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SUMARIO

La publicacidn peridgdica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad
de Quimica, Bioguimica y Farmacia de la Unwersidad MNacional de San Luis (Ordenanza MN*®
008/07-CDY} con el fin de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras

de grado impartidas en la Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES
(Resolucion MN°269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias
de resolucion de problemas, material tedrico, propuestas de estudio dirigidos y compresidn
de textos, entre otros materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas
de Integracion Curricular de la Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte
para cubrir necesidades académicas acordes al enfogue de cada asignatura o gue no se
encuentran habitualmente en bibliografia especifica. Las mismas estan disponibles en la
pagina de la UNSL (httpc/Avww fobf unsl edu ar/mde html) lo que faclta la accesibilidad por

parte de los estudiantes, docentes y comunidad educatwa en general, garantizando la
calidad de la visualizacion y la amplhia difusion del material publicado en este sitio. De igual
mado, la Serie Didactica realiza una extension invitando a docentes y alumnos de diferentes
niveles educativos a participar, crear, producir v utilizar este espacio fomentando asi el

vinculo entre esta Institucidn yla comunidad.

En nuestra opinion. es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con
los estudiantes y la sociedad. De este modo, se tiende a faciltar los procesos de ensefianza
y de aprendizaje y la transmisidn de una idea directriz de conducta humana y cientifica,

fortaleciendo los vinculos entre docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presents SERIE DIDACTICA resulta de la participaciin de numerosos
actores, ante los posibles errores humanos y cambios en la ciencia. ni los editores ni
cualguier ofra persona que haya participado en la preparacion del materal didactico
garantizan integramente que la informacion sea precisa o completa.



La Farmacologia es una disciplina integrativa que estudia propiedades, efectos e
interaccion que producen los diversos agentes quimicos (farmacos naturales, sintéticos, o
semisintéticos) a distintos niveles de la organizacion del ser vivo (animal entero, 6rgano,
sistemas, nivel celular, subcelular y molecular), involucra diferentes tecnologias
experimentales que resuelve problemas que son fundamentales a la quimica biologica
(interaccion quimico-biologica). Se analiza la interaccion farmaco-receptor y las leyes
fisico-quimicas-mateméticas que lo rigen. Mecanismos y técnicas de liberacién de drogas
y obtencién de muestras de los diferentes liquidos biolégicos. En forma especial, se
estudia relacion dosis-respuesta, apreciacion de efectos adversos y/o toxicos, importancia
de la biodisponibilidad de las drogas, su farmaco cinética y monitorizacién. Interaccion
droga-receptor, apreciacion de potencia y eficacia, mecanismos de transduccién de
sefales e identificacion de puntos de intervencién en los procesos biolégicos.

Se considera que el alumno de la carrera de Licenciatura en Bioquimica
complementara su formacion al adquirir entrenamiento en ensayos bioldgicos basicos y
técnicas de farmacologia experimental que le permitirAn luego desarrollarlos en su
especialidad.

Asimismo, en diferentes unidades del programa se incorpora el concepto de
interaccion entre pruebas bioquimicas y variacién farmacoldgica, tendiendo a la formacion
cientifico-integral del profesional bioquimico.

Se considera de relevancia el concepto y aplicacion de la Monitorizacion de
farmacos en los laboratorios de Bioquimica Clinica, de modo tal que el estudiante de la
carrera de Licenciatura en Bioquimica valore la participacion del bioquimico en el control
del tratamiento farmacolégico, incluyendo la evaluacion de la eficacia y de la toxicidad de
los farmacos en la practica clinica para lograr tratamientos mas racionales, eficientes y
con menos efectos toxicos para el organismo.

En estos ultimos afos, se considera la incorporacion del bioquimico como agente
sanitario en la atencién primaria de la salud de la poblacion y la necesidad de que provea
una opinién autorizada en las consideraciones de la medicina basada en la evidencia. Es
de destacar que, con la Atencion Bioquimica se puede potenciar la informacion y el valor
diagnostico de los examenes realizados en el laboratorio y ampliar el papel y la demanda
laboral del bioquimico para asesorar al médico y para proveer cuidados directos a la
poblacion como experto en andlisis clinicos, brindando sus conocimientos especificos en

favor de la atencion primaria de la salud.
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NORMAS GENERALES

Jamas debe eutanasiarse un animal, por pequefio que sea, Si previamente no
existe un plantemiento experimental coherente.

Antes de iniciar cualquier experiencia con animales de laboratorio debe
confeccionarse un protocolo de lo que se va a realizar y enviarlo para su
aprobacion al CICUAL (Comité Institucional de Cuidado y Uso de animales de
Laboratorio) de la Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia.

En todos los trabajos de laboratorio es indispensable la limpieza, el rigor cientifico
y el maximo grado de observacién de los fenbmenos que ocurren, los cuales se

anotaran cuidadosamente en un cuaderno, no se confiara nada a la memoria.

NORMAS DESEGURIDAD

Reglas esenciales para la seguridad en el laboratorio de Farmacologia

SIEMPRE

Consultar al jefe de Trabajos Practicos y ayudantes ante cualquier duda.

Tener en cuenta la salida de emergencia del laboratorio.

Identificar los lugares donde se encuentran los matafuegos, no utilizar salvo que
se lo solicite.

Utilizar proteccién en los ojos con anteojos adecuados cuando el experimento asi
lo requiera.

Utilizar guantes aptos para manipular muestras biolégicas o para sujetar los
animales.

Vestir ropa adecuada.

Leer las instrucciones cuidadosamente antes de iniciar cualquier experimento.
Utilizar propipetas o probetas para medir volimenes de causticos y solventes.
Sujetar los animales de experimentacion con seguridad para evitar su huida.
Asegurar el bienestar de los animales de experimentacion.

Verificar que el equipo a utilizar esté perfectamente armado.

Manejar todas las sustancias quimicas con el maximo de los cuidados.
Mantener su area de trabajo limpia y ordenada.

Lavar las manos antes de abandonar el laboratorio.



NUNCA

Dejar abierta las jaulas de los animales de experimentacion.

Beber o comer en el laboratorio.

Fumar en el laboratorio.

Introducir material enjuagado con solventes en la estufa de secado.
Pipetear causticos o solventes.

Probar o inhalar sustancias quimicas.

Trabajar solo en el laboratorio.

Llevar a cabo experimentos no autorizados.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 1:

VIAS DE ADMINISTRACION Y ABSORCION. MANEJO DE ANIMALES. NORMAS DE
SEGURIDAD E HIGIENE EN EL LABORATORIO.

OBJETIVOS:

e ofrecer al estudiante una serie de ejercicios practicos que lo inicien en la
experimentacion con animales de laboratorio. De este modo, la adquisicion de destreza
en la manipulacion de animales de laboratorio permitira abordar con comodidad modelos
biolégicos utilizados en estudios farmacoldgicos.

e conocer las caracteristicas mas importantes de las principales vias de administracion de
farmacos

e conocer el material quirargico a utilizar

INTRODUCCION:

En este curso de Farmacologia, la parte experimental comprende la visualizacion de los
efectos de los principales grupos de farmacos en diversas preparaciones.

Una gran cantidad de especies animales como rata, raton, cobayo, hamster, perro,
gatos, monos, anfibios, palomas, son usados para la experimentacion farmacolégica. Los
animales de experimentacibn mas utilizados en esta asignatura seran la rata y el ratén. En
estas jornadas experimentales el estudiante de la Licenciatura en Bioquimica obtendra
experiencia en la administracion de diversos compuestos, conocera la metodologia para
obtencion de muestras de sangre y orina, podra observar los efectos producidos por diversos
farmacos.

El uso de animales de experimentacion cientifica se ha revelado de gran utilidad para el
estudio de mudltiples problemas médico-biol6gicos, utilizando el método experimental que ha
sido aceptado como el medio mas adecuado para llegar a un conocimiento cientifico de los
procesos naturales.

La metodologia farmacolégica esta basada precisamente en la observacion de hechos
experimentales sobre organismos vivos, para lo cual el experimentador se vale de técnicas
fisiolégicas y bioquimicas, que aportan datos cualitativos o cuantitativos sobre la accion de los
medicamentos, ademas se aborda el conocimiento sobre los diferentes mecanismos de accion
de las sustancias que estudia.

Aunqgue existe una aceptable equivalencia en todos los fenébmenos biol6gicos en la

escala animal, se debe tener siempre una gran precaucion a la hora de interpolar los resultados
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obtenidos en el animal con las circunstancias que operan en ser humano. Tal es asi que no
todos los resultados son siempre superponibles a la clinica humana, ya que su aplicacion ha
sido en algunos casos inadecuada e incluso perjudicial. Esto es debido a que ninguna de las
técnicas utilizadas en la experimentacion animal puede predecir los efectos indeseables que
tienen lugar en el hombre, tales como la diferente respuesta individual (basada en factores
genéticos o de cualquier otra indole), reacciones alérgicas, discrasias sanguineas o, incluso,
psicosis téxicas. Por otra parte, siempre que se trabaja con animales, no existe, al menos
cuantitativamente, una respuesta uniforme, sino que se observa una variabilidad estadistica,
por lo que no cabe sacar conclusiones de una sola experiencia, sino que es preciso considerar
un cierto numero de ellas.

A pesar de todo esto, la experimentacion animal ha sido y seguira siendo de gran
utilidad para el ensayo de nuevos productos con actividad biolégica.

En lo posible, se buscan aquellos animales mamiferos lo mas parecidos al hombre,
aungue no es absolutamente imprescindible. Esquematicamente se puede decir que cada
grupo de farmacos tiene unos animales de eleccién para ensayar sus efectos. Asi, para el
estudio de farmacos con accion sobre el sistema nervioso central lo ideal seria experimentar
con primates y para farmacos con accién sobre el sistema nervioso vegetativo se recurre al gato
o a diversos 6rganos aislados, que muestran una rica inervacion vegetativa.

El sistema circulatorio del gato responde de modo muy parecido al del ser humano,
mientras que el sistema genitourinario del perro es ideal para ensayar la accién de diversos
medicamentos que actlan sobre ese sistema.

Para el estudio de farmacos con accion sobre el sistema respiratorio se recurre a
animales que presentan ritmos respiratorios altos, para asi poder estudiar mejor sus

variaciones. Los pequefios roedores son en este caso los animales de eleccion.

ADMINISTRACION DE FARMACOS:
Principales vias de administracién de un farmaco

Un farmaco sélo ejerce su accién cuando alcanza el lugar idoneo sobre el que tiene que
actuar. Para que ello ocurra, el farmaco necesita penetrar en el organismo (fenémeno de

ABSORCION). Las principales vias de administracion de un farmaco la podemos clasificar en:
* Gastrica

ENTERICAS * |ntestinal

* Rectal superior

2025 2



PARENTERICAS

e Mucosas <
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Intradérmica
Hipodérmica o subcutanea
Intramuscular
Intraarterial
Intravenosa
Intralinfatica
Intraserosa
Intramedular
Parenquimatosa
Intratecal
Subdural
Subaracnoidea

- Conjuntival

- Sublingual

- Rinofaringea
- Urinaria

- Uretral

- Vaginal

\ - Rectal inferior

e Piel (via topica)

oInhalatoria{ - Traqueobronquial

MATERIALES Y METODOS:
MATERIAL DE CIRUGIA

Fig. 1.1. Material de cirugia: tijeras.
Fuente: elaboracién propia.

2025
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Fig.1.2. Material de cirugia: pinzas
Fuente: elaboracién propia.
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Fig. 1.3. Sondas orogastricas: a- flexible para rata, b- rigida para ratén
Fuente: elaboracion propia

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los animales utilizados en esta asignatura provienen del Bioterio de la Facultad de
Quimica, Bioquimica y Farmacia, los cuales se solicitan al CICUAL (Comité Institucional de
Cuidado y Uso de animales de Laboratorio,
http://www.fgbf.unsl.edu.ar/secretarias/sec_cyt_cicual.html) mediante un Formulario de
Protocolo.

El resultado veraz de las experiencias depende de muchos factores, y el cuidado y
mantenimiento de los animales es de suma importancia.
Para que las pruebas experimentales resulten lo més confiable posible, el estado del animal
experimental debe ser de condiciones Optimas de manera que en forma continua se deben
acondicionar las construcciones de los bioterios para que sus sistemas de ventilacion,
iluminacion e higiene sean lo mas adecuado posible.
http://www.fgbf.unsl.edu.ar/documentos/mde/Cuidado-Uso-Animales.pdf

Los animales de experimentacion que se utilizaran en este trabajo practico seran:

Rata: cepa Wistar

Raton: cepa Balb/c

Fig. 1.4. Rat6n Balb/c Fig. 1.5. Rata Wistar
Fuente: elaboracion propia. Fuente: elaboracién propia.
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MATERIALES

Jeringas de 1 ml, tipo tuberculina

Agujas: 15/5; 25/5

Solucién de cloruro de sodio 8% (solucion fisiologica)
Sondas géstricas para rata y raton

Soporte de contencion para inyeccion endovenosa

METODOS:
VIAS DE ADMINISTRACION
Via oral:

Es la via mas adecuada para administrar un medicamento, aunque no siempre es la
mas util. Cuando se emplee esta via hay que dejar a los animales en ayunas al menos 24 horas
antes. Para los pequefios roedores existen canulas apropiadas que consisten generalmente en
agujas de calibre grueso y la punta en forma de oliva, para evitar traumatismos. Para animales
mas grandes se emplean sondas de plastico flexibles.

En cualquier caso, se debe introducir el dispositivo
hasta el nivel gastrico para administrar la sustancia. Hay que
asegurarse de que se estad en la via adecuada antes de
inyectar la solucion. La penetracion de liquido en las vias
respiratorias puede llevar a la muerte brusca del animal,
segun la cantidad, o a producir alteraciones que falsearian

los resultados.

Fig. 1.6. Administracion oral con sonda
orogastrica. Fuente: elaboracién propia.

Via subcutanea:
Siempre que se inyecte una sustancia por esta via conviene asegurarse
de que realmente la inyeccién es subcutanea; para lo cual, una vez

atravesada la piel, con la aguja, se seguira el trayecto de la misma con

los dedos. Conviene que el liquido inyectado quede a bastante distancia 4

del lugar de la puncion para evitar la salida del mismo. Es conveniente ;’

utilizar agujas de suficiente longitud. Las zonas de eleccién para la ’:
&£

Fig. 1.7. Administracion subcutanea.
Fuente: elaboracién propia.
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puncion subcutanea en animales pequefios suelen ser a nivel del dorso (en la base de la cola o

en la parte superior del cuello, algo por detras de las orejas).

Via intramuscular:
En los animales no es una via util por lo reducido de sus masas musculares. En las aves
la inyeccion se practica a nivel del musculo pectoral y en los mamiferos en los masculos de las

patas traseras.

Via intraperitoneal:

Las punciones deben practicarse en la mitad inferior del abdomen, por fuera de la linea
media. Con una mano se levanta la piel de la regién, para separar la pared del contenido
abdominal y evitar asi su puncion. Primero se introduce la aguja
subcutaneamente hasta la mitad de su longitud y luego se acaba

de introducir verticalmente a través de la pared abdominal. Este

e

método asegura la penetracion adecuada en la cavidad

-

Y

e

\ - 5 agujas de bisel corto y de calibre regular.

abdominal y evita que el liquido pueda refluir. Conviene utilizar

Fig. 1.8. Administracion intraperitoneal
Fuente: elaboracion propia.

Via intravenosa:

Es muy util en la experimentacion animal, sirve para la administracion de una sustancia
a dosis exactas, o para extraer muestras de sangre para su analisis. En el conejo, la
administracién intravenosa se realiza en la vena marginal de la V
oreja. Se toma la oreja con la mano de forma que quede la
Zona que se va a puncionar entre los dedos pulgar e indice, y
con la otra mano se introduce la aguja. En el ratén la inyeccion
se practica en las venas de la cola. Se precisan agujas muy
finas, no muy largas. Antes de la puncion, se pueden ingurgitar
las venas de la cola mediante calor. Con una mano se tomay

atiranta la cola, de modo que ésta haga relieve sobre el dedo

indice, lo que sirve de apoyo para luego introducir la aguja.

Fig. 1.9. Administracion endovenosa
Fuente: elaboracion propia.
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No debe inyectarse hasta estar seguros de que todo el trayecto de la aguja esta dentro
de la vena, para evitar desgarros. En el perro, la vena que se utiliza es la safena.
Via rectal:

Es un tanto irregular para la absorcién de sustancias. Antes de la administracion se deja
a los animales 24 h en ayunas, para evitar que las heces interfieran en los procesos de
absorcion. Es conveniente colocar a los animales con las patas traseras mas elevadas que la

cabeza, para evitar el reflujo del producto administrado.

ACTIVIDADES:

1- Realizar las administraciones especificadas en la siguiente tabla:
Animal Via de | Lugar de administracion Calibre de aguja

administracion utilizada

Rata Subcutanea Region dorsal 15/5 (21G)
Ratén
Rata Endovenosa Venas de la cola 15/5 (21G)
Ratén
Rata Intraperitoneal Regién abdominal 25/5 (rata) (25G)
Ratoén 15/5 (raton) (21G)
Rata Oral Intragastrica Sonda gastrica
Raton

2- Observar las principales caracteristicas diferenciales entre macho y hembra de los
siguientes animales:
Rata
Raton
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Obtencién de muestras de sangre por puncién cardiaca

Anestesiar el animal y sujetarlo en tabla de contencion con la parte ventral hacia arriba.
Insertar la aguja a nivel de la punta del estern6n, donde se palpen los latidos del corazén e
insertar la aguja con un angulo aproximado de 45° y empujar suavemente hasta alcanzar el

mismo. Aspirar con el émbolo de la jeringa hasta obtener el volumen de sangre deseado.

Obtencion de muestras de sangre del plexo retro-orbital venoso de ratdn

Sujetar el ratén con la mano izquierda, apoyarlo con firmeza sobre la mesa, y con los
extremos de los dedos indice, medio y pulgar, hacer un pliegue con la piel por detras de las
orejas, retrayendo la piel con cuidado de no sofocar el animal de manera de cerrar el retorno
venoso de la cabeza. Inclinar hacia un costado la cabeza del ratén, debiendo quedar un ojo
hacia arriba, si la manipulacién ha sido adecuada debera observarse que los globos oculares
estan congestionados por la presion realizada sobre el pliegue formado. A continuacién, se
toma la pipeta con la mano derecha aplicAndose su punta sobre el foramen 6ptico en la parte
inferior y posterior de la Grbita ocular. Rotar la pipeta sobre su eje cortando la pared del plexo y
retirar levemente la pipeta (aproximadamente 1 mm), de esta manera la sangre deberd
ascender por la misma. La pipeta no debe moverse hasta que deje de fluir sangre, si durante la
operacion se interrumpe el flujo de sangre repita el procedimiento hasta que extraiga la cantidad
de sangre necesaria. Cuando existan problemas de coagulacién en la pipeta, utilice otra. En
caso de trabajar con rata el procedimiento es igual que el descripto para raton, debiendo

anestesiarse previamente el animal y es conveniente utilizar pipetas heparinizadas.

En: http://www.fqbf.unsl.edu.ar/documentos/mde/Cuidado-Uso-Animales.pdf

BIOTERIO: Normas de higiene y seguridad, Limpieza y desinfeccion

ETICA EN EL USO DE ANIMALES: Principio de las tres Rs

RATAS Y RATONES: Caracteristicas generales, Manejo y cuidado basico, Sexado de ratas y

ratones
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO Ne 2:
FARMACOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO. FARMACOS CON EFECTO
COLINERGICO.
ENSAYOS EN BANO PARA ORGANO AISLADO:
OBJETIVOS:
e Comprender el significado bioldgico de las distintas acciones de farmacos sobre la
sinapsis colinérgica.
o Conocer las condiciones y requisitos, ventajas e inconvenientes para realizar estudios
en organo aislado.
e Concientizar acerca de la necesidad de reemplazar el uso de animales experimentales

por simulaciones como método alternativo

INTRODUCCION:

Los ensayos realizados en 6rgano aislado constituyen un modelo sencillo para
demostrar la interacciobn farmaco-receptor eliminando factores farmacocinéticos.
Proporcionando datos acerca del mecanismo de accién de un farmaco, de los receptores que
median dicha accion, la potencia relativa, concentraciones activas, interacciones con otros
agonistas del mismo receptor, etc.

Ventajas de la utilizacién del 6rgano aislado:
- Cuantificacion precisa de la respuesta (se elimina la interaccion con otros 6rganos y
sistemas).
- No hay fenémenos reflejos
- No hay influencia de la farmacocinética (no obstante, el metabolismo de la droga puede
estar presente).
Inconvenientes de la utilizacién de un 6rgano aislado:
Aunque se corresponde con la accién de un farmaco, la informacién no siempre se

puede extrapolar al organismo entero.

Requisitos de una preparacion de érgano aislado:

El tejido u érgano requiere ser mantenido en condiciones fisiolégicas para asegurar que
las respuestas inducidas por el farmaco sean auténticas. Esto se consigue controlando
diferentes parametros.

El tejido debe mantenerse en soluciones salinas fisiolégicas, que son una mezcla de

sales inorganicas en agua destilada. La composicion varia segun los requerimientos del 6rgano
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con el que se vaya a trabajar. Sin embargo, siempre han de tenerse en cuenta los siguientes
parametros: composicion electrolitica; osmolaridad y aporte de energia (glucosa).

Estas soluciones requieren aireacion constante, bien sea con 95% 0, 5% CO, o aire
cuando se trabaja con el recto abdominal de sapo. Siempre que se trabaje con tejido de
mamiferos la temperatura debe ser de 37°C. Oscilaciones de 1°C pueden afectar de manera
importante a la respuesta. En algunos casos, determinados tejidos requieren temperaturas mas
bajas, con el fin de reducir los requerimientos de O2 o disminuir contracciones espontaneas.

El montaje del 6rgano se realiza en un bafio de érganos el cual esta constituido por una
camara que contiene un volumen apropiado de solucién buffer para la preparacion. Este bafio
tiene una “doble pared entre las cuales circula agua caliente procedente de un bafio con
temperatura controlada, con el fin de mantener la temperatura adecuada. Un termostato regula
la temperatura del bafio. El buffer llega desde un reservorio hasta la camara a través de un
serpentin que mantiene la temperatura. Para cambiar la soluciéon en contacto con érgano, la
camara se vacia por una salida inferior.

El tejido se sujeta por uno de sus extremos a un enganche que se encuentra fijo a la
pared de la cAmara. El otro extremo esta unido a un transductor de registro. Este, a su vez, esta
conectado con un poligrafo en el cual se registran los cambios de tension o de longitud. Para
poder cuantificar correctamente la respuesta hay que realizar previamente el calibrado del
poligrafo.

Cuando se trabaja con tejidos biolégicos, la metodologia experimental debe ser regular y
constante. Aun asi, la variacion biolégica en la respuesta tisular oscila entre un mas o menos,

diez por ciento de la media.

Existe una gran variedad de 6rganos y tejidos que se
pueden trabajar “in vitro”, midiendo, por ejemplo, la capacidad
contractii de éstos (Utero, intestino delgado, musculo
esquelético, conducto deferente, corazbn y vasos

sanguineos, estbmago, musculo liso de las vias aéreas).

DUODENO DE CONEJO
La accién de sustancias con actividad sobre el sistema

nervioso vegetativo puede ponerse de manifiesto en

preparados de musculo liso.

Fig. 2.1. Duodeno de conejo.
Fuente: Barastegui Almagro, 1977 (modificado).
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Asi, tanto las sustancias colinérgicas como las adrenérgicas actian sobre el musculo
liso intestinal. En estos preparados es posible también ensayar el estudio de las sustancias
antagonistas.

ILEON DE COBAYO
El masculo intestinal esté inervado por fibras nerviosas simpéticas y parasimpéticas. El
reflejo peristaltico es miogénico y local, es decir independiente de toda inervacion. Esta
actividad miogénica espontanea varia a lo largo del
intestino, por lo cual las respuestas seran diferentes
en distintas porciones del érgano.
La estimulacién simpatica inhibe los movimientos
peristalticos, mientras que la estimulacion
parasimpatica los aumenta. El incremento del
peristaltismo estd mediado por receptores
muscarinicos. Los agonistas muscarinicos van a
producir una contraccion que sera inhibida por
antagonistas selectivos.

Fig. 2.2. ileon de cobayo.
Fuente: Barastegui Almagro, 1977 (modificado).

CONDUCTO DEFERENTE DE RATA

El conducto deferente es un érgano cuya musculatura lisa es muy recaen receptores
simpaticos, principalmente de tipo a. La estimulacién de estos receptores se pone de manifiesto
por la contraccion del érgano, lo cual se puede registrar y
medir.

Se hace una incisibn a nivel de las bolsas
escrotales y se pone a descubierto el testiculo. Sobre el
testiculo se encuentra una formacion alargada que es el
epididimo. De la porcion més delgada del epididimo

continda un cordon blanquecino que va a desembocar a

nivel de la prostata. Este cordon es el conducto deferente.

Fig. 2.3. Conducto deferente.
Fuente: Barastegui Almagro, 1977 (modificado).
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ANILLOS TRAQUEALES DE COBAYA
La trAdquea y los bronquios son 6rganos cuya musculatura es muy rica en receptores
adrenérgicos, principalmente del tipo B. La estimulacion de estos receptores se pone de

manifiesto por la relajacion del 6rgano, lo cual se puede registrar y medir.

ACTIVIDADES
Se utilizara el programa Programa Organ Bath Simulation (OBSim) que consiste en una
simulacién de un bafio de érgano aislado. Se analizara la accion de la acetilcolina y de distintos

farmacos colinérgicos sobre la musculatura lisa de ileon de cobayo.

PROCEDIMIENTO
1. Vaya al menu de inicio y abra el programa OBSim > OBSim.
2. Una vez abierto el programa de simulacion, examine los siguientes apartados:

a. Tipo de tejido (Tissue type).

b. Presione ON > |New experiment].

c. lAgonistas|. aparecen diferentes farmacos a distintas concentraciones.

IAdd to Organ Bath|: aqui se adiciona el agonista en el volumen elegido.

d. |Antagonistas|: aparecen diferentes fArmacos a distintas concentraciones.

IAdd ||Organ Bath |o |Reservoir]: aqui se adiciona el antagonistas en el volumen

elegido.

e. [Flush Reservoir To Bath|: opcién para eliminar (“lavar’) farmaco del bafio.

f. Record: comenzar el experimento

g. [Stop|: detener el experimento.
h. En el eje de las abscisas (X) se representa el tiempo en segundos.

i. En el eje de las ordenadas () se representa la fuerza de contraccién en gramos.
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Seleccione:

Tipo de tejido: ileon de cobayo

Estimulacion: musculo

Presione [Experimental Setup| para ver la
representacion del montaje experimental y
luego vuelva a la pestafia [Chart].

Agonista: Acetilcolina

Stock solution: 1 x 107 M

Volumen: 0.1 ml

A. Presione |[Record|. Compruebe que la linea
base estd estabilizada. Dejar actuar durante
10 segundos.

B. Presione |Add to Organ Bath|. Dejar actuar
la acetilcolina durante 10 seg
aproximadamente (hasta que estabilice la
respuesta)

C. Presione [Flush Reservoir To Bath|. Espere
hasta que se recupere la linea base.

D. Presione al llegar a la préxima
divisién vertical para preparar la siguiente
dosificacion.

Luego continuard incrementando la dosis de
Acetilcolina, sin variar el volumen, hasta que
se alcance la respuesta (Emax= 100% efecto).
En cada caso, proceda como se detall6 A. B.
C.D.

Grafique lo que observa, indicando la concentracion de Ach que utiliza:

-2° problema
(Continuar con el mismo experimento)

*A- Agonista: Acetilcolina

Stock solution: 1 x 107 M; Volumen: 0.1 ml (Proceder como en los pasos A. B. C. y D.).

*Antagonista: Atropina

Stock solution: 1 x 10-3 M; Volumen: 0.1 ml; SIN LAVAR (Proceder como el paso A, luego

presione |Add ||Organ Bath
*Agonista: Acetilcolina

, seguidamente del paso D, obviar paso C).

Stock solution: 1 x 107 M; Volumen: 0.1 m; SIN LAVAR (Proceder como en los pasos A. B. y

D.)
Observe el efecto y razone el resultado.

*B- Agonista: Acetilcolina
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Stock solution: concentraciones crecientes comenzando por 1 x 10 M; Volumen: 0.1 ml; SIN
LAVAR (Proceder como en los pasos A. B. y D.). Luego continuara con dosis 1 x 10, 1 x 10,
1x 103, 1x 102y 1x 102

Observe el efecto y razone el resultado.

Grafique lo que observa e interprete el resultado:

Experimento 2

-1° Problema

Seleccione: *Agonista: Acetilcolina
Stock solution: 1 x 107 M; Volumen: 0.1 ml;
Tipo de tejido: ileon de cobayo (Proceder como en los pasos A. B. C.y D.)

Estimulacion: musculo *Unknowns|: Drug 1

Stock solution: 1 x 10 M:; Volumen: 0,05 ml;
SIN LAVAR (Proceder como el paso A, luego
presione |Add | Organ Bath| , seguidamente
del paso D, obviar paso C).

*Agonista: Acetilcolina

Stock solution: 1 x 107 M; Volumen: 0.1 ml;
SIN LAVAR (Proceder como en los pasos A.
B.yD.)

* Agonista: Acetilcolina

Stock solution: 1 x 102 M; Volumen: 0.1 ml;
(Proceder como en los pasos A. B. C.y D.)
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Grafique lo que observa e interprete el resultado:
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 3:
FARMACOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO. FARMACOS CON EFECTO
ADRENERGICO.

OBJETIVOS:

Comprender el significado biolégico de las distintas acciones de farmacos sobre la
sinapsis adrenérgica.

Determinar las acciones cardiovasculares de distintas dosis de noradrenalina vy
adrenalina.

Conocer las acciones cardiovasculares de diferentes farmacos simpaticomiméticos:
agonistas a y agonistas 8

Determinar los cambios que producira la administracion previa de distintos antagonistas
sobre los efectos cardiovasculares de los farmacos estudiados.

Concientizar acerca de la necesidad de reemplazar el uso de animales experimentales
por simulaciones como método alternativo

Conocer la metodologia utilizada para la investigacion de efectos cardiovasculares de

farmacos adrenérgicos en animales de experimentacion.

INTRODUCCION:

La comprension de la estructura y funcionamiento del sistema nervioso autébnomo es

importante por diversas razones:

La actividad de los principales sistemas organicos esta controlada o regulada por una o
ambas ramas del sistema nervioso autonomo (SNA). La actividad de estos sistemas
puede ser alterada farmacolégicamente, de modo que las condiciones patolégicas que
afectan a los mismos sistemas pueden ser tratadas con farmacos de accion selectiva.

El SNA y los 6rganos que inerva pueden ser sitios de efectos colaterales, a menudo
indeseables, de farmacos cuya accion principal se ejerce e otro lugar. Por lo tanto, para
entender las acciones de muchos farmacos es necesario conocer los principios de la
neurotransmision en el SNA.

Las teorias acerca de estudios en el SNA y los 6rganos que inerva. Estos principios son

aplicables a la transmision neuronal en el sistema nervioso central.

La presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre sobre las paredes vasculares, se mide

en milimetros de mercurio (mm Hg) con dos valores, el primero corresponde a la presion
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sistolica (PAS) cuando el corazén se contrae, y el segundo corresponde a la presion arterial
diastolica (PAD).

El uso de animales como modelos experimentales para el estudio de la hipertensién, es
una herramienta valiosa para proporcionar informacion sobre la etiologia, fisiopatologia y las
complicaciones de esta enfermedad. Es considerada una herramienta eficaz para estudiar los
mecanismos de accion de diversos farmacos y compuestos utilizados en los tratamientos a los
que son sometidos los animales de experimentacién. En estos modelos pueden ser
supervisados los efectos dietéticos y ambientales, y en caso de requerir muestras de tejido o
fluidos, éstas pueden ser obtenidas de manera facil en el laboratorio. Actualmente, la rata es
uno de los animales predilectos como modelos para el estudio de la hipertension arterial,
utilizando registradores de presion arterial multifuncién, no invasivo, para uso en estudios
cientificos en animales anestesiados o despiertos.

En este trabajo practico de utilizara un simulador cardiovascular, mediante la utilizacion
del programa interactivo el estudiante podrd conocer la metodologia utlizada para la
investigacion de efectos cardiovasculares de farmacos adrenérgicos en animales de

experimentacion, sin la necesidad de eutanasiarlos.

ACTIVIDADES

Se utilizara el programa interactivo CARDIOLAB (Simulador de Farmacologia
cardiovascular in vivo).

Este es un programa que simula los resultados de un registrador de graficos de
experimentos farmacolégicos cardiovasculares in vivo en animales anestesiados (normal o
reserpinizado) y descerebrados. En la pantalla apareceran el ritmo cardiaco simulado y los

trazados de presion arterial.

PROCEDIMIENTO
Elija:

1-for colour display
1- doses in pg/kg

1- pressure in mmHg
1-British drug names

3-no pretreatment screen display
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Protocolos experimentales:

1- Administre las siguientes dosis de:
Adrenalina 10 ug/kg

Prazosin 200 ug/kg

Adrenalina 10 ug/kg

Termine el experimento (No 29, Y, 3)

2- Administre las siguientes dosis de:
Noradrenalina 2 ug/kg. Anote el valor de presion
Cocaina 2000 ug/kg

Noradrenalina 2 pg/kg. Anote el valor de presién

Termine el experimento (No 29, Y, 3)

3- Administre las siguientes dosis de:
Fenilefrina 10 ug/kg
Prazosin 200 ug/kg
Fenilefrina 10 ug/kg
Termine el experimento (N° 29, Y, 3)

4- Administre las siguientes dosis de:
Isoprenalina 2 pg/kg

Propranolol 700 pg/kg

Isoprenalina 2 ug/kg

Termine el experimento (No 29, Y, 3)

5- Administre cuatro dosis consecutivas de tiramina de 5000 ug/kg. Anote los valores de presion
arterial luego de cada administracién

Administre una quinta dosis de 10000 pg/kg

Avance en el tiempo (No 28) 120 min.

Y administrar nuevamente 5000 pg/kg de tiramina

Termine el experimento (No 29, Y, 3)
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Simulacion de respuestas cardiovasculares de drogas que actlan sobre el sistema nervioso

parasimpatico.
Protocolos experimentales:

1-Administre las siguientes dosis de:
Acetilcolina 20 pg/kg

Atropina 100 pg/kg

Acetilcolina 20 ug/kg

Termine el experimento (No 29, Y, 3)

2- Administre las siguientes dosis de:
Acetilcolina 20 ng/kg

Atropina 100 pg/kg

Acetilcolina 5000 ng/kg

Termine el experimento (N 29, Y, 3)

3- Administre la siguiente dosis de:
Acetilcolina 200 ug/kg
Termine el experimento (N° 29, Y, 3)

4- Administre la siguiente dosis de:

Acetilcolina 5000 ug/kg
Termine el experimento (No 29, N)
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 4:
PSICOFARMACOS: ANTIPSICOTICOS, ANSIOLITICOS Y ANFETAMINAS

OBJETIVOS:
e Conocer las caracteristicas mas importantes de farmacos que actiuan en el sistema
nervioso central: antipsicéticos, ansioliticos y anfetaminas
e Conocer los métodos de estudio de los farmacos mencionados
o Observar el efecto de estos farmacos en los animales de experimentacion

o Observar el efecto de clorpromacina a grandes dosis

INTRODUCCION:
Antipsicéticos:

Los farmacos antipsicoticos se emplean en clinica para el tratamiento de la
esquizofrenia. La esquizofrenia es una enfermedad se presenta como un trastorno heterogéneo
en el que quienes lo padecen muestran diferentes combinaciones de sintomas, originados por
distintas anomalias neuronales. Es necesario desarrollar modelos animales de esquizofrenia
que simulen sus componentes positivos, negativos y de déficit cognitivo. En lineas generales,
los modelos clasicos reflejan comportamientos derivados de la intensificacién de la transmision
dopaminérgica en el cerebro. En consecuencia, es probable que muestren resultados positivos
con farmacos que presentan actividad antagonista de los receptores de dopamina. Los modelos
basados en la inhibicién de la funcién de receptores NMDA por la fenciclidina (PCP) y otros
farmacos afines han ganado aceptacion en los ultimos afios.

También se estan explorando varios modelos genéticos. No obstante, la base genética
de la esquizofrenia es multifactorial y los factores ambientales son también importantes.

Los antipsicoticos, del tipo de las fenotiacinas, tienen una accion depresora a nivel de
estructuras subcorticales que se relacionan con el componente instintivo-afectivo. Disminuyen la
actividad motora espontanea en los animales de experimentacién, llegando a producir estados

catalépticos. La clorpromacina, a grandes dosis, es capaz de producir estos efectos.

Ansioliticos:
Los farmacos ansioliticos se utilizan para tratar la ansiedad. Ademas del componente
subjetivo (emocional) de la ansiedad humana, existen efectos conductuales y fisiologicos

medibles, y que también se observan en animales de experimentacion.

2025 20



Guia de Trabajos Prdcticos Farmacologia

En términos bioldgicos, la ansiedad induce una particular forma de inhibicién conductual,
generada en respuesta a nuevos estimulos ambientales de amenaza o dolor. En animales, esta
inhibicion puede adoptar la forma de inmovilidad o de supresion de una respuesta conductual,
como la de presionar una palanca para obtener alimento. Una rata colocada en un entorno que
no le es familiar suele responder manteniéndose inmovil, aunque alerta, durante un tiempo
(inhibicion conductual), lo que corresponde a una «ansiedad» inducida por el entorno extrafio.
Esta inmovilidad disminuye cuando se le administran farmacos ansioliticos. El «laberinto
elevado en cruz» es un modelo de prueba muy utilizado. Dos brazos horizontales de la cruz
estan cerrados, mientras que los otros dos quedan abiertos. Normalmente, las ratas pasan la
mayor parte del tiempo en los brazos cerrados y evitan los abiertos (por temor a caer o a ser
atacadas). Cuando se les administran ansioliticos, aumenta el tiempo que pasan en los brazos
abiertos y el numero de veces que entran en uno de ellos, pero sin un incremento de la
actividad motora.

También es posible utilizar pruebas de conflicto. Por ejemplo, una rata entrenada para
presionar una palanca repetidas veces con la finalidad de obtener un grano de pienso
normalmente alcanza una tasa de respuesta elevada y constante. Es entonces cuando se
introduce un elemento de conflicto: a intervalos, indicados por una sefial acustica, la presion
sobre la palanca va acompafiada de un «castigo» ocasional, en forma de ligera descarga
eléctrica, ademas de la recompensa del grano de pienso. Lo normal es que la rata deje de
presionar la palanca cuando suena la sefal (inhibicion conductual), con objeto de evitar la
descarga. Cuando se le administra un ansiolitico, disminuye este efecto inhibidor y la rata
contindia presionando la palanca a pesar del «castigo».

Para desarrollar nuevos ansioliticos es importante contar con pruebas en animales que
permitan evaluar la eficacia en humanos, por lo que se esta dedicando una notable inventiva al

desarrollo y validacion de dichas pruebas.

Anfetaminas:

La administracién prolongada de anfetaminas a animales de experimentacion provoca la
degeneracion de las terminaciones nerviosas que contienen monoaminas y, finalmente, la
muerte celular. Este efecto se observa cuando se administran dosis toxicas, y se debe

probablemente a la acumulacion de metabolitos reactivos en las terminaciones nerviosas.
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MATERIALES Y METODOS:

1- TEST DE LA “CHIMENEA PARA PSICODEPRESORES”

Animal:

Ratones en ayuno de 24 horas

Farmaco-dosis:

Clorpromacina (4 mg/kg)

Material:

Tubo de vidrio de 30 cm de longitud con una marca de 20 cm de un extremo.

Jeringas (Tipo tuberculina).

Cronometro

Aguja 15/5

Método: Se coloca el tubo en forma horizontal (seleccionar el tubo segun el tamafio del animal)

y se introduce un ratén por el extremo préximo a la marca con la cabeza hacia adelante.
Cuando el animal llega al extremo opuesto se coloca éste en posicion vertical. El ratén

comienza a retroceder por el tubo manteniendo la cabeza hacia abajo. Se toma el tiempo que

tarda en llegar a la marca. El test es positivo cuando el animal llega a la marca indicada en

menos de 30 segundos. Se administra clorpromacina intraperitoneal. Se deja cada raton en su

caja individual y a los 30 minutos se repite la experiencia.

Observar efectos, comparar tiempos y anotar resultados.

Animal:

3 ratones

Farmaco-dosis:
Anfetamina (15 mg/kg)
Clorpromacina (4 mg/kg)
Material:

Actografo

Jeringas (tipo tuberculina)
Aguja 15/5

Fig. 4.1. Actografo. Fuente: elaboracion propia.
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Método:

Pesar los ratones. Anotar su peso. Colocar en el actégrafo.

Registrar la motilidad espontanea durante 10 minutos

Inyectar anfetamina intraperitoneal, a los 15 min. Registrar la motilidad durante 10 min.

Inyectar Clorpromacina intraperitonealmente, a los 15 min. Registrar la motilidad durante 10
min.

Observar comportamientos y anotar los resultados obtenidos.

3- EFECTO DE CLORPROMACINA EN MOTILIDAD (ROTA-ROD)
Animal:

3 ratones

Farmaco-dosis:
Clorpromacina (4 mg/kg)
Material:

Rota-rod

Jeringas (tipo tuberculina)
Aguja 15/5

Fig. 4.2. Rota-rod. Fuente: elaboracion propia

Método:

Colocar los ratones en el Rota-rod (cilindro rotatorio), uno en cada espacio, puesto en
marcha. Los ratones deben permanecer en el rota-rod 5 minutos sin caerse. Si cae, debe
descartarse y se toma otro.

Una vez seleccionados, se pesan, se administra clorpromacina intraperitoneal.

A los 20 minutos, se colocan nuevamente en el rota-rod en marcha.

Anotar las veces que se cae cada ratén en 5 minutos.

Comparar resultados y anotar conclusiones.

4- CATALEPSIA EN LA RATA
Animal:

Rata de 250 g

Material:

Jeringa de 2 ml

Sonda orogéstrica de plastico

Farmaco-dosis:
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Clorpromacina 20 mg/kg
Método:

Se administra por via oral la clorpromacina. Se observan los resultados, hasta el
momento en que tanto el cuerpo como las extremidades de la rata pueden colocarse en las mas

variadas posturas, permaneciendo inmoviles durante largo tiempo.

5- INHIBICION DEL CONDICIONAMIENTO (Mostracion del equipamiento)
Animal:

Rata

Farmaco-dosis:

Clorpromacina (4 mg/kg)

Material:

Caja de aprendizaje dividida en dos mitades por un tabique que en su parte media
inferior posee una abertura que permite el pasaje del animal hacia uno u otro compartimento.
Cada mitad de la caja puede ser iluminada independientemente con una lampara de 5 watts. El
piso de la caja es una grilla metalica conectada a una red eléctrica con un interruptor pulsatil.
Método:

Durante 5 dias consecutivos se realizan sesiones de habituacion que consisten en pesar
el animal y colocarlo en la caja de pruebas (con ambas lamparas encendidas) donde recibe
cinco shocks eléctricos (1,4 Ma, 50 cps) de 5 segundos de duracién a intervalos variables entre
1y 3 minutos.

Los shocks se aplican a través del piso (grilla metalica). Los siguientes dias se realizan
sesiones de aprendizaje que consisten en colocar la rata en la caja de pruebas a oscuras y
encender la luz del compartimento donde ella se encuentra. Si a los 5 segundos no pasa a la
parte oscura se le aplica electroshock a través de la grilla hasta que pase. Se hacen 10 pruebas
diarias a intervalos variables entre 1 y 3 minutos.

Luego se toman 2 ratas condicionadas y a una se le administra Clorpromacina via
intraperitoneal.

Se comentaran los comportamientos.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 5:
ESTIMULANTES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y ANTICONVULSIVANTES
OBJETIVOS:
e Conocer las caracteristicas farmacos estimulantes que actian en el sistema nervioso
central y anticonvulsivantes
e Conocer los métodos de estudio de los farmacos mencionados

e Observar el efecto de estos farmacos en los animales de experimentacion

INTRODUCCION:

En el animal de experimentacion es posible provocar convulsiones que reproduzcan una
sintomatologia semejante a la de muchas enfermedades convulsivantes que se observan en la
clinica. El prototipo de enfermedad convulsivante es la epilepsia. Como en los pacientes
epilépticos es dificil realizar estudios detallados, se han desarrollado muchos modelos animales
distintos. Con la introduccion de modelos experimentales de epilepsia en los animales de
laboratorio se ha conseguido un gran avance en el tratamiento de esta enfermedad.

Algunos de los métodos para inducir ataques epilépticos en los animales son:
-convulsiones inducidas por estimulacién eléctrica
-Convulsiones inducidas por la administracion parenteral de drogas
-Implantacion de material irritante bajo el cortex cerebral.

Se han descrito cepas de ratones transgénicos que sufren crisis espontaneas. Entre
ellos hay ratones con mutaciones que eliminan varios canales iénicos, receptores y otras
proteinas sinapticas.

La aplicacion local de cristales de penicilina produce crisis focales, probablemente por
interferencia en la transmisién sinaptica inhibidora.

Los farmacos convulsionantes, como el pentilentetrazol (PTZ), se emplean a menudo en
la evaluacion de farmacos antiepilépticos, donde también se aplican crisis provocadas por la
estimulacion eléctrica global del encéfalo. Empiricamente, se ha observado que los farmacos
gue inhiben las crisis inducidas por PTZ y elevan el umbral para la produccion de crisis
provocadas por estimulacion eléctrica suelen ser eficaces frente a las ausencias, mientras que
los que reducen la duracion y la propagacion de las crisis inducidas eléctricamente son Utiles en
los tipos convulsivos de epilepsia, como las crisis tonico-clénicas. En el modelo de cainato, la

inyeccion de una sola dosis de acido cainico, agonista del receptor de glutamato, en el nucleo
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de la amigdala de rata puede inducir crisis espontaneas 2-4 semanas después que se
mantienen de forma indefinida.

MATERIALES Y METODOS

1. EFECTO DE CONVULSIVANTES Y ANTICONVULSIVANTES EN RATON
Animal:

Ratones

Farmaco-dosis:

Picrotoxina (500 ug/100 g de animal)

Estricnina (0.4 mg/100 g de animal)

Pentilentetrazol (15 pg/100 g de animal)

Difenilhidantoina (20 mg/ 100 g de animal)

Fenobarbital (25 mg/ 100 g de animal)

Material:

Jeringas (Tipo tuberculina).

Agujas 15/5

Método:

Pesar los ratones. Anotar su peso.

Formar 4 lotes y administrar los farmacos por via intraperitoneal segun el siguiente esquema:

Lote Ratén | Farmaco Efecto

Picrotoxina

Estricnina

Pentilentetrazol

Difenilhidantoina

Fenobarbital

A los 20 minutos, picrotoxina

N O O B W] N

A los 20 minutos, picrotoxina

Explicacién: EFECTO DE ESTRICNINA EN SAPO:
Animal:

Sapo

Farmaco-dosis:

Estricnina (1 mg/ 100 g de animal)

Material:
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Jeringa de 1 ml.

Aguja 25/8

Desmedulador

Método:

Pesar un sapo. Anotar su peso.

Observar respuestas normales del animal frente a estimulos externos: golpear la mesa,
apretarle una extremidad, etc.

Administrar en saco linfatico estricnina.

Observar convulsiones.

Descerebrar. Observar

Desmedular. Observar.

Comentarios:
Los animales inyectados con estricnina, entran en fase de convulsion con diferentes periodos,
1. Periodo de hiperreflexia: Hay aumento de la excitabilidad refleja medular. Si se produce
cualquier estimulo-cutaneo, luminoso o auditivo, el animal
responde con convulsiones tonicas exageradas.
2. Periodo convulsivo: Hay una convulsion generalizada de todos
los musculos, con incoordinacién, aparicién de una contraccién ~
sostenida (tetania) y rigidez. Las convulsiones se manifiestan
con flexion de los miembros superiores y extensién de los
inferiores. Son convulsiones tonicas.
3. Periodo de pardlisis: Predominan fendmenos depresivos. Las
convulsiones desaparecen por agotamiento de los centros

nerviosos.

Fig. 5.1. Sapo administrado con estricnina.
Fuente: Barastegui Almagro, 1977 (modificado).

ANALGESICOS CENTRALES

OBJETIVOS:
e Conocer las caracteristicas farmacos analgésicos centrales
e Conocer los métodos de estudio de los farmacos mencionados

e Observar el efecto de estos farmacos en los animales de experimentacion

2025 27



Guia de Trabajos Prdcticos Farmacologia

INTRODUCCION:
Para estudiar la capacidad analgésica de un farmaco es preciso provocar primero un
dolor experimental. La induccién de este dolor puede lograrse por:
Métodos fisicos: shock eléctrico, plancha caliente, pinchazo, pinzamiento, etc.
Métodos quimicos: &cido acético (dolor irritativo) o con acetilcolina (dolor espasmadico).
En esta practica se estudiard la accion analgésica de morfina y codeina frente al dolor

inducido por métodos fisicos

1-PINZAMIENTO DE LA COLA EN RATON
Animal:

Raton

Farmaco-dosis:

Morfina (1mg/100 g)

Codeina (1 mg/100 g)

Material:

Clamps

Jeringas

Cronémetro

Agujas

Método:

1. Pesar un ratdén. Anotar su peso.

2. Colocar un clamp en la cola (base) durante 30 segundos. Observar reaccion del animal.
Repetir 3 veces con intervalos de 2 minutos.
Inyectar por via subcutdnea morfina.
Colocar el clamp cada 2 minutos en la cola del raton hasta que aparezca el efecto
analgésico. Tomar el tiempo.
t1: tiempo transcurrido sin presencia del farmaco
t2: tiempo transcurrido bajo el efecto del farmaco
Tiempo de analgesia: tiempo que tarda en ejercer el efecto el farmaco.

5.Repetir idem para codeina
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6.Comparar resultados. Completar el cuadro.

Farmaco Tiempo 1 (t1) Tiempo 2 (o) Tiempo de analgesia

Morfina

Codeina

2-PLANCHA A 56°C
Animal:

Raton

Farmaco-dosis:

Morfina (1 mg/100g)
Codeina (1 mg/100g)
Material:

Plancha caliente a 56°C
Jeringas

Cronémetro

Agujas

Método:
1- Pesar un raton. Anotar su peso. Colocar por vez un ratdn sobre la plancha caliente a
56 °C.
2- Observar reaccion del animal ante el estimulo calorifico. Tomar el tiempo.
3- Sacar el animal. Volverlo a colocar a los 2 minutos. Repetir tres veces esta operacion.
Sacar tiempo promedio de reaccion (t1).
4- Inyectar por via subcutanea morfina.
5- Colocar el animal en la plancha caliente a los 2 minutos repitiendo la operacion con
intervalo de 2 minutos. Tomar el tiempo en que pierde la sensibilidad.
t1: tiempo transcurrido sin presencia del farmaco
t2: tiempo transcurrido bajo el efecto del farmaco
Tiempo de analgesia: tiempo que tarda en ejercer el efecto el farmaco.
6-Repetir idem para codeina

7-Comparar resultados. Completar el cuadro.

Farmaco Tiempo 1 (t1) Tiempo 2 (t) Tiempo de analgesia

Morfina

Codeina
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 6:
ANESTESICOS GENERALES. ANESTESICOS LOCALES. BLOQUEANTES DE PLACA
MOTORA
OBJETIVOS:
e Conocer las caracteristicas mas importantes de farmacos anestésicos generales y
locales
e Conocer los métodos de estudio de los farmacos mencionados
e Conocer los diferentes blancos de drogas que pueden actuar en la uniébn neuromuscular
y sus efectos.

e Comprender el mecanismo de accion de los bloqueantes de la placa motora.

ANESTESICOS GENERALES:
INTRODUCCION:

En la experimentacion farmacolégica este grupo de farmacos son ampliamente
utilizados, especialmente cuando las manipulaciones deben realizarse con el animal entero.

La anestesia es una de las técnicas mas comunes en experimentacién animal y todo
investigador que manipule animales tiene que conocer sus fundamentos y las técnicas basicas
empleadas. Su conocimiento facilita considerablemente el trabajo del investigador y mejora la
calidad del mismo, pero al mismo tiempo reduce el sufrimiento producido a los animales.

En investigacidn con animales la anestesia debe cumplir los siguientes objetivos:

e Facilitar la manipulacién del animal y/o la realizacién de procedimientos quirdrgicos o
dolorosos.
e Proporcionar un trato humanitario a los animales, reduciendo al minimo el sufrimiento
asociado a dicha manipulacion, evitando situaciones dolorosas, de angustia o ansiedad.
e Reducir al minimo las consecuencias negativas de la cirugia sobre la fisiologia del
animal.
e Permitir la realizacién de investigaciones imposibles de hacer con el animal consciente.
Los componentes de la anestesia general son: hipnosis o suefio, analgesia, relajacion
muscular y bloqueo de la actividad refleja. La eleccion de una técnica anestésica depende de la
especie, estado del animal, objetivo del experimento, tipo de procedimiento y duracion,
experiencia del investigador y medios disponibles. Una técnica anestésica incluye tres periodos:
preanestesia, anestesia y postanestesia. La induccién anestésica consiste en pasar de la
consciencia a la anestesia mediante la accién de farmacos anestésicos administrados por via

enteral, parenteral o inhalatoria.
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MATERIALES Y METODOS

Animal:

Ratas

Farmaco-dosis:

Uretano (1 g/kg)

Ketamina/Xilacina/Acepromazina 50/5/1 mg/kg

Material:

Jeringas

Agujas

Método:

-Pesar una rata. Administrar por via intraperitoneal una solucién de uretano 1g/kg.

- Pesar una rata. Administrar por via subcutanea una solucion de uretano 1 g/kg.

-Pesar una rata. Administrar por via intraperitoneal Ketamina/Xilacina/Acepromazina 50/5/1
mg/kg

Observar efectos. Anotar el tiempo desde la inyeccién hasta observar efectos anestésicos.
Controlar el tiempo que tarda en perder la motilidad espontanea (tiempo de induccién).

Farmaco Via de | Tiempo de induccion

administracion

uretano 1g/kg intraperitoneal

uretano 1g/kg. subcutanea

Ketamina/Xilacina/Acepromazina | intraperitoneal
50/5/1

ANESTESICOS LOCALES
INTRODUCCION:

La anestesia implica la ausencia de cualquier tipo de sensacién, dolorosa o no, pero
cuando afecta sélo a una parte del mismo se denomina anestesia local o regional. Esta técnica
es muy eficaz porque actia alli donde se produce el estimulo doloroso, reduciendo
considerablemente los efectos secundarios derivados de su accion sistémica. Los farmacos
mas empleados son los anestésicos locales (lidocaina, mepivacaina, bupivacaina), los cuales
pueden administrarse mediante infiltracion del tejido (anestesia por infiltracion) sobre el nervio

gue inerva la zona (anestesia de conduccién) o sobre la médula espinal (anestesia espinal,
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intratecal o epidural). La anestesia local por infiltracion puede emplearse facilmente en todas las
especies animales, por ejemplo, alrededor de la incision quirdrgica.

Métodos de estudio para anestésicos locales:
Explicacion: ANESTESIA DE PLEXO LUMBAR
Se descerebra un sapo, se hace una incision transversal debajo del esternén y a través de esta
abertura se extraen las visceras, liberando cuidadosamente los plexos lumbares para no
lesionarlos.

Se fija el sapo en una plancha con la parte dorsal hacia abajo. Se fijan las patas anteriores y la
cabeza, dejando las extremidades inferiores colgando verticalmente de la plancha.

Sumergir las extremidades inferiores del sapo en un vaso de precipitado que contiene
acido clorhidrico 0.1 N. El &cido actia como un estimulo
sensitivo, por accién refleja las extremidades se flexionan.
Inmediatamente se sumergen en otro vaso de precipitacion
con solucién fisiolégica para lavarlas. Rodear el plexo lumbar
con un algodén embebido en solucién de cocaina al 5%. Dejar
actuar un minuto y volver a sumergir las extremidades. Luego

lavar.

Fig. 6.1. Anestesia en plexo lumbar en sapo.
Fuente: Barastegui Almagro, 1977 (modificado).

Explicacion: COCAINIZACION DE CIATICO

Se descerebra y desmedula un sapo. Se diseca la pata y se aisla el ciatico. Se liga el extremo
distal. Se estimula con choques eléctricos el cabo periférico del ciatico y se observa si hay
contraccion muscular. Luego se embebe un algodén con una solucibn de cocaina al 5%,
envolviendo el nervio con el mismo en su parte media. A los 5 minutos se vuelve a estimular

con choques aislados y se observa si hay reaccion.

BLOQUEANTES DE PLACA MOTORA
INTRODUCCION

Estos farmacos son utilizados clinicamente para interrumpir en forma parcial y reversible
la conduccién del impulso nervioso en la unidbn neuromuscular esquelética. Se clasifican en

agentes despolarizantes y no despolarizantes.
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ACTIVIDADES

Se utilizara el programa LIGAND-GATED ION CHANNELS AS DRUG TARGETS
Cuando finalice este programa el estudiante deberd ser capaz de dar ejemplos de canales
iGnicos asociados a receptor, describir su estructura basica y mecanismo de transduccion y
explicar cdmo la interaccién del ligando con el canal ibnico est4 acoplado a un efecto bioldgico

dentro de la célula.

PROCEDIMIENTO

Cliquear en Start Program Cliquear en Objectives

Cliguear en Return to Main Menu
Cliguear en Instructions

How to Use
This Tutorial

Objectives

2025 33



Guia de Trabajos Prdcticos Farmacologia

En la pantalla principal, cliquear sobre la figura o un botén para ir a la seccion que se desea ver.

Cuando necesite salir del programa, retornar al menu principal y luego presionar el boton: Exit.

Para continuar: cliquear en la figura del menu.

Click on the screen
above to continue

How to Use
This Tutorial

Each subject section is divided into a
numbsr of sereens, you can move
between screens by using the butions
belowthe display area.

Feel free to 'jump’ around backwards
& forwards between screens, however,
we recommend thatyou wark fram the
startto the end of a subject at least
oncel

Ta return to the main menu from within
a seclion, press the 'M' button at the
botiom left comer of the subject screen

Cada seccion esta dividida en un numero de
pantallas.

Se puede mover entre pantallas, usando los
botones (nimeros) debajo del &rea abierta. Puede
retroceder o avanzar como desee, no obstante, se
recomienda ir desde el comienzo al final por lo
menos una vez.

Para retornar al menu principal desde cualquier
seccion hacer click en M.

Dentro de la misma seccion puede encontrar botones con letras, cada una es distinta.

Texto en azul: indica la instruccion que debe seguir.

Texto en rojo: puede cliquear para obtener mayor informacion.

Permite seguir a otro texto o pantalla.

COMO REGLA GENERAL, SI EL CURSOR CAMBIA A @ : CLIQUEAR.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 7:
ANALGESICOS, ANTIPIRETICOS, ANTIINFLAMATORIOS (AINES)
ANTICOAGULANTES, ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS, FIBRINOLITICOS

OBJETIVOS:
e Conocer las caracteristicas mas importantes de farmacos AINEs y anticoagulantes,
antiagregantes plaquetarios y fibrinoliticos.
e Conocer los métodos de estudio y mecanismos de accién de los farmacos mencionados.
e Analizar el efecto de farmacos antiinflamatorios no esteroideos en el proceso
inflamatorio.
e Fortalecer el conocimiento sobre las propiedades farmacolégicas de los AINES.

¢ Comprender las reacciones adversas de los farmacos AINEs.

ANALGESICOS, ANTIPIRETICOS, ANTIINFLAMATORIOS (AINES)
INTRODUCCION:

Los salicilatos y otros agentes similares utilizados para tratar la enfermedad reumética
comparten la capacidad de suprimir los signos y sintomas de la inflamacién, incluido el dolor.
Estos farmacos también ejercen efectos antipiréticos. Dado que el &cido acetilsalicilico, tiene
una serie de efectos adversos, se han desarrollado muchos otros AINEs en un intento por
mejorar la eficacia del mismo y disminuir su toxicidad.

Son muy utilizados en diferentes situaciones clinicas, de tal forma que, en dosis Unicas
pautas cortas, son analgésicos efectivos en el tratamiento del dolor leve moderado de origen
somatico (musculosquelético), posoperatorio, visceral (dismenorrea, coélico renal) y 0Oseo
metastasico.

A dosis antiinflamatorias mantenidas se usan para el tratamiento sintomatico del dolor e
inflamacién en enfermedades reumaéticas (artritis reumatoide, espondiloartropatias inflamatorias,

artrosis, reumatismos de partes blandas y otros procesos).

1-EVALUACION DE LA ACCION ANTINFLAMATORIA. METODO DEL GRANULOMA
(Método de Meier, Schuler y Desaulles)

Animal:
Ratas 120-150 g
Farmaco-Dosis:

Trocitos de algodén o gasa estéril de 50 mg
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Fenibutazona 100 mg/kg

Alcohol yodado 10%
Ketamina-Xilacina-Acepromacina 50/5/1 mg/kg
Método:

Se trabaja con dos lotes de animales; un lote experimental con el farmaco
antiinflamatorio en estudio y un lote control.

Se anestesian los animales, se depila la parte dorsal de la rata y se desinfecta con
alcohol iodado. Se hace una pequefia incisién en la parte dorsal media y se introduce por ella
una pinza de punta roma hasta alcanzar la parte escapular del animal. Se sutura la herida con
un punto y se desinfecta con alcohol iodado. A los 7 dias se sacrifican las ratas por inhalacion
de CO,, se extraen los granulomas, se los pasa suavemente sobre papel de filtro y se pesan en
balanza analitica. Este procedimiento se hace con los animales testigos. Con el lote
experimental se sigue la misma técnica, excepto la administracién de fenilbutazona, via oral,
una vez por dia durante los 7 dias.

Calcular la media y desviacién estandar. Sacar conclusiones de la experiencia realizada.

2-EVALUACION DE LA ACCION ANTIINFLAMATORIA. TEST DE LA CARRAGENINA

La presente practica consistira en valorar la accion de la fenilbutazona (derivado pirazélico)
mediante el test de la carragenina. Consiste en la produccién de un edema por la inyeccion
intraplantar de carragenina.

Animal:

Ratas hembras de 150-200 g.

Farmacos-Dosis:

Suspensién de carragenina al 1% en solucion fisioldgica.
Fenilbutazona 100mg/kg.

Material:

Plestismémetro (para medir el volumen diferencial)
Agujas y jeringas

Sondas orogastricas

Fig. 6.1. Pletismdmetro. Fuentes: elaboracion propia.
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Método:

Los animales se dejaran en ayunas unas 16 horas antes de realizar la prueba. Conviene
que estén en un ambiente climatizado (22° C de temperatura y 65% de humedad) durante la
duracion de la experiencia.

La solucién de carragenina se preparard momentos antes de la prueba. Se inyectaran
los animales con un volumen de 0.1 ml de la suspensién de carragenina bajo la aponeurosis de
la cara plantar de una extremidad posterior. La sustancia objeto de estudio (fenilbutazona) se
administrara por via oral 30 minutos antes de provocar el edema.

Se consideraran dos grupos de animales (5 en cada grupo). El grupo control recibira
solamente solucién fisioldgica (50 ml/kg por via oral) y el grupo tratado recibird la dosis de
fenilbutazona 100 mg/kg.

Al cabo de tres horas de haber producido el edema se medira el volumen en ambas
patas, para valorar asi el grado de tumefaccién (GT) y establecer una relacion entre el volumen
total de ambas patas después de la inflamacién (a) y el volumen total antes de la inflamacion.

Se representara:

GT=(a)
(b)
Resultados:

En general, la relacion (a)/(b) va a ser diferente en el control y el tratado con el
antiinflamatorio. El grupo control nos dara evidentemente el grado de tumefaccion de un 100%.

El grupo tratado con el antiinflamatorio tendr& un grado de tumefaccion mucho menor.
Se considera como dosis antiinflamatoria media (ADso) a aquella dosis capaz de reducir el
edema a la mitad de los animales.
PLESTISMOMETRO

Es un sensor del incremento de volumen, especialmente disefiado para valorar el edema
de pata de la rata. Consta de un recipiente que, al introducir la pata del animal, ocasiona un
desplazamiento del nivel original del liquido, esa variacion de volumen se transmite a un
detector mediante un transductor eléctrico. El detector da un valor en unidades arbitrarias, por
eso, previamente hay que calibrar el valor cero midiendo las variaciones de volumen que se

producen al introducir las patas de los animales control.
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3-EFECTO ADVERSO DE INDOMETACINA SOBRE MUCOSA GASTRICA DE RATA.
Animal:

Rata en ayunas de 24 h
Farmaco-dosis:
Indometacina 50 mg/kg
Etanolol absoluto

Material:

Jeringas de 10 ml

Sonda orogastrica para rata
Material de cirugia

Método:

Trabajar con 3 lotes de animales, pesar los mismos y anotar sus pesos. Administrar por

via oral los siguientes farmacos segun los lotes:
Lote I: indometacina 50 mg/kg

Lote II: etanol absoluto 2 ml. (control positivo)
Lote IlI: Agua destilada 2 ml. (control negativo)

Inmediatamente colocarlos en las jaulas y esperar aproximadamente 1 hora para
eutanasiar a los animales, por inhalacion de CO..

Colocarlo en la bandeja con la parte dorsal hacia abajo, levantar la piel del abdomen con
una pinza e incidirla logitudinalmente en la linea media con una tijera recta. Practicar una
incision en los muasculos a la altura del estbmago. Extraido el mismo se procede a abrirlo por la
curvatura mayor y se debe verificar la presencia de lesiones de tipo ulceroso en el mismo.

Observarlo a simple vista o con la ayuda de una lupa.

FUNDAMENTO:

La indometacina (derivado del acido indolacético) es de empleo rutinario como
analgésico, antiinflamatorio, sobre todo en reumatologia. Presenta diversas reacciones
adversas, entre las mas frecuentes estan los trastornos digestivos: nauseas, vémitos, dolores
abdominales y hasta hemorragias gastrointestinales o Ulceras pépticas, en tratamientos con
dosis elevadas y durante un periodo prolongado. Este fendmeno se atribuye a la inhibicion de

las prostaglandinas (éstas nhormalmente presentan accion protectora de la mucosa gastrica).
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4-DETERMINACION DEL EFECTO ANTIPIRETICO DE PARACETAMOL EN CONEJO
(Mostracioén del equipamiento)

Los pir6genos son sustancias proteicas o lipopolisacaridos de origen especificamente
bacteriano que, por inyeccion intravenosa dan lugar a escalofrios y a aumento de la
temperatura corporal.

Estos productos pueden existir en el agua, incluso en la destilada, por lo que hay que
tenerlo en cuenta a la hora de utilizar preparados inyectables. Para obviar este inconveniente es
necesario bidestilar el agua en absolutas condiciones de asepsia y después realizar las pruebas
biolégicas de control.

El conejo es uno de los animales mas sensibles a las variaciones de temperatura, por lo
que se utiliza este animal para el control de pirégenos.

Animal:

Conejos de 2 — 3,8 kg

Farmaco-dosiss:

Solucién fisiologica estéril y libre de pir6genos.
Solucién de peptona al 1%

Vaselina.

Paracetamol

Material:

Aparato registrador de temperatura rectal (Equipo ELLAB con 15 termistores)
Cepos inmovilizadores

Jeringas y agujas

Método:

Una vez pesados los animales se colocan cada uno en un cepo inmovilizador y procede
a colocarles el termémetro por via rectal. Con una mano se levanta la cola del animal y con otra
se introduce el electrodo mas alla del esfinter interno del ano. Es conveniente lubrificar
previamente el aplicador. Los animales permanecen asi en el cepo durante una hora antes de
ser inyectados.

Un dia antes es aconsejable dejar a los animales en ayunas para evitar la defecacion
durante la prueba. Los animales permanecerdn en instalaciones climatizadas, con una
temperatura y un grado de humedad constantes. Estaran también protegidos frente a cualquier
disturbio capaz de provocar excitacion, ya que estimulos tales como el ruido pueden ser causa
de hipertermia. Transcurrida la primera hora se hard un control de la temperatura. Se utilizaran

aguellos animales con un control de temperatura no menor de 38.5 ni mayor de 39.8 °C.
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Dosificacion:

Las jeringas y agujas deberan estar bien esterilizadas, para evitar introducir material con
pir6genos. Los conejos se inyectaran en la vena marginal de la oreja a razén de 10 ml/kg de
peso. Una vez inyectados, se controlara la temperatura rectal durante unas 4-5 horas después
de la inyeccion.

Se consideraran dos grupos de animales de 5 conejos cada uno.

Un primer grupo se inyectard con solucion fisioldgica estéril y libre de pir6genos. El
segundo grupo se inyectard con la solucion de peptona (0.1 mil/kg), el tercer grupo con
paracetamol.

Resultados:
Se considerara positiva la prueba cuando el incremento de temperatura sea superior a 0.6 °C.
Se comprobara que la solucion fisiologica realmente es estéril ya que ha resistido al control;

mientras que la solucién de peptona produce hipertermia.

ANTICOAGULANTES, ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS, FIBRINOLITICOS
INTRODUCCION:
La accion de los farmacos anticoagulantes se basa en la interferencia de los procesos
normales de la coagulacion a distintos niveles. Se estudiara la accion de:
e Anticoagulantes orales, que actuan interfiriendo con la vitamina K, fundamentalmente
para la sintesis de protrombina y sus precursores.
¢ Anticoagulantes de accion “in vivo” e “in vitro” que impiden las reacciones que formaran
la fibrina.
e Anticoagulantes de accién “in vitro”, que son aquellas sustancias que impiden la
coagulaciéon por accion descalcificante (eliminando el ion calcio) limitAndose su

aplicacion clinica a hematologia en el laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
Animal:

Rata

Farmacos- dosis:

Citrato de sodio 3.8%
Heparina 1%

Warfarina
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Cloruro de calcio 5%
Material:
Bafio Maria 37°C
Tubos de hemodlisis
Pipetas de 1 ml
Jeringas de 5 ml
Agujas 25/8
Método:
Se obtiene la sangre por puncién cardiaca de una rata previa inhalacién de CO.. La sangre
se recibe en tres tubos.
1- 0.1 ml de heparina +0.8 ml de sangre. Mezclar
2- 0.2 ml de citrato de sodio 3.8%. Mezclar
3- 0.2 ml de warfarina + 0.8 ml de sangre. Mezclar
Colocar los 3 tubos en Bafio Maria 37 °C
Observar
En los tubos que no haya coagulacién agregar 0.2 ml de cloruro de calcio 5%.

Dejar 30 minutos en el bafio. Observar.

Sacar conclusiones.

Tubos 1 2 3 4
Heparina 0.2 ml

Warfarina 0.2ml

Citrato de sodio 0.2ml

Sangre 0.8 ml 0.8 ml 0.8 ml 0.8 ml
Coagulacion

CaCl; 0.2ml 0.2 ml

Coagulacion
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 8:
MONITOREO TERAPEUTICO DE FARMACOS. PARAMETROS BIOQUIMICOS Y VARIACION
FARMACOLOGICA
OBJETIVOS:
e Valorar la importancia clinica de la monitorizacion de farmacos terapéuticos.
e Conocer las modificaciones que producen los farmacos en los valores normales de

algunos analisis clinicos.

MONITOREO TERAPEUTICO DE FARMACOS
INTRODUCCION:

El monitoreo de farmacos en terapéutica o control del tratamiento farmacoldgico es la
evaluacién de la eficacia y de la toxicidad de los farmacos en la practica clinica. Su finalidad es
individualizar el tratamiento farmacoldgico, adaptandolo a las necesidades de cada paciente.

El propésito del monitoreo de farmacos en terapéutica es lograr tratamientos mas
racionales, mas eficientes y con menos efectos téxicos para el organismo; constituye una

practica de laboratorio que ha experimentado grandes avances en los Ultimos afios.

ACTIVIDADES:

1- Un somnifero tiene una vida media de 1 hora. Se administra a la dosis de 100 mg y el
paciente se despierta cuando quedan sé6lo 12,5 mg en el organismo. ¢ Cuantas horas dormira el

paciente? Administrando 200 mg del mismo farmaco, ¢ cuanto tiempo méas dormira el paciente?

2- La concentracion terapéutica de fenitoina es de 20 ug/ml. Aproximadamente el 95% de la
sustancia esta ligada a la albumina sérica. En caso de uremia, hipoalbuminemia o en presencia
de otras sustancias que desplacen a la fenitoina de sus puntos de fijacion, la fraccién fija puede
llegar a descender hasta 90%. ¢cual puede llegar a ser el efecto de la fracciéon libre del

farmaco?

3- La tubocurarina tiene una vida media de 2 hs. Si se administran 0,165 mg, dejara de relajar la
musculatura cuando quedan 0,0412 mg. ¢Cuantas horas puede durar una intervencion

quirargica si se administran 0,165 mg de tubocurarina?

4- Dado un medicamento cuyo rango terapéutico es de 20 a 60 ug/ml en una primera dosis

inicial se administr6 un gramo por via oral. Para una mejor comodidad del paciente se propone
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un intervalo entre dosis de 12 hs. A las 4 hs. de la primera administracion se alcanzé un nivel

plasmético de 41,7 ug/ml. Calcule la dosis de mantenimiento.

Dosis de mantenimiento = Nivel sanguineo 6ptimo - Ci (T + { max)
Dosis inicial C1 max

C; : Concentracion en sangre en la primera dosis al tiempo indicado entre paréntesis.
C1 max: Concentraciobn maxima en sangre obtenida en la primera dosis.
Tmax: Tiempo que corresponde a la concentracion maxima.

T: Intervalo propuesto entre dosis.

Protocolo: El “panel” de muestras consiste en 102 pacientes masculinos y femeninos. El
grupo se compone de 72 varones y 30 mujeres con enfermedades no serias. Cada paciente
recibio instrucciones de ayunar durante la noche. La siguiente mafiana cada sujeto recibié una
dosis del medicamento de 1 g en forma de suspensién acuosa, conteniendo 1% de
metilcelulosa 400. La hora de administracién en cada caso, era entre las 8 y 9 de la mafiana.
Tras la administracién, se tomaron muestras de sangre y orina a intervalos regulares. En las
muestras, se determind por métodos quimicos especificos, el medicamento inalterado.

Resultados: Los niveles medios de medicamentos en sangre y las cantidades
acumulativas medias del mismo en orina, en funcién del tiempo tras la administracion, se
muestran en la siguiente tabla.

Niveles sanguineos medios (ng/ml) y excrecion acumulativa (mg) de un farmaco lentamente

absorbido, tras la administracion de 1 g.

Tiempo tras la|Nivel Cantidad

administracion | sanguineo acumulativa en

(h) (ug/mi) orina (mg)
1 20,4 10

2 32,9 23

3 39,1 46

4 41,7 70

6 40,8 119

8 36,4 166

10 31,2 206

12 25,8 242
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16 17,8 293
20 12,5 325
24 8,0 352
28 6,0 366
32 3.9 378
36 2,7 383
40 1,8 389
48 - 400
56 - 400

5- El médico solicita los siguientes dosajes plasmaticos:

a) Fenobarbital y carbamazepina, a un paciente de 11 afios que concurre a 2° afio EGB.
b) Acido valproico, a un paciente de 15 afios.

Resultados obtenidos:

Fenobarbital: 28 ug/ml

Carbamazepina: 3 ug/ml

Acido valproico: 5 ug/mil.

¢, Cémo pueden interpretar los resultados en ambos casos?

6- El médico solicita al laboratorio las determinaciones de digoxina y K+ a un paciente de 75
afios que padece insuficiencia cardiaca congestiva y que recibe digoxina y furosemida. El
paciente presenta vomitos, diarrea y alteraciones en la percepcion de los colores.

Valores obtenidos: digoxina 2.5 ng/ml; potasemia: 2.8 mEq/Il. Interprete los valores hallados,

interacciones medicamentosas y correlacione con los sintomas.

PARAMETROS BIOQUIMICOS Y VARIACION FARMACOLOGICA
INTRODUCCION:

Las pruebas de laboratorio se pueden ver afectadas por la toma de ciertos
medicamentos, lo cual puede llevar a suponer que el paciente presenta un nuevo sindrome
con la consiguiente toma de decisiones que puede ser contraproducente para él.

Un medicamento administrado antes de la toma de la muestra sanguinea puede provocar
un aumento o una disminucién del componente plasmatico analizado. Este efecto puede

asumir, esencialmente, dos aspectos:
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e Aspecto puramente analitico: EI medicamento y/o sus metabolitos pueden alterar, en

una etapa cualquiera, la valoracion de un componente. En Biologia clinica se acordo

denominar a este efecto interferencia analitica.

e Aspecto biolégico: El medicamento provoca la modificacion de un componente biolégico

por medio de un mecanismo fisioldgico, farmacolégico o toxicoldgico. Constituye lo que

se ha convenido en denominar los efectos de los medicamentos sobre las pruebas de

laboratorio.

ACTIVIDADES:

1-Nifia de 4 afios y 5 meses de edad, que acude al servicio de urgencias por presentar vomitos

y somnolencia. En los antecedentes se constata ingesta de 19 comprimidos de paracetamol

(400 mg). La dosis total de paracetamol fue de 7,2 g lo que corresponde a 576 mg/ kg. La

ingesta se produjo aproximadamente dos horas antes de ser vista en el hospital. Se realiz6

lavado géstrico a la llegada no obteniéndose en el mismo, restos visibles del farmaco.

Al ingreso el hemograma, glucemia, creatinina, calcio, fésforo, ionograma, transaminasas,

bilirrubina, amoniaco y pruebas de coagulacion fueron normales.
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Los parametros bioquimicos se mantuvieron normales
a lo largo de la evolucion a excepcion de las
transaminasas (Fig. 1).

Los niveles de paracetamol en sangre fueron de 101 y
73.9 ug/ml a las 12 y 15 horas de la ingestion

desanareciendo a las 24 horas.

Valores de referencia:

GOT: hasta 38 UI/L,

GPT: hasta 48 UI/L.

a-¢,Cuales son los estadios que se establecen y sus
caracteristicas, luego de wuna sobredosis con
paracetamol?

b- Teniendo en cuenta los valores de concentracion
plasmatica de paracetamol a las 12 y 15 horas, y
utilizando el normograma de Rumack-Mattew,

¢..Se puede pensar en una probable hepatotoxicidad

grave? Explique.
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c- ¢Por qué no se determind la concentracion plasmatica de paracetamol cuando la nifia

ingreso al hospital?

2-Paciente de 58 afios, con diagndstico de Hipercolesterolemia Familiar, se encuentra bajo
tratamiento con atorvastatina 10 mg/dia. Se realiza un control médico:

Examen de laboratorio: CPK: 235 UI/L, GOT: 58 Ul/L, GPT: 97 UI/L.

¢,Coémo interpreta los resultados?

¢ El médico suspenderia atorvastatina de acuerdo a los resultados de laboratorio?

Valores de referencia:

GOT: hasta 38 UI/L,

GPT: hasta 48 UI/L.

CPK:

Hombre: entre 0y 195 Ul/I

Mujer: entre 0y 170 Ul/I.

3- ¢ Qué efectos producen los salicilatos sobre el &cido Urico, en funcién de la dosis?

4- ;Qué efectos producen los antagonistas de los receptores B adrenérgicos no selectivos
sobre los lipidos?

5- Paciente varon de 65 afios con hipertrofia benigna de prostata. Tratamiento hormonal:
finasterida (5 mg/dia)

PSA (Antigeno prostatico especifico):

Valor hallado: 3.9 ng/ml

¢ Como interpreta el resultado obtenido?

Rangos de referencia PSA

30-39 afios: 0 - 1.5 ng/ml

40-49 afios: 0 — 3.0 ng/ml

50-59 afios: 0 — 4.3 ng/ml

60-69 afios: 0 — 5.9 ng/ml

70-79 afios: 0 — 7.2 ng/ml
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 9:

FARMACOS DIURETICOS. HORMONAS

OBJETIVOS:
e Conocer las caracteristicas méas importantes de farmacos diuréticos y hormonas
e Conocer los métodos de estudio de los farmacos mencionados
e Observar el efecto de estos farmacos en los animales de experimentacion

e Obtener y analizar los datos de UVE en rata.

INTRODUCCION:

El rifdn es el principal 6rgano excretor de casi todos los agentes terapéuticos y de sus
metabolitos. El estudio de la excrecidon urinaria es de gran interés farmacoldgico por dos
razones principales: en primer lugar, porque sirve para detectar la presencia de farmaco o sus
metabolitos en la orina, después de haber actuado en el organismo. En segundo lugar, porque
muchos farmacos, aparte de la accidon recomendada, pueden tener una accion diurética, como

ha ocurrido con algunos hipoglucemiantes.

MATERIALES Y METODOS

Animal:

Rata de 150 a 200 g de peso

Farmaco-dosis:

Furosemida (100mg/Kg)

Solucién de NaCl (1%)

Agua destilada

Material:

Probetas graduadas

Sondas orogastricas

Jeringasde 1y 5 ml

Agujas 25/8

Jaulas metabdlicas

Método:

Pesar los animales. Anotar sus pesos y administrar una sobrecarga acuosa de 5 ml. de solucion
salina/100 g de peso del animal por via oral (sonda orogastrica).

Lote I: se le administra el diurético por via intraperitoneal
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Lote Il: control, sin diurético.
Inmediatamente se coloca cada rata en una jaula metabdlica y cada 15 minutos durante

2 horas. Se lee el volumen de orina excretado por cada animal.

Tiempo en minutos | Lote I|: recarga hidrica més | Lote II: control con recarga

diurético hidrica solamente

0
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45

60

75

90

105

120

Calcular la excrecién volumétrica urinaria (UVE):

UVE= volumen recolectado _ x 100
Volumen administrado

Curvas de diuresis

Tiempo

UVE

Comparar resultados
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HORMONAS
INTRODUCCION:

Se realizaran experimentos con farmacos con actividad estrogénica y androgénica. Los
farmacos que influyen en la reproduccién (tanto para impedir la concepcibn como, mas
recientemente, para tratar la esterilidad) han transformado la sociedad a lo largo de la segunda
mitad del pasado siglo.

Se conoce que los ciclos ovaricos son los procesos de seleccion, maduracion y
crecimiento folicular hasta la ovulacion y la preparacién del Utero para la gestacién. Estos
eventos ocurren a través de la intercomunicacion entre los ovocitos, células de la granulosa,
células de la teca y los sistemas inmunitario, endécrino y vascular. Todas esas estructuras y
sistemas estan regulados por sefales hipotaldmicas e hipofisiarias, que actlan mediante
neurotransmisores y hormonas, ademas de la expresion de una gran variedad de genes. El
equilibrio y la eficacia de estos procesos son indispensables para que la reproduccién de la

hembra sea exitosa.

1-OVARIECTOMIA

La extirpacion bilateral de los ovarios en el animal de experimentacion ocasiona la
interrupcidn inmediata de la produccién de hormonas sexuales femeninas (estrégenos).

Un control posterior de la citologia vaginal sirve para confirmar en dias posteriores si la
extirpacion ha sido completa o no. e
Animal:

Rata hembra adulta

Farmaco-Dosis:
Ketamina/Xilacina/Acepromazina 50/5/1 mg/kg
Material:

Equipo de cirugia, tabla de contencion.
Algodon, hilo

Método:

Se administra ketamina-xilacina-acepromacina de forma

intraperitoneal.
Fig. 9.1. Ovario expuesto
Fuente: elaboracion propia.

Una vez anestesiada, la rata se coloca en tabla de contencién con la parte dorsal hacia

arriba, se depilan las regiones lumbares y se desinfectan con alcohol. Se hace una pequeia
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incision en la region lumbar de cada lado y se separan cuidadosamente los
planos anatémicos hasta localizar un paquete de grasa, en el cual se hallan

inmersos el ovario y la trompa. Se reconocen estos elementos porque

estan muy irrigados. Se procede a ligar la trompa y se extirpa el ovario por
encima de la ligadura. Se repite la misma operacion del lado opuesto. Se

suturan ambas incisiones. Se limpia la region con solucién antiséptica.

Fig. 9.2. Ovario de rata.
Fuente: elaboracién propia.

2-FROTIS VAGINAL EN LA RATA:

Mediante las observaciones citolégicas del frotis vaginal (colpocitologia) tenemos idea
de las variaciones fisiolégicas que tienen lugar en el ovario, principalmente en lo que respecta a
la produccion de hormonas (estimulo estrogénico).

Para poder obtener resultados validos es indispensable efectuar varios frotis por ciclo.
Ademas, el frotis vaginal tiene interés experimental a la hora de ensayar una teratogenia. La
union del macho con la hembra debe hacerse entre las fases de proestro y estro,
manteniéndolos en la misma jaula unas horas. A continuacion, se separa la hembra, y se le
hace un frotis vaginal con el fin de determinar si ha habido o no copulacion. Ello se comprueba
porque microscopicamente se visualizan los espermatozoides con la tipica cabeza en “gancho”.
Este es el momento adecuado, una vez constatada la prefiez, de iniciar el ensayo de
teratogenia, procediendo a administrar el medicamento objeto de estudio.

Los efectos que las hormonas ovaricas ejercen sobre el epitelio de las vias genitales, se

manifiestan de modo muy evidente y facil de observar sobre las

células del epitelio vaginal, obtenidas mediante frotis. Esta técnica de 4-'
interés clinico y experimental, es la que se va a ensayar en esta ”
practica. %‘
Material: s
Pipeta cuenta gotas ’_;\
Portas :
.

Solucidn fisiolégica
Método:

Frotis: se sujeta al animal, se introduce en el orificio vaginal unas
gotas de soluciéon fisioldgica, mediante la pipeta cuentagotas. ;{

Seguidamente, mediante aspiracion se recoge el contenido. £

Fig. 9.3. Frotis de rata.
Fuente: elaboracion propia.
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Se extiende de manera uniforme este contenido sobre un portaobjeto, se coloca un

cubreobjeto y se observa en el microscopio.

Mediante la observacién microscopica de los frotis se pueden distinguir las siguientes fases:

Metaestro

DIESTRO: en el campo microscopico aparecen abundantes leucocitos
y muy escasas células epiteliales de la capa basal.

PROESTRO: Esta fase coincide con gran aumento del tamafio del
ovario, debido a la presencia de abundantes foliculos. Ademas, en la
vagina se aumenta un progresivo engrosamiento epitelial.

En el frotis se presentan escasos leucocitos (- 10%), abundantes
células epiteliales de nucleo redondeado y voluminoso y citoplasma
basdfilo (+ 60%), y algunas, muy escasas, células cornificadas de los
estratos superiores (- 30%). En la rata esta fase dura aproximadamente
unas 12 horas.

ESTRO: Coincide esta fase con el maximo aumento de actividad
estrogénica. MicroscOpicamente se observan escasos leucocitos (-
10%), muy pocas células epiteliales (- 25%) y un gran aumento de
células cornificadas, con ndcleos picnoéticos.

En esta fase pueden observarse imagenes en forma de “hojas de
helecho”, tipicas de la cristalizacién del moco vaginal.

METAESTRO: En esta fase se inicia la regresion del epitelio vaginal,
coincidiendo con la presentacién de cuerpos liteos en el ovario.
Paulatinamente van desapareciendo las células cornificadas vy
aumentando los leucocitos y as células epiteliales de capas basales,

nucleo redondeado.

Fig. 9.4. Fases de las células del epitelio vaginal.
Fuente: Barastegui Almagro, 1977 (modificado).

3-ORQUIECTOMIA

Los animales privados de los testiculos han sido utilizados para valorar las sustancias

con accién androgénica, basandose en el hecho de que los animales jévenes asi castrados

presentan, al cabo de un mes una prOstata y unas vesiculas seminales escasamente

desarrolladas. La administracion posterior de sustancias con accidén androgénica consigue de

nuevo aumentar su tamafo.
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Animal:

Rata macho adulta

Farmaco-Dosis:
Ketamina/Xilacina/Acepromazina 50/5/1 mg/kg

Material:
Equipo de cirugia Fig. 9.5. Testiculo de rata macho. Fuente: elaboracion propia.
Método:

Se administra ketamina-xilacina-acepromacina de forma intraperitoneal. Cuando el
animal esté anestesiado se depila la region del escroto en ambos lados y se hacen incisiones
verticales por debajo de la ligadura. Una vez realizada la extirpaciéon se vuelven a suturar las

heridas dando un par de puntos en cada lado.

4-EFECTO DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA EN RATAS MACHO ADULTAS
CASTRADAS

Animales:

Ratas machos castradas

Farmaco-Dosis:

Propionato de testosterona 5 mg/kg

Material:

Balanza

Jeringa de 1 ml

Aguja 25/8

Método:

Las ratas macho castradas se dividen en dos lotes.

Lote I: se administra testosterona (1 mg/ml) durante 5 dias.
Lote IlI: solvente oleoso (0.1 ml/100 g).

Luego de transcurridos los 5 dias. Eutanasiar a los animales
por inhalacion de CO,. Hacer una incision abdominal y

descubrir el sistema genital masculino. Observarlos resultados

obtenidos y discutirlos.

Fig. 9.6. Vesiculas seminales de rata macho.
Fuente: elaboracién propia
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ACTIVIDADES:
Se utilizara el programa NUCLEAR HORMONE RECEPTORS AS DRUG TARGETS.
Cuando finalice este programa el estudiante debera ser capaz de entender:
e El mecanismo por el cual ciertas hormonas y farmacos ejercen sus efectos alterando la
actividad transcripcional en el nacleo de una célula diana.
e La estructura de un receptor nuclear hormonal tipico y cémo las diferentes partes del
receptor contribuyen a la respuesta.
e El mecanismo por el cual se cree que actlan los agonistas y antagonistas de los

receptores nucleares de hormonas, utilizando los estrégenos como ejemplo.

PROCEDIMIENTO

Cliquear en Start Program Cliquear en Objectives

Objectives

~ Cliquear en Return to Main Menu

" Cliquear en Instructions
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En la pantalla principal, cliquear sobre la figura o

How to Use un botén para ir a la seccién que se desea ver.
This Tutorial

Cuando necesite salir del programa, retornar al

At the main menu screen simply

click on a picture or a button to go menl] pI’InCIpa| y |uegO pl’eSionar el bOtén: EXlt

to the section that you wish to see

Main Menu When you want to ext the
program, return to the main menu
then press the exit button

Click on the picture of the menu
screen to continue

Para continuar: cliguear en la figura del mendu.

., P ; How to Use

Cada seccion esta dividida en un nimero de T T
panta”as' Eacgsubjfemsecliumsd\vwdedimua
% humaer of SCI’EQHS,yDU can move

Se puede mover entre pantallas, usando los : [ e emearea
, . L, . Feel free to jump’ around backwards

botones (nUmeros) debajo del area abierta. Puede W oo el you ok pom e
startto the end of & subject at least

retroceder o avanzar como desee, no obstante, se Clek o e e i:jwmm D
B . . . above to continue asection, press the 'M' button at the

recomienda ir desde el comienzo al final por lo el e o e

menos una vez.

Para retornar al mena principal desde cualquier

seccidn hacer click en M.

Dentro de la misma seccién puede encontrar botones con letras, cada una es distinta.
Texto en azul: indica la instruccion que debe seguir.

Texto en rojo: puede cliquear para obtener mayor informacion.

Permite seguir a otro texto o pantalla.

COMO REGLA GENERAL, SI EL CURSOR CAMBIA A @ : CLIQUEAR.
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