspasa 3 y una sola cadena de ADN (ssDNA), así como el estudio morfológico de células apoptóticas mediante microscopia electrónica. Se demostró que la exposición a sevoflurano a 1.7 % y oxígeno a 30 % durante 2 horas en ratones de 7 días posnatales, aumentó extraordinariamente los niveles de caspasa 3 y de inmunorreactividad de la cadena sencilla de ADN en su cerebro. El microscopio electrónico reveló morfología típica de las células nerviosas en apoptosis. Los niveles de glicemia en el grupo anestesiado y en el grupo control fueron similares, lo que indica que los resultados no se causaron por hipoglicemia. Sin embargo, los niveles de saturación de oxígeno y presión arterial de oxígeno de dióxido de carbono no fueron monitorizados. Los autores concluyeron que las concentraciones subanestésicas de sevoflurano pueden desencadenar apoptosis neuronal en el cerebro de ratones neonatales.

Loepke et al. (8) realizaron una revisión de la literatura y encontraron varios estudios que informan actividad epileptiforme en el electroencefalograma durante la inducción anestésica con sevoflurano (70-71), mientras que en otros estudios no se logró documentar este fenómeno (72-73). También se han reportado cambios en el comportamiento posoperatorio, como alteraciones del temperamento, del sueño y pérdida del apetito, con el uso de sevoflurano durante cirugía (48, 74-75). Sin embargo, estas alteraciones están descritas como transitorias, y no se han realizado estudios de alteraciones neurocognitivas a largo plazo (8).

Lu et al. (11) estudiaron ratones neonatales nativos y transgénicos para enfermedad de Alzheimer (EA), de 6 días de nacidos, aleatorizando la exposición a sevoflurano al 3 % o al 2.1 % más oxígeno al 60 %, con tiempos de exposición de 2 o 6 horas. Analizaron en el tejido cerebral el efecto neurotóxico del sevoflurano y demostraron apoptosis por inducción de caspasas, alteración en procesamiento e incremento en niveles de precursores de proteína amiloide (APP). Adicionalmente, demostraron que estos efectos son dependientes del tiempo de exposición, debido a que encontraron activación de caspasa 3 y apoptosis neuronal en las muestras expuestas a 6 horas en concentraciones de sevoflurano 3 % y 2.1 %; por el contrario, no evidenciaron marcadores de neuroapoptosis en las muestras expuestas a 2 horas en las mismas concentraciones anestésicas. También evidenciaron que la anestesia con sevoflurano deja un mayor grado de toxicidad en los tejidos cerebrales de los ratones transgénicos para enfermedad de Alzheimer cuando se comparan con los ratones nativos, e incrementa niveles de Factor de Necrosis Tumoral alfa únicamente en tejidos de ratones transgénicos para EA. Concluyeron que el sevoflurano puede inducir neurotoxicidad en ratones neonatales y que los ratones transgénicos para EA son más susceptibles a dicha neurotoxicidad.

Evaluación del comportamiento 

en modelos experimentales:

El comportamiento exploratorio de ratas en laberinto en cruz elevado (LCE) es utilizado en el estudio de trastornos de ansiedad, lo que está validado desde 1987, con el uso de distintos fármacos para incrementar o controlar la ansiedad (80). Este modelo evalúa la exploración de la rata en un nuevo ambiente que presenta dos zonas diferentes: una potencialmente aversiva (brazos abiertos) y otra segura (brazos cerrados) (80-81). El movimiento del animal puede ser explicado en primera aproximación como el resultado de una ponderación entre la motivación de explorar y la aversión que experimenta en una determinada posición del laberinto (81). En su estado natural, la rata elige estar cerca de superficies verticales, preferiblemente rincones y lugares con poca iluminación, mientras que los campos abiertos y las alturas le causan aversión, lo que explica por qué permanece más en los brazos cerrados que en los brazos abiertos.

El laberinto acuático de Morris se estableció por primera vez en cabeza del neurocientífico Richard G. Morris en 1981, para poner a prueba el aprendizaje dependiente del hipocampo, incluida la adquisición de memoria espacial a largo plazo (82). El laberinto acuático de Morris es un procedimiento relativamente simple que suele estar compuesto de seis días de prueba; su principal ventaja es la diferenciación entre las condiciones espaciales (plataforma oculta) y no espaciales (plataforma visible). Adicionalmente el ambiente del laberinto acuático de Morris reduce en el ensayo la interferencia ambiental por el olor (83). Además, el entorno de prueba del laberinto acuático de Morris reduce la interferencia de olor ruta. Por esto es utilizado ampliamente en el estudio de la neurobiología y neurofarmacología del aprendizaje espacial y la memoria. El laberinto acuático de Morris juega un papel importante en la validación de modelos de roedores para los trastornos neurocognitivos, como la enfermedad de Alzheimer (84). En este protocolo, se discutió el procedimiento típico de MWM para el aprendizaje y la memoria de las pruebas y análisis de datos de uso común en ratones, para la enfermedad de Alzheimer en modelo transgénico.




Objetivo general

Analizar los efectos neurodegenerativos a nivel histológico, cognitivo y del comportamiento posteriores a exposiciones repetidas a sevoflurano a dosis sub-CAM en ratas neonatales.

Objetivos específicos


  	Evaluar la presencia de apoptosis neuronal posterior a tres exposiciones de sevoflurano a dosis sub-CAM en cortes histológicos cerebrales de ratas neonatales.

  	Comparar la neuroapoptosis mediante inmunohistoquímica posterior a una y a múltiples exposiciones anestésicas con sevoflurano a dosis sub-CAM en ratas neonatales. 

  	Determinar a través del laberinto acuático de Morris el déficit del aprendizaje sobre la memoria espacial en ratas adultas que fueron expuestas a 3 horas de anestesia con sevoflurano, de manera intermitente a dosis sub-CAM durante su periodo neonatal.

  	Observar a través del laberinto elevado en cruz alteraciones en el comportamiento en torno a la ansiedad en ratas adultas expuestas a tres horas de anestesia con sevoflurano, de manera intermitente a dosis sub-CAM durante su periodo neonatal.






El presente estudio incluye la experimentación con modelos animales, por lo que se ejecutó de acuerdo con las normas expedidas por el Ministerio de Protección Social (Resolución No. 8430 de 1993 y Ley 84 de 1989, Bogotá, Colombia), y las recomendaciones de la Declaración de Helsinki (Asociación Médica Mundial, 2008, Párrafos 11, 12 y 13). Adicionalmente, cuenta con el aval del Comité de Ética de la Universidad de La Sabana (Anexo 11.1). Los estudios se realizaron en el Laboratorio de Aprendizaje y Comportamiento Animal de la Universidad Nacional de Colombia, con equipos del Laboratorio de Neurociencias de la Universidad de La Sabana.

Materiales

Reactivos químicos

Para la ejecución de este estudio se utilizaron diferentes reactivos de alta calidad de casas comerciales conocidas. A continuación se describe cada uno de los reactivos con su respectivo laboratorio e identificación comercial (Tabla 1).

Tabla 1. Reactivos químicos


  
    	Nombre

    	Casa Comercial

  

  
    	Albúmina

    	Sigma, A-5754 St. Louis, MO

  

  
    	Peróxido de hidrógeno

    	Sigma S-5636 St. Louis, MO

  

  
    	Buffer EDTA

    	Sigma A-6283 St. Louis, MO

  

  
    	Ácido clorhídrico 5N

    	Merck N 109058 E.U.A.

  

  
    	Anticuerpo monoclonal de ratón (IgG) anti-caspasa 3

    	Sigma, S-2542 Clone SH-B1 Dako, 2041 St. Louis, MO

  

  
    	Anticuerpo monoclonal de ratón (IgG) anti CD-95

    	Sigma, N-5408 St. Louis, MO

  

  
    	Avidina-peroxidasa

    	VECTOR Berlíngame, CA

  

  
    	Buffer-Acetato 1 M

    	Sigma B-5636 St. Louis, MO

  

  
    	Sevoflurano (Sevorane®)

    	Abbott, Wiesbaden, Alemania. Lote 08766QA

  

  
    	Paraformaldehído

    	Sigma, Saint-Quentin Fallavier, Francia

  

  
    	Oxígeno medicinal (O2), gas medicinal

    	Oxígenos de Colombia Ltda. Bogotá

  

  
    	Mezcla sintética de 21 % oxígeno, 79 % nitrógeno, aire medicinal

    	Oxígenos de Colombia Ltda. Bogotá

  



Reactivo biológico

Se usó un grupo control y otro expuesto de ratas Wistar (Rattus norvegicus) SPF (especies libres de patógenos), con un tamaño de muestra de n=36 por grupo. Los modelos animales se distribuyeron aleatoriamente utilizando una tabla de números también aleatorios en dos grupos: expuesto y control, de 5-7 días de nacidos, con los criterios presentados en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios de inclusión y exclusión de los modelos experimentales


  
    	Inclusión

    	Exclusión

  

  
    	Animales sanos

    	Desarrollo de alguna patología durante el transcurso de la investigación

  

  
    	5-7 días de nacidos

    	Rechazo materno

  

  
    	

    	Presencia de hipoglicemia (<50mg/dL), hipoxemia (saturación <89 %)

  



Equipos

Los equipos empleados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Equipos


  
    	Nombre

    	Casa Comercial

  

  
    	Cabina de flujo laminar Clase II

    	Labconco US3621000. LabGM Ltda. Colombia

  

  
    	Centrífuga refrigerada

    	Jouan BR4I

  

  
    	Computador

    	Dell OptiplexGX 620-USA

  

  
    	Equipo de anestesia veterinaria

    	Matrix Medical Inc. VIP 3000 Veterinary Anesthesia Delivery Station by MIDMARK USA

  

  
    	Microaislador ONE CAGE 2100

    	Lab Product 4750. USA

  

  
    	Micropipetas Transferpette 5ul, 10ul, 20 ul

    	Gibson-USA

  

  
    	Balanza de peso

    	Sartorios® AX623

  

  
    	Microscopio de luz

    	Olympus 1X70 Japón

  

  
    	Monitor multiparámetros con capnografía y saturación (multi-parameter patient monitor Model: TR-900A)

    	Xuzhou Tianrong Medical y Communication Equipment Co., Ltd. China

  

  
    	Milli-Q Purificador de H2O

    	Datascope, Midway DS USA, Inc

  

  
    	Analizador de gases: Datex-Ohmeda 5250 RGM

    	Louisville, CO

  

  
    	Analizador clínico portátil con control térmico a 37ºC, i-Stat®

    	i-Stat Corporation, Princenton, USA

  

  
    	Refrigerador (4 °C)

    	MILLENIUM 20. USA

  

  
    	Cámara de inducción anestésica

    	Acrylic Small Animal Induction Chambers L G. USA

  

  
    	Vaporizador de gas anestésico

    	Billups Rothenberg Inc. Del Mar, USA

  

  
    	Vaporizador de sevoflurano

    	Sevoflurane vapor 19. Sevorane Aboott®, Draeger-Vapor 2000, Drager, Alemania

  

  
    	Multi-parameter patient monitor Model: TR900A

    	Xuzhoun Tianrong Medical & Communication Equipment Co. Ltda. China

  



Material quirúrgico

El material quirúrgico empleado se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4. Material quirúrgico


  
    	Nombre

    	Casa Comercial

  

  
    	Bisturí N. 4 hojas 15 filo recto

    	Dimeda-Alemania-Paramount

  

  
    	Gubia

    	Sephora-Pakistán

  

  
    	Pinza de campo

    	Ziegler-Alemania

  

  
    	Pinza vascular

    	Dimeda-Alemania

  

  
    	Pinzas de DeBakey

    	Dimeda-Alemania

  

  
    	Tijeras de Mayo de hoja curva y puntas romas

    	Ziegler-Alemania

  



Materiales fotográficos

Los materiales fotográficos empleados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Materiales fotográficos


  
    	Nombre

    	Casa Comercial

  

  
    	Dell OptiplexGX con cámara fotográfica

    	GX 620-USA

  

  
    	Sony DSC-W50 Zeiss Cyber-shot 6.0 mega pixels, Memory 2GB/GO

    	Sony Corporation, Japón

  



Cálculo de tamaño de la muestra

Para determinar el tamaño de la muestra se empleó la ecuación de Snedecor y Cochran (1967), de uso conocido en estudios biológicos para diseño experimental en los que se comparan promedios de tratamientos; además, la fórmula de Snedecor y Cochran, según las variables por promedio.

El resultado de la aplicación de la fórmula de Snedecor y Cochran es n=36 ratas Wistar SPF.

Tanto para el protocolo anestésico como para la extracción del tejido cerebral y  el análisis inmunohistoquímico, se aplicaron todas las normativas éticas de las 3 R de Russell y Burch (Russell y Burch, 1959), y las recomendaciones del ILAR (Internacional Laboratory Animal Research) (ILAR, 1994) 64/432/CEE, 93/119/CE y modificada 526/CE-2007, por lo que se redujo el número de controles a n=11 y expuestos a n=25.

Métodos

Tipo de estudio

Se diseñó un estudio experimental prospectivo controlado con un protocolo basado en procesos operacionales estandarizados.

Tratamiento animal

El protocolo experimental animal fue aprobado por el Comité de Ética en Investigación de la Universidad de La Sabana (Chía, Colombia) y el Comité de Ética del Hospital Universitario de La Samaritana (Bogotá, Colombia). Se utilizaron ratas Wistar (Rattus norvegicus) SPF de 5 a 7 días de nacimiento, mantenidas en un Microaislador (ONE CAGE 2100® Lab Products) en el Laboratorio de Aprendizaje y Comportamiento Animal de la Universidad Nacional de Colombia, bajo barreras sanitarias y control del medio ambiente con temperatura 20 °C, humedad relativa del 55 % y recambios de aire entre 10 a 20 cada hora, con ciclos de luz de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luminosidad. Las condiciones nutricionales se mantuvieron con lactancia ad libitum hasta los 21 días posnatales, y después se alimentaron con 10 a 20 g de comida (Rodentina®), previa esterilización, con suministro Promocalier® (multivitamínico), en 15 mL de agua con administración ad libitum. Los animales se pesaron antes de comenzar cada experimento (Figura 1).



[image: Figura 1. Peso de rata neonatal previo a cada procedimiento experimental; balanza Sartorius® AX623 M-pact]

Figura 1. Peso de rata neonatal previo a cada procedimiento experimental; balanza Sartorius® AX623 M-pact


Técnica anestésica

Monitoría anestésica

De forma previa a la realización de los experimentos, se hizo una lista de chequeo con los equipos a utilizar (Figura 2); se verificó el funcionamiento de la máquina de anestesia, la vaporización con isoflurano a manera de prueba, se adecuaron entradas de cables de temperatura, y saturación y entradas de gases frescos a la cámara de inducción anestésica. Se calcularon los flujos de aire y oxígeno para suministrar fracción inspirada de 40 %. Se realizaron tres pilotos con el fin de estandarizar las pruebas.



[image: Figura 2. Ensayo de equipos]

Figura 2. Ensayo de equipos: monitor de signos vitales y capnógrafo a la izquierda; en el centro, máquina de anestesia veterinaria de pequeñas especies con vaporizador de isoflurano (prueba); a la derecha, cámara de inducción anestésica




Según los distintos grupos, las ratas, entre los días 5 y 7 posnatales, se llevaron a la cámara de suministro anestésico (Figura 3), donde se instauró monitoría con el equipo de vigilancia de signos vitales (Multi-parameter patient monitor Model: TR900A, Xuzhoun Tianrong Medical & Communication Equipment Co., Ltda., China), mediante un pulsoxímetro neonatal sobre el tórax del modelo animal y capnógrafo nasal (Figura 4), siendo necesario el diseño interno de la cámara de inducción para mantener la rata inmóvil y los equipos de monitoría (ver Procedimiento Operacional Estandarizado [POES] en Anexo 11.2).

Una vez instaurada la monitoría, se obtuvieron los siguientes parámetros: saturación de oxígeno, frecuencia cardiaca, concentración exhalada de CO2 (Figura 5). Mediante espectrometría de masas (RGM 5250; Datex-Ohmeda Inc., Louisville, CO), se analizó la concentración suministrada de oxígeno, aire y sevoflurano, asegurando la vaporización correcta del gas anestésico (Figura 6).


[image: Figura 3. Cámara de inducción anestésica]

Figura 3. Cámara de inducción anestésica: la cámara contiene la rata de 7 días (7PN) dispuesta en un inmovilizador con espacios para la monitoría; nótese los ingresos posteriores de los gases frescos, con el analizador de gases y la cánula en el hocico para la monitoría del CO2


[image: Figura 4. Ratón de 5 días posnatal (5PN)]

Figura 4. Ratón de 5 días posnatal (5PN) en cámara de inducción de anestesia con pulsoximetría en región torácica; capnógrafo en región nasal y termómetro en región inguinal


[image: Figura 5. Monitor de signos vitales: monitoría de rata de siete días posnatal]


Figura 5. Monitor de signos vitales: monitoría de rata de siete días posnatal; se evidencia en la pantalla en amarillo: capnografía, capnograma y frecuencia respiratoria en rojo; pletismografía y saturación de oxígeno, y en verde, frecuencia cardiaca


[image: Figura 6. Analizador de gases (RGM 5250; Datex-Ohmeda Inc., Louisville, CO)]

Figura 6. Analizador de gases (RGM 5250; Datex-Ohmeda Inc., Louisville, CO); nótese la concentración de oxígeno y sevoflurano

Suministro anestésico

Se suministraron los gases medicinales mediante equipo de anestesia veterinaria (Matrix Medical Inc. VIP 3000 Veterinary Anesthesia Delivery Station). Los animales se colocaron en la cámara de inducción anestésica con suministro constante por una hora de oxígeno, aire y sevoflurano (Sevorane®, Abbott), u oxígeno y aire según el grupo experimental. El número de exposiciones a sevoflurano (grupo expuesto) o a oxígeno (grupo control) se describe en otro apartado de este capítulo: “Grupos de modelos experimentales”.

Los flujos de gases se mantuvieron de la siguiente manera: oxígeno 0.9 L/min, aire 1.5 L/min y sevoflurano 2.3 vol. %; se realizó análisis preciso de las concentraciones de estos gases suministrados mediante espectrometría de masas (RGM 5250; Datex-Ohmeda Inc., Louisville, CO), para mantener la fracción inspirada de oxigeno de 40 % y sevoflurano de 2.3 vol. % (Figura 6) (ver Anexo 11.3). De todos los animales, durante cada experimento, se llevó un registro anestésico (ver Anexo 11.4), donde se anotaron las variables hemodinámicas cada 5 minutos, así como el peso; por otra parte, a cada rata se le realizó un tatuaje único para identificación (Figura 7).

Análisis de gases arteriales 

  y química sanguínea

En animales seleccionados mediante punción transcardiaca se obtuvieron muestras sanguíneas para análisis de gases arteriales y química sanguínea. Muestras de aproximadamente 0.3-0.6 mililitros de sangre se procesaron en un analizador (i-STAT Portable Clinical Analyzar; i-STAT Corp., East Windor, NJ), usando cartuchos CG8+ (Abbott Point of Care Inc., Abbott Park, IL) (Figura 8). Se midieron las siguientes variables, hemoglobina (Hgb), hematocrito (Hct), calcio (iCa) glucosa (Glu), sodio (Na), potasio (K), pH, presión de dióxido de carbono (PCO2), bicarbonato (HCO3), base exceso, dióxido de carbono total (TCO2), presión de oxigeno (PO2) y saturación de oxigeno (sO2).


[image: Figura 7. Rata neonatal]

Figura 7. Rata neonatal: tatuaje en cola para identificación, sobre registro anestésico correspondiente


[image: Figura 8. Analizador de gases arteriales y química sanguínea]

Figura 8. Analizador de gases arteriales y química sanguínea (i-STAT Portable Clinical Analyzar; i-STAT Corp., East Windor, NJ)

Grupos de modelos experimentales

Las ratas se distribuyeron en distintos grupos experimentales, como se muestra en la Figura 9. Los grupos de ratas se dividieron en grupo control, donde fueron expuestas a oxígeno al 40 % (mezcla sintética de aire y oxigeno), y grupo expuesto, donde fueron expuestas a sevoflurano 2.3 % (Sevorane®). Todas las ratas se monitorizaron y recibieron el tratamiento previamente descrito. A continuación se realiza una descripción detallada de los distintos grupos.

Grupo 1: oxígeno 1 n=2:

Grupo control: Según la monitoría descrita, un grupo de dos ratas de 5 días posnatales se expusieron únicamente a oxígeno al 40 % durante 1 hora.

Al finalizar el procedimiento se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Se decapitaron y sus cerebros fueron fijados en paraformaldehído.

Grupo 2: oxígeno 2 n=2:

Grupo control: Bajo la monitoría descrita, dos ratas neonatales en día 6 posnatal se llevaron a exposición a oxígeno al 40 % durante 1 hora. Posteriormente, a las 24 horas, este grupo se expuso nuevamente a oxígeno durante 1 hora en iguales condiciones.

Al finalizar el procedimiento se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Se decapitaron y sus cerebros fueron fijados en paraformaldehído.

Grupo 3: oxígeno 3 n=2:

Grupo control: Bajo la monitoría descrita, un grupo de ratas neonatales fueron expuestas a oxígeno al 40 % durante tres sesiones de 1 hora con intervalos de 24 horas.

Al finalizar el último procedimiento se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Se decapitaron y sus cerebros fueron fijados en paraformaldehído.

Grupo 4: sevoflurano 1 n=5:

Grupo expuesto: Bajo la monitoría descrita, un grupo de ratas de 5 días posnatales fueron expuestas a sevoflurano al 2.3 % más oxígeno al 40 % durante una hora.

Al finalizar el procedimiento se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Se decapitaron y sus cerebros fueron fijados en paraformaldehído.

Grupo 5: sevoflurano 2 n=5:

Grupo expuesto: Bajo la monitoría descrita, ratas neonatales en día 6 posnatal fueron expuestas a sevoflurano al 2.3% más oxígeno al 40% durante 1 hora; después, a las 24 horas, este grupo se expuso nuevamente durante 1 hora bajo las mismas condiciones.

Al finalizar el procedimiento se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Se decapitaron y sus cerebros fueron fijados en paraformaldehído.

Grupo 6: sevoflurano 3 n=5:

Grupo expuesto: Otro grupo de ratas neonatales bajo la monitoría descrita fue expuesto a sevoflurano a 2.3 % más oxígeno al 40 % durante tres sesiones de 1 hora con intervalos de 24 horas.

Al finalizar el último procedimiento se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Se decapitaron y sus cerebros fueron fijados en paraformaldehído.

Grupo 7: oxígeno - comportamiento n=5:

Grupo control para pruebas de comportamiento: Un grupo de ratas de 5 a 7 días posnatales fue expuesto a oxígeno al 40 % en tres sesiones de 1 hora de duración con intervalos de 24 horas. Las ratas se mantuvieron en un ambiente controlado previamente descrito por 60 días, luego de los cuales se les realizó pruebas de comportamiento y aprendizaje.

Se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Posteriormente fueron sacrificadas para estudios inmunohistoquímicos.

Grupo 8: sevoflurano - comportamiento n=10:

Grupo expuesto para pruebas de comportamiento: Por último, un grupo de ratas fue expuesto en tres sesiones a sevoflurano a 2.3 % más oxígeno al 40 % durante 1 hora con intervalos de 24 horas. Las ratas se mantuvieron en un ambiente controlado previamente descrito por 60 días, luego de los cuales se les realizó pruebas de comportamiento y aprendizaje.

Se tomó muestra sanguínea transcardiaca para procesamiento de gases arteriales y química sanguínea. Posteriormente fueron sacrificadas para estudios inmunohistoquímicos.


[image: Figura 9. Grupos experimentales expuestos a sevoflurano]

Figura 9. Grupos experimentales expuestos a sevoflurano; día 60: 60 días posnatal; el grupo control sigue el mismo diseño, pero será expuesto a oxígeno


Procesamiento de los tejidos

Los animales se sacrificaron por decapitacion, se disecaron sus cerebros, se fijaron en paraformaldehído al 4 % durante 24 horas (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, Francia), y finalmente en formalina buferada al 37 % durante 24 horas. El análisis se centró en el hipocampo, la corteza prefrontal y el tálamo. Para ello, los cerebros fijados se cortaron coronalmente a fin de que pudiera observarse el hipocampo, el tálamo y la corteza prefrontal, y se incluyeron en parafina con objeto de ser procesados para la coloración de rutina de hematoxilina-eosina y/o inmunohistoquímica.

Para la técnica de inmunohistoquímica se usaron los anticuerpos primarios anticaspasa 3 en ratón 1:50 (Sigma), anti CD-95 en ratón 1:50 (Sigma) y anti-Fox 3 1:1.000 (Sigma); como anticuerpo secundario se utilizó anti-IgG de ratón biotinilado, y finalmente el conjugado Streptavidin-Horseradish Peroxidase (HRP) (vector). Brevemente, las láminas se trataron con buffer Tris-EDTA para el desenmascaramiento de antígenos, y se bloquearon sitios inespecíficos con albúmina sérica bovina (BSA) al 10 % en Tris buffer salino (TBS) por 2 horas a temperatura ambiente (TA). Se bloqueó la peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno al 0.3 % en metanol por 15 minutos, y se hizo coloración de contraste con hematoxilina de Harris. El protocolo se muestra con detalle en el Anexo 11.5.

Análisis por microscopia

Se hizo análisis morfológico en los cortes de hematoxilina-eosina y se tomaron fotografías de los hallazgos importantes. Para la técnica de inmunohistoquímica se analizaron el hipocampo, la corteza prefrontal y el tálamo, ubicando cinco campos para cada una de las áreas por cada animal. En la tabulación de la inmunotinción, para cada uno de los marcadores (anti-caspasa 3, anti-CD95, anti-Fox 3), se utilizó una escala semicuantitativa, donde 0 es negativo para tinción, 1 es leve tinción, 2 es moderada tinción y 3 es severa tinción.

Protocolo de análisis del aprendizaje

Con el fin de evaluar la existencia de déficit en el aprendizaje en la memoria espacial y el comportamiento social, las ratas fueron previamente expuestas a anestesia con sevoflurano, en tres sesiones durante una hora con intervalos de 24 horas, y en los controles se realizaron las pruebas de laberinto acuático de Morris y laberinto elevado en cruz, al cumplirse los 60 días posnatales (ver POES, Anexo 11.6) (Tabla 6).

Laberinto acuático de Morris

Una piscina redonda de 150 cm de diámetro y 60 cm de altura fue llenada con agua hasta una altura de 1.0 cm, arriba de la cima de la plataforma de 10 cm de diámetro. La piscina fue localizada en una sala aislada con sistema de videograbación continua. El agua fue mantenida a 20 ºC. Las ratas de 60 días posnatales que recibieron tres exposiciones a sevoflurano o a oxígeno fueron evaluadas en la prueba de laberinto acuático de Morris (LAM), una vez al día por cinco días. Cada rata fue puesta en la piscina con el hocico apuntando hacia las paredes en sitios aleatorios (estado latente), para la búsqueda de la plataforma durante 120 s. En caso de que la rata no encontrara la plataforma, se guiaba al animal gentilmente hasta esta, y se dejaba en ella durante 30 s. Se considera que un animal ha encontrado la plataforma cuando permanece allí por lo menos durante 15 s (85).

Con posterioridad se retiraba el animal de la plataforma, se secaba suficientemente con toallas y se dejaba reposar antes de iniciar el siguiente ensayo. Un sistema de video registró los movimientos de nadado de los animales y los datos fueron analizados usando el programa ANY-maze Versión 4.84.

Esta prueba evalúa la memoria espacial al explorar el hipocampo, teniendo en cuenta el tiempo promedio que la rata tarda en alcanzar la plataforma y el tiempo que permanece en el cuadrante donde esta se ubica. La no localización de la plataforma y el tiempo gastado en alcanzarla se analizan para detectar déficit de aprendizaje y alteración en la memoria espacial (Figura 10).


[image: Figura 10. Laberinto acuático de Morris]

Figura 10. Laberinto acuático de Morris: obsérvese la rata nadando en la piscina redonda dividida en cuatro cuadrantes, donde se encuentra ubicada la plataforma en el cuadrante inferior derecho


Laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz (LCE) es un dispositivo de madera con cuatro brazos distribuidos en forma de cruz. Cada brazo mide 50x12 cm y está elevado 50 cm sobre el suelo. Dos de sus brazos, los Brazos Cerrados (BC), colocados uno al frente del otro, tienen paredes laterales de 40 cm de altura, lo que permite como vía de acceso solamente el centro del laberinto. Los otros dos brazos, Brazos Abiertos (BA), de iguales dimensiones y con igual orientación, tienen como paredes laterales un pequeño borde acrílico de 2 cm de altura (85-87).

Este modelo evalúa la exploración de la rata en un nuevo ambiente que presenta dos zonas diferentes: una potencialmente aversiva (BA) y otra segura (BC), lo que se basa en el miedo incondicionado de los roedores a los espacios abiertos. Este modelo ha permitido identificar sustratos neuronales de la ansiedad, así como de diferentes estructuras que participan en la manifestación de esta, como el núcleo del rafé, el hipotálamo, la sustancia gris pedriacueductal, el septum, el hipocampo y la amígdala. Se basa en la actividad exploratoria y en él se miden diferentes parámetros, como el número de entradas de los animales en los brazos abiertos y cerrados, el tiempo que permanecen en los brazos abiertos y cerrados, y el número total de entradas, que son índices de diferentes componentes, como ansiedad y actividad motora. El porcentaje de tiempo que permanecen en los brazos abiertos se usa como índice de ansiedad relacionada con el comportamiento (88) (Figura 11).

Todos los procedimientos fueron filmados y grabados en video para su análisis en ANY-maze versión 4.84.


[image: Figura 11. Laberinto elevado en cruz]

Figura 11. Laberinto elevado en cruz: obsérvese la rata en uno de los dos brazos abiertos


Tabla 6. Evaluación de memoria espacial y comportamiento


  
    	Parámetro

    	Instrumento

    	Variable

    	Récord

  

  
    	Memoria espacial

    	Laberinto acuático

    	Tiempo de alcance de plataforma

    	Video por 3 min

  

  
    	Comportamiento de ansiedad

    	Laberinto elevado

    	Porcentaje de tiempo en BA

    	Video por 5 min

  



Técnicas de procesamiento de la información 

Recolección de datos anestésicos:

Los modelos experimentales recibieron monitoría continua de los signos vitales y gases frescos, anestésicos y exhalados. Esto se registró cada 5 minutos en el formato diseñado para tal propósito (ver Anexo 11.4).

Recolección de datos para marcadores proteicos:

Se hizo análisis morfológico en los cortes de hematoxilina-eosina y se tomaron fotografías de los hallazgos importantes. Para la técnica de inmunohistoquímica se analizaron el hipocampo, la corteza prefrontal y el tálamo, ubicando cinco campos para cada una de las áreas por cada animal. En la tabulación de la inmunotinción para cada uno de los marcadores (anti-caspasa 3, anti-CD95, anti-Fox 3), se utilizó una escala semicuantitativa donde 0 es negativo para tinción, 1 es leve tinción, 2 es moderada tinción y 3 es severa tinción.

Recolección de datos para pruebas de comportamiento y aprendizaje:

Laberinto acuático de Morris: Se toma la latencia de escape, que es el tiempo que la rata gasta en localizar y subir a la plataforma, valorando principalmente aprendizaje y adquisición de la memoria espacial.

Laberinto elevado en cruz: Se recolectan los datos de los tiempos de permanencia en los diferentes brazos, abiertos y cerrados, y el número de entradas a estos en 10 minutos. Se determina el porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos en relación con el tiempo en brazos cerrados.

Los procedimientos fueron filmados y grabados en video para su análisis en ANY-maze versión 4.84.

Análisis estadístico

Para determinar el tamaño de la muestra se empleó la ecuación de Snedecor y Cochran (1967). El resultado de la aplicación de esta fórmula fue de treinta (n=30) para cada grupo. Tanto para el protocolo anestésico como para la extracción del tejido cerebral y el análisis inmunohistoquímico, se aplicaron todas las normativas éticas de las 3 R de Russell y Burch (Russell y Burch, 1959), y las recomendaciones del ILAR (Internacional Laboratory Animal Research, ILAR, 1994, 64/432/CEE, 93/119/CE y modificada 526/CE-2007); al final se redujo el número de controles a 11 (n=11) y expuestos a 25 (n=25).

Se describieron los datos según su naturaleza: variables cuantitativas en medias y desviaciones estándar, y variables cualitativas en frecuencias y porcentajes; se describieron tanto variables independientes como el desenlace. Se evaluó la distribución de las variables cuantitativas mediante test no paramétrico de Kolmogorov Smirnov, y según su resultado se decidió la realización de t-test para muestras independientes (en caso de contar con dos grupos de muestras) o test ANOVA (para análisis de varios grupos con distribución normal a la vez). Cuando fue necesario inspeccionar el origen de la diferencia, se ejecutó análisis post-hoc – test de Scheffé. Para análisis de variables cuantitativas sin distribución normal, se recurrió al test no paramétrico de U. Mann Whitney. Para variables cualitativas, como nominales dicotómicas y el análisis de menos de 25 datos, se realizó test exacto de Fischer. Se consideraron diferencias estadísticamente significativas aquellas que presentaran una p<0.05 para cada contraste de hipótesis.




Los animales necesarios para el desarrollo de esta investigación son ratas Wistar SPF (originarias de Charles River Laboratories, USA), trasladadas del Centro de Investigaciones de la Universidad de Antioquia (SIU) al Laboratorio de Aprendizaje y Comportamiento de la Universidad Nacional de Colombia, el cual cuenta con las condiciones adecuadas de temperatura, luminosidad, humedad y calidad sanitaria para el mantenimiento de este tipo de animales.

En este proyecto se consideraron los aspectos éticos relacionados en las normas científicas, técnicas y administrativas para la investigación en salud, según la resolución expedida por el Ministerio de Salud (Protección Social), No. 8430 de 1993, y la Ley 84 de 1989. También se atendieron las recomendaciones de la Declaración de Helsinki, y se contó con el aval del Comité de Ética de la Universidad de La Sabana (Ver Anexo 11.1).

El desarrollo de la fase experimental del proyecto se realizó en el mismo laboratorio, donde se siguieron las normativas de las 3 R de Russell y Burch (Russell y Burch, 1959), así como las recomendaciones para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Directiva 86/609/CEE).




Anestesia y medición 

  de gases arteriales

Se realizaron experimentos en 49 ratas neonatales en total: 36 ratas del protocolo, 3 ratas pilotos y 6 ratas que recibieron tres anestesias durante su periodo neonatal, de las que se esperaba que cumplieran la edad de 60 días, pero murieron a los 30 días posnatales, por lo cual fueron remplazadas, debido a que las muertes no se relacionaron con actos anestésicos. Adicionalmente se remplazaron 4 ratas por fallas en el protocolo experimental. No hubo pérdida de modelo animal durante los actos anestésicos.

Los grupos de exposición anestésica recibieron sevoflurano a 2.3 vol. % (0.7 CAM) más mezcla de aire y oxígeno con una fracción inspirada de oxígeno de 0.4 (n:25).

Los grupos controles recibieron mezcla sintética de aire y oxígeno para una fracción inspirada de oxigeno de 0.4 (n:11). Todos los animales fueron monitorizados durante los actos anestésicos según el protocolo establecido, y se tomaron registros impresos de la monitorización (Figura 12).


[image: Figura 12. Registro de monitoría de signos vitales]

Figura 12. Registro de monitoría de signos vitales durante administración anestésica a rata neonatal de 5 días posnatal




A continuación se describen los pesos de cada rata neonatal experimental, los promedios de las frecuencias cardiacas, la saturación y la temperatura, lo cual se registró cada 5 minutos durante cada experimento.

Grupo 1: control oxígeno 1:

Se expusieron dos animales a oxígenos y pesos similares sin desaturación ni bradicardias durante el experimento.

Grupo 2: control oxígeno 2:

Dos ratas expuestas durante 1 hora por 2 días a oxígeno, sin variaciones en la frecuencia cardiaca, ganaron un peso de 2 g en un día, con normotermia y normoxemia.

Grupo 3: control oxígeno 3:

Dos ratas expuestas a oxígeno por 1 hora con intervalos de 24 horas en tres sesiones. Sin alteraciones durante las anestesias.

Grupo 4: expuesto sevoflurano 1:

Cinco animales expuestos a anestesia con sevoflurano por 1 hora, en una sola ocasión.

Grupo 5: expuesto sevoflurano 2:

Cinco ratas expuestas a anestesia durante 1 hora por 2 días, con incrementos de peso, sin desaturación ni hipoxemia.

Grupo 6: expuesto sevoflurano 3:

Cinco ratas expuestas durante 3 días seguidos, cada día a 1 hora de anestesia, sin cambios en la temperatura, incremento de peso, sin desaturaciones.

Grupo 7: control oxígeno comportamiento:

Cuatro animales expuestos durante 3 días a 1 hora de oxígeno cada día, para ser llevados a pruebas de comportamiento 45 días después.

Grupo 8: expuesto sevoflurano comportamiento:

Seis ratas llevadas a tres anestesias, cada una de 1 hora con 1 día de intervalo.

Con respecto a la química sanguínea y los gases, se lograron tomar y procesar 20 muestras sanguíneas para gases arteriales, electrolitos y glucosa, las cuales se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de gases arteriales y química sanguínea de ratas neonatales expuestas (56-66) y control (66-86); las muestras fueron tomadas por punción transcardiaca


    
 
        
          	Animal

          	Glucosa mg/dL

          	BUN mg/dL

          	Na mmol/L

          	K mmol/L

          	Cl mmol/L

          	TCO2 mmol/L

          	AnGap mmol/L

          	Hcto %

          	Hb g/dL

          	pH

          	PCO2 mmHg

          	HCO3 mmol/L

          	BEecf mmol/L

          	sO2 %

        

        
          	58

          	102

          	19

          	111

          	6.2

          	-

          	25

          	-

          	26

          	8.6

          	7,191

          	25

          	23.4

          	-5

          	

        

        
          	57

          	158

          	20

          	126

          	5.6

          	97

          	30

          	7

          	27

          	9.2

          	7.224

          	67

          	27.7

          	0

          	

        

        
          	59

          	98

          	-

          	104

          	4.1

          	

          	21

          	

          	22

          	7.5

          	7.17

          	53.5

          	19.5

          	-9

          	45 %

        

        
          	60

          	118

          	21

          	115

          	5.1

          	-

          	25

          	-

          	26

          	8.8

          	

          	

          	

          	

          	

        

        
          	61

          	113

          	18

          	121

          	6.1

          	95

          	26

          	8

          	24

          	8.2

          	7.225

          	55.8

          	24.8

          	-2

          	

        

        
          	63

          	105

          	18

          	122

          	4.7

          	91

          	27

          	10

          	26

          	8.8

          	7.239

          	59.2

          	25.3

          	-2

          	

        

        
          	62

          	110

          	13

          	113

          	5

          	-

          	25

          	-

          	19

          	6.5

          	7.141

          	66.1

          	22.6

          	-6

          	

        

        
          	64

          	117

          	16

          	120

          	5.2

          	94

          	26

          	6

          	18

          	6.1

          	7.234

          	58.4

          	24

          	-3

          	

        

        
          	54

          	-

          	-

          	-

          	-

          	-

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	

        

        
          	53

          	141

          	17

          	12

          	5

          	93

          	29

          	11

          	23

          	7.8

          	7.252

          	62

          	27

          	0

          	

        

        
          	56

          	139

          	23

          	130

          	5.2

          	95

          	32

          	10

          	28

          	9.5

          	7.275

          	64.7

          	30.2

          	3

          	

        

        
          	55

          	120

          	15

          	103

          	5.4

          	-

          	22

          	-

          	12

          	12

          	4.1

          	69.3

          	19.9

          	-10

          	

        

        
          	66

          	125

          	21

          	125

          	4.7

          	92

          	30

          	10

          	29

          	9.9

          	7.267

          	62.2

          	27.8

          	1

          	

        

        
          	75

          	111

          	18

          	122

          	4.1

          	93

          	28

          	7

          	24

          	8.2

          	7.25

          	59.4

          	26.1

          	-1

          	

        

        
          	76

          	102

          	18

          	106

          	4.7

          	-

          	22

          	-

          	13

          	4.4

          	4.17

          	55.7

          	20.3

          	-8

          	

        

        
          	65

          	119

          	18

          	111

          	4.7

          	-

          	25

          	-

          	20

          	6.8

          	7.198

          	59.7

          	23.2

          	-5

          	

        

        
          	77

          	111

          	17

          	122

          	4.1

          	93

          	28

          	7

          	20

          	6.8

          	7.249

          	60.4

          	26.4

          	-1

          	

        

        
          	78

          	108

          	18

          	122

          	4

          	91

          	29

          	8

          	26

          	8.8

          	7.222

          	65.7

          	27.1

          	-1

          	

        

        
          	79

          	108

          	19

          	122

          	4

          	93

          	29

          	6

          	25

          	8.5

          	7.223

          	65

          	26.8

          	-1

          	

        

        
          	80

          	119

          	18

          	122

          	4.3

          	91

          	29

          	9

          	24

          	8.2

          	7.23

          	63

          	26.6

          	-1

          	

        

        
          	prueba agua

          	28

          	

          	100

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	7.348

          	12.7

          	7

          	-19

          	

        

    



Se evaluaron ratas neonatales con una edad de 5 a 7 días, 15 ratas entre los tres subgrupos expuestos a sevoflurano (5 por cada uno), y 6 ratas entre los subgrupos control expuestos a oxígeno (2 por cada uno). Entre los subgrupos para valoración del comportamiento (subgrupo 4), se evaluaron 13 ratas adultas (edad de 60 días) con dos pruebas: laberinto elevado en cruz y laberinto acuático de Morris, siendo valoradas 8 ratas en el subgrupo expuesto a sevoflurano y 5 ratas en el subgrupo control. Al final de cada caso se elaboraron placas histológicas para el estudio de apoptosis mediante marcación inmunohistoquímica para detección de apoptosis en tálamo, hipocampo y corteza prefrontal, por medio de identificación de caspasa 3 (25 en el grupo de exposición a sevoflurano y 10 en el grupo control).

Todos los animales evaluados que ingresaron al experimento contaron con una glicemia mayor de 50 mg/dL y saturaciones arteriales superiores a 90%.

Las constantes vitales (frecuencia cardiaca, temperatura cutánea y saturación arterial de oxigeno) se mantuvieron dentro de rangos de normalidad. Las variables gasimétricas y de perfusión no variaron entre los dos grupos. Los valores de química sanguínea en ambos grupos se mantuvieron dentro de rangos de normalidad y fueron homogéneos.

Las saturaciones arteriales de oxígeno (distribuidas bajo normalidad: control ANOVA p=0.779 y sevoflurano ANOVA p=0.639) no presentaron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo expuesto y el grupo control (t-test p=0.86); presentaron un valor mínimo de 90 % y un máximo de 97 %. No se hallaron diferencias estadísticas dentro de las saturaciones arteriales de oxígeno en el subgrupo control (ANOVA p=0.325), pero sí en el subgrupo expuesto a sevoflurano (ANOVA p<0.001), detallando en análisis post-hoc, mediante test de Scheffé, diferencias estadísticas entre los grupos sevoflurano 1 y 2 vs. el grupo 3 y el subgrupo de evaluación de comportamiento, también llamado subgrupo 4 (p=0.011 y p=0.006, respectivamente); se presentaron saturaciones superiores en los dos primeros subgrupos respecto a 3 y 4 (94.2% [E=1.78] y 94.2% [DE=0.44] vs. 91.73% [DE=0.36] y 91.53% [DE=0.64], respectivamente).

La frecuencia cardiaca en general durante las intervenciones, para todas las ratas del estudio, presentó distribución anormal (Kolmogorov Smirnov [KS] p=0.004); al analizarse el subgrupo de exposición de control se halló normalidad (KS p=0.893), al describirse para ellos una media de 195.73, una mediana de 196 y una desviación estándar (DE) de 6.11; al analizar el subgrupo de exposición a sevoflurano se halló un KS p=0.05 (anormal), con una mediana de 156 (DE=8.73); al comparar las frecuencias cardiacas entre los dos grupos por medio del test no paramétrico de U. Mann Whitney, se hallaron diferencias estadísticamente significativas (p<0.001), lo cual sugiere que las mediciones del grupo expuesto son significativamente menores que las del grupo control.

Los pesos en general presentaron una distribución normal (KS p=0.78); al comparar las medias de los pesos de cada grupo de exposición (control 13.18 gramos [DE=3.71] vs. sevoflurano 14.87 gramos (DE=2.98), no se hallaron diferencias estadísticamente significativas (t-test p=0.189) ni diferencias en los pesos de las ratas dentro de cada grupo (control ANOVA p=0.509, sevoflurano ANOVA p=0.069). Al comparar las medias de peso de cada grupo se hallaron las siguientes diferencias: C2 vs. S2, C3 vs. S3, C4 vs. S4.

Hay que mencionar que un importante número de modelos animales neonatales del grupo control presentaron un peso significativamente menor que los especímenes del grupo sevoflurano, y que las ratas del grupo sevoflurano presentaron significativamente menor peso en la edad adulta.

Resultados de inmunohistoquímica

Para el análisis de los tejidos se hizo énfasis en tres áreas del cerebro: hipocampo, corteza prefrontal y tálamo (Figura 13). Se ubicaron cinco campos en cada área. Se utilizó una escala semicuantitativa (explicada anteriormente) y los promedios se aproximaron al número entero.



[image: Figura 13. Zonas encefálicas evaluadas]

Figura 13. Zonas encefálicas evaluadas: a) tálamo e hipocampo; b) corteza y estratos (E) del hipocampo: molecular, granular, piramidal


Inmunohistoquímica para caspasa 3

Hipocampo: En las Tablas 8, 9 y 10 se muestran los datos por campo y por animal en hipocampo.

Tabla 8. Datos de inmunotinción para caspasa 3 en hipocampo en grupos control (oxígeno)


  
    	HIPOCAMPO 1 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	X

  

  
    	Animal 16

    	3

    	2

    	3

    	3

    	3

    	2.8

  

  
    	Animal 17

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	HIPOCAMPO 2 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	X

  

  
    	Animal 18

    	2

    	3

    	3

    	3

    	3

    	2.8

  

  
    	Animal 19

    	2

    	1

    	1

    	2

    	1

    	1.4

  

  
    	HIPOCAMPO 3 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	X

  

  
    	Animal 20

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 21

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  



Tabla 9. Datos de inmunotinción en hipocampo por campos en grupos expuestos (sevoflurano)


  
    	HIPOCAMPO 1 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	2

    	1.2

  

  
    	Animal 2

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	2

    	2.8

  

  
    	Animal 4

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 5

    	

    	

    	

    	

    	

    	

  

  
    	HIPOCAMPO 2 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 6

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 7

    	3

    	2

    	2

    	2

    	3

    	2.4

  

  
    	Animal 8

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 9

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 10

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	HIPOCAMPO 3 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 11

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 12

    	3

    	3

    	3

    	2

    	2

    	2.6

  

  
    	Animal 13

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 14

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 15

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  



Tabla 10. Datos de inmunotinción en hipocampo por campos en grupos de comportamiento (comportamiento oxígeno y comportamiento sevoflurano)


  
    	HIPOCAMPO COMPORTAMIENTO OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 22

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 23

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 24

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 25

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	HIPOCAMPO COMPORTAMIENTO OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 26

    	2

    	2

    	1

    	1

    	1

    	1.4

  

  
    	Animal 27

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 28

    	2

    	1

    	2

    	2

    	2

    	1.8

  

  
    	Animal 29

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 30

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 31

    	1

    	1

    	1

    	1

    	0

    	0.8

  

  
    	Animal 32

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 33

    	2

    	2

    	2

    	2

    	2

    	2

  

  
    	Animal 34

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 35

    	0

    	0

    	0

    	0

    	2

    	0.4

  



Como se observa en la Tabla 11, en el hipocampo, dos de los grupos control (1 oxígeno y 2 oxígeno) tuvieron marcación positiva en intensidad severa y moderada respectivamente, en concreto en los estratos granular y piramidal (Figura 14). El grupo control 3 oxígeno no mostró marcación positiva. Los grupos expuestos a sevoflurano fueron positivos en intensidad moderada para el grupo 1 sevoflurano, y leve para los grupos 2 sevoflurano y 3 sevoflurano. En los grupos de comportamiento (que se evaluaron dos meses después de las exposiciones anestésicas), se observó marcación negativa en el grupo de comportamiento oxígeno y marcación leve para comportamiento sevoflurano (Figuras 15 y 16).

Tabla 11. Datos de inmunotinción en hipocampo por grupos para el marcador caspasa 3


  
    	Grupo/Animal

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	X

    	

  

  
    	1 Oxígeno

    	2.8

    	3

    	

    	

    	

    	2.9

    	3

  

  
    	2 Oxígeno

    	2.8

    	1.4

    	

    	

    	

    	2.1

    	2

  

  
    	3 Oxígeno

    	0

    	0

    	

    	

    	

    	0

    	0

  

  
    	1 Sevoflurano

    	1.2

    	3

    	2.8

    	0

    	

    	1.8

    	2

  

  
    	2 Sevoflurano

    	0

    	2.4

    	3

    	0

    	0

    	1.08

    	1

  

  
    	3 Sevoflurano

    	3

    	2.6

    	0

    	0

    	0

    	1.12

    	1

  

  
    	Comp. oxígeno

    	0

    	0

    	0

    	0

    	

    	0

    	0

  

  
    	Comp. sevoflurano

    	1.4

    	0

    	1.8

    	0

    	0

    	0.8

    	2

  




[image: Figura 14. 10X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 14. 10X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: corte de hipocampo de rata del grupo control 1 oxígeno; obsérvese la positividad del marcador anti-caspasa 3 en el estrato granular del hipocampo (flechas)


[image: Figura 15. 10X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 15. 10X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo comp. oxígeno; el marcador anti-caspasa 3 en el estrato granular del hipocampo fue negativo (flechas)


[image: Figura 16. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 16. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo comp. sevoflurano; obsérvese la marcación leve para el marcador anti-caspasa 3 en el estrato granular del hipocampo (flechas)




Corteza prefrontal: En las Tablas 12, 13 y 14 se muestran los datos por campo y por animal en la corteza prefrontal.

Tabla 12. Datos de inmunotinción en corteza prefrontal por campos en grupos control (oxígeno)


  
    	CORTEZA 1 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 16

    	3

    	3

    	3

    	3

    	2

    	2.8

  

  
    	Animal 17

    	3

    	3

    	2

    	3

    	3

    	2.8

  

  
    	CORTEZA 2 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 18

    	1

    	2

    	1

    	2

    	1

    	2

  

  
    	Animal 19

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	CORTEZA 3 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 20

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 21

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  



Tabla 13. Datos de inmunotinción en corteza prefrontal por campos y animal en grupos expuestos (sevoflurano)


  
    	CORTEZA 1 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 1

    	2

    	2

    	1

    	2

    	3

    	2

  

  
    	Animal 2

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 4

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 5

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	CORTEZA 2 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 6

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 7

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	Animal 8

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 9

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 10

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	CORTEZA 3 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 11

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 12

    	1

    	2

    	2

    	3

    	3

    	2.2

  

  
    	Animal 13

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 14

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 15

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  



Tabla 14. Datos de inmunotinción en corteza prefrontal por campos en grupos de comportamiento (comp. oxígeno y comp. sevoflurano)


  
    	CORTEZA COMPORTAMIENTO OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	 Animal 22

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 23

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 24

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 25

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	CORTEZA COMPORTAMIENTO OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 26

    	1

    	1

    	1

    	0

    	1

    	0.8

  

  
    	Animal 27

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 28

    	1

    	1

    	2

    	2

    	2

    	1.6

  

  
    	Animal 29

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 30

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 31

    	2

    	2

    	1

    	1

    	2

    	1.6

  

  
    	Animal 32

    	1

    	2

    	0

    	0

    	1

    	0.8

  

  
    	Animal 33

    	2

    	2

    	2

    	3

    	3

    	2.4

  

  
    	Animal 34

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 35

    	1

    	1

    	0

    	1

    	0

    	0.4

  



En la Tabla 15 se verifica que en la corteza también hubo marcación positiva en los grupos 1 oxígeno y 2 oxígeno (Figura 17). En los grupos expuestos hubo marcación positiva en intensidad moderada en 1 sevoflurano, y leve en 2 sevoflurano y 3 sevoflurano (Figuras 18 y 19). En los grupos de comportamiento los resultados fueron iguales a los encontrados en hipocampo: negativo para comp. oxígeno y leve para comp. sevoflurano.

Tabla 15. Datos de inmunotinción en corteza prefrontal por grupos


  
    	Grupo/Animal

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

    	

  

  
    	1 Oxígeno

    	2.8

    	2.8

    	

    	

    	

    	2.8

    	3

  

  
    	2 Oxígeno

    	2

    	0

    	

    	

    	

    	1

    	1

  

  
    	3 Oxígeno

    	0

    	0

    	

    	

    	

    	0

    	0

  

  
    	1 Sevoflurano

    	2

    	3

    	3

    	0

    	3

    	2.2

    	2

  

  
    	2 Sevoflurano

    	0

    	1

    	3

    	0

    	0

    	0.8

    	1

  

  
    	3 Sevoflurano

    	3

    	2.2

    	0

    	0

    	0

    	1.04

    	1

  

  
    	Comp. oxígeno

    	0

    	0

    	0

    	0

    	

    	0

    	0

  




  
    	Comp. sevoflurano

    	0.8

    	0

    	1.6

    	0

    	0

    	1.6

    	0.8

    	2.4

    	0

    	0.4

    	0.76

    	1

  




[image: Figura 17. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 17. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo 1 oxígeno; obsérvese la marcación positiva severa en las neuronas de la corteza prefrontal (flechas)


[image: Figura 18. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 18. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo 1 sevoflurano; obsérvese la marcación positiva moderada en las neuronas de la corteza prefrontal (flechas)


[image: Figura 19. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 19. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo 2 sevoflurano; obsérvese la marcación positiva leve en las neuronas de la corteza prefrontal (flechas)




Tálamo: En las Tablas 16, 17 y 18 se muestran los datos por campo y por animal en el tálamo.

Tabla 16. Datos de inmunotinción en tálamo por campos y animal en grupos control (oxígeno)


  
    	TÁLAMO 1 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 16

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	Animal 17

    	2

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	TÁLAMO 2 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 18

    	1

    	2

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	Animal 19

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	TÁLAMO 3 OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 20

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 21

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  



Tabla 17. Datos de inmunotinción en tálamo por campos en grupos expuestos (sevoflurano)


  
    	TÁLAMO 1 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	Animal 2

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 3

    	2

    	2

    	2

    	3

    	2

    	2.2

  

  
    	Animal 4

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	1.6

  

  
    	Animal 5

    	2

    	2

    	2

    	1

    	1

    	1.6

  

  
    	TÁLAMO 2 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 6

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 7

    	1

    	1

    	1

    	2

    	1

    	1.2

  

  
    	Animal 8

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

    	3

  

  
    	Animal 9

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 10

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	TÁLAMO 3 SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 11

    	1

    	2

    	1

    	1

    	2

    	1.4

  

  
    	Animal 12

    	1

    	1

    	1

    	2

    	2

    	1.4

  

  
    	Animal 13

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 14

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 15

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  



Tabla 18. Datos de inmunotinción en tálamo por campos y grupos de comportamiento (comp. oxígeno y comp. sevoflurano)


  
    	TÁLAMO COMPORTAMIENTO OXÍGENO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 22

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 23

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 24

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 25

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	TÁLAMO COMPORTAMIENTO SEVOFLURANO

  

  
    	Campo

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

  

  
    	Animal 26

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	Animal 27

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 28

    	

    	

    	

    	

    	

    	

  

  
    	Animal 29

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 30

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 31

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

    	1

  

  
    	Animal 32

    	1

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0.2

  

  
    	Animal 33

    	

    	

    	

    	

    	

    	

  

  
    	Animal 34

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  

  
    	Animal 35

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

    	0

  



En la Tabla 19 se observa que, al igual que en hipococampo y corteza prefrontal, dos de los grupos control marcaron positivo para caspasa 3: 1 oxígeno y 2 oxígeno (intensidad leve para cada uno de los grupos). En los grupos expuestos, todos dieron marcación positiva, moderada para el grupo 1 sevoflurano (Figura 20) y leve para los otros dos grupos expuestos (Figura 21). En los grupos de comportamiento el marcador fue negativo en esta zona, tanto para comp. oxígeno como para comp. sevoflurano (Figura 22).

Tabla 19. Datos de inmunotinción en tálamo por grupos


  
    	TÁLAMO

  

  
    	

    	1

    	2

    	3

    	4

    	5

    	Promedio

    	

  

  
    	1 Oxígeno

    	1

    	1

    	

    	

    	

    	1

    	1

  

  
    	2 Oxígeno

    	1

    	1

    	

    	

    	

    	1

    	1

  

  
    	3 Oxígeno

    	0

    	0

    	

    	

    	

    	0

    	0

  

  
    	1 Sevoflurano

    	1

    	3

    	2.2

    	1.6

    	1.6

    	1.88

    	2

  

  
    	2 Sevoflurano

    	0

    	1.2

    	3

    	0

    	0

    	0.84

    	1

  

  
    	3 Sevoflurano

    	1.4

    	1.4

    	0

    	0

    	0

    	0.56

    	1

  

  
    	Comp. oxígeno

    	0

    	0

    	0

    	0

    	

    	0

    	0

  

  
    	Comp. sevoflurano

    	1

    	0

    	

    	0

    	0

    	1

    	0.2

    	0

    	0.275

    	0

    	

    	

  




[image: Figura 20. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 20. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo 1 sevoflurano; obsérvese la marcación positiva moderada en las neuronas del tálamo (flechas), 20X aprox.


[image: Figura 21. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 21. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo 2 sevoflurano; obsérvese la marcación positiva leve en las neuronas del tálamo (flechas), 20X aprox.


[image: Figura 22. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3]

Figura 22. 20X. Inmunoperoxidasa para caspasa 3: rata del grupo comp. sevoflurano; obsérvese la ausencia de marcación en las neuronas (flechas), 20X aprox.


Inmunohistoquímica para Fox 3

Los resultados con este marcador fueron algo confusos. Dado que es un marcador neuronal, se esperaba tener marcación únicamente en neuronas para proceder al conteo de estas por áreas. Esto no pudo realizarse, ya que la marcación positiva se vio tanto en neuronas como en células no neuronales. Como se muestra en la Figura 23, hubo marcación positiva en neuronas y en meninges, lo que no permitió un análisis de este marcador.


[image: Figura 23. 10X. Inmunoperoxidasa para Fox 3]

Figura 23. 10X. Inmunoperoxidasa para Fox 3: corte de corteza prefrontal de una rata del grupo 1 oxígeno; puede verse marcación en neuronas (flechas) y en meninges (cabeza de flecha)


Inmunohistoquímica para CD95

Este marcador arrojó resultados igualmente inexplicables, como los vistos con Fox 3. En primer lugar, todas las ratas del estudio, grupos controles y expuestos, tuvieron marcación positiva. En segundo lugar, se vio marcación en neuronas y también hubo tinción en meninges (Figura 24).


[image: Figura 24. 10X. Inmunoperoxidasa para el marcador CD95]

Figura 24. 10X. Inmunoperoxidasa para el marcador CD95: corte de corteza de una rata del grupo 1 oxígeno; puede verse marcación en neuronas (flechas) y en meninges (cabeza de flecha)


Morfología

El análisis morfológico de las ratas neonatales no reveló lesiones en neuronas ni células de glía evidentes. En contraste, en las ratas adultas (expuestas a oxígeno o sevoflurano, y a las cuales se realizó pruebas de comportamiento 60 días después) se observaron lesiones en neuronas, principalmente en corteza y en hipocampo. En las ratas adultas control (comp. oxígeno) se observaron focos pequeños de muerte neuronal en corteza (Figura 25a); allí se observaron neuronas con marcación positiva para caspasa 3 (Figura 25b).


[image: Figura 25. Corte de corteza de rata del grupo comp. oxígeno]

Figura 25. Corte de corteza de rata del grupo comp. oxígeno: a) Coloración de HE; se observan focos pequeños de muerte neuronal (flechas), 20X; b) Inmunohistoquímica para anti-caspasa 3; se observan las neuronas necróticas y la marcación positiva leve para el marcador (flechas), 40X




En el grupo de ratas adultas expuestas a sevoflurano, se observaron igualmente estos focos de muerte neuronal en corteza, pero más extensos que en los animales control (Figura 26a), y marcación positiva de neuronas para caspasa 3 (Figura 26b). De igual modo, en el hipocampo se observaron focos moderados de muerte neuronal en el estrato piramidal, en los animales de comp. oxígeno, y severos en los de comp. sevoflurano (Figura 27a y b). En el tálamo no se observaron focos de muerte neuronal en ninguno de los grupos de animales (Figura 27c).


[image: Figura 26. Corte de corteza de rata del grupo comp. sevoflurano]

Figura 26. Corte de corteza de rata del grupo comp. sevoflurano: a) Coloración de HE; se observan focos extensos de muerte neuronal (flechas), 20X; b) Inmunohistoquímica para caspasa 3; se detallan las neuronas necróticas y la marcación positiva leve para el marcador, 40X


[image: Figura 27]

Figura 27. a) Coloración de HE: corte de hipocampo de rata del grupo comp. sevoflurano; se observan focos moderados de muerte neuronal; b) Coloración de HE: corte de hipocampo de rata del grupo comp. sevoflurano; se observan focos moderados de muerte neuronal (flechas); c) Coloración de HE: corte de tálamo de un animal del grupo comp. sevoflurano; no se observan focos de muerte neuronal


Pruebas de comportamiento

Se realizaron las pruebas de laberinto acuático y laberinto elevado en cruz, en ratas de 60 días posnatales, quienes recibieron tres anestesias con sevoflurano 2.3 vol. % de 1 hora de duración con intervalos de 24 horas.

Los animales expuestos a oxígeno o sevoflurano y sometidos a pruebas de comportamiento se presentan en la Tabla 20.

Los datos se registraron en video y posteriormente, mediante análisis computacional, se anotó lo siguiente: duración de la prueba, distancia total recorrida, número de entradas a la zona de la isla, tiempo en la zona de la isla, distancia recorrida en la zona de la isla, distancia recorrida hasta la entrada en la zona de la isla, tiempo de latencia desde la primera entrada en la zona del evento.

Tabla 20. Animales sometidos a las pruebas de comportamiento


  
    	Test

    	Animal

    	

    	Tratamiento

  

  
    	1

    	Sev017

    	1

    	expuestos

  

  
    	2

    	Sev027

    	2

    	expuestos

  

  
    	3

    	Sev006

    	3

    	expuestos

  

  
    	4

    	Sev028

    	4

    	expuestos

  

  
    	5

    	Sev082

    	5

    	expuestos

  

  
    	6

    	Sev083

    	6

    	expuestos

  

  
    	7

    	Sev084

    	7

    	expuestos

  

  
    	8

    	Sev089

    	8

    	expuestos

  

  
    	9

    	Sev019

    	9

    	oxígeno

  

  
    	10

    	Sev020

    	10

    	oxígeno

  

  
    	11

    	Sev024

    	11

    	oxígeno

  

  
    	12

    	Sev036

    	12

    	oxígeno

  

  
    	13

    	Sev037

    	13

    	oxígeno

  



Laberinto elevado en cruz

En general, se observa diferencia entre el tiempo de permanencia en los brazos abiertos entre los sujetos del grupo expuesto y el de controles; se evidencia que permanecen más tiempo en los brazos cerrados los no expuestos a sevoflurano, lo que coincide con el comportamiento normal de las ratas, quienes muestran preferencia por los brazos cerrados (Tablas 21 a 28 y Figura 28).

Tabla 21. Duración de la prueba (s=segundos)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Promedio 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	600.00 

    	±0.00 

    	600.0 (1), 600.0 (2), 600.0 (3), 600.0 (4), 600.0 (5), 600.0 (6), 600.0 (7), 600.0 (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	600.00 

    	±0.00 

    	600.0 (9), 600.0 (10), 600.0 (11), 600.0 (12), 600.0 (13)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.



El análisis de la zona a la que se entró primero indicó que el grupo de expuestos prefieren la zona de brazos abiertos, en contraste con los de oxígeno, que utilizan tanto los brazos cerrados como los abiertos (Tabla 21).

Tabla 22. Zona de primer ingreso


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Data (note 1)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	open arms (1), open arms (2), open arms (3), open arms (4), open arms (5), open arms (6), open arms (7), open arms (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	closed arms (9), open arms (10), closed arms (11), open arms (12), open arms (13)

  



Nota:

1. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.



Al analizar el número de entradas en los brazos abiertos, no hubo diferencias entre los animales expuestos a sevoflurano (13) y a oxígeno (13.2) (Tabla 22).

Tabla 23. Número de entradas en los brazos abiertos


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Promedio

    	 SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	13.00 

    	±3.78 

    	19 (1), 14 (2), 13 (3), 13 (4), 6 (5), 16 (6), 11 (7), 12 (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	13.20 

    	±4.38 

    	9 (9), 11 (10), 11 (11), 15 (12), 20 (13)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.



El tiempo que pasaron las ratas de los dos grupos en los brazos abiertos fue diferente, siendo menor para el grupo control; sin embargo, hay que tener en cuenta que la desviación estándar es muy grande, debido al tiempo que pasó el animal 9, quien tuvo el menor tiempo en los brazos abiertos (Tablas 22 a 24).

En general, se concluye que las ratas no expuestas a sevoflurano permanecen más tiempo en los brazos cerrados que las expuestas a sevoflurano, lo que coincide con el comportamiento normal de las ratas, quienes normalmente muestran preferencia por los brazos cerrados (Tabla 24).

Tabla 24. Tiempo en brazos abiertos (s=segundos)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Promedio 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	498.54 

    	±40.07 

    	492.9 (1), 522.2 (2), 529.4 (3), 446.5 (4), 563.2 (5), 495.8 (6), 492.3 (7), 446.0 (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	418.70 

    	±104.35 

    	232.6 (9), 454.7 (10), 477.5 (11), 464.2 (12), 464.5 (13)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.

Tabla 25. Promedio de duración en brazos abiertos (s=segundos)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Promedio 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	43.14 

    	±21.31

    	 25.9 (1), 37.3 (2), 40.7 (3), 34.3 (4), 93.9 (5), 31.0 (6), 44.8 (7), 37.2 (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	32.92

    	 ±9.07 

    	25.8 (9), 41.3 (10), 43.4 (11), 30.9 (12), 23.2 (13)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.



No hubo diferencias en el número de entradas a la zona de brazos cerrados entre los grupos (Tabla 26).

Tabla 26. Número de entradas a la zona de brazos cerrados


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Promedio 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	12.13 

    	±3.76 

    	18 (1), 13 (2), 12 (3), 12 (4), 5 (5), 15 (6), 10 (7), 12 (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	13.00 

    	±3.94 

    	10 (9), 10 (10), 11 (11), 15 (12), 19 (13)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.



Respecto al tiempo de permanencia en brazos cerrados, los animales expuestos a sevoflurano tuvieron menor tiempo (101.46 s) que los animales control (181.3 s) (Tabla 27).

Tabla 27. Tiempo de permanencia en los brazos cerrados (s=segundos)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Promedio 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	101.46 

    	±40.07 

    	107.1 (1), 77.8 (2), 70.6 (3), 153.5 (4), 36.8 (5), 104.2 (6), 107.7 (7), 154.0 (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	181.30 

    	±104.35 

    	367.4 (9), 145.3 (10), 122.5 (11), 135.8 (12), 135.5 (13)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.

Tabla 28. Promedio de duración en los brazos cerrados (s=segundos)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Promedio 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	8 

    	8.56 

    	±3.07 

    	5.9 (1), 6.0 (2), 5.9 (3), 12.8 (4), 7.4 (5), 6.9 (6), 10.8 (7), 12.8 (8)

  

  
    	 Oxígeno 

    	5 

    	15.70 

    	±12.05 

    	36.7 (9), 14.5 (10), 11.1 (11), 9.1 (12), 7.1 (13)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.


[image: Figura 28. Resumen de variables y resultados del laberinto elevado en cruz]

Figura 28. Resumen de variables y resultados del laberinto elevado en cruz: la gráfica muestra la media y la SD variables de los grupos expuesto (comp. oxígeno) y control (comp. sevoflurano)




Al aplicar el laberinto elevado en cruz, se evaluó la permanencia en los brazos abiertos y la primera zona de ingreso, y además, el número de entradas a brazos abiertos y el tiempo de permanencia en estos (hay que tener en cuenta que las mismas variables ya evaluadas fueron tomadas para brazos cerrados). Todas las pruebas emplearon 600 segundos de observación y fueron grabadas en medios magnéticos para análisis y control posterior.

Al evaluar la zona de primer ingreso se encontró que el 60 % de ratas control y el 100 % de ratas expuestas a sevoflurano ingresaron a zona de brazos abiertos; la presencia de una incidencia menor del 2.5 % en el brazo cerrado para las expuestas a sevoflurano limita técnicamente la determinación de diferencias estadísticas, por lo que se recomienda ampliar la muestra; aun así, en caso de considerarse un hallazgo fehaciente poco susceptible de modificarse, se podría inferir que, por test exacto de Fischer, y al remplazar el valor nulo por el valor mínimo esperado de incidencia (6.5 %), se hallaría significancia estadística (p=0.019), lo cual concuerda con los hallazgos clínicos.

Al evaluar el número de entradas a los brazos abiertos se halló, bajo normalidad en el grupo control (KS p=0.97) y sevoflurano (KS p=0.78), que al comparar la media de ingresos en cada grupo a brazos abiertos (control 13.2 [DE=4.38] vs. sevoflurano 13.00 [DE=3.77]), no hubo diferencias estadísticamente significativas (t-test p=0.189).

Al evaluar el tiempo total de permanencia en brazos abiertos se halló, bajo normalidad en el grupo control (KS p=0.301) y sevoflurano (KS p=0.901), que al comparar la media de tiempo de permanencia en brazos abiertos (control 418.7 [DE=104.34] vs. sevoflurano 490.66 [DE=46.93]), no hubo diferencias estadísticamente significativas (t-test p=0.113). De la misma forma, al analizar el promedio de tiempo de permanencia en brazos abiertos, se encontró que, bajo normalidad en el grupo control (KS p=0.3) y sevoflurano (KS=0.966), al comparar el promedio de estancia (control 32.92 s [DE=9.07] vs. sevoflurano 43.13 s [DE=21.3]), no hubo diferencias estadísticamente significativas (t-test p=0.337).


[image: Figura 29. Comparativo del tiempo total de cada modelo animal en brazos abiertos]

Figura 29. Comparativo del tiempo total de cada modelo animal en brazos abiertos al practicarse test de laberinto elevado en cruz; no existieron diferencias estadísticamente significativas


[image: Figura 30. Comparativo del tiempo promedio de cada modelo animal en estancia en brazos abiertos]

Figura 30. Comparativo del tiempo promedio de cada modelo animal en estancia en brazos abiertos al practicarse la prueba de laberinto elevado en cruz; no existieron diferencias estadísticamente significativas



Al evaluar el tiempo total de permanencia en brazos cerrados, se halló, bajo normalidad en el grupo control (KS p=0.301) y sevoflurano (KS p=0.94), que al comparar la media de tiempo de permanencia en brazos cerrados (control 181.3 [DE=104.34] vs. sevoflurano 101.46 [DE=40.07]), no hubo diferencias estadísticamente significativas (t-test p=0.073). De la misma forma, al analizar el promedio de tiempo de permanencia en brazos cerrados, se encontró, bajo normalidad en el grupo control (KS p=0.611) y sevoflurano (KS=0.591), que al comparar el promedio de estancia (control 15.7 s [DE=12.053] vs. sevoflurano 8.56 s [DE=3.065]), no hubo diferencias estadísticamente significativas (t-test p=0.131).

Laberinto acuático de Morris

La duración de la prueba en el grupo expuesto fue de 69.24 segundos en promedio (SD±44.73), y el control con oxígeno, de 65.96 (SD±49,93) segundos. La distancia total recorrida del grupo expuesto fue de 19.8 metros (SD±17.36), y la del grupo control fue de 20.9 (SD±21.9). La distancia recorrida hasta la primera entrada de la isla en el grupo expuesto fue de 13.6 metros, y en el grupo control fue de 8.9 metros. Aunque los valores encontrados en el tiempo que se demoraron los sujetos expuestos y controles no presentan una gran diferencia numérica, los expuestos recorrieron una mayor distancia antes de llegar a la plataforma y la encontraron más veces, en promedio. Se analizaron otras variables sin encontrar diferencias significativas: número de entradas a la zona de la isla y tiempo en la zona de la isla. Los resultados se muestran en detalle en las tablas del Anexo 11.3 y en las Figuras 31 y 32.

Se valoró la distancia total recorrida y el número de entradas a la zona de la isla. Los tiempos en la zona de la isla y la distancia recorrida hasta la primera entrada de la isla no presentaron posibilidad analítica por métodos estadísticos que permitieran concluir con validez cualquier afirmación.

Los tiempos de ejecución de las pruebas presentaron una distribución normal (control KS p=0.059 y sevoflurano KS p=0.1); los subgrupos de exposición utilizaron una media de 65.96 s (DE=49.92) en el control vs. 106.75 s (DE=15.46) en sevoflurano, lo que se considera diferencias estadísticamente significativas (t-test p<0.001).

Al evaluar los tiempos de ejecución de la prueba en los subgrupos controles, se halló, previa confirmación de normalidad (control 1 KS p=0.112; control 2 KS p=0.854; control 3 KS p=0.767 y control 4 p=0.530), que no existieron diferencias estadísticamente significativas entre ellos (ANOVA p=0.1). De la misma forma, previa confirmación de normalidad en los subgrupos de sevoflurano (sevoflurano 1 KS p=868; sevoflurano 2 KS p=0.435; sevoflurano 3 KS p=0.609 y sevoflurano 4 KS p=0.766), no existieron diferencias estadísticamente significativas entre ellos (ANOVA p=0,440).

Al evaluar la distancia total recorrida en agua, al comparar ambos grupos de interés (previa confirmación de normalidad [control KS p=0.178 y sevoflurano KS p=0.378]), se calculó una distancia media de 20.93 metros (DE=21.98) para control vs. 19.83 metros (DE=17.36) para sevoflurano, lo que no se considera una diferencia estadísticamente significativa (t-test p=0.818).

Al evaluar las distancias en cada subgrupo de controles, se halló, previa confirmación de normalidad (control 1 KS p=0.981; control 2 KS p=0.884; control 3 KS p=0.733 y control 4 p=0.932), que existieron diferencias estadísticamente significativas entre los subgrupos de control (ANOVA p=0.017), identificándose la diferencia entre el control 1 (40.46 metros [DE=18.38]) vs. control 4 (2.28 metros [DE=1.21]) (test Scheffé p=0.017); adicionalmente, ni para control 2 (21.03 metros [DE=20.65]) ni control 3 (19.95 metros [DE=24.11]) existieron diferencias (Figura 31).

Para sevoflurano se halló, previa confirmación de normalidad (control 1 KS p=0.999; control 2 KS p=0.597; control 3 KS p=0.831 y control 4 p=0.303), que no hubo diferencias estadísticamente significativas entre los subgrupos sevoflurano 1 (29.96 metros [DE=17.98]), sevoflurano 2 (19.47 metros [DE=17.82]), sevoflurano 3 (12.41 metros [DE=11.72]) y sevoflurano 4 (17.48 metros [DE=18.22]) (ANOVA p=0.085) (Figura 32).


[image: Figura 31. Distancia total recorrida en metros (prueba de laberinto acuático de Morris) para cada grupo de exposición]

Figura 31. Distancia total recorrida en metros (prueba de laberinto acuático de Morris) para cada grupo de exposición: se detallan los percentiles, valores mínimos y máximos; se aclara la ausencia de diferencias estadísticas (p=0.818)


[image: Figura 32. Distancia total recorrida en metros (prueba de laberinto acuático de Morris) para cada grupo de exposición]

Figura 32. Distancia total recorrida en metros (prueba de laberinto acuático de Morris) para cada grupo de exposición: se detallan los percentiles, valores mínimos y máximos. * Diferencias estadísticamente significativas: p<0.05 (ANOVA y test de Scheffé p=0.017)



Al evaluar las diferencias entre la media de la distancia de control 1 vs. sevoflurano 1, no se hallaron diferencias estadísticamente significativas (40.46 metros [DE=18.38] vs. 29.96 metros [DE=17.98], t-test p=0.264).

Al realizar el mismo análisis con control 2 vs. sevoflurano 2, no se hallaron diferencias estadísticamente significativas (21.03 metros [DE=20.65] vs. 19.47 metros [DE=17.82], t-test p=0.87).

Cuando se evaluaron las diferencias entre la media de la distancia de control 3 vs. sevoflurano 3, no se hallaron diferencias estadísticamente significativas (19.95 metros [DE=24.11] vs. 12.41 metros [DE=11.72], t-test p=0.377); y al realizar el mismo análisis con control 4 vs. sevoflurano 4, no se hallaron diferencias estadísticamente significativas (2.28 metros [DE=1.21] vs. 17.48 metros [DE=18.22], t-test p=0.062).

De tal modo, se puede concluir que no existen diferencias entre las distancias recorridas por las ratas expuestas a control vs. las ratas del grupo expuesto a sevoflurano.

De la misma forma, se evaluó la distancia recorrida hasta la primera entrada de la isla; previa comprobación de normalidad (KS p=0.059 control y KS p=0.058 sevoflurano), no hubo diferencias estadísticamente significativas entre las distancias de cada grupo de exposición (t-test p=0.779).

Cuando se evaluó por separado el grupo control (bajo normalidad, control 1 KS p=0.112, control 2 KS p=0.854, control 3 KS p=0.767 y control 4 KS p=0.53), no se hallaron diferencias estadísticas entre los grupos (ANOVA p=0.1).

Al analizar el grupo sevoflurano (bajo normalidad, sevoflurano 1 KS p=0.791, sevoflurano 2 KS p=0.673, sevoflurano 3 KS p=0.62 y sevoflurano 4 KS p=0.606), tampoco se encontraron diferencias estadísticas válidas entre los grupos (ANOVA p=0.527).


[image: Figura 33. Variables y resultados del laberinto acuático de Morris]

Figura 33. Variables y resultados del laberinto acuático de Morris: la gráfica muestra la media y la SD variables de los grupos expuestos (comp. oxígeno) y control (comp. sevoflurano)




Existe fuerte evidencia, en modelos animales expuestos a sedación y anestesia, de inducción de daños morfológicos en células del cerebro y déficit cognitivo (89-90). En cerebros en desarrollo de diferentes animales experimentales, se observó un daño significativo dependiente de la dosis y la duración de exposición, con evidencia de déficit cognitivo a largo plazo (91).

En cuanto a los mecanismos potenciales involucrados, se conoce que la interacción de los anestésicos con varios receptores del SNC, como GABA y NMDA, pueden resultar en neuroapoptosis por diferentes mecanismos de lesión. Otras investigaciones en esta línea sugieren que los anestésicos aumentan las señales que promueven la muerte celular programada y activan Bax y p53 (92), y al mismo tiempo disminuyen las cascadas de señalización de sobrevivencia, tales como pERK, Bclx, y Bcl-2 (55, 93). La anestesia parece inducir apoptosis por daño en la mitocondria y salida del citocromo C al citosol en el citoplasma celular (92), disparando cambios celulares que culminan en la activación de caspasa 3 (93). Además, otras investigaciones muestran que la exposición de anestésicos en un cerebro en desarrollo puede producir daños excitotóxicos asociados a la expresión de la proteína transportadora de iones (91).

En cuanto a las regiones y los tipos celulares afectados por los anestésicos, corresponden a las zonas que reciben e integran información sensorial, las cuales son críticas en la función neurocognitiva. A nivel celular, se afectan las neuronas y las células gliales con daños en la oligodendroglia, con consecuencias en el neurocomportamiento (91).

Por otra parte, es necesario tener en cuenta la edad en la exposición, el rango de vulnerabilidad de los diferentes tipos celulares neuronales, el anestésico y la dosis administrada (91).

Un ejemplo de ello es el trabajo de Zhan et al. (63), donde se encontró en láminas de hipocampo un incremento del calcio intracelular de ratas adultas expuestas a isoflurano, lo que indica un mecanismo independiente que resulta en un déficit cognitivo.

Xie et al. (94) exponen que las ratas con isoflurano desarrollan un incremento de la activación de caspasa.

En cuanto al uso de sevoflurano con exposiciones al 3 % durante 6 horas en ratones neonatales (C57BL/6) de 6 días, se mostró aumento en el número de células apoptóticas, lo que causa déficit de aprendizaje en la edad adulta (95).

Los estudios de Stratmann et al. (61) muestran que el uso de anestésicos como el isoflurano, en ratas de 7 y 60 días, expuestas 4 horas, da como resultado una disminución de la proliferación en ratas de 7 días y un aumento en la diferenciación en ratas de 60 días, lo que sostiene la hipótesis de que el isoflurano afecta la función de neurocognición a largo término en relación con la neurogénesis del hipocampo en el giro dentado (61).

Otras investigaciones muestran que los anestésicos, además de producir neuroapoptosis, también intervienen en la sinaptogénesis durante el desarrollo del cerebro. Este estudio fue realizado en ratas de 16 días con exposiciones de 2 horas; este periodo de desarrollo se caracteriza por intensa sinaptogénesis en la corteza cerebral, dando como resultado muerte celular y cambios significativos en el patrón dendrítico de las cinco capas de la corteza. Pero en el caso del sevoflurano, hay un aumento significativo en la densidad de las espinas dendríticas, lo que revela diferencias con los otros anestésicos (96).

La cognición se define como el proceso mental de percepción, memoria y procesamiento de información, que va seguido de un conocimiento adquirido individual para resolver problemas. Entonces, la disfunción cognitiva es un desequilibrio de estos procesos. Por esta razón, existen pruebas que pueden medir el cambio cognitivo con resultados significativos (86, 88).

Kodama et al. (87) muestran que la exposición a los anestésicos inhalados utilizados en la actualidad (desflurano, sevoflurano e isoflurano), en ratones neonatales, generan alteraciones en la memoria de largo plazo en la edad adulta. Adicionalmente se demostró que el desflurano causa alteración significativa en la memoria de trabajo de estos ratones en la vida adulta.

Investigaciones recientes sugieren que la anestesia con 3 % de sevoflurano por 2 horas diarias durante 3 días, induce problemas cognitivos y neuroinflamación, que dependen del estado de desarrollo, del agente anestésico y del número de exposiciones, y juegan un papel importante en la disfunción cognitiva (97).

Zheng et al. (98) muestran resultados que sugieren que la anestesia con sevoflurano en animales prenatales induce activación de caspasa y pérdida de sinapsis, lo que lleva a alteraciones en el aprendizaje y la memoria.

Los resultados del estudio aquí presentado se correlacionan ampliamente con la literatura descrita. Respecto a la monitoría de signos vitales durante la exposición anestésica y su control, aquí se puede observar que las ratas expuestas a sevoflurano tuvieron una tendencia a presentar menores valores de saturaciones de oxígeno y frecuencia cardiaca, lo cual no es estadísticamente significativo para la saturación de oxigeno (t-test p=0.86) y estadísticamente significativo para la frecuencia cardiaca (p<0.001), cuando se compara el grupo de exposición a sevoflurano con el grupo control.

Estos resultados corresponden a la depresión del sistema nervioso y cardiorrespiratorio esperada por la exposición anestésica. Sin embargo, es importante aclarar que los animales no presentaron hipoxemia (valor mínimo de 90%) ni bradicardia durante la exposición (valor mínimo de 151 latidos por minuto).

En la prueba de comportamiento del laberinto elevado en cruz, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de exposición a sevoflurano y oxígeno, al compararse el número de entradas a los brazos abiertos (t-test p=0.189), tiempo total de permanencia en brazos abiertos (t-test p=0.113), promedio de tiempo de permanencia en brazos abiertos (t-test p=0.337), tiempo total de permanencia en brazos cerrados (t-test p=0.073) y promedio de tiempo de permanencia en brazos cerrados (t-test p=0.131).

Existe una diferencia al evaluar la zona de primer ingreso a los brazos, en la cual se encontró que el 60 % de las ratas expuestas a oxígeno y el 100 % de las expuestas a sevoflurano prefirieron el brazo abierto. Esta diferencia no fue susceptible de análisis estadístico; sin embargo, la zona de primer ingreso (brazo abierto o brazo cerrado) no es una variable fuertemente asociada con ansiedad en pruebas de comportamiento animal.

El principal indicador de alteraciones en el comportamiento relacionado con ansiedad es el porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos; en ese sentido, estos resultados muestran que la exposición a sevoflurano a dosis sub-CAM durante periodos cortos en la edad neonatal no generó alteraciones en el comportamiento asociadas a ansiedad en la edad adulta.

Por el contrario, en la prueba del laberinto acuático de Morris se encontraron diferencias estadísticamente significativas (t-test p<0.001) al compararse el tiempo de realización de la prueba del grupo sevoflurano (media de 106.75 s) vs. el grupo control (media de 65.96 s). La latencia de escape en esta prueba (tiempo que el animal gasta en localizar y subir a la plataforma) valora principalmente la adquisición de la memoria espacial y el aprendizaje, lo cual se ve significativamente afectado en el grupo de exposición a sevoflurano, según estos resultados.

La neurotoxicidad de los anestésicos ha sido descrita en el desarrollo del cerebro en diferentes especies (91), con algunos mecanismos patológicos. Sin embargo, en cuanto a las alteraciones del neurocomportamiento en humanos después de la exposición anestésica, no se ha definido claramente si se correlacionan de manera directa con dicha exposición o si están relacionadas con otras causas, como la patología de base.

Por esta razón, es necesario seguir soportando la investigación traslacional que focalice la prevención de la neurotoxicidad anestésica.

Limitaciones del estudio

La monitorización de la capnografía nasal se perdía fácilmente por movimientos de la rata, por lo que se diseñó un contenedor que se adaptó al cuerpo de esta y a la monitoría. La capnografía nasal permitió registrar la exhalación de CO2; sin embargo, por su bajo valor y la mezcla con aire ambiente, no fue posible medir el CO2 exhalado con ella, aunque permitía confirmar la frecuencia respiratoria de la rata.

Las tomas de muestras sanguíneas para análisis de gases arteriales y química sanguínea se hicieron por punción transcardiaca; no obstante, debido a las pequeñas estructuras de las ratas neonatales, así como al volumen sanguíneo reducido, resultaban en muestras mixtas, es decir, mezcla de sangre arterial y venosa.

El objetivo de la toma sanguínea era descartar otros factores asociados que pudieran influenciar en la muerte neuronal y alterar los resultados del estudio, tales como hipoxemia o hipoglicemia. Sin embargo, la hipoxemia se pudo evaluar con saturación transcutánea y la glucosa se midió en la muestra tomada, puesto que no varía en el resultado, ya se trate de sangre venosa o arterial.

Con respecto a la inmunohistoquímica, se decidió medir tres marcadores distintos para evidenciar neuronas y muerte celular por apoptosis; se definieron tres marcadores para confirmar la presencia de apoptosis por dos trazadores distintos (caspasa 3 y Fox 3); el otro marcador (CD95) era para teñir específicamente células neuronales y asegurar que era una neurona el objeto del estudio o de alteración, en caso de presentarse. Se lograron excelentes resultados con caspasa 3, pero no así con los marcadores Fox 3 y CD95, que presentaron positividad en todo el tejido cerebral de las ratas.

Esto puede deberse a varias razones relacionadas con la técnica de inmunohistoquímica, diluciones, anticuerpo secundario y exposiciones, por lo cual se decidió hacer investigación de todo lo anterior, mediante nuevas marcaciones a distintos tejidos no cerebrales, para evidenciar si existía o no la presencia del marcador.

Es importante resaltar que las neuronas tienen una estructura en su citología claramente identificable sin necesidad de marcaciones especiales, y se diferencian morfológicamente de otras células encontradas en el cerebro, como los oligodendrocitos, la microglía y los astrocitos. Por esta razón se pueden identificar las neuronas que fueron marcadas con caspasa 3, además de que fueron corroboradas con tinciones de hematoxilina-eosina.

Por último, las pruebas de comportamiento son ampliamente conocidas y estandarizadas, y adicionalmente se utilizó, para la evaluación, el seguimiento en video y un programa computarizado para análisis en lugar del tradicional cronómetro. Esto eleva la confianza de las pruebas; no obstante, algunas requirieron repetición o ser excluidas por cambios en indicadores como luminosidad y espacios donde fueron realizadas.

Se proporciona así una gran experiencia en este tipo de estudios y una gran cantidad de información aplicable a numerosos estudios futuros.




Inmunohistoquímica

Los resultados de marcación positiva anti-caspasa 3 en ratas neonatales expuestas a sevoflurano, independientemente del régimen anestésico, confirman que este anestésico puede producir neurotoxicidad aun en bajas dosis, y en consecuencia muerte neuronal por apoptosis, que afectará el aprendizaje y la memoria en el adulto. Es importante destacar que las ratas expuestas a oxígeno mostraron también marcación positiva a este marcador, lo que puede significar que el oxígeno puede ser neurotóxico e inducir muerte neuronal por apoptosis en este estado de desarrollo. Se debe tener en cuenta que, en condiciones normales, los neonatos presentan como parte del desarrollo cerebral un grado bajo de muerte neuronal por apoptosis.

Morfología y comportamiento

En ratas adultas que fueron sometidas en su etapa neonatal, se presentaron focos extensos de muerte neuronal en corteza e hipocampo. En las ratas adultas expuestas únicamente a oxígeno, también se observaron focos de muerte neuronal leve, aunque mucho menos extensos en estas mismas ubicaciones. Estas lesiones se vieron reflejadas en cambios de comportamiento al hacer las pruebas de memoria y ansiedad, en las cuales tanto la corteza prefrontal como el hipocampo están comprometidos.

La exposición repetida a sevoflurano a dosis sub-CAM durante periodos cortos en la edad neonatal, no altera significativamente el comportamiento asociado a ansiedad en la edad adulta en ratas. Sin embargo, puede causar déficit de aprendizaje, principalmente en la adquisición de memoria espacial.
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Anexo 11.1

  Declaración de aspectos éticos 

  y propiedad intelectual

Yo Fernando Ríos Barbosa investigador principal del proyecto titulado EFECTOS DE MÚLTIPLES EXPOSICIONES A SEVOFLURANO A DOSIS SUB-CAM EN LA NEUROAPOPTOSIS Y LA FUNCIÓN COGNITIVA EN EL PERIODO NEONATAL de la facultad Medicina de la Universidad de La Sabana, declaro lo siguiente:

I. RIESGO

La metodología  del proyecto a mi cargo involucra los siguientes riesgos (identifique el riesgo en cada uno de las categorías):


  
    	

    	Humanos

    	Animales

    	Ambiente

    	Biodiversidad

    	OGMs

  

  
    	Sin riesgo

    	X

    	

    	X

    	X

    	X

  

  
    	Mínimo
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    	Mayor que el mínimo

    	

    	

    	

    	

    	

  



i.	Manejo del riesgo:

A continuación establezco la manera en que se manejarán los riesgos identificados y los enmarco en la normatividad vigente:


  
    	INFORMACIÓN

    	DESCRIPCIÓN

  

  
    	Aspecto (s) de la metodología que involucra (n) riesgo*:

    	Manejo de modelos animales

  

  
    	Medidas que se tomarán para minimizar los riesgos que implica la metodología del proyecto 

    	Se consideran los aspectos éticos relacionados en las normas científicas, técnicas y administrativas para la investigación en salud, 

  

  
    	Normatividad vigente citada por el proyecto, en la cual se enmarcan las consideraciones propuestas:

    	La resolución expedida por el Ministerio de Salud (Protección Social) No. 8430 de 1993 y la Ley 84 de 1989. 

  



ii. Autorización previa 

A continuación indico los acuerdos a los que he llegado con cada una de las entidades participantes en el proyecto:


  
    	TIPO DE AUTORIZACIÓN

    	SI, NO, NO APLICA, EXPLICAR

  

  
    	Existe una autorización expresa y por escrito de las entidades involucradas en el seno de las cuales se van a entrevistar sujetos o a hacer observaciones para una investigación relacionada con algún aspecto organizacional o funcional de las mismas

    	No aplica

  

  
    	Existe un acuerdo expreso y por escrito con las entidades o personas que participan como sujetos de investigación de la manera como se hará la divulgación de los resultados. 

    	si

  



La DIN podrá solicitar copia de los anteriores documentos debidamente firmados una vez el proyecto haya sido aprobado

iii. Consentimiento informado

Se obtendrá el consentimiento informado cuando se requiera, de todos y cada uno de los sujetos participantes  en el proyecto quienes firmarán el documento por el cual se garantiza que la participación de los sujetos será voluntaria y que están informados adecuadamente de la finalidad de la investigación, se indicará la garantía de confidencialidad de los datos obtenidos y de la identidad de los sujetos y quedará claro la posibilidad de retirarse libremente y en cualquier momento de la investigación.  Para constancia de lo anterior anexo el formato de consentimiento informado que firmarán los sujetos participantes en esta investigación.

II.	CONFLICTO DE INTERESES[1]

A continuación relaciono todos los entes involucrados en mi proyecto, sean estos entes jurídicamente constituidos o no,  privados o públicos, nacionales o internacionales, y cualquier otro actor que esté involucrado en mi proyecto y  con el cual eventualmente pueda presentarse un conflicto de intereses, y establezco el tipo de participación dentro del proyecto y las medidas para minimizar o manejar el conflicto:


  
    	Entidad, empresa, organización o cualquier otro ente jurídico o persona que participa en el proyecto (ENTE)

    	Tipo de participación

    	Posible conflicto  

    	Medidas de manejo o prevención

  

  
    	Sociedad Colombiana de Anestesiología y Reanimación

    	Financiadora

    	Ninguno

    	

  

  
    	Hospital Universitario de La Samaritana

    	Financiadora

    	Ninguno

    	

  



Tipo de participación: financiadora, beneficiaria, co-ejecutora, aportante, otro.

III. PROPIEDAD INTELECTUAL

En este proyecto de investigación y en todos los documentos en los que se divulgan sus resultados, tendremos en cuenta  y respetaremos la propiedad intelectual de aquellos que han trabajado previamente en el tema, haciendo la adecuada citación de trabajos y sus autores.

Entiendo, conozco y acojo el reglamento de propiedad intelectual de la Universidad de La Sabana, tanto en lo relacionado con derechos de autor como con propiedad industrial. Para todos los efectos, me comprometo a dar los créditos correspondientes a la Universidad de La Sabana.

A continuación describo el acuerdo al que hemos llegado con los terceros que participan en este proyecto, con relación a la propiedad intelectual de los resultados de esta investigación y a los posibles beneficios económicos que se deriven de este:


  
    	Ente

    	Acuerdo de propiedad intelectual

  

  
    	Sociedad Colombiana de Anestesiología y Reanimación

    	Reconocimiento como financiador de estudio

  

  
    	Hospital Universitario La Samaritana

    	Reconocimiento como financiador de estudio

  



Fecha: 31 de agosto de 2011

FERNANDO RIOS BARBOSA

NOMBRE Y FIRMA INVESTIGADOR PRINCIPAL



Mayores informes:

Marcela Gómez Osorio, Ext.1059, marcela.gomez1@unisabana.edu.co



No deje ningún campo sin diligenciar, en caso de que no aplique ponga NA. 



 [1] El conflicto  de intereses se refiere  a cualquier situación en la que se pueda percibir que un beneficio o interés personal o privado puede influir en el juicio o decisión profesional de relativo al cumplimiento de las obligaciones.


Anexo 11.2

  POE de monitoría de signos vitales 

  y de gases anestésicos para 

  el suministro de anestesia para 

  modelo animal neonatal 

  _ proyecto sevoflurano

OBJETIVO 

Describir la técnica de la correcta monitorización de los signos vitales (frecuencia respiratoria, capnografìa, capnograma, analizador de gases, pulsooximetría) de una rata neonatal de se 6 días de nacida  durante el suministro de Sevoflurano a dosis sub CAM durante una hora, garantizando resultados confiables y de alto valor.

ALCANCE

Grupo de Investigadores y auxiliares responsables del manejo y uso del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana, donde se encuentran los animales de experimentación SPF (Especies libres de Patógenos). También los participantes del proyecto “Efectos De Múltiples Exposiciones A Sevoflurano A Dosis Sub-Cam en la Neuroapoptosis y la Función Cognitiva en el Periodo Neonatal”

MATERIALES

REACTIVO BIOLÓGICO:


  	Rata Wistar SPF en periodo neonatal de 6 días de nacida, sana, que no haya sido rechazada por su madre.



EQUIPOS


  	Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000 Veterinary Anesthesia Delivery Station by MIDMARK USA.

  	Monitor Multiparametros con capnografia y saturacion  (Multi-parameter patient monitor Model: TR-900A) Xuzhou Tianrong Medical y Communicaction Equipment Co., Ltd. China

  	Vaporizador de gas anestésico; sevoflurano.  Drager Vapor 2000 Tec 3. Drager, Alemania

  	Cámara de Inducción (Incubation Chamber, Billups Rothenberg Inc. Del Mar, USA

  	Mezcla sintética de 21% Oxígeno 79% Nitrógeno. Aire medicinal, Oxígenos de Colombia Ltda. Bogotá

  	Gas Anestésico: Sevoflurano,  Sevorane ® Abbott

  	Oxígeno medicinal. Praxair. Oxígenos de Colombia. con FIO2  de  0.4

  	Analizador de Gases: Datex-Ohmeda, Louisville, CO



ELEMENTOS DE PROTECCIÓN


  	Vestido quirúrgico estéril

  	Gorro

  	Tapabocas

  	Polainas

  	Guantes de Látex



PERSONAS INVOLUCRADAS


  	Médico Residente Luisa Fernanda Aguirre Sabogal

  	Médico Residente Arley Alejandro Neira Moreno

  	Médica Veterinaria Dra. Alejandra Margarita Muñoz

  	Auxiliar de laboratorio de Neurociencias



DURACIÓN 


  	20  minutos en preparación

  	60 minutos de Exposición anestésica



FRECUENCIA


  	Cada vez que se tengan modelos  animales Ratas Wistar  en sexto día de vida postnatal aptos para éste estudio



DESCRIPCIÓN

Generalidades

Para realizar el procedimiento suministro anestésico a modelo animal neonatal se deben tener en cuenta:


  	Valoración y seguimiento del animal desde su nacimiento por la Médico Veterinaria experta en manejo de modelos animales de experimentación, que garantice las condiciones óptimas para ingresar a cada animal al presente estudio.

  	El procedimiento se realizará en la sala de cirugía del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana dispuesta para este fin, la cual debe cumplir  los criterios de calidad y normas de bioseguridad.



VERIFICACIÓN DE EQUIPOS


  	Ingreso a sala de cirugía según protocolo para tal fin del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana Número: xxx

  	Verificación de mantenimiento del Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000; cada 12 mes por ingeniera biomédica Abbott®,




  	Verificación de mantenimiento de Vaporizador de gas anestésico sevoflurano, Drager Vapor 2000 Tec 3. Drager, Alemania; calibración  cada 6 meses por ingeniera biomédica Abbott®,




  	Verificación de fuentes de oxígeno y de aire; se inspecciona los manómetros de cada contenedor donde se debe evidenciar que contenga una reserva mayor de 25%. 

  	Verificación de adecuada conexión de las mangueras al Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000; manguera de aire, manguera de oxígeno, mangueras de entrada y salida del vaporizador.

  	Verificación de contenido de sevoflurano (sevorane®) en el vaporizador Drager Vapor 2000 Tec 3. El frontal del vaporizador muestra el indicador de llenado mediante una columna de cristal que permite ver el  líquido con límites superior e inferiores, la columna de líquido debe estar sobrepasando la línea inferior, en caso de estar inferior debe llenarse el vaporizador con sevoflurano (sevorane®) sin sobrepasar el límite superior indicado mediante una línea en el frontal del vaporizador.




  	Verificación del Monitor Multiparametros con capnografia y saturación  (Multi-parameter patient monitor Model: TR-900A) Xuzhou Tianrong Medical y Communicaction Equipment Co., Ltd. China; conexión de fuente de poder, conexión de cable de pulsooximetra, cable de capnografia: este muestra datos de frecuencia respiratoria, capnograma, dióxido de carbono exhalado. El pulsooximetro al estar correctamente conectado debe muestra una luz rojo, mostrando datos de frecuencia cardiaca y saturación arterial de oxígeno.

  	Verificación de Analizador de Gases: Datex-Ohmeda; conexión fuente de energía, colocación de trampa de agua, conexión de cable de muestreo de dióxido de carbono. El equipo detecta la fracción inspirada de oxígeno y la concentración volumen % de sevoflurano. Se debe seleccionar en el panel electrónico la opción sevoflurano para que analice dicha concentración.

  	Montaje de Cámara de Inducción (Incubation Chamber, Billups Rothenberg Inc.. Se conecta entrada de gases frescos proveniente de la máquina de anestésica,  cable analizador de gases y cable de salida de gases




  	Ensamblaje  de sensores del  Monitor Multiparámetros con capnografia y saturación  (Multi-parameter patient monitor Model: TR-900A en cámara de inducción, dentro de la cámara de inducción están tallados los espacios para el cuerpo de la rata neontal y los sensores de capnografia y pulsooximetro permitiendo el acople del animal a los sensores.

  	Seccionada la rata a Intervenir: Rata Wistar SPF de 6 días de nacida, sana, que no haya sido rechazada por su madre. Se coloca en la cámara de inducción. 

  	El sensor de saturación de oxígeno se ubica en la región inguinal y el capnografo en el hocico

  	Se realiza apertura de oxígeno, aire para una fracción inspirada 0.4 y sevoflurano de 2.3 vol %




  	Se debe mantener al modelo animal eutermico, normoxemico, normocapnico mediante el monitoreo de los diferentes parámetros (Frecuencia Cardiaca, Saturación de Oxígeno, capnografía) 





AUTORES

Luisa Fernanda Aguirre Sabogal

Arley Alejandro Neira



REVISADO POR

Dra Rosa Margarita Gómez

Dra Alejandra Margarita Muñoz


Anexo 11.3

  Procedimiento operacional estandarizado

Suministro anestesia inhalada 

  a modelo animal neonatal 

  proyecto sevoflurano

OBJETIVO

Administrar Sevorane® a dosis sub CAM (Concentración Alveolar Mínima) durante una hora a una rata de 5 a 7 días de nacida, con monitoria completa (Pulsooximetría, Capnografía, Frecuencia Cardiaca, Glucometría) garantizando resultados confiables y reproducibles. Cualquier cambio a este protocolo debe ser autorizado por la directora del Laboratorio y en caso de considerarse necesario ser sometido a evaluación del Comité de Ética Institucional.

ALCANCE

Grupo de Investigadores y auxiliares responsables del manejo y uso del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana.

MATERIALES

Reactivo Biológico:


  	Rata Wistar en periodo neonatal de 5 a 7 días de nacida, sana, que no haya sido rechazada por su madre



Equipos:


  	Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000 Veterinary Anesthesia Delivery Station by MIDMARK USA.

  	Monitor Multiparametros con capnografia Menhër TR 900A 

  	Vaporizador de gas anestésico Sevorane®, Drager Vapor 2000 Tec 3. Drager, Alemania

  	Cámara de Inducción acrílica 10 x 10 x 15 cms

  	Balanza

  	Gas Anestésico: Sevorane® Abott

  	Oxigeno medicinal. Praxair. Oxígenos de Colombia.

  	Analizador sanguíneo clínico portable I STAT 200

  	Cartuchos CG8+ 



Elementos de Protección


  	Bata

  	Gorro

  	Tapabocas

  	Polainas

  	Guantes de Látex



Duración 


  	60 minutos de Exposición anestésica



PROCEDIMIENTOS

Pre Anestésico


  	Ingreso a sala de cirugía según POE_Ingreso_scirugía del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana.

  	Verificación de adecuado funcionamiento del Equipo de Anestesia Veterinaria, según pasos de su catalogo.

  	Traslado de rata en caja de transporte a la sala de procedimientos.  

  	Llenar el formato de registro de procedimiento anestésico correspondiente. 

  	Registro del peso del animal utilizando la Balanza.

  	Monitorización del animal con los parámetros descritos anteriormente tanto al inicio como al final del procedimiento (constantes vitales, Vol % y CAM de Sevorane® sumistrado).

  	Colocar la cámara de inducción sobre una manta térmica para mantener al animal en una temperatura confortable, constante y evitar así hipotermia debida a la anestesia. 



Anestésico


  	Impregnar cámara de inducción con Sevorane® 2.9 Vol% mas oxígeno con flujo de 1 lit/min durante 10 minutos, verificando con el analizador de gases un CAM de 0.7

  	Colocar la rata en la cámara de inducción. 

  	suministrar la dosis anestésica  descrita durante una hora.

  	Realizar toma de muestra sanguínea para analizar gases arteriales y glucosa en el I STAT 200.



Post Anestésico


  	Identificar si el modelo animal sigue protocolo de nueva exposición anestésica o será sacrificado para extracción de tejidos, en tal caso seguir el POE_perfusión.

  	En caso de continuar en el protocolo anestésico, regresar al animal cerca de su madre, teniendo cuidado de frotarlo con viruta de la caja para impregnar nuevamente un olor reconocible a su madre y evitar así canibalismo, asegurarse de que el animal sea aceptado por la misma. 



OBSERVACIONES

Es de vital importancia para el estudio:


  	Asegurar por medio del analizador de gases que la administración de  sevoflurane sea a 0.7 CAM

  	Mantener al modelo animal eutérmico, normoxémico, normocápnico mediante el monitoreo de los diferentes parámetros (frecuencia cardiaca, saturación de oxígeno, capnografía).



Técnica de monitoreo de los signos vitales, 

  gases anestésicos y concentración 

  de oxígeno durante el suministro anestésico 

  a modelo animal neonatal

OBJETIVO

Describir la técnica de la correcta monitorización de los signos vitales (frecuencia respiratoria, capnografìa, capnograma, analizador de gases, analizador de concentración de oxigeno, pulsooximetría)  de una rata neonatal de se 6 días de nacida  durante el suministro de Sevoflurano a dosis sub CAM durante una hora, garantizando  resultados confiables y de alto valor. Cualquier cambio a este protocolo debe ser autorizado por la directora del Laboratorio y en caso de considerarse necesario ser sometido a evaluación del Comité de Ética Institucional.

ALCANCE

Grupo de Investigadores y auxiliares responsables del manejo y uso del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana,  donde se encuentran los animales de experimentación. También los  participantes del proyecto “Efectos De Múltiples Exposiciones A Sevoflurano A Dosis Sub-Cam en la Neuroapoptosis y la Función Cognitiva en el Periodo Neonatal”

MATERIALES

Reactivo biológico:


  	Rata Wistar en periodo neonatal de 6 días de nacida, sana, que no haya sido rechazada por su madre.



Equipos


  	Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000 Veterinary Anesthesia Delivery Station by MIDMARK USA .

  	Monitor Multiparametros con capnografia y saturacion  (Multi-parameter patient monitor Model: TR-900A) Xuzhou Tianrong Medical y Communicaction Equipment Co., Ltd. China

  	Vaporizador de gas anestésico; sevoflurano.  Drager Vapor 2000 Tec 3. Drager, Alemania

  	Cámara de Inducción (Incubation Chamber, Billups Rothenberg Inc. Del Mar, USA

  	Mezcla sintética de 21% Oxigeno 79% Nitrógeno. Aire medicinal, Oxígenos de Colombia Ltda. Bogotá

  	Gas Anestésico: Sevoflurano,  Sevorane ® Abbott

  	Oxigeno medicinal. Praxair. Oxígenos de Colombia. con FIO2  de  0.4

  	Analizador de Gases: Datex-Ohmeda, Louisville, CO



Elementos de protección


  	Vestido quirúrgico estéril

  	Gorro

  	Tapabocas

  	Polainas

  	Guantes de Látex



PERSONAS INVOLUCRADAS


  	Médico Residente Luisa Fernanda Aguirre Sabogal

  	Médico Residente Arley Alejandro Neira Moreno

  	Medica Veterinaria Dra.  Alejandra Margarita Muñoz

  	Auxiliar de laboratorio de Neurociencias



DURACIÓN


  	20  minutos en preparación

  	60 minutos de Exposición anestésica



FRECUENCIA


  	Cada vez que se tengan modelos  animales Ratas Wistar SPF en sexto día de vida postnatal aptos para éste estudio



DESCRIPCIÓN

Generalidades

Para realizar el procedimiento suministro anestésico a modelo animal neonatal se deben tener en cuenta:


  	Valoración y seguimiento del animal desde su nacimiento por la Medico Veterinaria experta en manejo de modelos animales de experimentación, que garantice las condiciones optimas para ingresar a cada animal al presente estudio.

  	El procedimiento se realizara en la sala de cirugía del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana dispuesta para este fin, la cual debe cumplir  los criterios de calidad y normas de bioseguridad.



VERIFICACIÓN DE EQUIPOS


  	Ingreso a sala de cirugía 

  	Verificación de mantenimiento del Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000; cada 12 mes por ingeniera biomédica Abbott®,

  	Verificación de mantenimiento de Vaporizador de gas anestésico sevoflurano, Drager Vapor 2000 Tec 3. Drager, Alemania; calibracion  cada 6 meses por ingeniera biomédica Abbott®,

  	Verificación de fuentes de oxigeno y de aire; se inspecciona los manómetros de cada contenedor donde se debe evidenciar que contenga una reserva mayor de 25%. 

  	Verificación de adecuada conexión de las mangueras al Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000; manguera de aire, manguera de oxigeno, mangueras de entrada y salida del vaporizador.

  	Verificación de contenido de sevoflurano (sevorane®) en el vaporizador Drager Vapor 2000 Tec 3. El fronta del vaporizador muestra el indicador de llenado mediante una columna de cristal que permite ver el  liquido con limites superior e inferiores, la columna de liquido debe estar sobrepasando la linea inferior, en caso de estar inferior debe llenarse el vaporizador con sevoflurano (sevorane®) sin sobrepasar el limite superior indicado mediante una línea en el frontal del vaporizador.

  	Verificación del Monitor Multiparametros con capnografia y saturación  (Multi-parameter patient monitor Model: TR-900A) Xuzhou Tianrong Medical y Communicaction Equipment Co., Ltd. China; conexión de fuente de poder, conexión de cable de pulsooximetra, cable de capnografia: este muestra datos de frecuencia respiratoria, capnograma, dióxido de carbono exhalado. El pulsooximetro al estar correctamente conectado debe muestra una luz rojo, mostrando datos de frecuencia cardiaca y saturación arterial de oxigeno.

  	Verificación de Analizador de Gases: Datex-Ohmeda; conexión fuente de energia, colocación de trampa de água, conexión de cable de muestreo de dióxido de carbono. El equipo detecta la fracción inspirada de oxigeno y la concentración volumen% de sevoflurano. Se debe seleccionar en el panel electrónico la opción sevoflurano para que analice dicha concentración.

  	Montaje de Cámara de Inducción (Incubation Chamber, Billups Rothenberg Inc.. Se conecta entrada de gases frescos proveniente de la máquina de anestésica,  cable analizador de gases y cable de salida de gases

  	Ensamblaje  de sensores del  Monitor Multiparametros con capnografia y saturación  (Multi-parameter patient monitor Model: TR-900A en cámara de inducción, dentro de la cámara de inducción están tallados los espacios para el cuerpo de la rata neontal y lo sensores de capnografia y pulsooximetro permitiendo el acople del animal a los sensores.

  	Seccionada la rata a Intervenir: Rata Wistar SPF de 6 días de nacida, sana, que no haya sido rechazada por su madre. Se coloca en la capara de inducción. 

  	El sensor de saturación de oxigeno se ubica en la región inguinal y el capnografo en el hocico

  	Se realiza apertura de oxigeno, aire para una fracción inspirada 0.4 y sevoflurano de 2.3 vol %

  	Se debe mantener al modelo animal eutermico, normoxemico, normocapnico mediante el monitoreo de los diferentes parámetros (Frecuencia Cardiaca, Saturación de Oxígeno, capnografía) 



Toma de muestra sanguínea 

  intracardiaca a modelo animal neonatal 

  _ proyecto sevoflurano

OBJETIVO

Obtener una muestra sanguínea arterial intracardiaca para el análisis de glucosa, gases arteriales, hemoglobina y hematocrito, teniendo en cuenta los lineamientos de la ética en modelos animales. Cualquier cambio a este protocolo debe ser autorizado por la directora del Laboratorio y en caso de considerarse necesario ser sometido a evaluación del Comité de Ética Institucional.

ALCANCE

Grupo de Investigadores y auxiliares responsables del manejo y uso del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana.

MATERIALES

Reactivo Biológico:


  	Rata Wistar en periodo neonatal de 5 a 7 días de nacida, que al terminar la exposición anestésica o a oxigeno se tomará muestra sanguínea intracardiaca.



Equipos:


  	Equipo de Anestesia Veterinaria: Matrix Medical Inc. VIP 3000 Veterinary Anesthesia Delivery Station by MIDMARK USA.

  	Monitor Multiparametros Modelo: TR900A con capnografía, Xuzhoun Tianrong Medical & Communication Equipment Co., Ltd, China

  	Vaporizador de gas anestésico Sevorane®, Drager Vapor 2000 Tec 3. Drager, Alemania

  	Cámara de Inducción acrílica 10 x 10 x 15 cms. Vetequip, Acrylic Small Animal Induction Chambers L G. USA

  	Gas Anestésico: Sevorane® Abott

  	Oxigeno medicinal. Praxair. Oxígenos de Colombia.

  	Aire medicinal: Praxair. Oxígenos de Colombia.

  	Analizador sanguíneo clínico portable I STAT 200 

  	Cartuchos CG8+ Abott ® de análisis de muestra sanguínea.

  	Jeringa de insulina 1ml.

  	Mesa de cirugía



Elementos de Protección


  	Bata

  	Gorro

  	Tapabocas

  	Polainas

  	Guantes de Látex



Duración 


  	2 minutos



PROCEDIMIENTOS


  	El Analizador sanguíneo clínico portable I STAT 200 debe ser calibrado una vez al día previo a su uso, según instrucciones del manual de calibración.

  	Retirar cartucho CG8  Abbott® de la nevera de almacenamiento mínimo una hora previa a su uso, verificando  su fecha de vencimiento.

  	La realización de este POE requiere como mínimo de dos operadores.

  	Se debe realizar según sea modelo animal con exposición durante 60 minutos a sevoflurano 2.3 Vol%  o  a oxigeno al 40%.

  	Rata Wistar neonatal entre quinto y séptimo día postnatal con 60 minutos de exposición a sevoflurane al 2.3% Vol%:  Se extrae modelo animal de la cámara de inducción y a través de la mascara diseñada para hocico del animal se administra  sevoflurane a 3 Vol%  durante un minuto para disminuir respuesta a estimulo doloroso.

  	Rata Wistar neonatal entre quinto y séptimo día postnatal con 60 minutos de exposición a fracción inspirada de Oxigeno a 0.4:  se extrae animal de cámara de inducción y a través de mascara diseñada para el hocico de animal se  suministra sevoflurane a 3 Vol% durante un minuto para disminuir respuesta a estimulo doloroso.

  	Fijación del animal a tabla de cirugía en posición decúbito dorsal ligeramente lateralizado hacia la derecha (Operador No 1)

  	Se identifica quinto espacio intercostal con línea axilar anterior izquierda.

  	Con jeringa de insulina, se realiza punción en espacio descrito con aguja en dirección perpendicular, a 5 mm de profundidad aproximadamente (Operador No 2).

  	Se realiza aspiración de muestra sanguínea arterial de mínimo 0,01 ml (Operador No2).

  	Se libera de burbujas la jeringa que contiene la muestra (Operador No1).

  	Se introduce muestra sanguínea al cartucho CG8 Abott®, verificando su adecuado llenado (Operador No1). 

  	Se cierra cartucho y se coloca en el Analizador sanguíneo clínico portable I STAT 200 (Operador No1) .

  	Se introduce identificación de la muestra al Analizador sanguíneo clínico portable I STAT 200 (Operador No1) .

  	Se espera su adecuado procesamiento (Operador No 1).

  	Lectura de resultados del análisis de la muestra

  	Impresión de  resultados del análisis de la muestra.

  	Se continua con sacrificio del animal, y extracción de tejido cerebral 



OBSERVACIONES

Es de vital importancia para el estudio:


  	Asegurar por medio del analizador de gases que la administración de  sevoflurane y oxigeno sea la indicada.

  	Realizar la punción intracardiaca y toma de la muestra lo mas rápido posible.

  	Extraer una cantidad suficiente de muestra sanguínea no menor a 0,01 ml.
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Anexo 11.4

Instrumento de 

recolección de datos


[image: Instrumento de recolección de datos]


Características de las 

ratas experimentales

Tabla A.1. Control oxígeno 1: se muestran las características de las ratas del grupo control expuestas a un solo episodio de oxígeno


  
    	Código

      animal

    	Peso

    	Temperatura

      °C

    	Saturación %

    	Frecuencia

      cardiaca LPM

  

  
    	Sevo 38

    	10.34

    	37.2

    	93

    	187

  

  
    	Sevo 18

    	14.2

    	36.7

    	97

    	199

  



Tabla A.2. Control oxígeno 2: muestra las características de las ratas del grupo control sometidas a dos exposiciones de oxígeno


  
    	Código

      animal

    	Día

    	Temperatura

      °C

    	Saturación %

    	Frecuencia cardiaca LPM

    	Peso

      g

  

  
    	Sevo 033

    	1

    	36.5

    	90

    	183

    	10.43

  

  
    	

    	2

    	34.5

    	90

    	196

    	12.12

  

  
    	Sevo 032

    	1

    	34.2

    	94

    	204

    	10.76

  

  
    	

    	2

    	34.2

    	93

    	213

    	12.2

  



Tabla A.3. Control oxígeno 3: ratas expuestas a oxígeno durante 1 hora con intervalos de 24 horas en tres sesiones; se muestran los pesos diarios y los promedios de saturación y frecuencia cardiaca


  
    	Código animal

    	Día

    	Temperatura

      °C

    	Saturación %

    	Frecuencia cardiaca LPM

    	Peso

      g

  

  
    	Sevo 34

    	1

    	35

    	98

    	203

    	10.37

  

  
    	

    	2

    	35.6

    	97

    	195

    	10.74

  

  
    	

    	3

    	35

    	90

    	190

    	13.24

  

  
    	Sevo 35

    	1

    	35

    	96

    	198

    	10.16

  

  
    	

    	2

    	36

    	90

    	207

    	10.58

  

  
    	

    	3

    	31.4

    	95

    	197

    	12.43

  



Tabla A.4. Expuesto sevoflurano 1: se muestra el peso de cada animal previamente a la anestesia, y el promedio de temperatura, saturación y frecuencia cardiaca durante la hora de duración del procedimiento (LPM)


  
    	Código animal

    	Peso g

    	Temperatura

      ºC

    	Saturación %

    	Frecuencia cardiaca LPM

  

  
    	Sevo 40

    	11.45

    	37.2

    	93

    	187

  

  
    	Sevo 41

    	12.27

    	36.7

    	97

    	156

  

  
    	Sevo 13

    	15.46

    	37.2

    	93

    	156

  

  
    	Sevo 11

    	16.02

    	37.2

    	95

    	155

  

  
    	Sevo 04

    	13.55

    	37.2

    	93

    	156

  



Tabla A.5. Expuesto sevoflurano 2: se muestra el peso diario de cada animal previamente a la anestesia, y el promedio de temperatura, saturación y frecuencia cardiaca registrado durante el procedimiento


  
    	Código animal

    	Día

    	Temperatura

      °C

    	Saturación %

    	Frecuencia cardiaca LPM

    	Peso

      g

  

  
    	Sevo 66

    	1

    	31.9

    	94

    	157

    	11.33

  

  
    	

    	2

    	32

    	96

    	158

    	12.74

  

  
    	 Sevo 14

    	1

    	33

    	96

    	158

    	18.38

  

  
    	

    	2

    	33

    	92

    	157

    	20.6

  

  
    	Sevo 15

    	1

    	33.4

    	96

    	158

    	14.18

  

  
    	

    	2

    	33.6

    	94

    	159

    	22.24

  

  
    	Sevo 52

    	1

    	33.8

    	94

    	158

    	10.4

  

  
    	

    	2

    	33.8

    	94

    	160

    	10.4

  

  
    	Sevo 54

    	1

    	33.6

    	94

    	159

    	10.6

  

  
    	

    	2

    	33.8

    	94

    	159

    	13.23

  



Tabla A.6. Expuesto sevoflurano 3: se evidencia la progresión en el peso diario de cada animal previamente a la anestesia, y el promedio de temperatura, saturación y frecuencia cardiaca registrado durante el procedimiento


  
    	Código animal

    	Día

    	Temperatura

      °C

    	Saturación %

    	Frecuencia cardiaca LPM

    	Peso

      g

  

  
    	

    	1

    	31.6

    	92

    	144

    	15.4

  

  
    	Sevo 60

    	2

    	31.6

    	92

    	141

    	16.2

  

  
    	

    	3

    	31.8

    	90

    	148

    	18.2

  

  
    	

    	1

    	36.3

    	93

    	149

    	11.6

  

  
    	Sevo 59

    	2

    	33.6

    	92

    	154

    	12.3

  

  
    	

    	3

    	34.1

    	92

    	154

    	14.25

  

  
    	

    	1

    	34.3

    	90

    	138

    	12.8

  

  
    	Sevo 57

    	2

    	33.8

    	90

    	158

    	13.8

  

  
    	

    	3

    	32.1

    	92

    	172

    	15.9

  

  
    	

    	1

    	36.3

    	90

    	158

    	16.2

  

  
    	Sevo 16

    	2

    	33.6

    	94

    	162

    	16.8

  

  
    	

    	3

    	34.1

    	90

    	158

    	19.8

  

  
    	

    	1

    	35.5

    	92

    	144

    	11.7

  

  
    	Sevo 23

    	2

    	33.6

    	94

    	141

    	13.25

  

  
    	

    	3

    	34.1

    	90

    	148

    	25.82

  



Tabla A.7. Control oxígeno comportamiento: se muestra el grupo control destinado a pruebas de comportamiento


  
    	Código animal

    	Día

    	Temperatura

      °C

    	Saturación %

    	Frecuencia cardiaca LPM

    	Peso

      g

  

  
    	

    	1

    	35

    	93

    	203

    	16

  

  
    	Sevo 20

    	2

    	35.6

    	94

    	195

    	21.54

  

  
    	

    	3

    	35

    	92

    	190

    	22.87

  

  
    	

    	1

    	36

    	96

    	202

    	14.17

  

  
    	Sevo 19

    	2

    	34.4

    	90

    	187

    	19.65

  

  
    	

    	3

    	31.4

    	95

    	199

    	25.43

  

  
    	

    	1

    	34.6

    	90

    	185

    	10.13

  

  
    	Sevo 37

    	2

    	36.5

    	90

    	203

    	10.38

  

  
    	

    	3

    	34.9

    	90

    	189

    	12.74

  

  
    	

    	1

    	36

    	94

    	193

    	9.96

  

  
    	Sevo 36

    	2

    	34.4

    	92

    	199

    	10.26

  

  
    	

    	3

    	34.1

    	92

    	185

    	12.99

  



Tabla A.8. Expuesto sevoflurano comportamiento: se muestran los parámetros obtenidos durante cada día experimental; estas ratas se mantuvieron con vida hasta el día 60 posnatal, cuando se realizaron las pruebas de comportamiento


  
    	Código animal

    	Día

    	Temperatura

      °C

    	Saturación %

    	Frecuencia cardiaca LPM

    	Peso

      g

  

  
    	

    	1

    	35.9

    	92

    	149

    	16.92

  

  
    	Sevo 17

    	2

    	35.9

    	99

    	156

    	16.84

  

  
    	

    	3

    	35.9

    	94

    	146

    	21.5

  

  
    	

    	1

    	36

    	94

    	142

    	12.8

  

  
    	Sevo 27

    	2

    	36.3

    	94

    	178

    	13.8

  

  
    	

    	3

    	36.2

    	94

    	134

    	15.9

  

  
    	

    	1

    	36.3

    	96

    	148

    	13.1

  

  
    	Sevo 06

    	2

    	36.3

    	90

    	142

    	14

  

  
    	

    	3

    	35.8

    	94

    	145

    	15.8

  

  
    	

    	1

    	36.3

    	90

    	149

    	11.6

  

  
    	Sevo 28

    	2

    	33.6

    	92

    	154

    	12.3

  

  
    	

    	3

    	34.1

    	92

    	146

    	14.25

  

  
    	

    	1

    	35.5

    	90

    	148

    	14

  

  
    	Sevo 82

    	2

    	33.6

    	94

    	153

    	15.8

  

  
    	

    	3

    	34.1

    	90

    	155

    	11.6

  

  
    	

    	1

    	33.6

    	94

    	158

    	15.4

  

  
    	Sevo 84

    	2

    	34.1

    	90

    	151

    	16.2

  

  
    	

    	3

    	35.5

    	92

    	158

    	18.2

  



Resultados estadísticos 

  del laberinto acuático de Morris

Tabla A.9. Duración de la prueba (s)


  
    	Tratamiento

    	N

    	Mean

    	SD (note 1)

    	 Data (note 2) 

  

  
    	Expuestos

    	48

    	69.24

    	±44.73

    	59.9 (1), 120.0 (1), 118.4 (1), 50.2 (1), 56.3 (2), 118.4 (2), 60.8 (2), 120.0 (2), 104.7 (3), 110.5 (3), 120.0 (3), 48.7 (3), 120.0 (4), 71.4 (4), 120.0 (4), 120.0 (4), 73.9 (5), 26.4 (5), 33.7 (5), 4.5 (5), 86.6 (6), 73.8 (6), 40.7 (6), 7.1 (6), 119.8 (7), 120.0 (7), 4.8 (7), 120.0 (7), 120.0 (8), 120.0 (8), 67.9 (8), 120.0 (8), 120.0 (9), 68.5 (9), 117.3 (9), 10.9 (9), 48.9 (10), 13.5 (10), 13.6 (10), 16.3 (10), 10.2 (11), 6.8 (11), 7.4 (11), 6.8 (11), 63.9 (12), 56.1 (12), 6.6 (12), 98.2 (12)

  

  
    	Oxígeno

    	24

    	65.96

    	±49.93

    	119.8 (13), 22.8 (13), 33.4 (13), 6.5 (13), 120.0 (14), 30.6 (14), 44.5 (14), 16.7 (14), 120.0 (15), 118.7 (15), 120.0 (15), 120.0 (15), 120.0 (16), 89.3 (16), 120.0 (16), 59.8 (16), 120.0 (17), 120.0 (17), 7.9 (17), 8.8 (17), 32.6 (18), 6.1 (18), 20.8 (18), 4.8 (18)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.

Tabla A.10. Distancia total recorrida (m)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Mean 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	 Expuestos 

    	48 

    	19.8343 

    	±17.3690 

    	7.625 (1), 13.980 (1), 15.599 (1), 0.389 (1), 33.271 (2), 24.527 (2), 11.262 (2), 46.003 (2), 39.045 (3), 5.373 (3), 20.039 (3), 15.979 (3), 22.709 (4), 9.751 (4), 17.032 (4), 23.999 (4), 37.098 (5), 12.337 (5), 9.560 (5), 1.143 (5), 22.460 (6), 24.363 (6), 7.737 (6), 3.296 (6), 59.841 (7), 22.972 (7), 2.706 (7), 27.797 (7), 54.382 (8), 67.221 (8), 14.813 (8), 49.192 (8), 43.316 (9), 32.498 (9), 43.644 (9), 3.199 (9), 10.752 (10), 2.726 (10), 2.744 (10), 3.399 (10), 2.429 (11), 1.639 (11), 2.325 (11), 1.562 (11), 26.678 (12), 16.292 (12), 1.470 (12), 33.871 (12)

  

  
    	Oxígeno 

    	24 

    	20.9340 

    	±21.9836 

    	27.568 (13), 7.828 (13), 12.985 (13), 2.873 (13), 56.357 (14), 5.491 (14), 0.000 (14), 4.345 (14), 43.634 (15), 19.852 (15), 61.667 (15), 2.123 (15), 31.292 (16), 39.052 (16), 35.514 (16), 0.806 (16), 66.169 (17), 52.684 (17), 1.975 (17), 1.638 (17), 17.744 (18), 1.300 (18), 7.581 (18), 1.939 (18)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.

Tabla A.11. Número de entradas a la zona de la isla


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Mean 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	Expuestos 

    	48 

    	0.65 

    	±0.48 

    	1 (1), 0 (1), 1 (1), 1 (1), 1 (2), 1 (2), 1 (2), 0 (2), 1 (3), 1 (3), 0 (3), 1 (3), 0 (4), 1 (4), 0 (4), 0 (4), 1 (5), 1 (5), 1 (5), 1 (5), 1 (6), 1 (6), 1 (6), 1 (6), 0 (7), 0 (7), 1 (7), 0 (7), 0 (8), 0 (8), 0 (8), 0 (8), 0 (9), 1 (9), 0 (9), 1 (9), 1 (10), 1 (10), 1 (10), 1 (10), 1 (11), 0 (11), 1 (11), 0 (11), 1 (12), 1 (12), 1 (12), 1 (12)

  

  
    	Oxígeno 

    	24 

    	0.58 

    	±0.50 

    	0 (13), 1 (13), 1 (13), 1 (13), 0 (14), 1 (14), 0 (14), 1 (14), 0 (15), 1 (15), 0 (15), 0 (15), 0 (16), 1 (16), 0 (16), 1 (16), 0 (17), 0 (17), 1 (17), 1 (17), 1 (18), 1 (18), 1 (18), 1 (18)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.

Tabla A.12. Tiempo en la zona de la isla (s)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Mean 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	Expuestos 

    	48 

    	0.06 

    	±0.05 

    	0.1 (1), 0.0 (1), 0.1 (1), 0.1 (1), 0.1 (2), 0.1 (2), 0.1 (2), 0.0 (2), 0.1 (3), 0.1 (3), 0.0 (3), 0.1 (3), 0.0 (4), 0.1 (4), 0.0 (4), 0.0 (4), 0.1 (5), 0.1 (5), 0.1 (5), 0.1 (5), 0.1 (6), 0.1 (6), 0.1 (6), 0.1 (6), 0.0 (7), 0.0 (7), 0.1 (7), 0.0 (7), 0.0 (8), 0.0 (8), 0.0 (8), 0.0 (8), 0.0 (9), 0.1 (9), 0.0 (9), 0.1 (9), 0.1 (10), 0.1 (10), 0.1 (10), 0.1 (10), 0.1 (11), 0.0 (11), 0.1 (11), 0.0 (11), 0.1 (12), 0.1 (12), 0.1 (12), 0.1 (12)

  

  
    	Oxígeno 

    	24 

    	0.06 

    	±0.06 

    	0.0 (13), 0.2 (13), 0.1 (13), 0.1 (13), 0.0 (14), 0.1 (14), 0.0 (14), 0.1 (14), 0.0 (15), 0.1 (15), 0.0 (15), 0.0 (15), 0.0 (16), 0.1 (16), 0.0 (16), 0.1 (16), 0.0 (17), 0.0 (17), 0.1 (17), 0.1 (17), 0.1 (18), 0.1 (18), 0.1 (18), 0.1 (18)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.

Tabla A.13. Distancia recorrida hasta la primera entrada de la isla (m)


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Mean 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	Expuestos 

    	31 

    	13.6306 

    	±12.1651 

    	7.625 (1), 15.606 (1), 0.389 (1), 33.313 (2), 24.563 (2), 11.296 (2), 39.072 (3), 5.423 (3), 15.979 (3), 9.751 (4), 37.098 (5), 12.384 (5), 9.580 (5), 1.178 (5), 22.460 (6), 24.404 (6), 7.771 (6), 3.330 (6), 2.706 (7), 32.498 (9), 3.199 (9), 10.759 (10), 2.767 (10), 2.784 (10), 3.436 (10), 2.429 (11), 2.377 (11), 26.678 (12), 16.292 (12), 1.513 (12), 33.888 (12)

  

  
    	 Oxígeno 

    	14 

    	8.9711

    	 ±10.6347 

    	7.864 (13), 12.985 (13), 2.873 (13), 5.491 (14), 4.379 (14), 19.885 (15), 39.087 (16), 0.806 (16), 1.975 (17), 1.638 (17), 17.744 (18), 1.300 (18), 7.629 (18), 1.939 (18)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.

Tabla A.14. Tiempo de latencia a la primera entrada a la zona de la isla


  
    	 Tratamiento 

    	N 

    	Mean 

    	SD (note 1) 

    	Data (note 2)

  

  
    	Expuestos 

    	21 

    	56.47 

    	±32.75 

    	59.8 (1), 118.3 (1), 56.2 (2), 118.3 (2), 48.6 (3), 71.3 (4), 73.7 (5), 26.3 (5), 33.7 (5), 86.5 (6), 73.7 (6), 40.6 (6), 68.4 (9), 10.8 (9), 48.8 (10), 16.2 (10), 10.1 (11), 63.8 (12), 56.0 (12), 6.6 (12), 98.1 (12)

  

  
    	Oxígeno 

    	11 

    	32.35

    	 ±32.55

    	 22.6 (13), 33.3 (13), 30.6 (14), 16.6 (14), 118.6 (15), 59.7 (16), 7.8 (17), 8.7 (17), 32.5 (18), 20.7 (18), 4.7 (18)

  



Notas:

1. SD = Desviación estándar.

2. Los números en paréntesis después de los valores corresponden al número de animales.


Anexo 11.5

  POES Inmunohistoquímica 

  – Fox 3 – Caspasa 3

Protocolo modificado de: Abcam protocols

Equipos:


  	Incubadora a 60°C

  	pHmetro

  	Cámara húmeda de incubación

  	Recipientes de tinción

  	Olla a presión

  	Estufa



Materiales y reactivos:


  	Xilol

  	Alcohol etílico absoluto

  	Alcohol etílico 90%

  	Alcohol etílico 70%

  	Agua destilada

  	Tris-EDTA

  	TBS (Tris buffer saline)

  	TBST (Tris buffer saline tween)

  	Albúmina sérica bovina - BSA

  	Canastilla de láminas

  	Peróxido de hidrógeno

  	Metanol

  	Kit Dako-Cytomation

  	Hematoxilina

  	Alcohol ácido

  	Agua amoniacal

  	Entellan

  	Laminillas cubreobjetos

  	Guantes

  	Ac anti Fox 3 (ab104225)

  	Ac anti caspase 3 [E87] (ab32351)

  	Ac anti CD95 (ab82419)



Procedimiento:


  	DESENMASCARAMIENTO DEL ANTÍGENO – Tris-EDTA inducido por calor y presión
    
      	Ubicar las láminas en una canastilla de acero inoxidable

      	Adicionar 1litro de Tris-EDTA buffer en la olla a presión. Poner a calentar sin tapar completamente la olla, únicamente dejar la tapa sobre la superficie. Esperar hasta que el buffer hierva.

      	Una vez esté hirviendo, transferir las láminas del agua destilada a la olla a presión. 

      	Tan pronto como la olla alcance la presión completa (inicie a pitar), contar 3 minutos.

      	Retirar la olla del calor a los 3 minutos, activar la válvula liberadora de presión de la tapa y hacer correr agua fría sobre la olla. Una vez despresurizada abrir la tapa y dejar entrar agua corriente a la olla por 10 minutos.

    

  

  	TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA
    
      	Lavar las láminas dos veces por 5 minutos cada lavado en TBS mas 0.025% Triton X-100 con agitación suave.

      	Bloquear los sitios inespecíficos con BSA al 10% en TBS por 2 horas a temperatura ambiente. 

      	Drenar las láminas por pocos segundos (no lavar) y secar alrededor de los tejidos con toalla de papel.

      	Aplicar el anticuerpo primario en BSA al 10%. Para Fox 3 concentración 1:1000, para Caspasa 3 concentración 1:50, para CD95 concentración 1:50.

      	Incubar por 8 horas a 4°C.

      	Lavar dos veces por 5 minutos cada lavado en TBS mas 0.025% Triton X-100 con agitación suave.

      	Bloquear peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno al 0,3% en metanol por 15 min

      	Drenar las láminas por pocos segundos (no lavar) y secar alrededor de los tejidos con toalla de papel.

      	Aplicar el Ac biotinilado anti-ratón. Incubar por 30min a temperatura ambiente.

      	Lavar una vez por 5 minutos las láminas en TBS con agitación suave.

      	Aplicar el conjugado Streptavidin-HRP. Incubar por 30min a temperatura ambiente.

      	Lavar una vez por 5 minutos las láminas en TBS con agitación suave.

      	Preparar la diaminobenzidina (DAB) e incubar por 5 minutos.

      	Para la reacción con agua corriente durante 5 minutos.

      	Tinción de contraste y rehidratación del tejido.

    

  




Anexo 11.6

  POE Evaluación Comportamental _ Proyecto Sevoflurano

OBJETIVO

Evaluar memoria espacial en ratas Wistar. Cualquier cambio a este protocolo debe ser autorizado por la directora del Laboratorio y en caso de considerarse necesario ser sometido a evaluación del Comité de Ética Institucional. 

ALCANCE

Grupo de Investigadores y auxiliares responsables del manejo y uso del laboratorio de Neurociencias de la Universidad de la Sabana.

MATERIALES 

Reactivo Biológico:


  	Rata Wistar de un mes de nacidas sometidas a anestesia s repetidas a una dosis sub CAM (Concentración Alveolar Mínima) de sevoflurano, sanas.



Equipos:


  	Laberinto radial

  	Cámara de Video

  	Cronometro



Elementos de Protección


  	Bata

  	Gorro

  	Tapabocas

  	Guantes de Nitrilo



PROCEDIMIENTOS

Entrenamiento


  	Suministrar una a dos hojuelas de maíz azucarado por rata al día, durante la semana previa al inicio de las pruebas comportamentales.

  	Colocar suavemente una rata sobre el laberinto.

  	Poner hojuelas de maíz azucarado esparcidas por el laberinto.

  	Permitir la exploración del área del laberinto por dos minutos.

  	Retirar del laberinto y repetir el paso anterior al día siguiente.

  	Para el tercer y cuarto día colocar hojuelas de maíz únicamente en uno de los brazos del laberinto (siempre en el mismo) y permitir la exploración por dos minutos.

  	Del día quinto al séptimo, se cerrará la salida del laberinto que tiene las hojuelas en cuanto el animal ingrese, se le permitirá comer las hojuelas y se dará por terminada la prueba.



Prueba


  	Colocar al animal en la plataforma central, permitir que el animal busque el brazo en donde se dejan las hojuelas.

  	Permitir que coma las hojuelas y llevar a su caja.

  	Registrar el tiempo que le tomó encontrar el brazo correcto.

  	Repetir hasta completar 15 días.



OBSERVACIONES


  	Mantener siempre las mismas condiciones para el desarrollo tanto del entrenamiento como de las pruebas.

  	Limpiar la superficie del laberinto entre animal y animal con alcohol al 10%.
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